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RESUMO

Clibanarius symmetricus e Clibanarius sclopetarius sao duas espécies de caranguejo ermitdo
distribuidos ao longo da costa maritima do Brasil. Apresentam dimorfismo sexual, de acordo
com a posicao dos gondporos. Fecundidade € o nimero de ovos que uma fémea deposita em
uma Unica desova. Andlises de fecundidade sdo importantes para se conhecer o potencial
reprodutivo de uma espécie. Estudos com a descri¢do histolgica destas espécies podem ser
utilizados como modelo para compreensao do sistema reprodutor feminino de crusticeos em
geral. O uso de testes histoquimicos auxilia na descricdo dos estdgios de matura¢do dos
ovdcitos desta espécie. Com o objetivo de analisar o desenvolvimento gonadal destes
caranguejos ermitdes, através de coloragdes histoquimicas, foram realizadas coletas dos
espécimes em quatro estuarios (Jaguaribe, Pacoti, Acarat e Timonha&Ubatuba) através de
esforco amostral, e levadas ao laboratério, onde foram dissecados, sexados e dados
biométricos foram coletados (para anélise da fecundidade das fémeas ovigeras), e as gdbnadas
removidas. Depois da dissecagdo, os 6rgaos passaram por rotina histoldgica (desidratagdo,
diafanizacdo, impregnacao e microtomia), corados com tricromico de gomori (detec¢do dos
tecidos em geral), hematoxilina-eosina (substancias dcidas e basicas), azul de alcian/ PAS
(detec¢ao de mucopolissacarideos) e azul de bromofenol (identificacdo de proteinas totais).
Apoés essa etapa, as seccoes foram analisadas em microscopio de luz. O ovério, 6rgdo
produtor das células sexuais do sistema, apresentou, através da histoquimica, quatro estagios
de maturacdo, que variam de acordo com a incorporacdo do vitelo. Pela propor¢do dos
estagios celulares e das substancias quimicas presentes foram determinados quatro estigios
de maturagdo da gdnada: imatura, em maturagdo madura e repouso A fecundidade apresentou
correlacdo positiva com os dados biométricos, mas abaixo da média. Os estagios de
maturagdo corroboram com outros estudos realizados com crusticeos decdpodes e a

descricdo do sistema reprodutor feminino foi realizada com sucesso.

Palavras-chave: Fecundidade, odcitos, ermitdo, estagios de maturacao



ABSTRACT

The Clibanarius symmetricus and Clibanarius sclopetarius are two hermit crab species,
distributed through de maritime coastal zone of Brazil. They present sexual dimorphism,
according to the gonopore position. Fecundity is the number of eggs that a female deposit, in
only one spawn. Fecundity analysis are important because they help to understand the
reproductive potential of a species. Studies with the histological description of those species
can be utilized as models for studies off female reproductive system of crustaceans, as
general. The use of histochemical tests helps in the description of the maturation stages of
the oocytes from those species. With the goal to analyze the gonadal development of those
hermit crabs, with histochemical coloration, the individuals where collected in four estuaries
(Jaguaribe, Pacoti, Acarai e Timonha&Ubatuba), and taken to laboratory, where they were
sexed, biometric data collected (for fecundity analysis), dissected and the gonads were
removed. After dissection, the organs passed through histologic routine (dehydration,
diaphanization, impregnation and microtomy), colored whith tricomic gomori (detection of
tissues), Hematoxilyn-eosin (detection of acidous and basophilous substances), Alcian/ PAS
blue (detection of mucopolysaccharides) and Bromofenol (identification of proteins). After
those stages, the sections were observed on an optical microscope. The ovary, the organ that
produces the sexual cells, showed, through histochemical analysis, four maturation stages for
the oocytes that varies through the incorporation of yolk. With the proportion of oocytes
stages and presence of chemical substances, it was possible to determine four stages for the
gonad maturation: imature, in maturation, mature and resting. The fecundity showed positive
correlation with the biometric data, although below average. The maturation stages
corroborates with others studies realized on decapod crustacenas, and the description of the

female reproductive system was successfull.

Key words: Fecundity, oocytes, hermit crab, maturation stages
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1.INTRODUCAO

Os crustiaceos decdpodes sao componentes do subfilo Crustacea, do filo
Arthropoda. Sdo individuos que se caracterizam por apresentar um exoesqueleto enriquecido
com carbonato de célcio, formando uma camada bastante endurecida. Apresentam um par de
antenas, um par de mandibulas e um par de maxilas (Rupert & Barnes, 1996). Além do
exoesqueleto, os crustdceos possuem apéndices articulados e o corpo segmentado. A cabega
e o térax estdo fundidos em uma peca tnica, o cefalotérax. O abddmen apresenta apéndices
articulados natatérios birremes (dois ramos presos a uma base), embora ndo seja uma
caracteristica comum em todos os crustidceos. Outra caracteristica marcante é a presenca de
um par de quelipodes, utilizados para manuseio de alimentos, assim como defesa. Na cabecga,
estdo presentes, além dos dois pares de antenas, dois olhos compostos, geralmente
pedunculados. Os crusticeos sdo o grupo com maior diversidade morfoldgica entre os
animais (Rupert & Barnes, 1996). Eles se apresentam de diferentes formas e tipos, sendo
subdivididos em diversos tdxons. Uma das ordens com maior nimero de representantes é a

Decapoda.

Este tdxon de crustdceos € caracterizado pela presenca de dois pares de antenas e
por apresentar cinco pares de patas ambulatorias, que os permite realizar locomog¢ao (Brusca
& Brusca, 2007). Neste grupo, podemos citar como exemplos os camardes, as lagostas, os
lagostins e os caranguejos. Esta ordem de crustdceos se distribui ao longo de todo o planeta,
ocorrendo em uma grande variedade de ambientes, desde fossas abissais até estudrios (Chen

et al., 2016). Dentro do tdxon Decapoda, € encontrado o grupo dos Pleocyemata.

O tdxon Pleocyemata tem como caracteristica basica de seus representantes a
presenca da dendrobranquia (Rupert & Barnes, 1996). Exemplos de espécies presentes nesse
grupo sao as lagostas e camardes. Outra caracteristica desses individuos € a divisdo dos
apéndices locomotores em dois grupos: peredpodes e pledpodes (Rupert & Barnes, 1996).
Enquanto que os peredpodes estdo relacionados com a locomocdo, defesa (quelipodes) e
alimentacdo (apéndices bucais), os pledpodes sao utilizados, além da movimentagdo, para a
reproducdo, seja pela transferéncia do material genético, seja pelo armazenamento de ovos
pelas fémeas. Outro grupo pertencente a este tdxon, com caracteristicas peculiares € a

infraordem Anomura.
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A principal caracteristica das espécies deste tixon é o seu abddmen ndo
calcificado, sendo considerado “mole”, além de estar separado do cefalotérax. Por apresentar
um abdomen “mole”, algumas espécies se utilizam de conchas de gastropodes para protecao
do mesmo (Melo, 1996). Ao longo do crescimento do individuo, eles vdo trocando de
conchas para aquela que se adapte melhor ao tamanho do seu corpo. Os anomuras apresentam
mais de 800 espécies, que estio presentes desde fossas abissais até zonas costeiras (Martinelli
et al. 2002). Dentro do grupo dos anomuras, estudos que envolvem a biologia reprodutiva
destes individuos sdo poucos, j4 que hd um maior interesse comercial nos outros
representantes de decdpodes, por serem maiores e fazer parte da alimentagdo diversas classes

humanas.

Os caranguejos-ermitdes Clibanarius symmetricus (Melo, 1999) e Clibanarius
sclopetarius (Herbst, 1796) sdao duas espécies comuns da regido oeste do atlantico. Eles
ocorrem desde a regido sudoeste dos Estados Unidos e Golfo do México, até toda a regido
costeira do Brasil (Melo, 1999). Vivem em regides de mangue, na faixa entre-marés. Estas
espécies apresentam diversas semelhancas anatomicas, sendo possivel distingui-las
baseando-se na distribuicdo de listras nos peredpodes (Negri, Lemaitre, Mantelatto, 2014).
Enquanto C. symmetricus apresenta peredpodes de coloracdo esverdeada, e oito listras pretas
envolvendo o mesmo, C. sclopetarius, apresenta os peredpodes alaranjados e apenas quatro
listras pretas em seus peredpodes. Estes animais apresentam fertiliza¢do interna, em que o

macho deposita a massa espermética no gonéporo da fémea, e fecundam os odcitos no ovdrio.

Os sexos de C. symmetricus e C. sclopetarius podem ser determinados pela
posicdo do gondporo na base dos seus peredpodes: estd localizado no quinto par de
peredpodes nos machos, e no terceiro par nas fémeas. O sistema reprodutor feminino em
decdpodes, normalmente apresenta um par de ovdrios que se ligam a oviductos, também
pares. Cada oviducto conecta-se ao gonodporo, através de um canal chamado de vagina

(Hartnoll, 1968).

A disposi¢do do sistema reprodutor feminino para individuos da mesma familia
de C. symmetricus e C. sclopetarius foi realizado apenas para duas espécies: Diogenes
pugilator e Clibanarius vittatus (Manjon-Cabeza & Garcia Raso, 2000; Sant’Anna, et al.

2012). Em geral, nos decapodes, além destas estruturas, ha a presenca da espermateca, uma
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estrutura com funcao de armazenamento dos espermatéforos depositados pelos machos, no
gondporo das fémeas (Sainte-Marie et al. 1998). Apesar de ser uma estrutura comum para

decdpodes, a espermateca ndo estd presente no tdxon Anomura (Hartnoll, 1968).

A gonada feminina, para crusticeos, apresenta duas zonas: as zonas proliferativas
e germinativas. A zona germinativa € a regido em que as células sexuais sd@o desenvolvidas.
Ja a zona proliferativa € a que ocorre a proliferacao das células sexuais, e sua maturacao. Sua
posicdo varia ao longo dos crustiaceos, devido as diferentes formas que o ovdrio se desenvolve
e esté localizado no corpo do animal (Carvalho, 1997). Para os ermitdes, a zona proliferativa
estd presente na regido ventral da parede do ovario. Em geral, os constituintes celulares da
gonada feminina de Decapoda sdo: células foliculares e células germinativas: oogonia e
oocitos. Além do sistema reprodutor feminino, outra caracteristica reprodutiva dos animais
em geral, € a fecundidade. Determina-se fecundidade como o niimero de ovos depostos pela
fémea apds a desova. Esta inferéncia € importante, pois pode ser utilizada como parametro
na definicao do potencial reprodutivo da espécie (Barros, 2007). A fecundidade pode ser
estimada pela contagem do numero total de ovos que sdo depositados pelas fémeas, em
apenas uma unica desova. Muitos estudos envolvendo fecundidade em crusticeos existem, e
o célculo da fecundidade pode ser util para observar a variacdo da mesma ao longo dos anos,

o que pode ser causada por alteragdes ambientais (Turra & Leite, 2007).

Em pesquisas, o nimero de estudos que descrevem histologicamente o trato
reprodutor feminino, em outros decdpodes, sao abundantes (Ando & Makioka, 1999; Ayub
& Ahmed, 2002; Becker, Bradis & Storch, 2011; Castiglioni et al., 2007; Peres & Ogawa,
2016; Shinozaki-Mendes, Akemi & Silva 2012; Santana, Leite & Silva, 2012; Peres & Silva,
2009). Ja em anomuras, o numero € bem mais reduzido (Kronenberger, Brandis, Turkay &
Storch, 2004; Majén-Cabza & Garcia Raso, 2000; Sokolowicz, Lopez-Greco, Gongalves &
Bond-Buckup, 2007). Para individuos do mesmo género Clibanarius existem trabalhos
descrevendo o sistema reprodutor masculino (Santos & Mantelatto, 2011), e para as fémeas,
adescricdo da vitelogénese ao longo da maturacdo em Clibanarius clibanarius (Varadarajan;
Subramonian, 1980). Trabalhos com descri¢do histolégica do trato feminino para C.
symmetricus e C. sclopetarius nao foram encontrados, apenas para o cilculo de fecundidade

(Turra & Leite, 2007).
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Estudos envolvendo o sistema reprodutivo de fémeas sdo importantes pois podem
ser usados na compreensao de como a reprodugdo ocorre em diferentes tdxons. Além disso,
a descricao pode ser utilizada também como um modelo histolégico para estudos de sistema
reprodutor feminino, para crusticeos em geral, j4 que os mesmos apresentam diversas
caracteristicas morfoldgicas semelhantes, sendo possivel realizar comparagdes, e serem
animais de f4cil acesso e manuseio. Estes animais podem também ser bioindicadores da
presenca de tributilina, substancia utilizada em embarcacdes para evitar que alguns
artréopodes se fixem na proa dos barcos. Fémeas que foram expostas a esta substancia
apresentaram desorganizagcdo e atrofia em suas gonadas, afetando assim a reproducao

(Sant’Anna, et al. 2012),

O presente estudo tem como objetivo descrever anatdmica e histologicamente o
sistema reprodutor feminino das espécies C. symmetricus € C. sclopetarius, assim como a
fecundidade para C. sclopetarius, e compara-las procurando diferencas e semelhancas entre
as duas. Nesta descricdo também objetiva-se descrever os estdgios de maturagcdo dos odcitos

das duas espécies.
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2.MATERIAIS E METODOS
2.1- Coleta

Para as andlises anatomicas e histoldgicas, um total de 238 fémeas foram
utilizadas. Dessas, 194 foram da espécie C. symmetricus e 42 de C. sclopetarius. Os
individuos foram coletados, sem critério de coleta, em dois estudrios diferentes: Jaguaribe e
Acarad, por serem estudrios de fécil viagem e acesso. Os ermitdes foram capturados
manualmente na regido entre marés, quando a maré estava baixa, e foram trazidos para o

laboratorio.

Os individuos foram transportados ao Laboratério de Estudrios e Recursos do
Semidrido (LERSA), na Universidade. Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza. La, foram
colocados em refrigerador por 20 minutos, a temperatura de -22°C com finalidade de reduzir
o metabolismo e facilitar a remog¢do de cada individuo de sua concha. Os animais foram
identificados de acordo com Melo (1999). Medidas morfométricas do comprimento do
escudo cefélico (em milimetros) (FIGURA 1) e peso (em gramas) foram registrados para
cada individuo. Os gondporos foram descritos e fotografados em microscopio estereoscopico

Leica SSAPO.

Em seguida, cada animal foi dissecado, para exposi¢cdo e retirada do sistema
reprodutor feminino (a determinacdo da cor das gonadas foi realizada com o uso de uma
paleta de cores das tintas Coral), sendo colocado em fixador de Davidson (mistura de formol
10%; acido acético glacial e d4gua do estudrio) por um periodo de 24 horas. Apds esse tempo,
foi retirado o excesso do fixado em 4gua corrente e os componentes de cada sistema
reprodutor foram imersos em dlcool 70%, como liquido preservador, onde permaneceram até

o inicio do processamento histoldgico.
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FIGURA 1: Caranguejo-ermitdo (Clibanarius sclopetarius) fora da concha. A linha

vermelha representa o comprimento do escudo cefélico. Escala: 1cm. Foto: Yago Barros.

2.2- Andlises histoldgicas

O material, apds fixado e mantido em dlcool 70%, passou pela etapa chamada
de desidratacdo, em que uma série de alcoois (70%, 80%, 95% e 100%) com banhos de
uma hora cada, foi usada com o objetivo de retirar toda a 4gua presente ainda nos 6rgaos.
Ap6s a desidratagdo, o material foi diafanizado com xilol (dois banhos de duas horas
cada) para a retirada do dlcool e possibilitar a inclusdo em parafina liquida, a 50° C. O
processo final € chamado de impregnacao, em que o material € mergulhado em parafina,
a temperatura ambiente, onde caixas de papel s@o utilizadas para formar os blocos de
parafina solidificada contendo o material biolégico a ser seccionado em micrétomo. As
seccoes de 5 um de espessura, feitas em micrétomo Leica RM2125 RTS, passaram por
uma bateria de coloracdo e foram corados com Hematoxilina-Eosina (para evidenciar
substancias 4dcidas em vermelho e baséfilas em roxo) (Junqueira, Junqueira, 1983);
Tricromico de Gomori (para as fibras colagenas em verde, epitélio em rosa ) (Junqueira,
Junqueira 1983), azul de alcian/PAS (corando ntcleos em roxo e polissacarideos em azul)

(Behmer et al, 1976) e azul de bromofenol (para proteinas totais em azul) (Pearse, 1968).
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As laminas contendo as seccdes coradas foram observadas utilizando um microscopio

Leica DM1000OLED e fotografadas usando a camera Leica DFC295.
2.3— Fecundidade para Clibanarius sclopetarius

Para o estudo da fecundidade, o método de contagem, assim como as andlises estatisticas,
foram os mesmos utilizados por Barros (2007). As fémeas ovigeras (que continham ovos
aderidos aos pledpodes) (FIGURA 2) foram colocadas em dlcool 70%. Os ovos foram
removidos cortando os pledpodes, local em que a massa de ovos estd fixada, e colocados
em uma solucdo 150ml de dgua destilada e SOml de hipoclorito de sédio, para que os
ovos se soltassem das setas ovigeras dos pledpodes. Os ovos, junto da solucdo de
hipoclorito, em um béquer, foram colocados em um agitador magnético, para que a
quantidade coletada com a pipeta fosse igual. Cinco aliquotas de 1ml, utilizando uma
pipeta, foram retiradas da solucdo, colocadas em cinco placas de petri, e passaram 1 hora

na estufa a 60° para facilitar a contagem. Os ovos foram contados a olho nu.

FIGURA 2: Imagem do abdomen de uma fémea ovigera de Clibanarius
symmetricus, com os ovos aderidos aos pledpodes da fémea. Escala: Icm.

Foto: Yago Barros.
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Em seguida a coleta de dados dos ovos, a fecundidade foi medida multiplicando
a média do ndmero de ovos das 5 placas pelo volume total (200ml). O indice de fecundidade
média foi calculado seguindo a correlagdo entre o indice de fecundidade e o tamanho do
escudo cefélico das fémeas. Um diagrama de dispersdo foi gerado para a relacdo entre o
numero de ovos e o comprimento do escudo cefdlico. Estes valores foram submetidos a uma

andlise de regressao linear e a correlacdo entre as duas varidveis foi observada.

3.RESULTADOS

O maior e menor tamanho de escudo cefélico encontrado para C. symmetricus foi
13.30mm e 2.35mm respectivamente e em C. sclopetarius, 10.50mm e 1.80mm (TABELA
1) respectivamente. Destes individuos, para as fémeas com escudo cefdlico menor que
3.35mm ndo foi possivel distinguir o ovario no abdéomen, devido a sua coloragdo, sendo

realizado a histologia do abdomen completo.
3.1 - Andlises anatdmicas

O sistema reprodutor feminino estd localizado desde a regido dorsal do
abdomen até a regido ventral do cefalotérax. O ovdrio posiciona-se acima da glandula
digestiva (hepatopancreas). Ao longo da maturagdo do ovario, hd um aumento de volume
e de extensdo, além das alteracOes de cor neste 6rgdo. Ao chegar nos estdgios finais, o
ovério ocupa quase toda a regido interna do abdémen. O oviducto conecta o ovario ao
gondporo (FIGURA 3). Como este poro genital estd localizado na base do terceiro
peredpode, no cefalotdrax, o oviducto vai da posicao dorsal no abdomen, até a posi¢ao
ventral, cruzando a divisao entre o abdomen e o cefalotérax até a abertura do gondporo.
As cores observadas para os ovdrios, ao longo do processo de maturagdo foram: bege,

amarelo, laranja, vermelho-claro, vermelho e vermelho-escuro.
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FIGURA 3: Posi¢do dos gondporos (evidenciado pelas setas) no terceiro par de
peredpodes, tanto para Clibanarius symmetricus como para C. sclopetarius. Foto:

Yago Barros.

A abertura do gonéporo de C. symmetricus e C. sclopetarius estd localizada na
base de cada pereépodo que formam o terceiro par. O ovério, no abdomen, tem formato de
“Y” (FIGURA 4). O tamanho do ovdrio varia de acordo com o estdgio de maturagdo, e, para
ambas espécies, ndo € observada espermateca. Outras caracteristicas que ajudam na
diferenciacdo entre macho e fémea, é o tamanho do quelipode direito, que em machos é
relativamente maior, se comparado ao das fémeas. Além disso, pelo fato do abddmen ser uma

estrutura transldcida, € possivel observar a coloracdo interna, em que os machos apresentam

uma cor mais esverdeada, enquanto as fémeas variam de laranja para vermelho-escuro.
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peredpodo

£onoporo

oviducto

ovario

FIGURA 4: Representacdo do sistema reprodutor feminino de C. symmetricus e C.
sclopetarius, evidenciando o gondporo (no terceiro pereidpodo), oviducto e ovarios.

Escala: 1cm. Foto: Yago Barros.

3.2- Descrigdo do sistema reprodutor feminino de C. symmetricus e C. sclopetarius

O oviducto de ambas espécies € formado por um epitélio colunar simples,
secretor e ciliado apoiado em uma ladmina basal (FIGURA 5). Foi observado também um
tipo de substincia proxima ao epitélio, sendo possivel determinar que a substancia €

secretada pelo mesmo.
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FIGURA 5: Seccao histolégica de oviducto de C. symmetricus, com epitélio
simples colunar secretor. Secrecao no limen do oviducto. Ov: oviducto. Corado

com Tricromico de Gomori. Foto: Yago Barros.

O ovirio de ambas espécies € revestido por uma grande quantidade de material
fibroso e células, que provavelmente sdo células fibroblastos ou mesmo miofibroblastos.
Além destas células, aparecem outras que formam agrupamentos por entre as células sexuais,
que podem ser as células foliculares (FIGURA 6). Assim, podemos indicar que as células
que constituem o ovério das duas espécies sdo: células produtoras das fibras, células
foliculares e células sexuais; estas, em varios estdgios de desenvolvimento maturativo. As
células foliculares sdo encontradas em torno das células sexuais, sdo ovais e o nicleo ocupa
quase que por completo o citoplasma, e seu formato vai modificando a medida que os 0dcitos

maturam, tornando-se mais pavimentosas e achatadas (FIGURA 7).
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FIGURA 6: Seccao histoldgica de ovario de C. sclopetarius. A seta indica uma camada

de células, provavelmente fibroblastos que envolvem o ovério. O1: odcitos 1; O2: odcitos

2. Corado com Tricromico de Gomori. Foto: Yago Barros.

As células sexuais das duas espécies estdo divididas em dois grupos: oogonia e
odcitos (em diferentes estdgios de maturacdo. A oogodnia € o conjunto de células pequenas,

esféricas, com um nicleo e nucléolo, também oval, e o citoplasma ¢é de dificil visualizacao
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(FIGURA 7). Estas células sao precursoras dos odcitos, e se localizam, normalmente em uma
zona de proliferacao. Nas células germinativas, que sdo células originadas da oogénia em um
estdgio mais avangado de maturacdo, € possivel, além das outras estruturas, observar também
o nucléolo, porém, ao longo de sua maturacdo, o citoplasma aumenta o volume,
principalmente por deposicdo de vesiculas de vitelo, tornando-se mais dificil a observacao
do nucleo e nucléolo. Desse modo, foram destacados quatro estdgios de maturacao para estas
células. Os critérios para determinacdo de cada estdgio, foram: tamanho das células, a
deposi¢do de substancias dcidas e basicas no citoplasma, proporcionada pelas reagdes aos
corantes e o grau de desenvolvimento do nucleo. Os odcitos apresentaram uma variagdo de
tamanho, variando de 0,372 ym até 354,04 ym, ao longo dos estdgios maturativos (TABELA
2 e 3). As reagdes entre os corantes e cada estdgio de maturagdo dos odcitos, estd descrito na

tabela 4.

Os quatro estdgios descritos para ambas espécies dos odcitos sdo: odcito 1, odcito 2, odcito

3 e odcito 4.

Odcito 1 — sdo maiores que as oogdnias, e caracterizadas por ter um citoplasma basofilico
com um nucleo redondo. E possivel observar o nucléolo, e estas células apresentam tamanhos
reduzidos, se comparado com os outros estagios (FIGURA 7). Nao ocorre ainda a deposi¢ao

de vitelo, e o niicleo ocupa uma boa parte do citoplasma.

Odcito 2 — caracterizados pela presenga de vesiculas de vitelo no citoplasma e sdo um pouco
mais acidéfilos. Em algumas ainda € possivel observar o nucléolo no nicleo. Elas apresentam
forma ovalada. Neste estdgio inicia-se o preenchimento do citoplasma por granulos de vitelo

(FIGURA 6).

Odcito 3 — O nucleo € de dificil observagdo, e o nucléolo ndo € mais visivel, por seus
tamanhos terem reduzido, e a célula apresenta uma grande quantidade de vitelo, além de

apresentar um citoplasma bem mais dcido (FIGURA 9).

Odcito 4 — Neste estagio, € possivel observar os granulos de vitelo bem evidentes, ocupando
por inteiro o citoplasma. N@o se observa nem nucleo e nem nucléolo. Os odcitos sdo bem
maiores, se comparado com os outros estagios dos odcitos (FIGURA 10). Neste estigio, o

odcito esta pronto para ser liberado e fecundado.
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FIGURA 7: Secgdo histoldgica do ovario de C. symmetricus. Oog: oogonia; CF: células
foliculares. As células foliculares estdao nos espacgos entre odcitos, envolvendo-os; O1:
od6cito no estdgio 1. Observa-se no O1 nicleo e nucléolo, assim como o citoplasma é

visivel. Corado com Tricromico de Gomori. Foto: Yago Barros.

A proporcdo de células sexuais em determinados estdgios, assim como o
posicionamento das células foliculares, além da propor¢do de estidgios dos odcitos,
permitiram a determinacdo de quatro estigios de maturacdo ovariana: imaturo, em

maturacao, maduro e em repouso (para as duas espécies).
Estdgio 1 — Imaturo

Neste estagio, o ovério apresenta uma cor translicida, e em alguns casos amarelo
ou bege. Ha a zona de proliferacdo da oogdnia, seguida pelos odcitos envoltos em células
foliculares, ainda ovais (FIGURA 7). H4 uma maior presenca de odcitos 1, que reagem com

hematoxilina-eosina, apesar de ser negativo a coloracdo com azul de alcian/PAS.
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FIGURA 8: Abdomen dissecado de C. symmetricus com a diferenga de coloracio

entre hepatopancreas (H) e gdbnada (G). Escala: 1cm. Foto: Yago Barros

FIGURA 9: Seccdo histologica de gonada feminina de C. sclopetarius. As setas
indicam os Odcitos no estdgio 3, com o niucleo de dificil observacdo. Nesta figura,
também € possivel observar odcitos em diversos outros estagios, caracteristica de uma

espécie com desova multipla. Corado com Hematoxilina-Eosina. Foto: Yago Barros.
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Estdgio 2 — Em maturacio

A cor do ovario comeca a adquirir uma coloragao vermelho claro (FIGURA 8).
Neste estdgio, hd duas fases, a vitelogénese inicial e a vitelogénese. Na vitelogénese inicial,
ha uma maior presencga de odcitos 1 e 2, que apresentam citoplasma baséfilo, de acordo com
a colora¢@o hematoxilina-eosina e tricromico de gomori. H4 também uma reacdo ao azul de
bromofenol, indicando a presenca de proteinas. No inicio da vitelogénese comegam a surgir
as vesiculas de vitelo, sendo bem distinguiveis no citoplasma, aumentando a sua
concentracdo. Na vitelogénese é mais comum a presenga de odcitos 2 e odcitos 3. As células
foliculares se tornam mais pavimentosas, formando uma fina camada em torno de cada um

dos odcitos.
Estdgio 3 — Maduro

Os ovarios de todas as fémeas nesse estagio, apresentam coloracdo vermelho-
escuro. As zonas germinativas se apresentam separadas em algumas dreas do ovdrio, e
reduzidas, devido a grande presenca de odcitos 4. Odcitos 3 estdo presentes em menor
quantidade. H4 uma forte reacdo ao azul de bromofenol nos odcitos 4 (FIGURA 10),
evidenciando a grande quantidade de vitelo, rico em proteina. Houve uma forte reagdo com

o azul de alcian/PAS, indicando a grande presenca de polissacarideos nesses odcitos.
Estdgio 4 — Em repouso

O mais comum nesse estagio, sdo fémeas com ovario de coloragdo vermelho-
claro. Neste estdgio, o ovdrio estd numa fase de reorganizacdo, em virtude da eliminacdo dos
odcitos maduros para fecundacdo. Os poucos odcitos presentes, que estdo em diferentes
estdgios de maturacdo (FIGURA 9) estdo sendo reabsorvidos. E possivel observar a oogdnia

e alguns odcitos, assim como se vé novamente a zona de proliferacao.
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FIGURA 10: Seccao histolégica de ovario de C. symmetricus. O4: o6cito no
estdgio 4 com grande quantidade de grdos de vitelo. O niicleo ndo é mais

distinguivel. Corado com azul de bromofenol. Foto: Yago Barros.

4.3 - Fecundidade

Foram utilizadas um total de 34 fémeas ovigeras de C. sclopetarius. A
fecundidade ndo foi quantificada para C. symmetricus pois ndo se coloetou um nimero
satisfatério de fémeas ovigeras de C. symmetricus para realizar a andlise. Fémeas ovigeras
estiveram presentes em todos os meses em que foram realizadas coletas. A massa de ovos
das fémeas normalmente apresentava uma coloracdo vermelho escuro, (FIGURA 8)

indicativo da grande quantidade de vitelo.

A presenca de fémeas ovigeras e maduras em todos os meses de coleta indica
atividade reprodutiva ao longo de todo o ano. A variagdo de tamanho do escudo cefélico das
fémeas ovigeras foi de 3,9 mm a 9,8 mm. Em relacdo a fecundidade, houve uma grande
variacdo do nimero de ovos por f€meas, variando entre 1.120 a 12.440 ovos por fémea,

obtendo-se uma média de 5171 ovos por individuo.
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Uma andlise de regressao linear foi efetuada, relacionando o comprimento do
escudo cefdlico e a fecundidade por fémea. A figura 11 mostra os resultados da andlise de
regressao do tamanho do escudo cefdlico para a fecundidade de C. sclopetarius. Nesta
espécie, hd correlagdo positiva entre estas duas varidveis, com o coeficiente de correlagao (r)

igual a 0,546123.
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FIGURA 11 — Correlagdo entre as varidveis comprimento do escudo

cefélico e fecundidade das fémeas ovigeras de Clibanarius sclopetarius.

Tabela 1: Valores minimos, mdximo e media do comprimento do escudo cefdlico de
Clibanarius symmetricus e Clibanarius sclopetarius, em milimetros.
Minimo Maximo Desvio Padrao Média

C. symmetricus 2,35 13,30 7,12 8,23
C. sclopetarius 3,35 10,50 6,34 8,345
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Tabela 2: Variacdo de tamanho dos odcitos em diferentes estdgios Clibanarius symmetricus,

em micrémetros.

Minimo Maximo
Oogonia 0,372 23,087
Ocdcito 1 3,404 55,589
Ocdcito 11 12,345 139,191
Ocdcito 111 15,887 140,434
Odcito IV 31,775 354,404

Desvio Padrao
15,312

24,231

68,345

105,292
228,293

Média
7,12

15,219
50,399
52,844
96,902

Tabela 3: Variacdo de tamanho dos odcitos em diferentes estagios Clibanarius sclopetarius,
em micrometros.

Minimo
Oogonia 0,432
Odcito 1 3,100
Oocito 11 10,422
Oocito 111 18,293
Odcito IV 30,395

Maximo

22,349
58,361
138,284
151,129
360,128

Desvio Padrao
14,345

22,312

70,412

108,234
234,443

Média
8,15

17,324
54,321
58,126
98,987

Tabela 4: Reacdo dos corantes ao longo dos estdgios de desenvolvimento das células sexuais

de C. symmetricus e C. sclopetarius.

CLIBANARIUS SYMMETRICUS E CLIBANARIUS SCLOPETARIUS

CORANTES | Hematoxilina-Eosina Tricdmico de Gomori  Alcian/PAS Bromofenol
OOGONIA | Extremamente baséfilo  Reage bem Ndo ha Ndo hd
reagcao reagao
00CITO1 | Basofilo Reage bem N3o ha N3o ha
reacao reagao
OOCITO 2 | Pouco baséfilo Reage bem Baixa reacdo  Baixa reacdo
00CITO 3 | Acido Reage bem Forte reacio  Reage bem
OOCITO 4 | Extremamente &cido Reage bem Forte reacao Forte reacao
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4.DISCUSSAO

Neste estudo, foi possivel afirmar, histologicamente, que as duas espécies de
caranguejo ermitdo, ndo apresentam diferencas do sistema reprodutor feminino. Uma
possivel explicagdo para que nao ocorra cOpula entre as espécies € que as mesmas respondam
apenas a um sinal ferormdnico, que apenas individuos de cada espécie reconhecem, sendo
possivel assim a cépula. As fémeas apresentam um gondporo codncavo. E possivel que esse
formato tenha o objetivo de facilitar a cépula com o macho, favorecendo a deposi¢do dos

espematoforos.

Através das andlises histolégicas, foi possivel observar as estruturas que
compdem o sistema reprodutor feminino. O oviducto apresenta um epitélio colunar. O
epitélio apresentou uma reacao positiva com azul de alcian/PAS. Isso pode ser um indicativo
que o epitélio secreta substancia quitinosa (Linder, 1959) e que estas substincias sdo
utilizadas para formar a camada ao redor dos ovos fertilizados. Esta suposi¢ao € apoiada por
Ando & Makioka (1992), que propdem que esse tipo de epitélio na parede do oviducto esta
relacionado com a fertilizacdo interna, em que o mesmo ird revestir os odcitos fecundados,
quando liberados pela fémea. Apesar de ser considerado que esta substancia participa da
fecundacdo, ndo foi possivel determinar sua funcao, ja que Vazques (2008) mostrou que a
funcdo desta secrecdo varia nos decdpodes, como exemplo, Cherax quadricarinatua
(decapoda) apresenta a mesma secrecao, mas sua fecundacgdo € externa. Apenas com andlises

histolégicas e histoquimicas nio foi possivel determinar sua fun¢do em Clibanarius.

Apesar de o ovdrio possuir o formato de “Y”, ele € considerado assimétrico se
comparado aos demais ovdrios dos outros decdpodes. Esta assimetria do ovério
(Kronenberger et al. 2004) ocorre devido a uma tor¢do do corpo, ja que os ermitdes adaptam
seus corpos para a estrutura interna das conchas dos gastropodes. Outros estudos mostram
que devido a tor¢do, as zonas germinativa e proliferativa mudam de posicao, de acordo com
o crescimento do ovéario (Varadarajan & Subramonian, 1980). Uma caracteristica do ovério
destes animais é que o mesmo nao ¢ rigido, o que facilita sua acomodagao no abdémen, ao

longo da mudanca de conchas que os caranguejos-ermitdes realizam ao longo da vida.

Para C. symmetricus e C. sclopetarius, foram definidos quatro estigios de

maturagdo da gonada feminina (imaturo, em maturacdo, maduro e em repouso). Para



32

decdpodes, em geral, ndo hd uma determinacdo fixa para os estigios de maturagdo, ja que
diferentes autores determinam diferentes estdgios, no tdxon, se adaptando a suas andlises e
descobertas (Santos, Lima, Nascimento, Sales & Oshiro, 2009). Os estdgios que mais sao
utilizados para determina¢do da maturacdo sdo os quatro estdgios: Pré-vitelogé€nese,
vitelogénese, maduro e em deposi¢do (Peres de Souza & Feitosa Silva, 2009). Estes estdgios,
apesar de apresentarem nomes diferentes aos propostos neste atual trabalho, sdo os mesmos.
A escolha para ndo usar esta nomenclatura se dd, devido ao fato de que alguns autores
consideram o termo pré-vitelogénese errado, ja que neste estdgio, de fato, ja estd ocorrendo

a vitelogénese (Adiyodi & Subramoniam, 1983).

Nos estdgios imaturo e em maturagdo, € possivel observar uma variacao na cor
dos ovérios nas fémeas. O estdgio imaturo pode ser caracterizado pela cor translicida da
gbnada e no estdgio em maturagdo, € observado a coloracdo laranja, 0 mesmo que descrito
por Manjon-Cabeza & Garcia Raso (2000), indicando que a maturacdo se iniciou. A cor
laranja ocorre devido ao actiimulo de caroteno no ovdrio, mais especificamente nos odcitos
(Charniaux-cotton, 1985). Com a reagdo de hematoxilina-eosina, foi possivel determinar que
0s odcitos em estdgios iniciais sao mais basofilos, e nos estidgios avangados, vao se tornando
acidos. O alto grau de basicidade nas células germinativas iniciais acontece pois ha um
aumento no nuimero de ribossomos no citoplasma, mais especificamente no reticulo
endoplasmatico rugoso (Chaves, 1993). Esse armazenamento ocorre mais em odcitos I.
Odcitos I e II apresentaram uma baixa reacdo com o azul de alcian/PAS, assim como o azul
de bomofenol. Isto acontece, pois, apesar de ja estar ocorrendo formacao de glicoproteinas
no reticulo endoplasmético rugoso (Meusy, 1980), ndo € possivel ainda ser corado pelo
bromofenol (Tan-Fermin & Pudadera, 1989). A resposta ao azul de alcian/PAS se da pelo
fato de que as substancias que possuem polissacarideos se acumulam primeiro nos granulos

de vitelo, presentes nos odcitos IIl e IV (Inagawa et al., 1993).

Nos estdgios mais avancados de maturagcdo, a gonada apresenta uma forte cor
vermelha, indicando a grande quantidade de vitelo presente nos odcitos. Ao longo da
maturagdo, € possivel observar o desaparecimento do nicleo. Este fato indica que o nicleo
sofreu uma migracao para a regido ventral do ovario até se tornar ndo visivel (Cabiddu et al,

2008). As células germinativas também comecam a mostrar uma forte reagdo com a eosina,
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ja que o mesmo se torna extremamente acidéfilo, devido a natureza do vitelo que € produzido,
simultaneamente a reducdo da quantidade de organelas citoplasmaticas do estdgio “em
maturacao” (Chaves, 1993). Nestes estagios, ¢ possivel observar a presenca de diversas
vesiculas no citoplasma. Estas vesiculas, de acordo com a coloragdo hematoxilina-eosina,
apresentam vitelo e lipidios, dentro das mesmas, e que seu nimero aumenta ao longo da
maturagdo. Este resultado também foi observado por (Majon-Cabeza, Cobos, & Garcia Raso,
2011). No estagio em repouso, foi observado todos os tipos de odcitos, no ovdrio. Isso indica
que a fémea passa por um processo determinado de oobsor¢do, em que as células
germinativas ndo fecundados sdo reabsorvidas, e a energia € reutilizada para produgdo de
novos odcitos. Alguns autores apontam que a oobsor¢do também € utilizada quando a fémea

passa por um periodo muito longo de fome (Hinsch, 1992).

Conan et al. (2001) determina que fémeas de crustdceos podem ser consideradas
maduras quando as mesmas sdo capazes de produzir gametas vidveis. Com esta informacao,
foi possivel determinar que a menor fémea encontrada que apresentava gametas viaveis,
possuia um escudo cefdlico de 2,35mm e 1,80mm para C. symmetricus e C. sclopetarius,
respectivamente, indicando que individuos deste tamanho j4 estdo aptos para cépula e
reprodu¢do. Nenhum individuo na fase juvenil foi encontrado, sendo uma possibilidade que

a regido de recrutamento destas espécies acontece em outro lugar, diferente da coleta.

As fémeas ovigeras apresentaram uma reproducio continua e miltipla. E
considerado reproducao continua quando ha a presenca de fémeas com gonadas em estagios
maduros, assim como a presenca de fémeas ovigeras ao longo de todos os meses do ano
(Linhares, 2010). Ja a reproducao multipla € caracteristica quando, em f€meas maduras ou ja
com a massa de ovos posta, € possivel observar que as mesmas ja estdo produzindo novas
células germinativas para uma nova cépula. Sendo assim, podemos determinar que C.
sclopetarius tem um alto potencial reprodutivo durante o periodo de estudo. Estes resultados
foram diferentes dos apresentados por Turra (2001), que observou que C. sclopetarius
apresenta uma reproducdo sazonal. O resultado encontrado mostra que € possivel que a
caracteristicas reprodutivas destes animais alteram de acordo com as condi¢des ambientais

que estes individuos se encontram (Turra & Leite 2007).
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Foi constatado que as fémeas de C. sclopetarius produzem, uma média de 5171
ovos por desova, com este valor alterando ao longo da variagcdo de tamanho das fémeas. Turra
(2001) encontrou valores proximos para a mesma espécie, em relacdo a fecundidade. Esta
mudanca também é causada pela disponibilidade de recursos, assim como caracteristicas do
ambiente, como temperatura, pressdo, salinidade que afetam diretamente na biologia

reprodutiva destes individuos (Barros, 2007).

Ha uma correlagao (r) de 0,5146123 positiva, porém baixa entre o tamanho do
escudo cefdlico e a fecundidade destes individuos. Este resultado estd de acordo com muitos
trabalhos realizados em crustdceos, ja que o tamanho do corpo da fémea em crusticeos € o
principal determinante do potencial reprodutivo (Hines, 1982). Entretanto, apesar de as
fémeas apresentarem uma maior producido de ovos, esta mesma produgdo varia de acordo
com a energia que a fémea possui disponivel, energia esta que € influenciada diretamente por

fatores ambientais (Oliveira & Leme, 2004).

Alguns crusticeos apresentam estratégias para aumentar o nimero de massa de
ovos, como a maturacdo sexual mais jovem (Yam & Dudgeon, 2005). Esta estratégia pode
estar ocorrendo para C. sclopetarius, correspondente ao fato que individuos muito pequenos,
com escudo cefélico de tamanho de 3,5mm j4 possuiam a massa de ovos. Isto pode ser
causado por algum agente estar influenciando na biologia reprodutiva destes animais. Se
comparada com outros crustdceos, a correlagao de 0,523 pode ser considerada baixa. Barros
(2007) também encontrou uma correlagcdo baixa, pois valores de correlagdo menor ou igual
a 0,5 sdo considerados ruins. Esta baixa correlacdo pode ser causada por algum estresse
ambiental que estes animais estdo passando. Como descrito por Sant’anna et al. (2012), a
presenca de tribultilina na 4dgua causa alteracOes histologicas no sistema reprodutor dos
ermitdes, € como estes estudrios possuem uma abundante presenca humana, outros poluentes
também podem estar afetando a biologia desses individuos, sendo necessdrio a realizacao de

estudos para analisar o impacto que estas espécies estao sofrendo.
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5. CONCLUSOES

As duas espécies ndo apresentaram diferencas morfoldgicas, em relacdo a
seus sistemas reprodutores femininos, sendo necessdrios outros estudos que determinem

o que impede a cépula entre as espécies.

Através da histoquimica, foi possivel determinar cinco estidgios de maturagao do
oocito de Clibanarius symmetricus e Clibanarius sclopetarius, além de quatro estagios de

maturagdo para as fémeas de ermitdo.

A correlacdo entre fecundidade e tamanho do escudo cefélico de C.
sclopetarius € baixa, o que pode ser algum indicativo de que algum fator esté afetando a
reproducdo destes animais. E para C. sclopetarius foi encontrado uma reproducgdo

continua.
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