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RESUMO

Aegla castro Schmitt, 1942 é um caranguejo anomuro de ambientes limnéticos
encontrado, exclusivamente, em riachos relativamente bem preservados nos estados
de Sao Paulo e Parana, Brasil. O objetivo deste estudo foi analisar a maturidade
sexual baseada na morfologia macroscopica e histolégica, em uma populagéo de A.
castro, além de seu investimento reprodutivo e fecundidade. A analise da maturidade
gonadal foi feita por meio da visualizagdo macroscopica dos padroes de
desenvolvimento gonadal e de seus cortes histologicos. Para o investimento
reprodutivo e fecundidade foram analisadas fémeas aultas, incluindo fémeas ovigeras.
Os animais foram coletados no Rio do Couro (bacia do Rio Tibagi), municipio de Maua
da Serra, Parana. Os crustaceos anomuros coletados tiveram o sexo identificado em
campo e foram acondicionados em recipientes plasticos para transporte até o
laboratério, onde foram mantidos vivos em sistemas recirculados com filtragem
mecanica e biolégica com a finalidade de obtencdo dos dados biologicos, os
exemplares foram anestesiados, dissecados e as gbnadas removidas para o
processamento bioldégico. A partir das analises macroscépicas das gbdnadas as
fémeas foram classificadas em 4 estagios, rudimentar, em desenvolvimento,
desenvolvida e ovigera, de acordo com a coloragédo e o alcance das génadas nos
somitos abdominais. Um grupo de anomuros foi dissecado e suas génadas fixadas e
analisadas histologicamente. Para um outro grupo as génadas foram secas em estufa
a 72°C até a obtencédo de peso constante e pesadas em balanca de precisdo. As
gbnadas de A. castro ndo seguem os padrées macroscopicos decritos na literatura
para outras espécies. A anadlise histolégica evidenciou os estagios gonadais pela
caracterizacao dos diferentes tipos de células. A validagao dos estagios gonadais foi
feita pela comparacéao dos resultados histolégicos e macroscopicos os quais permitem
a avaliacao da atividade reprodutiva dos especimes vivos em campo, reduzindo assim
a quantidade de individuos sacrificados. Em relacdo ao investimento reprodutivo, A.

castro seguiu o padrao previamente descrito para outros decapodes com a variagao



inversa dos indices gonadossomatico (IG) e hepatossomatico (IH).O valor médio de
IG para a populagao estudada foi de 1,97%, enquanto os valores médios por classe
de tamanho nado variam entre as classes. Observou-se uma diferenga significativa de
volume e peso de gbnadas no decorrer do desenvolvimento. A fecundidade também
seguiu o padrao observado para outras espécies do género Aegla. A fecundidade
média geral da populagédo estudada foi de 119,7 (x 58,37) ovos por fémea ovigera.
Comparando-se os valores de IG, fecundidade e tamanho dos ovos entre espécies de
decapodes de diferentes habitats verifica-se que a estratégia reprodutiva de A. castro
(baixa fecundidade, com ovos grandes e desenvolvimento epimérfico) permite um
elevado sucesso reprodutivo, mesmo com valores de investimento reprodutivo

proporcionalmente baixos.

Palavras-chave: Aeglidae, maturidade sexual, ovos, reproducéo.
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ABSTRACT

Aegla castro (Schmitt, 1942) its a anomura crab of limnetic environments, found
exclusively in streams relatively well preserved on the states of Sdo Paulo and Parana.
The goal of this study was analyse the maturity gonadal macroscopic and histological
in a population of A. castro, by macroscopic visualization of the gonads and its
histological sections, besides analyzing its investiments of fertility and reproductive.
The animals were collected in the Couro River (Tibagi River basin), city of Maua da
Serra, Parana. A total of 239 individuals were collected, 93 males and 138 females.The
animals had the sex identified in field and were conditioned in plastic recipients to
transport to the lab, Where they were kept alive in recirculated systems for later
euthanasia, dissection and removal of their gonads. The macroscopic analyzes were
made by observation in field and again in lab. Through macroscopic analysis of the
gonads the females were classified in 3 stages, according to the color and the range
of the gonads in the somites abdominals. Posteriorly, the animals were dissected and
their gonads fixed ans analyzed histologically, for a group of individuals and for the
another the gonads were dried and weighed. Mascroscopically, the gonads of A. castro
do not follow the standards described for others species. Histologically, we could
distinguish the stages observed in the slides characterization of the different cell types.
By comparing macroscopic and histological analyzes, macroscopic analyzes can be
validated, allowing the evaluation of the reproductive activity of the animals in the field,
with live animals, thus reducing the amount of animals sacrificed in the future study.
For the reproductive investment, A. castro followed the expected pattern, with
Gonadossomatic index (IG) and Hepatossomatic index (HI) varying inversely. In
addition, its fecundity also followed the pattern seen in other species of the Aegla
genus. In addition, its fecundity also followed the pattern seen in other species of the
Aegla genus.The fecundity was 119.14, (+58.37) eggs following the pattern observed
for some species of the genus. Comparing the values of Gl, fecundity and egg size

among decapod species of different habitats and taxonomic groups, it is suggested



that the strategy of low fecundity with large eggs and epimorphic development allows

a high reproductive success, even with investment values proportionately low.

Keywords: Aeglidae, Gonads, Maturity.
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INTRODUGAO GERAL

Origem, Diversidade e Distribuicdo de Aegla

A familia Aeglidae Dana, 1852 é a unica da infraordem Anomura que
invadiu com sucesso os ambientes de agua doce. Além disso, assim como observado
nos caranguejos tricodactilideos (Magalhaes, 1991) e algumas espécies de camardes
Macrobrachium (Bueno e Rodrigues, 1995) os eglideos sao completamente
independentes do ambiente marinho para completar seu ciclo de vida, o que Ihes
permitiu a conquista de aguas continentais interiores (Rocha, 2007).

Trés géneros compdem a familia Aeglidae Dana, 1852. Dois géneros
monotipicos fosseis, Haumuriaegla Feldmann, 1984 e Protaaegla Feldmann et al.,
1998 e Aegla Leach, 1820, que € atual. A origem do grupo ainda é considerada incerta.
Alguns autores sugerem que o grupo se originou no Oceano Pacifico (Ortmann, 1902;
Pérez-Losada et al.,, 2004b) e outros sustentam a origem no Oceano Atlantico
(Schmitt, 1942; Ringuelet, 1949; Morrone e Lopretto, 1994). Algumas barreiras
ecolégicas e geograficas podem influenciar a area de ocorréncia das espécies,
podendo desse modo modificar sua dispersao. Estes tipos de eventos tornam dificeis
as estimativas de dispersdo, uma vez que as espécies e as barreiras nao sao
necessariamente formadas simultaneamente. As barreiras, por exemplo, podem ser
constantes ou aparecer e desaparecer com o tempo (Slatkin, 1987; Sobel et al., 2009).

Fésseis de Haumuriaegla glaessneri Feldmann, 1984 encontrados
em rochas marinhas, do Cretaceo tardio, em Cheviot, Nova Zelandia, reforcam os
argumentos de Ortmann (1902) de que os eglideos invadiram a América do Sul pelo
mar, na regido sul do Pacifico e estenderam entdo sua distribuicdo para o leste em
sistemas de agua doce, em diregdo a costa Atlantica. Fosseis de Protaaegla
minuscula Feldmann et al., 1998 foram encontrados em rochas sedimentares
marinhas, em pedreiras de Tepexi, México (Feldmann et al., 1998). Informacdes
moleculares e filogenéticas prospostas por Pérez-Losada et al. (2002a) reforcam a
ideia de que o género Aegla teria origem na regido sul-americana do Pacifico e,
posteriormente, teria se irradiado para outras areas. Segundo Pérez-Losada et al.
(2004b), a irradiagcao de ambientes marinhos para agua doce teria se iniciado ha pelo

menos 74 milhdes de anos (Cretaceo Superior- Paleoceno Inferior) em decorréncia
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de um evento de transgressdo marinha sobre vasta area do continente sul-americano,
do Norte para o Sul.

Atualmente existem 83 espécies de Aegla formalmente descritas
(McLaughlin et al.,2010; Bond-Buckup et al., 2010 a, b; Santos et al., 2009, 2010,
2012, 2013, 2014, 2015; Moraes et al., 2016) sendo que 52 delas ocorrem no Brasil
Moraes et al. (2016). S&o crustaceos de habitos bentbnicos e distribui¢cdo restrita as
regides temperadas e subtropicais da América do sul, abrangendo bacias
hidrograficas do sul e sudeste do Brasil, Chile, Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia
(Buckup e Bond-Buckup, 1999; Bond-Buckup, 2003). Os limites setentrionais e
meridionais da area de distribuicdo do género Aegla séo: latitude 20°S em Claraval,
com Aegla franca Schmitt, 1942, na Bacia Hidrografica do Rio Grande, nas divisas dos
Estados de Sao Paulo e Minas Gerais, regido Sudeste do Brasil (Bond-Buckup et al.,
2008; Santos et al., 2009; Oyanedel et al., 2011) e latitude 50°S na llha de Duque de
lorque, Chile com Aegla alacalufi Jara e Lopez, 1981 (Bueno et al. 2007; Oyanedel et
al 2011).

A area de ocorréncia de Aegla é muito semelhante a dos géneros
endémicos de lagostins de agua doce sul-americanos Parastacus Huxley, 1878,
Samastacus Riek, 1971 e Virilastacus Hobbs, 1991 sugerindo um trajeto semelhante
de colonizagdo. Na verdade, suas areas de ocorréncia se sobrepdem de forma tao
extensa que Riek (1971) sugeriu que a exclusao competitiva dos eglideos forgou os
lagostins para fora de corregos e rios, os quais apresentaram estilos de vida mais

entocados nas margens dos bancos de rios.

Habitat e Importancia Ecolégica de Aegla

Os eglideos sao encontrados, frequentemente, em rios de correnteza,
riachos com agua em movimento rapido e bem oxigenada, fluindo sobre estratos
rochosos. Possuem o habito de esconder-se sob pedras, no folhigco acumulado sob o
fundo ou até mesmo enterrando-se na areia (Burns, 1972; Rodrigues e Hebling, 1978;
Swiech-Ayoub e Masunari, 2001a). Sdo crustaceos bentbnicos que ocorrem desde
320 metros de profundidade em um lago chileno (Jara, 1977) até 4500 metros de
altitude no noroeste argentino (Bond-Buckup e Buckup, 1994). Segundo Riguelme e
Vargas (1959) e Bahamonde e Lopez (1961), caracteristicas como temperatura e
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concentracdo de oxigénio dissolvido na agua, podem estar dentre os fatores que
limitam a ocorréncia das espécies de Aegla nos rios e lagos da América do Sul.

Esses crustaceos sao considerados elos importantes em diversas relagdes
troficas do seu ecossistema. Sao considerados onivoros, comendo desde detritos
animais, como insetos que caem na agua e, também, suas larvas, tais como Elmidae
(Coleoptera), Chironomidae e Simuliidae (Diptera), Baetidae (Ephemeroptera),
Hydropsychidae e Glossosomatidae (Trichoptera), entre outros (Ayres-Peres et al
2006, Spies et al., 2006) e detritos vegetais, alimentando-se de partes de plantas em
decomposicédo, macrofitas e grandes quantidades de diatomaceas (Bahamonde e
Lopez, 1961; Rodrigues e Hebling, 1978;Bueno e Bond-Buckup, 2004b; Castro-Souza
e Bond-Buckup, 2004), larvas aquaticas de insetos, como dipteros (Bueno e Bond-
Buckup, 2004b) até larvas de pequenos invertebrados (Haig-Brown, 1954; Rodrigues
e Hebling, 1978; Magni e PY-Daniel, 1989). Além disso, servem de alimento para ras,
peixes, aves, jacarés e mamiferos (Arenas 1976, Magni e Py-Daniel 1989, Bueno e
Bond-Buckup 2004b, Santos et al. 2008; Medina, 1998), atuando assim, como
protagonistas na dindmica de nutrientes e no fluxo de energia dos ambientes onde
vivem (Esteves, 1988).

Durante o dia, geralmente, sdo menos ativos e procuram espagos
protegidos sob rochas, seixos e detritos que se acumulam no leito dos rios (Noro e
Buckup, 2002; Gongalves et al., 2006; Bueno et al. 2014). Durante a noite sdo mais
ativos, movendo-se em busca de comida, principalmente durante o periodo

reprodutivo (Sokolowicz et al., 2007, Bueno et al., 2007; Ayres-Peres et al., 2011b).

Atributos reprodutivos de Aegla
O estudo do ciclo reprodutivo de uma espécie engloba varios atributos
peculiares e por isso, necessita de diferentes linhas de investigagdo. Entre os
crustaceos, a caracterizagdo da maturidade, fecundidade, muda e ciclo de vida,
periodo reprodutivo, desenvolvimento gonadal e desenvolvimento embrionario, sao
necessarias amostras periodicas das populagdes (Gonzales-Gurrioaran, 1985).
A maturidade sexual em crustaceos foi classificada por Lopez-Greco e
Rodriguez (1999) e Viau et al.,, (2006) como: maturidade gonadal/ morfoldgica,
maturidade morfométrica e maturidade funcional. Para a maturidade gonadal /

morfolégica considera-se a observagdo macroscopica das gbnadas para analisar o



15

grau de desenvolvimento de fémeas e machos (Viau et al., 2006) e o grau de
desenvolvimento das células através de observagédo microscopicas (Sokolowicz et al.
2007; Viau et al., 2006). A maturidade morfométrica caracteriza-se pela analise do
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e sua comparagdo com
caracteristicas somaticas (Conan et al., 2001). O momento no qual ocorre o
desenvolvimento destes caracteres € chamado de muda da puberdade (Hartnoll,
1969). Os caracteres sexuais secundarios, geralmente utilizados em estudos estéao
relacionados a copula e a incubagao dos embrides, como a largura do abdémen nas
fémeas e o tamanho dos quelipodos nos machos, pois s&o utilizados para combate e
corte (Viau et al., 2006; Almeréo et al., 2010).

A maturidade funcional envolve a capacidade de ambos o0s sexos
participarem efetivamente no processo reprodutivo além da produgcdo de
espermatozoides maduros em machos ou ovécitos vitelogénicos nas fémeas A
principal caracteristica para a determinacdo da maturidade funcional é a observacao
de fémeas no estado ovigero (portando embrides no abdémen), bem como
observacao de copula e a existéncia de gametas viaveis (Hartnoll, 1969, Conan et al.,
2001; Viau et al., 2006).

Além das técnicas citadas acima, outras também podem contribuir para o
entendimento dos aspectos reprodutivos dos eglideos e outros decapodes. O indice
hepatossomatico (IH) e o indice gonadossomatico (IG) sao ferramentas comuns
utilizadas como métodos quantitativos para verificar o desenvolvimento gonadal
(L6épez-Greco e Rodriguez, 1999; Sokolowicz et al., 2006) e representam a
porcentagem desses 6rgaos em relagdo ao peso total do animal.

A reproducao em Aegla concentra-se predominantemente nos meses
mais frios do ano, podendo ser caracterizada como descontinua ou periddica.
Segundo Swiech-ayoub e Masunari (2001b), Fransozo et al., (2003b) e Takano et al
(2016), que estudaram populagdes de A. castro Schmitt, 1942, a espécie reproduz-se
durante os meses de abril a outubro. Até o momento, os unicos relatos de reprodugao
continua em eglideos foram feitos para Aegla platensis Schmitt, 1942 do Rio Grande
do Sul e Aegla uruguayana Schmitt, 1942, da Argentina (Bueno e Bond-Buckup,
2000b; Viau et al., 2006).

O desenvolvimento observado nos eglideos € do tipo direto (=

epimorfico),0s no qual estagios larvais ocorrem ainda dentro dos ovos e deles



16

eclodem formas juvenis, de habito bentbnico, morfologicamente semelhantes aos
adultos, porém estando ausentes caracteres sexuais secundarios e pares de
pleépodes, os quais sdo bem desenvolvidos em fémeas adultas (Bahamonde e Lopez,
1961; Bond-Buckup et al., 1996).

Diversos autores tiveram como foco o estudo dos juvenis de eglideos
(Verdi, 1985; Jara e Palacios, 2001; Lizardo-Daudt e Bond-Buckup, 2003; Lopez-
Greco et al., 2004, Silva et al 2017). Durante o desenvolvimento embrionario é
possivel reconhecer, no embrido em desenvolvimento, caracteristicas morfolégicas
que podem ser associadas a estagios larvais correspondentes aqueles observados
em outros decapodes (Lizardo Daudt e Bond-Buckup, 2003).

Essa estratégia de desenvolvimento envolve o aumento do tamanho dos
0VO0sS, que ocupam um maior espago no abdome das fémeas. No entanto, possibilita o
crescimento do embrido para posterior liberacdo de filhotes completamente
desenvolvidos, ao ambiente. Desta forma, os jovens recém-eclodidos permanecem
sob o cuidado da fémea, que os mantém na camara incubadora, formada pelo abdome
flexionado sob o préprio corpo, durante os primeiros dias de vida, em periodo que
pode variar para cada espécie (Rodrigues e Hebling, 1978; Swiech-Ayoub e Masunari,
2001a; Lépez-Greco et al., 2004).

Consideragoes Gerais

Esta dissertacdo de mestrado esta dividida em dois capitulos relacionados
a diferentes atributos da biologia reprodutiva de A. castro, a fim de facilitar a leitura e

também o encaminhamento de artigos para publicacdo.

No primeiro capitulo sdo apresentados aspectos da avaliagdo macros e
microscoépica do desenvolvimento das gbnadas de machos e fémeas. Os resultados
destes dois modos de analise sdo comparados entre si e com a literatura, visando
realizar uma descri¢ao detalhada da histologia das gbnadas, bem como avaliar a
confiabilidade de analises realizadas apenas macroscopicamente. Com isso,

contribuindo com informacgdes inéditas para a espécie.
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No segundo capitulo foram abordadas taticas reprodutivas como a
fecundidade e investimento reprodutivo. Para estas analises, foram utilizadas as
gbnadas e o hepatopancreas de fémeas de diversas classes de tamanho, para a
construcao dos indices gonadossomatico e hepatossomatico, assim como a contagem
dos ovos de fémeas ovigeras para a obtencdo das taxas de fecundidade. Os
resultados foram comparados com informagdes disponiveis para outros eglideos, bem

como para outros crustaceos decapodos.
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Capitulo 1: Ciclo gonadal de Aegla castro Schmitt 1942 (Crustacea, Anomura)

baseado em analises macro e microscopicas.

Resumo

Aegla castro Schmitt, 1942 pertence ao género Aegla e € uma espécie
endémica das regides sudeste e sul do Brasil, sendo encontradas e riachos de
corredeira com bastante oxigenacdo e substrato. Para esta espécies estao
relacionados trabalhos sobre periodo reprodutivo e descricdo de juvenis, sendo
poucos os que tratam de sua maturidade gonadal. Esta espécie em questéo € o objeto
deste estudo, o qual analisou e comparou a maturidade gonadal macroscopica e
microscopica. As coletas foram feitas no rio do Couro, afluente do Rio Preto, no
municipio de Maua da Serra, Parana, Brasil, nos anos de 2015 e 2016. Os espécimes
foram capturados com uma peneira e foram transportados até o laboratério da
Universidade Estadual de Londrina, onde foram acondicionados em sistemas
recirculados com filtragem mecanica e biolégica. Os exemplares foram sexados e
classificados macroscopicamente quanto ao estagio de desenvolvimento de suas
gbnadas. Trés estagios de maturacdo gonadal foram identificados
macroscopicamente. Tanto machos quanto fémeas foram dissecados para retirada
das gbnadas as quais foram fixadas em Bouin, durante 4 horas, incluidas em parafina,
cortadas com o auxilio de um microtomo, montadas em uma lamina, coradas com
hematoxilina e eosina , para posterior procedimento histolégico. Os cortes histoldgicos
permitiram observar uma sincronia entre os estagios e o desenvolvimento progressivo
das células ovarianas. Visto a impossibilidade de identificar macroscopicamente os
estagios de desenvolvimento das gbnadas masculinas, adotou-se uma abordagem
temporal, para a analise histolégica dos machos. Observou-se sincronia entre o

desenvolvimento testicular e o periodo reprodutivo da espécie.

Palavras-chave: Histologia, gbnadas, Aegla

Abstract

Aegla castro Schmitt, 1942, is endemic in the southeastern and southern regions of
Brazil. The collections were made in the River do Couro, a tributary of Rio Preto, in the
municipality of Maua da Serra, Parang, in the years of 2015 and 2016. The animals
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were captured with the aid of a sieve and transported to the laboratory of the State
University of Londrina, where they were packed in recirculated systems with
mechanical and biological filtration. The animals were sexed and classified
macroscopically as to the stage of development of their gonads. Females were
classified into three stages of maturation. The gonads were dissected and fixed for
later construction of histological slides. Histological sections showed a synchrony
between these stages and the progressive development of ovarian cells. Given the
impossibility of macroscopically identifying the stages of development of the male
gonads, a temporal approach was adopted for the histological analysis of males. There
was a synchrony between testicular development and the reproductive period of the

species.

Keywords: Histology, gbnads, Aegla

Introducgao

Os caranguejos anomuros da familia Aeglidae sdo encontrados
exclusivamente em ambientes de agua doce da América do Sul, ocorrendo em lagos,
rios de correnteza, arroios e rios de caverna. O género Aegla representa o maior taxon
de anomuros totalmente restrito ao ambiente limnico (Bueno et al., 2007; Francisco et
al., 2007), muito embora os registros fosseis sugiram uma origem marinha para a
familia (Feldmann, 1984; Feldmann et al., 1998).

A familia, representada por um unico género vivente Aegla, possui 83
espécies descritas (McLaughlin et al.,2010; Bond-Buckup et al., 2010 a, b; Santos et
al., 2009, 2010, 2012, 2013, 2014, 2015; Moraes et al., 2016). Porém, as descrigdes
de novas espécies ainda aparecem regularmente, indicando que o numero total de
espécies no grupo pode ser consideravelmente maior (Perez-Losada et al., 2004). Os
eglideos podem ser coletados durante todo o ano, embora em densidades menores
apo6s grandes periodos de chuva (Colpo et al., 2005).

As espécies do género geralmente estéo restritas a uma bacia hidrografica
ou a bacias contiguas, ou seja, sdo endémicas de sua regido o que demonstra a

fragilidade de sua existéncia (Takano, 2008).
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Aegla castro Schmitt, 1942 é endémica do Brasil e pode ser encontrada em
afluentes de ambos os lados da bacia do rio Paranapanema, regido sul do Estado de
Sao Paulo e regido central e norte do Estado do Parana (Bond-Buckup e Buckup,
1994). No Estado de Sao Paulo ha ocorréncias em ltatinga, Piraju e Ourinhos e no
Estado do Parana, nas cidades de Londrina, Castro e Ponta Grossa (Bond- Buckup e
Buckup, 1994). Todas estas localidades estdo integradas a bacia do rio
Paranapanema. Os estudos conduzidos sobre esta espécie centram-se,
principalmente, na estrutura populacional, periodo reprodutivo, maturidade
morfoldgica (Swiech-Ayoub e Masunari, 2001a, 2001b, Fransozo et al., 2003; Takano
et al., 2016) e descrigdo do primeiro estagio juvenil (Silva et al., 2017).

Em crustaceos, nem sempre existem caracteristicas externas como cor e
tamanho que, de maneira direta e inequivoca, informam sobre 0 momento exato em
que os individuos alcangam a maturidade sexual (Silva-Castiglioni et al., 2006) e o
desenvolvimento das génadas das fémeas pode ser acompanhado de modificagdes
que ocorrem durante o ciclo reprodutivo, como o ovario que apresenta modificacdes
como alteracdo na cor e no tamanho (Bueno e Shimizu, 2008; Grassé, 1996). A
compreensao dos fenbmenos relacionados a aquisicdo da maturidade sexual é
fundamental para a realizagdo de estudos aprofundados sobre o ciclo reprodutivo,
podendo ser utilizada, também, no manejo para preservagao de especies ameacadas
de extingao (Takano, 2008).

Segundo Lépez-Greco e Rodriguez (1999) e Viau et al. (2006), a
maturidade sexual em crustaceos pode ser classificada de acordo com os seguintes
critérios: funcional/fisiologica, alométrica/morfométrica e gonadal/histolégica

A maturidade funcional envolve a participagao efetiva de cada sexo no
processo reprodutivo. Na verdade, o principal critério para determinar a maturidade
funcional em crustaceos € a condi¢ao ovigera das fémeas (Hartnoll, 1969; Gonzalez-
Gurriaran e Freire, 1994; Ragonese e Bianchini, 1995; Lopez Greco e Rodriguez 1999;
Goshima et al., 2000) e a observagao da cépula (Berril e Arsenault, 1982; Robertson
e Kruger, 1994; Paul e Paul, 1996).

Segundo Castiglioni e Negreiros-Fransozo (2004), a maturidade
morfométrica esta relacionada com a mudancga no crescimento relativo de caracteres

sexuais secundarios, em relagdao a um carater somatico como referéncia, no inicio da
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maturidade sexual (como, por exemplo, a largura do abdome da fémea em relacao ao
comprimento da carapacga).

A maturidade gonadal relaciona-se a presengca de espermatides ou
espermatozoides no testiculo ou no vaso deferente em machos, ou ovdcitos
vitelogénicos em fémeas (Adiyodi e Subramoniam, 1983; Sastry, 1983; Lopez Greco
e Rodriguez, 1999). A descrigdo das génadas de decapodes com base no grau de
desenvolvimento torna-se confidvel quando se comparam caracteristicas externas
como cor e tamanho com caracteristicas histolégicas. Combinando observagdes da
morfologia externa das gbnadas com analises histologicas de ovécitos ao longo do
ciclo ovariano, nota-se que algumas modificagdes peculiares caracterizam o processo
em diferentes estagios. Na literatura, dificiimente encontram-se trabalhos sobre
eglideos envolvendo a maturidade gonadal relacionada a histologia, desse modo,
torna-se importante a aquisicdo de conhecimento nessa area.

Embora muitos autores utilizem analises macroscopicas, relacionadas
ao tamanho e coloragao das gbnadas de eglideos, para inferir estagios de maturidade,
0s poucos artigos disponiveis sobre Aegla que abordam aspectos da maturidade
histolégica sdo: Sokolowicz et al. (2007) que realizaram a caracterizagdo das gonadas
da espécie Aegla platensis ao nivel histolégico e, por meio da cor e do tamanho dos
ovarios, testiculos e vasos deferentes, a nivel macroscépico; Viau et al. (2006)
estimaram o tamanho do inicio da maturidade sexual em A. uruguayana baseados em
analises morfoldgicas, histolégicas e funcionais; Rocha (2007) realizou analises sobre
o periodo reprodutivo, fecundidade e observagdes macroscopicas e histoldgicas das
gbnadas de Aegla strinatii; Bueno e Shimizu (2008) estudaram o periodo reprodutivo,
fecundidade e tamanho médio da primeira maturidade sexual funcional em Aegla
franca. Com isso, se faz necessario aumentar o numero de estudos que permitam
avaliar a confiabilidade das analises macroscopicas utilizando diferentes técnicas de
analise, como as baseadas na histologia das gbnadas, uma vez que analises
macroscopicas podem ser realizadas em espécimes vivos, em campo, permitindo a
soltura subsequente dos exemplares e diminuindo o impacto de atividades de
pesquisa sobre as populacbes. Um cuidado de extrema relevancia no caso de
especies ameacadas e com elevado grau de endemismo.

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a maturidade sexual gonadal

do crustaceo A. castro com base no desenvolvimento gonadal (macroscopico e
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histoloégico), por meio da observacéo de suas células e comparagao com aspectos da
observagdo macroscopica.

Portanto, os objetivos especificos sao:

1. Classificar macroscopicamente as gonadas de A. castro, tanto
femininas quanto masculinas, quanto ao volume, coloracdo e alcance das
mesmas nos somitos abdominais para verificar seus estagios de

desenvolvimento.

2. Descrigao histolégica detalhada das génadas de A. castro, tanto
femininas quanto masculinas, para classificacdo dos estagios de

desenvolvimento das células reprodutivas, com base nos tipos celulares.

3. Comparacado de andlises realizadas com diferentes técnicas,
testando a hipotese de que os estagios de desenvolvimento gonadal
caracterizados macroscopicamente refletem adequadamente os estagios de

desenvolvimento das células germinativas.

Material e Métodos

Amostragem e analise macroscoépica

As coletas foram realizadas no Rio do Couro (23°57’S; 51°06'W), afluente
do Rio Preto (Bacia do Rio Tibagi), no municipio de Maua da Serra, Parana, Brasil,
nas 4 estagdes (inverno e primavera no ano de 2015; veréo, outono e primavera no
ano de 2016). A periodicidade das capturas foi definida de modo que todos os
possiveis estagios de desenvolvimento das gbnadas estivessem representados nas
amostras. A captura dos crustaceos foi realizada por dois coletores, revolvendo o
substrato, de maneira que os crustaceos fossem carregados pelo fluxo d’agua até uma
peneira (85 cm de didmetro e malha de 2 mm). Somente exemplares adultos foram
utilizados para as analises.

Os crustaceos capturados foram transportados para o laboratério, em
recipientes de plastico, contendo agua do riacho originario e gelo em seu interior, para

reducado do metabolismo. Uma vez no laboratério, os crustaceos foram mantidos vivos
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em sistemas recirculantes, com filtragem mecanica e biologica, para posterior
eutanasia, dissecgao e remocgao de suas gbnadas. Anteriormente a eutanasia, os
individuos foram anestesiados em gelo e, posteriormente, a regido inferior do
cefalotérax foi cortada com tesouras e pingas. A distingdo do sexo foi feita pela
observagéo da presenga de pledpodos e poro genital na coxa do terceiro pereidépodo
nas fémeas e auséncia destas estruturas nos machos, conforme Martin e Abele
(1988). As fémeas foram classificadas macroscopicamente, quanto ao seu estagio de
desenvolvimento gonadal, e histologicamente quanto ao desenvolvimento de suas
células de acordo com o modelo adaptado de Johnson, (1980), Choy, (1988), Abello,
(1989), Viau et al.. (2006), Bueno e Shimizu (2008):

e Rudimentar (RU), gbnada nao visivel externamente e, internamente,
com ovarios esbranquicados ou translucidos, ovarios com
ovogoénias, sem evidéncia de vitelogénese, incolor;

e Em desenvolvimento (ED), gbnada visivel, com pelo menos um dos
ovarios estendendo-se até a altura do segundo par de pledpodes,
apresentando coloragdo de amarelo a laranja palido, indicando
acumulagao de vitelo nos ovécitos durante a vitelogénese primaria;

e Desenvolvidos (DE), gbnada visivel, com pelo menos um dos
ovarios atingindo a altura do terceiro ou quarto par de pledpodes
apresentando  coloragdo laranja avermelhada, indicando

acumulagao de vitelo nos ovécitos.

A analise foi feita através da observagao, em campo e no laboratério, do

abddmen distendido de machos e fémeas.

Processamento e analise histologica

Para o registro histologico foram analisados os seguintes aspectos: a
presenca de espermatides ou espermatozoides em testiculos ou vaso deferente para
caranguejos machos e presenca de ovocitos em processo de vitelogénese secundaria
para fémeas (Viau et al., 2006 e Sokolowicz et al., 2007).



33

Para os machos, devido a impossibilidade de identificacdo macroscopica
de estagios de desenvolvimento gonadal, foi adotada uma abordagem temporal,
comparando-se os estagios observados na histologia de testiculos e vasos deferentes
de machos, coletados em diferentes periodos de amostragem. Os dados obtidos
foram comparados aos disponiveis na literatura para Aegla spp e outros decapodes,
para a identificagcao de possiveis padroes.

Os crustaceos foram tratados de acordo com os processos descritos em
Sokolowicz et al (2007), como segue: anestesiados em gelo os ovarios, testiculos e o
vaso deferente(VD) foram dissecados, fixados por 4 horas em solugdo Bouin e
mantidos em solucéo de etanol 70%. Posteriormente, os tecidos foram imersos em
banhos (20 minutos cada): desidratacdo em série alcodlica (etanol 70%, 95% e
absoluto), xilol e Paraplast®. Os ultimos banhos de xilol e Paraplast® foram feitos a
temperatura de 65°C, apds o endurecimento da parafina, os blocos foram seccionados
em micrétomo para obtencdo de cortes de S5um de espessura. Os cortes obtidos
foram, entdo, colocados sobre as laminas que posteriormente foram inseridas em uma
série de Xilol e alcool em diferentes concentragdes para que a parafina se dissolvesse.

Os cortes histologicos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e
prensados com laminula e balsamo do Canada para a obtencdo de uma lamina
permanente. Posteriormente, foi feita uma analise qualitativa dos estagios e células
germinativas caracteristicas de fémeas e machos em microscopio eletrénico de luz.
Nas fémeas os cortes foram analisados quanto a presenga de ovogonias, ovocitos e
células acessoérias. Para os machos, os I6bulos testiculares e vasos deferentes foram
analisados quanto a presenca de espermatogbnias, espermatacitos, espermatides e

espermatozoides.

Resultados

Foram coletados e analisados 171 exemplares de A. castro (93 machos e

78 fémeas, das quais 19, em condigao ovigera).

Observacao macroscoépica externa e interna
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Fémeas

Nas fémeas de A. castro foram observados trés estagios de
desenvolvimento macroscopico das gbénadas: rudimentar (Figura 1A e 1B); em
desenvolvimento (Figura 2A e 2B) e desenvolvido (Figura 3A e 3B).

No estagio rudimentar pudemos observar externamente o abdémen sem
coloragéo aparente e internamente uma coloragdo esbranquigada. No estagio em
desenvolvimento pudemos observar macroscopicamente a goénada alcangando o
segundo par de pereiopode com coloragao variando de amarela a laranja. No estagio
desenvolvido pudemos observar externamente gbnadas alcangando o terceiro par de

pereiopode e internamente gbnadas com formas arredondadas, remetendo a ovos.
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Figura 1. A. castro. Esquema demonstrando macroscopicamente a avaliagdo das fémeas.
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A) B)

Figura 2. A). Fémea de Aegla castro Schmitt, 1942 em vista ventral, integra, com génadas
rudimentares. B). Fémea em vista ventral, dissecada com génadas rudimentares. Fonte figura A:

José Luis Olivan Birindelli; Figura B: do autor.

A) B)

Figura 3. Fémea de Aegla castro Schmitt, 1942 em vista ventral, integra com génadas em
desenvolvimento. B). Fémea em vista ventral, abddomen dissecado com gdnadas em

desenvolvimento. Fonte: Figura A e B: do autor.
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A) B)
Figura 4. A). Fémea de Aegla castro Schmitt, 1942 em vista ventral, integra com gdnadas
desenvolvidas. B). Fémea em vista ventral, abdémen dissecado com gbnadas desenvolvidas.

Fonte: Fiqura A e B: do autor.

As fémeas tém os ovarios no formato de “H”, localizados no cefalotorax,
sendo a porgao anterior localizada atras do estdbmago e a parte posterior abaixo do
tubo digestivo e crescendo em diregdo aos somitos abdominais. O lobo superior &
mais fino e menor em comparacgao ao lobo inferior. A porgédo anterior de cada lobo
posterior esta ligada a um oviduto fino que se abre através de um poro genital

localizado na base coxal do terceiro pereidopode.

igura 5. GOnada de fémea
Aegla castro Shmitt, 1942 em
estagio 3, retirada inteira com
formato em “H” caracteristico e
porgoes arrendondadas

lembrando os ovos.

As fémeas com gbnadas rudimentares foram encontradas no inverno e na
primavera, com gbnadas em desenvolvimento, na primavera e verao e desenvolvidas

no verao. As fémeas ovigeras foram encontradas no outono e no inverno.
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Machos:

Nao foi possivel categorizar alteracbes morfolégicas macroscopicas das
gbnadas masculinas. Os exemplares dissecados evidenciaram aparelho reprodutor
como estruturas pareadas compostas de 1 par testiculos, 1 par de vasos deferentes
proximais, médios e distais (Figura 5). As variagbes temporais do desenvolvimento
gonadal foram utilzadas nas analises histolégicas por estagdes do ano e comparadas

com literatura disponivel.

Figura 6. Gbénada masculina de
Aegla castro Schmitt, 1942
dissecada inteira demonstrando
as diferentes regides de acordo
com Sokolowicz et al., (2007). T:
Testiculo, VDA: Vaso Deferente
Anterior, VDM: Vaso Deferente
Médio, VDP: Vaso Deferente

Posterior.

Observacao histolégica

Fémeas:
No exame histologico, os ovarios oram descritos com base nas diferentes
cores e volumes em relagao aos somitos abdominais que caracterizam os diferentes

estagios de desenvolvimento.
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Figura 7. Gonada de fémea de Aegla castro Schmitt, 1942. (A) Génada em
rudimentar desenvolvimento; (B) Gbénada em desenvolvimento; (C) Gbénada
desenvolvida; (D) Génada de Fémea Ovigera; (E) Oviduto; (F) Célula colunar alta do
epitélio do oviduto. OG = ovogobnia; OP = ovécito pré-vitelogénico; NO = nucleo do
ovacito; CFR = célula folicular redonda; CFA = célula folicular achatada; OV = ovdcito
vitelogénico; GV = granulo de vitelo; CF= célula folicular; OD = oviduto; L =
lumen; St = estroma; Ep = epitélio. Imagens A, B,C,D e E com aumento de 100x e

imagem F com aumento de 400x.

Figura 8. Fémea ovigera de Aegla
castro Schmitt, 1942
demonstrando os ovos grudados

em seu abdémen.

Rudimentar (RU). No primeiro estagio de desenvolvimento gonadal, o
rudimentar, das fémeas de A. castro (Figura 7A) é possivel observar somente a

presencga de ovacitos pré-vitelogénicos eosinofilicos com nucleo e nucléolo evidentes,
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nenhum outro tipo de ovocito foi observado neste estagio. Na periferia da gbnada tem-
se maior presenga de ovogolnias, células basofilicas arredondadas que dardo origem
aos ovocitos. Além disso, € possivel observar um tecido conjuntivo frouxo entremeado
na estrutura da gbénada.

Em desenvolvimento (ED). No segundo estagio com as gbnadas em
desenvolvimento (Figura 7B) podemos observar presenga concomitante de ovécitos
pré-vitelogénicos e vitelogénicos. Em relacéo ao primeiro estagio de desenvolvimento
gonadal, nota se uma prevaléncia de ovocitos vitelogénicos.

Desenvolvido (DE). No estagio de gbnadas desenvolvidas (Figura 7C)
podemos observa-se ovocitos vitelogénicos maiores e uma aparente reducdo na
incidéncia de ovocitos pré-vitelogénicos. E possivel notar maior distanciamento entre
os granulos de vitelo.

Ovigera (FF). FEmeas com ovos grudados em seu pléon (Figura 8).

Em todos os estagios ha uma estrutura tubular com epitélio colunar alto
denominado oviduto (Figura 6E e 6F). Além disso, foram encontradas células
foliculares no entorno dos ovécitos, sendo diferenciadas pelo formato em células
foliculares arredondadas e achatadas. Essas células podem envolver mais de um
ovocito, formando uma estrutura cistica.

Nas fémeas ovigeras (Figura 7D), o processo de liberagdo dos ovos ja
ocorreu, dessa forma a estrutura gonadal n&o possui uma compartimentalizagdo como
observada nos estagios anteriores. Assim, a regiao de ovogénias, alguns ovdcitos pré-
vitelogénicos, os tecidos conjuntivo e muscular ficam juntos, ou seja, ndo existe uma

regido especifica para cada estrutura.

Machos:
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A analise histolégica de machos de A. castro foi realizada de acordo com
as estagoes climaticas do ano e evidenciou que o primeiro estagio de desenvolvimento
gonadal dos machos ocorre na primavera. Neste periodo podemos observar a
formacao inicial dos lébulos testiculares (Figura 9A), com lumen proeminente e sem
células germinativas. As células mais abundantes s&o espermatogédnias. No verao,
podemos observar os I6bulos testiculares preenchidos por espermatogénias,
espermatdécitos e espermatides (Figura 9 B). Contudo, no outono, pode-se observar
os lobulos testiculares preenchidos pelos quatro tipos celulares: espermatogodnia,
espermatocito, espermatide e espermatozoide (Figura 9C).

No ultimo estagio de desenvolvimento, registrado no inverno, podemos
observar presenca de espermatozoides no vaso deferente e I6bulos com abertura do
lumen (Figura 9D), mostrando que nesse periodo do ano ocorre a espermiacado na
espécie A. castro. Nesse estagio também foi observado o vaso deferente com epitélio
pavimentoso eosinofilico.

Nos periodos de verao e inverno, na regiao de transi¢ao do testiculo para
o vaso deferente, foi observado um tubulo (Figura 9E) circundado por tecido muscular
liso e formado por células colunares altas em camada unica. Nessa estrutura néo
encontramos ceélulas germinativas do testiculo nem do vaso, por isso sendo chamada
regiao de transicao.

As células do tipo espermatogdnia (Figura 9F) possuem nucleo basofilico
menos condensado e centralizado no citoplasma, com formato arredondado. Os
espermatdécitos (Figura 9G) possuem nucleo basofilico com contorno arredondado,
também basofilico. As espermatides (Figura 9H) possuem nucleo achatado basofilico
na periferia da célula e citoplasma claro. Os espermatozoides (Figura 9l) possuem
nucleo arredondado basofilico, que preenche o citoplasma celular e esta presente no

[imen do vaso deferente.



41

Figura 8. Gbénadas masculinas de Aegla castro Schmitt, 1942. (A) Lébulo
testicular na estagdo da primavera; (B) Lébulo testicular na estagdo do verao; (C)
Lobulo testicular na estagao do outono; (D) Lébulo testicular na estagao do inverno
com lumen aparente e presenca do vaso deferente com espermatozoides no lumen;
(E) Tubulo de transi¢cao entre os Iébulos testiculares e o vaso deferente, detalhe para
o epitélio colunar alto; (F) Detalhe do Iébulo testicular com espermatogénia; (G)
Detalhe do l6bulo testicular com espermatécito; (H) Detalhe do Iébulo testicular com
espermatide; (I) Detalhe do vaso deferente com espermatozoide. LT = lobulo

testicular; VD = Vaso deferente; TT = Tubulo de transi¢ado; SG = espermatogbnia; SC
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= espermatocito; ST = espermatide; SZ = espermatozoide; L = lUmen; St = estroma;
Ep = epitélio (Imagens A, B, C, D e E com aumento de 100x e imagens F, G, H, | com

aumento de 400x).

A analise dos cortes histologicos das gbnadas, de exemplares cujos estagios
de desenvolvimento gonadal macroscépico foram identificados, permitem comparar e
avaliar a correspondéncia entre as informagdes dos estagios do ciclo reprodutivo
obtidas com ambas as metodologias, analisando-se, assim, como o processo de
vitelogénese esta ocorrendo. Tais analises permitem comparar os estagios de
desenvolvimento identificados macroscopicamente com o0s estagios de
desenvolvimento evidenciados histologicamente. As informagdes sobre machos e

fémeas estdo contidas nos quadros 1 e 2 abaixo.

Quadro 1. Caracterizagdo macroscopica e microscopica da génada feminina de

Aegla castro Schmitt, 1942 nas diferentes estagdes do ano.

Estagios Estacbes Caracteristicas Caracteristicas Histologicas
Macroscépico macroscopicas

S

Gbnadas sem coloracdo | Presengca de ovoécitos  pré-

aparente no abdémen. vitelogénicos eosinofilicos com

nuacleo e nucléolo evidentes,

nenhum outro tipo de ovdcito foi

Inverno e observado neste estagio. Na

Primaver periferia da gbnada tem-se maior

RU a presenca de ovogodnias, ceélulas

basofilicas arredondadas diploides
que dardo origem aos ovocitos.
Além disso, é possivel observar
um tecido conjuntivo frouxo
entremeado na estrutura da

gbnada.

Gbénadas comecam a

adquirir uma coloragao

Presenca concomitante de

ovécitos  pré-vitelogénicos e
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ED

Primaver

a e Verao

mais amarelada, com
pelo menos um dos lados
alcancando o0 segundo

somito abdominal.

vitelogénicos. Em relagdo ao

primeiro estagio de
desenvolvimento gonadal, nota se
uma prevaléncia de ovocitos

vitelogénicos.

DE

Verao

Gobnadas possuindo

coloracao laranja,
podendo um dos lados da
gbnada estender-se até o
terceiro somito

abdominal.

Ovdcitos vitelogénicos maiores e

uma aparente redugdo na

incidéncia de ovocitos  pré-
vitelogénicos. E possivel notar
maior distanciamento entre os

granulos de vitelo.

Fémea

Ovigera

Inverno

Ovos presos aos
plebpodes localizados no

abdémen.

Regido de ovogbnias, alguns

ovécitos  pré-vitelogénicos, os
tecidos conjuntivo e muscular

ficam juntos, ou seja, ndo existe

uma regido especifica para cada

estrutura.

Quadro 2. Caracterizagdao microscépica da gbnada masculina de Aegla castro

Schmitt, 1942 nas diferentes estacdes do ano.

Estacao do Caracteristicas Histoldgicas
ano
Primavera Formacéo inicial dos lébulos testiculares, com lumen proeminente e sem
células germinativas. As células mais abundantes sao espermatogénias.
Verao Lobulos testiculares preenchidos por espermatogdnias, espermatdcitos
e espermatides.
Outono Lobulos testiculares preenchidos pelos quatro tipos celulares:
espermatogobnia, espermatdcito, espermatide e espermatozoide.
Inverno Presenca de espermatozoides no Vaso deferente e I6bulos com abertura
do lumen, mostrando que nesse periodo do ano ocorre a espermiacao
na espécie A. castro. Neste estagio também observou-se o Vaso
deferente com epitélio pavimentoso eosinofilico.




44

Discussao

As gbnadas de A. castro seguem o padrao tipico de decapodes com
fémeas apresentando ovarios pareados (em forma de “H”) (Sokolowicz et al., 2007) e
ovidutos associados que levam a gonoporos que se abrem na base do terceiro
pereidopode; os machos apresentando testiculos pares com Vasos deferentes levando
a gonoporos pares no quinto pereiopode (Krol et al., 1992). Na maioria dos crustaceos
malacostracos, os 6rgados do sistema reprodutivo estdo situados principalmente no
térax ou cefalotorax (McLaughlin, 1983) e A. castro segue esse padrao.

Os ovarios de A. castro tém uma clara diferenciagdo macroscépica ao
longo do processo de maturacéo, refletida no tamanho e cor dos lobos. A medida em
que a vitelogénese prossegue, o numero de ovocitos secundarios cresce levando a
uma alteracédo na cor do ovario. O mesmo foi observado para A. strinatii por Rocha,
(2007), A. uruguayana por Viau et al., (2006) e A. platensis por Sokolowicz et al.,
(2007), onde ocorre mudanga de comprimento, volume e de coloragao a medida que
a vitelogénese prossegue.

O processo de amadurecimento dos ovécitos ocorre concomitantemente ao
processo de vitelogénese, processo no qual o organismo estoca no ovo o vitelo que
contém as reservas necessarias para o desenvolvimento do embrido (Tsukimura,
2001). A vitelogénese € caracterizada por uma rapida deposig¢ao de vitelo e outras
proteinas nos ovocitos, os quais resultam em um aumento no didmetro (Eastman-
Reks e Fingerman,1985). O vitelo caracteriza-se por uma estrutura arredondada
eosinofilica, com o decorrer do amadurecimento dos ovécitos pode-se observar a
ocorréncia de espagos entre os granulos de vitelo. Esse aumento no didametro dos
ovacitos foi constatado para A. castro.

A organizagéo estrutural do ovario e testiculo de A. castro parece seguir o
padrao geral descrito para a maioria dos braquiuros (Adiyodi e Subramoniam 1983) e
também esta de acordo com observacdes preliminares feitas em para A. strinatii por
Rocha, (2007), A. uruguayana por Viau et al., (2006) e A. platensis por Sokolowicz et
al., (2007).

Caracterizagao Macroscoépica das Gonadas Femininas
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Sokolowicz et al (2007) registraram as gbnadas de A. platensis,
descrevendo que as cores variam nos 4 diferentes estagios, sendo branco no estagio
1, amarelo no estagio 2, laranja no estagio trés e vermelho no estagio 4. A espécie A
castro nao seguiu o padrao de coloragao proposto por estes autores. Além disso, a
regido posterior das gbnadas, também, pode alcancgar diferentes regides dos somitos
abdominais ou pares de pledpodes. Este trabalho sobre A. platensis, constatou que
nos estagios 1, 2 e 3 as gbnadas alcangam o primeiro somito abdominal, modificando
apenas a coloragao e o volume das gbnadas, entretanto, o estagio 4 alcanga o terceiro
somito.

Diferentemente do encontrado para A. platensis, enfatizando as possiveis
diferengas encontradas entre espécies, Rocha (2007) estudou os estagios gonadais
de A. strinatii e encontrou, também, quatro estagios que puderam ser definidos
macroscopicamente: no estagio 1, a extensdo dos ovarios no abdémen restringe-se
ao primeiro somito ou par de pledpodes e apresentam-se como uma (condigdo mais
frequente) ou duas pequenas manchas avermelhadas ladeando o tubo digestivo; no
estagio 2, pelo menos um dos ovarios estendendo-se até a altura do segundo par de
pledpodes; no terceiro estagio, 3 pelo menos um dos ovarios atingindo a altura do
terceiro par de pledpodes; estagio 4, pelo menos um dos ovarios estendendo-se até
0 quarto par de pleépodes.

Viau et al.,, (2006) estudaram as gbnadas de A. uruguayana, porém
utilizaram um método diferente de classificagcao visto nos trabalhos ja descritos acima:
imaturo e gbnada madura. Macroscopicamente, um ovario imaturo € incolor,
mostrando finos e curtos lobos posteriores. Quando a maturidade das gbnadas
comega, a gbnada adquire uma cor que varia de branco palido a laranja palido, e os
lobos posteriores do ovario tornam-se macroscopicamente visiveis de uma visao
ventral. Em fémeas maduras, as gbnadas tornam-se uma cor laranja mais intensa e
quando os ovdcitos estao prontos para a ovulagado, as gobnadas séo laranja brilhante
e seus lobulos posteriores, cheios de grandes ovdcitos, ocupam todo o comprimento
do abdome.

As analises macroscopicas devem ser feitas com cuidado, pois, cada
espécie pode apresentar gbnadas com coloracao diferente. Para A. castro surgem
algumas diferencas macroscopicas em relagdo a A. platensis, A. strinatii e A

uruguayana. Podemos observar em A. castro que no primeiro estagio (RU), as
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gbnadas néo tem coloragdo aparente no abdémen; no segundo estagio (ED), as
gbnadas comegam a adquirir uma coloragdo mais amarelada, com pelo menos um
dos lados alcangando o segundo somito abdominal; no terceiro estagio DE, as
gbnadas possuem coloragao laranja podendo um dos lados da génada estender-se
até o terceiro somito abdominal onde os estagios, assim observando um padrdo
diferente do encontrado para as trés espécies acima. Possivelmente, A. castro nao
possui o0 estagio 4 relatado por Bueno e Shimizu (2008).

Macroscopicamente ndo encontramos fémeas em estagio 4, isso talvez
tenha duas explicagbes: o estagio macroscoépico pode ser influenciado pelo volume
do estdmago e/ou do hepatopancreas. Por serem estruturas moles, no momento da
observacao macroscopica, um estdbmago vazio pode contribuir para que as gbnadas
nao alcangassem o quarto par de pleépodes. Outro motivo possivel pode ser que as
gbnadas desta espécie simplesmente n&o alcancem o quarto par de somitos. Para A.
platensis (Sokolowicz et al 2007) por exemplo, as gbnadas aumentam mais em volume
do que em comprimento, nao alcangando o quarto par de pledpodes, portanto o

mesmo pode ter acontecido com A. castro.

Caracterizagao Histolégica das Gonadas Femininas

Assim como registrado em nosso estudo, Viau et al., (2006) também
verificaram em A. uruguayana o ovario imaturo (podendo ser considerado
comparativamente ao estagio RU) apresenta varios centros germinativos na periferia,
cada um contendo ovogénias. Estas células sao caracterizadas por um citoplasma
escasso € uma elevada razao nucleo/citoplasma. Os autores observaram, também,
que os ovacitos pré-vitelogénicos (ou em vitelogénese primaria, como denominado
por tais autores) tem um didmetro maior que aquele das ovogonias devido ao aumento
no volume do citoplasma que ocorre durante a sintese endogena do vitelo e,
consequentemente, ocorre uma diminuigao na relagao nucleo/ citoplasma. Entretanto,
0s ovacitos vitelogénicos ou em vitelogénese secundaria sdo caracterizados por um
citoplasma eosinofilico contendo gotas de vitelo. Conforme a maturagédo da génada,
0s ovacitos vitelogénicos vao aumentando em tamanho e sendo preenchidos por

vitelo.
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Sokolowicz et al.,, (2007) encontraram nos estagios iniciais muitas
ovogbnias e ovocitos primarios, mas poucos o0citos secundarios. Tais autores
observaram, também, que com o passar do processo de maturagdo, quando as
ovoglOnias se desenvolviam para ovocitos preé-vitelogénicos, tornavam-se menos
basofilicas, tendendo a se tornar cada vez mais acidofilicas. Entdo a medida que a
maturagcdo prossegue, ha um aumento da quantidade de ovdcitos vitelogénicos e,
consequentemente, acumulagao de vitelo no ovocito, ocorrendo entdo um aumento
do seu tamanho, até o estagio final de maturagdo. Os ovdcitos vitelogénicos sao
caracterizados por um citoplasma eosinofilicos, contendo gotas de vitelo.

Comparando-se as imagens obtidas para A. castro com as imagens obtidas
para A. uruguayana, (Viau et al (2006) A. platensis (Sokolowicz et al (2007) e A strinatti
(Rocha, 2007) podemos observar que os padrdes de tipos de células encontrados em
A. castro correspondem aos encontrados para essas espécies, desde ovogonias e
ovacitos pré-vitelogénicos nos estagios iniciais até a gradual acumulagao de vitelo nos
ovacitos vitelogénicos ou secundarios. Porém, visualmente, as imagens que mais se
assemelham a de A. castro, quanto a organizagao estrutural, sdo de A. strinatti
estudada por Rocha, (2007). Observando-se as imagens do primeiro estagio (RU)
(Figura 6A), segundo (ED) (Figura. 6B) e terceiro (DE) (Figura. 6C), vemos que o
padrao de coloragado das células devido ao acumulo de vitelo segue o0 mesmo dos
estagios 1, 2 e 3 apresentados por Rocha (2007).

Os ductos encontrados podem ser observados em outros animais do
mesmo género, e correspondem ao oviduto. Viau et al., (2006) mostraram a estrutura
dos ovidutos de A. uruguayana, que abrem nos poros genitais localizados na base
coxal do terceiro par de pereidpodes. Sokolowicz et al., (2007) descreveram os
ovidutos como estruturas retas e estreitas com um diametro fixo que conectam os
ovarios aos gonoéporos situados nas coxas do 3° par de pereidépodes, contendo muitas

células secretoras.
Caracterizagao das Génadas Masculinas
Viau et al.,(2006) observaram em A. uruguayana, que nos testiculos de

machos histologicamente imaturos, ndo foram observados lobos testiculares e apenas

um estagio de espermatogdnia foi detectado. No inicio da maturagdo das gbnadas, os
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lobos testiculares puderam ser facilmente vistos e, embora os vasos deferentes
apresentem um lumen aberto, ainda nao € possivel observar espermatozoides dentro
deles. Em uma gbnada madura, numerosos Iébulos testiculares podem ser vistos, com
células em diferentes estagios de maturidade e apresentando um numero significativo
de espermatozoides. Cada Iébulo testicular apresenta uma fase de gametogénese
unica e o lumen do canal deferente € grande e apresenta espermatozoides.

Sokolowicz et al (2007) caracterizaram o vaso deferente de A. platensis em
estagio mais maduro de desenvolvimento e constatou que o vaso deferente anterior
(VDA) tem um epitélio simples cubico ou redondo com células secretoras, e abaixo do
epitélio encontra-se uma parede muscular fina. No VDA, poucos espermatozoides sao
visiveis, dentro de uma matriz eosinofilica esparsa. No vaso deferente médio (VDM),
o epitélio apresenta células de tamanhos diferentes e tem uma parede muscular fina.
Esta regido tem muito mais espermatozoides imersos em uma abundante matriz
eosinofilica.

Talvez as estruturas de transicao vistas no inverno e no verao também
sejam encontradas nos outros meses, porém, neste estudo, nao foram registradas nas
demais estagdes. Essa estrutura provavelmente seja um local de passagem da regiéo
de muitos I6bulos para um sé, ou seja, 0 caminho que o espermatozoide faria dos
testiculos para o Vaso.

Conclui-se que, assim como descrito para as demais espécies, A. castro
também apresenta uma diferenciagdo gonadal caracteristica, cujo desenvolvimento
avancga em funcgao das estag¢des do ano. Nao foram encontrados espermatoforos para
esta espécie, assim como visto para outras espécies de Aegla descritas até o
momento, a saber A. rostrata, A. uruguayana, A. platensis) e A. strinatii, estudadas
anteriormente por Jara, (1977), Viau et al., (2006), Sokolowicz et al., (2007), Rocha,

(2007) respectivamente.

Consideragoes finais

A analise macroscépica das génadas femininas indica que A. castro nao
segue os padroes descritos até o momento para A. uruguayana, A. platensis e A.
strinatii. Portanto, padrées macroscopicos nao se repetem, sendo recomendado um

estudo Use the "Insert Citation" button to add citations to this document.
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para cada espécie. Para fémeas de A. casftro foram encontrados trés estagios
gonadais macroscopicos. Comparando-se macroscopicamente e microscopicamente
os estagios de desenvolvimento de fémeas, o padrao de cores e volume e células
encontradas por estagio apresenta alteragdo, acompanhada de uma gradual
acumulacdo de vitelo. Para machos, observa-se claramente um avango no
desenvolvimento das gbnadas ao longo do tempo, com alteragdes nos tipos de células
encontrados em cada periodo estudado, com desenvolvimento culminando préximo

ao inicio do periodo reprodutivo.
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Capitulo 2: Investimento Reprodutivo e Fecundidade de Aegla castro Schmitt,

1942 (Crustacea, Anomura)

Resumo

Aegla castro Schmitt, 1942 é endémica das regides sudeste e sul do Brasil
sendo encontrada nos estados de S&o Paulo e Parana. Esta espécie habita rios e
riachos com agua de corredeira e com substrato. Os trabalhos sobre esta espécie
estdo principalmente relacionados com seu periodo reprodutivo e descricao de
juvenis, sendo que trabalhos sobre seu investimento reprodutivo néo sao encontrados
na literatura. O objetivo deste trabalho foi avaliar se os padrdes dos indices
gonadossomatico e hepatossomatico variam inversamente, como o visto em outros
decapodes. Além disso, verificar se a fecundidade média da espécie, apresenta-se de
acordo com as médias descritas para as demais espécies do género. As coletas foram
feitas no rio do Couro, afluente do Rio Preto, no municipio de Maua da Serra, Parana,
Brasil, nos anos de 2015 e 2016. As fémeas foram capturadas com uma peneira e
transportadas até o laboratério, onde foram acondicionadas em sistemas recirculados
com filtragem mecanica e bioldgica. Os espécimes classificados, macroscopicamente,
quanto ao estagio de desenvolvimento de suas gbnadas. As fémeas ovigeras foram
individualizadas e tiveram seus ovos classificados, de acordo com seu estagio de
desenvolvimento, contados e medidos. As gbnadas foram dissecadas e pesadas para
que fosse avaliado seu investimento reprodutivo por meio dos indices
Gonadossomatico (IG) e Hepatossomatico (IH). O resultado obtido para A. castro foi
semelhante ao relatado para os demais crustaceos, com IG e IH variando
inversamente. O valor médio de IG foi de 1,97% e os valores médios por classe de
tamanho nao variam entre as classes. Observou-se uma diferenga significativa de
quantidade e peso de génadas no decorrer do desenvolvimento. A fecundidade foi de
119,7 (£ 58,37) ovos seguindo o padrao observado para algumas espécies do género.
Comparando-se os valores de |G, fecundidade e tamanho dos ovos, entre espécies
de decapodos de diferentes habitats e grupos taxondémicos, sugere-se que a
estratégia de baixa fecundidade, com ovos grandes e desenvolvimento epimorfico
permita um elevado sucesso reprodutivo, mesmo com valores de investimento

reprodutivo proporcionalmente baixos.
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Palavras-chave: Ovos, fémeas, Aeglidae, indice gonadossomatico, indice

hepatossomatico

Abstract

Aegla castro Schmitt, 1942, is endemic in the southeastern and southern regions of
Brazil. The objective of this study was to evaluate whether the patterns of the
gonadossomatic and hepatosomatic indexes vary inversely, as seen in other
decapods. In addition, to verify if the average fecundity of the species, follows the
average views for the other species of the genus. The collections were made in the
River do Couro, a tributary of Rio Preto, in the municipality of Maua da Serra, Parana,
between the years 2015 and 2016. The females were captured with the aid of a sieve
and were transported to the laboratory where they were collected. Conditioned in
recirculated systems with mechanical and biological filtration. They were classified
macroscopically as to the stage of development of their gonads. The ovigerous females
were individualized and had their eggs classified, according to their stage of
development, counted and measured. The gonads were dissected and weighed so
that their reproductive investment was evaluated through the Gonadossomatic (IG)
and Hepatosomatic (IH) Indices. The result obtained for A. castro was similar to that
reported for the other crustaceans, with IG and HI varying inversely. The mean Gl
value was 1.97%, and the mean values per size class did not vary between classes. A
significant difference in the amount and weight of gonads was observed during
development. Fecundity was 119.7 (x 58.37) eggs, following the pattern observed for
some species of the genus. Comparing the values of Gl, fecundity and egg size among
decapod species of different habitats and taxonomic groups, it is suggested that the
strategy of low fecundity with large eggs and epimorphic development allows a high

reproductive success, even with investment values proportionately low.

Keywords: Eggs, Female, Gonadossomatic index, Hepatossomatic index

Introducgao

A familia Aeglidae, Dana 1852 pertence a infraordem Anomura. S&o

crustaceos exclusivos de agua doce; a familia € formada por apenas trés géneros,
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dos quais dois séo fésseis (Hamuriaegla e Protoaegla) e apenas um género atual,
Aegla Leach, 1820. O género Aegla é endémico da América do Sul e se distribui pelos
rios da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai (Martin e Abele, 1986).
Além de rios, esses crustaceos também podem ser encontrados em arroios e
cavernas, escondidos embaixo de rochas, em aguas bastante oxigenadas e limpidas
(Dalosto e Santos, 2011). Todas as espécies do género Aegla sao hololimnéticas, ou
seja, nao dependem da agua salobra ou salgada para seu desenvolvimento.
Atualmente sao descritas na literatura 83 espécies (Santos et al., 2013; Santos et al.,
2015, Moraes et al.2016).

Os eglideos passam por ecdises durante toda sua vida apresentando,
portanto, crescimento continuo ou indeterminado. Contudo, com o passar do tempo,
o incremento em comprimento, largura e massa corporal declinam e os periodos de
intermuda aumentam (Noro e Buckup, 2003; Silva-Castiglioni et al., 2006). Diversos
estudos tém verificado que durante periodos de grande demanda energética, como a
muda e a gametogénese, ocorre uma marcante mobilizagdo de lipidios,
principalmente aqueles presentes no hepatopancreas (Kucharski e da Silva, 1991a).

Segundo Lopez-Greco e Rodriguez (1999), o inicio da reprodugdo € um
evento critico no ciclo de vida dos animais e esta relacionado ao esforgo reprodutivo,
que é definido como a proporgao de energia do corpo transferida para a reproducao.
Entre os muitos parametros que sdo fundamentais para a compreensao da biologia
reprodutiva, esta a analise do armazenamento e transferéncias de reservas organicas
para maturagdo gonadal durante o periodo reprodutivo, complementando a ingestao
alimentar do animal (Pillay e Nair 1973, Rosa e Nunes 2003a, Oliveira et al., 2007).

Espera-se que durante o desenvolvimento gonadal, as reservas de energia
do hepatopéncreas sejam utilizadas. Portanto, espera-se que os valores do indice
gonadossomatico e hepatossomatico variem inversamente um em relagdo ao outro.
(Lawrence 1976). Para que ocorram todas as modificagdes na estrutura das génadas,
€ necessario o investimento de uma grande quantidade de energia. A deposicao de
lipidios durante a maturacdo e, também, para o crescimento do embrido é crucial
(Cavalli et al., 2001, Krol et al., 1992). Podemos encontrar esse acumulo de lipideos
no vitelo, associado a agua e proteinas. O vitelo € um componente estrutural na
formacao de tecidos sendo necessario para o embrido em desenvolvimento (Krol et
al., 1992).
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O musculo, o hepatopancreas e as gébnadas sao locais de armazenamento
de lipidios, pois ndo ha um tecido adiposo diferenciado, sendo suas concentragdes
bastante elevadas (O’connor e Gilbert 1968; Chang e O’connor, 1983; Herreid e Full,
1988; Kucharski e da Silva, 1991%, Rosa e Nunes, 2002). Durante a maturagao
gonadal e a vitelogénese, os lipidios sdo depositados nos ovarios (Morris 1973,
Gehring 1974; Mourente et al., 1994; Lubzens et al., 1995; Spaziani e Hinsch, 1997).
Esses lipidios podem vir tanto da dieta, quanto de érgaos de armazenamento como o
hepatopancreas (Spaargaren e Haefer, 1994). O hepatopancreas € o principal 6rgao
de armazenamento de reservas organicas e inorganicas nos decapodes; Também é
responsavel pela sintese e secre¢cdo de enzimas digestivas e no metabolismo de
carboidratos, entre outras fungdes (Maclaughlin 1983). De acordo com Hasek e Felder
(2006), tipicamente os 6rgaos com o indice lipidico mais alto sdo o hepatopancreas e
o ovario. Nas fémeas, o conteudo de lipidios totais no ovario é influenciado pelo
estagio do desenvolvimento ovariano.

O indice gonadossomatico (IG) tem sido utilizado para determinar a
sazonalidade dos ciclos reprodutivos das espécies (Grant e Tyler 1983) e padronizar
0 peso das gbnadas para avaliar seus estagios de desenvolvimento. No estudo do
desenvolvimento gonadal, bem como na estimativa de maturidade, o indice
gonadossomatico € um método de avaliagao frequentemente utilizado (Haefner e
Spaargaren, 1993; Chu, 1995; Lopez-Greco e Rodriguez 1999). Além de estimar a
maturidade, o indice gonadossomatico expressa, como porcentagem, quanto a
gbnada representa no peso total do corpo do animal e € um indicador da condi¢ao
funcional dos ovarios (Vazzoler, 1996). O indice hepatossomatico (IH) vem sendo
aplicado para verificar a relagao de transferéncias das reservas do hepatopancreas
para a gbnada durante o periodo de maturagéo (Gibson e Barker, 1979). Esses indices
constituem uma importante ferramenta na interpretacdo de mudangas bioldgicas
durante o ciclo reprodutivo.

Alguns autores observaram a mobilizagao das reservas no hepatopancreas
durante o desenvolvimento gonadal por meio de varia¢des de IG e IH, ou mesmo por
variagcdes nas quantidades de componentes desses 6rgaos (Kyomo, 1988; Haefner e
Spaargaren, 1993; Lépez-Greco e Rodriguez, 1999; Yamaguchi, 2001; Beatty et al.,
2005; Sokolowicz et al., 2006). Outros autores, no entanto, ndo encontraram nenhuma

mobilizacdo significativa entre as reservas de hepatopancreas e as gbénadas, sem
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mecanismo claro de transferéncia (Pillay e Nair, 1973, Omori et al., 1997; Rosa e
Nunes, 2003a; Castiglioni et al., 2006). Além disso, varios estudos tém mostrado que
o crescimento e o desenvolvimento de crustaceos decapodes estao relacionados ao
armazenamento de reservas de energia no hepatopancreas, que sdo parcialmente
transferidos durante o ciclo de muda (Passano, 1960; Adiyodi, 1969; Kyomo, 1988;
Yamaguchi, 2001; Marcolin et al., 2008).

Os intervalos de crescimento podem ser diferentes entre machos e
fémeas. O tamanho superior alcangado pelos machos deve-se, provavelmente, ao
fato destes direcionarem suas energias, principalmente, para o crescimento somatico
(Gherardi e Micheli, 1989; Somers e Nel, 1998; Liu e Li, 2000), enquanto as fémeas
investem grande parte das energias obtidas para o propésito reprodutivo (maturacao
das gbnadas e produgao de ovos) em detrimento do crescimento do corpo (Warner,
1967; Dias e Conde, 1989). Dessa forma, fémeas atingem tamanhos inferiores aos
machos. O crescimento, também, pode estar relacionado com o estresse consequente
da postura dos ovos pelas fémeas, como foi sugerido por Swiech-Ayoub e Masunari
(2001b).

A fecundidade em crustaceos, geralmente, é definida como o numero de
ovos produzidos por fémea, numa estagédo de desova (Takano 2016). O diametro dos
ovos é o principal responsavel pela variagao da fecundidade entre os crustaceos de
tamanho equivalente (Hines, 1982), podendo variar em fungdo das caracteristicas
genéticas das populagdes ou da origem dos exemplares examinados (Valenti et al.,
1989).

A fecundidade média em eglideos é considerada baixa na literatura, e
caracterizada pela produgao de poucos ovos, porém grandes (se comparados a outros
decapodes marinhos que incubam seus ovos); oscilando de poucas dezenas a até
algumas centenas (Lopez, 1965; Rodrigues e Hebling, 1978; Bueno e Bond-Buckup,
2000b; SwiechAyoub e Masunari, 2001a; Noro e Buckup, 2002; Fransozo et al., 2003;
Colpo et al., 2005; Gongalves et al., 2006; Bueno e Shimizu, 2008; Rocha et al., 2010).
Bahamonde e Loépez (1961) abordaram algumas caracteristicas dos ovos,
determinaram a razao sexual, o periodo reprodutivo, a fecundidade e o tamanho da
primeira maturagéo de Aegla laevis laevis Latreille, 1818 do Chile. Jara (1977), ao
descrever Aegla rostrata Jara, 1977, também forneceu informagdes acerca da época

de reproducéo, numero e tamanho dos ovos desta espécie.
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Existe uma escassez de estudos sobre a caracterizacdo do investimento
reprodutivo no género Aegla. Na literatura podemos citar Sokolowicz et al., (2006) e
Oliveira et al (2007), que estudaram os indices gonadossomatico e hepatossomatico
de A. platensis. Portanto o presente estudo tem relevancia, considerando que ira
caracterizar o investimento reprodutivo de A. castro uma espécie desconhecida sob
esse aspecto.

Considerando a falta de informacdo sobre a relagao entre as reservas de
energia do hepatopancreas e os processos de desenvolvimento, o objetivo deste
estudo foi avaliar a relevancia do hepatopancreas no desenvolvimento gonadal, e da
fecundidade, para agregar conhecimentos sobre a reprodugéo da espécie, utilizando-
se uma populacao de A. castr,o como modelo do estudo. Com isso, os objetivos

especificos desse trabalho sao:

1. Analisar o investimento reprodutivo das fémeas de A. castro por
meio dos indices gonadossomatico e hepatossomatico;
2. Analisar da fecundidade e o tamanho dos ovos de A. castro;

3. Realizar comparagdes com a literatura.

Material e métodos
Amostragem
As coletas foram realizadas no Rio do Couro (23°57°S; 51°06'W), afluente
do Rio Preto (Bacia do Rio Tibagi), no municipio de Maua da Serra, Parana, Brasil,
nas 4 estacdes (Inverno e primavera no ano de 2015; verao e outono no ano de 2016).
A captura dos anomuros foi realizada por dois coletores, revolvendo-se o substrato,
de maneira que os animais fossem carregados pelo fluxo d’agua até uma peneira (85
cm de didmetro e malha de 2 mm). A distingdo do sexo foi feita pela posigdo dos
gonodporos na coxa do terceiro par de pereidopodos e/ou pela presenca de pledpodos
em desenvolvimento ou plenamente desenvolvidos nas fémeas (Martin e Abele,
1988). Os machos foram devolvidos ao ambiente de origem e apenas as fémeas foram
utilizadas neste estudo.
Os anomuros capturados foram transportados para o laboratério em
recipientes refratarios de plastico, contendo agua coletada no riacho. As fémeas foram

classificadas macroscopicamente quanto ao seu estagio de desenvolvimento gonadal
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de acordo com o modelo proposto por Bueno e Shimizu (2008). Todos os exemplares
foram medidos no seu maior comprimento da carapaga exceto o rostro (CsR) com o
auxilio de um paquimetro, permitindo a distribuicdo das fémeas em classes de
tamanho com intervalos de 1mm. Para este estudo, consideramos as fémeas ovigeras
como estagio 0 levando em consideragao o provavel esgotamento das gonadas apés

a exteriorizacédo dos ovos.

Andlise dos dados
indices Gonadossomatico e Hepatossomatico

As 62 fémeas foram anestesiadas e posteriormente dissecadas. A seguir,
suas gbnadas e hepatopancreas foram retirados. Tanto os exemplares dissecados
como seus respectivos orgaos foram individualizados em envelopes de papel aluminio
e mantidos em estufa a 60°C até obter peso constante, para posterior registro do peso
seco em gramas em uma balanga analitica de precisédo (210g x 0,0001g). Os
envelopes foram pesados, anteriormente, para que seu peso fosse subtraido
posteriormente a pesagem. Desse modo, obtém-se o peso, em gramas, dos
exemplares e respectivo 6rgéo pela diferenga de peso.

O peso da massa seca de cada érgéo foi calculado com a porcentagem da
massa seca total do espécime analisado, utilizando as seguintes férmulas: IH = PH/PT
x 100 e IG = PG/PT x 100 (Sendo: IH: indice hepatossomatico, PH: Peso do
hepatopéancreas, IG: indice gonadossomatico, PG: peso da gbnada PT: Peso total do
individuo). Com o peso hepatopancreas, pudemos obter o indice hepatossomatico, e
com isso seu valor pode ser comparado com aquele obtido para as gbnadas,
permitindo avaliar o uso das reservas energéticas (Gibson e Barker,1979).Todos os
dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade. Os valores
mensais do indice hepatossomatico foram comparados utilizando-se o teste ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey (a = 5%). As variagbes mensais do indice
gonadossomatico foram comparadas utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de Dunn’s (a = 5%).

Utilizou-se analise de regressao para avaliar a relagdo entre o tamanho da
carapaca das fémeas e as variagdes do indice gonadossomatico. Para isso, os dados

foram previamente logaritimizados (In).
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Analise de fecundidade

As fémeas ovigeras foram trazidas para o laboratério, onde seus ovos
foram retirados, contados e fixados em formol 5%.

Foram reconhecidos trés estagios de desenvolvimento, baseado na
coloragédo dos ovos e grau de desenvolvimento do embrido (visto por transparéncia
da membrana envoltorio dos ovos) descritos por Rocha (2007), a saber: no estagio |,
0S 0ovos apresentam a cor laranja intenso dada pela distribuigdo homogénea do vitelo
e o embrido € indistinto; no estagio Il, os ovos continuam com coloragao laranja, sendo
possivel observar dois pontos pretos que correspondem a regido dos olhos compostos
do embrido, mostrando um embrido no inicio de sua formagéo ; no estagio lll, os ovos
apresentam coloragao laranja escuro avermelhado, uma vez que o embrido esta em
estagio avancado de formagdo (com manchas oculares bem desenvolvidas),
ocupando uma boa parte do volume interno do ovo e grande parte do vitelo.

Foram escolhidos aleatoriamente 10 ovos de cada fémea ovigera, dos trés
estagios encontrados, para que seu didmetro fosse medido. As medidas foram feitas
com uma lupa provida de ocular micrométrica. Mediu-se o maior e 0 menor diametro
dos mesmos e sua meédia foi utilizada para analises estatisticas. O diametro dos ovos
para todos os estagios foi testado quanto a normalidade e homocedasticidade. Foi
realizada uma ANOVA para comparar o didmetro dos ovos entre os estagios.As
quantidades de ovos também foram comparadas entre os estagios e testados quanto
a normalidade e homocedasticidade; Foi utilizada ANOVA, seguida do teste de Tukey

(a=5%) para comparar a quantidade de ovos entre os trés estagios.

Resultados
Ao todo, foram definidas 9 classes de tamanho, para 62 fémeas
obtidas. O menor individuo registrado possuia 9 mm de CsR, valor de inicio da
primeira classe (9mm --]10mm). O maior individuo encontrado possuia 17,08 mm
de CsR, pertencendo a 92 classe (17mm --]18mm).

De acordo com o observado na Figura 1,0s indices gonadossomatico e
hepatossomatico variam inversamente ao longo do tempo. Os menores valores
de IG tendem a aumentar a medida em que os valores de IH decrescem. Se
observarmos més a més , temos que a maior média de indice gonadossomatico

ocorre em margo, enquanto que a maior média do indice hepatossomatico ocorre
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em dezembro. A menor média de indice gonadossomatico foi vista em julho,
enquanto que a menor média de indice gonadossomatico foi obtida em margo. As
analises estatisticas mostraram que existe diferenga significativa para os indices
hepatossomatico (p=0,003; F= 4,146) gonadossomatico (p< 0,001; H= 22,769)

entre os meses do ano.
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Figura 1. Aegla castro Schmitt 1942. Variacdo dos indices
gonadossomatico e hepatossomatico nos meses do ano com seus respectivos

desvios padrdes. IH: indice gonadossomatico; IG: indice Gonadossomatico

A Figura 2 mostra que nao existe relagao do IG com o tamanho. O valor

do r2 é baixo e a regressao nao é significativa.
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Figura 2. Analise de regressao entre o tamanho corpéreo (CsR) e as
variagdes do indice gonadossomatico (IG) de fémeas de Aegla castro
Schmitt 1942.

A média geral de IG foi de 1,978% (Figura 3). Embora os valores individuais
de IG apresentem ampla variagdo, as médias das classes de tamanho entre 9,0mm e
14mm de CsR permaneceram proximas a média geral. As demais classes amostradas
(entre 15mm até 18mm de CsR) obtiveram médias mais distantes da média geral. Um
teste Kruskal-Wallis feito para as classes do intervalo entre 9,0mm e 14mm de CsR
indica que nao ha diferenca significativa nos valores médios de IG entre as classes de
tamanho (P = 0,9;H=1,53). As classes do intervalo entre 175mm e 18mm de CsR néo

puderam ser testadas devido ao baixo numero de individuos.
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Figura 3. Aegla castro Schmitt, 1942. Variagdes do Indice gonadossomatico em
relacdo as classes de tamanho de A. castro. IG: indice Gonadossomatico.

Podemos observar que o indice gonadossomatico aumenta conforme os
estagios de maturagdo avangam. O indice hepatossomatico por sua vez decresce

conforme os estagios avangam (Figura 4).
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Figura 4. Aegla castro Schmitt, 1942. Média (barras = desvio padrdo) dos Iindices
gonadossomatico e hepatossomatico por estagio macroscépico das gdnadas
femininas de Aegla castro Schmitt 1942 . FF, fémeas ovigeras; RU, fémeas em
estagio rudimentar; ED,: fémeas em desenvolvimento; DE, fémeas desenvolvidas.
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Fémeas ovigeras foram obtidas nas esta¢des de inverno e no outono, que

corresponde aos meses de maio, julho e agosto no hemisfério sul.

Foram contados ovos de vinte e quatro fémeas ovigeras. A quantidade de
ovos variou de 10 a 218 com meédia * desvio Padrdo de 119,7 + 58,37 ovos. A
quantidade média de ovos foi 106,3 (+58,8) para ovos em estagio 1; 139,5 (x41,1)
para ovos em estagio 2 e 86,5 (+84,5) para ovos em estagio 3. Os tamanhos médios
dos ovos foram 1,06 mm (+£0,04) para o estagio1; 1,26mm (+£0,08) para o estagio 2 e
1,25mm (£0,1) para o estagio 3. Portanto, um didametro geral de 1,19mm (+0,07). Para
os dados quanto a quantidade de ovos e seus didametros foi constatada a normalidade
(p >0,05). Comparando-se os numeros de ovos nos trés diferentes estagios, nao foi
encontrada diferenca estatistica significativa (P = 0,745) (Figura 5). Quanto ao
diametro médio dos ovos, nos diferentes estagios de desenvolvimento observa-se
uma diferenga significativa (P = <0,001). O teste de Tukey aponta diferenca
significativa entre o estagio 1 e os demais; porém, ndo ha diferenca significativa entre

os estagios 2 e 3 (Figura 6).
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Figura 5. Aegla castro Schmitt, 1942. Numero
de ovos associados ao desenvolvimento dos Discussio

estagios e seus respectivos desvios

Nos decapodes, 0
hepatopancreas € o principal 6rgdo de armazenamento de reservas organicas
alocadas ao desenvolvimento do ovario. A utilizacdo dessas reservas para o
investimento reprodutivo, tem sido demonstrada por varios autores em diferentes
espécies de decapodes: Neohelice granulatus por Lopez-greco e Rodriguez (1999),
Macrobrachium amazonicum por Ribeiro (2006), Parastacus varicosus por Silva-

Castiglioni (2006) e Panulirus echinatus por Soares (2010).

Segundo Hartnoll (2006), a variagdo do investimento reprodutivo (% da
massa das gbnadas em relacdo a massa corporea) das fémeas de diferentes espécies
de caranguejos de vida livre da superfamilia Cancridae varia de 3 a 21%, sendo 11%
o investimento médio. Para espécies de caranguejos pinoterideos comensais (muitos
deles simbiontes de uma grande variedade de invertebrados) a variagdo € de 59 a
96,7%.

Em geral, camarbes carideos de vida livre apresentam investimento
reprodutivo em torno de 10%, como observado para os carideos Betaeus emarginatus
H. Milne Edwards, 1837 que foi de 8,5%, (Lardies e Wehrtmann, 1997) e entre 9,7 e
14% para Betaeus truncatus Dana, 1852 (Lardies, 1995).

Dentre as espécies de Anomura, existe uma grande variacdo de
investimento reprodutivo. Por exemplo para Dardanus insignis Saussure, 1858, por
Miranda et al., (2006) o investimento reprodutivo foi de 54% e em Loxopagurus
loxochelis Moreira, 1901, por Torati e Mantelatto (2008) foi de 6,8% . O investimento
do porcelanideo marinho Pachycheles monilifer Dana, 1852 por Leone e Mantelatto
(2015) foi de 2,0 + 2,4%. Outras espécies de Porcellanidae de areas temperadas
investem cerca de 5% ou menos na reprodugéo (Lardies e Wehrtmann 1996; Hernaez-
Bové 2001; Hernaez e Palma 2003) e individuos de areas tropicais podem apresentar
o investimendo abaixo dos 3% (Wehrtmann et al., 2011).

Para o género Macrobrachium, camardes carideos dulciculas, o

investimento médio para M. amazonicum, por Lima et al.,(2014) foi de 17,7%,
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enquanto para M. carcinus, por Lara e Wehrtmann (2009) foi de 12% e para M.

hainanense, por Anger e Moreira (1998), foi de 10,5%.

Sokolowicz et al. (2006) e Oliveira et al (2007) avaliaram a dinamica do
desenvolvimento gonadal de A. platensis no municipio de Taquara, Rio Grande do
Sul. Neste trabalho, ambos os autores acompanharam os indices gonadossomatico
(IG) e hepatossomatico (IH) durante o ciclo reprodutivo da espécie. Nos machos, o IG
apresentou um pico no outono quando coincidiu com os menores valores de IH. Por
outro lado, nas fémeas, o aumento no IG ocorreu no verao e inicio do outono. Portanto,
o indice hepatosomatico apresentou relagéo inversa com o indice gonadosomatico,
sendo baixo no verao e no outono. Entretanto, diferentemente do observado em A.
castro, em A. platensis o IH nunca foi mais baixo do que o IG, o que pode representar
um padrao diferencial entre as espécies na utilizagdo das reservas energéticas
durante o ciclo reprodutivo. Isso talvez seja explicado pelo fato A. platensis é uma das
poucas espécies para as quais o periodo reprodutivo € continuo, e ocorre em altas
latitudes. Pode ser que nestas condi¢des a dinamica de remobilizagao de energia seja
mais constante e, portanto, estas variagcdes inversas dos indices ndo ocorram. Nos
demais decapodes se observa que, conforme os valores de |G aumentam, os de IH
sao reduzidos visivelmente (Pillay e Nair, 1973; Kyomo, 1988; Haefner e Spaargaren,
1993; Chu, 1995; Lopez-Greco e Rodriguez, 1999).

Segundo Silva (2016) o investimento reprodutivo para A. marginata variou
de 2,7% a 20,9%, com investimento reprodutivo médio de 10,8%, porém, os métodos
utilizados pelo autor para a obtencdo do peso seco foi diferente do usado para A.
castro no presente trabalho, incluindo o peso seco da massa de ovos em suas
analises.

O periodo reprodutivo é definido como a sequéncia de meses em que
fémeas ovigeras sao amostradas (Takano et al., 2016). O periodo reprodutivo de A.
castro pode se estender de abril até outubro (Tabela 1), periodo em que sao
encontradas fémeas ovigeras na populagdo. Assim, o maior indice gonadossomatico
encontrado em maio deve-se ao fato de ser o periodo em que as génadas estdo mais
desenvolvidas. Precedendo o momento da reprodugdo, quando ocorre a

exteriorizagdo dos ovos.
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Tabela 1. Informacgdes disponiveis na literatura sobre o periodo de reproducéo de

Aegla castro Schmitt 1942.

Latitude Periodo Reprodutivo  Referéncias
(meses)
23°08’ maio—junho (2) Fransozo et al. (2003)
23°09’ abril - agosto (5) Takano et al (2016)
23°57° abril - setembro (6) loshimura (2016)
25°5' maio—outubro (6) Swiech-Ayoub e Masunari (2001)

O IG calculado para cada individuo de A.castro variou amplamente dentro
de cada classe de tamanho, mas as médias por classe se aproximam muito da média
global e ndo apresentam diferenga significativa (ANOVA, p<0,05) entre as classes,
concordando com a auséncia de relagao significativa e com o r? baixo na analise de
regressao. Estes resultados indicam grandes variagdes do IG em func¢do dos estagios
de desenvimento das gbénadas dentro de cada classe de tamanho e que,
proporcionalmente, individuos de tamanhos distintos investem de maneira equivalente
em reproducao.

Considerando os estagios macroscopicos de desenvolvimento dos ovarios,
Oliveira et al (2007) observaram que o |G aumentou € o IH diminuiu & medida que os
ovarios se desenvolveram. Para A. castro, seguiu-se 0 mesmo padrao, com o maior
IG em Maio (Outono), coincidindo também com o menor valor de IH. Para A. castro,

também houve um aumento de |G conforme os estagios de gbnadas avangam.

Para A. castro o investimento reprodutivo médio foi de 1,97%, ficando
abaixo do visto para caranguejos de vida livre, como da superfamilia Cancridae,
camardes dulcicolas, do género Macrobrachium, e marinhos do género Betaeus,

porém, préximo de anomuros marinhos, como os porcelanideos.

Comparando os diferentes valores de fecundidades, como aquelas
registradas em outros decapodes dulcicolas com desenvolvimento ainda dependente
de aguas salobras e espécies marinhas (Shakuntala, 1977; Corey e Reid, 1991),
pode-se dizer que a dos eglideos seja inferior. Esta menor fecundidade dos eglideos
pode ser compensada pela alta sobrevivéncia da prole, uma vez que o0s jovens

permanecem aderidos aos pledpodes das fémeas apds a eclosdo. Além disso, os
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jovens ja nascem completamente prontos para ocupar o ambiente bentdnico
(Rodrigues e Hebling, 1977; Bueno e Bond-Buckup, 1996; Swiech-Ayoub e Masunari,
2001b; Francisco et al., 2007, Silva et al 2017). Estas tendéncias de proles pouco
numerosas e desenvolvimento larval no interior do ovo, para a producédo de jovens
com maior probabilidade de sobrevivéncia sdo compartilhadas com outros decapodes
limnéticos. Por exemplo, os valores médios de fecundidade dos tricodactilideos
Dilocarcinus pagei e Sylviocarcinus australis sao, respectivamente 213,8 (+ 116,5) e
170,2 (x80,6); consideravelmente mais baixos que aqueles observados em espécies
marinhas (Hepatus pudibundus: 75615 (£30120) (Reigada et al., 1995) e Eriphia
gonagra: 15362 (£8002) (Goes et al., 2005).

A fecundidade média obtida até o presente momento para A. castro é de
119,7 (x 58,37) ovos, sendo semelhante aquela encontrada em outras espécies de
eglideos. Bahamonde e Lopez (1961) determinaram uma fecundidade média de 120
ovos para A. laevis laevis; enquanto Lépez (1965) encontrou fémeas ovigeras de A.
paulensis com um intervalo de 64 a 113 ovos em seus pledpodes. Rodrigues e Hebling
(1978) apenas mencionam que o numero de ovos por fémea em A. perobae é
semelhante ao de A. paulensis. Contudo, existem espécies cujo numero de ovos é
bastante superior, quando comparado ao valor calculado para A. castro. Em A.
rostrata e A. araucaniensis, ambas espécies chilenas, o numero de ovos por fémea
varia, respectivamente, de 699 a 1043 e de 34 a 335 de acordo com Jara (1977 e
1980). Tais diferengas podem estar associadas ao habitat e tamanho dos anomuros,
visto que A. rostrata e A. araucaniensis ocorrem em grandes lagos chilenos e
alcangcam tamanhos, consideravelmente, maiores que maioria das espécies, podendo,

assim, aglomerar uma maior quantidade de ovos em seu abdémen.

Tabela 2. Compilacao de dados sobre fecundidade e tamanho do ovo, tamanho das
menores fémeas ovigeras, (CL = comprimento da carapaga sem rostro, CLR =
comprimento da carapaga com rostro) por latitude, para diferentes espécies de
eglideos. Adaptada de Silva et al 2016.

Fecundidad Menor Tamanho
Espécies Latitud e (Numero fémea médio do ovo Referéncias
e (S) de ovos) ovigera (DP £ mm)
(mm)

A. franca 20°18' 57 - 193 12,06 (CL) 1,34 £ 0,11 Bueno e Shimizu (2008)
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A. perobae 22°33' - 11,8 (CLR) 1,336 Rodrigues e Hebling
(1978)

A. paulensis 23°47' 64 - 113 11,5 (CLR) 1,299 + 0,006 Lépez (1965)

A. castro 23°57’ 10 - 218 10,9 (Csr) 1,19 £0,07 Presente estudo

A. marginata 24°16' 42 - 146 8,60 (CL) 1,32+ 0,29 Silva et al (2016)

A. schmitti 24°31' - 14,14 (CL) - Chiquetto-Machado et al.
(1978

A. strinatii 24°38' 1-325 15,63 (CL) - Rocha et al. (2010)

A. 28°38' 115 - 368 14.09 (CL) - Noro e Buckup (2002)

leptodactyla

A. 29°26' 28 - 210 9,19 (?) 1,35 Gongalves et al. (2006)

franciscana

A. laevis 33°42' 120 - 400 12,5 (CLR) 1,075 Bahamonde e Lopez

laevis (1961)

A. rostrata 39°46' 699 - 1043 - 1,2 £ 0,003 Jara (1977)

Considerando-se que o numero médio de ovos por estagio néo apresentou
diferencgas significativas, pode-se dizer que os 3 estagios de ovos podem ser utilizados
como representativos para se estimar a fecundidade de A. castro.

Verdi et al, (1985) e Lizardo-Daudt e Bond-Buckup (2003),
respectivamente, néo verificaram aumento no tamanho dos ovos de A. prado e A.
platensis, durante os primeiros estagios de desenvolvimento.

Alguns autores relataram apenas o tamanho dos ovos de varias espécies
de Aegla, muitas vezes sem fornecer um valor médio ou 0 numero amostrado. Assim,
Bahamonde e Lopez (1961) constataram que os ovos de Aegla laevis laevis sé&o
esféricos, com tamanhos que variam entre 0,85 e 1,35 mm. Jara (1977) mediu 500
ovos de A. rostrata, calculando um didametro médio igual a 1,2 (+ 0,003) mm e Jara
(1980) obteve valores iguais a 1,17 mm e 1,21 mm, para os ovos de ovipostura recente
de A. araucaniensis e A.manni, respectivamente. Aegla perobae, por sua vez, possui
ovos esféricos ou levemente elipticos, com didmetro médio igual a 1,34 mm
(Rodrigues e Hebling, 1978) e os ovos recém incubados de A. paulensis apresentam
dimensdes que variaram entre 1,1 e 1,5 mm (Lépez, 1965). Os diametros dos ovos de
A. castro seguem o padrao visto por algumas espécies do género. Nao havendo
diferencga significativa entre os estagios 2 e 3 em A.castro, pode se dizer que ocorre
um aumento do volume dos ovos no estagio 1, nos estagios subsequentes; porém,o

desenvolvimento do embrido se da sem aumento evidente do volume dos ovos.

Consideragoes Finais

Conclui-se que o IG e IH de fémeas de A. castro variaram
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inversamente com o decorrer do tempo. N&o houve relagdo entre o IG e o
comprimento da carapaga. Analisando-se os comprimentos da carapaga organizados
em classes de tamanho,verifica-se que as médias dos intervalos que tiveram uma boa
representatividade de individuos permaneceram proximas a média geral, ou seja,
especimes de diferentes tamanhos investem, proporcionalmente, de maneira
equivalente em reproducao. Além das variagdes sazonais, IG e IH, também, variaram
de acordo com os estagios de desenvolvimento das gbnadas. Para fémeas ovigeras,
foram encontrados 3 estagios de ovos. Nao foi encontrada diferenca significativa para
a quantidade de ovos, comparando-se os diferentes estagios de desenvolvimento
embrionario. A fecundidade de A. castro apresenta valores préximos aos de outras
espécies de aeglideos de tamanhos e habitats semelhantes. Os ovos tendem a
aumentar de tamanho, de maneira mais expressiva, no inicio do desenvolvimento.

Comparando-se os valores de |G, fecundidade e tamanho dos ovos entre espécies de
decapodes de diferentes habitats e grupos taxonémicos sugere-se que a estratégia
dos eglideos de baixa fecundidade, com ovos grandes e desenvolvimento epimérfico
permita um elevado sucesso reprodutivo, mesmo com valores de investimento

reprodutivo proporcionalmente baixos.
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