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RESUMO

A hipétese de que a deposi¢do espermatica e a fecundagdo em Stenopus hispidus ocorram externamente
ao corpo foram testadas, baseando-se no comportamento reprodutivo em laboratorio e na anatomia reprodutiva.
Adicionalmente, o ciclo ovariano e os estagios larvais iniciais de também foram descritos. Para isso, 12 casais
adultos foram mantidos em aquarios, em salinidade 35%o, temperatura 26°C, fotoperiodo 12 horas. As larvas
foram em grupos de 50 e 100 larvas em placas de Petri com 100 ml. As observagdes e alimentacdo foram didrias.
Fémeas em diferentes fases do ciclo ovariano foram anestesiadas em agua com gelo e tiveram o ovario
removido, fotografado, fixado e processado para microscopia de luz. O comportamento reprodutivo foi filmado e
fémeas recém-copuladas tiveram os esternos analisados. Posteriormente, os casais foram anestesiados e
dissecados para a descricdo da forma e localizagdo das gonadas e pledpodos. O aparelho reprodutivo (AR) de
ambos 0s sexos, esternos, genitalias e primeiro pledpodo também foram preparados e fotografados em
microscopia eletronica de varredura. O tempo médio de encubagao dos ovos foi de 22,8 + 2,1 dias e os periodos
de intermuda foram de 25,5 + 2,3 dias para as fémeas ¢ 26 + 4,1 dias para os machos. Durante cada ciclo
reprodutivo, os ovarios apresentaram diferenciagdo em tamanho e coloragdo, identificados macroscopicamente
pela transparéncia da carapaca e classificados em quatro estagios distintos de desenvolvimento ovariano, ao
longo de um ciclo reprodutivo. A cdpula ocorre quando a fémea esta em pos-muda, e espermatozoides foram
observados em seus esternos fazendo-se um esfregago. O primeiro pledpodo masculino parece estar envolvido na
copula, ja que ¢ diferenciado dos demais. O AR masculino ¢ reduzido e restrito a carapaca, com testiculos
lobulados e vasos deferentes ndo enovelados, abrindo-se na base do 5° pereidpodo. O AR feminino ¢ bem
desenvolvido, com o ovario ocupando grande parte da carapaga e alcangando até o terceiro somito abdominal; os
ovidutos sdo curtos ¢ sem estrutura aparente para estocagem de espermatozdides. As fendas genitais femininas se
abrem na base do terceiro par de pereidpodos e sdo circundadas por cerdas plumosas, comuns também nos
esternitos toracicos. Assim, o macho deposita uma massa espermatica simples na regido ventral da fémea, ¢ a
fecundagdo ocorre no momento da exteriorizagdo dos oocitos maduros. Todos os estagios larvais descritos
apresentam carapaca cilindrica, rostro longo armado com espinhos na extremidade. Os somitos abdominais
apresentam espinhos ventro-laterais proeminentes (1° somito), laterais e dorsais (3° e 5° somitos). Mandibula,
maxilula, maxila e maxilipedes apresentam pequenas mudangas ao longo do desenvolvimento. As principais
alteragdes ocorrem nos olhos (sésseis em Z1 ¢ pedunculados nos demais), anténulas, antenas e urdpodo
(aparecimento a partir de Z3). O 1° par de pereidpodos ¢ funcional e natatorio na ZI; o 2° par surge na ZIII; o 3°,
na ZVII; o 4° na ZVIII e o 5° par aparece como um rudimento na ZIX. Este trabalho confirma as descri¢des
anteriores a partir de larvas obtidas no plancton, entretanto, maiores detalhes sdo adicionados, principalmente em

relag@o aos tipos de cerdas e no menor tempo de duracao larval.

Palavras chave: Stenopus hispidus, Stenopodidea, Stenopodidae, morfologia reprodutiva,

desenvolvimento larval






Consideracoes Iniciais



Acredita-se que existem no mundo entre 1,5 e 2 milhdes de pessoas que mantém
aquarios marinhos em suas residéncias, constituidos basicamente por espécies associadas aos
recifes de coral (Wood, 2001; Wabnitz et al. 2003). O comércio mundial dessas espécies
movimenta valores financeiros impressionantes, estimando-se mais de um bilhdo de ddlares
quando associado a acessorios € equipamentos do ramo. Com a por¢do marinha representando
a menor parcela deste valor, estima-se que somente o comércio de invertebrados marinhos
vivos para aquarios movimente mais de 30 milhdes de dolares anuais nos Estados Unidos
(Andews, 1990; Larking & Degner, 2001). Tais valores do ramo sdo consideraveis e refletem
principalmente sobre os estoques naturais, pois ao contrario do que ocorre com peixes de
agua-doce, estima-se que mais de 90% das espécies marinhas sdo retiradas da natureza para
suprir essa demanda (Tlusty, 2002).

O Brasil ¢ um importante exportador de espécies aquaticas ornamentais,
principalmente devido aos peixes de dgua-doce provenientes da bacia amazdnica. As espécies
marinhas, embora representem uma parcela menor do volume comercializado, constituem um
grande incremento da receita, ja que o valor unitario dos espécimes comercializados vivos ¢
geralmente bem maior do que os de 4gua-doce (Barreto, 2002). As conseqiiéncias ecoldgicas
causadas pela retirada em larga escala destas espécies de seus ecossistemas naturais ainda sao
incertas. Sabe-se que as atividades humanas, principalmente pesqueiras ou de extragdo, sdo
exemplos de causas primarias que podem acarretar em modificagdes sérias e irreversiveis na
diversidade bioldgica local, especialmente nas dareas litordneas (Norse, 1993; Ellingsen,

2001).



Os crustdceos ornamentais

O subfilo Crustacea apresenta uma grande diversidade de organismos entre os
Arthropoda, comuns em todas as profundidades nos diversos ambientes marinhos, salobros,
agua-doce e até mesmo no ambiente terrestre. S3o os animais mais abundantes e
diversificados em todos os oceanos, divididos em seis classes, 13 subclasses e 47 ordens,
sendo a ordem Decapoda a mais representativa, com cerca de 10 mil espécies descritas e
agrupadas em mais de 1.200 géneros (Martin & Davis, 2001). Neste grupo incluem-se os mais
populares invertebrados bentonicos: camardes, lagostas, lagostins, ermitdes, caranguejos e
siris, conhecidos pelo homem desde os tempos antigos, principalmente por servir como
importante fonte de alimento.

Além dos peixes e corais, que sd@o os principais organismos marinhos coletados e
comercializados para ornamenta¢do, muitas espécies de crustdceos também sdo populares na
aquariofilia. Tais espécies recebem o status de “espécies ornamentais”, principalmente, por
possuirem uma coloragdo intensa, facilidade de manutencdo em aquarios € serem
consideradas reef safe (espécies que convivem pacificamente com outros habitantes em um
aquario marinho; ver Sprung, 2001).

Algumas espécies apresentam caracteristicas que as tornam alvos ainda maiores da
exploragdo, como habitos de camuflagem (por exemplo, caranguejos que aderem pdlipos e
algas em seu corpo), comportamentos complexos de associagdo com outras espécies (por
exemplo, camardes simbiontes de anémonas), ou s@o responsdveis por alguma fungdo
especifica no aqudrio (por exemplo, pequenos ermitdes que sdo colocados em grandes
quantidades em aquarios para combater algas filamentosas). Tal interesse estd concentrado
principalmente nas familias Stenopodidae, Hippolitydae, Rhynchocinetidae, Palaemonidae,

Alpheidae, Hymenoceridae e Gnathophyllidae (Calado ef al. 2003a,b).



Gasparini (2005) apresenta uma lista com 15 espécies de crustaceos decapodos
marinhos explorados ao longo da costa brasileira para ornamentagdo em aquarios,
classificando trés delas como altamente exploradas e sete delas como raras (que sdo avistadas

em menos de 10% dos mergulhos).

A espécie Stenopus hispidus

Entre os crustdceos marinhos altamente explorados para ornamenta¢do em aquadrios,
encontra-se a espécie-alvo deste trabalho, o camardo Stenopus hispidus (Olivier, 1811)
(Ordem Decapoda, Infraordem Stenopodidea) (figura 1). Os crusticeos decapodos desta
Infraordem sdo representados por apenas duas familias, Spongicolidae Schram, 1986 e
Stenopodidae Claus, 1872, que juntas compreendem nove géneros com cerca de 40 espécies
descritas (Holthuis, 1993).

Conhecido como “camardo-palhago”, pela sua coloracdo branca com bandas
vermelhas, ou “camardo-limpador”, pelo seu hdbito de remover ectoparasitas de peixes
recifais ¢ até mesmo de tartarugas marinhas (Sazima et al. 2004), S. hispidus é uma das
espécies mais cobigadas entre aquaristas no mundo todo (Zhang ef al. 1998). Sem duvida, é o
decapodo marinho mais comum entre aquaristas no Brasil. Além de sua rusticidade de
manuten¢o e intensa coloragfo, peculiaridades comportamentais como o habito de viver em
casais e a remocdo de ectoparasitas de peixes, aumentam ainda mais sua popularidade
(Limbaugh ef al., 1961; Johnson Jr., 1977).

No Brasil, S. hispidus ¢ facilmente encontrado em lojas especializadas do ramo e pet
shops, onde o valor de cada individuo vivo pode ultrapassar R$ 30,00 (trinta reais). Quando ja
pareados, o valor do casal pode ser ainda maior. Os animais disponiveis no mercado nacional,
geralmente, s@o sub-adultos ou adultos, capturados principalmente nos Estados do Rio de

Janeiro, Espirito Santo, Bahia ¢ Ceara.



A pesca dessa espécie envolve populagdes ribeirinhas tradicionais nesta atividade e
mergulhadores embarcados, com licenga para pesca profissional. O procedimento ¢ o0 mesmo
e simultdneo a captura de peixes ornamentais marinhos: em dareas rasas usa-se apenas
mascara, snorkel e nadadeiras (apnéia) e em areas mais profundas usa-se um barco equipado
com um compressor de ar, que supre o mergulhador para que fique mais tempo submerso
(Nottingham et al. 2000). Obviamente, neste segundo caso os pescadores capturam maiores
quantidades de espécies e de individuos. Os apetrechos utilizados sd@o pequenas redes com
cabo, que os permitem vasculhar entre corais e rochas, além de sacos plésticos para transporte
individual dos camardes. Depois de capturados, a estocagem dos espécimes também €& de
forma individual, realizada em potes de plasticos tampados e perfurados para a circulagdo da
agua, que ficam amontoados em grandes tanques com agua do mar, normalmente proveniente
do proprio local do desembarque. Na maioria das vezes a dgua ¢ de péssima qualidade, o que
acarreta em grandes taxas de mortalidade.

Embora S. hispidus seja muito popular e com grande interesse comercial em varios
paises, inclusive no Brasil, poucos trabalhos cientificos s@o devotados a esta espécie. A
maioria dos estudos aborda sua distribuicdo e areas de ocorréncia (Holthuis, 1946; Kruczynski
& Jenner, 1969; Lukens, 1978; Coelho & Ramos-Porto, 1998; Gregati et al. 2006), alguns
tratam sobre seu comportamento de reprodugdo (Johnson Jr., 1969, 1977; Zhang et al. 1998),
bem como suas interagdes com peixes e tartarugas marinhas (Limbaugh et al., 1961,
Jonasson, 1987, Sazima ef al. 2004). Trabalhos que envolvam sua biologia reprodutiva sido
escassos (ver Zhang ef al. 1997 e Chockley & St. Mary, 2003; Calado ef al. 2008), o historico
de tentativas de cultivo ¢ de pouco progresso (Zhang et al. 1997) e o seu desenvolvimento
larval ainda é desconhecido na integra (ver Broocks & Herrick, 1891; Gurney, 1924 e 1936;

Lebour, 1940 e Williamson 1976).



Na natureza, S. hispidus pode ser encontrado em uma variedade de habitats recifais,
incluindo grandes formagdes coralineas e fendas naturais em formacdes rochosas, habitando
desde aguas rasas onde peixes sdo abundantes até grandes profundidades (Limbaugh et al.,
1961; Colin, 1978). A espécie ocorre ao longo do Indo-Pacifico, desde o Mar Vermelho e
Africa do Sul até o Havai e Tlhas Tuamotu. No Atlantico Oeste, ocorre desde as Bermudas e
costa da Carolina do Norte, Golfo do México e Sul da Florida até a costa Norte da América do
Sul (Holthuis, 1946; Kruczynski & Jenner, 1969; Lukens, 1978). No Brasil, ¢ registrada no
arquipélago de Fernando de Noronha e ao longo da costa, desde o Estado do Ceard até o
Estado de Sao Paulo como limite Sul (Coelho & Ramos-Porto, 1998; Gregati et al. 2006).

Os adultos, que tipicamente sdo encontrados em casais reprodutivos (Johnson Jr.,
1977, Young, 1979), habitam uma area restrita com cerca de um metro quadrado e
demonstram forte comportamento agonistico contra outros espécimes solitarios ou outros
casais (Limbaugh er al., 1961; Young, 1979; Fletcher et al. 1995). Este comportamento faz
com que a densidade populacional desta espécie seja baixa em seu ambiente natural, e os
impactos da retirada de poucos individuos desta espécie dos recifes de coral podem causar
reducdo na abundancia dos peixes recifais, bem como aumento da incidéncia de ulceragdes e

ectoparasitas de nadadeiras e branquias nos peixes locais (Linbaugh ez al. 1961).



A realizacdo deste trabalho

Para a realizagdo deste trabalho, foi necessario um planejamento cuidadoso quanto a
manuten¢do dos camardes marinhos por um longo periodo de tempo, em condig¢des totalmente
artificiais, em pleno interior do Estado de Sao Paulo. A manutencdo dos camardes vivos e se
reproduzindo, sé foi possivel devido as instalagdes do Nucleo de Estudos em Biologia,
Ecologia e Cultivo de Crustaceos (NEBECC), com salas climatizadas (96m” e 30 m?)
providas de sistema de aeracdo central e deposito e filtragem de agua do mar.

Todos os camardes utilizados neste trabalho (45 no total) sdo provenientes do
ambiente natural, coletados em varias localidades dentro da Bahia de Todos os Santos,
Salvador, Bahia. A obtencao foi através de uma empresa licenciada para pesca e comércio de
organismos marinhos ornamentais, de acordo com cotas estabelecidas por lei. Para o envio, os
camardes foram individualizados em saco plastico inflado com oxigénio puro, lacrado com
anel metalico e dispostos em caixa de isopor com avisos sobre carga viva. O transporte foi por
meio aéreo até o Aeroporto Internacional de Guarulhos e posteriormente por meio terrestre até
o laboratorio, e todo o procedimento desde a embalagem até a soltura nos aquarios foi inferior
a 24 horas.

Em uma fase prévia, os camardes foram mantidos aos casais em 10 aquarios com
capacidade para 27 litros (0,45 m x 0,20 m x 0,30 m), com filtro interno de espuma, substrato
e fragmentos de rocha calcaria para refugio (figura 2). Mesmo com o sucesso obtido no
acompanhamento de eventos reprodutivos, despendia-se muito esfor¢o para a manutencdo da
qualidade da 4gua em cada aqudrio, com realizacdo de trocas parciais de agua muito
freqiientes (cerca de 20% do volume semanalmente), bem como lavagem ou substitui¢do da
espuma dos filtros. A captura das larvas também foi problematica, j4 que a liberagdo ocorre
sempre no periodo noturno e as larvas, mesmo sendo atraidas por um foco luminoso, foram

constantemente sugadas para o filtro ou predadas pelos adultos. Para resolver este problema,



foi confeccionado um recipiente em acrilico (figura 3), que acomodava a fémea com ovos
prestes a eclodir no mesmo aquario e impedia a predagdo das larvas. Porém, o manuseio da
fémea e sua separagdo do macho por muitas horas geravam um estresse que poderia
influenciar em eventos reprodutivos posteriores, principalmente comportamentais.

A solucdo encontrada foi a constru¢do de um sistema que associasse uma maior
eficiéncia na manutencdo da qualidade da agua e obtengdo de larvas sem causar estresse aos
adultos: aquarios com as mesmas dimensdes dos tipos anteriores foram interligados,
aumentando o volume total de dgua do sistema. Os aquarios que também continham substrato
e fragmentos de rocha calcaria para refugio dos animais, foram conectados em paralelo,
formando um sistema de recirculagdo de dgua com um sump para equipamentos (0,70 m x
0,50 m x 0,40 m), totalizando cerca de 460 litros (figura 4). O sistema dispde de uma bomba
de recalque (3000 L h™) que distribui igualmente a 4gua entre os aquérios por torneiras, um
controlador digital de temperatura (variagdo maxima de 0,5 °C), skimmer e filtro ultravioleta
com lampada de 32w. Neste sistema, foi elaborado um dispositivo para a captagdo das larvas
em que ndo fosse necessario manuseio dos camardes, utilizando-se apenas um foco luminoso
e aproveitando as saidas de agua dos aquarios (figura 5).

Por fim, alguns eventos reprodutivos foram acompanhados simultancamente em
camardes mantidos das duas formas descritas acima (aquarios individuais com filtro de
espuma interno e sistema de aquarios com agua compartilhada). Como foi comprovada a
melhor qualidade da 4gua com um esfor¢o muito menor, bem como captagdo de larvas com
sucesso sem 0 manuseio e estresse dos adultos e, ainda, nenhuma diferenca pode ser
constatada em eventos relacionados a reproducdo, todo o desenvolvimento deste trabalho foi

baseado na reprodu¢do de camardes adultos mantidos em um sistema de 4gua compartilhada.



Apresentagdo

Visando contribuir com o conhecimento relacionado a reprodugdo de S. hispidus,
espécie com grande interesse comercial e pobremente estudada, este trabalho foi intitulado
“Estudo da morfologia funcional reprodutiva e desenvolvimento larval em laboratorio de
Stenopus hispidus Olivier, 1811 (Crustacea, Decapoda, Stenopodidea)”. O texto aqui
apresentado foi divido em trés partes (capitulos), a fim de facilitar a apresentagdo dos
resultados e mostrar a estrutura de sua futura publicag¢do. No capitulo um, além descrever todo
o processo de copula, foi descrita pela primeira vez a anatomia dos aparelhos reprodutivos de
um representante Stenopodidea, bem como estruturas relacionadas a reprodugdo, a fim de
desvendar o modo de transferéncia espermatica na espécie. Além do uso de desenho,
fotografias de microscopia eletronica de varredura enriqueceram ainda mais o trabalho, com
detalhes morfoldgicos antes desconhecidos; no segundo capitulo foram apresentadas
informacdes sobre as modificacdes macroscopicas € microscopicas que ocorrem ao longo do
ciclo ovariano de um representante Stenopodidea, mantidos e acompanhados em condi¢des
laboratoriais. No caso de S. hispidus, espécie com grande interesse comercial, tais
informagdes podem ser essenciais em tentativas de cultivo futuras da espécie; por fim, no
terceiro capitulo foi descrito o desenvolvimento larval de S. hispidus provenientes do
Atlantico Sul, a partir de larvas criadas em laboratdrio, comparando-se sua morfologia com

descrigdes anteriores, de larvas obtidas no plancton e de outros locais de origem.



Figura 1: Stenopus hispidus adultos em aquario. A) um casal e B) fémea em detalhe.



Figura 2: Aquarios utilizados para manuten¢@o de casais adultos de Stenopus hispidus (0,45 m x 0,20 m x 0,30

m), com filtro interno de espuma e sistema de aeragdo central.
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Figura 3: Modo de captagdo de larvas recém-eclodidas de Stenopus hispidus, em aquarios utilizados para
manuten¢do de casais adultos (0,45 m x 0,20 m x 0,30 m) com filtro interno de espuma. A) separador de larvas
confeccionado em acrilico ¢ adicionado ao aquario com fémea portando ovos em estagio final de
desenvolvimento; B) fémea portando ovos em estagio final de desenvolvimento ¢é transferida para
compartimento superior do separador; C) larvas ao eclodir sdo traidas pela fonte luminosa para compartimento
inferior do separador, evitando contato com a fémea; D) apos a eclosdo, a fémea é retornada ao aquario, e

separador de larvas ¢ removido com larvas vivas para cultivo.



Figura 4: Fotografia do sistema de agua recirculante utilizado neste trabalho, para manuten¢do de espécimes
adultos de Stenopus hispidus. 1) aquarios com medidas 0,45 m x 0,20 m x 0,30 m; 2) torneiras para retorno da
agua; 3) controlador digital de temperatura; 4) filtro com lampada ultravioleta; 5) sump de recirculagio; 6)

skimmer-.
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Figura S: Esquema do sistema de agua recirculante utilizado neste trabalho, para manutengdo de espécimes
adultos de Stenopus hispidus. A) esquema geral do sistema recirculante; B) aquario em detalhe, apresentando as
medidas dos aquarios utilizados e a saida de agua; C) detalhe da captagdo de larvas neste sistema: em todos os
aquarios, as larvas recém-eclodidas sdo atraidas por fonte luminosa e sdo sugadas pela saida de agua. A tela com
malha 10 mm impede a aproximagdo dos adultos ao aglomerado de larvas que se forma na entrada do cano. Setas

pretas indicam o sentido da dgua.
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Capitulo 1

Morfologia reprodutiva e transferéncia espermatica em
Stenopus hispidus (Olivier, 1811) (Crustacea, Decapoda,

Stenopodidea)



Resumo

A hipotese de que a deposicdo espermatica ¢ a fecundacdo no camardo Stenopus
hispidus ocorrem externamente ao corpo foram testadas, baseando-se no comportamento
reprodutivo em laboratério e na anatomia reprodutiva. Para isso, 12 casais adultos foram
mantidos em aquarios interligados, em salinidade 35%o, temperatura 26°C, fotoperiodo 12
horas e alimentados com ragdo industrializada para peixes. O comportamento reprodutivo foi
filmado e fémeas recém-copuladas tiveram os esternos analisados. Posteriormente, os casais
foram anestesiados e dissecados para a descricdo da forma e localizagdo das gonadas e
pledpodos. O aparelho reprodutivo (AR) de ambos os sexos, esternos, genitalias e primeiro
pledpodo também foram preparados e fotogratados em microscopia eletronica de varredura. A
copula ocorre quando a fémea estd em pos-muda, e espermatozdides puderam ser observados
em seus esternos somente fazendo-se um esfregaco em lamina. Apenas o primeiro pleépodo
masculino parece estar envolvido na copula, ja que ¢ diferenciado dos demais. O AR
masculino ¢ reduzido e restrito a carapaga, com testiculos lobulados e vasos deferentes ndo
enovelados, abrindo-se na base do 5° pereidpodo. O AR feminino ¢ bem desenvolvido, com o
ovario ocupando grande parte da carapaga e alcangando até o terceiro somito abdominal; os
ovidutos sdo curtos e sem estrutura aparente para estocagem de espermatozoides. As fendas
genitais femininas se abrem na base do terceiro par de pereidopodos e sdo circundadas por
cerdas plumosas, comuns também nos esternitos toracicos. Assim, o macho deposita uma
massa espermatica simples na regido ventral da fémea, e a fecundagdo ocorre no momento da

exterioriza¢do dos oocitos maduros.

Palavras-chave: Stenopus hispidus, Stenopodidea, transferéncia espermatica, comportamento

reprodutivo, morfologia reprodutiva



Abstract

Reproductive morphology and sperm transfer in Stenopus hispidus (Olivier,
1811) (Crustacea, Decapoda, Stenopodidae). The hypothesis that the deposition of sperm
and fertilization in the shrimp Stenopus hispidus occurs externally of the body were tested,
based on reproductive behavior in the laboratory and reproductive anatomy. For this, 12 adult
pairs were kept isolated on interconnected aquaria with salinity 35%o, temperature 26°C,
photoperiod 12 hours and daily fed with ornamental fish food. The reproductive behavior was
taken with video camera and females had the sternum analyzed after mate. After that, the
shrimps were anesthetized and dissected to describe the shape and location of the gonads and
pleopods morphology. The reproductive systems (RS), sternum, first pleopods and genitalia
were prepared and photographed by scanning electron microscopy. The mating occurs when
the female was in pos-molt, and spermatozoa were seen in their sternum only by microscope
slide smear preparation. Only the first male pleopod seems to be involved in the mating, since
it 1s different from the others. The male RS is reduced and restricted to the carapace, with
lobulated testis and vas deferens not convolute, opening in the 5th pereiopod basis. The
female RS is well developed, with the ovary occupying much of the carapace and reaching the
third abdominal segment; the oviduct is short and without apparent structure for sperm
storage. The female genitalia open at third pereiopod basis and are surrounded by dense
plumose setae, common also in the sternites. Thus, the male deposits a simple spermatophoric
mass in the ventral region of the female and the fertilization occurs at the moment of the

mature oocytes exteriorization.

Keywords: Stenopus hispidus, Stenopodidea, sperm transfer, reproductive behavior,

reproductive morphology



Introducao

A grande variabilidade da morfologia reprodutiva e de seus produtos constitui uma
boa fonte de caracteres que podem auxiliar na solucdo de alguns problemas filogenéticos entre
os muitos grupos de crustaceos (Bauer, 1986 ¢ 1991). Descri¢des da morfologia de genitalias,
a transferéncia espermatica, os mecanismos de estocagem e estrutura dos espermatdforos e
espermatozdides vém sendo amplamente utilizados para este fim nos ultimos anos
(Kronenberger ef al. 2004; Mantelatto ef al. 2009).

Embora os sistemas sexuais (comportamento de copula, interagdes pré e pos-copula,
modo de transferéncia espermatica e sucesso de insemina¢do) em crustdceos marinhos vém
sendo alvo constante de pesquisa nas ultimas décadas, as informagdes ainda sdo escassas
quando comparadas ao conhecimento acerca dos artrépodes terrestres (Bauer, 1992). Ainda, a
compreensdo do comportamento sexual e o processo de transferéncia espermatica trazem
informacdes importantes sobre a histéria de vida dos crustaceos (Hazlett, 1975; Wickler &
Seibt, 1981; Bauer, 1986). Tais descricdes foram anteriormente realizadas para Ostracoda
(Cohen & Morin, 1990; Morin & Cohen, 1991), Copepoda (Blades & Youngbluth, 1980;
Blades-Eckelbarger, 1991), Isopoda (Shuster, 1991), Stomatopoda (Caldwell, 1991) e
diversos grupos de Decapoda, principalmente, Penacoidea (Yano et al. 1988; Bauer, 1991 ¢
1992; Misamore & Browdy, 1996), Caridea (Correa & Thiel, 2003), Astacidea (Farmer, 1974;
Bauer, 1986; Waddy & Aiken, 1991), Brachyura (Hartnol, 1969; Diesel, 1991) e Anomura
(Hess & Bauer, 2002).

Em crustaceos decapodos, os espermatozdides formados nos testiculos recebem
fluidos seminais ao longo dos vasos deferentes e dutos ejaculatérios, alcangando o meio
externo em agrupamentos chamados espermatoforos (Hinsch, 1991). Durante a transferéncia
espermatica, os espermatdforos podem apresentar-se como uma massa espermatica simples

(spermatophoric mass) que ¢ depositada na superficie ventral do esterno das fémeas, como



ocorre na maioria das espécies de Caridea (Bauer, 1986, 2004); ou ser morfologicamente
complexos, como as formas pedunculadas de alguns Anomura (Mantelatto ef al. 2009) ou as
formas ornamentadas e adesivas de alguns Penaeoidea (Bauer & Min, 1993). Neste ultimo
caso, os espermatdforos normalmente sdo depositados em estruturas especificas conhecidas
como télico, relacionadas com fixagdo e/ou estocagem para uma fecundagao posterior. Télicos
do tipo aberto geralmente recebem espermatoforos mais complexos, enquanto télicos do tipo
fechado recebem espermatdforos menos elaborados morfologicamente (Bauer, 1994;
Misamore & Browdy 1996; Pérez-Farfante & Kensley 1997; Alfaro et al. 2003).

Dentre as mais de 40 espécies descritas de Stenopodidea, a espécie Stenopus hispidus
(Olivier, 1811) € a tinica que possui o comportamento de copula conhecido, e ainda assim, a
transferéncia espermatica ¢ um processo controverso. Sabe-se que a copula ocorre sempre
apos a ecdise da fémea e com o macho pareado (Young, 1979; Zhang ef al. 1998), ja que sdo
tipicamente encontrados em casais reprodutivos na natureza (Brooks & Herrick, 1891;
Johnson Jr., 1977). Enquanto alguns autores afirmam que o processo de transferéncia
espermatica nesta espécie ocorre de forma semelhante aos Caridea, no qual o macho deposita
uma massa espermatica simples no esterno da fémea, e a fecundacio ocorre externamente ao
corpo durante a extrusdo dos ovos (Balss, 1944; Bauer, 1986), outros pesquisadores sugerem
que tanto a deposicdo dos espermatozdides quanto a fecundacdo podem ocorrer em uma
regido mais interna do poro genital feminino (Zhang et al. 1998).

Informagdes sobre a reprodugdo de S. hispidus sdo escassas (podemos citar ainda
Zhang et al. 1997; Chockley & St. Mary, 2003). A maioria dos trabalhos sobre esta espécie
estdo relacionados com sua distribui¢do (Holthuis, 1946; Kruczynski & Jenner, 1969; Lukens,
1978; Coelho & Ramos-Porto, 1998; Gregati et al. 2006) e comportamento (Johnson Jr., 1969

e 1967; Jonasson, 1987; Zhang et al. 1998).



A espécie S. hispidus distribui-se pelos oceanos Indo-Pacifico, Atlantico e Mar
Vermelho (Holthuis, 1946 e¢ 1993), podendo ser observada em uma variedade de habitats
recifais, incluindo formagdes coralineas e fendas em rochas, principalmente em 4guas rasas
onde peixes sdo abundantes (Limbaugh et al. 1961; Colin, 1978). Na natureza, os casais
habitam uma area extremamente restrita e exibem um forte comportamento agonistico contra
coespecificos solitarios ou outros casais (Limbaugh ef al. 1961; Johnson Jr., 1969; Young,
1979; Fletcher et al. 1995). Nesta espécie, os relacionamentos entre macho e fémea sdo
considerados de longo prazo, j4 que os machos defendem a fémea por mais de um ciclo
reprodutivo (Johnson Jr., 1969).

A fim de desvendar o modo de transferéncia espermatica em S. hispidus, e testar a
hipotese de que a fecundagdo em Stenopodidea ocorre externamente ao corpo da fémea, os
objetivos deste trabalho foram descrever, pela primeira, vez a morfologia dos aparelhos
reprodutivos de individuos adultos, como os ovarios e testiculos, genitdlias e pledpodos,
empregando o uso de microscopia eletronica de varredura; além de descrever, com maiores

detalhes, o comportamento reprodutivo da espécie em condigdes laboratoriais.

Material e Métodos

Obtencgdo e manutencgdo dos espécimes em laboratorio

A espécie Stenopus hispidus ¢ um dos decapodos mais populares no mercado da
aquariofilia marinha devido a sua coloragao intensa e rusticidade de manuten¢do em aquarios
(Zhang et al. 1998). Estes animais sdo coletados e comercializados pelo mundo todo para
suprir uma grande demanda e, para a realizagdo deste trabalho, espécimes adultos
provenientes de Salvador, BA, Brasil, foram obtidos através de comerciantes de peixes

marinhos ornamentais licenciados.



Em laboratorio, os camardes foram identificados quanto ao sexo de acordo com as
descri¢cdes de Johnson Jr. (1969): as fémeas sdo facilmente identificadas pela presenca de
ovos aderidos aos pledpodos (quando ovigeras) ou pela coloragdo verde da gonada
desenvolvida, facilmente visualizada pela transparéncia da carapaca. Os machos sdo
facilmente identificados pela presenga de um espinho curto mediano na superficie ventral de
cada segmento abdominal. De acordo com estes critérios, uma chave de identificacdo
ilustrada foi confeccionada para facilitar o manejo dos camardes, em laboratério.

Apos a identificagdo dos sexos, os camardes foram mantidos, aos casais, em 12 aquarios
interligados (0,45 m x 0,20 m x 0,30 m), em fotoperiodo de 12 horas, salinidade 35 %o e
temperatura 26 = 0,5°C. Cada aquario continha o fundo escuro, areia de praia como substrato
e fragmentos de rocha calcéria para refigio dos animais.

Efetuou-se testes de salinidade (com auxilio de um refratdmetro de mao), amonia,
nitrito, pH e alcalinidade quinzenalmente (testes titulométricos Tropic Marin®). Uma
renovacao parcial de dgua (80 litros) foi realizada com agua do mar filtrada e irradiada por
ultravioleta mensalmente. Diariamente, os camardes foram alimentados em excesso com
ragdo propria para peixes ornamentais (Tetra Marine Flakes® e Tetra Color”™), pedagos de

musculo de camario, lula e bivalves.

Comportamento reprodutivo

Para a descri¢do do comportamento de reproducdo, os 12 casais foram acompanhados
quanto aos ciclos reprodutivos em laboratério até o momento de liberacdo das larvas.
Posteriormente, como todo o processo de copula ocorre no periodo noturno, os casais foram
separados no mesmo aquario com uma tela plastica removivel, de modo que ainda
mantivessem um contato visual e fisico de antenas e quelipodos (tela com malha de 1 cm).

Pela manha, ao constatar a ecdise da fémea, a tela plastica foi removida € o comportamento



foi filmado com uma camera digital (Sony” 8.1 megapixels). Este procedimento foi realizado
com sucesso por nove vezes com casais diferentes. Os videos foram editados em programas

especificos e apresentados em forma de fotografias em pranchas.

Andlise de fémeas recém-copuladas

Logo apos as filmagens, quatro fémeas recém copuladas tiveram os esternos analisados
sob um estereomicroscépio SV6 Zeiss”. Os esternos também foram raspados cuidadosamente
com um estilete entomologico, realizando-se esfregaco em laminas de vidro com laminula,
sem corante. As laminas foram analisadas imediatamente apds o esfregaco em um
microscopio Axioskop 2 Zeiss”, provido de Nomarski, com contraste de fases e sistema de

captacdo de imagem.

Morfologia reprodutiva, esterno e pleépodos

Seis casais foram utilizados para a descri¢dao dos aparelhos reprodutivos e da morfologia
do esterno e pledpodos. A sele¢do dos casais foi baseada no acompanhamento visual dos
ciclos ovarianos, sendo utilizados os casais em que as fémeas estavam com as gonadas
desenvolvidas (coloragdo verde-escuro). Os camardes selecionados foram anestesiados em
agua com gelo para a retirada da regido dorsal do cefalotorax, permitindo assim a visualizag¢do
das gonadas inteiras. A forma e localizacdo das gonadas de ambos os sexos, bem como todos
os pledpodos foram desenhadas sob um estereomicroscopio SV6 Zeiss® com camara clara.

Posteriormente, mais seis casais tiveram os aparelhos reprodutivos completos
removidos, juntamente com seus esternos e pledpodos. Desta vez, o material foi fixado
imediatamente em solug¢do de glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampdo fosfato
0,1M pH 7,3 (solug¢do de Karnovsky) por 48 horas. Em seguida, realizou-se o procedimento

de rotina para microscopia eletronica de varredura, com lavagem do material em tampao



fosfato 0,1 M pH 7,3 (trés vezes de cinco minutos); pos-fixacdo em tetroxido de 6smio 1% no
mesmo tampao (por 30 minutos); desidratacdo em seqiiéncia crescente de solugdes de alcool
etilico; secagem em aparelho ponto critico CPD 020 (Balzer Union®™) com CO, liquido;
colagem dos materiais em suportes apropriados (stubs) e metalizacdo em aparelho MED 010
(Balzer Union"), com camada de 10 nm de ouro em po. As observagdes foram realizadas em
um microscépio eletrénico de varredura Quanta 200 (Fei Company™), com voltagens variando
de 10-20 kV e documentadas por fotografia digital com escala, no Centro de Microscopia

Eletronica do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Resultados

Comportamento reprodutivo

Apenas no momento de soltura nos aquarios e formacgdo dos casais, ¢ que se puderam
observar alguns sinais de comportamento agonistico. Neste momento, os camardes esticam
seus quelipodos maiores quando véem o outro individuo, porém ao aproximar-se tocam e
entrelagam suas antenas e anténulas, como uma forma de reconhecimento. Uma vez
reconhecido o sexo oposto, imediatamente abrigam-se juntos ¢ nenhum sinal de agressividade
ou briga foi registrado a partir deste momento.

O comportamento reprodutivo exibido foi similar em todos os eventos acompanhados,
com diferengas apenas no tempo do comportamento de pré-copula, no qual variou desde
alguns minutos até cerca de seis horas em alguns casais (tabela 1). Em todos os eventos
registrados, o comportamento pré-copulatdrio iniciou-se assim que a tela diviséria foi retirada
do aquario. Ao notar a auséncia da barreira, o macho desloca-se imediatamente em dire¢do a
fémea em pos-muda. Nao foi registrado nenhum tipo de corte ou danca realizado pelo macho,
havendo apenas contato sutil das antenas e anténulas entre o casal. 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 rapidamente
(tightening) com seus quelipodos menores (primeiro e segundo pares) (figuras la, b).
Enquanto o macho toca a fémea com seus quelipodos menores, mantém seus quelipodos
maiores em volta da fémea.

A copula ocorre quando a fémea mostra-se receptiva ao macho, erguendo o abdome e
movimentando os pledpodos rapidamente na sua frente por alguns segundos (figura 1c, d). O
macho coloca-se em posicdo perpendicular (90°) (figura le), depois na posicdo abdome
versus abdome, agora tateando mais a regido das aberturas genitais da fémea (figura 1f), e
rapidamente gira o corpo, invertendo para uma posicdo perpendicular abdome versus
cefalotérax, com uma inclina¢gdo de aproximadamente 45° (figura 1g). A transferéncia
espermatica acontece nesta posicao, € o processo pode demorar de 9 a 14 segundos. Durante a
transferéncia, os gondporos ficam muito proximos, podendo-se observar o batimento rapido
de todos pares de pledpodos da fémea, e todos os pledpodos de um dos lados do macho. Os
pledpodos do macho de um dos lados ndo podem ser observados.

O comportamento pos-copulatorio pode ser observado a partir da separagdo do casal
(figura 1h), que ¢ de forma subita e o macho pode distanciar-se com um movimento natatdrio
rapido ou caminhar calmamente. Mesmo separados, o macho se mantém voltado para a fémea
e continua movimentar os pleépodos rapidamente por até 18 segundos. A fémea bate seus
pledpodos fortemente apenas trés ou quatro vezes, com intervalos de tempo de dois segundos.
Podem ocorrer reaproximacgdes, porém ndo foi registrado tightening neste momento, nem
copulas consecutivas, apenas contatos sutis de antenas e anténulas. Imediatamente a fémea
procura abrigo enquanto o macho assume uma posi¢@o proxima.

A exteriorizacdo dos ovos ocorre normalmente em poucos minutos apods a cdpula. Uma
vez iniciado, o processo de exteriorizagdo demora cerca de 10 minutos, ocorrendo sempre em

uma regido mais abrigada do aqudrio (atras dos fragmentos de rochas). Para a realiza¢do do



processo, a fémea mantém-se quase imdvel, com o abdome distendido e pledpodos imoveis,
enquanto os quelipodos sdo mantidos a frente ao corpo. Na maior parte do tempo o macho
acompanha proximo e voltado para a fémea. Pode-se perceber nitidamente o esvaziamento da
gbonada pela transparéncia da carapaga e o aparecimento de ovos nos pledopodos durante o

processo (figura 2).

Andlise de fémeas recém-copuladas

Entre todas as fémeas recém copuladas que tiveram seus esternos analisados, nada pode
ser constatado visualmente. Com auxilio de um estereomicroscopio, a massa espermatica
apresenta-se de forma transparente € em pequena quantidade, de dificil visualizagdo. Apos a
realizagdo da raspagem do esterno de quatro fémeas recém-copuladas, todas apresentaram
espermatozdides elipticos, confirmadas pelo esfregaco em lamina. Trés delas apresentaram
poucas quantidades de espermatozoides, porém uma delas apresentou uma grande quantidade
que puderam ser fotografados (figura 3). Apds a realizagdo da raspagem, todas as fémeas
analisadas exteriorizaram ovos, que nao se desenvolveram e foram abortados em menos de 48

horas.

Morfologia reprodutiva

O aparelho reprodutor masculino de S. hispidus é formado por estruturas pareadas muito
reduzidas, de dificil visualizag¢do pela transparéncia da carapaga. Todo o sistema reprodutivo
estd localizado na porcéo central do cefalotérax, em regido posterior ao estdbmago e proxima
ao coracdo (figura 4a). Os testiculos sdo estruturas lobuladas, de coloragdo clara, medindo
aproximadamente 1 mm de didmetro (figuras 4b, c). Os vasos deferentes medem
aproximadamente 4 mm de comprimento total, apresentando-se como tubos delgados ndo-

enovelados e com a por¢cdo mediana mais alargada (figuras 4b, d).



Na por¢do final dos vasos deferentes se podem visualizar espermatozoides agrupados e
imersos em uma matriz, 0 que caracterizaria um espermatdéforo ou uma tipica massa
espermatica (spermatophoric mass) (figura 5). Os espermatozdides observados na por¢do
final do vaso deferente apresentam-se de forma eliptica simples e sem ornamentos, medindo
aproximadamente 7 pm de didmetro (figura 5). Os vasos deferentes originam-se na porg¢ao
ventral mediana dos testiculos, comunicando-se com o exterior por pequenas aberturas
genitais arredondadas (aproximadamente 180 um de didmetro), na base do quinto par de
pereiopodos (figura 6).

O aparelho reprodutor feminino de S. hispidus é formado por estruturas pareadas e
unidas, bem desenvolvidas, de facil visualizagdo pela transparéncia da carapaga. Os ovarios
sdo granulosos, e estdo localizados principalmente na por¢do dorsal do cefalotorax (figura 7),
dorsal e paralelamente ao trato digestivo. Os lobos anteriores alcancam a regido anterior da
carapaga, logo atras dos olhos, enquanto lobos posteriores estdo posicionados na regido dorsal
do abdome, alcangando até o terceiro somito abdominal (figura 7a). A extensdo total da
gonada, nas diregdes lateral e longitudinal, dependem do estdgio de desenvolvimento
ovariano. Em estagio de desenvolvimento avangado, os ovarios possuem a coloragdo verde-
escuro e ocupam quase toda a carapaca, bem como boa parte dos somitos abdominais 1, 2 e 3.
O oviduto ¢ tubular e curto, com espessura pouco maior de um odcito maduro
(aproximadamente 520 um) e comprimento de aproximadamente 3 mm (figura 7b). O oviduto
liga o ovario diretamente ao meio externo pelas genitalias, que se abrem nas axilas da base do
terceiro par de pereidopodos (quelipodos maiores). Neste caso, cada abertura genital feminina ¢
uma fenda longitudinal que mede aproximadamente 0,5 mm, circundado por muitas cerdas

plumosas densas (figura 8).



Esternitos e pleopodos: dimorfismo sexual

Em individuos machos de S. hispidus, as placas dos esternitos cefalotoracicos possuem
algumas cerdas plumosas e espinhos muito evidentes nas suas bordas (figura 9a), que facilita
a identificacdo sexual de individuos adultos. Na regido dos esternitos cefalotordcicos das
fémeas, ndo se observa nenhuma estrutura especifica para recebimento da massa espermatica.
Neste caso, os esternitos sdo desprovidos de espinhos e caracterizados pela presenca de uma
grande quantidade de cerdas plumosas nas suas margens, principalmente na jun¢do com as
bases dos pereidpodos e entorno das aberturas genitais (figura 9b). Os machos possuem ainda
um espinho central bem evidente em cada esternito abdominal, o que ndo ocorre em fémeas,
auxiliando também na identificac@o correta dos sexos € manejo em laboratério (figura 10).

Os pledpodos sdo localizados ventralmente, sendo um par por segmento abdominal. Em
ambos os sexos, o primeiro par ¢ reduzido enquanto os outros t€ém formato muito semelhante
entre si, com uma diminui¢do de tamanho em ordem crescente de posi¢do (figura 11).

Em machos, o primeiro pledpodo € unirreme e bisegmentado, com um espinho evidente
no protopodito. O segmento proximal possui 4 espinhos fortes e curtos, cerdas esparsamente
plumosas na margem interna e cerdas plumosas na margem externa (figura 12a, b). O
segmento distal tem forma pontiaguda com a extremidade diferenciada (figura 12¢), com
cerdas plumosas esparsas na margem (figura 12d). De forma geral, os pledpodos 2, 3,4 ¢ 5
possuem um protopodito globular, armado com espinhos fortes alinhados no centro e um na
margem externa, juntamente com algumas cerdas simples e esparsamente plumosas mais
curtas. Do protopodito partem um exopodito proximal e um endopodito mais distal, ambos
achatados no sentido dorso-ventralmente, levemente pontiagudos, com fileiras de espinhos
curtos na superficie ventral e cerdas plumosas marginais (figura 11). O segundo pledpodo,
quando dobrado junto ao cefalotérax, ndo ultrapassa a base do quarto par de pereidopodos. Este

mesmo pledpodo possui a metade proximal da margem interna do endopodito lisa.



No caso das fémeas, o primeiro pledpodo também ¢ reduzido, unirreme e bisegmentado
(figura 13a). Ao contrario dos machos, o protopodito e segmento proximal sdo desprovidos de
espinhos, possuindo muitas cerdas plumosas longas (figura 13b), organizadas em fileiras ou
as vezes em tufos. O segmento distal ¢ pontiagudo, com muitas cerdas plumosas longas por
toda a margem (figura 13c). Os pledpodos 2, 3, 4 e 5 apresentam protopodito com um Unico
espinho, as vezes nenhum, além de cerdas plumosas e esparsamente plumosas organizadas em
fileiras. Tanto o exopodito (mais proximal) quanto o endopodito (mais distal) sdo achatados
dorso-ventralmente e desprovidos de espinhos nas suas superficies, porém com uma fileira de
cerdas plumosas no terco final. Todos tém a forma mais arredondada e cerdas plumosas mais
densas por toda a margem (figura 11). Neste caso, o segundo pledopodo quando dobrado junto

ao cefalotorax alcancga até a base do segundo par de pereidpodos.

Discussao

Comportamento reprodutivo

Em laboratdrio, espécimes adultos de Stenopus hispidus exibem forte comportamento
agonistico, quando colocados juntos em um mesmo aquario, principalmente se forem do
mesmo sexo (Johnson Jr., 1969). Erros de identificagdo sexual, neste caso, podem acarretar
em combates sérios com risco de morte para ambos os individuos envolvidos. Segundo
Johnson Jr. (1969), quando os camardes sdo de tamanhos semelhantes e de sexo oposto, este
comportamento agonistico ¢ menos intenso. Assim, para a realiza¢do deste trabalho, os
camardes foram selecionados quanto ao sexo ainda no saco pléstico de transporte, sendo
adicionados em cada aquario exemplares de sexo oposto e com tamanho aproximado, logo
que chegaram ao laboratorio. O comportamento agonistico pode ser observado e monitorado

durante a primeira aproximacdo do casal, particularmente, o reconhecimento do sexo oposto



pelo contato e entrelagamento de antenas e anténulas, fato que ndo foi registrado
posteriormente.

Este comportamento de reconhecimento do sexo oposto, por entrelago de antenas e
anténulas, talvez tenha sido relatado como um comportamento pré-copulatorio em descri¢cdes
de copula anteriores para esta espécie. Zhang et al. (1998), removeram as fémeas com ovos
prestes a eclodir para outro aquario, € somente a retornavam ao aquario inicial com o macho
pareado originalmente depois da eclosdo das larvas e a realizacdo da sua ecdise, cerca de 10
horas apos a separacdo. Separando-se o casal por uma tela removivel no mesmo aquario,
como realizado neste trabalho, além de ndo submeter a fémea em pos-muda a um estresse de
manejo e de pardmetros (temperatura, salinidade, etc.), os camardes puderam manter contato
visual, olfativo e tactil durante toda a noite. Dessa forma, o reconhecimento do sexo oposto
ndo foi necessario para que a copula ocorresse assim que a tela foi removida.

O comportamento pré-copulatorio registrado caracterizou-se apenas pela perseguicao da
fémea pelo aquario, toques sutis de antenas (diferente dos toques de reconhecimento
comentados anteriormente) e o tightening realizado pelo macho em todo o corpo da fémea
durante o tempo da perseguicdo. Segundo Valenti (1985), toques com quelipodos em
momentos que precedem a cdpula sdo comuns em camardes de dgua doce do género
Macrobrachium Bate, 1868.

Em descrigdes anteriores, Johnson Jr. (1969) também relata o entrelago de antenas e
anténulas, um tipo de danca de exibi¢do do macho, além de um “abrago” com os quelipodos
(chelipeds surround) como comportamentos pré-copulatdrios. Zhang et al. (1998) registrou
além do reconhecimento ja4 comentado, um “suave movimento dos quelipodos grandes” e,
assim como neste trabalho, nenhum tipo de danga foi observado.

A perseguicdo registrada neste trabalho ¢ sutil, realizada por uma simples caminhada

pelo aqudrio, sobre a areia e rochas, como parece ocorrer em Sicyonia dorsalis Kingsley, 1878



(ver Bauer, 1992). Outros camardes peneideos como Marsupenaeus japonicus (Bate, 1888),
Litopenaeus schmidt (Burkenroad, 1936), L. setiferus (Linnaeus, 1767) e L. vannamei (Boone,
1931) realizam rapidas perseguigdes natatorias nesse momento (Hudinaga, 1942; Bueno,
1990; Misamore & Browdy, 1996). Nesses casos, normalmente os machos encorajam as
fémeas com toques na regido da base dos pereidpodos posteriores e télico, utilizando seu
rostro e regido dorsal do cefalotorax. Somente quando as fémeas estdo receptivas, diminuem a
velocidade da natacdo e erguem levemente seu abdome. Todo o processo assemelha-se com o
que ocorre em S. hispidus, porém neste caso, o tightening € 0 que parece servir para encorajar
a fémea, que ergue e mostra seus pledpodos quando ela estd de fato receptiva.

O momento da copula em S. hispidus também se apresenta de forma semelhante ao que
ocorre em camardes peneideos. A posi¢do abdome versus abdome que precede a transferéncia
espermatica ¢ comum em muitas espécies com copula ja descritas (Bauer, 1991 e 1996).
Pequenas diferengas observadas neste momento sdo devido ao fato de que as fémeas de S.
dorsalis mantém-se muito proéximas ao substrato, e por isso o macho ndo se alinha
perfeitamente. Nos outros casos, a diferenca se da porque o processo ocorre durante o nado. O
abraco final apresentado por S. hispidus, em uma orientacdo perpendicular com certa
angulacdo para a transferéncia espermatica, segue o padrdo apresentado por muitas outras
espécies de camardes Penaeoidea e Caridea com o comportamento de copula conhecido

(tabela 2).

Morfologia reprodutiva e transferéncia espermadtica

A morfologia geral dos aparelhos reprodutivos de S. hispidus, principalmente sua
forma, segue um padrdo anatdmico comum a outros grupos de camardes. As diferencas, neste
caso, sdo evidentes principalmente em relagdo ao tamanho e extensdo da gonada quando

desenvolvida.



Os ovarios, por exemplo, possuem progressdes posteriores paralelas e ndo propriamente
fusionadas, comuns em Penaeoidea. Neste grupo, os ovarios ocupam quase todo o espago
disponivel do cefalotorax e, como em Aristaemorpha foliacea (Risso, 1826) e
Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1817), podem estender-se ao longo do abdome em
uma cavidade dorsal, paralelamente ao trato digestivo (Levi & Vacchi, 1988; Quintero &
Gracia, 1998). Camardes carideos, por sua vez, possuem os ovarios restritos ao cefalotorax,
como em camardes das profundezas Alvinocaris muricola Willians, 1988 ¢ em espécies
dulcicolas do género Macrobrachium (ver Valenti, 1985; Bauer, 2004; Ramirez-Llodra &
Segonzac, 2006). Em alguns casos, como Hippolyte inermis Leach, 1815, o ovario se estende
dorsalmente até no méximo ao primeiro somito abdominal (Cobos et al. 2005).

O aparelho reprodutor masculino de S. Aispidus é reduzido e restrito ao cefalotorax, fato
comum em outros grupos de camardes. A morfologia geral neste caso assemelha-se com
Caridea, que possuem os testiculos em posi¢ao dorsal ao intestino e hepatopancreas, € o vaso
deferente como um duto longo simples, as vezes pouco enovelado (Bauer, 2004). Em alguns
penacoidea como L. setiferus, Trachypenaeus similis (Smith, 1885), Farfantepenaeus
duorarum Burkenroad, 1939, F. aztecus (Ives, 1891) e Xiphopenaeus kroyeri, (Heller, 1862) o
vaso deferente pode ser anatomicamente diferenciado em até trés partes, sendo uma parte
mais proximal, vaso deferente médio e vaso deferente distal, com uma ampola terminal
(Bauer & Cash, 1991; Bauer & Min, 1993; Fransozo, 2008), o que ndo ocorre em
Stenopodidea.

Em muitos crustidceos decdpodos, os machos possuem os endopoditos dos pledpodos
anteriores (primeiro e segundo pares) diferentes da forma natatdria mais tipica e primitiva, a
forma de remo. Localizados posteriormente aos gondporos, mesmo pequenas modificagdes
nos endopoditos destes pledpodos estdo intimamente relacionadas com a inseminagdo de

fémeas (Bauer, 1986; Zhang & Lin, 2004).



Em Stenopodidea, a inseminacdo diferencia-se de muitos grupos de Decapoda, ja que
nem todos os pledpodos anteriores parecem participar ativamente do processo de transferéncia
espermatica. Durante as cdpulas registradas, todos os pledpodos do macho de um dos lados
aparecem claramente movimentando-se € ndo participando ativamente da transferéncia
espermatica, enquanto o macho posiciona os gondporos bem proximos a base dos
pereidpodos posteriores da fémea.

Em Dendrobranchiata, as modificagdes morfoldgicas para transferéncia espermatica sao
geralmente complexas e variadas entre os taxons. Nesse grupo, os endopoditos dos primeiros
pledpodos unem-se para formar uma estrutura elaborada morfologicamente, denominada
petasma, enquanto o segundo par apresentam estruturas que sao apé€ndices masculinos. Ambas
as estruturas auxiliam na transferéncia dos espermatoforos diretamente para o télico das
fémeas (Pérez-Farfante, 1975; Bauer, 1986, 1991; Pérez-Farfante & Kensley, 1997, Alfaro et
al. 2003).

Em Pleocyemata, a variagdo morfologica ¢ ainda maior. Em Brachyura, os machos
possuem um sistema de injecdo, em que extensdes da parte distal do vaso deferente
introduzem o conteudo seminal na base dos primeiros pledpodos modificados em forma
tubular. O segundo pledpodo também modificado serve como um pistdo, que empurra essa
massa espermatica pelo primeiro pleépodo, diretamente para fémea durante a copula (Cronin,
1947; Hartnoll, 1969, Bauer, 1986; Diesel, 1991). Em Astacidea, de forma geral, cada
endopodito do primeiro pledpodo masculino forma a metade de um canal espermatico, que
também pode ser inserido na abertura genital feminina durante a copula. Neste caso, o
segundo par de pledopodos possui longos apéndices masculinos que empurram a massa
espermatica para o seu destino (Farmer, 1974; Bauer, 1986; Waddy & Aiken, 1991).

Os pledpodos de S. hispidus, que sdo visiveis durante a copula, parecem agir de uma

maneira mais passiva, gerando um fluxo de 4gua naquela regido e impedindo a dispersdo e



perda do sémen no ambiente. Dos pledpodos do macho que ndo aparecem nas imagens,
apenas o primeiro pledpodo possui alguma diferenciacdo que pode estar relacionado com a
transferéncia da massa espermatica propriamente dita. Este pledpodo, mesmo reduzido, possui
a extremidade diferenciada, visivel somente sob microscopia eletronica de varredura,
enquanto o segundo ¢ morfologicamente similar aos demais, em forma tipica de remo.

Em Caridea, no endopodito do primeiro par de pledpodos podemos encontrar diminutos
ganchos para engate denominados cinccinuli, ¢ um apéndice masculino no endopodito do
segundo par de pledpodos (Bauer, 1976, 1986, 2004). Embora estas modificagdes nos
pledpodos anteriores sejam essenciais para o processo de transferéncia espermatica em
algumas espécies de Caridea, como por exemplo, Palaemonetes pugio Holthuis 1949,
Heptacarpus sitchensis (Brandt, 1851) e H. pictus Stimpson, 1851 (Bauer, 1976; 1986; Berg
& Sandifer, 1984; Wicksten et al., 1996; Bauer & Holt, 1998; Laubenheimer & Rhyne, 2008),
os autores Zhang & Lin (2004) provaram experimentalmente que camardes da espécie
Lysmata wudermanni (Gibbes, 1850) t€ém capacidade de realizar a transferéncia espermatica
com sucesso, mesmo com os pledpodos anteriores removidos. Bauer (2004) cita ainda que
machos do género Synalpheus Bate, 1888 ndo possuem apéndice masculino, e Thor manningi
Chace, 1972, além de n3o possuir o respectivo apéndice, também sio desprovidos de
cinccinuli. Em Lysmata amboinensis De Man, 1888, apenas o primeiro par de pledpodos sdo
necessarios para transferir com sucesso a massa espermadtica para o esterno de fémeas
(Fiedler, 2000).

Phillips et al. (1980) e Bauer (1986) citam, ainda, que Palinura e alguns Anomura
também ndo se encaixam na tendéncia geral dos Decapoda, com transferéncia e estocagem
espermdtica de forma muito complexa. Segundo esses autores, machos da maioria das
espécies de lagosta ndo possuem gonopddios e a massa espermatica transferida tem a forma

de tubos com espermatozdides rodeados por matrizes protetoras e adesivas, colados



diretamente entre os pereidpodos posteriores da fémea durante a copula. Algo parecido ocorre
com o ermitdo Clibanarius vitattus (Bosc, 1802). Nessa espécie, a massa espermatica ¢
aplicada diretamente do gonoporo masculino com substancias adesivas na superficie do
esterno da fémea, sem o uso de gonopddios ou qualquer estrutura similar. Nos machos de C.
vittatus o primeiro par de pledpodos ¢ ausente e o segundo par € composto por estruturas
simples, sem modificagdes aparentes na sua forma tipica (Hess & Bauer, 2002).

O fato da massa espermatica em S. hispidus j4 depositada no esterno da fémea
apresentar-se de coloragdo transparente e em quantidade diminuta, também dificulta a
compreensdo do modo correto da transferéncia espermatica nesta espécie. Provavelmente por
este motivo, Zang et al. (1998) analisando fémeas desta espécie recém-copuladas, nao
puderam observar a massa espermatica aderida diretamente ao seus esternitos cefalotoracicos,
mesmo sob estereomicroscopio. Estes autores sugeriram que o espermatoforo poderia ser
depositado em uma regido mais interna do poro genital feminino e a fecundagdo ocorreria
internamente ao corpo da fémea, como ocorre na espécie Crangon crangon (Linnaeus, 1758),
um carideo com reproducdo atipica (Boddeke ef al. 1991). De fato, a observagdo direta da
regido ventral ndo indica a presenga de uma massa espermatica aderida ali. Porém, os
espermatozdides detectados em microscopio pela raspagem dos esternitos cefalotoracicos de
fémeas recém-copuladas podem confirmar a hipétese anteriormente levantada por Balss
(1944), de que tanto a deposi¢@o de esperma quanto a fecundacdo ocorrem externamente.

Os Stenopodidea possuem um nivel reduzido de complexidade na transferéncia
espermatica, assim como ocorre na maioria dos camardes carideos. A massa espermatica em
Caridea ¢ simples, e como em Macrobrachium rosembergii De Man, 1879, fica aderida aos
esternitos cefalotoracicos da fémea, entre os pereiopodos posteriores, por meio de substancias
mucosas que envolvem os espermatozoides (Chow et al. 1982; Bauer, 1986, 2004). Em geral,

fémeas de Caridea ndo possuem estruturas para estoque de esperma. Além de C. crangon,



onde o macho deposita a massa espermatica diretamente nos ovidutos das fémeas, e pode ser
considerado um tipo de estocagem (Boddeke ef al. 1991), apenas outras trés espécies da
familia Processidae apresentam estruturas similares a um télico do tipo fechado, e uma
espécie da familia Atyidae apresenta uma modificagdo no esterno, homdloga a um télico do
tipo aberto. Em todos estes casos, a estocagem ¢ por um curto periodo de tempo, ndo
ultrapassando um ciclo reprodutivo (Correa & Thiel, 2003).

Em Stenopodidea, além da matriz em que os espermatozoides estdo imersos mostrar-se
evidente na por¢ao final dos vasos deferentes, a grande quantidade de cerdas plumosas densas
na regido do esterno e no entorno dos gondporos femininos também podem auxiliar na adesao
da massa espermatica até o momento da fecundag@o, corroborando com a hipotese de uma
eventual fecundacgdo externa. Ainda, o ato da fémea de S. hispidus movimentar fortemente os
pledpodos logo apos a cdpula, pode auxiliar na fixacdo da massa espermatica, ja que o seu
segundo par de pledpodos recobrem todo o esterno, alcangando até a base dos pereidpodos
anteriores. Desta forma, os oocitos maduros podem ser fecundados conforme vao sendo
exteriorizados em sentido aos pledpodos para a sua encubacio final, como ocorre na maioria
das espécies de Caridea (Bauer, 1986, 2004; Correa & Thiel, 2003; Zhang & Lin, 2004).

Embora muitas informagdes sobre a transferéncia espermatica em Stenopodidea
possam ser obtidas por meio da anatomia e descrigdes morfoldgicas, principalmente com o
uso de microscopia eletronica de varredura, outros estudos complementares ainda devem ser
realizados. Além de andlises com outras espécies do grupo, experimentos em ablagdo de
pledpodos, como os realizados por Bauer (1976), Wicksten et al. (1996) e Zhang & Lin
(2004), e cortes histoldgicos seriados dos ovidutos de fémeas recém-copuladas, como

realizado por Boddeke et al. (1991), podem fortalecer ainda mais a hipdtese aqui testada.



Tabela 1: Comportamento reprodutivo em Stenopus hispidus observados com sucesso em nove casais diferentes, em condi¢des laboratoriais (26°C). Em todos os casos

observados, as fémeas exteriorizaram ovos férteis.

Comportamento pré-copulatorio Copula Comportamento pds-copulatorio
R o Pledpodos
Numero do  Tamanho do Tamanho da Tightening Fémea mostrando Transfer'er.lcm do macho ~ . . , .
" . pledpodos espermatica S Separagdo Tightening ou cépula posterior
casal macho* fémea* (minutos) visiveis
(segundos) (segundos)
(lado)
1 12,0 13,4 180 12 10 Direito Calmamente Nio
2 13,1 12,6 49 16 11 Direito Calmamente Nao
3 12,0 13,0 216 15 10 Direito Rapida Nio
4 11,5 12,8 22 14 9 Esquerdo Calmamente Nao
5 10,3 11,2 250 13 11 Direito Calmamente Nio
6 10,2 10,7 200 17 12 Esquerdo Calmamente Nao
7 11,0 10,8 145 14 10 Esquerdo Répida Nao
8 12,7 12,1 340 13 14 Direito Calmamente Nao
9 11,0 11,9 360 13 11 direito Rapida Nio

* comprimento do cefalotorax, distancia tomada da margem pds-orbital até a extremidade posterior da carapaga, excluindo-se o rostro.



Tabela 2: Espécies de camardes

orientacdo perpendicular

com comportamento de cdépula descrito, que realizam abrago em uma

Espécie

Referéncia

Penaeus monodon
Penaeus semisulcatus
Litopenaeus schmitti
Litopenaeus setiferus

Primavera, 1979
Browdy, 1989*
Bueno, 1990
Misamore & Browdy, 1996

Penaeoi .
enaeoidea Litopenaeus vanamei Misamore & Browdy, 1996
Farfantepenaeus paulensis De Saint-Brisson, 1985
Farfantepenaeus brasiliensis Brisson, 1986
Sicyonia dorsalis Bauer, 1992
Heptacarpus pictus Bauer, 1976
. Palaemonetes pugio Berg & Sandifer,1984
Caridea o Pus ;
Crangon Crangon Boddeke ef al. 1991
Macrobrachium rosembergii Chow et al. 1982
Stenopodidea Stenopus hispidus Presente trabalho

*apud Misamore & Browdy, 1996



Figura 1: Comportamento de copula em Stenopus hispidus: a, b) tightening pré-copulatorio durante a
perseguicdo; ¢, d) fémea receptiva mostrando os pledpodos; e) macho em posi¢do perpendicular (90°); f) macho
coloca-se em posi¢do abdome versus abdome (tateando a regido das aberturas genitais da fémea); g) macho da
um giro rapido, invertendo para posi¢do perpendicular (aproximadamente 45°); h) separacdo do casal (setas

brancas mostram atividade dos quelipodos menores do macho).



Figura 2: Fecundacdo em Stenopus hispidus. Apds a copula, a fémea refugia-se e inicia o processo de
exteriorizagdo dos odcitos maduros, nitidamente visivel pela transparéncia da carapaga. Os o006citos sdo
fecundados conforme s@o exteriorizados, em sentido aos pledpodos. Neste caso acompanhado, em menos de dois
minutos apds a copula pode-se notar a f€émea com quelipodos a frente (a). Os ovos podem ser observados ja
aderidos aos pledpodos em pouco mais de trés minutos (b e ¢), ¢ a gonada mostra-se completamente esgotada em
10 minutos (d). Notar a presenca do macho durante o processo. Numeros acima das fotos indicam o tempo

percorrido (minutos e segundos) e as setas brancas indicam os ovos aderidos aos pledpodos.



Figura 3: Fotografia em contraste de fase de material depositado pelo macho nos somitos cefalotoracicos de

Stenopus hispidus. Seta branca indica espermatozoides (aumento 100x).



Figura 4: Aparelho reprodutor masculino de Stenopus hispidus. a) esquema da posi¢do do sistema reprodutivo

restrito ao cefalotéorax (5°PR = quinto pereidpodo) em vista dorsal e lateral esquerda; b) fotografia de
microscopia eletronica de varredura do aparelho reprodutivo totalmente removido (T = testiculo, VD = vaso
deferente); ¢) detalhe de um testiculo inteiro (L = lobos); d) detalhe da por¢éo final do vaso deferente (VD =

vaso deferente, ES = espermatoforo).



Figura 5: Fotografia de microscopia eletronica de varredura da massa espermatica de Stenopus hispidus; a)
massa espermatica visivel na por¢do final do vaso deferente; b) detalhe de um espermatozoide envolto por

matriz extracelular. M = matriz extracelular, ES = espermatozéide, PVD = parede do vaso deferente.
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Figura 6: Fotografia de microscopia eletronica de varredura do poro genital masculino de Stenopus hispidus. a)

visdo geral da coxa do quinto par de pereidpodos; b e ¢) poro genital masculino em detalhe.



Figura 7: Aparelho reprodutor feminino de Stenopus hispidus: a) esquema da posi¢do do sistema reprodutivo,
ocupando grande parte do cefalotdrax e avangando até o terceiro somito abdominal (3°PR = terceiro pereidopodo)
em vista dorsal e lateral; b) fotografia do ovario de um animal com a carapaga removida mostrando o oviduto
(OV = oviduto); ¢) fotografia de microscopia eletronica de varredura de um ovario em estagio avangado (OM =

odcito maduro); d) detalhe de um odcito maduro rompido, mostrando granulos de vitelo.



Figura 8: Fotografia de microscopia eletronica de varredura do poro genital feminino de Stenopus hispidus. a)
visdo geral da base do terceiro pereidopodo (seta indica fenda genital; PR3 = terceiro pereidopodo; PR4 = quarto

pereiopodo); b) fenda genital feminina circundada por cerdas plumosas em detalhe.



Figura 9: Fotografia de microscopia eletronica de varredura da regido dos esternitos cefalotoracicos de Stenopus
hispidus. Acima, visdo geral do esterno de um macho; Abaixo, visdo geral do esterno de uma fémea (P1 =

primeiro pereidpodo; P2 = segundo pereidpodo; P3 = terceiro pereidpodo).



Figura 10: Visdo lateral do abdome de Stenopus hispidus adultos, com pledpodos removidos. a) macho (seta

indicando espinhos nos esternitos abdominais); b) fémea.



Figura 11: Desenho geral dos pledpodos de Stenopus hispidus. Coluna da esquerda, pleépodos femininos e
coluna da direita, pleépodos masculinos (PL1 = primeiro pledpodo; PL2 = segundo pledpodo; PL3 = terceiro

pleépodo; PL4, quarto pledpodo; PLS = quinto pledpodo).



Figura 12: Fotografias de microscopia eletronica de varredura do primeiro pledpodo masculino de Stenopus

hispidus: a ¢ b) visdo geral do primeiro pledpodo (setas indicam os quatro espinhos no protopodito); ¢) detalhe

da extremidade pontiaguda do segmento distal; d) detalhe das cerdas plumosas marginais do segmento distal.



Figura 13: Fotografias de microscopia eletronica de varredura do primeiro pleépodo feminino de Stenopus
hispidus: a) visdo geral do primeiro pledpodo b) detalhe das cerdas plumosas densas da interface segmento

proximal/distal; ¢) detalhe das cerdas plumosas densas marginais do segmento distal.
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Capitulo 2

Ciclo ovariano do camariao ornamental Stenopus hispidus
(Olivier, 1811) (Decapoda, Stenopodidea) em condicdes

laboratoriais: analise macro e microscopica



Resumo

O ciclo ovariano de Stenopus hispidus (Decapoda, Stenopodidea) foi descrito a partir da
manuten¢do de casais adultos em laboratorio. Os casais reprodutivos foram mantidos isolados
em aquarios com dagua compartilhada, em salinidade 35%o, temperatura 26 + 0,5°C,
fotoperiodo 12 horas e alimentados diariamente com ragdo para peixes ornamentais. Fémeas
em diferentes fases do ciclo ovariano foram anestesiadas em dgua com gelo e tiveram o ovario
removido, fotografado, fixado e processado para microscopia de luz. O tempo médio de
encubacao dos ovos foi de 22,8 + 2,1 dias e os periodos de intermuda foram de 25,5 + 2,3 dias
para as fémeas e 26 + 4,1 dias para os machos. Durante cada ciclo reprodutivo, os ovarios
apresentaram diferenciacdo em tamanho e coloragdo, identificados macroscopicamente pela
transparéncia da carapaga e classificados em quatro estdgios distintos de desenvolvimento
ovariano diferentes (ANOVA, F = 68,1; p = 0,00): esgotado (translucido), que dura até dois
dias apds a muda e cdpula; em desenvolvimento (branco), permanecendo até dez dias apds o
inicio do ciclo; desenvolvido (verde-claro), entre 10 e 20 dias apds o inicio do ciclo; avangado
(verde escuro), permanecendo desta forma até a postura. Microscopicamente, as diferencas
entre 0os estagios ovarianos baseiam-se em quantidade e propor¢do de células foliculares,
oogodnias e oocitos. No estagio esgotado, ha maior quantidade de células foliculares e auséncia
de odcitos maduros, enquanto nos outros estagios nota-se um aumento gradual no nimero e

tamanho dos odcitos secundarios.

Palavras-chave: Stenopus hispidus, Stenopodidea, desenvolvimento gonadal, ciclo

reprodutivo



Abstract

Ovarian cycle of the ornamental shrimp Stenopus hispidus (Olivier, 1811)
(Decapoda, Stenopodidea) under laboratory conditions: macro and microscopic
analyses. The ovarian cycle of Stenopus hispidus (Decapoda, Stenopodidea) was described
from the maintenance of mating pairs under laboratory conditions. The couples were kept
isolated in interconnected aquaria with salinity 35 %o, temperature 26 £+ 0.5 ° C, photoperiod
12 hours and daily fed with ornamental fish food. Females at distinct stages of ovarian
development were anesthetized in cold water and their ovaries removed, photographed, fixed
and processed for light microscopy. The average time of egg incubation was 22.8 + 2.1 days
and the intermolt periods were 25.5 £+ 2.3 days for females and 26 + 4.1 days for males. At
each reproductive cycle, the ovaries have size and color differences identified
macroscopically by the carapace transparency and classified in four different stages of ovarian
development (ANOVA, F = 68.1, p = 0.00): spent (translucent), that lasts until two days after
molting and mating; early development (white), remaining until ten days after the beginning
of the cycle; developed (light green), between 10 and 20 days after the beginning of the cycle;
advanced (dark green) remaining until the egg spawn. Microscopically, the differences among
ovarian stages are based on size and proportion of follicular cells, oocytes and oogonies. In
the spent stage, there is greater amount of follicular cells and absence of mature oocytes,
while in the other stages there are a gradual increase in the number and size of secondary

oocytes.

Keywords: Stenopus hispidus, Stenopodidea, gonad development, reproductive cycle



Introducio

O desenvolvimento das gonadas em crustaceos decapodos pode ser acompanhado pelas
modificagdes que ocorrem nos ovarios durante um ciclo reprodutivo, como alteragdes na cor e
tamanho, que podem ser facilmente detectadas visualmente (Adiyodi & Subramonian, 1983;
Arculeo ef al. 1995; Cavalli et al. 1997). Tais mudancas sdo resultados de alteragdes no
conteudo dos carotendides que ocorrem durante o processo de oogénese e desempenham um
importante papel durante a embriogénese (Goodwin, 1951; Dall et al. 1995; Lifidn-Cabello ef
al. 2002).

Diversos autores ja investigaram o desenvolvimento ovariano em crustaceos
decapodos, baseados em mudangas macroscopicas de cor e tamanho, principalmente com o
objetivo de determinar o inicio da maturidade sexual fisioldgica em uma populacdo (Lopez et
al. 1997; Pinheiro & Fransozo, 1998; Lopez-Greco & Rodriguez, 1999; Santos & Negreiros-
Fransozo, 1999; Swiney & Shirley, 2001; Flores et al. 2002; Castiglioni & Negreiros-
Fransozo, 2006). Descri¢des microscopicas sobre o processo da oogénese e ciclos ovarianos
também ja foram realizados, principalmente para espécies de interesse comercial, que incluem
os grupos Penaeoidea (Rodriguez, 1981; Tan-Fermin & Pudadera, 1989; Quinitio &
Millamena, 1992; Quintero & Gracia, 1998; Palacios et al. 1999; Sakaji et al. 2000; Sakaji,
2001; Dumont & D’Incao, 2004), Caridea (Moraes, 1995; Mossolin & Bueno, 2002),
Astacidea (Ando & Makioka, 1998; Silva-Castiglioni et al. 2006; Vazquez et al. 2008) e
Brachyura (Cronin, 1947; Wenner et al. 1987; Minagawa, et al. 1993; Ando & Makioka,
1999; Castiglioni et al. 2007; Rotllant et al. 2007). Até o momento, nenhum trabalho desta
natureza foi realizado para representantes da Infraordem Stenopodidea.

A espécie Stenopus hispidus (Olivier, 1811), é uma espécie com importante interesse
comercial pelo mundo, sendo um dos Decapoda mais explorados em seus estoques naturais
para suprir o mercado da aquariofilia marinha (Zhang et al. 1998). Esta espécie ¢

popularmente conhecida como “camardo-palhago”, devido a sua coloragdo, ou “camario-



limpador”, pelo seu héabito de remover ectoparasitas de peixes e tartarugas marinhas
(Jonasson, 1987; Sazima et al. 2004), ocorrendo nos oceanos Indo-Pacifico, Atlantico e no
Mar Vermelho (Holthuis, 1946 e 1993).

Na natureza, S. hispidus adultos habitam 4guas rasas com formagdes coralineas, onde
sdo tipicamente encontrados em pares reprodutivos (Limbaugh ef al. 1961; Johnson Jr., 1977;
Colin, 1978). Acredita-se que os casais sdo formados ainda em sua fase juvenil e j& crescam
pareados, habitando uma 4rea extremamente restrita, onde principalmente machos
demonstram forte comportamento agonistico contra outros espécimes solitdrios e outros
casais (Limbaugh ef al. 1961; Young, 1979; Fletcher ef al. 1995). Estes relacionamentos entre
macho e fémea sdo considerados de longo prazo, pois os machos defendem, copulam e
acompanham a fémea por varios ciclos ovarianos consecutivos (Johnson Jr., 1969). Sabe-se
que a copula nesta espécie ocorre em poucas horas apos a ecdise da fémea, acreditando-se que
a transferéncia espermatica ocorra de forma semelhante aos Caridea. Assim, apds o
desenvolvimento completo dos ovarios, a fémea realiza uma ecdise e copula unicamente com
o macho pareado (Bauer, 1986; Zhang et al. 1998).

Nos ultimos anos, tém-se aumentado os esfor¢os para reduzir a pressdo nos estoques
naturais de espécies marinhas com interesse ornamental, promovendo um uso sustentavel de
tais recursos (Corbin, 2001; Calado ef al. 2003). No caso dos decépodos, o desenvolvimento
de tecnologias para o cultivo em massa estd focado em um reduzido nimero de espécies, que
inclui a espécie S. hispidus, porém ainda com um histdérico de pouco sucesso (ver Fletcher et
al. 1995; Palmtag & Holt, 2001; Lin et al. 2002).

Assim, sabendo-se que os estudos sobre o ciclo reprodutivo e o desenvolvimento
ovariano de uma espécie podem contribuir com o estabelecimento de normas de manejo em
estoques naturais (Quintero & Garcia, 1998) e, ainda, fornecer informagdes bdsicas para
cultivo de camardes com interesse comercial (Tan-Fermin, 1991; Peixoto et al. 2003), este

trabalho teve como objetivos descrever, pela primeira vez, o desenvolvimento ovariano de um



representante Stenopodidea, além de caracterizar, macro e microscopicamente, o ciclo

reprodutivo da espécie S. hispidus em condi¢des laboratoriais.

Material e Métodos

Espécimes adultos de S. hispidus, provenientes de Salvador, BA, Brasil, foram obtidos
com comerciantes de animais marinhos ornamentais licenciados. Os camardes foram
mantidos, aos pares, em 12 aquarios numerados (0,45 m x 0,20 m x 0,30 m), em fotoperiodo
de 12 horas, salinidade 35 %o e temperatura 26 °C. Os aquarios, que continham areia de praia
como substrato e fragmentos de rocha calcaria para refugio dos animais, foram conectados em
paralelo, formando um sistema de recircula¢do de a4gua com um sump (0,70 m x 0,50 m x 0,40
m), totalizando 464 litros. O sistema dispde de uma bomba de recalque (3000 L h™") que
distribui igualmente a agua entre os aquarios por torneiras, um controlador digital de
temperatura (com precisdo 0,5 °C), skimmer e filtro ultravioleta com lampada de 32 w. Em
cada aquario foi instalado um dispositivo para a captagdo de larvas recém-eclodidas,
utilizando-se um foco luminoso (figura 1).

Efetuou-se testes de salinidade (com auxilio de um refratometro de mao), amdnia,
nitrito, pH e alcalinidade (testes titulométricos Tropic Marin®) quinzenalmente. Uma
renovagdo parcial de agua (80 litros) foi realizada com dgua do mar filtrada e irradiada por
ultravioleta mensalmente. Diariamente, os camardes foram alimentados em excesso com
ragdo propria para peixes ornamentais (Tetra Marine Flakes® e Tetra Color”™), pedagos de
musculo de camario, lula e bivalves.

Apds um periodo de aclimatagdo de duas ecdises por animal, iniciaram-se as
observagdes. O tamanho médio do comprimento da carapaca dos camardes utilizados neste
trabalho, excluindo o rostro, foi 11,9 mm. De cada casal numerado, foram acompanhados trés
ciclos reprodutivos consecutivos para a realizagdo das médias de tempo de duracdo (em dias),

além de contado o nimero total de larvas recém-eclodidas produzidas por cada fémea, em



cada um dos trés ciclos reprodutivos acompanhados. As observagdes consistiram em
identificar macroscopicamente a mudan¢a dos diferentes estdgios de desenvolvimento
ovariano, comparando com uma tabela de cores padrio (Pantone”™). Foi anotada também a
presenca de exuvia de cada individuo, além da presenca de ovos aderidos aos pledpodos das
fémeas e a liberacdo de larvas em cada aquario. As extvias ndo foram retiradas dos aquérios e
serviram como complemento alimentar. O total de larvas recém-eclodidas foi comparado por
uma analise de varidncia (ANOVA), entre os trés ciclos reprodutivos acompanhados.

Decorridos os trés ciclos reprodutivos de cada casal, trés fémeas em cada estagio
ovariano identificado foram anestesiadas em agua com gelo para remog¢do da gonada. Este
material foi fixado imediatamente em solucdo de glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4%
em tampdo fosfato 0,1M pH 7,3 (solu¢do de Karnovsky) por 48 horas. Em seguida foi
submetido ao procedimento para inclusdo em metacrilato-glicol (historresina), de acordo com
o protocolo pertinente (desidratacdo em alcool 70% por 24 horas e alcool 95% por 2 horas,
embebi¢do em mistura de resina Leica® e dlcool 95% por 5 horas, embebi¢cdo em resina pura
Leica® por 12 horas, inclusdo em resina com catalisador em temperatura ambiente por 24
horas, polimerizacdo em estufa a 37°C por 24 horas e montagem de blocos). Foram realizados
cortes histoldgicos finos (5 um), que foram submetidos a colorag¢do de azul de toluidina (pH
4,7) e hematoxilina-eosina (H.E.), sendo analisados em microscopio Optico (Axioskop 2
Zeiss"™), provido de um sistema de captagio de imagens e software para mensura¢do de
distancias.

As células germinativas foram escolhidas aleatoriamente para a tomada dos maiores
diametros e, a fim de detectar diferengas entre os estagios identificados visualmente, os
diametros médios de pelo menos 30 odcitos secundarios foram comparados entre os estagios
identificados macroscopicamente por uma analise de variancia (ANOVA), complementado
pelo teste de Tukey. Neste caso, os dados foram logaritmizados para atender as premissas dos

testes (Zar, 1996).



Resultados

O tempo médio de encubacdo dos ovos de S. hispidus em laboratorio foi de 22,8 + 2,1
dias (n = 36). Apods a liberagdo das larvas, em até 72 horas, a fémea sofre ecdise e, em até 12
horas, ocorre a copula (figura 2). A exterioriza¢do dos ovos quase sempre foi imediata, porém
em dois casos este processo demorou cerca de seis horas. Os periodos de intermuda foram de
25,5 £ 2,3 dias para as fémeas (n = 36) e 26 + 4,1 dias para os machos (n = 35), que distou 8,7
+ 2,6 dias apos a ecdise da fémea. Os nimeros médios de larvas recém-eclodidas obtidas
foram: 1025 £ 166,5 (n = 12) no primeiro ciclo reprodutivo, 987,3 £ 139,4 (n = 12) no
segundo ciclo reprodutivo e 1066 = 109,1 (n = 10) no terceiro ciclo reprodutivo. Ndo houve
diferenca na quantidade de larvas produzidas ao longo do tempo (entre os ciclos reprodutivos)
(ANOVA, F=2,97; p=0,00).

Durante cada ciclo reprodutivo, os ovarios das fémeas apresentam diferenciagdo tanto
em tamanho como na coloragdo, facilmente observados devido a transparéncia da carapaca.
Foram identificados e classificados macroscopicamente, quatro estagios de desenvolvimento
ovariano diferentes, que foram validados por diferencas microscopicas ao longo de um ciclo
reprodutivo (ANOVA, F =68,1; p=0,00):

- Esgotado (ES): Coloragdo translucida, tamanho reduzido e aparéncia delgada, de
dificil deteccdo macroscopica, ocupando desde a regido anterior da carapaga até o inicio do
terceiro somito abdominal e permanecendo desta forma até trés dias apds a exteriorizagdo dos
ovos. Microscopicamente, neste estagio observa-se apenas oogdnias € odcitos primarios
(didmetro médio 76,3 = 20 um), organizados em grupos em uma zona de proliferagdo central.
No entorno, ha uma grande quantidade de células foliculares dispostas de modo desordenado
e lacunas, indicando a desova (figuras 3, 4a). Neste estagio, alguns odcitos secundarios podem
ser encontrados em reabsorgao.

- Em desenvolvimento (ED): Coloragdo branco-leitosa (Pantone 5875C), de facil

detecgdo e visivelmente maior que o estagio anterior, ocupando desde a regido anterior da



carapaca até o final do terceiro somito abdominal. Mantém-se com esta aparéncia até dez dias
apds a liberacdo larval. Microscopicamente, neste estagio observa-se oogoOnias e odcitos
primdrios (didmetro médio 58,2 £ 20 um) como no estagio anterior, agrupados em uma zona
de proliferagdo central. Observa-se também o0citos mais avancados em inicio de
vitelogénese, com granulos de vitelo visiveis no citoplasma (diametro médio 330,9 + 49 pm)
(figuras 3, 4b).

- Desenvolvido (DE): Coloragdo verde-claro (Pantone 556C), de facil deteccdo e
visivelmente maior que o estagio anterior, ocupando desde a regido anterior da carapaga até o
final do terceiro somito abdominal. Mantém-se com esta aparéncia entre 10 e 18 dias apos a
liberagdo larval. Microscopicamente, neste estdgio observa-se oogdnias e odcitos primarios
(didmetro médio 69,5 = 21 pm) como nos estagios anteriores, agrupados em uma zona de
proliferacdo central. Observam-se também os oocitos maduros, com granulos de vitelo no
citoplasma, neste caso, maiores do que no estagio anterior (didmetro médio 353,5 + 93 um)
(Tukey, p =0,02) (figuras 3, 4c, 5).

- Avangado (AV): Coloragdo verde-escuro (Pantone 562C), de facil detec¢do
macroscopica e visivelmente maior que os estagios anteriores, ocupando desde a regido
anterior da carapaca até o final do terceiro somito abdominal. Mantém-se com esta aparéncia
entre 15 e 18 dias apos a liberagdo larval, permanecendo assim até a proxima exterioriza¢ao
dos ovos. Microscopicamente, observa-se também oogonias e odcitos primarios (didmetro
médio 78 £ 19 um) como nos estagios anteriores, agrupados em uma zona de proliferacao
central. Neste caso, hd uma grande quantidade de odcitos maduros, com muito vitelo no
citoplasma (didmetro médio 514,9 + 85 pum), significantemente maiores do que os estagios

anteriores (Tukey, p = 0,00) (figuras 3, 4d, 5).

Discussao



Embora a anadlise histoldgica seja intensamente utilizada para descrever os estagios de
maturag@o gonadal de camardes provenientes de ambiente natural ou mesmo em ambiente de
cultivo, ainda existem poucas informagdes sobre as modificagdes visuais que ocorrem durante
este processo (Peixoto ef al. 2003). A observag¢do macroscopica da morfologia dos ovarios,
como tamanho e coloragdo, representam um procedimento pratico e rotineiro na avaliagido do
estagio de maturacdo de fémeas e selecdo de matrizes em fazendas de cultivo de camardes
peneideos. O manuseio excessivo para tal fim expde os individuos a um estresse que pode ser
minimizado por uma identificacdo visual acurada do estagio de desenvolvimento gonadal,
quando esta ¢ validada pela histologia (Browdy ef al. 1992).

Os resultados da andlise histologica do desenvolvimento ovariano de S. hispidus
mostraram que a classificagdo macroscopica ou visual esta intimamente relacionada com o
desenvolvimento e organizagdo celular do ovario. Como ocorre em Artemesia longinaris
Bate, 1888, as observacdes podem ser realizadas por meio da transparéncia do cefalotorax,
facilitando o manejo das matrizes em laboratorio e reduzindo o stress por manuseio (Dumont
& D’Incao, 2004). Espécies como Penaeus monodon (Fabricius, 1798) e Farfantepaenaus
brasiliensis (Latreille, 1817), necessitam de disseccdo total da gonada para sua caracterizagdo
visual, o que dificulta o procedimento (Tan-Fermin, 1991; Quintero & Gracia, 1998).

Alguns autores que pesquisaram o desenvolvimento ovariano em camardes peneideos
identificaram visualmente até cinco estagios de maturagdo gonadal (Vogt et al. 1989; Castille
& Lawrence, 1991; Tan-Fermin, 1991; Medina et al. 1996). Porém, trabalhos posteriores
como Quintero & Gracia (1998) e Dumont & D’Incao (2004) comprovaram
microscopicamente que alguns estagios poderiam ser agrupados devido a pouca diferencga
visual e nenhuma diferenga nos diametros celulares e composi¢cdo quimica dos ovdcitos. No
presente trabalho, ndo se descreveu as gonadas em sua forma imatura por tratar-se apenas de
espécimes adultos, e os quatro estdgios identificados macroscopicamente apresentaram um

progressivo aumento de tamanho das células ao longo de um ciclo ovariano (ver figuras 4 e



5). Autores como Quackenbush (1991), Lubzens et al. (1995) e Spaziani & Hinsch (1997),
atribuem o aumento gradual do tamanho celular principalmente aos depdsitos de lipidios nos
ovarios que ocorrem durante a vitelogénese, tornando o citoplasma celular acidéfilo, o que
pode ser comprovado pela afinidade por corantes dcidos como a eosina nesta regido do corte
histologico.

Medidas precisas dos tamanhos dos odcitos, além de validar a diferenciacdo dos
estagios de maturagdo identificados visualmente, mostram-se muito eficazes na comparagao
de potencial reprodutivo entre populagdes de ambiente natural e de cultivo. Autores como
Yano (1987), Menasveta et al. (1993) e Medina et al. (1996), realizaram tal comparacdo nos
camardes peneideos P. monodon (Fabricius, 1798), Marsupenaeus japonicus (Bate, 1888) e
Melicertus kerathurus (Forskal, 1775) respectivamente e, em todos os casos, a fertilidade das
matrizes mantidas em ambiente de cultivo foram inferiores as provenientes de ambiente
natural. Segundo tais autores, os principais fatores que contribuem para as diferencas estdo
relacionados a qualidade da alimentagdo fornecida para a fémea, bem como e a temperatura
de manutencao.

Lin & Shi (2002), ao analisarem os efeitos da alimentagdo no desempenho reprodutivo
de matrizes do camardo ornamental Stenopus scutellatus Rankin, 1898, recomendam uma
dieta variada para obten¢do de maior quantidade e melhor qualidade de larvas. De acordo com
Luis & Ponte (1993), camardes peneideos de cultivo quando alimentados com poliquetos
ricos em 4cidos-graxos, também aumentam o seu potencial reprodutivo. Neste trabalho, a
alimentacdo industrial para peixes ornamentais, associada a alimento fresco (musculo de
camardo e lula), fornecidos diariamente em excesso para os adultos de S. hispidus parecem
suprir as necessidades reprodutivas da espécie. Todas as massas de ovos produzidas foram
visualmente grandes e a fertilidade sempre foi superior a 800 larvas/fémea, vidveis para
cultivo. Em experimentos preliminares de cultivo realizados com esta mesma espécie, nao se

obteve mais que 850 larvas vidveis de cada fémea ovigera recém capturada da natureza, sem a



influéncia de alimentagdo oferecida em condi¢des laboratoriais (De Castro & Jory, 1983).
Tais autores apresentam também uma tabela onde a produgdo de larvas por fémea decai
drasticamente ao longo do tempo em que os casais foram mantidos em condi¢des
laboratoriais, fato que parece ndo ocorrer nas condigdes de manutenc¢io aqui descritas.

Além das necessidades nutricionais, a temperatura e a variagdo térmica na manutengio
das matrizes de S. hispidus também podem ser fatores importantes que influenciaram o ciclo
reprodutivo da espécie em laboratorio. O tempo médio de intermuda das fémeas (25,5 dias),
mantidas em temperatura estavel (26 + 0,5°C), foram maiores quando comparados ao trabalho
de Zhang et al. (1997). Tais autores, estudando a influéncia da ablagcdo ocular no ciclo de
muda desta mesma espécie em laboratorio, relatam que as fémeas com pedinculo ocular
intactos mudam, em média, a cada 22,5 dias quando mantidas em temperaturas que variam
entre 26 e 31°C. A receptividade reprodutiva das fémeas associada a muda é um padrio
comum entre os Crustacea e, em muitos camardes peneideos e carideos, as fémeas ficam
receptivas apenas por curtos periodos de tempo apds a ecdise (Salmon, 1983; Correa & Thiel,
2003). Em S. hispidus, embora a copula sempre tenha ocorrido em periodos inferiores a 12
horas apds a ecdise da fémea, Zhang et al. (1998) provaram que as fémeas desta espécie sdo
“atrativas” até 36 horas apos o processo da muda, porém o sucesso reprodutivo ¢ maior
quando a copula ocorre nas primeiras 24 horas. O fato dos machos nunca realizarem a ecdise
simultaneamente com a fémea sugere que eles necessitam estar em periodo de intermuda para
realizar a transferéncia espermatica, ou, ainda, proteger a fémea contra predadores e de outros
machos da mesma espécie que podem ser atraidos pelos hormonios relacionados a reproducao
liberados na agua, fato comum em siris do género Callinectes Stimpson, 1860 (ver Gleeson,
1991).

Outro importante fator que pode ser influenciado pela temperatura de manutencdo ¢
desenvolvimento embrionério e o tempo de e encubagdo dos ovos. Young (1979) obteve um

tempo de encubagdo de 16 dias para S. hispidus quando as fémeas foram mantidas em 28°C,



enquanto De Castro & Jory (1983) obtiveram um tempo de desenvolvimento dos ovos entre
14 e 16 dias, quando as fémeas foram mantidas em condi¢gdes que variavam entre 25 e 29°C.
Em ambos os casos, os tempos de desenvolvimento dos ovos foram inferiores ao tempo
obtido neste trabalho (22,8 dias, em média), onde as condi¢des de temperatura mantiveram-se
mais amenas e estdveis do que os citados (26°C £ 0,5). Zhang et al. (1998) relata que a
variagdo de temperatura afetou severamente a quantidade e os tamanhos dos ovos em
experimentos reprodutivos com S. hispidus. Segundo tais autores, os animais que foram
mantidos sob variagdo entre 1,5 a 2°C apresentaram maior fecundidade, maior peso seco,
além de ovos com maiores diametros do que aqueles que foram mantidos sob variagdo entre 4
a 6°C. Em Callinectes sapidus Rathbun, 1869, os ovos produzidos em temperaturas mais
baixas possuem maiores quantidades de lipidios do que aqueles produzidos por fémeas
mantidas em altas temperaturas, sugerindo que temperaturas mais amenas podem aumentar a
acumulacdo de energia nos ovos e aumentar a qualidade das larvas (Amsler & George, 1984,
Zhang et al. 1998).

Assim, ao contrario dos espécimes de S. hispidus que vivem em ambiente natural,
podem-se conseguir ciclos ovarianos continuos em laboratorio, desde que a nutri¢do seja
satisfatéria e, também, que sejam mantidos em condi¢des constantes, principalmente de
temperatura. Além disso, a manutencdo e acompanhamento de matrizes permanentes para
producdo continua de larvas mostrou-se facil e eficiente, o que pode contribuir com a redugao
da captura para este fim. Com uma continua obtencdo de larvas, novas técnicas em
larvicultura ainda devem ser testadas, j4& que os principais problemas apontados para a
producdo em escala comercial desta espécie estdo relacionados, ainda, ao longo periodo de

desenvolvimento larval e alta mortalidade das larvas.
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Figura 1: Sistema de 4dgua recirculante utilizado para manuteng@o de 12 casais adultos de Stenopus hispidus. A)
esquema geral do sistema recirculante; B) aquario em detalhe, apresentando as medidas dos aquarios utilizados e
a saida de agua; C) detalhe da captacdo de larvas recém-eclodidas: em todos os aquarios, as larvas sdo atraidas
por uma fonte luminosa ¢ sdo sugadas pela propria saida de agua de cada aquario. A tela com malha 10 mm

impede a aproximagdo dos adultos ao aglomerado de larvas que se forma na entrada do cano. Setas pretas

indicam o sentido da dgua.
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Figura 2: Representagcdo do ciclo reprodutivo de Stenopus hispidus, mantidos em condi¢des laboratoriais

(fotoperiodo 12 horas, salinidade 35 %o ¢ temperatura 26 °C). O esquema mostra a relagdo entre ecdise, copula

eclosdo larval, baseados na média calculada apds o acompanhamento de 12 casais, por trés ciclos reprodutivos

consecutivos.



Figura 3: Stenopus hispidus. Estagios ovarianos identificados macroscopicamente, durante um ciclo reprodutivo
em condi¢des laboratoriais. ES = gonada esgotada (transparente); ED = gonada em desenvolvimento (coloragdo
branco-leitosa); DE = gonada desenvolvida (coloracdo verde claro); AV = gonada em estdgio avangado

(coloragdo verde escuro).



Figura 4: Stenopus hispidus. Esquema dos estagios gonadais identificados durante um ciclo ovariano em
condigdes laboratoriais (lado esquerdo) e fotografia de seus respectivos cortes histologicos (lado direito): a)
gonada esgotada(ES); b) gonada em desenvolvimento (ED); c¢) gonada desenvolvida (DE); d) gonada em estagio
avangado (AV) (aumento 100x, coloracdo azul de toluidina). CF = célula folicular; OO = oogodnia; O1 = odcito

primario; O2 = odcito secundario; O2* = odcito secundario em reabsorgao.



Figura 5: Comparagdo dos diametros de odcitos secundarios (+ dp) ao longo de um ciclo ovariano de Stenopus
hispidus mantidos em condi¢des laboratoriais. ED = gonada em desenvolvimento (branco-leitosa); DE = gonada
desenvolvida (verde-claro); AV = gobnada avangada (verde-escuro). Letras diferentes indicam diferenca

estatistica.
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Capitulo 3

Desenvolvimento larval do camario-limpador Stenopus
hispidus (Olivier, 1811) (Decapoda, Stenopodidea), obtido

em condicoes laboratoriais



Resumo

Os estagios larvais iniciais de Stenopus hispidus (Decapoda, Stenopodidea) foram
descritos a partir de fémeas ovigeras mantidas em laboratorio. As larvas foram cultivadas
isoladas em recipientes com 20 ml de 4gua do mar ou em grupos de 50 e 100 larvas em placas
de Petri com 100 ml, em salinidade 35%o, temperatura 24 + 0,1°C e fotoperiodo de 12 horas.
As observagodes foram diarias bem como a alimentagdo (nauplios recém eclodidos de Artemia
sp.). Foram descritos nove estagios de zoea, baseados na dissec¢do de pelo menos dez larvas
ou exuvias de cada estagio. Os estdgios duraram em média 99 horas e o tamanho variou desde
0,56 mm (Z1) até 1,17 mm (Z9) de comprimento de carapaga (excluindo o rostro). Todos os
estagios descritos apresentam carapaga cilindrica, rostro longo armado com espinhos na
extremidade. Os somitos abdominais apresentam espinhos ventro-laterais proeminentes (1°
somito), laterais e dorsais (3° e 5° somitos). Mandibula, maxilula, maxila e maxilipedes
apresentam pequenas mudancas ao longo do desenvolvimento. As principais alteragdes
ocorrem nos olhos (sésseis em Z1 e pedunculados nos demais), anténulas, antenas e uropodo
(aparecimento a partir de Z3). O 1°. par de pereidpodos € funcional e natatorio na ZI; o 2° par
surge na zoea III; o 3°, na zoea VII; o0 4°, na zoea VIII e o 5° par aparece como um rudimento
na zoea IX. Este trabalho confirma as descricdes anteriores a partir de larvas obtidas no
plancton, entretanto, maiores detalhes sdo adicionados, principalmente em relagdo aos tipos

de cerdas e no menor tempo de duracdo larval.

Palavras-chave: Stenopus hispidus; Stenopodidea, desenvolvimento larval; descri¢do

morfologica



Abstract

Larval development of the cleaner shrimp Stenopus hispidus (Olivier, 1811)
(Decapoda, Stenopodidea), obtained under laboratory conditions. The early larval stages
of Stenopus hispidus (Decapoda, Stenopodidea) were described from ovigerous females
maintained in the laboratory. The larvae were isolated in acrylic cups with 20 ml of seawater,
and in groups of 50 and 100 larvae in 100 ml Petri dishes, all at 35 %o salinity, temperature 24
+ 0.1°C and 12 hours photoperiod. Food was provides daily (newly hatched Artemia sp.), as
well as the observations. Nine zoea stages were described, based on the dissection of at least
ten exuviae of each larval stage. The average time of stages was 99 hours and the size ranged
from 0.56 mm (Z1) to 1.17 mm (Z9), from carapace length (excluding the rostrum). All stages
have described cylindrical carapace, long rostrum armed with spines on the edge. The
abdominal somites have prominent ventro-lateral spines (first), lateral and dorsal (3 and 5).
Mandible, maxillula, maxilla and maxillipeds have small changes throughout the
development. The major changes occurs in the eye (Z1 are sessile, pedunculated in the other),
antennule, antenna, and uropod (appear in Z3). The 1st pair of pereiopods is functional and
for swimming in ZI; the 2nd pair appear in ZIII, the 3rd in ZVII, the 4th in ZVIII, and the 5th
appears as a bud in ZIX. This study confirms the previous descriptions obtained from larvae
in plankton, however, details are added, especially in relation to the types of setac and the

time of the larval duration.

Keywords: Stenopus hispidus; Stenopodidea; larval development; morphological description



Introducio

Os crustaceos decapodos da infraordem Stenopodidea sdo representados por duas
familias, Spongicolidae Schram, 1986 e Stenopodidae Claus, 1872, que juntas compreendem
nove géneros com mais de 40 espécies descritas em sua forma adulta. Entre estas, apenas trés
espécies sdo registradas até o momento no Atlantico Sul: Microprosthema semilaeve (von
Matens, 1872), Stenopus scutellatus Rankin, 1898 e Stenopus hispidus (Olivier, 1811)
(Holthuis, 1993).

A espécie S. hispidus ¢ popularmente conhecida como “camardo-palhaco”, pela sua
coloragdo, ou “camardo-limpador”, pelo seu hébito de remover ectoparasitos de peixes e até
de tartarugas marinhas (Jonasson, 1987; Sazima et al, 2004). Devido a sua intensa coloragao e
rusticidade de manutengdo, esta espécie € o decapode de interesse ornamental mais popular na
aquariofilia marinha, tornando a espécie intensamente explorada em seus estoques naturais
em todo o mundo todo, inclusive no Brasil (Zhang et al.,1998).

Na natureza, os adultos desta espécie sdo tipicamente encontrados em casais
reprodutivos (Brooks & Herrick, 1891; Johnson Jr., 1977) e podem ser observados em recifes
de coral e fendas em rochas, habitando desde aguas rasas até mais de 200 metros de
profundidade (Limbaugh et al., 1961; Colin, 1978). A espécie ocorre ao longo da regido do
Indo-Pacifico, desde o Mar Vermelho e Africa do Sul até o Havai e Ilhas Tuamotu. No
Atlantico Oeste, ocorre desde as Bermudas e costa da Carolina do Norte, Golfo do México e
Sul da Florida até a costa Norte da América do Sul (Holthuis, 1946; Kruczynski & Jenner,
1969; Lukens, 1978). No Brasil, ¢ registrada no arquipélago de Fernando de Noronha e desde
o Estado do Ceara até o Estado de Sdo Paulo como limite Sul (Coelho & Ramos-Porto, 1998;
Gregati et al. 2006).

O histdrico de descrigdes larvais para a Infraordem Stenopodidea é escasso, quase
sempre incompleto, sendo realizado principalmente por larvas provenientes de amostras

planctonicas. O desenvolvimento completo, até o momento, apenas foi descrito por Raje &



Ranade (1978), que descreveram todos os estagios de zoea e o decapodito de um
Stenopodidea, a partir de uma fémea ovigera proveniente do Oceano Indico. Tais autores
atribuiram sua descricdo a espécie Microprosthema semilaeve, porém, Martin & Goy (2004)
redescreveram a protozoea e a primeira zoea desta espécie (provenientes de duas localidades
do Caribe) e descobriram que a descricdio larval anterior tratava-se da espécie
Microprosthema emmiltum Goy, 1987.

A espécie Stenopus spinosus Risso, 1826 teve trés estagios de zoea descritos pela
primeira vez por Cano (1891), provenientes de amostras planctonicas na costa da Italia.
Posteriormente, Kurian (1956) descreveu dois estigios de zoea de material planctonico
proveniente do mar Adriatico, enquanto Bourdillon-Casanova (1960) descreveu o primeiro
estagio a partir de uma fémea ovigera obtida na costa de Marselha, Franga. Seridji (1990)
descreveu cinco estdgios larvais da mesma espécie e atribuiu aos cinco estagios iniciais de
desenvolvimento, a partir de amostras planctonicas obtidas na costa da Argélia divisa com a
Tunisia, revisando a taxonomia e posi¢ao filogenética do grupo.

A primeira descri¢do de uma larva de Stenopus hispidus foi realizada por Broocks &
Herrick (1891), que descreveram a protozoea e a primeira zoea, obtidas a partir de fémeas
ovigeras capturadas em ambiente natural nas Ilhas Bahamas. Duas larvas em desenvolvimento
avancado também foram descritas, porém obtidas no plancton, e atribuidas erroneamente a
larvas de S. hispidus por estes mesmos autores. Gurney (1924) descreveu alguns estagios
larvais obtidos em amostras planctonicas (resultado da expedi¢@o “Terra Nova”, realizada em
1910, que incluiu coletas na costa brasileira) e apontou as falhas nas descri¢cdes anteriores,
principalmente em relacdo aos estdgios mais avangados. Posteriormente, Gurney (1936) e
Lebour (1940) descreveram algumas larvas de stenopodideos ndo identificados quanto ao
nivel de espécie, incluindo S. hispidus, baseados em amostras planctonicas provenientes das
IThas Bermudas. Em 1976, Williamson acrescentou mais algumas informagdes para a espécie,

baseando-se também em amostras planctonicas provenientes do Oceano Indico.



Sabendo-se que o conhecimento sobre o desenvolvimento e a morfologia larval em
Decapoda ¢ fundamental para suas relagdes filogenéticas (Pohle & Marques, 2000), além de
importantes para o aprimoramento das técnicas de cultivo em espécies com interesse
comercial (Provenzano, 1985), o objetivo deste trabalho foi descrever, de modo detalhado, o
desenvolvimento da morfologia larval de S. hispidus provenientes do Atlantico Sul, a partir de
larvas obtidas e criadas em condi¢des laboratoriais, comparando-se os resultados com

descrigdes anteriores provenientes de amostras planctonicas e de outras localidades.

Material e Métodos

Espécimes adultos de S. hispidus, provenientes de Salvador, BA, foram obtidos por
meio de comerciantes de animais marinhos ornamentais licenciados € mantidos, aos casais,
em aquarios (0,45 m x 0,20 m x 0,30 m) interligados, em fotoperiodo de 12 horas, salinidade
35 %o e temperatura de 26°C. Efetuou-se testes de salinidade (com auxilio de um refratdmetro
de mdo), aménia, nitrito, pH e alcalinidade (testes titulométricos Tropic Marin®)
quinzenalmente. Uma renovagdo parcial de dgua foi realizada com agua do mar filtrada e
irradiada por ultravioleta mensalmente. Diariamente, os camardes foram alimentados em
excesso com racdo propria para peixes ornamentais (Tetra Marine Flakes® e Tetra Color”),
pedagos de musculo de camardo, lula e bivalves.

Quando eclodidas, as larvas foram concentradas ¢ retiradas utilizando-se um foco
luminoso. Apenas as larvas que responderam positivamente ao fototropismo foram
selecionadas para a criagdo. Larvas recém eclodidas foram mantidas em pequenos grupos (50
e 100 larvas) em placas de petri bem como isoladas em pequenos recipientes de acrilico com
capacidade 20 ml em salinidade 35, fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 24 £+ 0,1°C em
uma camara de germinacdo (tipo B.O.D). Diariamente, as larvas foram alimentadas com
Artemia sp. recém eclodidas em excesso e uma pequena por¢do da agua (cerca de 30%) foi

substituida pipetando-se o fundo dos recipientes.



As extvias recuperadas foram conservadas em alcool 70% glicerinado (1:1) e uma
amostra de cada estagio larval foram preservadas em formol a 5% e alcool 70%. As larvas
foram mensuradas quanto ao comprimento da carapaca (distancia entre a margem pos-orbital
e a extremidade posterior do cefalotdrax, excluindo o rostro) e as extvias dissecadas sob
estereomicroscopio e microscopio invertido (DMIL Leica) utilizando-se estiletes
confeccionados com agulhas entomolodgicas. Os desenhos e as descri¢des morfoldgicas foram
realizados sob um microscdopio equipado com camara clara e contraste de fases (Axioskop 2
Zeiss). Para cada estdgio descrito, observou-se pelo menos dez exuvias e todo o processo de
descri¢do foi padronizado de acordo com Clark ez al. (1998) e Pohle & Telford (1981) em
relagdo a qualidade e terminologia. Amostras de cada estagio larval foram incorporadas ao
acervo da cole¢do de larvas do Nucleo de Estudos em Biologia, Ecologia e Cultivo de

Crustaceos (NEBECC).

Resultados

Foram obtidos nove estagios de zoea, cujo tamanho variou de 0,56 + 0,04 (Z 1) a 1,17 +
0,02 (Z IX) e o tempo de muda entre os estagios durou em média 4,12 + 0,64 dias (figura 1).
O estagio decapodito ndo foi obtido.

Zoeal

Carapaga: 0,56 mm de comprimento de carapaca. Formato cilindrico e levemente
arredondado, sem espinhos. Olhos sésseis. Rostro longo, armado com pequenos denticulos na
extremidade, quase duas vezes o tamanho da carapaca, ultrapassando antenas e anténulas
(figura 2a).

Anténula: Peduinculo longo, ndo segmentado. Endopodito representado por uma cerda
plumosa longa. Exopodito curto, com uma cerda esparsamente plumosa longa e trés cerdas

simples na extremidade (figuras 2e; 3).



Antena: Pedunculo desprovido de cerdas. Endopodito curto, com duas cerdas plumosas
longas apicais. Exopodito longo, com cinco segmentos e 10 cerdas plumosas longas na
seguinte disposi¢do: 4 (3 internas ¢ 1 externa) + 1 + 1 + 1 + 3 (apicais). Um espinho evidente
no terco proximal do primeiro segmento (figuras 2f; 3).

Mandibula: Palpo ausente e sem vestigios, com 4 + 4 dentes robustos, curtos e
proeminentes (figura 2b).

Maxilula: Palpo vestigial. Endito coxal com quatro cerdas esparsamente plumosas na
extremidade e uma submarginal. Endito basal com quatro cerdas esparsamente plumosas e
uma cerda plumodenticulada robusta (figura 2c¢).

Maxila: Endito coxal bilobado com cinco cerdas plumosas submarginais e quatro cerdas
esparsamente plumosas marginais intercaladas no lobo proximal; duas cerdas plumosas no
lobo distal. Endito basal bilobado, com duas cerdas esparsamente plumosas no lobo proximal
e trés cerdas esparsamente plumosas no lobo distal. Endopodito com duas cerdas
esparsamente plumosas longas apicais. Exopodito com quatro cerdas plumosas curtas bem
distribuidas na margem externa e uma cerda plumosa longa na margem distal (figura 2g).

Primeiro maxilipede: Coxa com trés cerdas esparsamente plumosas (2 + 1). Base com
onze cerdas esparsamente plumosas marginais (1 + 3 + 4 + 3). Endopodito bisegmentado,
com trés cerdas curtas esparsamente plumosas no segmento proximal e seis cerdas no
segmento distal (2 esparsamente plumosas subapicais + 4 plumosas apicais). Exopodito nao
segmentado, com 4 cerdas plumosas longas: 2 apicais e 2 sub-apicais (figura 2h).

Segundo maxilipede: Base com quatro cerdas curtas esparsamente plumosas.
Endopodito com cinco segmentos: 2 + 1 + 0 + 2 + 5 (4 apicais e 1 sub-apical) cerdas longas
esparsamente plumosas. Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-apicais)
cerdas plumosas longas (figura 21).

Terceiro maxilipede: Similar ao segundo maxilipede. Base com duas cerdas

esparsamente plumosas curtas. Endopodito com cinco segmentos: 2 + 1 + 0 + 2 + 5 (4 apicais



e | sub-apical) cerdas esparsamente plumosas longas. Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2
apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas (figura 2j).

Primeiro pereidpodo: Base com duas ou trés cerdas esparsamente plumosas e uma
simples, todas curtas. Endopodito ndo segmentado com cinco cerdas longas esparsamente
plumosas: 1 margem lateral, 2 sub-apicais e 2 apicais. Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2
apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas (figura 2k).

Abdome: Primeiro somito com um par de espinhos ventro-laterais longos. Segundo
somito nu. Terceiro somito com um par de espinhos laterais e um longo espinho dorsal bem
evidente. Quarto somito nu. Quinto somito com um par de espinhos laterais curtos e um
dorsal. Sexto somito fusionado com o télson. Pledpodos e urépodo ausentes (figura 2a).

Télson: Fusionado com o sexto somito abdominal. Forma triangular, com diversos
pequenos espinhos na face dorsal. Margem externa da furca com quatro espinhos curtos e um
longo espinho curvado no angulo, seguido de um pequeno articulo robusto curvo com sétulas.
Margem posterior com cinco cerdas plumosas longas, sendo a interna mais curta (figuras 2d;
4).

Zoea Il

Carapaca: 0,67 mm de comprimento de carapaca. Formato cilindrico e levemente
arredondado, com espinho supra-orbital curto. Olhos pedunculados e bem desenvolvidos.
Rostro longo, armado com pequenos denticulos na extremidade, quase duas vezes o tamanho
da carapaca, ainda ultrapassando antenas e anténulas.

Anténula: Pedinculo longo bi-segmentado, com duas cerdas esparsamente plumosas no
segmento proximal (uma no terco proximal e uma na margem distal). Quatro ou cinco cerdas
esparsamente plumosas na por¢do mediana da extremidade do segmento distal. Endopodito
com uma cerda plumosa longa. Exopodito curto, com uma cerda esparsamente plumosa longa

e cinco cerdas simples na extremidade (figura 3).



Antena: Similar ao estagio anterior. Pedunculo desprovido de cerdas. Endopodito curto,
com duas cerdas plumosas longas apicais. Exopodito longo, com cinco segmentos e 10 cerdas
plumosas longas na seguinte disposi¢do: 4 (3 internas e 1 externa) + 1 + 1 + 1 + 3 (apicais).
Um espinho evidente no ter¢co proximal do primeiro segmento (figura 3).

Mandibula: Similar ao estagio anterior.

Maxilula: Palpo vestigial. Endito coxal com cinco cerdas esparsamente plumosas
marginais e uma submarginal; uma cerda plumodenticulada robusta marginal. Endito basal
com quatro cerdas esparsamente plumosas e uma cerda plumodenticulada robusta, todas
marginais; duas cerdas esparsamente plumosas submarginais.

Maxila: Endito coxal bilobado com sete cerdas plumosas submarginais e seis cerdas
esparsamente plumosas marginais intercaladas no lobo proximal; duas cerdas plumosas no
lobo distal. Endito basal bilobado, com trés cerdas esparsamente plumosas no lobo proximal e
quatro cerdas esparsamente plumosas no lobo distal. Endopodito com duas cerdas
esparsamente plumosas longas apicais. Exopodito com quatro cerdas plumosas curtas bem
distribuidas na margem externa e uma cerda plumosa longa na margem distal.

Primeiro maxilipede: Coxa com trés cerdas esparsamente plumosas (2 + 1). Base com
onze cerdas esparsamente plumosas marginais (1 + 3 + 4 + 3). Endopodito bisegmentado,
com trés cerdas curtas esparsamente plumosas no segmento proximal e seis cerdas
esparsamente plumosas no segmento distal (2 subapicais + 4 apicais). Exopodito nado
segmentado, com 4 cerdas plumosas longas: 2 apicais e 2 sub-apicais.

Segundo maxilipede: Similar ao estdgio anterior. Base com trés cerdas curtas
esparsamente plumosas e uma simples. Endopodito com cinco segmentos: 2+ 1+0+2+5 (4
apicais e 1 sub-apical) cerdas longas esparsamente plumosas. Exopodito bi-segmentado com 2
+ 4 (2 apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas.

Terceiro maxilipede: Similar ao estdgio anterior. Base com uma ou duas cerdas

esparsamente plumosas curtas e uma ou duas simples. Endopodito com cinco segmentos: 2 +



1 +0+2+5 (4 apicais e | sub-apical) cerdas esparsamente plumosas longas. Exopodito bi-
segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas.

Primeiro pereidpodo: Base com duas ou trés cerdas simples, as vezes alguma
esparsamente plumosa, todas curtas. Endopodito ndo segmentado com cinco cerdas longas
esparsamente plumosas: 1 margem lateral, 2 sub-apicais e 2 apicais. Exopodito bi-segmentado
com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas.

Abdome: Primeiro somito com um par de espinhos ventro-laterais longos. Segundo
somito nu. Terceiro somito com um par de espinhos laterais e um longo espinho dorsal bem
evidente. Quarto somito nu. Quinto somito com um par de espinhos laterais curtos e curvos e
um dorsal. Sexto somito fusionado com o télson. Pledpodos ausentes e uropodo ausente.

Télson: Fusionado com o sexto somito abdominal. Forma triangular, com diversos
pequenos espinhos na face dorsal. Margem externa da furca com cinco espinhos curtos e um
longo espinho no angulo, seguido de um pequeno articulo robusto curvo, com sétulas, em
forma de escova. Margem posterior com cinco cerdas plumosas longas e uma mais interna
plumosa curta (figura 4).

Zoea 111

Carapaca: 0,72 mm de comprimento de carapaca. Formato cilindrico e levemente
arredondado, com espinho supra-orbital. Olhos pedunculados e bem desenvolvidos. Rostro
longo, armado com pequenos denticulos na extremidade, quase duas vezes o tamanho da
carapaca, ainda ultrapassando antenas e anténulas.

Anténula: Pedunculo longo bi-segmentado, com cinco cerdas plumosas marginais (4
internas e 1 externa), trés cerdas curtas plumosas agrupadas na regido mediana externa e
quatro cerdas esparsamente plumosas apicais no segmento proximal. Quatro cerdas plumosas
longas sub-marginais (2 internas + 2 externas) e cinco cerdas esparsamente plumosas apicais

no segmento distal. Endopodito com uma cerda plumosa longa. Exopodito curto, com uma



cerda esparsamente plumosa longa e cinco cerdas simples apicais e uma esparsamente
plumosa subapical (figura 3).

Antena: Pedunculo desprovido de cerdas. Endopodito curto, com duas cerdas plumosas
longas apicais. Exopodito em forma de escama, longo, com 12-14 cerdas plumosas longas
marginais (figura 3).

Mandibula: Similar ao estagio anterior.

Maxilula: Palpo vestigial. Endito coxal com quatro cerdas esparsamente plumosas
marginais e trés cerdas plumodenticuladas robustas, todas marginais. Endito basal com cinco
cerdas esparsamente plumosas (2 marginais + 3 sub-marginais) e duas cerdas
plumodenticuladas robustas marginais.

Maxila: Endito coxal bilobado com sete cerdas plumosas submarginais e seis cerdas
esparsamente plumosas marginais intercaladas no lobo proximal; duas cerdas plumosas no
lobo distal. Endito basal bilobado, com trés cerdas esparsamente plumosas no lobo proximal e
quatro cerdas esparsamente plumosas no lobo distal. Endopodito com trés cerdas
esparsamente plumosas longas apicais. Exopodito com quatro cerdas plumosas curtas bem
distribuidas na margem externa e uma cerda plumosa longa na margem distal.

Primeiro maxilipede: Similar ao estagio anterior. Coxa com trés cerdas esparsamente
plumosas (2 + 1). Base com onze cerdas esparsamente plumosas marginais (1 + 3 + 4 + 3).
Endopodito bisegmentado, com trés cerdas curtas esparsamente plumosas no segmento
proximal e seis cerdas esparsamente plumosas no segmento distal (2 subapicais + 4 apicais).
Exopodito ndo segmentado, com quatro cerdas plumosas longas: 2 apicais e 2 sub-apicais.

Segundo maxilipede: Similar ao estdgio anterior. Base com duas ou trés cerdas curtas
simples. Endopodito com cinco segmentos: 2 + 1 + 0+ 2 + 5 (4 apicais e 1 sub-apical) cerdas
longas esparsamente plumosas. Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-

apicais) cerdas plumosas longas.



Terceiro maxilipede: Similar ao estdgio anterior. Base com duas ou trés cerdas curtas
simples. Endopodito com cinco segmentos: 2 + 1 +0 + 2 + 5 (4 apicais ¢ 1 sub-apical) cerdas
esparsamente plumosas longas. Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-
apicais) cerdas plumosas longas.

Primeiro pereidpodo: Similar ao estdgio anterior. Base com duas ou trés cerdas simples,
as vezes alguma esparsamente plumosa, todas curtas. Endopodito ndo segmentado com cinco
cerdas longas esparsamente plumosas: 1 na margem lateral, 2 sub-apicais e 2 apicais.
Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas.

Segundo pereidpodo: Surge neste estagio como um pequeno rudimento (figura 5).

Abdome: Primeiro somito com um par de espinhos ventro-laterais longos. Segundo
somito nu. Terceiro somito com um par de espinhos laterais e um longo espinho dorsal bem
evidente. Quarto somito nu. Quinto somito com um par de espinhos laterais curtos e curvos e
um dorsal. Sexto somito longo, ndo mais fusionado com o télson, com um par de espinhos
laterais curtos e curvos e um longo dorsal. Pledpodos rudimentares, sem cerdas.

Urdépodo: Surge neste estagio. Birreme, endopodito apenas um rudimento desprovido de
cerdas. Exopodito com dez cerdas plumosas longas marginais posteriores. Télson triangular,
margem externa da furca com trés espinhos curtos e um longo espinho no angulo, seguido de
um pequeno articulo robusto curvo, com sétulas. Margem posterior com cinco cerdas
plumosas longas e uma mais interna plumosa curta (figura 4).

Zoea 1V

Carapaca: 0,83 mm de comprimento de carapaca. Formato cilindrico e levemente
arredondado, com espinho supra-orbital. Olhos pedunculados e bem desenvolvidos. Rostro
longo, armado com pequenos denticulos na extremidade, quase duas vezes o tamanho da
carapaga, ndo ultrapassando antenas e anténulas.

Anténula: Pedunculo longo bi-segmentado, com oito cerdas plumosas marginais (6

internas e 2 externas), trés cerdas curtas plumosas agrupadas na regido mediana externa e



quatro cerdas esparsamente plumosas apicais no segmento proximal. Cinco cerdas plumosas
longas sub-marginais (3 subapicais + 1 interna + 1 externa) e cinco cerdas esparsamente
plumosas apicais no segmento distal. Endopodito com uma cerda plumosa longa. Exopodito
curto, com uma cerda esparsamente plumosa longa e quatro cerdas simples apicais e uma
esparsamente plumosa subapical (figura 3).

Antena: Pedunculo desprovido de cerdas. Endopodito curto, com duas cerdas plumosas
longas apicais. Exopodito em forma de escama, longo, com 14-15 cerdas plumosas longas
marginais (figura 3).

Mandibula: Similar ao estagio anterior.

Maxilula: Similar ao estdgio anterior. Palpo vestigial. Endito coxal com cinco cerdas
esparsamente plumosas marginais e trés cerdas plumodenticuladas robustas, todas marginais.
Endito basal com quatro cerdas esparsamente plumosas (2 marginais + 2 sub-marginais) e trés
cerdas plumodenticuladas robustas marginais.

Maxila: Similar ao estdgio anterior. Endito coxal bilobado com seis ou sete cerdas
plumosas submarginais e seis ou sete cerdas esparsamente plumosas marginais intercaladas no
lobo proximal; duas cerdas plumosas no lobo distal. Endito basal bilobado, com duas ou trés
cerdas esparsamente plumosas no lobo proximal e quatro cerdas esparsamente plumosas no
lobo distal. Endopodito com trés cerdas esparsamente plumosas apicais. Exopodito com
quatro cerdas plumosas curtas bem distribuidas na margem externa e uma cerda plumosa
longa na margem distal.

Primeiro maxilipede: Similar ao estagio anterior. Coxa com trés cerdas esparsamente
plumosas (2 + 1). Base com onze cerdas esparsamente plumosas marginais (1 + 3 + 4 + 3).
Endopodito bisegmentado, com trés cerdas esparsamente plumosas no segmento proximal e
sete cerdas esparsamente plumosas no segmento distal (2 subapicais + 5 apicais). Exopodito

ndo segmentado, com quatro cerdas plumosas longas: 2 apicais e 2 sub-apicais.



Segundo maxilipede: Similar ao estagio anterior. Base com duas ou trés cerdas curtas
simples, as vezes uma esparsamente plumosa. Endopodito com cinco segmentos: 2 + 1 + 0 +
2 + 5 (4 apicais e 1 sub-apical) cerdas longas esparsamente plumosas. Exopodito bi-
segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas.

Terceiro maxilipede: Similar ao estdgio anterior. Base com duas ou trés cerdas curtas
simples. Endopodito com cinco segmentos: 2 + 1 +0 + 2 + 5 (4 apicais ¢ 1 sub-apical) cerdas
esparsamente plumosas longas. Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-
apicais) cerdas plumosas longas.

Primeiro pereidpodo: Similar ao estdgio anterior. Base com duas ou trés cerdas simples,
as vezes alguma esparsamente plumosa, todas curtas. Endopodito ndo segmentado com cinco
cerdas longas esparsamente plumosas: 1 na margem lateral, 2 sub-apicais e 2 apicais.
Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas.

Segundo pereidopodo: Ainda rudimentar, porém endopodito e exopodito visiveis (figura
5).

Abdome: Similar ao estdgio anterior. Primeiro somito com um par de espinhos ventro-
laterais longos. Segundo somito nu. Terceiro somito com um par de espinhos laterais e um
longo espinho dorsal bem evidente. Quarto somito nu. Quinto somito com um par de espinhos
laterais curtos e curvos e um dorsal. Sexto somito longo, ndo mais fusionado com o télson,
com um par de espinhos laterais curtos e curvos e um longo dorsal. Pleépodos rudimentares,
sem cerdas.

Urdépodo: Birreme, endopodito com quatro cerdas plumosas longas (2 marginais + 2
sub-marginais). Exopodito com 12 cerdas plumosas longas igualmente distribuidas na
margem posterior e interior. Télson triangular, margem externa da furca com dois espinhos
curtos e um longo espinho no angulo, seguido de um pequeno articulo robusto, com sétulas.
Margem posterior com quatro cerdas plumosas longas e uma mais interna plumosa curta

(figura 4).



Zoea 'V

Carapaca: 0,92 mm de comprimento de carapaca. Similar ao estagio anterior.

Anténula: Peduinculo longo bi-segmentado, com nove cerdas plumosas marginais (7
internas e 2 externas), quatro cerdas curtas plumosas agrupadas na regido mediana externa e
quatro cerdas esparsamente plumosas apicais no segmento proximal. Seis cerdas plumosas
longas sub-marginais (4 subapicais + 1 interna + 1 externa) e cinco cerdas esparsamente
plumosas apicais no segmento distal. Endopodito com uma cerda plumosa longa. Exopodito
curto, com uma cerda esparsamente plumosa longa e quatro cerdas simples apicais € uma
esparsamente plumosa subapical (figura 3).

Antena: Pedunculo desprovido de cerdas. Endopodito curto, com duas cerdas plumosas
longas apicais, as vezes desprovido de cerdas. Exopodito em forma de escama, longo, com
15-16 cerdas plumosas longas marginais (figura 3).

Mandibula: Similar ao estagio anterior.

Maxilula: Similar ao estagio anterior.

Maxila: Similar ao estagio anterior.

Primeiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Segundo maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Terceiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Primeiro pereiépodo: Similar ao estagio anterior.

Segundo pereidopodo: Endopodito e exopodito desprovido de cerdas (figura 5).

Abdome: Similar ao estagio anterior.

Urdépodo: Birreme, endopodito com nove cerdas plumosas longas marginais, igualmente
distribuidas na margem posterior e interna. Exopodito com 15 cerdas plumosas longas
marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interior e duas cerdas plumosas

longas sub-marginais na superficie dorsal. Télson triangular, margem externa da furca com



dois espinhos e um espinho no angulo. Margem posterior com quatro cerdas plumosas longas
(figura 4).

Zoea V1

Carapaga: 0,96 mm de comprimento de carapaca. Similar ao estagio anterior.

Anténula: Pedinculo longo bi-segmentado, com dez cerdas plumosas marginais (7
internas e 3 externas), quatro cerdas curtas plumosas agrupadas na regido mediana externa e
quatro cerdas esparsamente plumosas apicais no segmento proximal. Seis cerdas plumosas
longas sub-marginais (4 subapicais + 1 interna + 1 externa) e cinco cerdas esparsamente
plumosas apicais no segmento distal. Endopodito com uma cerda plumosa longa. Exopodito
curto, com uma cerda esparsamente plumosa longa e quatro cerdas simples apicais € uma
esparsamente plumosa subapical (figura 3).

Antena: Similar ao estagio anterior. Pedunculo desprovido de cerdas. Endopodito curto,
com duas cerdas plumosas longas apicais, as vezes desprovido de cerdas. Exopodito em forma
de escama, longo, com 15-16 cerdas plumosas longas marginais (figura 3).

Mandibula: Similar ao estagio anterior.

Maxilula: Similar ao estagio anterior.

Maxila: Similar ao estagio anterior.

Primeiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Segundo maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Terceiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Primeiro pereiépodo: Similar ao estagio anterior.

Segundo pereidopodo: Endopodito desprovido de cerdas e exopodito com duas cerdas
esparsamente plumosas apicais (figura 5).

Abdome: Similar ao estdgio anterior.

Urdépodo: Similar ao estagio anterior. Birreme, endopodito com nove cerdas plumosas

longas marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interna. Exopodito com 15



cerdas plumosas longas marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interna e
duas cerdas plumosas longas sub-marginais na superficie dorsal. Télson levemente triangular,
margem externa da furca com dois espinhos e um espinho no angulo. Margem posterior com
quatro cerdas plumosas longas (figura 4).

Zoea VII

Carapaca: 1,02 mm de comprimento de carapaca. Similar ao estagio anterior.

Anténula: Pedunculo longo bi-segmentado, de nove a 11 cerdas plumosas marginais (8
internas e 1 a 3 externas), quatro cerdas curtas plumosas agrupadas na regido mediana externa
e cinco cerdas esparsamente plumosas apicais no segmento proximal. Oito cerdas plumosas
longas (4 sub-marginais internas + 3 internas marginais + 1 externa marginal) e cinco cerdas
esparsamente plumosas apicais no segmento distal. Endopodito com uma cerda plumosa
longa. Exopodito curto, com uma cerda esparsamente plumosa longa e quatro cerdas simples
apicais e uma esparsamente plumosa subapical (figura 3).

Antena: Similar ao estagio anterior (figura 3).

Mandibula: Similar ao estagio anterior.

Maxilula: Similar ao estagio anterior.

Maxila: Similar ao estagio anterior.

Primeiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Segundo maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Terceiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Primeiro pereidpodo: Similar ao estagio anterior.

Segundo pereidopodo: Endopodito ndo segmentado, com duas cerdas esparsamente
plumosas longas apicais. Exopodito bem desenvolvido, ndo segmentado, com 4 cerdas
plumosas longas (2 apicais + 2 subapicais) (figura 5).

Terceiro pereidpodo: Surge neste estdgio como um pequeno rudimento (figura 5).

Abdome: Similar ao estagio anterior.



Urépodo: Similar ao estagio anterior. Birreme, endopodito com 12 cerdas plumosas
longas marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interna. Exopodito com 15
cerdas plumosas longas marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interna e
duas cerdas plumosas longas sub-marginais na superficie dorsal. Télson arredondado, com um
espinho no angulo e margem posterior com quatro cerdas plumosas longas (figura 4).

Zoea VIII

Carapaca: 1,10 mm de comprimento de carapaca. Similar ao estagio anterior.

Anténula: Similar ao estagio anterior. Pedinculo longo bi-segmentado, de nove a 11
cerdas plumosas marginais (8 internas e 1 a 3 externas), quatro cerdas curtas plumosas
agrupadas na regido mediana externa e cinco cerdas esparsamente plumosas apicais no
segmento proximal. Nove cerdas plumosas longas (4 sub-marginais internas + 4 internas
marginais + 1 externa marginal) e cinco cerdas esparsamente plumosas apicais no segmento
distal. Endopodito com uma cerda plumosa longa. Exopodito curto, com uma cerda
esparsamente plumosa longa e quatro cerdas simples apicais e uma esparsamente plumosa
subapical (figura 3).

Antena: Similar ao estagio anterior. Pedinculo desprovido de cerdas. Endopodito curto,
com duas cerdas plumosas longas apicais, as vezes desprovido de cerdas. Exopodito em forma
de escama, longo, com 15-17 cerdas plumosas longas marginais (figura 3).

Mandibula: Similar ao estagio anterior.

Maxilula: Similar ao estagio anterior.

Maxila: Similar ao estagio anterior.

Primeiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Segundo maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Terceiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Primeiro pereidpodo: Similar ao estagio anterior.



Segundo pereidopodo: Endopodito ndo segmentado, com duas cerdas esparsamente
plumosas longas apicais. Exopodito bi-segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-apicais)
cerdas plumosas longas (figura 5).

Terceiro pereidpodo: Ainda rudimentar, porém endopodito e exopodito visiveis (figura
5).

Quarto pereidpodo: Surge neste estdgio como um pequeno rudimento (figura 5).

Abdome: Similar ao estagio anterior.

Urdépodo: Similar ao estagio anterior. Birreme, endopodito com 13-15 cerdas plumosas
longas marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interna. Exopodito com 16-
18 cerdas plumosas longas marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interna e
duas cerdas plumosas longas sub-marginais na superficie dorsal e um espinho curto no angulo
externo. Télson arredondado, com um espinho no angulo e margem posterior com quatro
cerdas plumosas longas (figura 4).

Zoea IX

Carapaca: 1,17 mm de comprimento de carapaca. Similar ao estagio anterior.

Anténula: Similar ao estdgio anterior. Pedinculo longo bi-segmentado, 11-13 cerdas
plumosas marginais (10 internas e 1 a 3 externas), quatro cerdas curtas plumosas agrupadas na
regido mediana externa do segmento proximal. Segmento distal com 10-12 cerdas plumosas
longas (5-6 sub-marginais internas + 4-5 internas marginais + 1 externa marginal) e cinco
cerdas esparsamente plumosas apicais no segmento distal. Endopodito com uma cerda
plumosa longa. Exopodito curto, com uma cerda esparsamente plumosa longa e quatro cerdas
simples apicais e uma esparsamente plumosa subapical (figura 3).

Antena: Similar ao estagio anterior. Pedunculo desprovido de cerdas. Endopodito curto,
com duas cerdas plumosas longas apicais, as vezes desprovido de cerdas. Exopodito em forma
de escama, longo, com 16-18 cerdas plumosas longas marginais (figura 3).

Mandibula: Similar ao estagio anterior.



Maxilula: Similar ao estagio anterior.

Maxila: Similar ao estagio anterior.

Primeiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Segundo maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Terceiro maxilipede: Similar ao estagio anterior.

Primeiro pereidpodo: Similar ao estagio anterior.

Segundo pereidopodo: Base desprovida de cerdas. Endopodito ndo segmentado com
quatro cerdas longas esparsamente plumosas: 2 sub-apicais + 2 apicais. Exopodito bi-
segmentado com 2 + 4 (2 apicais e 2 sub-apicais) cerdas plumosas longas (figura 5).

Terceiro pereidpodo: Endopodito e exopodito desprovido de cerdas (figura 5).

Quarto pereidpodo: Ainda rudimentar, porém endopodito e exopodito visiveis (figura 5).

Quinto pereidpodo: Surge neste estdgio como um pequeno rudimento (figura 5).

Abdome: Similar ao estagio anterior.

Urdépodo: Similar ao estagio anterior. Birreme, endopodito com 14-16 cerdas plumosas
longas marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interna. Exopodito com 18-
20 cerdas plumosas longas marginais, igualmente distribuidas na margem posterior e interna e
duas cerdas plumosas longas sub-marginais na superficie dorsal e um espinho curto no angulo
externo. Télson arredondado, com um espinho no angulo e margem posterior com quatro

cerdas plumosas curtas (figura 4).

Discussao

As caracteristicas gerais do desenvolvimento larval de S. hispidus descritos neste
trabalho sdo semelhantes as descri¢des anteriores ¢ para outros Stenopodidea (tabela 1). Em
amostras planctonicas, as larvas desta espécie sdo facilmente identificadas pela coloragdo
(transparente com detalhes em vermelho), curvatura caracteristica do corpo e, principalmente,

pelos processos espinhosos dorsais nos somitos abdominais, evidentes em todos os estagios



larvais. Alguns processos dorsais também sdo caracteristicos em larvas dos grupos Anomura,
Thalassinidae ¢ Dromiacea (ver Pohle e al. 1999).

Tais semelhangas entre estes grupos ndo sdo restritas apenas a aparéncia geral das larvas
e processos abdominais. A presen¢a de uma cerda do tipo plumosa curta e robusta, em forma
de “escova”, na margem do télson ¢ um cardter que vem chamado atengdo de diversos
pesquisadores, como Williamson (1976), Rice (1980) e Seridji (1990). Tais autores afirmam
que a presencga de tal processo € uma forte caracteristica apomorfica entre os grupos citados e
Burkenroad (1981) sugere que a presenga desta cerda diferenciada seria uma caracteristica
herdada de um ancestral em comum entre estes Pleocyemata.

Diversas diferengas foram encontradas no desenvolvimento larval de S. hispidus quando
comparados com as descri¢gdes anteriores (tabela 2). Além de diferencas morfoldgicas,
diferengas terminoldgicas também dificultaram uma comparacio acurada. Clark et al. (1998),
em sua proposta de padronizacdo para descrigdes larvais em Brachyura, ja afirmavam que o
uso de caracteres larvais em sistemadtica tém sido dificultado por descri¢des incompletas ou
antigas, realizadas com auxilio de equipamentos ultrapassados.

Segundo Gurney (1924), os autores Brocks & Herrick (1891), atribuiram ser da espécie
S. hispidus, a primeira zoea de um possivel Thalassinidae e os estdgios mais avangados
obtidos no plancton, provavelmente algum Caridea, bem como o decapodito de alguma
espécie do género Sergestes. Comparando-se a descri¢do de Brocks & Herrick (1891) com
este trabalho, caracteres bdsicos da primeira zoea de S. hispidus como o0s processos
espinhosos foram descritos em diferentes somitos abdominais, como por exemplo, o segundo
somito abdominal que ¢ desprovido de espinhos e foi descrito apresentando os espinhos
laterais e o dorsal comum do terceiro somito (ver tabela 2).

Gurney (1924) também cometeu alguns erros quando descreveu partes da segunda e
terceira zoea como sendo o mesmo estagio larval. Em S. hispidus, no terceiro estagio de zoea

ocorre o aparecimento do urdpodo, fato ndo apresentado no trabalho citado. Williamson



(1976) fez alguns comentarios sobre as zoeas dessa mesma espécie provindas de amostras
planctonicas do Oceano Indico e a tunica diferenca que relata sdo presenga de “botdes” nas
pleuras dos somitos abdominais trés a cinco. Neste trabalho, ndo foram observados botdes
entre os somitos abdominais, apenas 0s processos espinhosos tipicos, como na descri¢do
realizada por Gurney (1936), o que pode indicar uma diferenga entre as larvas provenientes do
Pacifico e Atlantico. Diversos fatores podem influenciar a variabilidade morfoldgica de uma
larva, como a distancia latitudinal dos exemplares coletados para as descricdes ou mesmo o
efeito laboratorial, que pode ser uma fonte de variabilidade ndo encontrada na natureza e deve
ser considerado (Ingle, 1992).

Entre as outras diferencas encontradas, podemos destacar as anténulas, em que Broocks
& Herrick (1891) e Gurney (1936) ndo descrevem anteriormente a quantidade nem os tipos de
cerdas. Na antena, a quantidade e disposi¢do corroboram com este trabalho em relagdo ao
primeiro estagio de zoea, porém, o desenvolvimento destes apéndices nunca foi detalhado e
informagdes importantes como o surgimento da escama antenal a partir do terceiro estagio
nunca tinha sido apresentado (figura 3). O pedunculo ndo segmentado corrobora com
descri¢des anteriores, bem como com a descricdo da espécie S. spinosus, realizada por Saridji
(1990), diferenciando da espécie M. semilaeve que possui um pedunculo bi-segmentado
(Martin & Goy, 2004) (ver tabela 1).

Em relagdo aos apéndices bucais, todos os trabalhos anteriores enfatizam o grande
tamanho da mandibula das zoeas deste grupo e, em S. hispidus, aparece como uma estrutura
complexa, descrita erroneamente por Brooks & Herrick (1891) como sendo lisa e cortante.
Nesta espécie, a mandibula possui dentes fortes e proeminentes, diferenciando da forma
simples e com superficie cortante de M. semilaeve, descrito por Martin & Goy (2004),
sugerindo uma diferenciac¢do nos héabitos alimentares entre as larvas destas duas espécies.

Outros apéndices, como a maxilula e maxila, apresentam uma grande quantidade de

cerdas plumosas e esparsamente plumosas que ndo foram descritas anteriormente para S.



hispidus. Embora M. semilaeve ndo apresente indicio de palpo na maxilula (Martin & Goy,
2004), S. hispidus possui um rudimento que pode ser atribuido ao palpo e 0 mesmo ocorre em
S. spinosus (ver Seridji, 1990), o que sugere uma caracteristica comum ao género.

Quanto aos maxilipedes, o primeiro maxilipede difere do segundo e terceiro que sdo
maiores € ja possuem cerdas plumosas com fun¢do natatoria. O primeiro pereidpodo também
tem funcdo natatoria e € bem desenvolvido desde o primeiro estdgio de zoea, o que ¢ comum
em todas as larvas de Stenopodidea descritas at¢ o momento (ver tabela 1). Em relacdo ao
surgimento e desenvolvimento dos demais pereidpodos, as larvas criadas em laboratério
apresentaram o quinto pereiopodo como um rudimento somente no estdgio de zoea nove,
enquanto as larvas provenientes do plancton ja apresentam pereidpodos bem desenvolvidos no
nono (?) estagio de zoea (Gurney, 1936) e, em S. spinosus, o quinto pereiopodo surge como
um rudimento ja no quinto estagio de zoea (Seridji, 1990).

A auséncia dos pledpodos, representados somente por diminutos rudimentos a partir do
quarto estagio de zoea, confirma que ndo se obteve o decapodito neste trabalho. Embora
Gurney (1924; 1936) e Seridji (1990) também tenham relatado auséncia de pledpodos em
estagios avancados provenientes do plancton de S. hispidus e S. spinosus respectivamente,
Lebour (1940) descreveu a ultima larva e a pds-larva de S. hispidus também obtidos no
plancton e aponta a presenga de pledpodos com cerdas em todos os segmentos abdominais
(primeiro segmento com pledpodos reduzidos).

Sobre a manutencdo das larvas desta espécie em pequenos recipientes, hd uma facilidade
na recuperacdo de exuvias para a descricdo morfoldgica e pode-se determinar exatamente o
tempo de intermuda das larvas. Porém, quando criados desta forma, a mortalidade mostrou-se
elevada e um sistema de larvicultura com maior volume de 4gua e filtragem, como
recomendado por Calado ef al. (2003), seria indicado para o aumento de sobrevivéncia em um
cultivo com fins comerciais. Tais autores obtiveram indices de sobrevivéncia e obtengao de

pos-larvas acima dos 60% para Lysmata wurdemanni (Gibbes, 1850) e 70% para Lysmata



seticaudata (Risso, 1816), espécies de grande interesse ornamental, enquanto a mortalidade
foi de 100% na passagem de zoea IX para zoea X neste trabalho.

Como nos ultimos anos tém-se aumentado os esfor¢os para reduzir a pressdo nos
estoques naturais de espécies marinhas com interesse ornamental (Corbin, 2001),
comerciantes e pesquisadores tém salientado que a criacdo em cativeiro de certas espécies
seria a melhor e mais sustentavel alternativa para a retirada de espécimes da natureza para
suprir a demanda (Fletcher et al. 1995; Calado et al. 2005). No caso dos decépodos, o
desenvolvimento de tecnologias para cultivo larval estd focado em um reduzido numero de
espécies, que inclui a espécie S. hispidus, (Fletcher et al. 1995; Palmtag & Holt, 2001) com
um historico de tentativas de pouco sucesso principalmente devido a alta mortalidade e ao
longo periodo de desenvolvimento larval (Casto & Jorry, 1983; Fletcher ef al. 1995; Zhang et
al. 1997, 1998).

Porém, nas condi¢des deste trabalho, a espécie S. hispidus atingiu nove estagios de zoea
em apenas 37 dias, sugerindo que o tempo para a obtenc¢do de pds-larvas pode ser inferior aos
135-219 dias estimados inicialmente por Fletcher er al. (1995). Zhang et al. 1997,
conseguiram obter pds-larvas de Stenopus scutellatus entre 43-77 dias, informagdo que
refor¢a a viabilidade de cultivo de espécies do género Stenopus Latreille, 1819 com interesse

ornamental.
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Figura 1: Tamanhos e tempos observados para zoeas de Stenopus hispidus obtidas e criadas em laboratorio a 24
+ 0,1°C. (* comprimento do cefalotérax, distancia tomada da margem pos-orbital até a extremidade posterior da

carapaga, excluindo-se o rostro.)
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Figura 2: Stenopus hispidus. Primeiro estagio de zoea: a, larva em vista lateral; b, mandibula; ¢, maxilula; d,
telso; e, anténula; f, antena; g, maxila; h, primeiro maxilipede; i, segundo maxilipede; j,terceiro maxilipede; k,

primeiro pereiépodo.



Figura 3: Stenopus hispidus. Desenvolvimento da anténula (acima) e antena (abaixo). Z I, primeiro estagio de zoea; Z II, segundo estagio de zoea; Z III, terceiro estagio de zoea; Z

IV, quarto estagio de zoea; Z V, quinto estagio de zoea; Z VI, sexto estagio de zoea; Z VII, sétimo estagio de zoea; Z VIII, oitavo estagio de zoea; Z IX, nono estagio de zoea.



Figura 4: Stenopus hispidus. Desenvolvimento do télson e urdpodo. Z I, primeiro estagio de zoea; Z 11, segundo

estagio de zoea; Z 111, terceiro estagio de zoea; Z IV, quarto estagio de zoea; Z V, quinto estagio de zoea; Z VI,

sexto estagio de zoea; Z VII, sétimo estagio de zoea; Z VIII, oitavo estagio de zoea; Z IX, nono estagio de zoea.
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Figura 5: Stenopus hispidus. Desenvolvimento dos pereidpodos (exceto o primeiro pereidopodo). Z I, primeiro
estagio de zoea; Z 11, segundo estagio de zoea; Z III, terceiro estdgio de zoea; Z IV, quarto estadgio de zoea; Z V,
quinto estagio de zoea; Z VI, sexto estagio de zoea; Z VII, sétimo estagio de zoea; Z VIII, oitavo estagio de
zoea; Z IX, nono estagio de zoea; PR 2, segundo pereidpodo; PR 3, terceiro pereidopodo; PR 4, quarto

pereidopodo; PR 5, quinto pereidopodo.



Tabela 1. Diferencas entre caracteres morfoldgicos do primeiro estagio de zoea em Stenopodidea ja descritos.

Caracteristica

Microprosthema semilaeve
(Spongicolidae)

Stenopus spinosus
(Stenopodidae)

Stenopus hispidus
(Stenopodidae)

Autores Martin & Goy, 2004 Saridji, 1990 Presente trabalho
Local Ilhas Virgens Britanicas Mar da Tunisia/Algéria Fortaleza, CE, Brasil
Carapaca Espmho(s1 cl)lertoes)gzemldade ) n n
Espinho 1° somito - 1 par LA 1 par LA
Espinho 2° somito - 1 par VL -
Abdome Espinho 3° somito 1 DO (curto) 1 par VL, 1 DO 1 par LA, 1 DO
Espinho 4° somito - 1 par VL -
Espinho 5° somito 1 par VE 1 par VL, 1 DO 1 par VL, 1 DO
Télson Espinhos margem externa 1 8 5
Anténula Exopodito 2 segmentos: 4 PL nao segmentado: 2 PL ndo segmentado: 1 PL, 3S
Antena Exopodito 7-11 PL 10 PL 10 PL
Palpo vestigial - ? -
Mandibula
Dentes - ? +
Palpo vestigial - + +
Maxilula Endito coxal 1CS, 1 SER, 3PLD 5 SP, 3PLD* 4 EPL, 1PLD
Endito basal 2 SP,3PLD 3 SP, 2 PLD* 5 EPL
Endito coxal parcialmente bilobado: 0, 5 EPL* parcialmente bilobado: 3,8 S* P armalmentlczIE)/l]E:(;tfdoz 2PL,9
Endito basal bilobado: 3, 4 EPL* bilobado: 4, 4 S* bilobado: 2, 3 EPL
Maxila
Endopodito parcialmente bilobado: 1, 2 EPL* 3PL 3 EPL
Exopodito (escafognatito) 2PL 5PL 5PL




Endito coxal 2 PLD ? 2,1 EPL
. Endito basal 3,2,2 PLD 2,3,2,3PL 1,3,4,3 EPL
Primeiro
Maxilipede Endonodito 2 segmentos, proximal: 2 EPL*, 2 segmentos, proximal: 2 PL*, 2 segmentos, proximal: 3 EPL,
p distal: 2, 4 EPL* distal: 1, 3 PL* distal: 2 EPL, 4 PL
Exopodito 4 PL 4 PL 4 PL
Base 1, 1,2 EPL* 1,2 PL* 1S,1,3 EPL
Segundo .
L. Endopodito 5 segmentos: 2, 1, 0, 2, 5 EPL* 5 segmentos: 2, 1,0, 2, 5 PL* 5 segmentos: 2, 1, 0,2, 5 EPL
Macxilipede
Exopodito 2 segmentos: 1, 5 PL 2 segmentos: 0, 6 PL 2 segmentos: 2, 4 PL
Base 1S,1,1EPL* ? 1, 1 EPL
Terceiro . . « o .
Maxilipede Endopodito 5 segmentos: 2, 1,0 1,4 EPL ? 5 segmentos: 2, 1,0,2,5PL
Exopodito 2 segmentos: 1, 4 EPL* ? 2 segmentos: 2, 4 PL
Base ? ? 2-3 EPL, 1S
Primeiro Endopodito 5PL 5 EPL* 5 EPL
Pereiopodo
Exopodito 2 segmentos: 2, 4 PL* ? 2 segmentos: 2, 4 PL

LA= lateral; VL= ventro-lateral; DO= dorsal; VE= ventral; S= cerda simples; PL= cerda plumosa; PLD= cerda plumo-denticulada; EPL= cerda esparsamente plumosa; CS=

cerda cuspidada; SER= cerda serrada; (+) presenga; (-) auséncia; (?) ndo descrito pelo autor; (*) baseado apenas em desenhos ou pranchas.



Tabela 2: Comparagio entre descricdes do primeiro estagio de zoea de Stenopus hispidus.

Caracteristica Brooks & Herrick, 1891 Gurney, 1936 Presente trabalho
. Ilhas Bermudas, Caribe, Atlantico Norte: Fortaleza, Ceara, Brasil, Atlantico
Origem Green Turtle Key, [Thas Bahamas 32°20°007°N ¢ 64°43°35°W Sul: 3°43°05”°S ¢ 38°32°35”°W
Carapaca Espinhos na extremidade do n n n
rostro
Espinho 1° somito 1 par LA 1 par LA 1 par LA
Espinho 2° somito 1 par LA, 1 DO - -
Espinho 3° somito ? 1 par LA, 1 DO 1 par LA, 1 DO
Abdome
Espinho 4° somito ? - -
Espinho 5° somito ? 1 par VL, 1 DO 1 par VL, 1 DO
6° somito fusionado com télson +* + +
Espinhos margem externa 4% 4* 5
Télson -
Cerdas margem posterior 6 PL 6 PL* 6 PL
Endopodito 1 PL* 1 PL* 1 PL
Anténula
Exopodito ndo segmentado*: 1 PL, 4S Nao segmentado ndo segmentado: 1 PL, 3S
Endopodito 2PL 2 PL* 2 PL
Antena
Exopodito 11 PL 10 PL* 10 PL
Palpo vestigial - - -
Mandibula P £
Dentes ? ? +
Palpo vestigial - + +
Maxilula Endito coxal ? 5% 4 EPL, 1PLD
Endito basal ? 6* 5 EPL
Maxila Endito coxal parcialmente bilobado* parcialmente bilobado: 2, 7* parmalment;g) /%(;)l}ildoz 2PL.9
Endito basal bilobado* bilobado: 3, 3* bilobado: 2, 3 EPL

Endopodito ? 3 3 EPL




Exopodito (escafognatito) ? 5 PL* 5PL
Endito coxal ? 2% 2,1 EPL
. Endito basal ? 1,2,4, 3% 1,3,4,3 EPL
Primeiro 5 3 EPL
Maxilipede . N ) I o x segmentos, proximal: ,
Endopodito ! 2 segmentos: proximal: 3, distal: 1, 4 distal: 2 EPL, 4 PL
Exopodito ? 4 4 PL
Base ? 1, 1,2% 1S,1,3EPL
Segundo Endopodito 4 segmentos: 0, 0, 0, 4* 5 segmentos: 2, 1, 0, 2, 5* 5 segmentos: 2, 1, 0,2, 5 EPL
Macxilipede -5 Y Y s 1,0, 2, 02, 1,0,2,
Exopodito ndo segmentado: 6 PL* nao segmentado: 6* 2 segmentos: 2, 4 PL
Base ? ? 1, 1 EPL
Terceiro . . * :
Maxilipede Endopodito 4 segmentos: 0, 0, 2, 4 5 segmentos 5 segmentos: 2, 1,0,2,5PL
Exopodito ndo segmentado: 6 PL* 6 2 segmentos: 2, 4 PL
Base ? 1 ESP, 2S* 2-3 EPL, IS
Primeiro Endopodito 5 pL* 5 EPL* 5 EPL
Pereiopodo
Exopodito ndo segmentado: 6 PL* 6 2 segmentos: 2, 4 PL

LA= lateral; VL= ventro-lateral; DO= dorsal; VE= ventral; S= cerda simples; PL= cerda plumosa; PLD= cerda plumo-denticulada; EPL= cerda esparsamente plumosa; (+)

presenca; (-) auséncia; (?) ndo descrito pelo autor; (*) baseado apenas em desenhos.
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Consideracoes Finais



\

As informacdes relacionadas a reproducdo da espécie Stemopus hispidus, que se
encontram apresentadas neste trabalho, certamente, ampliam o conhecimento cientifico para a
Infraordem Stenopodidea. Nao se sabe ao certo a razdo da existéncia de tdo poucos trabalhos
cientificos sobre espécies desta Infraordem, ja que ¢ um grupo formado por um reduzido
numero de espécies (pouco mais de 40 espécies descritas em sua forma adulta), ocorrem em
aguas costeiras de varios paises pelo mundo e sdo relativamente faceis de serem obtidos na
natureza (exceto os que ocorrem em aguas marinhas profundas). Além disso, como acontece
com S. hispidus, varias outras espécies possuem grande interesse comercial na aquariofilia e
sdo retiradas dos seus ambientes naturais pelo mundo todo, como S. scutellatus Rankin, 1898,
S. devaneyi Goy & Randall, 1984, S. tenuirostris De Man, 1888, S. zanzibaricus Bruce, 1976,
S. cyanoscelis Goy, 1984, e até mesmo os pequenos Microprosthema Stimpson, 1960.

A escassez de informagdes basicas de cunho reprodutivo sobre Stenopodidea deixa
uma grande lacuna na histdria evolutiva dos crustaceos decapodos. Os resultados inéditos aqui
apresentados podem servir como base em discussdes futuras sobre hipoteses filogenéticas de
Decapoda, uma vez que diferencas na morfologia reprodutiva e o processo de inseminagao
indicam mecanismos de isolamento reprodutivo e especiag@o, o processo filogenético basico.
Além disso, qualquer conhecimento sobre a reproducdo de uma espécie, incluindo o modo de
transferéncia espermatica, comportamentos pré-copulatorios, de cépula e pds-copulatorios,
além do desenvolvimento gonadal e ciclos ovarianos, sdo fundamentais para o dominio das
técnicas de cultivo. Nesse sentido, algumas informagdes aqui apresentadas podem, também,
contribuir com a reducdo da pressdo sobre os estoques naturais de espécies marinhas de
interesse ornamental, auxiliando a promover um uso sustentavel desses recursos.

O mesmo ocorre com as descricdes sobre o desenvolvimento larval. Embora neste
trabalho ndo tenha sido apresentado o desenvolvimento larval completo de S. hispidus, as

descri¢des dos estagios larvais mostrados aqui, bem como seu tempo de duragdo, podem ser



informacdes muito valiosas para o aprimoramento das técnicas de cultura em larga escala
desta espécie. Adicionalmente, tais informagdes sdo fundamentais para a identificagdo e
compreensdo da ecologia do plancton marinho e podem subsidiar nos estudos sobre relagdes
de parentesco. Como ja citado ao longo dos capitulos, um dos principais problemas apontados
por outros pesquisadores na producdo de S. hispidus esta relacionado, principalmente, a longa
duragdo do periodo de desenvolvimento larval, o que ndo parece ocorrer de fato. Deve-se
levar em conta, ainda, que todas as descrigdes anteriores para esta espécie foram realizadas
com larvas provenientes do plancton e inclusive de outras localidades.

Enfim, todas as informacdes contidas neste trabalho s@o apenas os esforcos iniciais
para se tentar compreender a reprodugdo de S. hispidus e, quem sabe, de Stenopodidea.
Outros trabalhos experimentais ainda devem ser realizados com esta espécie,

complementando a compreensdo de sua biologia.



