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RESUMO

Encope emarginata (Leske, 1778) € um ourico irregular da Ordem Clypeasteroida
com ampla distribuico na costa brasileira. N&o ha, até este estudo, informagdes sobre seu
desenvolvimento embrionério e larval na literatura, e consequentemente seu potencial de
dispersdo. Neste trabalho foram realizados experimentos de nutricdo larval sob varios
regimes alimentares. dgua autoclavada, égua filtrada em 0,80 um, agua filtrada em 0,80
pum com suplemento da microalga Dunaliella tertiolecta, agua natural, dgua natural com
adicdo de Dunaliella tertiolecta. A medida que as larvas mudaram de estégio, algumas
foram retiradas das culturas para o aferimento do comprimento mediano do corpo e do
braco larval pés-oral. A larva de Encope emarginata foi considerada planctotrofica, capaz
de construir todas as suas estruturas sem a presenca de alimento, porém, neste caso, sendo
incapaz de sofrer a metamorfose. A presenca do alimento é fundamental para que os
juvenis sgjam formados. Os melhores resultados no crescimento do corpo e do brago pos-
oral das larvas, asssm como no crescimento do didmetro das carapagas dos juvenis foram
obtidos nos tratamentos com agua natural.

Em uma outra abordagem, foi realizado neste trabalho o0 estudo da forma utilizando a
analise da morfometria. Métodos mutivariados como analise de componentes principais e
analises de variaveis candnicas foram utilizados. Foram estudados de 11 a 40 exemplares
de Encope emarginata provenientes de 7 localidades diferentes, desde Salvador (BA) até
Rio Grande (RS). Foram medidos 33 parametros nas faces oral e aboral de cada animal. Os
resultados indicaram que 5 das 7 popul agdes estudadas sGo morfologicamente distintas. A
diferenca entre as populacfes esta baseada principalmente na espessura da carapaga e na
posicéo das linulas em relacdo ao madreporito. Os espécimes provenientes de Cabo Frio

foram os que apresentaram maior assimetria na carapaca.

viii



A época que fémeas maduras foram encontradas na regido da Ilha de Cabo Frio
coincide com a maior frequiéncia de passagens de frentes frias podendo limitar a dispersao
larval daguela populacdo as cercanias da regido. Quanto as demais populagdes, a formagéo
de eco-fenGtipos parece explicar as grandes diferencas encontradas na forma da carapaca

de Encope emarginata ao longo de toda a extensdo latitudinal estudada.
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INTRODUCAO GERAL

O termo Echinodermata (do grego echinos: espinho e derma: pele) foi utilizado pela
primeira vez em 1734 por Klein ao se referir aos ouricos-do-mar. Em 1758, Linnaeus
reuniu os equinodermos com outros grupos animais no taxon Mollusca. Devido a simetria
radial, Cuvier (1817) reuniu os Echinodermata com os Cnidaria no subreino Radiata. Em
1847, Frey & Leuckart foram os primeiros a consideralos como um grupo a parte dos
Radiata, assim proposto por Lamarck (BRUSCA & BRuscA, 2003).

O filo Echinodermata € constituido por cerca de 19.700 espécies, dentre as quais,
mais de 13.000 sfo fosseis. As 6.700 espécies conhecidas atualmente sdo distribuidas em
cinco classes. Asteroidea com 1.800 espécies, Ophiuroidea (possui em torno de 2.000
espécies, se constituindo na classe com maior nimero de espécies descritas), Echinoidea
(900 espécies), Holothuroidea (1.400 espécies) e Crinoidea com apenas 700 espécies
descritas. (HENDLER et al., 1995; Rowe & GATES, 1995; BRuUsCA & BRusca, 2003;

VENTURA et al., 2006).

EVOLUCAO
O filo Echinodermata surgiu no periodo Cambriano, inicio da Era Paleozoica (600 a 570
milhdes de anos). Entre os periodos Cambriano e Ordoviciano (570 a 480 milhdes de
anos) provavelmente existiram vinte classes de equinodermos (PAUL & SMITH, 1984;

SMITH, 1988a).

As cinco classes atuais sofreram divergéncia no periodo Ordoviciano, mas continuaram
sua evolugdo, enquanto as outras classes se extinguiram (PAUL & SMITH, 1984; SMITH,
1988a). Na era Mesozoica (280 a 190 milhdes de anos) houve uma dréstica reducdo do
nimero de classes em um intervalo de tempo conhecido como Fronteira Permo-

Triassica. Este periodo foi caracterizado pela extingdo de varios grupos de invertebrados



marinhos. A seguir, um grande aumento ocorreu no nimero de familias, géneros e
espécies para 0s equinodermos. Os organismos que conseguiram se adaptar as novas
condicdes ambientais obtiveram éxito durante sua evolucdo, originando novas especies

(SPRINKLE, 1983; SMITH, 1988a).

HABITAT ENUTRICAO

Os equinodermos sd0 animais exclusivamente marinhos, vivem do médio litoral
até profundidades maiores do que 10.000 m (Fossa das Filipinas). Possuem hébitos
benténicos, sdo epi ou endofaunais vivendo nos substratos ndo consolidados e também
em substratos consolidados, nas cavidades das rochas ou entre elas. Os equinodermos
ocupam Vvarios nivels troficos podendo ser carnivoros, herbivoros, filtradores,
detritivoros e onivoros. Podem ser de vida livre, pedunculados ou fixos a um substrato.
Tendem a apresentar distribuicdo agregada, sendo encontrados em altas densidades e
estéo hoje entre os mais diversificados, adaptados e abundantes organismos das regides
abissais, podendo representar mais de 1/3 da macrofauna béntica daguelas regides,

especialmente os Holothurioidea (TOMMASI , 1988).

MORFOLOGIA

As larvas de todos os equinodermos possuem simetria bilateral. No entanto, os
adultos apresentam a caracteristica mais importante do filo, a simetria radial pentamera,
isto é o corpo é dividido em cinco partes dispostas ao redor de um eixo central. Na
comparagao com 0s ouricos regulares, esta simetria pode apresentar variagdes na carapaga,

posicéo da boca e do anus e no eixo da simetria, a exemplo do que acontece com alguns



grupos de holoturias, estrelas e ofiurdides fissiparos e ourigos irregulares (BRuscA &
BRrusca, 2003).

S8o consideradas também caracteristicas de todos os equinodermos, a presenca de
um esgueleto interno ou endoesqueleto, composto por ossiculos calcarios, que podem
articular-se entre s e a estrutura da parede corporal composta por cristais de calcita,
envolvidos por um tecido conectivo mutével (colégeno). Outra caracteristicaimportante do
filo & a presenca de um sistema de canais de origem celémica (sistema hidrovascular)

(BARNES, 1968; VENTURA et al., 2006).

IMPORTANCIA DOS EQUINODERMOS

Os equinodermos desempenham papéis importantes em estudos de embriologia e
fisiologia geral. Seus ovos e embrides sdo utilizados para testes em bioensai os de toxidez.
Séo considerados bons indicadores de poluicéo, devido a alta sensibilidade que possuem a
mudangas ocorridas no ambiente. Varias espécies sdo dominantes na plataforma
continental. Algumas espécies de ourigos e holotUrias possuem interesse comercial, pois
servem de alimento para o homem. Importancia ecolégica de espécies que servem de
alimento para peixes e caranguejos, como herbivoros predadores de marismas e de bancos
de algas e como carnivoros predadores de bivalves e de recifes artificiais (CAso, 1978;

HENDLER et al., 1995; VENTURA et al., 2006).

CLASSE ECHINOIDEA

Segundo Smith (1984), as principais caracteristicas da classe que podem ser

consideradas da sistemética do grupo estdo relacionadas com: a forma da carapaca, o



arranjo das placas da carapaca, o0 aparato mandibular (lanterna de Aristételes), os apéndices

(espinhos, pedicelarias e podios) e a posi¢do interna do sistema hidrovascular.

Os equindides sdo caracterizados por apresentarem uma forma de corpo globdide,
ovoéide ou discoide. A carapaca rigida é formada por placas calcérias firmemente suturadas

entre si, proporcionando grande resisténcia aos animais (BRUSCA & BRuscA, 2003).

O sistema apical é constituido por placas oculares e genitais constituindo-se em um
importante cardter taxondémico. As placas desse sistema s80 as primeiras a se formarem

durante a metamorfose da larva.

O Sistemade Loven é utilizado como referéncia para a orientacdo e comparagdo do
arranjo das placas. Considerando-se o conjunto de pequenas placas presente na regido
aboral dos equindides (sistema apical) podem-se distinguir dois conjuntos: placas genitais
(que contém o gonoporo) e placas oculares, menores e ndo perfuradas. Dentre as placas
genitais h4 uma diferenciada, cheia de perfuragdes, chamada madreporito. O Sistema de
Loven usa o madreporito como ponto de referéncia. Assim, as placas genitais recebem
numeros arabicos e as placas oculares sdo identificadas por nimeros romanos. Partindo de
uma visdo aboral, a placa genita adireita do madreporito recebe o nimero 1. A numeragéo
segue o sentido anti-horario. A placa ocular que se encontra a direita da placa genital 1,

recebe o nimero | .

O Sistema de orientagdo de LOven € esguematizado na figura 1, para um ouri¢o

irregular.
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Figura 1. Sistema de orientagdo de LOven para um ourico irregular
(Encope emarginata), mostrando o eixo de simetria antero-posterior
(111-5) (linha pontilhada), caracteristico dos equindides irregulares.
A= &eas ambulacrais, |1= areas interambulacrais. A numeragdo
romana € dada para as areas ambulacrais e a numeracdo ardbica
para as &reas interambulacrais, assm como as placas oculares e
genitais, respectivamente, seguindo a orientacéo de L dven. Retirado
de DURHAM et al., (1966).

A presenca do anus dentro ou fora do sistema apical também se constitui em outro
carater taxondmico importante. O nimero de placas genitais € variado no sistema apical
para diversos grupos de equindides, e pode ser classificado como monobasal, tribasal e

tetrabasal .

As placas ambulacrais podem variar muito em relagdo ao nimero de perfuractes

gue contém os poédios ou pés ambulacrais (utilizados na locomocdo e na captacéo de



particulas alimentares). Essa regido € chamada ambulacro ou regido ambulacral. De cada
placa genital parte um conjunto de placas meridionais ndo perfuradas que forma a regido

interambul acral.

A lanterna de Aristoteles € um complexo mandibular situado no interior da
carapaca. E constituido por ossiculos ambulacrais modificados e espinhos orais fundidos.
De acordo com o grupo de equindides, pode-se observar uma grande variagdo em suas
pecas. Por isso, esta constitui-se em um importante caréter taxondmico. E composta por até
40 pecas arranjadas em cinco unidades idénticas. Quando totalmente completa, cada
unidade consiste em um par de hemi-piramides, um par de epifises, um dente, umarétulae
um compasso formado por duas pegas. Este mecanismo € movido por 60 musculos e
funciona com simplicidade apesar de sua complexidade morfolégica. A lanterna esta
ausente nos Holasteroida e Spatangoida, e esta presente apenas em individuos jovens dos

Cassiduloida (BRuscA & BRusca, 2003).

As irregularidades resultantes do deslocamento do anus para a regido latero/ ventral
da carapaca bem como do desaparecimento da Lanterna de Aristoteles, sdo acompanhadas
de uma mudanga de hébitos alimentares, tornando-se os animais cada vez mais detritivoros.
Ha também uma diferenciacdo destinada ao processo respiratorio, com o desenvolvimento
de pbdios respiratdrios na regido dorsal, que formam as pétalas. Diferenciam-se também,
conjuntos de pés ambulacrais em volta do peristdmio, especializados na aimentacdo do
animal, propiciando-lhe maiores volumes de alimentos. Esses conjuntos constituem os
filodios, caracteristicos da ordem Cassiduloida. Essas modificacbes permitiram aos

Echinoideainvadir os extensos fundos n&o consolidados marinhos (LAWRENCE, 1987).



Ordem Clypeasteroida

Clypeasteroida é o grupo dentre os equindides que divergiu mais recentemente. Sua
origem data do Paleoceno Superior (cerca de 55 milhGes de anos atras), na costa oeste
africana. O grupo se diversificou rapidamente no Oligoceno (entre 34 e 23 milhdes de anos
atras), alcancando amaior diversidade ao nivel de familiaao longo do Mioceno (entre 23 e
5 milhdes de anos atras) (SEILACHER,1979; KIER, 1982; SMITH, 1984). O primeiro registro
de um exemplar com forma de disco (Superfamilia Scutellidea) ocorreu no sudeste
americano (regido do Golfo do México e Caribe) no final do Eoceno (cerca de 40 a 33
milhdes de anos atrés). A partir deste, o grupo se diversificou e espalhou-se em trés
linhagens independentes (Arachnoididae, Rotulidae, Scutellidae) (SmiTH, 1984).

Os clipeasterdides possuem 130 espécies distribuidas em 15 géneros diferentes. Os
Clypeasteroida juntamente com os Spatangoida possuem a maior riqueza de espécies nas
regides do oceano Indo-Pacifico e do mar caribenho (GHIOLD, 1988). Quase 1/3 de todos
os clipeasterdides ocorrem no oceano |ndo-Pacifico. Os clipeasterdides que habitam o mar
caribenho sdo diferentes daqueles encontrados no oceano Indo-Pacifico. Sdo as espécies
mais comuns (GHIOLD, 1988).

Os clipeasterdides estdio ausentes no Artico e na Antértica e s80 escassos nNos mares
europeus. No nordeste do Atlantico ha 2 espécies de bolachas-da-praia: Echinarachnius
parma e Méellita quinquiesperforata. No oeste africano ocorrem apenas 2 espécies do
género Rotula e uma espécie de Clypeaster (GHIOLD, 1988).

Os fatores mais importantes na determinacdo da distribuicdo dos Clypeasteroidea
sd0: a profundidade, a temperatura, a salinidade da égua e o tipo de sedimento (GHIOLD &
HOFFMAN, 1986). Sabe-se que a distribuicdo de algumas “bolachas-da-praid’ esta

fortemente relacionada com o tamanho das particul as do fundo oceénico (PHELAN, 1972).



Encope L. Agassiz, 1841, é um género pertencente a Ordem Clypeasteroida. No
litoral brasileiro, encontramos a espécie Encope emarginata (Leske, 1778), vulgarmente
conhecida como “bolacha-da-praid’. Sua distribuicdo geogréfica estende-se desde a
Peninsula de Y ucatan (Golfo do México) até a Argentina (GHIoLD, 1988). E encontrada
em aguas rasas, possui habitos bentdnicos, sendo geralmente encontrada enterrada, coberta
por apenas uma pequena camada de sedimento, cuja granulometria vai da areia fina a
média. Possui habito alimentar depositivoro, se caracterizando por possuir um mecanismo
aimentar atamente especidizado e eficiente, através de sua movimentagcdo pelo
sedimento. O alimento utilizado pelos ourigos irregulares € congtituido por sedimento,
endofauna e material particulado (De RIDDER & LAWRENCE, 1982). A trituragdo do
sedimento é redlizada pela lanterna de Aristételes cuja forma é bastante modificada,
quando comparada com a lanterna dos ouricos regulares. H4 um forte achatamento das
pirdmides, auséncia de varias pecas e a se¢do transversal dos dentes possui a forma de

diamante.



Classificacdo de Encope emar ginata
Com base na metodologia cladistica, SMITH (1984) propds a seguinte classificagcdo

para Encope emarginata Leske, 1778

Filo: Echinodermata
Subfilo: Eleutherozoa
Classe : Echinoidea
Subclasse: Euechinoidea Bronn, 1860
Infraclasse: Acroechinoidea Smith, 1981
Coorte: Irregularia Latreille, 1825
Ordem: Clypeasteroida Agassiz,1872
Subordem: Scutellina Haeckel, 1896
Superfamilia: Scutellidae, Gray, 1825
Familia: Mellitidae Stefanini, 1911
Género: Encope L. Agassiz, 1841

Espécie: Encope emarginata Leske, 1778



Diagnose de Encope emarginata (Leske, 1778), baseada nos traba hos de Mortensen,

(1921) e de observagdes realizadas neste trabal ho.

Carapaca com base plana; margem da carapaca ligeiramente abrupta. Apice da
carapaca, com localizagdo varidvel podendo estar entre o sistema apical e a lunula
posterior, entre o sistema apical e a lunula Il ou apresenta uma localizacdo mediana
(préxima ao madreporito). Disco apical com cinco gonoporos. Carapaga com cinco pétalas
ligeiramente encurvadas e convergindo perifericamente, mas permanecendo abertas. Placas
ambulacrais e interambulacrais com larguras similares na margem. Peristdbmio de tamanho
intermediério quando comparado com o de Encope michelini (pequeno) e Encope aberrans
(grande). Poros expandidos pela placa interambulacral. Carapaga com cinco lanulas ou
recortes bem marcados e uma lanula anal. Lunulas ambulacrais das areas anteriores e
posteriores podem ser abertas ou fechadas. Lunula anal entre o par posterior de petal éides.
Apresenta comprimento e largura varidvel. Extremidades distais das pétalas posteriores
alinhadas, aproximadamente, no ponto mediando da lUnula. Periprocto aberto situado
acima da lunula anal. Duas placas ambulacrais e o primeiro par de placas interambulacrais
pOs-basicoronais em contato com o periprocto. Sulcos alimentares bifurcados, encurvados,
tornando-se ramificados. Largura e profundidade intermediarias, quando comparados a E.
michelini e E. aberrans. Coloragdo marrom. Podem alcancar cerca de 130 mm de
comprimento.

Algumas caracteristicas morfol 6gicas séo mostradas nas figuras 2 a, b e figura 3.
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Encope emarginata (Leske, 1778)

Petal 6ide anterior

a
o b

al 6ide posteri
Figura 2: a) Face aboral da carapaga de E. olde posterior

emar ginata mostrando alocalizag&o dos petal 6ides
(anteriores e posteriores). b) detalhamento do
madreporito com 0s cinco gonoporos.

Gonoporos

Sulcos alimentares anteriores

L Unula ambulacral anterior
fechada

Sulco aimentar posterior

L inula ambulacral posterior
aberta.

Figura 3. Face oral da carapaga de E.
emarginata mostrando a localizacdo do
peristoma, periprocto, sulcos aimentares
anteriores e posteriores, lunula ambulacra
anterior fechada, lUnula ambulacral aberta e
[Gnula anal.
11



Consideragoes Gerais

Conceituar “Espécie” é um dos temas de debates mais dificels, essenciais e
controversos. Mas, apesar de todas as discussoes, podemos dividir esses conceitos em duas
abordagens. 1) os que enfatizam os processos bioldgicos, destacando os conceitos
evolutivo e biolégico de espécie e 2) aqueles gque enfatizam 0s meios operacionais, cujas
definicbes sdo baseadas em caracteristicas morfologicas (“morfoespécie’) e em
metodologias utilizadas nas escolas fenética e filogenética (SviITH, 1994). Todos os
conceitos tém suas limitagGes. Por exemplo, o conceito biologico de espécie, que se baseia
na capacidade de cruzamento entre individuos, ndo leva em consideracdo grande variactes
morfolégicas, além de utilizar critérios pouco praticos (SMITH, 1994 e WINSTON, 1999). Ja
as definigdes operacionais sio criticadas por serem subjetivas (SILvA, 2002). E bom
ressaltar que nenhum conceito esta totalmente certo ou errado, simplesmente sdo distintos
e promovem modelos que podem ser utilizados para diferentes propdsitos. O processo de
formacéo de novas espécies é conseqlientemente e igualmente controverso, apesar de ser
fundamental para a compreensdo da evolucéo da biodiversidade. Levando-se em conta o
fator geografico, pode-se classificar 0 processo de “especiacdo” em trés modos bésicos:
alopétrica, parapatrica e simpatrica (GAVRILETS, 2003). Entretanto, nenhum desses modos,
baseados em caracteristicas geogréficas, indica a forca divergente que leva a especiacéo.
Por ser um processo complexo, a especiacdo pode ser afetada por fatores genéticos, ligados
afatores ambientais, que se integram de modo néo linear. GAVRILETS (2003) assinalaque a
especiacdo simpétrica pode ser induzida por mutacéo e a alopétrica por fatores ecol ogicos.

O processo de especiagdo alopétrica €, provavelmente, o principal mecanismo de
especiacdo em animais (WINSTON, 1999). Um fenbmeno oceanografico como a
ressurgéncia, que provoca alteraces abioticas e bidticas na massa d’ &gua, pode funcionar

como uma barreira geogréfica e influenciar na diferenciacdo entre populacGes de uma
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mesma espécie (SILVA, 2002; WALTER & RoY, 2004; VENTURA et al., 2004) e o litoral
sudeste brasileiro é caracterizado por uma ressurgéncia costeira na regido de Cabo Frio
(23° S), cuja hidrologia local depende diretamente das condicGes meteorolégicas e o
padrdo dos ventos é responsavel pela distribuicio das massas d agua (Agua Costeira,
Agua Tropical e Agua Central do Atlantico Sul, estas mais profundas e frias) (VALENTIN &
COUTINHO, 1990).

Em invertebrados marinhos, a principal fase de dispersao € alarval. Portanto, a maior
parte da diferenciacéo entre populagbes depende basicamente da duragdo do periodo
plancténico (SILVA & Russo, 2000). As popul agdes de invertebrados marinhos com larvas
planctotréficas, tendem ser geneticamente mais homogéneas ao longo de grandes
distancias. Ja espécies com larvas lecitotréficas sdo, em geral, mais bem estruturadas
devido a menor capacidade de dispersdo e, ao longo do tempo, tém maiores taxas de
especiacdo e extin¢do (SCHELTEMA, 1986). Entretanto, barreiras fisicas (como correntes e
longas disténcias) podem ter uma grande importancia na limitacdo do fluxo génico e
podem criar populaces ocednicas geneticamente estruturadas, mesmo quando as larvas
sdo planctotréficas (PALumBI, 1994). O mesmo autor assinala que poucas barreiras ao
fluxo génico existem nos oceanos, sendo assm, mesmo populactes de regides distantes
podem trocar informagdes genéticas. Entretanto, segundo MAYR (1954) e PALUMBI &
LEssIOs (2005), a profundidade e as diferencas de temperatura das massas d' &gua podem
causar especiacao em grupos de ouricos-do-mar de &guas rasas tropicais. As caracteristicas
reprodutivas de equinoides mostram variagdo em periodicidade e intensidade de liberacdo
de gametas entre anos e popul agoes.

A literatura relata varios estudos sobre o processo de reproducdo e estratégia
alimentar em alguns grupos de clipeasterdides (STRATHMANN 1971; MCEDWARDS 1984,

1986; EMLET 1986; BOIDRON-METAIRON 1988; FENAUX et al., 1988; FENAUX et al., 1994;
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ECKERT 1995; PoboLsKY 2002; TAVARES & BORzONE, 2006; REITZEL & MINER, 2007),
porém, essas informagdes sdo inexistentes para Encope emar ginata.

Em um trabalho preliminar, VENTURA et al. (2004), analisando duas populagdes de
Encope emarginata provenientes de Salvador (BA) e Arraia do Cabo (RJ) encontraram
diferencas morfol 6gicas marcantes que poderiam refletir o isolamento dessas popul agoes.
Na ocasido, 0s autores sugeriram que esses estudos fossem aprofundados, devido a

possibilidade de existirem duas espécies de Encope no litoral brasileiro.

OBJETIVOS

- Descrever o desenvolvimento larval e a estratégia alimentar da larva de Encope

emarginata e, consequentemente, conhecer o seu potencial de disperséo.
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- Analisar morfol ogicamente as popul agdes de Encope emar ginata ao longo

dacostabrasileiraentre 13° Se 30° S.

HIPOTESES

- Encope emarginata tem um grande potencia de dispersdo, pois possui um
desenvolvimento larval planctotréfico.

- N&o ha diferencas morfologicas entre as populaces estudadas e, portanto,
Encope emarginata pode ser considerada uma Unica espécie ao longo de sua

distribuicdo na costa brasileira.
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CAPITULO | —DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E LARVAL DE ENCOPE

EMARGINATA (LESKE, 1778).

RESUMO
O desenvolvimento embriond&rio e larval de Encope emarginata, até entdo

desconhecidos na literatura, foram realizados in vitro até a obtencdo de juvenil. Os
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objetivos deste trabalho sdo descrever o desenvolvimento embrionario, larval e a
estratégia alimentar utilizada pelas larvas de Encope emarginata e inferir sobre seu
potencial de dispersdo. Individuos adultos foram coletados na llha de Cabo Frio. A
liberacGo dos gametas foi induzida pela introdugdo de 0,55M de KCl na cavidade
perivisceral dos adultos. O processo embrionario foi répido e intenso. Ao final de 8 dias,
as larvas possuiam 8 bracos completos. A metamorfose foi acangada em 23 dias e os
juvenis em 30 dias. Trés experimentos de nutricdo larval foram realizados com o
objetivo de conhecermos a estratégia alimentar dessas larvas. no primeiro foi testado a
variagdo da quantidade e qualidade da alimentac&o larval, no segundo foi testado o
efeito que um periodo de inanic&o de 7 dias ocasiona no crescimento e desenvol vimento
larval e no terceiro experimento foi testado o efeito que as larvas sofrem ao serem
cultivadas em &gua do mar autoclavada sem a presenca de qualquer particulaviva. Entre
os tratamentos, os melhores resultados foram obtidos com agua do mar natural e adi¢éo
de Dunali€ella tertiolecta. As larvas de Encope emarginata possuem habitos alimentares
planctotréficos, construindo todas as suas estruturas larvais apenas com suas reservas

vitelinicas, porém necessitam de alimento para acangar a metamorfose.

ABSTRACT

As Encope emarginata don’'t have literature data about embryonic and larva

development we carried out in vitro experiments until juvenile stage. The aim of this study

isto describe its embryonic and larval development and the larval feeding strategy to know

its dispersion potential. Adults were collected from Cabo Frio Island and they were

21



induced to spawn by injecting of 0,55 M KCI into the body cavity. The embryonic process
was quick and intense. After eight days, larvae had well-developed-8 armed. Larvae
reached metamorphosis in 23 days and juveniles in 30 days. Three experiments were
conducted to examine the novel feeding strategy of these larvae: the first tested the effect
of varying the quantity and quality in the larval feeding, the second one was to see how the
effect of 7 days starvation affects the larval growth and development and, finally, the last
experiment tested the effect of culturing larvae in sterile, autoclaved seawater without any
particle alive. Among the treatments, the best results were obtained with natural seawater
with enrichment of Dunaliella tertiolecta. Encope emarginata larvae have planctotrofic
feeding strategy. They can develop al larva structures with their maternal reserves, but

require external food to undergo metamorphosis.

Key words. Encope emarginata, larval development, dispersal, planktotrophy,

metamorphosis.

INTRODUCAO

A especiacdo alopétrica, também no ambiente marinho, depende do isolamento
geogréfico. Entretanto, as barreiras sdo relativas, sendo sua eficiéncia dependente da
ocorréncia de dispersdo (MAYR, 1954). Isso justifica a importancia do estudo da dispersao
no processo de especiagdo. Nos equinodermos, como na maioria dos inverebrados

marinhos, a principal fase de dispersdo € a larval. Entre espécies distintas, podem ocorrer
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diferencas em relacéo a duracdo do periodo larvar ou em relagdo a tolerancia a condigoes
adversas do ambiente. Até entre populagdes, tais diferencas podem ocorrer.

As larvas de invertebrados marinhos podem ser classificadas em dois tipos distintos
em relagdo a nutricdo: larvas planctotroficas e lecitotroficas. As larvas planctotréficas
necessitam retirar o alimento do ambiente em que vivem durante o desenvolvimento até
alcancar a metamorfose. Estas possuem um alto poder de dispersao e sdo provenientes de
numerosos ovos de pegqueno tamanho com baixo teor energético. As larvas lecitotroficas
sS40 originérias de ovos grandes, ricos em vitelo, com energia suficiente para completar seu
desenvolvimento e se metamorfosear, sem que hga necessidade de alimento externo.
Emborararo, hd uma estratégia alimentar intermediéria entre a planctotrofia e a lecitotrofia
chamada por VANCE (1973) e CHIA (1974) de planctotrofia facultativa que pode
representar uma importante transi¢cdo na evolugdo das estratégias de vida de invertebrados
marinhos (MINER et al., 2002). Estas larvas possuem suficientes reservas vitelinicas
capazes de se desenvolver e se metamorfosear, mas também podem se alimentar no
plancton. THORSON (1946) se referiu a estas larvas como "larvas planctotroficas com
peguenos periodos planctdnicos’. THOMPSON (1958) foi o primeiro a mostrar que larvas do
nudibranquio Adalaria proxima podem se alimentar, mas o alimento ndo é essencial para
alcancarem a metamorfose. Este tipo de estratégia parece incorporar as vantagens e
desvantagens tanto da planctotrofia quanto da lecitotrofia (EMLET, 1986). As larvas
planctotréficas facultativas podem estocar reservas que permitem estender o periodo
competente proximo a metamorfose e, se 0 ambiente ndo tiver condigdes ideais de
alimento, suas reservas sao capazes de suprir tal caréncia.

A quantidade de lipidio no 6vulo determina 0 momento em que a alimentacéo se
torna obrigatoria para o desenvolvimento. O inicio da alimentacdo larval depende de duas

caracteristicas para que o desenvolvimento continue: (1) o momento em que a larva se
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torna capaz de obter alimento e, 2) o inicio da necessidade de se alimentar (HERRERA et al.,
1996). O intervalo de tempo entre essas duas situagdes é chamado “ periodo de alimentagdo
facultativo”. Igualmente, o periodo de tempo entre o inicio da necessidade de se alimentar
e a metamorfose € definido como “periodo obrigatorio de alimentagdo” (HERRERA et al,
1996).

“Periodos de aimentacdo facultativa’ sdo diferentes de “larvas planctotréficas
facultativas” (EMLET, 1986; HART, 1996, MCEDWARD, 1997). Uma larva planctotrofica
facultativa representa um extremo dos periodos de alimentacéo facultativa onde as larvas
sd0 constituidas com energia suficiente para completar a metamorfose sem alimento do
meio externo. Entretanto, estas larvas mantém a morfologia caracteristica daquelas
planctotroficas com periodos de alimentacdo obrigatorios apesar de possuirem reservas
vitelinicas até a metamorfose. As espécies que necessitam de alimento diretamente apos a
diferenciacéo da boca e do sistema digestivo para continuar o desenvolvimento estdo em
um outro extremo do periodo de aimentagdo facultativa. Este tipo de estratégia alimentar
pode resultar de Gvulos com poucas reservas vitelinicas ou de dependéncia de um fator
externo (por exemplo: algum mineral e/ou hormdnio) para o0 desenvolvimento seguir
adiante. Um exemplo deste tipo nutricional pode ser representado por alguns crustaceos
que necessitam de alimento para que possam alcancar os diversos estdgios de mudas.
(ANGER, 1987). Por essa razdo, todas as larvas planctotréficas tém um periodo de
alimentacdo facultativa durante o curso do seu desenvolvimento, periodo este que sera
determinado pela quantidade de lipidios presentes em seus 6vul os.

Segundo ECKERT (1995), as larvas da espécie Encope michelini podem se
alimentar na coluna d' agua (planctontrofia) ou por suas reservas vitelinicas (lecitotrofia),
aumentando ou diminuindo as possibilidades de dispersdo. Na literatura, ndo ha

informacfes sobre o desenvolvimento embrionario e larval, assim como a estratégia

24



alimentar adotada pelas larvas de Encope emarginata e, conseguientemente, seu potencial
de dispersdo é desconhecido.

Os equindides desenvolvem uma larva pelagica complexa (chamada equinopl Uteo)
gue possui bragos margeados por uma banda ciliada, utilizada na locomog&o e na captura
de alimentos (OkAzAKI, 1975). Entretanto, ha uma grande diversidade nas formas larvais
dentro da classe Echinoidea, com variagdo no numero e tamanho de seus bragos
(MCEDWARD & MINER, 2001; EMLET et al., 2002).

MCEDWARD (1984,1986 a,b) foi o pioneiro dos estudos morfométricos das larvas,
que possibilitou a utilizac&o de métodos capazes de quantificar as modificacfes das formas
plUteo entre as espécies de equindides. Essas técnicas morfométricas tém sido utilizadas
para elucidar relagbes complexas entre determinados fatores, como tamanho do évulo
(SINERVO & MCEDWARD, 1988), nutricdo larval (BERTRAM & STRATHMANN, 1998;
MEIDEL et al., 1999) e/ou filogenia das formas larvais (MCEDWARD,1986 a,b; MCEDWARD
& HERRERA, 1999). A maior aplicacdo das técnicas morfométricas tem sido em estudos de
plasticidade fenotipica quanto a forma, tamanho e desenvolvimento da trajetéria da larva
pluteo em relacdo a disponibilidade de particulas alimentares (SEWELL et al., 2004). Apos
os trabahos pioneiros de McEdwards, surgiram indmeros artigos com larvas de
equinodermos utilizando também andlises morfométricas (BOIDRON-METAIRON, 1988;
FENAUX et al., 1988; SINERVO & MCEDWARD, 1988; STRATHMANN €t al., 1992; FENAUX et
al., 1994; ECKERT, 1995; SHILLING, 1995; MCEDWARD & HERRERA, 1999; LEVITAN, 2000;
BYME et al., 2001; MINER et al., 2002; SEWELL et al., 2004; MORGAN & JANGOUX, 2005;
MINER, 2005; REITZEL & MINER, 2007; REITZEL & HEYLAND, 2007).

Segundo BRADSHAW (1965), a plasticidade fenotipica é definida como a capacidade
que o ambiente tem em influenciar o fendtipo de um individuo. Embora esta definicéo seja

aceita pelamaioria dos bidlogos, ainda existem controvérsias.
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A plasticidade da forma larval e do desenvolvimento inicial pode afetar a
evolucdo das estruturas, comportamentos e histérias de vida de invertebrados marinhos
(MINER, 2005). As larvas de invertebrados marinhos exibem uma plasticidade fenotipica
modulada pela abundancia de alimento plancténico (STRATHMANN et al., 1993). As larvas
equinopliteos dos ouricos-do-mar (incluindo as bolachas-da-praia) possuem como
estrutura aimentar a banda ciliada que margeia os bragos larvais, cujo tamanho é
influenciado pela presenca ou escassez do aimento. O batimento desses cilios €
responsavel pelalocomocgdo e alimentacdo das larvas (STRATHMANN, 1971). Experimentos
com larvas de Dendraster excentrica demonstraram uma plasticidade fenotipica sob
escassez de alimento, aumentando a taxa de filtragdo, o crescimento dos bracos e da banda

ciliada (HART & STRATHMANN, 1994).

OBJETIVOS
- Descrever o desenvolvimento embrionario de Encope emarginata

- Descrever o desenvolvimento larval de Encope emarginata e, consequentemente

conhecer seu potencial de disperséo.
- Descrever a estratégia alimentar utilizada pelas larvas de Encope emarginata.

METODOLOGIA
1.1. Area de Estudo

Devido a fata de informacfes sobre o ciclo reprodutivo de Encope emarginata, a
partir de fevereiro de 2005, até agosto de 2007 foram realizadas coletas mensais desses
animais na Ilha do Cabo Frio (22° 59' 259 S e 042° 00' 497 W) (Fig.4), para posterior

induc&o a desova.
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Figura4: Mapado litoral do estado do Rio de Janeiro mostrando com detal hamento a
areado Arraia do Cabo. A setaindica o local onde foram realizadas as col etas dos
individuos adultos utilizados nos experimentos.

1.2. Coletas

Os experimentos foram realizados em junho de 2006 e nos meses de julho e agosto
de 2007. Os espéecimes (n= 10) foram coletados a uma profundidade de 3 metros, levados
ao laboratério de reproducdo de organismos marinhos do Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira (IEAPM) e mantidos em um tanque de 250 litros com areia no
fundo e agua do mar corrente, por um periodo de aclimatacdo de uma semana.

Em julho de 2006, dez individuos provenientes de S&o Sebastido (SP) foram
trazidos ao laboratorio do IEAPM e estimulados a desovar, para comparar os periodos

reprodutivos das duas localidades.
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1.3. Inducdo a liberacédo de gametas
Inicialmente, os animais foram lavados com &gua do mar para remocéo de detritos e
fezes. Como E. emarginata possui sexos separados e ndo havendo diferenca morfol6gica
entre eles, a identificagcdo foi realizada através da coloragcdo dos gametas no momento de
sua liberagéo.
A inducdo foi realizada através da introdugdo de um pequeno volume (1 a2 ml) de
solugdo isotbnica de 0,55M de cloreto de potéssio (STRATHMANN, 1987) na cavidade
perivisceral com auxilio de uma seringa de 5 ml (Fig.5), causando uma contragdo da

musculatura e por conseguinte aliberagcdo dos gametas.

Figura5: Inducdo aliberacdo de gametas através de solucéo 0,55M de KCl

A medida que as fémess liberavam gametas, eram colocadas sobre a superficie de
béqueres com capacidade de 200 ml contendo agua do mar filtrada em filtro Millipore de
0.45 um, com a superficie aboral voltada para baixo, de forma que os gonoporos féssem
mantidos imersos na &gua, assim permanecendo até que a desova se completasse (Fig. 6).
O numero de 6vulos por desova foi contado, primeiramente concentrando-os em um
béquer de 100 ml. A seguir a solucdo foi homogeneizada e uma aliquota de 1 ml foi

retirada e colocada em uma cuba de Dolfus e os 6vulos contados. Este procedimento foi
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efetuado trés vezes e o nimero de évulos considerado foi a média resultante do somatério

dessas trés amostragens dividido por trés.

Figura 6: Adultos de Encope emarginata colocados nos recipientes com a superficie
aboral voltada para baixo, logo apés aintroducdo da solucdo de KCl.

A partir da liberacdo dos gametas, os ovulos foram transferidos para um béquer
com capacidade de 3 litros contendo agua do mar filtrada em 0,45 um. O didmetro dos
ovulos foi medido (excluindo a membrana gelatinosa) em um total de 20 6vulos para cada
fémea, utilizando-se o0 programa de medidas de um microscopio binocular de
epifluorescéncia Olympus.

Os espermatozOides foram coletados a seco diretamente dos gonoporos
localizados na superficie aboral, com auxilio de uma pipeta de Pasteur e sua mobilidade
observada através de exame microscopico para que pudessem ser utilizados no processo de
fertilizagdo. Uma gota contendo espermatozdides concentrados foi diluida em 10 ml de
&dgua do mar. A utilizagdo tanto de 6vulos quanto dos espermatozoides ndo ultrapassou o

periodo de 1 hora antes dainseminagdo dos gametas.

1.4. Fertilizacéo

29



ApGs a decantacdo dos Ovulos no béquer, a agua foi trocada duas vezes (este
procedimento lava os 6vulos do fluido viscera que interfere nafertilizacdo, assim como, €
retirado 0 excesso de espermatozdides). A seguir, 1 ml da solugdo diluida de
espermatozdides foi adicionada a solugdo contendo os 6vulos. A partir deste momento, em
intervalos regulares de 10 minutos, amostras desta solucdo foram observadas em um

microscopio binocular para verificar o sucesso da fertilizagéo.

1.5. Desenvolvimento embrionario e larval

A partir da fertilizacdo, os embrides foram mantidos em um bégquer com
capacidade para 4 litros, contendo &gua do mar filtrada em 0,80 um, sob temperatura
média de 23°C (x 1°C) e salinidade média de 35 ups. Todas as fases embrionarias e larvais
foram acompanhadas com auxilio de um microscopio binocular e fotografadas.

A partir da larva equinopluteo, a cultura foi mantida em agua do mar natural
(filtrada apenas em malha de 50um para retirada de possiveis predadores) e ndo foi
esterilizada com luz ultravioleta. Por utilizarmos &gua do mar natural durante a realizagdo
dos experimentos, a concentracdo de clorofila a foi determinada de acordo com
STRICKLAND & PARSONS (1972) e um exame qualitativo do microfitoplancton da agua do
mar foi realizado, mas ndo quantificado.

As andlises do microfitoplancton foram realizadas a partir de aliquotas de 250 ml,
sedimentadas durante 24 horas e analisadas no microscopio éptico binocular invertido
Olympus, com um aumento de 200 x. Este procedimento foi realizado todas as vezes que a
agua dos béqueres foi trocada.

A 4gua utilizada nos experimentos foi trazida para o laborat6rio em galdes de 20
litros cada, provenientes da |lha do Cabo Frio. A agua das culturas foi trocada diariamente

através de sifées e as larvas retidas em redes de néilon, primeiramente com abertura de

30



125um. Foram também utilizadas malhas de 150um, 175um, 200um, 250um, 275um e
300um durante o desenvolvimento larval.

Com auxilio de um microscopio binocular de epifluorescéncia Olympus,
equipado com uma camera fotogréfica, foram realizadas medigdes do corpo e dos bragos
das larvas, utilizando o programa de medidas do proprio microscopio. Essas larvas foram
separadas (N = 3) e medidas em cada estagio alcancado, isto &, larvapliteo com 2, 4,6 e 8
bracos. Também foi medido o didmetro dos juvenis. Para a descri¢do do corpo e bracos
larvais seguiu-se a nomenclatura referenciada por MORTENSEN (1921) e MCEDWARDS &
HERRERA (1999). Essas larvas foram conservadas em glutaraldeido a 25%, para posterior

analise em microscopia eletrénica de varredura.

1.6. Metamorfose

Com o aparecimento do rudimento e pés ambulacrais, os individuos foram
transferidos para recipientes de vidro pyrex medindo 100 x 50 mm, contendo sedimento do
local onde os adultos foram coletados, com a finalidade de auxiliar na finalizagcdo da
metamorfose.

O diametro do corpo dos juvenis foi medido e estes foram fixados e conservados em
glutaraldeido a 25% para posterior andlise em microscopia el etronica de varredura.
1.7. Estratégia alimentar das larvas de Encope emarginata

Os testes descritos abaixo foram realizados em 2 etapas. junho de 2006 e agosto de
2007.

Com o objetivo de verificar a estratégia alimentar de Encope emarginata, foram
realizados trés experimentos em laboratério testando o efeito que a alimentagdo provoca na
sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento larval.

1.7.1- Experimento 1: Variagdo da quantidade e qualidade na alimentagdo larval.

31



Neste experimento, utilizou-se &gua do mar filtrada em filtro “Millipore” de 0,80
um e agua do mar natura (filtrada apenas em maha de 50um, para retirada de possiveis
predadores presentes na agua, sem comprometer o fitoplancton natural que alimentaria as
larvas).

Foram realizados 4 testes cultivando-se as larvas em:

1) &gua do mar filtrada em 0,80 um, sem qualquer enriquecimento alimentar;

2) &gua do mar natural;

3) &gua do mar filtradaem 0,80 pm e enriquecidas com 5 cels. ul™ damicroaga

Dunaliella tertiolecta (Butcher), Classe Clorophyceae; e

4) dgua do mar natural enriquecidas com 5 cels. pl™ de Dunaliella tertiolecta.

Em umadieta unialgal ou associada a outra espécie, Dunaliella tertiolecta € um bom
alimento para larvas de equinodermos, durante todo o seu desenvolvimento larval até a
metamorfose (STRATHMANN, 1987). O meio de cultura utilizado no cultivo de Dunaliela
tertiolecta foi o de Conway (WALNE, 1966), por ser o mais utilizado pela maioria dos
autores para producéo em massa de espéci es fitoplanctonicas marinhas.

Para cada tratamento foram utilizados béqueres com capacidade para 1litro contendo
100 larvas cada um e duplicados. A temperatura da agua do mar nos béqueres foi mantida
em 23°C (£ 1°C). As trocas da &gua foram realizadas diariamente nos primeiros dez dias e
a partir dai, dependendo das condic¢Bes das culturas, as trocas foram efetuadas a cada dois
dias. A sobrevivéncia das larvas foi observada a cada troca d' &gua, quando as larvas foram
contadas. Apds o final de cada estégio, trés larvas foram retiradas de cada experimento e
fixadas em uma solucéo a 4% de formalina para que as medidas de comprimento do corpo
e do braco pos-oral das larvas (Fig. 7) fossem efetuadas posteriormente. Essas medidas séo

biologicamente importantes porque o comprimento da banda ciliada (local de captura do
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alimento) corresponde a quase o dobro do comprimento do corpo e o quadrado do
comprimento do bragco (MCEDWARD,1984).

Ao apresentarem sinais de metamorfose (aparecimento dos primeiros pés
ambulacrais), as larvas foram transferidas para recipientes contendo sedimento, al
permanecendo até que a metamorfose se completasse. Assim como para as larvas, a agua
destas culturas também foi trocada diariamente e medido o didmetro da carapaca dos
juvenis. Para a microscopia eletrdnica de varredura, as larvas e juvenis foram fixados e

preservados em glutaraldeido a 25% .

Figura7: Larva pluteo mostrando as medidas efetuadas em cada um dos experimentos,
onde: C= comprimento mediano do corpo e PO= comprimento do braco pos-oral.

1.7.2- Experimento 2: Larvas submetidas a um periodo de inanicéo

Neste experimento, testamos o efeito que as larvas sofrem no seu crescimento e
desenvolvimento apds um periodo de inanicéo de 7 dias. As larvas foram mantidas a uma
temperatura de 23°C, sob 3 tratamentos de agua do mar:

1) &guafiltradaem 1um (sem esterilizaco em luz ultraviol eta).

2) agua do mar filtradaem 1um e ap6s um periodo de 7 dias de inani¢do foi adicionado
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acultura, amicroalga Dunaliella tertiolecta em uma concentracdo de 50 cells.ul™ ; e
3) &gua do mar natural filtrada em malha de 50 pm.

Este experimento resultou em 3 possiveis regimes alimentares para as larvas: 1) sob
condi¢des de inanicdo; 2) inicialmente sob condic¢des de inanicdo e a seguir alimentadas; e
3) sempre alimentadas. Para cada tratamento, foram utilizadas 100 larvas em béquer de
1000 ml e duplicado. Para as medidas de crescimento, as larvas foram separadas (N=3) nos
10, 3°, 5° e 8° dias para os tratamentos 1 e 3. Para o tratamento 2, também foram
considerados os 12° e 15° dias. A sobrevivéncia foi quantificada a cada estagio larval
alcancado. Quando as larvas comecaram a apresentar sinais de metamorfose, placas de
acrilico foram colocadas em &gua do mar corrente por 2 dias e com a formagéo do
biofilme, essas placas foram colocadas no fundo dos béqueres contendo as larvas. Ao

atingirem a metamorfose, os juvenis foram separados e medido o didmetro da carapaca.

1.7.3- Experimento 3: Larvas mantidas em dgua do mar sem qualquer particulaviva.

Neste experimento foi observado se as larvas poderiam crescer, desenvolver e
sobreviver sob um regime alimentar sem a presenca de qualquer particula viva na agua do
mar, ou segja, utilizariam apenas suas reservas vitelinicas.

As larvas foram cultivadas em agua do mar filtrada em 0,80 um e esterilizada em
autoclave a uma temperatura de 120°C durante 30 minutos. A utilizag&o desta agua so pbde
ser efetuada 24 horas apds o0 desligamento do aparelho, e consequiente esfriamento da dgua
a ser utilizada. Esta cultura também foi realizada em duplicata, em béqueres de 1000 ml
contendo 100 larvas cada um. Astrocas de &gua foram realizadas diariamente. Apés o fina
de cada estégio, trés larvas foram retiradas para posterior medicdo e fixadas em uma
solucdo de formalina a 4%. O registro da sobrevivéncia das larvas foi realizado no inicio e

no final do experimento.



1.7.4- Andlises Estatisticas

Devido a utilizac8o de réplicas em cada experimento, primeiramente foi analisado o
contraste de crescimento das larvas entre os béqueres ao longo do tempo, por meio de uma
anadlise de variancia (anova) bifatorial. foram utilizadas como varidveis dependentes, em
ambas as andlises, medidas do comprimento do corpo e dos bragos pés-orais (po) das
larvas, paratodos os tratamentos de agua em seus respectivos tempos separadamente. dessa
forma, os fatores estabelecidos foram: fator 1, ‘béguer’ com dois niveis (béquer 1; béquer
2); fator 2 (fixo e ortogonal), ‘tempo’ com cinco niveis (1° dia; 2° dia; 3° dia; 5° dia; 8°
dia). quando ndo foram encontradas diferencas significativas entre os béqueres, as andlises
de varidncia foram redizadas posteriormente e os béqueres foram considerados
semel hantes, aumentando o nimero de réplicas de 3 para 6.

Para o experimento 1 (variagdo da quantidade e qualidade na alimentagdo larval) e
experimento 3 (larvas mantidas em agua do mar autoclavada) foram feitas comparagtes
dos tratamentos de agua e ao longo do tempo de desenvolvimento, aplicando ANOVA
Unifatorial (One-way), utilizando como varidvel dependente o comprimento do corpo e do
braco pos-oral. Os fatores considerados foram ‘tipo de &gua’ como primeiro fator (fixo)
com cinco niveis (Autoclavada; Filtrada;, Filtrada com Dunalliela tertiolecta; Natural;
Natural com Dunaliella tertiolecta); e ‘tempo’, como segundo fator (fixo e ortogonal) com
cinco niveis (1° dia; 2° dia; 3° dia; 5° dia; 8° dia). Estes cinco niveis estdo relacionados a
mudanca dos estégios larvais. Os contrastes entre os pares foram identificados pelo teste a
posteriori de Student-Newman-K euls (SNK). O programa utilizado nas analises estatisticas
foi 0o ESTATISTICA 6.0.

No experimento 2, foram consideradas duas situages: o desenvolvimento das larvas

submetidas ao periodo de inani¢do nos dias 3°, 5°, 8°, 12° e 15° dias e 0 desenvolvimento
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das larvas em &gua natural, juntamente com as larvas da situagdo anterior nos 3°, 5° e 8°
dias. O experimento com larvas cultivadas apenas em agua filtrada ndo foi submetido aos

tratamentos estatisticos por ter sido a origem do cultivo de inanic&o.

A variagdo do didmetro da carapaca dos juvenis em funcdo dos tratamentos também
foi comparada utilizando ANOVA Unifatorial (One-way), contendo este fator trés niveis:
&gua filtrada e adicdo de Dunaliella tertiolecta; &gua do mar natural sem enriguecimento
algal; e 4gua do mar natura com a adicdo de Dunaliella tertiolecta. Apenas esses
tratamentos foram utilizados porque somente nestes as larvas conseguiram alcancar a
metamorfose.

Antes de cada andlise, as premissas da ANOVA foram verificadas por meio do teste
shapiro wilk e cochrane, para a normalidade e para a homogeneidade de variancias,
respectivamente. Quando os dados ndo respeitavam o principio da normalidade, foi

necesséria a transformagdo dos dados em logaritmos (log (X + 1)).

RESULTADOS
O periodo reprodutivo de Encope emarginata € no final de outono e inicio de
inverno, para os espécimes da llha de Cabo Frio (RJ). Entre os dez individuos
provenientes de Sao Sebastido (SP), quatro fémeas responderam positivamente aos

estimul os, conferindo as duas popul agBes 0 mesmo periodo reprodutivo.
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Apbs 7 minutos da introducdo de cloreto de potéassio (KCl) 0,55 M, fémeas e
machos comegaram a liberacdo dos gametas. As fémeas apresentaram Ovulos com uma

coloracdo alaranjada (Fig. 8), enquanto que os espermatozdides, bege claro (Fig. 9).

Figura 8: Fémeas liberando 6vulos. Figura 9: Machos comecando a
liberac&o de gametas.

Dependendo do estado de maturagdo das gbnadas, uma fémea liberaem média, entre

68.000 a 1.400.000 6vulos, segundo contagens ef etuadas em NOSsos experimentos.

2.1. Descricao do desenvolvimento embrionario.

Os 6vulos desta espécie sdo circundados por uma membrana constituida por um
complexo polissacarideo glico-proteico chamado membrana gelatinosa (Fig.10). Seu

didmetro médio foi de 143 + 6,8um. Com observacBes microscopicas regulares, a
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membrana de fertilizagdo (Fig.11) foi observada 15 minutos apds ainseminagdo. A taxade

fertilizagdo estimadafoi >90%.

\-:" ; ‘;\
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Figura 10: ovulo de E. emarginata, Figura 11: Célula ovo com a
com a membrana gelatinosa (MG). membrana de fertilizagcdo (MF) e a

membrana gelatinosa (MG).

O processo de divisdo celular teve inicio 50 minutos apds a inseminacdo de
ovulos e espermatozéides, quando o zigoto se dividiu em 2 células. Uma hora e meia apos,
4 células; duas horas apds, 8 células (Fig.12). Duas horas e trinta minutos ap6s foram
observadas 16 células e 3 horas apds, 32 células (Fig. 13). A clivagem foi radial e
holobléstica. As primeiras duas divisdes foram iguais e meridionais. O estagio de moérula
foi alcangado 4 horas apos a inseminacdo. O inicio do estégio de blastula (Fig. 14) foi
alcancado em 5-6 horas, cuja caracteristica foi a formac&o da blastocele, desenvolvimento
dos cilios e o inicio da movimentacdo do embrido ainda dentro da membrana de
fertilizac8o. Esta movimentac8o comegou a se intensificar, e 9 horas ap0os a inseminacéo
houve o rompimento da membrana de fertilizagdo e a perda definitiva da membrana
gelatinosa (Fig.15). O estdgio de gastrula foi alcancado em 12 horas com inicio do
processo de invaginagdo do arquéntero (Figs. 16 e 17). Este estégio foi completado 15

horas e trinta minutos apds ainseminacdo (Fig. 18).
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Figura 12: Embrifes em vérios estagios do Figura 13: Embrido com 32 células.
desenvolvimento, com 2, 4 e 8 células.

Figura 14: Inicio de blastula

Fira 16: Inicio de nastrula - Figura 17: Gastrula, Figura 18: Final de gastrula.

2.2. Descrigéao do desenvolvimento larval

A partir do desenvolvimento larval utilizou-se &gua do mar natural sem

enriquecimento algal e o exame qualitativo desta agua indicou (em ordem decrescente de
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importéncia), a presenca de diatomaceas penatas dos géneros Navicula e Nitschia,
bactérias em forma de bastonete (principalmente Pseudomonas sp.), diatoméceas céntricas

(Chaetoceros spp.) e fitoflagel ados.

Seguindo o processo do desenvolvimento, a larva prisma (Fig. 19) foi alcancada
17 horas apés a inseminacdo, conferindo a larva uma simetria bilateral. Este é o estégio

inicial do desenvolvimento larval.

A larva pluteo apresentou o inicio dos 2 primeiros bragos (pos-orais) 25 horas apos a
inseminacdo (Fig. 20). Neste estdgio, 0 corpo apresentou um comprimento médio de

186,20 £ 3,94 um e 0 brago pos-oral 190,1 + 5,32 pm.

A larvapluteo com 4 bragos (1 par de bragos pés-orais (267,79 + 9,47um) e 1 par
de bragos anterolaterais (98,24 + 3,48 um)) teve inicio 40 horas apds. Esses bragos séo
sustentados por hastes fenestradas constituidas por carbonato de célcio (Fig. 21) e seu
corpo atingiu um comprimento médio de 247,27+ 7,43 um. A sobrevivéncia neste estégio

foi alta, alcangando 92%.

O aparecimento do terceiro par de bragos larvais (posterodorsais) se deu no 3° dia
apos a fertilizagdo, cujo comprimento inicial foi de 174,09 £ 4,67um (Fig. 22). Neste
estagio, 0 corpo apresentou um comprimento médio de 268,73 + 10,83 um e os pares de
bracos poOs-orais e anterolaterais apresentaram um comprimento médio de 286,01+
11,61um e 127,94 + 5,74 um respectivamente. A sobrevivéncia das larvas foi de 83%

neste estagio.

O 4° par de bracos (pré-orais) teve inicio no 5° dia, apresentando comprimento
médio de 104,61 + 4,42 um. O comprimento médio do corpo foi de 297,61 + 16,92 um. Os

bracos pos-orais anterolaterais e posterodorsais apresentaram comprimento meédio de



326,57 + 18,85 um; 156,97 £+ 6,94 um e 233,62 + 12,59 um respectivamente. N&o foram

observados sinais de mortalidade.

Ao final de oito dias, as larvas apresentaram os 8 bragos completos (Fig. 23). O
comprimento médio do corpo foi de 413,49 + 8,97 um. Os comprimentos médios dos
bracos ao final deste periodo foram: pos-orais (418,88 + 20,02 um), anterolaterais (192,62
+ 21,48 um), posterodorsais (380,69 + 10,25 um) e pré-oral (193,73 = 5,73 um). Aslarvas

alcancaram uma sobrevivéncia de 70% neste estagio.

Sob essas condi¢cbes de cultivo, o crescimento dos bragcos pés-orais (PO)
acompanhou a mesma tendéncia de crescimento do corpo durante os primeiros 8 dias da

culturalarval, como éilustrado nafigura 24.

As larvas de Encope emarginata apresentaram uma coloragdo transparente exceto
na regido onde se localiza o rudimento e uma pigmentacéo avermelhada concentrada no
corpo, nas extremidades dos bracos e ao longo da banda ciliada (Fig. 25). Uma viséo

ventral de uma larva com 8 bracos completos € mostrada na figura 26.

O inicio da reabsor¢do dos bracos foi observado 20 dias apés a fertilizagdo
(Fig.27) e o aparecimento dos primeiros pés ambulacrais iniciou 23 dias apés a fertilizagdo
(Fig.28). No 26° dia, as larvas haviam reabsorvido quase todos os bragos. Os primeiros
juvenis apareceram 30 dias apos a fertilizagdo (Figs. 29 e 30) apresentando um didmetro
médio de 331,30 + 18,97 um. A pigmentacdo avermelhada observada nas larvas foi
também observada no corpo dos juvenis. As figuras 31 e 32 ilustram esta pigmentacdo nas

faces aboral e oral respectivamente.

Portanto, as larvas cultivadas em laboratério, em &gua do mar natural sem
suplemento alimentar, sem esterilizagdo em luz ultravioleta e mantidas a temperatura de

23° C podem permanecer no plancton pelo periodo minimo de 23 dias, sob essas condi¢des
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de cultivo. A duragdo desta cultura foi de 85 dias. A taxa de sobrevivéncia dos juvenis foi

de 22%. A cronologia deste desenvolvimento larval estd organizada na Tabelal.

Tabelal: Desenvolvimento embrionério e larval de Encope emarginata (Leske, 1778), sob

condicdes controladas de laboratorio (23°C).

Estagios do desenvolvimento

Membrana de fertilizacéo
2 células

4 células

8 células

16 células

32 células

Moérula

Blastula (inicio)
Blastularotativa

Géstrula

Final de gastrula
Prisma

Pluteo (2 bragos)

4 bragos

6 bragos

Inicio de 8 bragos
8 bragos completos
Pés ambulacrais
Juvenil

23°C

15 min
50 min
15h
2 h
25h
3h

4 h
56 h
85h

12 h
15,5h
17h
25h
40 h
3dias
5dias
8 dias
23 dias
30dias
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Figura 20: Larva pliteo com o 1° par de
bracos (PO= pés-orais).

Figura 19: Larvas prisma

Figura 21: Larva plateo com 4 bragos Figura 22: Larva pluteo com 6 bragos
(PO= pobs-oral, AL= anterolateral); (PO= pé6s-ora, AL= anterolateral, PD=
HF= haste fenestrada e PP= processo posterodorsal).

posterolateral.



Figura 23: Larva equinopliteo com 8 bragos completos (PO= pés-ord,
AL= anterolateral, PD= posterodorsal, PR= pré-oral), PP= processo
posterolateral e C= comprimento mediano do corpo.
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Figura 24: Comparacdo entre o comprimento mediano do corpo (1um) e o
comprimento do braco pés-ora (um) durante os primeiros oito dias do
desenvolvimento larval, quando cultivados em agua do mar natural.



Figura 25: Larvas com pigmentagao Figura 26: Vista ventral de uma larva
avermel hada nas extremidades dos bragos. plUteo com 8 bragos.

Figura27: Larvasiniciando o processo de  Figura 28: Inicio do periodo metamorforfico
reabsorcao dos bracos. (PA= pés ambulacrais).

Figura 29: Juvenis apresentando lanterna  Figura30: Juvenis no sedimento.
de Aristételes (LA), pés ambulacrais (PA)
e espinhos (E).



Figura 31: Face aboral do juvenil mostrando a pigmentacéo avermelhada presente
tanto na carapaca quanto nos espinhos.

100 um

Figura 32: Face oral do juvenil mostrando a Lanterna de Aristoteles e a pigmentacéo
avermel hada presente tanto na carapaca quanto nos espinhos.

2.3. Estratégia alimentar das larvas de Encope emarginata.
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As larvas de E. emarginata desenvolveram todas as estruturas larvais (8 bragos) sem
a presenca de alimento externo, podendo permanecer por um longo periodo no plancton.
Porém, a partir desse estagio, as larvas necessitam de alimento para alcancar a
metamorfose. Nos trés experimentos que se seguem, as culturas foram mantidas a 23° C e
ndo houve esterilizagdo com luz ultravioleta nos diferentes tipos de &gua utilizados nos
tratamentos. A Tabela Il mostra a porcentagem de sobrevivéncia larval em cada um dos

experimentos.

2.3.1- Experimento 1: Variagdo da quantidade e qualidade na alimentacgdo larval.

Este experimento de nutri¢do larval, revelou que o crescimento das larvas de Encope
emarginata até o estagio de 8 bragos completos ndo é limitada pela quantidade de alimento
externo disponivel, possuindo reservas vitelinicas suficientes para construcéo de suas
estruturas larvais (bragcos). Entretanto, para alcancar a metamorfose, o aimento foi um
fator limitante. Em todos os tratamentos, o tempo de desenvolvimento larval foi
semelhante, estando o alimento presente ou ndo na &gua do mar. A sobrevivéncia larval
entre os tratamentos foi maior para as culturas mantidas em &gua do mar natural,
principalmente quando havia suplementacdo alimentar do que nos tratamentos com agua
filtrada.

No 1° tratamento (agua do mar filtrada sem enriquecimento algal), as larvas
construiram todas as suas estruturas, mas ndo se metamorfosearam, tendo sobrevivido por
23 dias.

- Noinicio da cultura, o corpo das larvas plUteo apresentou comprimento médio

de 185,90 £ 3,76 um e comprimento médio do braco 191,10 £ 5,64 pm.
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- 2° dia da cultura (larvas com 4 bragos), as larvas apresentaram comprimento
médio do corpo de 209,16 + 6,36 um e comprimento médio do brago 229,54 + 13,81 um.
A sobrevivénciafoi de 90%.

- 3% dia (larvas com 6 bracos), as larvas apresentaram comprimento médio do
corpo de 232,80 £ 10,55 pm e comprimento médio do brago 245,21 + 10,11 um. A
sobrevivénciafoi de 80%.

- 5° dia da cultura (inicio de 8 bragos), as larvas apresentaram comprimento
médio do corpo de 260,87 + 12,02 um e comprimento médio do braco 290,60 + 8,46 pum.
Neste estagio a culturateve uma sobrevivéncia de 72%.

- No 8° dia da cultura (final de 8 bragos), as larvas apresentaram comprimento
médio do corpo de 348,86 + 20,28 um e comprimento médio do brago 373,22 £+ 15,27 um.
A sobrevivénciafoi de 60%.

No 2° tratamento (dgua do mar natural sem enriquecimento algal), as larvas
construiram todas as suas estruturas e se metamorfosearam no 30° dia da cultura. Este
tratamento jafoi descrito anteriormente.

No 3° tratamento (&dgua do mar filtrada enriquecida com Dunali€ella tertiolecta), as
larvas ndo se metamorfosearam, mas sobreviveram por 30 dias.

- No inicio da cultura (larvas pliteo com 2 bracos), o corpo das larvas
apresentaram comprimento médio de 185,72 £ 2,85 um e comprimento médio do brago
193,44 + 4,32 pm.

- 2° dia da cultura (larvas com 4 bragos), as larvas apresentaram comprimento
médio do corpo de 238,82 + 6,48 um e comprimento médio do brago 252,67 + 6,64 um.

Neste estagio, a sobrevivénciafoi de 92%.



- 3° dia (larvas com 6 bracos), as larvas apresentaram comprimento médio do
corpo de 261,03 £ 15,22 um e comprimento médio do braco de 278,01+ 17,59 pum. A
sobrevivénciafoi de 82%.

- 5° dia da cultura (inicio do ultimo par de bragos), as larvas apresentaram
comprimento médio do corpo de 284,46 + 21,44 um e comprimento médio do braco de
304,14 + 25,14 um. A sobrevivénciafoi de 80%.

- 8° dia da cultura (8 bragos completos), as larvas apresentaram comprimento
médio do corpo de 363,03 £ 12,29 um e comprimento médio do braco de 402,54 + 24,45
um. A sobrevivéncia neste estagio foi de 75%.

No 4° tratamento (dgua do mar enriquecida com Dunaliella tertiolecta) as larvas
obtiveram maior sobrevivéncia, o corpo e as estruturas larvais alcancaram as maiores
dimensdes, incluindo os juvenis, comparando com os demais tratamentos.

As larvas apresentaram no inicio da cultura um comprimento médio do corpo de
185,24 £ 3,72 ym e comprimento médio do brago 189,43 + 4,89 um.

- No 2° dia da cultura (larvas com 4 bracos), as larvas apresentaram comprimento
médio do corpo de 255,45 + 5,37 um e comprimento médio do braco de 266,04 + 15,48
pum. A sobrevivénciafoi de 94%.

- No 3° dia (larvas com 6 bragos), as larvas apresentaram comprimento médio do
corpo de 266,99 + 8,02 um e comprimento médio do braco 280,75 + 6,69 um. As larvas
tiveram uma sobrevivéncia de 85%.

- No 5° dia da cultura (inicio do 4° par de bragos), as larvas apresentaram
comprimento médio do corpo de 303,30 £ 14,93 um e comprimento médio do brago

363,99 + 32,21 um. Neste estagio as larvas apresentaram uma sobrevivéncia de 95%.
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- No 8° dia da cultura (8 bragos completos), as larvas apresentaram comprimento
médio do corpo de 450,09 £ 24,05 um e comprimento meédio do brago de 479,99 + 20,14
um. A sobrevivéncialarval desde o seu inicio foi de 75%.

Os primeiros pés ambulacrais apareceram no 16° dia e os juvenis totalmente
formados no 25° dia. O didmetro médio das carapagas dos juvenis foi de 343,43 + 15,64
um e a sobrevivénciafoi de 32%. Esta cultura sobreviveu por 83 dias.

A cronologia do desenvolvimento larval dos 4 tratamentos estd sumarizada na

Tabelalll.

2.3.2- Experimento 2: Larvas submetidas ainanicao.
Tratamento 1: Larvas mantidas sempre alimentadas (agua do mar natural). Este

tratamento serviu como controle do tratamento de inani¢&o.

Neste tratamento, as larvas foram mantidas em dgua do mar natural e iniciaram a
cultura com um comprimento médio do corpo de 177,05 + 9,34 um e um comprimento

médio do brago de 189,23 + 10,45 pum.

- No 2° diada cultura (larvas com 4 bragos), o corpo das larvas apresentou um
comprimento médio de 240,52 + 6,51 um e comprimento médio de brago de 253,94 + 8,45

pum. A sobrevivénciafoi de 90%.

- No 3° diadacultura (larvas com 6 bragos), o corpo das larvas apresentou um
comprimento médio de 240,52 + 6,51 um e comprimento médio de brago de 253,94 + 8,45

um. A cultura apresentou uma sobrevivéncialarval de 85%.

- No 5° diada cultura (inicio do ultimo par de bracos), o corpo das larvas
apresentou um comprimento médio de 276,09 + 4,94 um e comprimento médio de braco

de 306,71 + 12,12 um. A sobrevivénciafoi de 72%.
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- No 8° dia da cultura (8 bragos completos), o corpo das larvas apresentou um
comprimento médio de 298,39 + 10,27 um e comprimento medio de braco de 330,99 +

15,43 ym. A sobrevivénciafoi de 70%

Nesta cultura, as larvas ndo acancaram a metamorfose, porgue houve mortalidade

total daculturaentre 0 10° e 0 11° dia, devido a problemas de contaminac&o.

Tratamentos 2 e 3. Larvas mantidas sempre em inanicdo (agua filtrada sem

suplemento alimentar) e larvas mantidas em um periodo de inani¢éo por 7 dias e a seguir
alimentadas. Esses tratamentos foram reunidos porque as larvas mantidas em um periodo
de inanicdo e depois alimentadas tiveram sua origem na cultura mantida em agua filtrada

(sempre em inani¢&o).

As larvas iniciaram esta cultura apenas em agua do mar filtrada, apresentando um
comprimento médio do corpo de 177,47 + 10,04 um e um comprimento médio do brago de

189,92 + 12,14 pym.

No 2° dia da cultura, o corpo das larvas apresentou um comprimento médio de
197,96 £ 14,54 pm e comprimento médio de braco de 201,81 + 17,62 um. A sobrevivéncia

larval foi de 84%

No 3° dia da cultura, o corpo das larvas apresentou um comprimento médio de
229,10 £ 4,46 pm e comprimento médio de braco de 231,32 + 6,22 um. Este estégio

apresentou uma sobrevivéncia de 70%.

Neste experimento, as diferencas de tamanho entre as larvas mantidas em agua
filtrada e natural comegaram a surgir a partir do 4° dia apos afertilizagdo, ou sgja, aslarvas
mantidas em &gua do mar natural apresentaram 4 bracos completos e 2 bragos comegando

a crescer, enquanto que as larvas mantidas em agua do mar filtrada em 1 um apresentaram
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um desenvolvimento mais lento (Fig. 33), com tamanho de corpo e braco pos-oral menores

comparado com as larvas cultivadas em agua natural (Fig. 34).
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Figura 33: Larvas com 4 dias cultivadas Figura 34: Larvas com 4 dias cultivadas em
em aguafiltradaal pm. aguanatural.

Sete dias apos a fertilizagdo, a cultura de larvas com égua filtrada em 1 um foi
dividida em duas. Um béquer contendo larvas mantidas apenas em égua do mar filtradaem
1 um (tratamento 2) e o outro, contendo larvas mantidas em agua do mar filtrada com a

adicado de 50 cels.ul™ de Dunaliella tertiolecta & cultura (tratamento 3).

Foi a partir do 9° dia que as larvas mantidas em &gua do mar filtrada em 1 pm
com a adi¢cdo de Dunaliella tertiolecta comegaram a apresentar o crescimento dos bragos.
A sobrevivéncia foi de 80% nesta fase. O comprimento médio do braco foi de 265,03 +
20,98 um e comprimento médio do corpo de 266,12 + 13,57 um. As larvas mantidas em

&gua do mar filtrada sem alimento continuaram pequenas, com crescimento lento.

As larvas mantidas em é&gua filtrada com adicdo de Dunaliella tertiolecta
continuaram o crescimento dos bracos e corpo, mas devido a falta do suplemento

alimentar inicial, o Ultimo par de bragos comegou a aparecer no 12° dia apds a
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fertilizagdo (comprimento médio do corpo de 317,83 + 13,85 pum e comprimento médio
do brago de 332,72 £ 8,82 um) e com 15 dias, as larvas nesta cultura j& apresentavam os
8 bracos totalmente desenvolvidos (comprimento médio do corpo de 381,44 + 30,06 pm
e comprimento médio do braco de 387,43 + 19,25 um). O aparecimento dos primeiros

pés ambulacrais teve inicio 28 dias apos a fertilizagéo.

Com 35 dias, a lanterna de Aristoteles pode ser observada nos juvenis. Esta
cultura teve uma sobrevivéncia de 5% e duracdo de 64 dias em relagdo ao inicio da

cultura.

Aslarvas mantidas em &gua do mar filtrada sem enriquecimento algal tiveram a duragéo
de 32 dias, sem ter completado o desenvolvimento dos 8 bragos larvais, por conseguinte
ndo alcancaram a metamorfose. A cronologia do desenvolvimento larval deste

experimento € sumarizadana Tabelalll.

As andlises estatisticas mostraram um crescimento significativo no corpo e no
braco das larvas (Figs. 35 e 36) ao longo de todos os estagios larvais (corpo: F = 213.8;
p < 0.00001; a = 0.01 / brago: F = 216.37; p < 0.00001; a = 0.00001), mesmo
permanecendo em estado de inanicéo até o 7° dia. A figura 32 mostra que ndo houve

diferenca de crescimento do brago entre 0 1° e 0 2° diada cultura (p = 0,20; a= 0.01).
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Figura 35: Relagdo entre o crescimento do corpo (1m) e o tempo de
desenvolvimento (dias) das larvas no tratamento de inanicao.
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Figura 36: Relagdo entre o comprimento do brago (um) e o tempo de
desenvolvimento (dias) das larvas no tratamento de inanicao.



As figuras 37 e 38 comparam 0 crescimento dos bragos larvais e do corpo
respectivamente, quando cultivados em agua filtrada e agua natural. A diferenca entre os
tamanhos das larvas ocorreu logo a partir do segundo dia da cultura (p<0.00001; a= 0.05).
Também, a partir do 3° dia, as larvas cultivadas em agua filtrada mostraram uma diferenca
no tamanho quando comparadas as larvas mantidas em égua natural. Essa tendéncia se

manteve ao longo do tempo.

Possivelmente, a interacdo estatistica registrada pela ANOVA (p = 0.0015; a =
0.05) deve-se a alteracéo de tendéncia que diferiu ao longo do tempo, cujo inicio foi

semel hante.

Aparentemente, o efeito entre os tratamentos foi mais intenso no tamanho do

braco do que no corpo das larvas (observagdo visua do gréfico).
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Figura 37: Comparacdo do crescimento do brago pds-oral ao longo do
tempo (dias), quando submetidos aos tratamentos de agua filtrada e agua
do mar natural .
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Figura 38: Comparacédo do crescimento do comprimento mediano do corpo
larva ao longo do tempo (dias), quando submetidos aos tratamentos de &gua
filtrada e em agua do mar natural.

2.3.3- Experimento 3: Larvas mantidas em &gua do mar sem a presenca de qualquer
particulaviva

As larvas mantidas nesta cultura, sem qualquer particula alimentar presente na
&gua, desenvolveram todas as suas estruturas, isto €, 0s 8 bragos completos no 9° dia apds a
fertilizac8o, diferentemente das demais culturas que alcancaram este estégio no 8° dia. A
partir dai, as larvas ndo foram capazes de desenvolver os pés ambulacrais, portanto, ndo se
metamorfosearam, indicando a necessidade que as larvas tém em consumir qualquer
particula viva. Esta cultura sobreviveu por 12 dias.

Em relacdo ao crescimento larval, foi 0 experimento que apresentou oS menores
resultados em relagdo ao comprimento do corpo e do brago pés-oral, quando comparados
com agueles obtidos nos tratamentos do experimento 1. No inicio da cultura, o corpo das

larvas apresentou um comprimento médio de 185,34 + 3,24 um e comprimento médio do
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brago de 189,42 + 4,43 um. No 2° dia da cultura, as larvas apresentaram comprimento
meédio do corpo de 207,73 £ 7,57 um e comprimento médio do braco de 214,50 + 7,75 pm.
No 3° dia, as larvas apresentaram comprimento médio do corpo de 238,44 + 6,36
pm e comprimento médio do braco 248,86 + 6,59 um.
No 5° dia da cultura, as larvas apresentaram comprimento médio do corpo de
265,32 + 7,37 um e comprimento médio do brago 275,25 + 8,87 um. No 8° dia da cultura,
as larvas apresentaram comprimento médio do corpo de 268,45 + 22,03 um e comprimento

médio do brago de 275,21 + 22,93 pm.

Andlises estatisticas para os experimentos 1 e 3.

Quando comparou-se o crescimento das larvas cultivadas sob diferentes tipos de
agua, obteve-se uma diferenca significativa entre as larvas cultivadas com &gua
autoclavada e agua filtrada, em comparagdo com 0s outros tratamentos (p<0.00001; a =
0.05). Essa diferenca se manteve ao longo do tempo de desenvolvimento das larvas

(p<0.00001; a= 0.05).

A partir do 3° dia de desenvolvimento larval, as larvas cultivadas em agua
autoclavada mantiveram um tamanho menor do que aquelas cultivadas nos outros
tratamentos (p<0.00001; a = 0.05). O mesmo ocorreu com as larvas mantidas em agua
filtrada, entretanto ao final do cultivo, as larvas voltaram a aumentar de tamanho, mas n&o
alcancaram as médias daguelas cultivadas com os tratamentos eficientes (p<0.00001; a =

0.05).

As larvas cultivadas em agua filtrada com adi¢éo de Dunaliella tertiolecta tiveram
o0 mesmo desempenho daquelas cultivadas em agua natural e natural com Dunaliella

tertiolecta. Essa tendéncia se manteve constante até o 5° dia. Entretanto, no 8° dia, as
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larvas cultivadas em &gua natural com adi¢cdo de Dunaliella tertiolecta mostraram melhor

desempenho (p<0.00001; a= 0.05).

Segundo as andlises estatisticas, houve uma interacdo entre os tratamentos dos
experimentos 1 e 3, provavelmente devido ao Ultimo estagio larval na égua do mar
autoclavada ndo responder na mesma tendéncia que os demais. Outra contribuicéo para
essa interacdo, possivelmente se deve as pegquenas variacfes registradas entre as médias

dos tratamentos, que mostraram tendéncias contrarias ao longo do tempo.

Entre os tratamentos do experimento 1 e 3, os melhores resultados de crescimento
de corpo e de bragos foram obtidos na agua do mar natural com Dunaliella tertiolecta,
seguido por &gua do mar natural, gua do mar filtrada e Dunaliella tertiolecta, e dgua do

mar filtrada em 0,80 um, em ordem decrescente de importancia (Fig 39 e 40).
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Figura 39: Comparagédo do crescimento mediano do corpo larval (um) ao longo
do tempo (dias), quando submetidos aos tratamentos de agua: autoclavada,
filtrada, filtrada com adicdo de Dunaliella tertiolecta, natural e natural com
adicdo de Dunali€lla tertiolecta.
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Figura 40: Comparacéo do crescimento do brago pos-oral (um) ao longo do
tempo (dias), quando submetidos aos tratamentos de agua: autoclavada,
filtrada, filtrada com adicdo de Dunaliella tertiolecta, natural e natural com
adicdo de Dunaliella tertiolecta.

Tabelall: Porcentagem de sobrevivéncialarval correspondente aos estagios
larvais alcancados em todos os tratamentos de agua utilizados.

Tratamentos Larvapluteo Larva Larvapluteo | Larvapliteo
de &gua do mar 4 bragos pliteo 6 |inicio 8 8 bracos
bracos bracos completos

Filtrada 90% 80% 2% 60%
Filtrada com Dunaliella 92% 82% 80% 75%
Natural 92% 83% 100% 70%
Natural com Dunaliella 94% 85% 95% 75%
Autoclavada 90% - - 52%
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Juvenis

Os tratamentos aplicados nos cultivos das larvas também surtiram efeito sobre o
tamanho do juvenil (figura 41). O didmetro da carapaga dos juvenis cultivados em &gua
do mar natural com adicdo de Dunaliella tertiolecta (351,53+15,94 um) foi
significativamente maior do que o didmetro dagueles cultivados sob 0s outros
tratamentos (F = 6,74; p = 0.008; a = 0.05), ‘agua do mar natural’ e ‘agua do mar
filtrada com adicdo de Dunaliella tertiolecta’. O didmetro da carapaca dos juvenis
cultivados sob ‘agua do mar natural (331,30+18,97 um) e ‘agua do mar filtrada com
Dunaliella tertiolecta (319,27+9,79 um)’ ndo pode ser considerado estatisticamente

distinto (p = 0.1956; a= 0.05), apesar da diferenca registrada entre as médias.

380 ¢
370 ¢
360 f

350 ¢

340 ¢

330 /
320 ¢

310 ¢

comprimento do corpo (pun)

300 f

290

filt+Duna natural nat+Cuna

Figura 41: Comparacdo do crescimento da carapaca dos juvenis (Um)
guando submetidos aos diferentes tipos de tratamento de égua (dgua do mar
filtrada com adicdo de Dunaliella tertiolecta, agua do mar natural e &gua
do mar natural com adicdo de Dunaliella tertiolecta).
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Tabelall: Cronologia do desenvolvimento larval de Encope emarginata apartir dalarva
plUteo com 4 bragos, de todos os experimentos realizados nos anos de 2006 e 2007

Estégios do Aguado| Aguado | Agua |Aguadd Aguado | Agua | Aguado |Aguado mar
Desenvolvimento] mar mar do mar mar do mar filtrada e
larval quando filtrada| filtrada+| mar |[filtrada| filtrada | mar | Natura + | autoclavada
cultivadosem  |em 0,80 50 natural | em em natural |5 celspl™|  (2007)
umatemperatural pm | cels.pul™ | (2006) 0,80 pm| 0,80 um | (2007) de
de 23°C. (2006) de (2007) +5 Dunaliellaf
Dunaliella cels.ul-1 tertiolecta
tertiolecta, de (2007)
apos Dunaliella|
periodo tertiolecta
de (2007)
inanicéo
(2006)
Larva pluteo
4 bracos 45h 45h 45h | 40h 40 h 40 h 40 h 40 h
Larva pluteo
6 bragos 3dias | 3dias | 3dias | 3dias| 3dias | 3dias| 3dias 3dias
Larva pluteo
inicio 8 bracos nao 12dias | Sdias | 5dias| 5dias | S5dias| 5dias 5dias
Larva pluteo
8 bragos nao 15dias | 8dias | 8dias| 8dias | 8dias| 8dias 9dias
completos
Pésambulacrais | Nado | 28dias | n&o néo néo 23 dias| 16dias nao
Juvenil nao 35dias nao nao nao 30dias| 25dias nao
DISCUSSAO
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As larvas de espécies planctotroéficas se desenvolvem a partir de évul os relativamente
peguenos, pouca quantidade de vitelo e prolongados periodos de desenvolvimento no
plancton (ALLEN & PERNET, 2007). STRATHMANN (1987) considera pequeno o diametro
dos 6vulos de equindides encontrados numa faixa entre 80 a 170 um. Dentro da ordem
Clypeasteroida, poucas espécies apresentam évulos grandes e algumas apresentam Ovulos
de tamanho intermediario e a maioria das espécies possui 6vulos pequenos. EMLET (1986)
considera gue os 6vulos de espécies planctotroficas possuem um didmetro médio de 116,9
um (entre 90-152 um), enquanto que, évul os de espécies lecitotroficas e com planctotrofia
facultativa possuem um didmetro médio de 285,3 um (entre 276-300 um). ECKERT (1995)
adiciona ao critério de tamanho do évulo/estratégia alimentar, o “tipo E. michelini”, cujo
didmetro médio € de 180,7 um (entre 174-190 um). Neste estudo, consideramos pequeno o
didmetro dos 6vulos encontrados para Encope emarginata. A tabela IV faz uma
comparagdo do didmetro de 6vulos de 11 ourigos irregulares encontrados na literatura,
sendo 6 espécies da familia Mellitidae, com aguele encontrado para Encope emarginata
neste trabal ho.

Segundo LAWRENCE & HERRERA (2000), os évulos sdo de coloragdo purpura para
Echinodiscus bisperforatus, ao contrario dos o6vulos de Dendraster excentricus e
Clypeaster subdepressus, cuja coloragdo vai do amarelo ao amarelo-alaranjado, tipico de
ovulos com alimentacdo planctotrofica. Esta coloragdo alaranjada foi encontrada para os
ovulos de Encope emarginata.

O desenvolvimento embrionario de Encope emarginata comparado ao de uma outra
espécie de ourico irregular tropical, Encope michelini, difere inicidmente quanto ao
diametro dos évulos, maiores para E. michelini (ECKERT, 1995). As culturas mantidas sob
as mesmas condigdes de laboratorio para as duas espécies, conferem a E. emarginata um

desenvolvimento mais acelerado até atingirem o estagio de larva prisma. A partir da larva
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plateo, E. michelini promove um desenvolvimento larval mais rapido, alcangando o dltimo
estdgio larval (pliteo 8 bragos) em 5 dias, contra 8 dias para E. emarginata. A
metamorfose de E. michelini é alcangada entre 10 a 11 dias (ECKERT, 1995), enquanto que
E. emarginata leva de 16 a 23 dias considerando as melhores condi¢des de cultivo. Essas
diferencas no tempo de desenvolvimento e crescimento larval entre as duas espécies,
podem estar relacionadas as reservas vitelinicas contidas em seus respectivos ovulos. Esta
hipétese foi confirmada com o trabalho de GEORGE et al., (1997) quando determinaram a
composicdo de ovulos e larvas de Encope michelini comprovando que os Ovulos desta
espécie possuem um investimento energético maior do que outros évulos com alimentacdo
planctotrofica. Trabalhos sobre alocagéo de energia estdo bem documentados na literatura
(BOIDRON-METARION, 1988; STRATHMANN €t al., 1993; FENAUX €t al., 1994; TAVARES &
BORZONE, 2006; REITZEL & HEYLAND, 2007; REITZEL & MINER, 2007).

MORTENSEN (1921,1937,1938) utilizou agua do mar natural em todos 0s seus
experimentos e conststou que esta possui aimento suficiente para que as larvas
sobrevivam, crescam e se metamorfoseiam com esta dieta devido a presenca de
protozoarios, bactérias e material organico particulado. Durante 0s experimentos com
E.emarginata no ano de 2007, foi possivel comprovar estatisticamente a evolugdo do
comprimento do corpo e do brago pos-oral medidos em funcdo do fator alimento. Nas
culturas mantidas em &gua do mar natural e &gua do mar natural suplementada com
Dunaliella tertiolecta, o crescimento e o desenvolvimento larval foram maiores,
alcancando a metamorfose e a obtencdo dos juvenis em um periodo de tempo menor
guando comparados aos outros tratamentos. Nos experimentos de ECKERT (1995) com
Encope michelini os resultados foram semel hantes.

Um fator importante no cultivo de larvas é a influéncia da quantidade de alimento na

sobrevivéncia e crescimento. OLSON & OLSON (1989) sugeriram que as larvas de
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equinodermos sd0 especialmente insensiveis a baixas concentragdes de alimento. ECKERT
(1995) demonstrou que uma concentracdo de 5 celspl™ de Dunaliella tertiolecta é
suficiente para cultivar larvas de Encope michelini. Neste trabalho, ndo foram observadas
diferencas na sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento das larvas quando cultivadas
em concentragdes de 50 celspl™ ou 5 celspl™ de Dunaliella tertiolecta, quando
adicionadas em &gua filtrada ou 4gua natural. REITZEL et al. (2005) utilizaram 2 celspl™ e
6 celspl™ para cultivarem larvas de outras duas espécies de clipeasterdides, Leodia
sexiesperforata e Mellita tenuis. Para as larvas de Encope emarginata, ndo foram
observados efeitos negativos quando cultivadas em atas concentragbes de Dunaliella
tertiolecta (50 cels.ul™). A concentracdo de 5 cels.ul™ de Dunaliella tertiolecta utilizada
nos experimentos de 2007 também ndo afetou o crescimento e o desenvolvimento das
larvas de Encope emarginata.

Se por um lado ECKERT (1995) nédo teve problemas com as atas concentragdes de
Dunaliella tertiolecta em seus experimentos, foram observados efeitos negativos em
relac@o a sobrevivéncia das larvas em todas as suas réplicas, ao utilizar atas concentracdes
de Isochrysis galbana em agua do mar natural. Segundo WiLsoN (1981), talvez esta
espécie de microalga possa expelir metabdlitos que sdo téxicos as larvas em atas
concentracOes larvais quando utilizadas em experimentos com &gua do mar natural.

Os resultados obtidos para a sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento das
larvas de E. emarginata revelaram gue esta espécie possui uma estratégia alimentar
planctotréfica porque suas larvas ndo constroem o rudimento (inicio do juvenil), nem
alcanca a metamorfose na auséncia de alimento. Entretanto, assim como ECKERT (1995)
descreveu para larvas de Encope michelini, as larvas de E. emarginata sdo diferentes das
espécies previamente descritas como planctotréficas porque desenvolvem todas as suas

estruturas larvais utilizando apenas seu material de reserva e ainda podem sobreviver por



um determinado tempo na coluna d’agua na auséncia de aimento particulado. Para
FENAUX et al. (1988), este € um resultado considerado raro porgue a maioria das larvas
planctotréficas interrompe o crescimento em um estagio inicial, quando na auséncia do
alimento. Seus experimentos de inani¢do com larvas de Paracentrotus lividus mostraram
gue as larvas (cultivadas apenas em agua do mar filtrada) cessaram seu crescimento apos 5
dias e ndo alcancaram o estagio de 4 bracos, demonstrando que larvas de Paracentrotus
lividus sdo altamente dependentes do alimento.

Segundo STRATHMANN (1987), as larvas de equinGides alocam mais energia nas
estruturas alimentares (bragos larvais ciliados e nas hastes internas que os suportam)
quando o alimento no ambiente € escasso. Quantificar o crescimento dos bragos é uma
forma de sabermos 0 quanto de energia a larva aloca em sua banda ciliada auxiliando na
alimentacdo (MCEDWARD, 1984, 1986a,b). Outras larvas de equinodermos de espécies
temperadas e tropicais tém demonstrado a capacidade de aumentar 0 comprimento da
banda ciliada para auxiliar na alimentacédo, sob concentragbes muito baixas de alimento
(HART & SCHEIBLING, 1988; STRATHMANN et al., 1992; MINER, 2003).

Os resultados dos experimentos de inanicdo de Encope emarginata sugerem a
existéncia de uma plasticidade fenotipica nas larvas considerando o fator alimento. Larvas
de Dendraster excentricus tiveram um comportamento semelhante (BOIDRON-METAIRON,
1988) apbs passarem por um periodo de inanic¢ao, parando seu desenvolvimento no estégio
pliteo de 4 bracos. Apos este periodo, voltaram a se alimentar produzindo larvas com
bracos maiores e um corpo menor. Para ECKERT (1995), esta plasticidade n&o ficou muito
clara em seus experimentos com Encope michelini. Os resultados gque ele obteve com as
larvas cultivadas em agua autoclavada em muito se assemelham aos resultados obtidos

com 0 mesmo experimento em Encope emarginata, quando as larvas apresentaram bragos
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menores do que quando foram cultivadas em é&gua filtrada sem qualquer suplemento
alimentar.

O desenvolvimento larval de E. emarginata cultivadas apenas em agua filtrada ndo
ultrapassou 0s primeiros 6 bragos nos experimentos realizados no ano de 2006, mas as
larvas sobreviveram por 32 dias. Estas ndo completaram o crescimento e desenvolvimento
dos 8 bragos larvais, por conseguinte ndo acancaram a metamorfose. Provavelmente, este
resultado estéd associado a pouca aocagdo de energia contida nas larvas. Portanto,
comparando os experimentos realizados nos anos de 2006 e 2007, os progenitores foram
diferentes, assm como, as culturas foram realizadas em meses diferentes de cada ano, o
gue pode ter influenciado nos resultados. Segundo MCEDWARDS (1984), o crescimento e
desenvolvimento larval de equindides até o estagio de 8 bragcos consomem muito menos
energia do que quando o rudimento esta sendo construido (inicio da metamorfose). A
atividade metabdlica chega mais do que triplicar durante este periodo. Esta relacéo pode
explicar os diferentes resultados apresentados para as larvas mantidas em agua do mar
filtrada nos experimentos de 2006 e 2007. Provavelmente nos experimentos de 2006, as
reservas vitelinicas dos progenitores foram baixas e, consequentemente, foram consumidas
nos primeiros estagios do desenvolvimento. Ja nagueles de 2007, a alocagdo de energia
provavelmente foi maior, promovendo a construgdo de todas as estruturas larvais, contudo
ndo se metamorfosearam.

O efeito que a aimentacdo tem no tempo de desenvolvimento larval planctotroéfico,
na sobrevivéncia e subseqiiente tamanho dos juvenis tém sido bastante estudado para um
grande numero de invertebrados marinhos (BOIDRON-METARION, 1995). As larvas
cultivadas em uma concentragdo maior de alimento reduzem o tempo do seu
desenvolvimento e do processo da metamorfose, produzindo juvenis com didmetros de

carapaca maiores, quando comparadas com larvas cultivadas em menor quantidade de
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alimento (ReITZEL et al, 2005). Experimentos utilizando alimentos de melhor qualidade
tém resultado em menores tempos de desenvolvimento €/ou tamanhos maiores de juvenis
(HINEGARDNER, 1969; ANGER €t al., 1986; MCEDWARD & HERRERA, 1999). Encope
emarginata teve seu periodo larval reduzido sob condigbes de maior quantidade e
gualidade de alimento. O mesmo foi observado para os juvenis resultantes desse tipo de
tratamento, cujas carapagas tiveram um crescimento maior, quando comparados aos outros
tratamentos.

O desenvolvimento aimentar lecitotrofico € incomum entre as espécies de
clipeasterdides (LAWRENCE & HERRERA, 2000). Espécies com planctotrofia facultativa tém
sido estudadas em algumas espécies de equindides (HERRERA et al., 1996) e nudibranquios
(KEMPF & HADFIELD, 1985; KEMPF & ToDD, 1989). Esses autores enfatizaram que esta
capacidade é uma adaptacdo das larvas as condi¢des limitantes de alimento. Segundo
EMLET (1986), a estratégia alimentar de planctotrofia facultativa até a metamorfose ocorre
apenas em uma Unica espécie de clipeasterdide, Clypeaster rosaceus.

ReEITZEL et al. (2005) utilizaram dois clipeasterGides subtropicais bem préximos
filogeneticamente, que diferem na quantidade de reservas vitelinicas para comparar 0s
periodos de aimentacdo facultativa: Mellita tenuis (possui Gvulos menores, pequeno
periodo de alimentagcdo facultativa) e Leodia sexiesperforata (possui Ovulos maiores,
periodo de alimentagdo facultativalongo). ECKERT (1995) ndo fez essa abordagem em seus
experimentos com Encope michelini. Em sua opini&o, a existéncia de diferentes estratégias
alimentares (facultativa, planctotrofica, planctotréfica de 6vulos grandes e lecitotréficas)
dentro da ordem Clypeasteroida indica que a distribuicdo das estratégias alimentares é
muito mais abrangente do que se pensava anteriormente.

Por saber que Encope michelini possui altos valores de lipidios, carboidratos e

proteina, provavelmente possui um longo periodo alimentar planctotrofico facultativo.

67



Ainda ndo podemos comparar esses resultados com as larvas de Encope emarginata
porque durante este trabalho ndo foram realizadas andlises do contetdo lipidico e de

carboidratos de seus dvulos e larvas, 0 que € essencia para esta avaliagéo.

TabelalV: Diametro dos ovulos (um), periodo larval (dias), temperatura da cultura (°C)
e referéncia de algumas espécies de ouricos irregul ares.
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CONCLUSOES

Didmetro | Periodo larval | Temperatura Referéncia
Taxa do 6vulo (dias) (°C)
(pm)

FamiliaMellitidae

Encope aberrans 190 6 27 Herreraet al. 1996
Encope michelini 170 9 27 Herreraet al. 1996

174 10 23 Eckert, 1995

Encope emarginata 143 23 23 Estetrabalho
Leodia 208 6.5 27 Herreraet al. 1996
sexiesperforata
Méellita 110 6 27 Herreraet al. 1996
quinquiesperforata
Mellita 110 7 27 Caldwell, 1972;
quinquiesperforata Emlet et al., 1987
Méellita tenuis 122 - - Reitzel et al. 2005
Familia
Clypeasteridae
Clypeaster 280 7 27 Emlet, 1986
rosaceus
Clypeaster 280 6 27 Herreraet al. 1996
rosaceus
Clypeaster 274 Miner et al.,2002
rosaceus
Clypeaster 150 11 27 Herreraet al. 1996
subdepressus
Clypeaster 150 16 27 Emlet et al., 1987
subdepressus
Familia
Dendrasteridae
Dendraster 118 38 12.5 Highsmith,1982;
excentricus Strathmann, 1987
Dendraster 118 21 15 Emlet et al., 1987
excentricu
Dendraster 128 - - Podol sky,2002
excentricu
Familia
Echinarachniidae
Echinarachnius 145 315 10 Harvey, 1956;
parma Emlet et al., 1987
Familia
Astriclypeidae
Astriclypeus manni 190 25 20 Tominaga, 1998
Echinodiscus 210 25 20 Tominaga, 1998

tenuissimus
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- Os 6vulos de Encope emarginata possuem um didmetro pequeno (de 143 pm, em
média), coloracdo aaranjada e sdo envolvidos por uma membrana gelatinosa. As desovas
podem ser numerosas dependendo do estado de maturagdo das fémeas. O desenvolvimento
embrionério € rapido e intenso com a membrana de fertilizagdo formada quinze minutos
apos a inseminagcdo dos gametas e a primeira divisdo celular ocorrendo 50 minutos apos.
Seu periodo embrionario dura pelo menos 16 horas.

- As larvas de Encope emarginata possuem quatro pares de bracos. pés-ord,
anterolateral, pré-oral e posterodorsal. S&o transparentes e apresentam uma pigmentacdo
avermelhada no corpo, nas extremidades dos bragos e ao longo da banda ciliada. As hastes
de sustentac8o dos bragos larvais sdo fenestradas, tipica das larvas de clipeasterdides. A
duracdo do periodo planctonico esta relacionada as particulas alimentares presentes na
coluna d’' &gua.

- As larvas de Encope emarginata ndo possuem alimentacdo planctotrofica
facultativa, pois apesar de construirem todas as estruturas larvais e sobreviverem sem a
presenca de alimento, ndo conseguem se metamorfosear na auséncia dele. Essas larvas
possuem habitos alimentares planctotréficos, porém, essa estratégia permite gue as larvas
permanecam por longos periodos sem se alimentar diretamente do plancton, utilizando
eneria apenas de suas reservas vitelinicas.

- As larvas de Encope emarginata apresentaram plasticidade fenotipica, alterando
suas estruturas larvais em fungdo da disponibilidade alimentar.

- Encope emarginata desenvolve larvas com um alto poder de disperséo devido as
caracteristicas de seus évulos, aliadas aos habitos alimentares larvais que determinam um

periodo de 23 dias no plancton.
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- Os juvenis apresentaram plasticidade fenotipica em funcéo do alimento disponivel e

mantiveram a pigmentagdo avermelhada encontrada durante o periodo larval em suas

carapagas.
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CAPITULO Il: VARIACOES MORFOLOGICAS INTERPOPULACIONAIS DE
ENCOPE EMARGINATA (Leske, 1778) AO LONGO DA COSTA BRASILEIRA,
ENTRE 13°SE 30° S.
RESUMO

Encope emarginata € uma espécie com ampla distribuicéo geogréfica (desde o Golfo
do México até a Argentina). Foram realizadas comparacbes morfologicas entre sete
populacbes entre Salvador (BA) e Rio Grande (RS) utilizando 33 pardmetros
morfomeétricos. A distancia entre as populacbes variou de 50 a 1.000 km. Andlises
multivariadas foram aplicadas para a comparagdo morfolégica das populagbes. A
regressdo de cada variavel morfométrica foi realizada através do primeiro fator da Analise
de Componentes Principais (ACP) responsavel por 82,8% da variacéo total, representando
o tamanho dos espécimes. As andlises canbnicas realizadas com os residuos da ACP
(variagdo livre do tamanho) separaram todas as populacdes nas duas primeiras variaveis
candnicas (75% da variagéo total), exceto aguelas populacbes geograficamente proximas
(Parati e Angra dos Reis). O padrdo de diferenciacdo parece estar associado com as
caracteristicas morfol 6gicas e condices ambientais. 0s espécimes provenientes da Bahia e
Espirito Santo apresentaram a lunula V mais comprida e o cana de drenagem V mais
largo; espécimes do Rio Grande do Sul e Parana apresentaram a carapaca mais espessa na
parte posterior e suas lUnulas s&o mais proximas ao madreporito, principalmente as |anulas
V e anal; entre as populagdes do Rio de Janeiro (Angra dos Reis, Parati e Ilha de Cabo
Frio), apenas os espécimes da Ilha de Cabo Frio mostraram as carapacas assimétricas, mais
espessas na sua parte anterior. Dois processos principais podem ser considerados para
explicar este padréo: diferenciacdo alopatrica através de barreiras para dispersdo larval e
fluxo génico e, a plasticidade fenotipica ocasionada por correntes marinhas e condicoes

térmicas que poderiam determinar a espessura da carapaca de Encope emarginata.

79



ABSTRACT

Encope emarginata has an extensive distribution range, from Gulf of Mexico to
Argentina. Morphological comparisons of seven populations from Salvador (BA) to Rio
Grande (RS) were based on 33 measured features. Distance between adjacent populations
ranged from 50 to 1,000 km. Species discrimination was assessed by means of the size-free
Canonical Variate Analysis (CVA). Regression of each morphometric variable on the first
factor provided by a Principa Component Analysis was calculated first to remove the
effect of size. Residuals were submitted to the CVA. All populations were discriminated in
thefirst two canonical variables (75% of total variation) except for the closest geographical
populations (Parati and Angra dos Reis). The pattern of discrimination seems to be
associated with morphological features and environmental conditions. specimens from
Bahia and Espirito Santo have longer lunule V and wider pressure drainage channel V;
specimens from Rio Grande do Sul and Parana were mainly distinguished by thicker tests
at the posterior part and high-domed. Their lunules are closer to the madreporite, mainly
regarding lunule V and the anal lunule; among populations from Rio de Janeiro (Parati,
Angra dos Reis and Cabo Frio), only specimens from Cabo Frio showed a contrasting
pattern with asymmetrical tests, thicker at the anterior part. Two main processes may be
considered for explaining the recorded pattern: allopatric differentiation through barriersto
larval dispersal and gene flow; and phenotypic plasticity regarding sea-water current and

thermal conditions that could determine test thickness in Encope emarginata.

Key words: Encope, populations, phenotypic plasticity, morphological features, barriers.
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INTRODUCAO

Comparar as caracteristicas anatbmicas dos organismos tem sido tema central do
estudo da biologia comparada através dos séculos. A classificagdo taxondmica dos
organismos e a compreensdo da diversidade da vida bioldgica foram historicamente
baseadas nas descri¢bes da morfologia

Os estudos morfolégicos incluiam dados quantitativos para uma ou mais variaves,
sumarizadas em valores médios e comparados entre os grupos (Bumpus, 1898). Distancias
lineares de medidas como, comprimento, largura e altura, eram utilizadas nas analises.
Com essas abordagens, a covariancia das medidas morfolégicas era quantificada e os
padrdes de variagdo dentro e entre as amostras podiam ser determinados.

O desenvolvimento de métodos estatisticos tais como: coeficiente de correlagdo
(PEarRsON, 1901), andlises de variancia (FISHER, 1935) e anadlises de componentes
principais (PEARSON, 1901; HOTELLING, 1933) foram fundamentais no desenvolvimento
dos estudos morfométricos. Nesse periodo, a biologia passou de um campo descritivo para
uma ciéncia quantitativa, o que BOOKSTEIN (1998) chamou de “revolucdo quantitativa’.

Nas décadas de 60 e 70 do século XX, a descricdo quantitativa da morfologia
combinada com analises estatisticas descrevia padrfes na variagdo da forma, dentro e entre
0s grupos. Esta abordagem foi chamada de morfometria tradicional (MARcuUS, 1990;
REYMENT, 1991) ou morfometria mutltivariada (BLACKITH & REYMENT, 1971) que
consiste na aplicacdo de andlises multivariadas a um conjunto de varidveis morfol gicas.

Devido as medidas lineares estarem altamente correlacionadas com o tamanho
(BOOKSTEIN €t al., 1985), muito se fez no desenvolvimento de métodos capazes de retirar o
efeito do tamanho das varidveis da forma e explicar seus padrdes de variagdo (SUNDBERG,

1989; JUNGERS €t al., 1995).
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Por definicdo, a morfometria € o estudo da forma e sua covariagdo com outras
variavels (BOOKSTEIN, 1989, 1998; DRYDEN & MARDIA, 1998). Apés um estudo
morfomeétrico, as causas das diferencas na forma entre os organismos séo consideradas,
sejam elas ecoldgicas ou filogenéticas (MONTEIRO & REIS, 1999).

As populacbes de ourico-do-mar, freqlentemente, apresentam diferentes
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas de acordo com o0 ambiente em que vivem
(EBERT, 1996). Quando as populagdes ndo sdo geneticamente isoladas, as variagOes
observadas podem ser atribuidas as diferentes condicdes ambientais. Essas variagOes
podem afetar vérios par@mentros, tais como: taxa de crescimento, reproducdo e morfologia
corporal (REGIS, 1978; LUMINGAS, 1994; LozANO et al., 1995; TURON et al., 1995). Assim,
0s ourigos-do-mar podem adaptar seus parametros fisiol 6gicos em resposta a temperatura,
hidrodinamismo e, particularmente, a qualidade e quantidade de alimento disponivel
(LAWRENCE & LANE, 1982).

Outro fator que tem um forte impacto sobre a estrutura da carapaga e no padréo de
crescimento dos equinodermos é a poluicdo. A deformagéo causada na carapaga de ouricos
ndo esta relacionada apenas com as mudancas ambientais ou genéticas (DAFNI, 1983), mas
também por influéncia de atas concentragdes de substancias poluidoras. O crescimento
anormal da carapaca pode ser uma consequiéncia de for¢a mecanica, causando estresse nas
placas da carapaca. Esta forca pode ser gerada pelos musculos retratores da lanterna de
Aristteles (BOTTGER & KLINGER, 1998).

A morfologia de diversas espécies de bolachas-da-praia tem sido bem estudada
através de abordagens funcionais, ontogénicas e evolutivas. ALEXANDER & GHIOLD (1980)
estudaram a func&o das ltnulas de Méellita quinquiesperforata analisando seu crescimento

e desenvolvimento em espécimes mortos e vivos.

82



Os trabahos sobre hidrodinamismo realizados por TELFORD (1981), TELFORD &
HAROLD (1982) em muito contribuiram para a compreensdo da estabilidade das bolachas-
dapraa no sedimento. Em 1988, TELFORD realizou trabalhos envolvendo estudos
ontogenéticos e de evolugdo com as lUnulas dos melitideos.

TELFORD & Mool (1987) examinaram a relacdo entre as dimensdes de pddios e o
tamanho das particulas capturadas durante o processo de aimentagdo. Para esses
experimentos utilizaram as bolachas Méellita quinquiesperforata (que vive em sedimentos
de origem silicosos terrigenos) e Leodia sexiesperforata (que vive em sedimentos de
origem biogénico).

As bolachas-da-praia possuem uma morfologia rigida na sua carapaca, possuem
margens bem definidas e caracteristicas marcantes (tais como: lUnulas, recortes, sulcos
alimentares, boca, anus, petaldides, etc.) que podem ser facilmente identificadas. Neste
sentido, técnicas morfomeétricas sdo utilizadas para comparar variagdes morfol bgicas entre
populacbes (HAROLD AND TELFORD, 1990).

As espécies que possuem uma ampla faixa de distribuic¢éo geogréfica, como € o caso
de Encope emarginata, sdo boas candidatas a uma investigacdo exploratoria mais profunda
em sua variagdo morfoldgica porque as popul agbes podem estar sob diferentes condicdes
ambientais e, o fluxo génico pode ser um fator limitante entre algumas delas.

Nos oceanos, as barreiras fisicas para o fluxo génico sdo raras. Neles, 0s
microrganismos planctdnicos constituem uma biota caracterizada pelo alto poder de
dispersdo e altafecundidade (BENTON & PEARSON, 2001).

O surgimento do Istmo do Panama h& 3 milhdes de anos, € um exemplo de barreira
geogréfica ao fluxo génico. Ele isolou biotas entre o oceano Pacifico e o Mar do Caribe,
envolvendo espécies de peixes, ouricos-do-mar, crustéceos, entre outros, promovendo o

processo de especiacdo alopatrica (WEINBERG & STARCZAK, 1989).
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Fendmenos como a ressurgéncia também podem constituir em uma barreira ao fluxo
génico. O litoral sudeste brasileiro é caracterizado por uma ressurgéncia costeira na regiao
de Cabo Frio (23° S). A hidrologia local depende diretamente das condigOes
meteoroldgicas, onde o padrédo dos ventos € responsavel pela distribuicdo das massas
d’ &gua (Agua Costeira, Corrente do Brasil e das &guas profundas e frias da Agua Central
do Atlantico Sul) (VALENTIN & CouTINHO, 1990). Sob a influéncia dos ventos E-NE e,
como a plataforma continental é relativamente estreita nesta regido, a dgua superficia
costeira é deslocada para a direcdo leste, sendo substituida pela ACAS (Agua Central do
Atléantico Sul). Ao penetrar na camada eufética, essa massa d’' dgua sub-antéartica profunda
e friainfluencia a estrutura desse ecossistema costeiro (VALENTIN & COUTINHO, 1990).

Estudos feitos com populagbes da estrela-do-mar Coscinasterias tenuispina
(Lamarck, 1816) e do mexilh&o Perna perna (Linnaeus, 1758) naregido daressurgénciade
Cabo Frio e fora desta, mostraram gue o fluxo génico entre populaces € menor do que o
esperado para tais distancias geogréficas (VENTURA et al., 1998; SiLva, 2002). Um
fendmeno oceanografico como a ressurgéncia, que provoca alteracdes abidticas e bidticas
na massa dé&gua, pode funcionar como uma barreira geografica e influenciar na
diferenciac@o entre as populacfes de uma mesma espécie (VENTURA et al., 1998; SILVA,
2002).

A especiagdo no mar € pouco entendida, porque a biota marinha é constituida de
téxon com ata capacidade dispersiva, 0 que em principio proporcionaria altos niveis do
fluxo génico, com consequiente homogeneizagcdo das popul agdes, impedindo a formacéo de
novas espécies. A capacidade de dispersdo de um organismo marinho esta relacionada com
correntes e ondas, assm como o modo de reproducdo dos organismos, propagulos e

individuos, na coluna d’ &gua. Além disso, para que a dispersao se efetive em fluxo génico,



0S novos recrutas deverdo sobreviver até a idade reprodutiva (GOSLING, 1994; SILVA,

2002).

Em trabalho prévio com Encope emarginata, HOPKINS & VENTURA, 2001
encontraram diferencas morfol égicas entre as populagdes de Salvador e Rio de Janeiro. Na
ocasido, os autores enfatizaram a necessidade de estudos mais aprofundados (estudos de
genética de populacdes e morfométricos abrangendo um maior nimero de popul agdes),

paratestar a hipotese de existéncia de duas espécies diferentes na costa brasileira.
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OBJETIVO

- Analisar morfologicamente, sob a abordagem da morfometria tradicional, as populactes

de Encope emarginata em sete localidades da costa brasileira, entre 13° S e 30° S,

verificando aformac&o de eco-fendtipos ao longo da sua distribuicéo.
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METODOLOGIA
Area de Estudo

Para as andlises morfométricas foram utilizados entre 13 e 40 individuos
provenientes de sete localidades entre as regides sul, sudeste e nordeste da costa brasileira
abrangendo uma extensdo de 3.000 km (Tabela V). As distancias entre as populagdes
variaram entre 50 a 1.000 km (fig.42). Os espécimes provenientes do Espirito Santo foram
coletados na Ilha do Boi, Vitdria. Os do Cabo Frio foram coletados na I1ha de Cabo Frio.
Os espécimes das demais populagdes foram coletados anteriormente e pertencem a

Colecéo de Echinodermata do Museu Nacional, RJ.
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Figura 42: Mapa do litoral brasileiro mostrando a localizacdo das sete popul acbes
de Encope emarginata estudadas. Salvador (BA), Vitéria (ES), Ilha de Cabo Frio
(CF), Parati (PA), Angrados Reis (AR), Pontal do Sul (PR) e Rio Grande (RS).
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A localizagdo das populagdes, seus respectivos codigos e nimero de espécimes

utilizados nas andlises encontram-se na Tabela V.

Tabela V: Locaizagdo das populagdes, seus respectivos codigos e nimero de espécimes
(N) utilizados nas andlises.

Localidades Cadigos Coordenadas N

Rio Grande do Sul RS 33°12'15"S 052°42' 05"W 19
Parana PR 25°34'57"S 048°21'05"W 19
Parati PA 23°12'55”S  044°42' 40" W 13
Angrados Reis AR 23°06'34"S 044°12 42"W 40
Ilha de Cabo Frio CF 23°00'03"S 042°00'20"W 40
Espirito Santo ES 20°18'19"S 040°17'22"W 40
Bahia BA 12°56'36"S 038°30' 12"W 23

Analises morfométricas

Nas andises morfométricas, foram considerados 33 pardmetros baseados na
variagdo da forma da carapaca, posicdes e dimensdes das lUnulas e largura dos sulcos
alimentares (HAROLD & TELFORD, 1990; VENTURA et al., 2004). As varidveis e suas
abreviagoes estéo descritas na Tabela VI. As figuras 43a e b representam, respectivamente,
as faces oral e aboral de Encope emarginata, onde foram realizadas as medidas
morfométricas. A numeracdo segue o Sistema de Loven, no qual o ambulacro é
representado por a garismos romanos e o interambulacro por algarismos ardbicos. A figura
44 mostra as medidas da espessura maxima (MAX) e sua posicdo na carapaca
(POSTMAX). Para arealizacdo das medidas foi utilizado um paguimetro digital com 0,01

mm de precisao.
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Figura 43: Esquema de Encope emarginata. A —Vistaoral. B —Vistaaboral. Aslinhas
pontilhadas em vermelho sdo exemplos de medidas realizadas nas faces oral e aboral

de Encope emarginata para o estudo morfométrico.

Figura 44: Perfil transversal de Encope emarginata mostrando as medidas
da espessura méxima (MAX) e sua posi¢do na carapaca (POSTMAX).
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Tabela VI: Pardmetros morfolégicos utilizados na andlise morfométrica de Encope

emarginata.
Par ametr os Abreviaturas Descricoes
1. largurada carapaca Distancia entre a por¢do anterior e a posterior de
W maneira que passe pelo ponto central do individuo.

2. comprimento da Distancia entre o ambito do ambulacro 111
carapaca L (terminacéo anterior) e o ambito do interambulacro V

(terminagdo posterior)
3-5. comp. dos Desde a margem do peristdmio até o ambito dos
ambulacros| 11 elll A-1, A-2eA-3 ambulacros1,2e3
6-8. comp. dos Desde a margem do peristdmio até o ambito dos
interambul acros 3,4e5 [-3,1-4el-5 interambul acros 3, 4e5
9-10. comp. dasltnulas ~ ALL-IV e Medidas na face aboral
VeV ALL-V
11-12. largura das ALW-1V e M edidas na face aboral, passando pela metade da
lnulas IV eV ALW-V ltnula
13-14. posi¢éo das Desde a margem adapical aboral dalunulaaté o
linulas IV eV ALP-IVe  centro do madreporito

ALP-V
15-17. Area de drenagem Distancia maxima entre a area de drenagem e o sulco
11,1V eV PD-I11, PD-IV " gimentar, naface oral
ePD-V

Espessura da carapaca (“forma’) em sete (7) pontos

18-24. perfil longitudina ~~ =P-1 LP-2,  eqjiidistantes, passando por uma linhaimaginéria
LP-3, LP-4.LP-  desde 0 ambito do ambulacro 111 até o ambito do
5, LP-6eLP-7 interambulacro 5

Espessura da carapaca em 3 pontos equidistantes,

25-27. perfil transversal TP-1,TP-2e  |ocalizados no lado esquerdo da superficie aboral
TP-3 iniciando—se no ponto médio do eixo longitudinal e

indo perpendicularmente ao eixo até o ambito

esguerdo.

Espessura maxima do perfil vertical ao longo do eixo
28, espessura maxima MAXT anterior/posterior (do lado aboral ao oral)
29. comprimento da Comprimento da lUnula que se encontra abaixo do
|Gnula anal ANL UL anus
30. larguradalunulaanal Largura da lUnula que se encontra abaixo do anus

ANLUNW

Posicdo da lunula que se encontra abaixo do anus,
31. posicio daltnula ANLUNP  medida naface aboral desde amargem daldnula até
ana o centro do madreporito
32. posicéao das placas Medida a partir do centro do madreporito até o
apicais POSAP ambito do ambulacro 111
33. posi¢do da espessura Na superficie aboral € medido desde o &mbito

anterior até a posi¢cao da espessura maxima
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Dentre as andlises multivariadas, foram utilizadas a andlise de componentes
principais (“ACP’) (BOOKSTEIN et al., 1985) e a andlise de variaveis canbnica (“AVC")
com os residuos da ACP, pararetirar ainfluéncia do tamanho (RElIs et al., 1990).

A importancia de cada carédter, como discriminante dos espécimes, foi avaliada por
uma correl acdo (coeficiente de Pearson) entre os valores individuais canbnicos e os val ores
de caracteres de cada individuo (STRAUSS,1985). A probabilidade de cada coeficiente de
correlacdo (P < 0.05) foi calculada pelo método Bonferroni, usando o programa SY STAT

10.0.
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RESULTADOS

Um total de cento e noventa e quatro individuos de Encope emarginata foi medido,
apresentando um comprimento médio de carapaca de 101 mm. O primeiro fator da ACP
responsavel por 82,8% da variacdo total, representa o tamanho dos espécimes. As analises
canonicas realizadas com os residuos da ACP (variago livre do tamanho) separaram todas
as populagdes nas duas primeiras variaveis candnicas (75% da variagdo total), exceto para
popul agcdes geograficamente proximas (Parati e Angra). Ambas, MANOVA para todas as
variaveis (Wilks x = 0.025; Figs, 935y = 4.37;, p < 0.0001) e ANOVA para cada duas
primeiras variaveis candnicas foram significativas (CV1: Fg, 187 = 95.74, p < 0.001; CV2:
F 16, 187 = 54.41, p<0.001). A porcentagem meédia de contribuicdes corretas dos individuos
para as populagdes foi de 85%, exceto para a populacéo de Angra dos Reis com 58%.
Todas as outras populagbes mostraram valores entre 87% (Bahia) e 100% (Parati, Parana e
Rio Grande do Sul).

A varidvel Canbnica 1 esta associada principalmente pelas caracteristicas. espessura
da carapaca em 2 pontos situados entre o ambito da ambulacro |1l até o ambito do
interambulacro 5 (LP-3, LP-4 e LP-7), espessura maxima do perfil vertica ao longo do
eixo anterior/posterior (MAXT) e posicdo da lunula anal (ANLUNP). Entretanto, a
primeira variavel € uma combinagdo de caracteristicas relacionadas a espessura da
carapaca e a posi¢ao dalunulaanal.

A variavel Canbnica 2 esta associada a posicéo das lunulas IV eV (ALP-1V e ALP-
V), distancia maxima entre a area de drenagem V e o sulco aimentar (PD-V), largura da
lGnula V (ALW-V) e a espessura da carapaca em sua parte anterior (LP-1). Assim, a
variavel 2 é composta pelas caracteristicas marginais da carapaca (comprimento e largura)

(Tab. VII) (Fig. 45).
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O padrdo de distin¢cdo entre as populagOes parece estar associado com algumas
caracteristicas morfol dgicas. Por exemplo:

(1) os espécimes provenientes da Bahia e Espirito Santo possuem alunulaV (ALL-
V) mais comprida e o canal de drenagem V (PD-V) maislargo (Fig. 46 a,b);

(2) os espécimes provenientes do Rio Grande do Sul e do Paran& foram distintos
principamente pela carapagca mais espessa na parte posterior (LP-V) para os animais do
RS e mais elevada (MAXT) para os do PR (Fig. 47). Suas lUnulas s80 menos marginais,
isto € mais proximas ao madreporito, do que em outras populacbes, considerando
principamente altnulaV (ALP-V) ealtnulaana (ANLUNP) (Fig. 48);

(3) No conjunto de populagdes do estado do Rio de Janeiro, as de Angra dos Reis e
Parati mostraram grande semelhanca entre s e com alguma intersegdo com as demais,
assumindo uma posicdo intermedi&ria. Apenas os espécimes da Ilha de Cabo Frio
mostraram um padr8o contrastante, com carapagas assimétricas, mais espessas na parte
anterior (LP-2, LP-3 e LP-4) (Fig. 49).

Os resultados acima sdo mais evidentes quando apenas 0s centroides so representados
(Figura 50). Portanto, as duas principais varidvelis candnicas sdo uma combinacdo da
espessura da carapaga, caracteristicas marginais desta (raz&o largura/comprimento, posi¢éo

das lUnulas e comprimento dos sul cos alimentares).

Considerando a espessura da carapaga, uma assimetria marcante foi observada entre
as populagdes. A carapaca € mais espessa na parte anterior em espécimes da llha de Cabo
Frio. Por outro lado, a carapaca € mais espessa na parte posterior nos espéecimes
provenientes do Parand e Rio Grande do Sul. Todas as outras populacfes possuem

carapagas simétricas.
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Tabela VII: Coeficientes de Correlacéo de Pearson entre pardmetros morfolégicos e as
primeiras duas variaveis canonicas para espécimes de sete localidades diferentes ao longo
da costa brasileira. (*) relacionado a diferengas significativas (p < 0.05)/ (**) relacionado

as diferengas significativas (p<0.01).

Parametros
morfol 6gicos Cv1 Cv 2
L *0.246 0.082
w -0.133 0.202
A-1 **(.318 0.137
A-2 * 0.263 **(0.319
A-3 -0.147 -0.014
| -3 -0.054 ** 0.345
| -4 0.171 * 0.268
| -5 -0.223 0.215
ALL -1V *0.242 -0.213
ALL -V ** 0.413 ** .0.438
ALW- IV 0.008 -0.114
ALW -V 0.021 ** .0.425
ALP-IV -0.067 ** 0.616
ALP-V **.0.284 ** 0.435
P.D. -1l 0.058 0.066
P.D.-IV 0.214 -0.164
P.D.-V ** (0.360 ** -0.457
LP-1 0.221 ** .0.343
LP-2 ** .0.313 ** .0.299
LP-3 ** -0.639 0.194
LP-4 ** .0.765 -0.016
LP-5 -0.132 ** 0.342
LP-6 ** 0,311 ** 0,297
LP-7 ** 0.596 ** 0.302
TP-1 **(0.330 -0.050
TP-2 0.150 -0.029
TP-3 ** .0.441 0.122
MAXT ** .0.635 ** 0.286
ANLUL **0.313 -0.103
ANLUNW ** 0.381 0.085
ANLUNP ** .0.524 -0.021
POSAP -0.149 0.136
POSMAXT 0.127 0,091
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Figura 45: Andlises candnicas realizadas com os residuos da ACP (variagdo livre do
tamanho). AR= Angra dos Reis, BA= Bahia; CF= Cabo Frio; ES= Espirito Santo;
PA= Parati; PR= Parana e RS= Rio Grande do Sul. Os circulos e elipses representam
os intervalos de confianca. As elipses sd0 0s desvios padroes médios de cada
populagcdo. As figuras dos ouricos representam as variagOes das caracteristicas
principais (linhas e setas pretas). Setas voltadas para cima significam pontos mais
espessos ha carapaca. Setas voltadas para baixo significam pontos menos espessos
na carapaca. (*) indica aregido posterior da carapaca.
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Figura 46a: Espécime representante das populagdes da Bahia (BA) e Espirito Santo
(ES) que se caracterizaram por apresentar a lunula V (ALL-V) mais comprida e o
canal de drenagem V mais largo (PD-V). b: mostra o detalhamento dessas

caracteristicas.
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Figura 47: Espécime representante das populacdes do Rio Grande do Sul
(RS) e Parana (PR). Medidas de espessura da carapaca mais espessa na
parte posterior (LP-V) para RS e mais elevada (MAXT) para 0s espécimes
do PR.

Figura 48: Espécime representante da populagdo do Espirito Santo (ES)
que possui ltnulas mais proximas ao madreporito, principalmente alanula
V (ALP-V) ealtnulaanal (ANLUNP).
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Figura 49: Espécime representante da populagdo da Ilha de Cabo Frio
(CF). Carapacas assimétricas, mais espessas na parte anterior. Os
circulos em vermelho representam os 3 pontos do ambulacro I11, onde
aespessurafoi maior (LP-2, LP-3 e LP-4).
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Figura 50: Andlise discriminante dos residuos resultantes da analise fatoria
(ACP), representando os interval os de confianga das médias. AR=Angra dos
Reis, BA=Bahia; CF=Cabo Frio; ES=Espirito Santo; PA=Parati; PR=Parana

e RS=Rio Grande do Sul.
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DISCUSSAO

Diferencas morfolégicas entre populacdes de Encope emarginata provenientes do
Caribe e Brasil, ja foram registradas por HOPKINS & VENTURA (2001) e KUHAJDA &
HOPKINS (2004).

As analises bioestatisticas realizadas neste estudo indicaram que 5 das 7 popul agdes
de Encope emarginata sdo morfologicamente distintas. A diferenca entre as popul agdes
esta baseada principalmente na forma da carapaca (espessura e contorno) e na posicéo das
lGnulas em relagdo a0 madreporito. TELFORD (1981) e TELFORD & HAROLD (1982)
mostraram experimentalmente que a espessura da carapaca e a presenca de lUnulas séo
importantes hidrodinamicamente, impedindo que algumas espécies de bolachas-da-praia
(incluindo Encope emarginata), sejam desenterradas e arrastadas do sedimento em fungéo
da velocidade da corrente.

Utilizando um tanque de flume, TELFORD (1981) observou os efeitos hidrodinamicos
em Encope emarginata. Ele afirma que esta espécie se posiciona de forma
hidrodinamicamente estavel contra o fluxo de agua. Isto se deve a anatomia da carapaca
(inclinagdo suave na parte anterior e abrupta na posterior) e do contorno de sua superficie.
O fluxo principa circula rente as lanulas e recortes periféricos (ambitais) e pela lunula
anal, desde a superficie oral até a aboral.

Os espécimes do Rio Grande do Sul (RS) diferem dos demais pelo contorno de
superficie assimétrico, mostrando a regido anterior da carapaca plana e a regido posterior
abrupta. Contrariamente, os espécimes da Ilha de Cabo Frio (CF) foram distinguidos dos
outros por apresentarem um contorno de superficie assimétrico no lado oposto, ou sgja,
inclinagéo suave na regido posterior e abrupta na regido anterior. Além destas diferencas,

espécimes com maior altura de carapaca (mais convexas) foram encontrados no Parana
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(PR), regido sul da costa brasileira. Provavelmente, essas diferencas morfoldgicas tém
consequéncias funcionais quando consideramos as correntes de fundo em cada localidade.
TELFORD & HAROLD (1982) mostraram que, para Echinarachnius parma, a agua circula
suavemente em torno dos espécimes planos e mais espessos, embora menos convexos. Ao
contrério, turbuléncias ao redor de individuos mais convexos foram observadas
especialmente sobre a regido posterior da carapaca. Em geral, para bolachas-da-praia, o
fluxo d’'&gua circula mais rente as &reas da carapaca que sdo levemente mais inclinadas e
com curvaturas ingremes, como a regido dos petalGides, como demonstrado para Encope
emarginata, Leodia sexiesperforata e Echinarachnius parma (TELFORD, 1981).

Segundo TELFORD & HAROLD (1982), individuos muito planos e finos sdo mais
facilmente desenterrados pela velocidade das correntes do que agueles com maior
espessura. Embora os espécimes mais convexos possam ser estaveis em um fluxo de 55
cm.seg, eles também seriam deslocados sob condicBes com maiores velocidades de fluxo,
talvez porgue, estes individuos sdo cavadores menos eficientes do que 0S menos convexos.
Portanto, os primeiros podem ndo escapar de uma forte correnteza, ao contrario dos
individuos menos espessos que podem se proteger se enterrando no sedimento.

Os trabalhos experimentais de TELFORD (1981) e TELFORD & HAROLD (1982)
corroboraram o trabalho anteriormente realizado por DURHAM (1955), com a bolacha-da-
praia Dendraster, quando observou que a excentricidade do sistema apica e o
desenvolvimento maior dos sulcos alimentares no eixo posterior da carapaga (onde néo séo
afetadas pela forte acéo das ondas) est&o relacionados com seu habitat.

Os padrdes de diferencas morfoldgicas encontrados neste trabalho para Encope
emar ginata podem estar associados as diversas condi¢gdes ambientais, uma vez que as sete
populacdes estudadas estavam distribuidas ao longo em uma linha de costa maior que

2.500 km. Ao longo desta variagdo latitudinal, ha uma grande diferenca nas condigdes
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hidrogréficas e interacdo entre massas d agua frias e quentes (CASTRO-FILHO & MIRANDA,
1998).

Uma outra caracteristica importante na morfol ogia da carapaga das bolachas-da-praia
€ a presenca de lUnulas ambulacrais e de uma Unica lUnula anal, situada na regido
interambulacral. ALEXANDER & GHIOLD (1980) mostraram através de seus experimentos
gue as lunulas ambulacrais crescem alometricamente, aumentando seu comprimento muito
mais rgpido do que o didmetro do corpo do animal. SEILACHER (1979) sugeriu que as
[Gnulas podem resultar em um aumento alométrico na margem da carapaca. Ele também
observou gque algumas bolachas parecem mostrar uma alometria negativa da largura das
l[Gnulas. Se a lanula é aproximadamente comprida e estreita (ou segja, apresentando
alometria negativa para a largura e positiva para o comprimento) a geometria basica da
carapaga produz um aumento alométrico no seu perimetro (&mbito). Assumindo que as
taxas metabodlicas permanecam constantes, uma bolacha-da-praia sempre crescera suas
[Gnulas mai's rapidamente do que suas dimensdes lineares (SMITH & GHIOLD, 1982).

Neste trabalho, os espécimes da Bahia e Espirito Santo apresentaram a lUnulaV mais
comprida gquando comparadas as outras localidades, o que pode indicar uma alometria
positiva desta liinula tendo como consequiéncia 0 aumento da largura do sulco alimentar V.

Uma outra e importante questdo é aquela relacionada com o substrato que Encope
emarginata vive. De acordo com o critério adotado por CODDINGTON (1988), os individuos
pertencentes as ordens Cassiduloida e Clypeasteroida podem ser considerados bem
adaptados a vida nos sedimentos ndo consolidados devido ao seu mecanismo de captagcdo
de particulas alimentares através dos pddios. Os Clypeasteroida coletam e ingerem gréaos
gue estdo disponiveis, especialmente aqueles que estdo mais facilmente ap alcance dos
podios (TELFORD, 1990). TELFORD et al. (1985) relataram que Leodia sexiesperforata e

Encope michelini agregam altas porcentagens de fragcGes de particulas entre 100200 pm
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em seus sulcos alimentares. Leodia seleciona particulas entre 50-100 um, mas evita
particulas acima de 200 um. Encope michelini captura poucas particulas menores que 100
pum e agrega quantidades significantes (26%) de particulas maiores que 200 um. Em um
outro estudo com Leodia sexiesperforata e Encope michelini coletadas no mesmo
substrato, TELFORD (1990) assinalou que as duas espécies se alimentam de diferentes
fragbes de particula; 67% abaixo de 200 um para Leodia e 90% acima de 200 um para
Encope michelini.

Em uma comparagcdo de Encope aberrans com Encope michelini, PHELAN (1972)
considerou que essas espécies talvez tenham preferéncias por particulas de tamanho
diferentes e observou que as dimensbes dos sulcos aimentares e do peristoma eram
diferenciados. Ndo existem informacOes sobre esta preferéncia para Encope emarginata.
No entanto, andlises granulométricas do local onde foram coletados os individuos do
Espirito Santo (Ilha do Boi) identificaram uma granulometria média. Ja o sedimento da
I1ha de Cabo Frio (onde os espécimes foram coletados) foi caracterizado como areias finas.
O tamanho do grdo é importante, uma vez que as bolachas-da-praia ingerem o sedimento
(sua fonte aimentar). Como a regido dos sulcos alimentares seleciona 0s graos a serem
utilizados na alimentacdo, quanto maior for a granulometria do sedimento, maior seréa a
energia gasta para 0 desenvolvimento de uma ampla area de drenagem dos sulcos
alimentares. O padrdo morfométrico encontrado nos exemplares provenientes da Bahia
(BA) e Espirito Santo (ES) (lunula V mais comprida e sulco aimentar V mais largo)
parece ser, portanto, uma resposta ao tamanho do gréo caracteristico do substrato de cada
localidade. Provavelmente, o sedimento da localidade onde os espécimes da Bahia foram
amostrados (Praia da Ribeira, Salvador) possui uma granulometria similar aquela da Ilha

do Boi, considerando a alometria positiva paraaltnulaV nas duas popul agdes.
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RAUP (1958), investigando a relagdo entre a temperatura da dgua e a morfologia em
Dendraster encontrou carapacas mais espessas de Dendraster excentricus (Eschscholtz)
em é&guas mais frias. Nessa ocasido, esta correlagdo foi interpretada como resultado da
adaptacdo fenotipica a temperatura da agua. Resultados semelhantes foram encontrados
por LOHAVANIJAYA (1965) para Echinarachnius parma na costa Atléantica dos Estados
Unidos, ao comparar a morfologia desta espécie em seis localidades diferentes. Este estudo
indicou uma tendéncia que esses animais tém em desenvolver carapagas mais compridas
do que largas quando vivem em ambientes de aguas mais abrigadas e carapacas mais largas
do que compridas quando expostas em ambientes de maior energia. Esses resultados
sugeriram que, de alguma forma, as caracteristicas fisicas da &gua onde esses animais
vivem podem influenciar naforma da carapaga.

BORZONE & TAVARES (1996) encontraram diferencas morfométricas na carapaca de
Mellita quinquiesperforata em 3 praias do Parana e uma em Rio Grande (RS). Foram
encontradas diferencas significativas nas andlises separando totalmente os exemplares do
Rio Grande com os individuos oriundos das trés praias do Parana. Os autores sugeriram
gue o morfodinamismo das praias produz ecotipos com grandes diferencas na forma da
carapagca.

Considerando a temperatura das massas d’' &gua, as populagdes do sul (RS e PR) estéo
periodicamente sob a influéncia das massas d' &gua mais frias, enquanto gque as popul acdes
de Parati (PA) e Angra dos Reis (AR) estéo localizadas em uma regido onde a influéncia
de &guas frias é menos freqliente em pequenas profundidades (< 15 m). As populagdes
localizadas mais ao norte, Espirito Santo (ES) e Bahia (BA) est&o sob influéncia de massas
d"&gua mais quentes (CASTRO-FILHO & MIRANDA, 1998). Esses padrdes de diferencas

morfol bgicas podem ser interpretados como um cline morfol égico.
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Espécimes do Cabo Frio (CF) ndo se encaixam nesta hipotese de mudancgas graduais
na morfologia. Embora esta populagéo esteja localizada em uma regido tropical, ela sofre
influéncia de uma ressurgéncia costeira (afloramento da Agua Central do Atlantico Sul —
ACAYS) e, particularmente, o ponto de coleta desses individuos, € influenciado
(episodicamente) pelas &guas oriundas desse evento. Tal condi¢cdo hidrogréfica pode ser
leventada para explicar as diferencas morfologicas registradas nesta populacdo. A
presenca do fendmeno da ressurgéncia faz com que a agua do mar possua temperaturas
bastante frias, quando comparaveis com o restante da regifo (CANDELLA, 1999). A Agua
Central do Atlantico Sul (ACAS) tem como indices termohalinos os pares de temperatura e
salinidade (6,0°C; 34,6 unidade prética de salinidade) e (18,0°C; 36,0 ups). Na figura 51
estéo representadas as temperaturas e salinidades coletadas semanalmente no local de
coleta dos espécimes, entre 0s anos de 2000 e 2005. Nota-se que, na maior do tempo, as
temperaturas tendem a estar acima de 18°C, mas ha vérios pontos em que a mesma esta
abaixo desse valor, o que comprova a afirmativa acima (CANDELLA, comunicagdo pessoal).

Ensaios numéricos apoiados em medicdes de campo indicam que a localidade de
coleta pode estar sujeita a intensidades de corrente significativas em algumas situagoes,
tanto o sentido NE-SW quanto no sentido SW-NE. O primeiro caso, situagdo mais comum
e mais persistente, est4 relacionado com a intensificacdo do anticiclone semi-permanente
do Atléantico Sul, que gera ventos de nordeste (NE). Ja o segundo ocorre na passagem de
frentes frias, com ventos do quadrante sul, sendo eventos mais intensos e curtos gue o
anterior. Além disso, a corrente de maré também é relevante na hidrodindmica local,
contribuindo para intensificagéo das correntes naquele ponto (CANDELLA, comunicagdo

pessoal).
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Figura 51: Representacdo gréfica de temperatura (°C) e salinidade (ups) medidas
semanal mente entre os anos de 2000 e 2005, no local onde os espécimes de Cabo
Frio foram coletados. A cor azul é representada por coletas realizadas na
superficie da dgua e a vermelha, coletas de fundo. No gréfico da temperatura, a
linha preta corresponde a 17,5°C. No gréfico da salinidade, ainterrupgdo entre os
anos de 2004 e 2005 foi devida a perda das amostras.

Os espécimes do Cabo Frio apresentaram uma grande distin¢go na forma da carapaca
em relacdo aqueles das demais localidades, o que pode ser explicado pelos diferentes
eventos ocasionais do ambiente em que vivem, uma vez que estéo diretamente expostos a
baixas temperaturas e intensidade de velocidade de correntes elevadas, diferentemente das
demais praias que compdem as Enseadas do Arraid do Cabo, RJ. A influéncia desses
eventos hidrogréficos pode atuar ndo somente na morfologia dos adultos, mas também
diretamente nas larvas ali produzidas, limitando sua dispersdo para as populagdes da Ilha
do Cabo Frio.

CONCLUSOES
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- Os resultados deste estudo ndo permitem propor um complexo de espécies para
Encope emarginata. Entretanto, é possivel identificar pelo menos trés populagdes que
merecem uma investigagdo mais detalhada, sdo elas: do Rio Grande do Sul, do Parana e,
especialmente, da Ilha de Cabo Frio.

- Se por um lado ndo podemos afirmar que existe mais de uma espécie de Encope
emarginata ao longo de sua distribuicdo latitudinal (onde encontramos diferentes
condicdes hidrogréficas e interacdo entre massas d &gua frias e quentes), é provavel que
esta espécie tenha produzido eco-fenétipos com grandes diferencas na forma da carapaga,
ao longo de toda a extensdo de sua distribuicdo geogréfica.

- Comparagbes moleculares entre as populagdes de Encope emarginata sdo
necessarias para entender mais sobre a dispersdo e a identidade genética desses grupos
morfol ogicamente distintos.

- Existem dois processos para serem considerados na explicagdo desses padrbes
encontrados:. a diferenciacdo alopétrica, através de barreiras para a dispersdo larval e fluxo
génico, como é o0 caso da ressurgéncia de Cabo Frio; e a plasticidade fenotipica
considerando ndo sO as condi¢des termais e de correntes, mas também o substrato que
esses animais vivem. Essas caracteristicas sdo importantes e podem determinar a espessura
e aforma da carapaca de Encope emarginata.

- Os espécimes da I1ha de Cabo Frio apresentaram uma grande distin¢go na forma da
carapaca em relacdo as demais localidades, o que pode ser explicado pelos diferentes
eventos ocasionais do ambiente em gue vivem, uma vez que estdo diretamente expostos a
baixas temperaturas e intensidade de vel ocidade de correntes elevadas.

- Emborainvestigaces mais profundas na taxonomia ainda sejam necessarias,
essas evidentes diferencas morfol gicas entre popul agdes ao longo de sua distribui¢do

na costa brasileira sdo relevantes. A diversidade intraespecifica € considerada uma fonte
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potencia para a especiacdo. Por outro lado, a viabilidade de uma espécie também pode

estar relacionada a sua variabilidade.
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CONSIDERACOESFINAIS

- A morfologia da carapaca de Encope emarginata apresentou diferencas em 5 das 7
localidades estudadas, em uma linha de costa de quase 3.000 km. Esta diferenca poderia
ser ainda maior se a area de estudo fosse expandida devido as caracteristicas de cada
regido.

- De acordo com os caracteres morfométricos utilizados nesta andlise, o padréo de
disting&o entre as localidades parece estar associado a a gumas caracteristicas morfol ogicas
da carapaca. Essas localidades foram divididas em 4 grupos distintos: 1) Bahia e Espirito
Santo, 2) Cabo Frio, 3) Angrados Reis e Parati, 4) Parana e Rio Grande do Sul.

- Experimentos laboratoriais revelaram que as larvas de Encope emarginata possuem ato
poder de dispersdo, assim como, dependendo das condigdes ambientais, as larvas podem

permanecer no plancton por longos periodos.

- Para a populacéo da Ilha de Cabo Frio, que a partir dos resultados morfomeétricos foi a
mais distinta entre as 7 popul ages estudadas, 0s espécimes provenientes desta regido
mostraram a ocorréncia de fémeas maduras de Encope emarginata durante os meses de

junho, julho e agosto.

- Estudos sobre a ressurgéncia de Cabo Frio comprovam gque o ciclo desse fendbmeno tem
em média, a duragdo de 6 meses, com temperaturas da dgua do mar abaixo de 18°C,
durante os meses de setembro a fevereiro, e préximas a 23°C no restante do ano (marco a
agosto). Porém, no periodo citado, eventos episddicos de ressurgéncia podem ocorrer,
submetendo as larvas a condic¢des de baixa temperatura. Portanto, a temperatura da dgua do
mar parece ser o fator de distingdo entre a populagdo de Cabo Frio e as demais.

Considerando-se as correntes marinhas, em grande escala, a principal feicdo da costa
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brasileira € a Corrente do Brasil, com fluxo médio de nordeste para sudoeste. No entanto,
em pequena escala, as correntes costeiras sao influenciadas por diversos outros fatores,
como vento local, eventos remotos e maré, por exemplo. A presenca de ventos de nordeste
(NE), o mais frequente naregido de Cabo Frio, tende adirigir a corrente costeira para o sul
(na verdade, sudoeste). Nos meses de junho, julho e agosto, época em que foram
encontradas fémeas aptas a desovar, a freqliéncia da passagem de frentes frias naregido é
bastante intensa, com ventos de sudoeste associados, o que reduz a tendéncia normal de
transporte de larvas de norte para sul. Assim, adispersao larval pode se limitar as cercanias
dessa regido diminuindo o fluxo génico devido a esta pequena dispersdo. De qualquer
forma, estudos envolvendo marcadores molecul ares (aloenzimas ou DNA) dessa populagéo

de Encope emarginata deverdo ser realizados para comprovar ou ndo esta hipotese.

Quanto as demais populagdes, a formacdo de eco-fenotipos parece explicar as
grandes diferencas encontradas na forma da carapaga de Encope emarginata ao longo de

toda a extensdo latitudinal estudada.

117



