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RESUMO

A espécie de camardo de 4gua doce de maior interesse econdmico atualmente ¢ o
Macrobrachium rosenbergii, um dos maiores camardes de dgua doce conhecido e com isso, sua
producdo a nivel mundial ¢ de aproximadamente 234 mil toneladas. Sua reprodugdo tem sido
estudada com finalidades comerciais, A espécie possui caracteristicas de incubar os ovos no
abdomen, ficando ali aderidos até a eclosdao em forma de larvas zoea. O processo de incubagdo
dos ovos ou desenvolvimento embrionario, dura em torno de vinte dias. Neste periodo o
embrido se desenvolve com reserva alimentar que se encontra no ovo. A vitelogenina presente
no ovo estd entre as proteinas mais importantes na reproducdo, atuando como um dos
desencadeadores da cadeia de sinalizadores enddcrinos regulando a biossintese de proteinas.
Para podermos inferir a absor¢do de vitelogenina pelo embrido, ao longo das fases
embrioldgicas, foram utilizadas técnicas histologicas. Para isso os ovos foram coletados de 5
em 5 dias por periodo de até 23 dias, separados conforme seu estadio de desenvolvimento, e
processados com a técnica de histologia para visualizar o as mudangas estruturais com relagao
a vitelogenina utilizada pelo embrido durante seu desenvolvimento com a técnica de coloragao
H.E. Os ovos foram incubados em tratamentos de salinidades 0%o, 6%0 € 12%o, com temperatura
média de 28°C. A partir da obtencdo de imagens das laminas histologicas montadas com os
ovos nas diferentes fases de desenvolvimento embrionario foi possivel estimar a quantidade de
vitelo absorvida pelo embrido a partir da observacao do espago ocupado pelo embrido no ovo
em relacao ao espago previamente ocupado pelo vitelo. As imagens obtidas foram submetidas
a analise com aumento de 20 vezes, posteriormente submetidos ao processador de imagens
(Image pro-plus®). De acordo com os dados obtidos apds tratamento das informagdes no
referido programa e com auxilio de outro software de estatistica (Statistic®). Houve
diferenciagdo na dinamica de absor¢do, pela diferenciagdo das estruturas nas diferentes
salinidades aplicadas. Desta forma ¢ possivel inferir que o transporte acontece no interior do
ovo, possibilitando o rearranjo das biomoléculas. Ainda ¢ possivel visualizar que os tratamentos
diferem entre si, quando comparados ao tamanho dos espacgos formados e do deslocamento do
material, sendo que para os tratamentos de salinidade intermedidrio (6 %o) ocorreram de forma
mais rapida em relacdo aos outros tratamentos.

Palavras-chave: Carcinicultura. Embriogénese. Vitelogenina. Vitelina. Eclosao.



ABSTRACT

The freshwater shrimp species of major economic interest today is Macrobachium rosenbergii,
one of the largest known freshwater prawns therefore, its worldwide production is
approximately 234 thousand tons. Its reproduction has been studied with commercial purposes.
The species has characteristics of incubating the eggs in the abdomen, being adhered there until
the hatching in the form of zoea larvae. The process of egg incubation or embryo development
lasts for about twenty days. In this period the embryo develops with food reserve that is in the
egg. Vitelogenin present in the egg is among the most important proteins in reproduction, acting
as one of the chain triggers of endocrine signals regulating protein biosynthesis. In order to
infer the absorption of vitellogenin by the embryo, during the embryological phases,
histological techniques were used. The eggs were collected every 5 days for a period of up to
23 days, separated according to their stage of development, and processed with the histology
technique to visualize the structural changes with respect to vitellogenin used by the embryo
during its development with the HE staining technique The eggs were incubated in 0 %o, 6 %o
and 12 %o salinity treatments, with a mean temperature of 28 ° C. It was possible to estimate
the amount of yolk absorbed by the embryo from the observation of the space occupied by the
embryo in the egg in relation to the space previously occupied by the yolk, from the images
obtained from the histological slides assembled with the eggs in the different stages of
embryonic development. The images were submitted to analysis with a 20-fold increase, later
submitted to the image processor (Image pro-plus®). According to the data obtained after
processing the information and with the help of other statistical software (Statistic®). There
was differentiation in the dynamics of absorption, by the observation of the structures in the
different applied salinities. Therefore, it is possible to infer that the transport happens inside the
egg, making possible the rearrangement of biomolecules. It is still possible to visualize that the
treatments differed from each other when compared to the size of the formed spaces and the
displacement of the material, whereas for the treatments of intermediate salinity (6 %o) they
occurred faster than the other treatments.

Key words: Shrimp farming. Embryogenesis. Vitellogenin. Vitelline. Outbreak.
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1. Introducao

Os dados publicados pela FAO (2018) apontam uma produ¢ao mundial de camardes de
agua doce em 2016 de mais de 507 mil toneladas com um valor aproximado de 2,65 bilhdes de
dolares. Apesar de registrar um declinio de cerca de 75.000 toneladas em relagdao a 2013 a
atividade apresentou um incremento de produgdo na ultima década de cerca de 25% e de mais
de 1000 % se considerarmos os tltimos 20 anos (FAO, 2016). As principais espécies produzidas
mundialmente sdo Macrobrachium niponnense com 273 mil toneladas e Macrobrachium
rosenbergii com 234 mil toneladas produzidas segunda a FAO (2018), em 2016. Entretanto,
podemos considerar o M. rosenbergii como a espécie mais importante em termos mundiais pois
ela ¢ produzida em diversos paises enquanto o M. amazonicum tem sua produgdo restrita a

China.

O género Macrobrachium ¢ o maior em nimero de espécies da ordem Decapodae
(LATREILLE, 1803), sendo que a maioria das espécies vive em agua doce, a0 menos em uma
fase de vida. O género pode ser encontrado em praticamente todos os continentes, a exce¢ao da
Europa e da Antartica (NEW et al, 2010). Apresenta cerca de 230 espécies conhecidas, com
pelo menos 123 espécies na regido oriental. E o género que mais tem despertado interesse
comercial por criadores ao redor do mundo, tanto para cultivo em cativeiro, quanto para

exploracdo dos estoques naturais (ODINETZ-COLLART E MOREIRA, 1993).

No Brasil a espécie exotica M. rosenbergii ¢ a Uinica produzida comercialmente em
cativeiro, entretanto, apesar de haver sido registrado sucesso no inicio desta atividade com
produgdes proximas a 1000 toneladas por ano no inicio da década de 90 (VALENTI, 1998) a
atividade entrou em declinio e atualmente a producdo ¢ muito reduzida registrando valores
proximos a apenas 100 toneladas por ano desde 2008 (FAO 2016). Por outro lado, as espécies
nativas Macrobrachium amazonicum (HELLER 1862), Macrobrachium acanthurus
(WEIGMANN 1836) e Macrobrachium carcinus (LINNAEUS 1758) sdo exploradas por meio
da pesca principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil (VALENTI, 2007; MACIEL e
VALENTI, 2009).

O camarao M. rosenbergii vive em ambientes de agua doce tropicais com acesso a agua
salobra, pois seu desenvolvimento larval ocorre em ambiente com baixa salinidade (JOHN,
1957; LING e MERICAN, 1961; SANDIFER et al., 1975). Quando os ovéarios atingem a

maturidade, o que ocorre por volta do 5° més, as fémeas sofrem a muda pré-nupcial, e em
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seguida ocorre a copula (VALENTI, 1996). A desova ocorre cerca de 24 horas apds a copula

(PINHEIRO E HEBLING, 1998).

Sua reproducdo tem sido estudada com finalidades comerciais 4 algumas décadas
(McNAMARA et al., 1985; McNAMARA et al., 1990; MULLER & PRAZERES, 1992;
MULLER et al., 1999; AMMAR et al., 2001; MOSSOLIN ¢ BUENO, 2002). No seu ciclo
biologico reprodutivo, a fémea de M. rosenbergii possui caracteristicas de incubar os ovos no
abdomen, como os membros da infra ordem Caridea, ficando ali aderidos aos pledpodos até a

eclosdo em forma de larvas zoea (PINHEIRO; HEBLING, 1998).

O acasalamento do camardo M. rosenbergii segundo Lobdo (1996) ocorre na natureza
durante o ano todo, com picos de atividade sexual na primavera e verdo. A fémea madura, apos
a muda nupcial, com o exoesqueleto ainda mole, ¢ fecundada por um macho de carapaca dura.
O acasalamento dura de trés a seis horas apds a muda pré-nupcial e dura alguns minutos. A
copula se processa pela deposi¢do do s€émen, contido em massa gelatinosa (espermatoforo), no

receptaculo localizado na parte inferior da regido toracica da fémea.

Apos um periodo de 6 a 20 horas ocorre a desova, que tem a duracao de cerca de 20
minutos e que consiste na saida dos oOvulos do ovario e em sua fertilizacdo pelos
espermatozoides. Os ovos resultantes sdo alojados na camara existente na regido inferior do
abdomen, onde sdo mantidos presos por uma fina membrana e arejados por movimentos rapidos

dos apéndices abdominais.

Um fato que caracteriza a reproducdo bem-sucedida de algumas espécies de crustaceos
estd no transporte/incubagdo dos ovos pela fémea até a eclosdo, resultando em uma taxa de
sobrevivéncia bastante elevada dos embrides (GIESE, PEARSE, 1974. FELGENHAUER,
ABELE, 1983; SANDEMAN e SANDEMAN, 1991; CHARNIAUX COTTON et al., 1992).

As fémeas mantém os ovos firmemente aderidos proximo aos pleépodos até a eclosao,
permitindo o acompanhamento da embriogénese durante a incubacao (MULLER et al. 2004).
Via de regra, espécies que mantem certo cuidado parental produzem os ovos classificados como
centrolécitos, com clivagem meroblastica superficial (FIORONI, 1992), promovendo um
desenvolvimento um pouco mais lento, onde o nauplio ¢ modificado e j& se mostra presente

durante a embriogénese.

Os ovos tém diametro em torno de 0,6 mm, apresentam cor alaranjada e sao revestidos

por uma fina membrana. Ap6s a desova, inicia-se o processo de incubagdo dos ovos ou
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desenvolvimento embrionario, que dura em torno de vinte dias. Neste periodo, 0os ovos passam
da cor alaranjada para cinza-escuro quando ¢ possivel visualizar os olhos dos embrides, devido

a transparéncia (LOBAO, 1996).

Durante o desenvolvimento de crustaceos, ocorre uma grande variedade de
modificagdes morfoldgicas, fisiologicas e no contetido e distribui¢do do vitelo nos ovos,
variando desde os ovos menores até os de maior volume. Ovos de menor volume apresentam
menor quantidade de vitelo e clivagem total, dando origem aos nauplios de natagdo auténoma.
Quando a quantidade de vitelo ¢ maior no ovo, e existe a incubagdo materna, acontece a

clivagem parcial e a eclosao na forma de zoea (SCHOLTZ, 2000; HERTZLER, 2002).

Graziani et al. (1993) e Lara e Wehrtmann (2009) realizaram alguns estudos sobre os
aspectos da reproducao de M. carcinus. O desenvolvimento larval de M. carcinus foi estudado
por Choudhury (1971). Esses autores obtiveram as larvas a partir de fémeas ovigeras coletadas
no ambiente natural (CUNHA, 2008). Segundo Fukuda (2009), o volume dos ovos de
Macrobrachium acanthurus, apresentou diferenca significativa em relagao as diferentes
salinidades, sendo que as salinidades mais baixas foram mais adequadas. No entanto em
trabalhos realizados com larvas do camardo Macrobrachium carcinus, Louzada et al. (2011)

obtiveram melhores resultados com niveis de salinidade em torno de 20%eo.

Cutolo (2005) testou diferentes salinidades em tratamentos com Macrobrachium
amazonicum ¢ concluiu que estas podem ser cultivadas em salinidades de apenas 1%o. No
entanto obteve melhores resultados com salinidades maiores. Este nivel de salinidade
observado por Cutolo (2005) nas larvas, sugere que o M amazonicum pode ter seu

desenvolvimento larval em laboratorio de modo satisfatorio com apenas 1%o de salinidade.

Diversos métodos tém sido empregados para caracterizar o padrdo de desenvolvimento
meroblastico e para poder reconhecer as alteracdes morfoldgicas progressivas durante o
desenvolvimento embrionario (PERKINS, 1972; HELLUY e BELTZ, 1991; NAZARI et al.,
2000; MULLER etal., 2003). A apresentagdo de ovos de tamanho grande e maiores quantidades
facilitam de certa forma o acompanhamento da embriogénese durante o periodo de incubacao
(MULLER et al., 1996; ODINETZ-COLLART, RABELO 1996; SANDEMAN e
SANDEMAN, 1991).

As divisoes celulares intra vitelinicas ocorrem com formagao do blastoderma, do disco
germinal, da area blastoporal, papila caudal, dando origem ao pds-nduplio e o vitelo ¢

incorporado pelo intestino (ANDERSON, 1982; MULLER et al., 2003), dando origem a forma
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larval avangada, com estruturas mais desenvolvidas, conhecida como zoea (ANDERSON,

1973; HARTNOLL, 1982; DAHL, 1983; FELGENHAUER e ABELE, 1983).

A embriogénese nos ovos viteliferos permite visualizar todas as alteragcdes morfologicas
que acontecem diariamente por um exame macroscopico e através dos cortes histoldgicos. No
entanto, algumas metodologias permitem também a avaliagdo de desenvolvimento por meio de
medigdes de algumas estruturas embriondrias (BELTZ et al., 1992), relacionando as varidveis

quantitativas para as descri¢des morfologicas.

Apesar da embriogénese geral ja ser conhecida, apenas alguns trabalhos relataram a
morfologia embrionaria das espécies de Macrobrachium. Estudos anteriores trataram de M.
rosenbergii, M. olfersii, M. acanthurus e M. americanum (CACECI et al., 1996; MULLER et
al., 2004, 2007; GARCIA-GUERRERO e HENDRICKX, 2009). Outros estudos compararam
ainda a embriogénese de quatro espécies da familia Palaemoidae, M. olfersii, M. potiuna, P.

pandaliformis e Palaemonetes argentinus (MULLER et al., 2004).

Na embriogénese ¢ possivel notar um aumento na complexidade das estruturas
embrionarias e uma reorganizagao das reservas vitelinicas (GREEN, 1965). A incorporacao do
vitelo, acaba por liberar espaco no ovo, possibilitando o desenvolvimento de apéndices
corporais, o crescimento do abdomen e organizagdo dos 6rgdos no cefalotorax (MULLER et

al., 2003).

Diversas metodologias foram utilizadas para o estadiamento de desenvolvimento
embriondrio em estudos de crustaceos, avaliando a morfologia interna e externa ao embrido,
nivel de componentes embrionérios, tempo transcorrido durante a embriogénese entre outros
(SIMOES-COSTA et al., 2005; ANDERSON, 1973, 1982; RABALAIS, GORE, 1985;
PERKINS, 1972; HELUY; BELTZ, 1991; SANDERMAN ¢ SANDERMAN, 1991; NAZARI
etal., 2000). Estudos também avaliaram a embriogénese de espécies do género Macrobrachium
confirmando a homologia da padroniza¢do dos esquemas de estadiamento entre algumas
espécies (MULLER etal., 1984, 2007). Zhao et al (1998) trataram de descrever a embriogénese,
o desenvolvimento e diferenciacdo do sistema digestivo do M. rosenbergii, sendo esta entdo
dividida em sete estagios: clivagem, bléstula, gastrula, nauplio embrionizado, metanauplio,
protozoea e zoea. Segundo Yao et al (2006) os ovos de M. rosenbergii, apresentam grandes
quantidades de granulos vitelinicos distribuidos homogeneamente, durante a etapa de
fertiliza¢do. O vitelo que ainda permanece ao redor de alguns 6rgdos apresenta caracteristicas

diferentes dos encontrados no periodo de fertilizagdao (YAO et al., 2006).
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Os ovos sdo ricos em vitelogenina, que sao utilizados como promotores durante o
desenvolvimento embrionario. Esta lipoproteina ¢ considerada como um dos principais
componentes do ovo, e desempenha um papel importante na morfogénese e no suprimento de
energia para os embrides em desenvolvimento (LUO et al., 2004). A vitelogenina tem sua
sintese iniciada nas gonadas, ainda na fase de odcitos, podendo ter origem endogena, em caso
de producao nas células foliculares e/ou no proprio odcito, e exdgena se a producao se da de

forma extra ovariana, ainda podendo ocorrer de ambas as formas (SIEBERT, 2015).

O vitelo, que ¢ composto em sua maioria por lipideos, proteinas, carboidratos e ions,
tem a funcao de suprir alimento ao embrido. Podemos considerar que essas proteinas presentes
no ovo, estejam entre as mais importantes proteinas de reprodugdo. A vitelina (MANN, 1999),
¢ a proteina produzida pelo seu precursor circulante, a vitelogenina, como foi nomeada
inicialmente por Telfer (1954), estd presente nessa composi¢do. As vitelogeninas também
atuam como desencadeadores da cadeia de sinalizadores enddcrinos, geralmente ativada por

fatores ambientais especificos que, em ultima analise, regulam a biossintese de proteinas

(YINET al., 1990).

A sobrevivéncia de larvas de camardo M. amazonicum foi garantida nos primeiros dias
de vida em fungdo da presenca da vitelogenina (CUTOLO, 2005), uma reserva energética que
também havia sido verificada por Perez (1984). A quantidade remanescente da vitelogenina nos
ovos dos camardes pode indicar o tempo que permanecem sem o alimento artificial,

contribuindo para a criagao artificial de alguma forma.

Em estudos com artropodes, as células foliculares apresentam a capacidade de mudanga
em sua forma de modo a acompanhar o crescimento e a maturagdo do ovocito devido ao
depdsito de vitelogenina em seu interior (RONNAU, 2013). Portanto a possibilidade de se
verificar o transporte da vitelogenina se da por essas alteracdes. O desenvolvimento
embriondrio ¢ um processo complexo no qual a diferenciacdo e proliferacao celular ocorrem

simultaneamente, mas em taxas diferentes (GOULD, 1977).

A quantificagdo dessa lipoproteina presente nos ovocitos de camardo e o quanto dela
fara parte de fato do embrido ¢ ainda um assunto pouco conhecido. Sendo assim a possibilidade
de avaliacdo dessas quantidades e as rotas que permitem a absorcdo pelo embrido em
desenvolvimento sao de grande importancia, tendo, influéncia na sobrevivéncia das fases

seguintes das larvas do camarao.
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No estudo de Habashy et al. (2012), apos eclosao a larva apresenta ainda alguma reserva
vitelinica, que garante a primeira muda bem-sucedida e favorece a independéncia do recurso
energético externo durante a adaptagdo a alimentacao externa. Essas descobertas coincidiram
com os estudos de Yao et al. (2006), que determinaram vérias alteragdes bioquimicas durante
a morfogénese, ¢ que carboidratos foram preferencialmente utilizados como fonte de energia

na fase inicial do desenvolvimento embrionario.

Yao et al. (2006) observou mudangas bioquimicas e atividades enzimaticas digestivas
relacionadas as mudangas na morfogénese durante o desenvolvimento embrionario de M.
rosenbergii, entre elas, as atividades de enzimas digestivas permaneceram em um certo nivel
durante o estagio de ovo fertilizado e o carboidrato foi a principal fonte de energia no estagio
inicial do desenvolvimento embrionario, a relagdo de aminodcidos permaneceu inalterada em
diferentes estagios de desenvolvimento embriondrio, o que garantiu a conclusdo do
desenvolvimento. O lipidio atuou principalmente como fonte de energia. sendo utilizados tanto
no inicio, como nos estagios finais, dessa forma os ovos ainda contém um pouco de reserva
vitelinica até a eclosao (YAO et al., 2006), que favorece sua independéncia dos recursos

energéticos externos enquanto a alimentagao externa ndo comega.

A importancia de se conhecer os mecanismos envolvidos no transporte e absor¢ao da
vitelogenina pela membrana que envolve o ovdcito bem como a quantidade que estara
disponivel no ovocito e ¢ utilizada pelo embrido no seu crescimento, contribuird para a

compreensdo da fisiologia do sistema reprodutivo do M. rosenbergii.

Para o desenvolvimento pds-embrionario, esse conhecimento se mostra interessante,
pensando na alimentagdo, sanidade e na sobrevivéncia dos embrides e das larvas, uma vez que
animais mais sadios estardo menos propensos a desenvolverem doengas. Da mesma forma, a
alimentacdo das fémeas reprodutoras pode ser adequada e equilibrada, com vista a fase de
desenvolvimento dos ovécitos (VAZZOLER, 1982; LOBAO et al., 1985; VALENTI et al.,
1989).
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2. Objetivo
O presente trabalho pretende demonstrar a visualizagao das modifica¢des que ocorreram
no ovdcito, pela alteracdo da estrutura celular, destacando a importancia na formagao do ovo,
do embrido e as possiveis relagdes com os estadios larvais iniciais do M. rosenbergii. Inferir a

possivel relacao dessas modificagdes com a presenca da vitelogenina em diferentes salinidades.
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3. Material e Métodos
3.1. Coleta do Material

Para a realizacdo do trabalho, foram mantidas fémeas que apresentaram estagio de
maturacao gonadal caracteristico, estocadas em tanques arredondados com dimensdes de
97cm/153cm (a/d) com capacidade de aproximadamente 1.000 litros , preenchidos com agua
isenta de cloro, arejada a uma profundidade de cerca de um metro, juntamente com exemplares
de machos de M. rosenbergii, na proporcao de 3 fémeas para um macho. Os camardes eram
alimentados diariamente com ragdo do tipo comercial. Os pardmetros da qualidade da agua,
como temperatura, oxigénio dissolvido (OD), pH foram medidos semanalmente permanecendo
dentro de niveis aceitdveis (VALENTI et al). As fémeas foram observadas diariamente, de
acordo com o comportamento reprodutivo (LING & MERICAN, 1961; LING, 1969). Ao
primeiro sinal de desova, quando apresentaram seus ovos aderidos ao abdomen, foram
recolhidas para a coleta. A obtencdo dos ovos se deu com auxilio de um estereomicroscopio a
partir das fémeas mantidas conforme citado anteriormente no Laboratério de Carcinicultura da
UFPR -Setor Palotina.

Para a coleta dos ovos foi empregado o método descrito por Cavalli et al. (2001). A
metodologia consiste em retirar em uma Unica coleta da fémea ovada todos os ovos, mantendo
estes em condi¢des de temperatura e aeracdo controladas. A partir destes foi montado o
experimento, com 3 tratamentos e 15 repetigdes mantidos em uma incubadora artificial, com
capacidade 2.000 mL (CAVALLI, 2001), divididos em tratamentos que variaram de zero de
salinidade, agua salinizada artificialmente reconstituida de modo a conter teor de salinidade
adequado ao periodo de incubagdo natural, em torno de 12 %o, além do tratamento intermediario
de 6 %o, observando a composic¢ao artificial contida no sal artificial Red Sea Salt®. Conforme
descrito por Silva (1995), foram adicionados 13,33 gramas de do sal comercial por litro de d4gua
padrdo potdvel isenta de cloro, para obtencao de 12 %o sendo e 6,6 gramas para 6 %o. Mantidos
com uma temperatura média de 28°C (CAVALLI et al. 2001), e levemente aerados com auxilio
de um aerador mecanico.

A verificacdo dos parametros de qualidade de dgua, durante o experimento foi realizada
com auxilio de um termometro de mercurio, para temperatura. Ja a salinidade foi verificada
com auxilio de um refratometro analdgico, calibrado com uso de agua destilada. O pH foi
verificado com uso de medidor de pH tipo digital portatil, devidamente calibrado. Amostras de
4gua foram enviadas para o Laboratorio de Qualidade de Agua e Limnologia da UFPR-Palotina,

no inicio e ao termino do experimento, onde foram analisadas além de pH, a alcalinidade,
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dureza, amonia, nitrito e oxigénio dissolvido. Mantidos em fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuro.

A retirada dos ovos a partir das repeticdes, para a analise histologica, foi realizada no
mesmo dia da retirada dos ovos da fémea, sendo este o dia zero para todos os tratamentos, € a
partir do quinto dia, de cinco em cinco dias até o vigésimo dia, e a coleta final realizada no
vigésimo terceiro dia, onde ndo foi mais possivel observar ovos ndo eclodidos. Foram utilizados
15 ovos por tratamento nas repeti¢des, totalizando 32 (15 ovos cada) retiradas durante o periodo
experimental, a fim de serem observadas as fases de desenvolvimento descrita por Ling (1969),
de modo a permitir a visualizacdo das alteracdes no ovo para os procedimentos da técnica

histoldgica.

3.2. Histologia

Para o procedimento histologico os ovos coletados a partir da incubadora foram
imediatamente fixados em solugdo de Alfac (LOPES e MALHAO, 2016) por 12h, apos este
periodo os ovos foram mantidos em o alcool 70%, para posterior processamento histologico.
Os ovos foram separados em um tubo Eppendorf com uma quantidade média de 15 ovos por
tubo Eppendorf, conforme seu estagio de desenvolvimento. Em seguida foram transferidos para
o processo de desidratacdo em série crescente de alcool a 70%, 80%, 90% e absoluto,
permanecendo por 15 minutos em cada banho. Apos a desidratacdo, o material foi diafanizado
em banhos de xilol (dois banhos) com tempo de 15 minutos cada banho. Posteriormente os ovos
foram impregnados e confeccionados blocos em parafina para posterior corte histoldgico e
procedimento de coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H.E) (adaptado de LOPES e
MALHAO, 2016). Os blocos obtidos foram seccionados em 10 micron de espessura, sendo
transferidos para uma lamina de vidro e corados com solugdes de hematoxilina e eosina.
Realizado de forma progressiva, deixando os cortes na hematoxilina apenas o tempo suficiente
para que os nicleos sejam corados (LOPES e MALHAO, 2016). Em seguida as laminas
passaram pela coloracdo da eosina que distingue o citoplasma de diferentes células e diferentes
tipos de fibras do tecido. Apds a coloragao as laminas foram montadas de forma permanente
com a utilizagdo do balsamo do Canada (LOPES e MALHAO, 2016).

Ap6s secagem foram examinados em microscopio de luz, com aumento de 20 X, da
marca Olympus BX50, acoplada uma camera digital 3CCD Pro-Series, Programa para captura

e analise de imagens: IMAGE PRO-PLUS V. 4.5.1 da Media Cybernetics®. Para utilizar o
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equipamento foi calibrado o Analisador de Imagens utilizando uma lamina micro metrada da
Olympus®. As imagens histoldgicas obtidas inseridas no IMAGE PRO-PLUS foram coloridas
em camadas com auxilio do programa, o qual fez a leitura em cores distintas, selecionando os
locais de interesse onde os espacgos foram visualizados na lamina, com base em um padrao
previamente calibrado, realizou a contagem da area total e da drea dos espacos observados (um).
As imagens obtidas foram entdo analisadas e comparadas com dados disponiveis em literatura.

Para a andlise estatistica, realizada em quadriplicata, foi utilizado o programa Statistic®,
apos verificacdo da normalidade e homocedasticidade, os dados foram submetidos a Anova
(Anova fatorial 3%). Ao apresentar varidncia as médias foram submetidas ao teste Tukey

(@=0,05).
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4. Resultados e discussao

4.1.  Analise dos dados

A 4gua foi mantida com os parametros adequados para a biologia da espécie seguindo
os observados na agua de cultivo. A dgua foi reposta a medida em foi necessario para manter
os 2.000mL. Os parametros de qualidade da 4gua durante o periodo experimental foram
mantidos dentro da faixa aceitdvel para a criagdo de camardao (CORREIA et al., 2000; NEW,
2002; MALLASEN et al., 2003) conforme tabela 1. Os resultados de amonia, nitrito, dureza e

alcalinidade sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 1. Valores médios obtidos na qualidade de 4gua da incubadora de ovos

(semanalmente)

Parametros verificados Tratamentos

0%o 6%o 12%o
Temperatura °C 28+2 28 +2 28+ 2
pH 7,8 £0,3 7,9+0,4 8,0+0,3
Oxigénio dissolvido mg/L 5,94+0,5 5,94+0,5 5,94+0,5

Tabela 2. Valores médios obtidos na qualidade de 4gua de reposi¢do da incubadora

de ovos (primeiro e ultimo dias)

AMONIA ‘ NITRITO ‘ DUREZA ‘ ALCALINIDADE
mg/L

Média 0,2+0,01 ‘ 0,05+0,0 ‘ 50+0,71 ‘ 45+0,01

coleta no dia 1 e dia 23

No presente trabalho, foram encontrados resultados da relagdo com o tempo de eclosdao
e em relacdo as diferentes salinidades houveram diferencas significativas. Os tratamentos
contendo 6 %o de salinidade apresentaram eclosdo a partir do 15° (décimo quinto dia) de
incubacao e eclosdo total antes do 20° (vigésimo) dia com temperatura média de 28° ( 2). Os
tratamentos contendo 12 %o e 0 %o apresentaram inicio da eclosdo a partir do 20° (vigésimo) dia
e eclosao total a partir de 23 dias de incubagdo, também com temperatura média de 28° (£ 2).
Conforme observado na investigagdo de Habashy (2013), os ovos de M. rosenbergii eclodiram
em 20 dias a 28°C. Estes resultados estavam de acordo com os relatorios anteriores de
Ogasawara (1984) que indicavam que os ovos de M. rosenbergii eclodiram em 25 dias a 26°C,

20 dias a 28°C e em 17 dias a 32°C. Além disso, Manush et al. (2006) encontraram uma relagao



24

linear direta entre as taxas de desenvolvimento de embrides de M. rosembergii com a
temperatura de incubacdo. Esses resultados sugerem a influéncia direta da temperatura no

tempo de eclosdo, além da interferéncia da salinidade.

As imagens das laminas contendo os cortes histologicos dos ovos de M. rosenbergii
foram observadas e verificou-se a formagao de espacos e do proprio embrido. Os dados obtidos

sdo apresentados na figura 1.

Média da area total dos ovos ao longo da fase de
desenvolvimento nas diferentes salinidades.
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Figura 1. Média das areas totais dos ovos de M. rosenbergii ao longo do desenvolvimento nas diferentes

salinidades.

Ainda de acordo com a figura 1, com os dados submetidos ao tratamento estatistico, é
possivel visualizar que houveram diferengas entre os tratamentos. Sendo que o tratamento com
6 %o demonstrou diferengas significativas em relacdo aos extremos de 0 %o e 12 %o de

salinidade.
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Figura 2. Cortes histologicos (H.E.) de ovos com 5 dias da desova(El) em diferentes concentragdes de
salinidade. Espagos vazios (e) formagdo do embrido (f). 20X.

Figura 3. Corte histologico (H.E.) de ovos com 10 dias da desova(E2) desenvolvidos em diferentes
concentragdes de salinidade. Espacos vazios (e); formagdo do embrido (f). 20X
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Figura 4. Cortes histologicos de ovos com 10 dias da desova(E2), com 0%o salinidade (T0), 6%o salinidade
(T6) e 12%o salinidade (T12). Espacos vazios (e) formacdo do embrido (f) Indicio da formagdo do olho (O)
40X.

Figura 5. Corte histologico (H.E.) de ovos com 15 dias da desova(E3) em diferentes concentragdes de
salinidade. Espagos vazios (¢) formagdo do embrido (f). Barras 31,25 pm. Indicio da formagao do olho (O).
20X.
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Figura 6. Corte histologico (H.E.) de ovos com 20 dias da desova(E4). Espagos vazios (e) formagdo do
embrido (f). 20X.

Figura 7. Corte histoldlogico (H.E.) de ovos com 20 dias da desova(E4). Espacos vazios (¢) formagao do
embrido (f) indicio de formagao do olho (seta unidirecional branca). 40X.
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Figura 8. Cortes histologicos de ovos com 20 dias da desova
(E4), com 6% salinidade (T6), apresentou sinais

caracteristicos de eclosdo, auséncia de ovo integro; ruptura do
ovo (g). 20X.

Figura 9. Cortes histologicos (H.E) de ovos com 23 dias da desova(ES) apresentaram sinais caracteristicos
de eclosdo em ambos, auséncia de ovo integro. Espagos vazios (e); embrido (f); ruptura do ovo (g). 20X.
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Segundo diversos trabalhos relacionando as fases de desenvolvimento do M. rosenbergii
¢ possivel visualizar as modificagdes que acontecem no interior do ovo, percebe-se facilmente
a formacao de espacgos, ndo corados ja nas fases iniciais com 5 dias (Figura 2) até a fase final
de eclosdo com 15 dias (Figura 5) e com 20 dias (Figura 6) indicando a movimentacao de
compostos bioquimicos presentes. Esse deslocamento do contetdo vitelinico se faz na
construgdo e fornecimento de energia ao embrido em desenvolvimento. De acordo com Clarke
et al. (1990), durante os estigios de desenvolvimento embriondrio, os ovos possuem
composicao aproximada de, 31,1 pg proteinas por grama e 14,4ug lipidios por grama, no dia 1.
Variando em quantidade a medida de seu desenvolvimento, verificando que as proteinas
tiveram um valor ligeiramente elevado, valor este sendo mantido até o 16° dia, enquanto que
os lipidios apresentaram queda em relacdo ao primeiro dia e comparada a proteina,
apresentando 9,4ug aos dezesseis dias. E possivel visualizar a estruturagdo da morfologia
interna do ovo, com a mudanga na conformag¢ao dando origem ao embrido. Com estes resultados
Clarke et al. (1990) pode confirmar uma movimentacdo dos componentes do ovo durante a
embriogénese.

A analise bioquimica observada por Habasy et al. (2012) mostrou que os maiores teores
de lipidios e proteinas nos ovos de M. rosenbergii podem ser a razdo para longos estagios larvais
no desenvolvimento embriondrio dessa espécie. Ainda revelou que as alteragdes bioquimicas
nos ovos refletem mudangas na morfogénese durante o desenvolvimento embrionario de M.
rosenbergii, indicou que o carboidrato ¢ a principal fonte de energia nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario. O lipideo também serve como uma fonte de energia, e a proteina
serve principalmente como substancia estrutural. O ovo ainda mantém um pouco de vitelo até
a eclosdo, o que garante a primeira muda bem-sucedida e favorece a independéncia do recurso
energético externo durante a alimentagdo externa (YAO et al. 2006). O tamanho dos ovos
durante os estagios do desenvolvimento embriondrio aumentou na salinidade de 6 %o em
compara¢do com o estagio inicial e com 0 0 %o € 12 %o (Figura 11), provavelmente devido ao
aumento do teor de 4gua. A dgua fornece um ambiente liquido para o embrido e a maior pressao,
0 que permite que o embrido rompa a membrana do ovo na preparacdo da eclosdo, conforme
Yao et al. (2006).

Clarke et al. (1990) realizaram experimento com M. rosenbergii considerando o periodo
de desenvolvimento embrioldgico de em média 16 dias, porém, em dgua doce. Avaliaram o
conteudo do ovo e encontraram um aumento na quantidade de agua do ovo, e sugerem um
aumento no conteudo lipidico nos primeiros cinco dias. Turner e Lawrence (1979) observaram

que os ovos podem variar de tamanho entre 0 mesmo grupo taxondmico e entre as espécies, e



30

até diferencas dentro da mesma espécie. Conforme pode ser visualizado na figura 10, a
diferenca entre os tamanhos dos ovos ao longo dos estagios, considerando fémeas de tamanhos
distintos, o que pode ser observado nas amostras analisadas neste trabalho. Outro aspecto
observado através das analises estatisticas foi o aumento dos locais vazios em relagdo ao

tamanho total no tratamento de 6%o a partir do E2, que representa 10 dias, até o E3 (15 dias),

Tamanho total
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Figura: 10: Tamanho médio dos ovos nos diferentes tratamentos ao longo dos estagios de desenvolvimento. (as

barras definem o desvio padrdo dentro dos tratamentos, determinando os intervalos)

A medida em que ocorre o desenvolvimento embriondrio no ovo de M, rosenbergii,
pode ser visualizado na figura 10, que nos tratamentos com 0 ¢ 12 de salinidade houve uma
pequena queda no tamanho da area medida, ao longo do desenvolvimento comparando-se até o
décimo quinto dia, enquanto o tratamento salinidade 6 nos intervalos de 5 para 10 dias observa-
se um aumento expressivo na area analisada, posteriormente até o décimo quinto dia ocorre
uma ligeira queda, demonstrando ser similar aos demais tratamentos neste periodo. E isso pode
ter acontecido pela maior absor¢ao de agua pelo ovo na salinidade indicada, conforme Clarke,
Brown e Holmes (1990). Nao foram feitas observacdes de ovos a partir de 20 e 23 dias nos
tratamentos de 6 %o de salinidade, pois os ovos remanescentes eclodiram entre o décimo quinto
e vigésimo dia deste tratamento. No entanto, observacoes nos tratamentos de 0 %o € 12 %o foram
realizadas conforme mostra a figura 11. Onde se observa certa similaridade em relagdo aos
tamanhos apresentados pelos dois tratamentos. As diferencas no estagio E5 (23dias) se devem

principalmente pela baixa presenga de ovos no tratamento salinidade 12.
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Figura 11. Comparativo do tamanho total da area dos ovos nos tratamentos de 0 ¢ 12 de salinidade. (as barras

definem o desvio padrdo dentro dos tratamentos, determinando os intervalos)

A andlise histologica mostra a diferenciagdo celular ao decorrer do
desenvolvimento, mostrando aglomerados de células dando origem ao embrido, e a organizagao
das células para a construgdo das partes do futuro camardo. E possivel ainda a visualizagdo do
indicio da formag¢ao do olho nas figuras 3 e 4, de forma ainda rudimentar ja a partir do décimo
dia de incubagao, corroborando com resultados obtidos por Caceci et al. (1996).

Desta forma ¢ possivel inferir que a absor¢ao de vitelogenina acontece no ovo,
possibilitando o rearranjo das biomoléculas na constru¢do do embrido. Ainda ¢ possivel
visualizar que os tratamentos diferem entre si, quando comparados ao tamanho dos espacos
formados e do deslocamento do material, sendo que para os tratamentos de salinidade
intermediario (6 %o) ocorreu de forma mais rapida em relacdo ao tratamento controle e o
tratamento com 12%o (Tabela 3). Outra observacao pertinente se da quando observamos a figura
9. que mostra aos 23 dias de desenvolvimento a ruptura da parede do ovo sugerindo uma
eclosdo, que também na amostra com 20 dias (Figura 8) que levou a desintegragao total do ovo,

indicando a eclosao antes mesmo dos 20 dias no tratamento 6%o.
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Relacdao tamanho espacgo/total
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Figura 12. Relagdo entre tamanho total médio dos ovos e tamanho médio dos espagos vazios formados durante o
desenvolvimento do embrido.

De acordo com dados obtidos a partir da analise de medi¢do de areas vazias pode se
observar uma maior distribui¢do ou movimenta¢do dos componentes celulares, sendo estes
concentrados no embrido, estima-se que um bom percentual da proteina presente no ovo tenha
sido movimentado para a constru¢do do embrido. Essa proteina, em sua grande maioria
constituida por vitelogenina, tem papel fundamental no crescimento do camardo. Atua como
precursora de outras moléculas que dao origem aos sistemas internos.

Na figura 1 observa-se no tratamento 6%o de salinidade uma relagdo menor no tamanho
dos espacos observados que eram ocupados pela vitelogenina com o tamanho total do ovo, em
comparacdo com os tratamentos 0%o e 12%0 que mantiveram a relacdo muito proxima,
indicando similaridade estatistica. Esse efeito pode ter sido a adaptabilidade acelerada no T6,
onde o organismo entende que estd sofrendo um estresse ambiental, e como estratégica de
sobrevivéncia se adapta o mais rapido possivel. Do ponto de vista morfolégico nenhum dos
tratamentos apresentou diferengas significativas nas amostras coletadas. Como pode ser
observado nas figuras, todos os ovos em algum momento atingem a fase final, terminando o
ciclo precocemente ou tardiamente conforme Ogasawara, 1984; Yamaguchi, 2001; Manush et
al. 2006. Inferimos entdo, que o tratamento com salinidade 6%o possibilitou uma resposta de
maior crescimento nos ovos no mesmo periodo, apresentando eclosdo em menor tempo.

Ao término do experimento, praticamente 100% dos ovos utilizados eclodiram em todos
os tratamentos, muito embora, com 6 %o de salinidade, foi possivel visualizar ovos ainda
integros somente com 15 dias, e que no vigésimo e vigésimo terceiro dia, apesar da coleta nao

foram observados ovos integros, apenas restos de células, que sugerem a eclosdo deste
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tratamento entre os 15 e 20 dias, de modo que outros trabalhos (OGASAWARA, 1984;
YAMAGUCHI, 2001; MANUSH et al. 2006) corroboram estes resultados que também foram
realizados verificando o periodo embrionario de M. rosenbergii, independentemente de
salinidades diversas.

Os crustaceos de ambientes de aguas mais quentes tém tipicamente um desenvolvimento
embrionario mais curto na ordem de varios dias a semanas (Yamaguchi, 2001). No presente
trabalho, os ovos de M. rosenbergii eclodiram em 15 a 20 dias a 28 °C. Estes resultados estao
de acordo com outros relatos de Ogasawara (1984) que indicaram que os ovos de M. rosenbergii
eclodiram em 25 dias a 26 °C, 20 dias a 28 °C, e em 17 dias a 32 C. Além disso, Manush et al.
(2006) encontraram uma relacdo linear direta entre as taxas de desenvolvimento com a
temperatura de incubacdo. Embora neste trabalho a salinidade também fora avaliada.

O desenvolvimento embrionario ¢ um processo complexo no qual a diferenciagdo e
proliferagdo celular ocorrem simultaneamente, mas em taxas diferentes (Gould, 1977). Tanto a
organogénese quanto o crescimento somatico sdo controlados por atividades enzimaticas. O
desenvolvimento embrionario depende principalmente da expressao diferencial de certos genes
e temperatura (Ojanguren e Brana, 2003) e as taxas de suas fungdes biologicas dependem
criticamente da temperatura ambiente.

Os trabalhos de Habasy et al. 2012 mostraram que o desenvolvimento embriondrio de
M. rosenbergii baseou-se em oito diferentes eventos maiores. Esse achado foi concordante com
Muller et al. (2003), que descreveu o desenvolvimento embrionario de M. olffersii. O mesmo
achado foi relatado por Sandeman e Sandeman (1991), Garcia-Guerrero et al. (2003), Garcia-
Guerrero e Hendrickx (2004, 2006). Isso se deve ao fato de que a separagdo entre os principais
eventos da embriogénese nos crustaceos nem sempre ¢ distinta, e alguns eventos podem
comegar antes do término do anterior, tornando a separagdo em eventos pouco clara quando o
processo € continuo.

Durante os estdgios iniciais do desenvolvimento embrionario sua morfologia ¢
semelhante a de outros vertebrados e invertebrados descritos até agora (FUJIMOTO et al., 1976,
1977; GINSBURG et al., 1990 GIMSBURG, 1997). Sao grandes células redondas contendo
grandes nucleos, o que estd de acordo com as observagdes feitas por Damarongphol e
Jarosenstraraks (2001). Para Habasy et al. 2012, as células geradoras primordiais de M.
rosenbergii no citoplasma sao granuladas, assemelhando-se aquelas observadas no inseto D.
melangaster (MAHOWALD, 1971; TAJIMA et al., 1998), codornas (YOSHINAGA et al.,
1993; PRANEET e PLEANPHIT, 2001). Isto pode responder a similaridade no mecanismo de

migragao das células, funcionando como uma fonte de energia. Em rato, sugere-se que essas
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células promovem sua migragdo passiva junto com o movimento morfogenético durante a
gastrulacao (JEON e KENNEDY, 1973).

O tamanho do ovo ¢ caracteristico da espécie entre os decapodes. Se correlaciona com
o estagio de desenvolvimento e serve como um indicador do conteudo energético (HERRING,
1974). Geralmente, espécies com ovos de tamanho grande contém mais nutrientes da gema e
seu tempo de desenvolvimento embrionario ¢ maior. Habasy et al. (2012), mostra que o
tamanho do ovo de M. rosenbergii aumentou gradualmente durante a embriogénese de 563,3 a
710 Im (lado estreito) e de 681,7 a 797,5 Im (lado largo) e pode ser considerado pequeno, tipico
das espécies de M. rosenbergii. Similarmente concordando com Lara e Wehrtmann (2009)
sobre M. carcinus em relagdo ao aumento gradual na embriogénese. Em comparagdo com outras
espécies de crustaceos, verificou-se que os ovos das espécies investigadas sdo muito menores.
do que o lagostim de 4gua doce, Cherax quadricorinatus e Alepheus saxidomus (0,247 mm3)
para ambas as espécies (WEHRTMANN e GRAEVE, 1998) e Nephrops norvegicus (1,406
mm3) (ROSA et al., 2003), mas ¢ mais longo que o de Palaemonetes schmitti (0,056 mm3)
(WEHRTMANN e GRAEVE, 1998). Ao que parece, o volume do ovo se relaciona pouco com
o conteudo lipidico. O volume de ovo de M. rosenbergii ¢ um terco de A. soxidomus, um décimo
oitavo de N. norvegicus, mas maior que P. schmitti. No entanto, os ovos de M. rosenbergii
continham mais lipidios (cerca de 30%) do que A. soxidomus, P. schmitti Nauticaria
mateiianice, Betaeus emarginatus e N. norvegicus (WEHRTMANN e GRAEVE, 1998; ROSA
et al., 2003)
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5. Consideragoes finais

De acordo com as observagdes dos trabalhos disponiveis, podemos apenas inferir que a
vitelogenina migrou, e por ser considerada uma lipoproteina vital na constituicdo no novo
embrido do M. rosenbergii, sua atuacao ¢ relevante. A velocidade dessa migragdo pode ter sido
intensificada com a influéncia da temperatura (28°) e salinidade 6%o, conforme demonstrado
neste trabalho, sendo assim, os baixos niveis de salinidade interferem nessa velocidade,
permitindo uma eclosdo em um tempo relativamente menor, em relagao a 0%o € 12%o. O que
em outros aspectos pode significar a exigéncia de um nivel minimo de salinidade para uma
otimizagdo da eclosdao. Nao podemos, entretanto, afirmar a quantidade de vitelogenina que
migrou nesta velocidade com apenas estes dados, mas uma sequéncia neste trabalho deve
revelar uma melhor compreensdo da composigdo do vitelo e suas respectivas quantidades.

A medida do crescimento ¢ em relagdo a salinidade pode ser observado que com
salinidade intermediarias tem-se resultados mais rapidos no desenvolvimento do embrido, dessa
forma ¢ possivel inferir a necessidade de mais trabalhos que revelem a real contribuicdo da
vitelogenina na embriogénese do camarao gigante da Malésia, e que pode se observar neste ¢

que o nivel de salinidade mais adequado seria o 6%o.
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