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Resumo

Testes embriolarvais de ourico do mar sao amplamente utilizados para
estimar os efeitos biolégicos dos contaminantes nos ecossistemas
marinhos. Devido as escassas informacdes sobre o desenvolvimento
embriolarvais de Echinometra lucunter e a necessidade de fornecer con-
fiabilidade aos testes de estagios iniciais da vida desta espécie, este
trabalho teve como objetivo elucidar o tempo e a caracterizagao de cada
fase embrionaria e larval de desenvolvimento desta espécie. O tempo
decorrido entre a fecundacéao e o inicio de cada uma das quatro primeiras
clivagens e o alcance dos estagios de morula, blastula e gastrula foram
determinados por meio de bioensaios de 36h, sob 27°C. A membrana de
fertilizacao apareceu cerca de 30 segundos apds a fertilizagdo. Embora
os lotes de ovos frequentemente mostrassem variagao no periodo entre
a fertilizacao e a primeira clivagem, seus estagios subsequentes foram
alcancados de forma homogénea. O desenvolvimento larval foi caracte-
rizado pelo aparecimento de 1, 2, 3 e 4 pares de bragos, respectivamente,
nos tempos de 24, 36, 168 e 264 horas apos a fertilizacdo. O ovo tinha
um didametro de 82um em média, enquanto no 23° dia apds a fertiliza-
¢ao, as pos-larvas metamorfoseadas atingiram, em média, um diametro
de 432um. Os resultados forneceram dados importantes para apoiar a
escolha de endpoints apropriados, que podem dar mais confiabilidade
aos testes de desenvolvimento embriolarvais que utilizam essa espécie.
Palavras-chave: Ourico do mar, Echinometra lucunter, embriotoxicidade,
embriolarval.
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Introdugao

do mar, os pepinos do mar e os ouricos do mar, sendo totalmente

diferentes dos demais invertebrados no que diz respeito a for-
macao do celoma, a ocorréncia de clivagem radial do ovo e a presenca
de um endoesqueleto calcario de origem mesodérmica (MELLO, 1989).
Entretanto, o desenvolvimento inicial dos equinodermos e dos cordados
€ muito semelhante quanto a formagao do mesoderma, do celoma e da
deuterostomia, 0 que sugere que estes grupos tiveram um antepassado
comum (RUPPERT et al., 2005). Tanto para vertebrados (SATOH, 1985),
quanto para invertebrados (MATSUMOTO et al., 1998), eventos em morfo-
génese e diferenciagao se iniciam em um tempo que depende do alcance
de certas condicoes fisiologicas, que por sua vez, sao influenciadas por
parametros ambientais. O inicio de cada evento do desenvolvimento
embriolarval e sua duracao pode depender do alcance de uma determinada
relacdo nucleo/ citoplasma (NEWPORT; KIRSCHNER, 1982), do nimero de
replicacdes do DNA (SATOH; IKEGAMI, 1981; SOLL, 1983) ou da flutuagao
no conteudo de radicais SH- em certas proteinas (DAN; IKEDA, 1971), nas
células em divisao; mas, até certo ponto, as relagdes desenvolvimento/
tempo podem ser bastante repetitivas e previamente estabelecidas para
cada espécie. Como as respostas a estressores dependem das condi-
coes fisiologicas dos organismos testes, torna-se importante definir, para
0 organismo selecionado, o tempo de duragao e a identificagao de cada
fase do desenvolvimento, no sentido de definir inicio e endpoint dos tes-
tes, para dar mais realismo as estimativas e prover maior protegao ao
ambiente (MATSUMOTO et al., 1998).

A metamorfose sofrida pela larva pldteus, por exemplo, € uma
das etapas mais intrigantes do desenvolvimento dos ouricos. Segundo
TOMMASI, (1966), a larva equinopluteus dos Echinoidea é a que apre-
senta maior diversidade de formas entre os Echinodermata. Apesar de ser
amplamente estudada, as informacdes a ela relativas, de modo geral, se
direcionam aos aspectos bioquimicos e citogenéticos, sendo poucos 0s
dados divulgadas sobre tempo de duragao desta etapa e suas respectivas
caracteristicas morfoldgicas; no caso da espécie E. lucumter, além desta
fase, ndo sdo conhecidos os "timings" das fases do desenvolvimento
embriolarval, importantes por serem relacionados a endpoints nos testes
de toxicidade (NASCIMENTO et al., 2002).

Devido a facilidade de se obter gametas, e de se consequir a fertiliza-
¢ao in vitro, os ourigos-do-mar tém sido utilizados pelo mundo inteiro em

O s membros mais conhecidos do Filo Echinodermata sdo as estrelas
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bioensaios embriolarvais (BEIRAS et al., 2001). O que caracteriza um teste
ecotoxicologico como uma boa ferramenta de avaliagdo ambiental, além
do dominio da técnica, é o conhecimento da espécie. Este conhecimento
abrange a ecologia do organismo, envolvendo nao apenas sua interagao
com o ambiente, mas dados relativos a todas as fases de vida. Portanto,
o estudo do desenvolvimento embriolarval auxilia a interpretagcao dos
resultados obtidos em ensaios e enriquece o “pool" de informagdes exis-
tentes. No caso da espécie E. lucunter, este estudo é o primeiro a abordar
estes aspectos, de importancia fundamental para a precisao dos testes
de toxicidade.

Metodologia
2.1- Obtencao dos embrioes

Os ourigos-do-mar adultos foram coletados nas praias do Farol
da Barra e Porto da Barra da cidade de Salvador, Bahia, Brasil, em uma
area considerada livre de poluentes industriais ou de efluentes domés-
ticos (NASCIMENTO, 2005). Para a obtengdo dos gametas seguiu-se o
método descrito por MENDES et al. (2018), onde 0,5ml da solugao de KCl a
0,5M foi injetada na regiao perioral do organismo, estimulando a liberagao
dos gametas. Existem varias abordagens descritas na literatura, contudo,
para a inducao das posturas, no caso do ourico do mar, a mais eficiente
€ o chogque osmotico descrito por Gago et al., (2009). Os embrides foram
obtidos misturando-se 1Tml da suspensao de espermatozoides para cada
100ml de uma suspenséao espessa de ovulos.

2.2 - Bioensaios

Para descrever as etapas do desenvolvimento embriolarval até
metamorfose, da espécie E. lucunter, foram realizados 5 bioensaios com
0 objetivo de identificar e situar temporalmente as principais mudancas
morfolégicas ocorridas. Um primeiro bioensaio foi realizado com obser-
vagoes, de 8 em 8 horas, quando os embrides eram fixados, (formol a 10%
em agua, v/v, tamponado com bdrax), e fotografados. Apds se determinar
0s principais estagios de desenvolvimento, outros testes foram realiza-
dos, com observacgdes a cada 6 horas, 3 horas e 1 hora, num periodo de 48
horas. Os ensaios foramrealizados em triplicatas, em recipientes contendo
100ml de dgua do mar (NASCIMENTO et al., 2002), com uma densidade
de 20 embrides/ml, sob salinidade 35, pH 8,0, OD >4,1 e temperatura 27 +
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1°C e um fotoperiodo de 12 horas claro/ 12 horas escuro. Nos primeiros 4
testes, realizados em periodos de 48 horas, 0s organismos expostos nao
foram alimentados.

Através das fotos, os estagios foram identificados e interpretados
com base em observagdes e bibliografia especializada. Nestes ensaios as
larvas consideradas anormais foram desprezadas. As etapas do desen-
volvimento larval até pos-metamorfose foram acompanhadas por um
periodo de 576 horas (24 dias), através de um outro teste, realizado com
duas réplicas. O ensaio foi realizado em aquarios, contendo 8 litros de
agua do mar, inicialmente com uma densidade de 10 embrides/ml, sob
salinidade 34 + 1, pH 8,1 + 0,5, OD > 4,0, temperatura 27 + 1°C e o foto-
periodo de 12 horas claro/ 12 horas escuro. As larvas passaram a ser
alimentadas apds 48 horas. O alimento diario consistia de microalgas
das espécies Isochrisis galbana, Chaetocerus gracilis e Chaetocerus cal-
citrans, sendo fornecidos 2 ml de cada tipo estando as mesmas numa
densidade de 25x105 células/ml, procedimento este sugerido por Tavares
e Rocha (2001). A 4gua utilizada nos aquarios era parcialmente (50%) tro-
cada a cada 72 horas. Apds 48 horas foi introduzida uma leve aeragao e,
no fundo de cada aquario, foi colocado um substrato rochoso.

O crescimento das larvas foi acompanhado, diariamente, através da
medi¢ao do comprimento do braco posterior de 50 larvas; nestes ensaios
as larvas consideradas anormais foram desprezadas. Durante este teste,
os organismos foram observados, medidos e fotografados a cada 24
horas, e os estagios foram identificados e interpretados, com o auxilio de
bibliografia especializada.

Resultados e discussao

3.1 Caracterizagao do desenvolvimento embriolarval: formagao
da larva Pluteus.

Um dos pontos criticos para a pratica de obtengcao de embrides
viaveis é o conhecimento do didmetro dos ovulos maduros. Os ovos dos
equinodermos tém um tamanho que varia de 60 a 200um de diametro,
contudo ja foram observadas espécies que possuem ovos acima de 0,5
mm de diametro (TYLER & TYLER, 1966). Essa variacdao pode ser sig-
nificativa em ovos de ourigos de um mesmo género, COmo ocorre com,
Heliocidaris erythrogramma e H. tuberculata que possuem respectiva-
mente ovos de 400 e 95um (THOMAS et al., 2001), ou ndo, como ocorre
com o género Echinometra, em que a Echinometra vanbrunti e E. viridis
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possuem ovos com didmetro de 70 e 91um, respectivamente (LEVITAN,
2000), enquanto que os ovos da Echinometra lucunter tiveram um dia-
metro médio de 82um, confirmando-se, com o presente trabalho, dados
anteriormente obtidos por outros autores (LEVITAN, 2000; THOMAS et
al.,2007; BOLTON; THOMAS, 2002) para a espécie.

0 ovulo possui uma membrana vitelina que envolve a membrana plas-
matica (Fig. 1). No momento da fecundagao, um processo na regido cortical
do évulo permite que a membrana vitelina se separe da membrana plasma-
tica, passando a ser denominada "membrana de fecundagao” (Fig. 2).

Figuras - 1 Ovulo do ourigo-do-mar Echinometra lucunter (Objetiva 40x / ocular
15x). 2 Ovulo e espermatozdides. Trinta segundos apds a fusdo dos gametas, a
membrana de fecundagao j& pode ser observada (Objetiva 40x / ocular 15x).

21,8um - 21,8um

Esse processo visa impedir que outros espermatozoides penetrem
no dvulo causando poliespermia (GARCIA: FERNANDEZ, 2003). A mem-
brana de fecundacao da espécie E. lucunter pode ser observada de 10 a
30 segundos, depois que 0s espermatozoides e 0s dvulos sao postos em
contato, por mistura das suspensdes de gametas.

Enquanto o zigoto da espécie Hemicentrotus pulcherrimus, sob
a temperatura de 20°C e com a remocao da membrana de fecundagao
por métodos quimicos, leva aproximadamente 5 minutos para a con-
cretizagao da primeira clivagem (MATSUMOTO et al., 1998), a espécie
Lytechinus variegatus, sem a remocao da membrana leva de 20-30 minu-
tos, a Anthocidaris crassispina, leva 60 minutos. Apesar de expostosauma
temperatura dentro da mesma faixa (25 a 28°C) utilizada para estas duas
espécies de ouricos do mar, os zigotos de Echinometra lucunter levaram
entre 60-90 minutos, apds o aparecimento da membrana de fecundagéo,
para completar a primeira clivagem (Fig. 3). Com duas horas pode-se
observar a segunda divisao (Fig. 4); com trés, pode-se verificar a terceira
divisdo (Fig. 5) e com quatro horas, o embrido j& se apresenta no estagio
de moérula (Fig.6 e 7).
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Figuras -3 Primeira divisdo, uma hora apds a fecundagao (Objetiva 20x / ocular
15x). 4 Segunda divisdo, duas horas apds a fecundacao (Objetiva 20x / ocular 15x).

3

51,49um

51,49um

Figuras - 5 Terceira divisdo, duas horas e meia apds a fecundacgéo (Objetiva 20x
/ ocular 15x). 6 Estagio de morula apds trés horas da fecundagao (Objetiva 20x /
ocular 15x).

51,49um

51,49um

Apesar de existir um plano geral de desenvolvimento embriolarval
dos ouricos-do-mar, ainda assim, existem pequenas diferencas entre as
espécies como, por exemplo, o tempo de desenvolvimento do embrido em
larva pluteus (Tabela 1).

Tabela. 1 - Espécies de ourigos e seus respectivos tempo para a formagéo dos
embrides em larvas pluteus.

Tempo para formagao

Espécies o e ol e Temperatura Referéncias
Z{ffgﬁgfg& i 20 horas 20-25°C  |Lee; Xu, 1984
Lytechinus variegatus 24 horas 250C Prosperi; Araujo, 2002
Anthocidaris crassispina 27-30 horas 26-28°C  |Kobayashi; Okamura, 2004
Echinometra lucunter 36 horas 27-28°C  |Este estudo
Paracentrotus lividus 72 horas 20°C Beiras et al,, 2001
Sphaerechinus granularis 96 horas D50@ Quiniou et al., 1998
gzrropnugé/igemrotus 96 horas PG Phillips et al., 2003
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Estes estagios sao influenciados principalmente pela tempera-
tura sendo que, consideradas as condicdes em que o organismo esta
adaptado, quanto menor for a temperatura, mais lento é o processo de
clivagem (SEWELL & YOUNG, 1999). A dependéncia da temperatura no
“timing"” das primeiras clivagens, inicio do movimento ciliar e da gas-
trulagéo foi estabelecida por MATSUMOTO et al., (1998), para o ourigo
Hemicentrotus pulcherrimus. Sob a mesma temperatura, dois “timers"
foram reconhecidos, o primeiro controlando o ciclo de divisbes e o
movimento ciliar, do inicio da fecundagao até a sétima clivagem, e um
segundo ciclo, comegando entre a oitava e nona clivagem, relacionado a
invaginacao das células mesenquimais na blastula, marcando o inicio da
gastrulacao.

Nas trés primeiras clivagens, a segmentacao € igual e radial. O ritmo
das divisdes sucessivas depende da quantidade de substancia de reserva
do ovo (KOBAYASHI; OKAMURA, 2004). Uma célula se multiplica, tanto
mais rapido, quanto menor for sua quantidade de vitelo. Os ovos dos
ouricos-do-mar sao classificados como oligolécitos, ou seja, pobres em
vitelo (GARCIA; FERNANDEZ, 2003). Apds as sucessivas divisdes celu-
lares, inicia-se a formacéao da blastula (Fig. 8); neste estagio, 0 embriao
adquire cilios, apresentando um movimento de rotagdo dentro da mem-
brana de fecundagao (MELLO, 1989). Esta membrana se rompe, liberando
o0 embrido, que passa a nadar livremente; € através do movimento ciliar
que o embrido nada e se alimenta (RODRIGUEZ, 2002). Exposta a uma
temperatura de 27°C, a espécie E. lucunter atinge este estagio com apro-
ximadamente 9 horas, apds a fecundagao.

Durante a gastrulacao, os folhetos sofrem uma invaginagao, for-
mando um arquéntero (intestino primitivo), dando origem a gastrula.
Neste estagio o embrido apresenta uma simetria bilateral, tornando-se
ligeiramente conico (Fig. 9 e 10) e a espécie E. lucunter atinge este estagio
em aproximadamente 15 horas, apos a fecundacao.
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Figuras - 7 Estagio de morula apés seis horas da fecundagao (Objetiva 20x / ocular
15x). 8 Nove horas de desenvolvimento; neste periodo os embrides ja apresentam
movimento livre- natante (Objetiva 20x / ocular 15x). 9 Embrido com doze horas,
em processo de formacgao da gastrula (Objetiva 20x / ocular 15x). 10 Embrides com
quinze horas, gastrula formada (Objetiva 10x / ocular 15x).

8.

51,49m 51,491m

51,49um 97,91um

’ o
)

Apos o estagio de gastrula o embrido comega a se desenvolver em
larva pluteus, apresentando uma forma triangular, que alguns autores
denominam como estagio de pré-pliteus (Fig. 11). O desenvolvimento
posterior envolve a formacdo de projecoes delgadas (bracos), prove-
nientes da parede corporal, caracterizando o estagio da larva pluteus
(FRANSOZ0; FRANSOZO-NEGREIRO, 2018) (Fig. 12). Vinte e quatro horas
apos a fecundagéo (1 dia), as larvas do ourigo-do-mar E. lucunter ja apre-
sentam 0s bracos posteriores, ou bragos anais, em desenvolvimento,
tendo a larva um comprimento médio de 152um (Fig. 12).

Os dois bracos posteriores, também denominados bracos anais, se
desenvolvem mais, enquanto os anteriores, denominados bracos orais,
apresentam um crescimento discreto (Fig. 13 e 14); a larva da E. lucunter
esta com 36 horas de desenvolvimento, quando os bracos anais atingem
um comprimento maior que o corpo do organismo. Depois que 0s bragos
posteriores estao bem desenvolvidos, os anteriores, que antes estavam
unidos, se separam de forma parcial e apresentam também um cresci-
mento (Fig 15 e 16), apds um periodo de 48 horas, desde a fecundagao.
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Figuras - 11 Embrido com vinte e uma horas, apresenta o formato de pré-pliteus,
adquirindo a forma inicial de larva pluteus(Objetiva 20x / ocular 15x). 12 Larvas
de E. lucunter com vinte e quatro horas (Objetiva 10x / ocular 15x). 13 Larvas com
vinte e sete horas, bragos posteriores, ou anais, curtos (Objetiva 10x / ocular 15x).
14 Larva equinopluteus, com trinta e seis horas (Objetiva 10x / ocular 15x). 15
Larvas equinopluteus com trinta e seis horas de desenvolvimento (Objetiva 4x /
ocular 15x). 16 Larva com quarenta e oito horas de desenvolvimento (Objetiva 10x /

ocular 15x).
11 12 I
51,49um 97,91um
13 14
97,91tm 97,91um
16
97,91um

Na fase em que as larvas de ourigo-do-mar possuem quatro bra-
cos (os posteriores, com um comprimento médio de 245 m), a superficie
do corpo é recoberta por cilios bem evidentes, associados a nervos que
lhes permitem gerar correntezas para capturar particulas alimentares,
conduzidas até a boca (RODRIGUES, 2002). Nesta fase apresentam uma
estrutura sustentada por espiculas, que darao origem ao esqueleto calca-
reo (FRANSOZ0O; FRANSOZO- NEGREIRO, 2018).
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3.2 Caracterizagao do desenvolvimento larval: das larvas
Pluteus a metamorfose

Neste periodo, o crescimento das larvas foi avaliado pelo comprimento
dos bracos posteriores, que tem servido de base comparativa em pesquisas
com estes organismos e que, por guardar uma relagao com o corpo da larva,
é uma informacao significativa (BEIRAS et al., 2001). A espécie Echinometra
lucunter apresenta um comprimento médio de 250um, quando exposta a
27°C por 48 horas. Comparativamente, a espécie Paracentrotus lividus é
maior, apresentando um comprimento médio de 300um, quando exposta
a 20°C por 48 horas (BEIRAS et al., 2001; RODRIGUEZ, 2002). Na larva de
Echinometra lucunter, com idade aproximada de trinta e seis horas, os bra-
¢os anteriores comegam a se desenvolver, sendo que com quarenta e oito
horas (dois dias) ja sao visiveis (Fig. 18). A larva continua o seu crescimento
tendo os bragos posteriores, neste momento, um comprimento médio de
250um. Para Echinometra lucunter , no periodo entre 48 e 96 horas pos
fecundagao, nao houve uma mudanca morfoldgica significativa, as alte-
ragbes sendo manifestadas apenas como crescimento, estando, neste
momento, 0 brago posterior com um comprimento de 34Tum.

Figuras: 17 Larvas de E. lucunter com 1 dia (24 horas). Apenas os bragos poste-
riores estao em desenvolvimento. Comprimento médio do brago posterior 152um
(Objetiva 10x / ocular 15x). 18 Larvas com 2 dias (48 horas). Bragos anteriores e
posteriores em desenvolvimento. Comprimento médio do brago posterior 250um
(Objetiva 10x / ocular 15x).
L 4

" g

97,91um 97,91um

No quinto dia, 120 horas apos a fecundacao, pode-se observar que,
parte do tecido lateral sofreu um intumescimento ficando mais cons-
picuo (Fig. 19), sendo que no sétimo dia (168 horas) j& se observa o
terceiro par de bracos, localizado entre os bragos orais e anais, € o inicio
do crescimento do quarto par de bragos, localizado proximo aos bragos
orais (Fig. 20 e 21). Neste periodo os bragos posteriores, ou anais, estao
com um comprimento médio de 363 e 457um, no quinto e no sétimo dia,

respectivamente.
- N
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Figuras: 19 Larva com 5 dias (120 horas). Bracos orais desenvolvidos e tecido
entre os bragos orais e anais com uma conspicuidade. Comprimento médio do
brago posterior 363um (Objetiva 10x / ocular 15x). 20 Larva com 7 dias (168 horas).
Presenca do terceiro par de bragos. Comprimento médio do brago posterior 457pm
(Objetiva 10x / ocular 15x).

19

97,91um 97,91um

As larvas que foram medidas estavam numa mesma fase de desen-
volvimento, sendo que em um mesmo pool, se encontravam larvas em
diferentes estagios. Apresentaram um crescimento significativo do brago
posterior entre o primeiro e oitavo dia. Este periodo também se caracteri-
zou pela ocorréncia de mudangas morfoldgicas sincrénicas entre as larvas.
Apo6s o oitavo dia, 0s organismos diminuiram o crescimento do brago
posterior, mas desenvolveram outras estruturas, além de, provavelmente,
acumular reservas para a metamorfose. Neste periodo as mudangas que
ocorriam nas larvas se tornaram menos sincronicas, sendo encontradas, no
décimo quinto dia, larvas com até 4 dias de desenvolvimento de diferenga.

Figuras: 21 Larva com 8 dias (192 horas). Os trés pares de bragos e inicio do desen-
volvimento do quarto par. Comprimento médio do brago posterior 498um (Objetiva
4x / ocular 15x). 22 Larva com 12 dias (288 horas). Achatamento da regido apical,

bragos desenvolvidos e presenca do quarto par de bragos, proximos aos bragos o

rais. Comprimento médio do brago posterior 535um (Objetiva 4x / ocular 15x).

r
21 22

164,9um 164,9um
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Do oitavo ao décimo primeiro dia a larva sofre gradativamente um
leve achatamento na regiao apical, sendo que neste tempo, o quarto par
de bragos ja pode ser observado, este bem menor e mais sutil que os
outros bragos (Fig. 22).

As alteracoes morfologicas ocorridas desde a fecundagao até o apa-
recimento do quarto par de bragos podem ser visualizadas na figura 23.

Figura 23 - Esquema do desenvolvimento embriolarval do ourico-do-mar E.

lucunter.

Ovo Blastula Gastrula Pos gastrula  Pré plateu Larva com 2 bragos
30 seg. 9 horas 15 horas 18 horas 21 horas 36 horas
Larva com O bragos Larva com 8 bragos Larva com 8 bragos

48 horas 168 horas 288 horas

Adaptado de: Mello, R. A: Embriologia Comparada e Humana.

No décimo quarto dia (336 horas) as larvas apresentavam o “corpo”
com um formato esférico, quando observadas lateralmente (Fig. 24). A
partir do décimo quarto dia os bragos posteriores ndo puderam ser medi-
dos devido as mudangas morfolégicas adquiridas pelas larvas, que nao
possibilitavam uma posigao confiavel para que a medicao fosse realizada.

Figuras: 24 Larva de E. lucunter com 14 dias (336 horas). Quatro pares de bragos
desenvolvidos. Vista frontal e lateral (Objetiva 4x / ocular 15x). 25 Larva com 16 dias
(884 horas). Aparecimento de uma estrutura na regido apical (Objetiva 4x / ocular 15Xx).
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No décimo sexto dia (384 horas) uma nova estrutura, na regiao
achatada, comecou a se desenvolver, apresentando um movimento de
abrir e fechar; neste periodo a quantidade de pigmentos produzida pelo
organismo modifica sua condigéo de translicido para opaco (Fig. 25).

A partir do décimo oitavo dia, as mudangas morfoldgicas apenas
sao realcadas; as larvas se tornaram mais escuras devido a quantidade
de pigmentos, o “corpo” se tornou mais esférico e 0s movimentos se
tornaram extremamente reduzidos, sendo mais comum 0s movimen-
tos ciliares. A partir desse periodo, se inicia um processo fundamental
para a metamorfose, envolvendo a reabsorcao dos tecidos; verifica-se
que os bracos comegam a diminuir gradativamente seu comprimento.
No décimo nono dia (456 horas apds a fecundagao) j& se observam
estruturas se movendo, tendo a forma de pés ambulacrais; no entanto, os
bracos posteriores e 0s anteriores, ainda que menores, estao presentes
(Fig. 26).

No vigésimo segundo dia (528 horas apds a fecundagéo) os bragos
haviam sido reabsorvidos; no entanto, permanecia a estrutura oral, Ultimo
orgao externo a desaparecer. O numero de pés ambulacrais aumentados,
eram dificilmente observaveis, pois permaneciam sempre proximos ao
corpo. O movimento da larva era realizado pelos cilios bem maiores e
numerosos (Fig. 27). Desse estagio em diante as larvas respondiam de
forma mais significativa a luz, expandido os pés ambulacrais quando
expostos a pouca luminosidade e retraindo-os, quando em presenca da
luz mais intensa.

Figuras: 26 Larva com 18 dias (432 horas) inicio da metamorfose. Poucos movimen-
tos e pigmentos em grande quantidade (Objetiva 4x / ocular 15x). 27 Larva pliteus
com 19 dias (456 horas). Presencga de pés ambulacrais (Objetiva 4x / ocular 15x).

26 -

27

164.9um 164.9um

A metamorfose terminou no vigésimo terceiro dia e po&de-se
observar as pos-larvas tendo as mesmas caracteristicas que descreve
Carpizo-ltuarte et al. (2002), ou seja, forma arredondada, caracteris-
tica dos ouricos-do-mar juvenis, com seus espinhos e pés ambulacrais
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claramente visiveis (Fig. 28, 29 e 30). Neste periodo a pds-larva de E.
lucunter tem em média, aproximadamente, 432, 25 m de didmetro. Foram
medidas seis pds-larvas apresentando um desvio padrao de 12,6. Os
dados sobre o crescimento larval podem ser observados na Figura 31 e
Tabela 2.

Figuras: 28 Larva com 22 dias (504 horas). Resquicio dos bragos orais e auséncia
dos outros pares de bragos (Objetiva 10x / ocular 15x). 29 Ourigo-do-mar E. lucun-
ter pés-larva com 23 dias (552 horas) de desenvolvimento. Fim da metamorfose.
Diametro: 432,25 m (Objetiva 10x / ocular 15x). 30 Ourigo-do-mar E. lucunter pos-
metamorfose com 23 dias, pés ambulacrais expandidos (Objetiva 4x / ocular 15x). 31
E. lucunter com 24 dias (576 horas) de desenvolvimento (Objetiva 10x / ocular 15x).
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Fig. 33 — Comprimento do braco posterior das larvas de E. lucunter em 13 dias.
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Tabela 2 — Crescimento do brago posterior das larvas pltteus em um periodo de 13 dias.

Tempo (dias) | Tempo (horas) | Média do comprimento (um) | Desvio Padrao
1 24 162,46 249
2 48 250,50 {162
5 2 320,04 185
4 96 341,46 194
5 120 363,30 26,0
0 144 402,36 27,1
7 168 457,06 Silil
8 192 498,54 B30T
9 216 510,52 a4
10 240 530,46 Bin5
il 264 535,08 36,2
i) 288 535,02 36,2
i3 312 536,70 374
14 336 2 -
5 360 2 -

- n&o foram medidos

As larvas de Paracentrotus lividus (RODRIGUES, 2002) permanecem
no plancton de 23 a 29 dias e, quando alcangam o tamanho aproximando
de 0,4 mm, sofrem a metarmorfose se transformando em juvenil, enquanto
a larva do ourico Salmacis bicolor sofre metamorfose em um periodo de
23 a 24 dias (AIAR, 1935). As larvas de Strongylocentrotus franciscanus,
S. purpuratus e Lytechinus pictus, em laboratério, alcangaram a fase de
pré-metamorfose em um periodo de 26, 21 e 22 dias, respectivamente
(CARPIZO-ITUARTE et al, 2002). Segundo PEARCE; SCHEIBLING (1991),
0s ourigos-do-mar sao induzidos a metamorfose com até 75 dias apos
fecundagao, embora possam ser estimulados pela presenca de algas.

Em ambiente natural a fase larval termina quando ocorre uma nova
metamorfose e o organismo se fixa ao substrato. Esta metamorfose é
induzida por fatores ambientais, que indicam a disponibilidade de um
habitat bentonico adequado. Algumas espécies buscam a presenca de
outros individuos da mesma espécie, algas ou microorganismos para a
“escolha" do lugar onde vao se fixar (McEDWARD; MINER, 2001). Segundo
RODRIGUES (2002), as primeiras fases da metamorfose ocorrem rapi-
damente, através de uma série de trocas morfoldgicas que transformam
a larva em um juvenil; todavia, mesmo que a reabsorcao dos tecidos
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larvais seja rapida, a formacao do intestino funcional do juvenil € um pro-
cesso lento; nesta fase o organismo se mantém através das reservas
adquiridas na fase larval. O recrutamento termina com éxito quando os
individuos conseguem superar 0s obstaculos de predacao, enfermida-
des, competicao, condigdes fisico-quimica e a metamorfose se completa.
O desenvolvimento pds-metamaorfico inclui crescimento e maturagao
sexual até alcangar o estagio de adulto (McEDWARD; MINER, 2001).

Consideracoes finais

A presente pesquisa mostrou, pela primeira vez para o ourigo do mar,
E. lucunter, a sequéncia de fases e seus respectivos tempos de duragao,
além da caracterizacao de cada uma destas fases, desenvolvidas sob
condigbes otimas de temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido,
conforme determinadas em trabalho anterior.

As primeiras trés clivagens ocorrem num periodo aproximado de 90,
120 e 150 minutos, respectivamente. O inicio da formagao da larva plu-
teus, numa temperatura de 27°C, foi estimada em 24 horas; no entanto
a mesma adquire uma forma mais completa (bragos posteriores longos
e anteriores desenvolvidos) em um periodo superior a 48 horas. Quando
formados, os bragos posteriores possuem um comprimento médio de
250 m (em um periodo de 48 horas, a uma temperatura de 27°C). A meta-
morfose se completou com 23 dias de desenvolvimento e a pos-larva
apresentava um diametro médio de 432,25 m com um desvio- padrao de
12 6

Os dados possibilitam uma acurada interpretacao dos resultados
obtidos em ensaios e enriquece o “pool" de informagdes existentes. No
caso da E. lucunter, este estudo € o primeiro a abordar estes aspectos, de
importancia fundamental para a precisao dos testes de toxicidade basea-
dos em respostas desta espécie a exposigao de contaminantes.
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