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RESUMO

Nassarius vibex € um gastropode comum no Nordeste brasileiro que se apresenta em
abundancia em estudrios. A biologia reprodutiva dessa espécie foi estudada a fim de
caracteriza-la e verificar a influéncia das variagdes ambientais, parasitismo e ocorréncia de
imposex em duas populagdes, uma no estudrio do Rio Ceard e outra no estudrio do Rio Pacoti,
Nordeste, Brasil. A precipitacdo pluviométrica e a salinidade parecem influenciar nas
caracteristicas reprodutivas de N. vibex, enquanto a temperatura ndao apresenta efeito
significativo devido a sua pouca variacdo anual. A espécie apresenta uma populacio
predominantemente feminina, com variacdes mensais nas propor¢des, sem haver
predominancia dos machos em nenhum dos meses. O ldbio externo da concha foi utilizado
como indicador do estado reprodutivo da espécie, sugerindo que essa caracteristica pode
refletir o estado maturativo do animal. As células germinativas de machos e fémeas foram
caracterizadas. As populacdes analisadas apresentaram parasitismo por trematédeos
digenéticos, cestddeos e por outros parasitas ndo identificados. Andlises histopatoldgicas
foram realizadas. Os trematddeos apresentaram efeitos deletérios mais significativos sobre a
reproducdo de N. vibex do que os outros grupos, além de sua presenca ter sido numericamente
maior. No estudrio do Rio Ceard, houve maior diversidade de parasitas, com prevaléncia
reduzida. No estudrio do Rio Pacoti, a diversidade de parasitas foi menor, mas as freqii€éncias
mensais foram mais elevadas. O imposex foi detectado exclusivamente na populacdo do
estudrio do Rio Ceard. Nessa populacdo, foi registrada a ocorréncia de pénis nas fémeas,
formacdo de vaso deferente, convolucdes no oviduto e alteragdes na massa glandular
(glandula da capsula e de albumen). Essa ultima alteracdo resultou em esterilidade nas fémeas
afetadas, provavelmente em decorréncia da presenca de cdpsulas abortivas. Foram aplicados
os seguintes indices para a quantificacdo do imposex: %I, MPL, FPL, RPLI, VDSI e AOS. O
desenvolvimento embriondrio e larval da espécie foi determinado. A desova e os estagios de
desenvolvimento foram registrados. O periodo de desova foi registrado nos meses de Junho a
Dezembro. Nassarius vibex deposita cdpsulas ovigeras em substratos duros e as larvas
eclodem no estdgio de véliger. Foi registrada a ocorréncia de cdpsulas incubadas no interior
do vestibulo de fémeas em ambos os estudrios e sua relacdo com as varidveis ambientais € 0
parasitismo. Mesmo apresentando similaridade entre as duas populagdes, a determinacao de
padrdes reprodutivos bem definidos para a espécie ndo foi observada.

Palavras-chave: Nassarius vibex, reproducdo, desenvolvimento embriondrio e larval,
imposex, parasitismo, estudrio, Rio Ceard, Rio Pacoti.



ABSTRACT

Nassarius vibex is a common gastropod present in abundance in the Northeast estuaries. The
reproductive biology of this species was studied to characterize it and verify the influence of
environmental variables, occurrence of imposex and parasitism in two populations of the
species, one in the Ceard River estuary and the other in the Pacoti River estuary, Northeast,
Brazil. Rainfall and salinity seem to influence the reproductive characteristics of N. vibex,
while temperature has no significant effect due to its low annual variation. The species has a
female biased population, with monthly variations, but with no predominance of males in any
of the months. The outer lip of the shell was used as an indicator of the species reproductive
status, suggesting that this characteristic may reflect the maturity state of the animals. The
germ cells of males and females were characterized. The populations examined were
parasitized by digenetic trematodes, Cestoda and other unidentified parasites.
Histopathological analysis were performed. Trematodes showed more deleterious effects on
reproduction than the other groups, and their presence was numerically larger. In the Ceara
River estuary there was greater diversity of parasites with reduced prevalence. In the Pacoti
River estuary the diversity of parasites was lower, but the monthly rates were higher. Imposex
was exclusively detected in the Ceard River estuary population. In this population was
reported the occurrence of penis and vas deferens in the affected females, convolutions in the
oviduct and changes in the glandular mass (capsule and albumen glands). This last change
resulted in sterility in the affected females, probably due to the presence of abortive capsules.
The following indices for imposex quantification were applied: % I, MPL, FPL, RPLI, VDSI
and AOS. The species embryonic and larval development was determined. The spawning and
development stages were recorded. The spawning period occurred between June and
December. Nassarius vibex deposit ovigerous capsules on hard substrates and larvae hatches
at the veliger stage. The occurrence of incubated capsules in the females vestibule was
recorded for both estuaries and its relationship with environmental variables and parasitism
was analyzed. Even showing similarities between the two populations, the establishment of
clearly defined standards for the species was not achieved.

Keywords: Nassarius vibex, reproduction, embryonic and larval development, imposex,
parasitism, estuary, Ceard River, Pacoti River.
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Introdugdo Geral

Geograficamente, um estudrio é uma regido costeira parcialmente fechada, na qual
ocorre a mistura da dgua doce de um rio com a 4gua do mar. Essa regido encontra-se
fortemente influenciada pela bacia de drenagem do rio. Em regides equatoriais e tropicais
ocorre um tipo de vegetacdo caracteristica nessas dreas denominada manguezal
(SCHMIEGELOW, 2004).

Segundo Miranda et al. (2002), os estudrios, em condicdes naturais, sao
biologicamente mais produtivos do que os rios e o oceano adjacentes devido as altas
concentracdes de nutrientes que estimulam a produgdo priméria.

As caracteristicas fisico-quimicas dos ambientes estuarinos apresentam grandes
variagdes devido ao encontro de dguas doce e marinha. A salinidade é o pardmetro ambiental
mais varidvel nesses ambientes, sendo considerada o principal fator abidtico dessas dreas
(SCHMIEGELOW op. cit.). As flutuagdes da salinidade sao influenciadas pelas variagdes na
maré. Usualmente a salinidade nesses ambientes pode sofrer grandes alteracdes dentro de um
curto periodo de tempo, além das variagdes sazonais durante periodos secos e chuvosos
(VERNBERG, 1992).

Outros fatores também apresentam grande variagdo, como o teor de oxigénio e a
temperatura da dgua. As variagdes constantes dos pardmetros abidticos resultam em uma
condi¢cdo estressante para os organismos que habitam essas dreas e fazem com que estes
tenham que possuir adaptacdes fisiologicas especificas, como por exemplo, aquelas
associadas a manutenc@o do equilibrio id6nico do fluido corpéreo para resistir as flutuacdes de
salinidade (SCHMIEGELOW op. cit.).

Geralmente, a dgua estuarina € turva devido a grande quantidade de particulas em
suspensdo. O substrato é quase sempre coberto por silte, sendo comuns os fundos lamosos os
quais sdo ricos em detritos organicos. O substrato € geralmente andxico alguns centimetros
abaixo da superficie (VERNBERG op. cit.).

Segundo Vannucci (2001), os manguezais sdo ecossistemas marginais bem
definidos em espaco com seus limites marcados pelos niveis das marés alta e baixa. Os varios
fatores ambientais e sua flutuacdo determinam a sobrevivéncia ou morte dos individuos de

vdrias espécies.
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Nos manguezais, como em outros ecossistemas marginais, a biodiversidade ¢é
baixa. Entre os invertebrados, entretanto, hd uma abundéncia relativa e ampla distribui¢do de
moluscos, crustaceos decapodes e insetos de varias ordens (VANNUCCI, 2001).

Os membros do filo Mollusca estdo entre os animais invertebrados mais evidentes
e familiares e incluem formas diversas como mariscos, ostras, lulas, polvos e caramujos. Em
abundancia de espécies, os moluscos constituem o maior filo de invertebrados depois dos
Arthropoda (RUPPERT; BARNES, 1996; HICKMAN et al., 2004; GLAUBRECHT, 2008).

A classe Gastropoda é a maior classe de moluscos. Estima-se a existéncia de até
150.000 espécies de Gastropoda, compreendendo até 80% dos moluscos existentes
(GLAUBRECHT op. cit). A classificagdo tradicional de Gastropoda reconhece trés
subclasses: Prosobranchia, a maior delas, com quase todas as espécies marinhas;
Opistobranchia, um agrupamento que inclui lesmas-do-mar, lebres-do-mar, nudibranquios,
todos marinhos; e Pulmonata, reunindo a maioria das espécies de dgua doce e terrestre
(RUPPERT; BARNES op. cit.; HICKMAN et al. op. cit.).

A familia Nassariidae € composta por gastrépodes de concha pequena, geralmente
menor que 25 mm de comprimento, com canal sifonal curto, protoconcha conica e
esculturada. Possui opérculo oval, crneo que ndo cobre totalmente a abertura da concha.
Animais com sifdo e tentdculos longos. O pé apresenta dois cirros na por¢do posterior.
Apresentam osfradio sensitivo bem desenvolvido. Possuem sexos separados, com as fémeas
depositando cdpsulas ovigeras. S@o prosobranquios gregarios, necréfagos e predadores em
fundos de areia e lama e habitam preferencialmente dguas rasas (RIOS, 1994).

Os nassarideos apresentam ampla distribui¢do mundial. No Brasil, vérias espécies
encontram-se distribuidas desde o estado do Pard até Santa Catarina. Dentre essas espécies
destacam-se Nassarius albus, N. antillarum, N. capillaris, N. karinae, N. pernitidus, N.
scissuratus € N. vibex (RIOS op. cit.). No nordeste brasileiro, de acordo com Matthews
(1968), na drea compreendida entre os estudrios dos rios Parnaiba e Sdo Francisco ocorrem
trés espécies de nassariideos: N. vibex, N. albus e N. nanus.

Além da sua ampla distribuicdo, os nassariideos representam bons modelos
experimentais e tém tolerancia ambiental elevada (CHAN, 2003; COELHO et al., 2006). Sao
sensiveis a estimulos fisicos e quimicos, sendo capazes de detectar seu alimento a longas
distancias, consumindo-o em grande quantidade e podendo suportar longos periodos de fome.
Possuem grande tolerdncia a temperaturas elevadas e a baixas concentragdes de oxigénio

(CHAN, 2003). A maioria dos nassariideos emerge do substrato ou tornam-se ativos quando o
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alimento estd disponivel dentro do raio de deteccio (MORTON; BRITTON, 1991 apud
CHAN, 2003).

Nassarius vibex (Figura 1) encontra-se distribuido de Cape Cod até a Floérida,
West Indies, Venezuela e Brasil, neste ultimo esta distribuido desde o Para até Santa Catarina.
Apresenta concha com dimensdes médias de 14 mm de altura por 8 mm de largura, conico
ovalada, com 7 voltas convexas e coloracio de esbranquicada a cinza, usualmente com bandas
marrons. Possui escudo parietal bem desenvolvido de coloracdo branca. Espiral esculturada
cruzada por costelas axiais. Labio externo espessado e dentes internos. Habita bancos de lama
e areia em 4gua salobra, alimentando-se de animais mortos (RIOS, 1994). Segundo Matthews
(1968), N. vibex € bastante comum em todo o nordeste brasileiro, sendo encontrado préximo a
estudrios, sobre fundos de areia e lama, abundante em pequenas profundidades onde existe
matéria organica em decomposi¢do, apresentando-se muito ativos mesmo quando expostos

durante a maré baixa.

il Shell b

Figura 1 — Nassarius vibex em visdo ventral e dorsal.

Devido a ampla distribuicdo geografica de Nassarius vibex, em especial no
Nordeste do Brasil, e pelos papéis ecoldgicos desempenhados pela espécie, esta pesquisa teve
como objetivo analisar as caracteristicas reprodutivas de N. vibex em duas populagcdes
estuarinas da Regido Metropolitana de Fortaleza e comparar como elas se desenvolvem em
populacdes de dreas geograficas proximas. Objetivou-se, também, elucidar a estratégia
reprodutiva adotada pela espécie, investigando suas interagdes com fatores abidticos e
bidticos, além de seu desenvolvimento embriondrio e larval.

Para tanto, este trabalho estd dividido em dois capitulos com o primeiro tratando

sobre a ‘“Caracterizacdo gonadal e alteracOes reprodutivas causadas pelo imposex e
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parasitismo em Nassarius vibex nos estudrios dos Rios Ceard e Pacoti, Nordeste, Brasil” e o
segundo abordando o “Desenvolvimento embriondrio e larval de Nassarius vibex nos

estuarios dos Rios Ceara e Pacoti, Nordeste, Brasil”.
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Capitulo 1 — Caracterizagdo gonadal e alteracdes reprodutivas causadas pelo

imposex e parasitismo em Nassarius vibex nos estudrios dos Rios Ceard e Pacot;,

Nordeste, Brasil

1. INTRODUCAO

A reproducdo é um fenomeno fisiolégico que domina todos 0s processos
organicos da maioria das espécies. E um processo ciclico que pode ser dividido em trés fases:
desenvolvimento gonadal, liberacio de gametas e fertilizacdo, e desenvolvimento e
crescimento. Geralmente, os ciclos reprodutivos consistem de um estigio vegetativo ou de
descanso com pouca atividade gonadal, e um estdgio reprodutivo iniciado pela gametogénese
e seguido pela liberacdo dos gametas. Os padrdes de periodicidade reprodutiva podem ser
anuais, semi-anuais ou continuos durante todo o ano. Para os animais estuarinos que habitam
a zona entre marés, a liberacdo de gametas ou larvas deve ser sincronizada com os ciclos de
maré. Em estudrios, o local e periodo em que as larvas sdo liberadas dependem da sua
tolerancia as condi¢cdes do ambiente (VERNBERG, 1992).

No inicio da gametogénese, todas as partes da gonada estdo em estagio similar de
desenvolvimento. Com o prosseguimento da gametogénese, nem todas as células gonadais
estdo em sincronia. Registros indicam que godnadas maduras contém todos os estigios de
gametogénese. Geralmente, com o prosseguimento da maturacdo da gonada, ovdcitos e
espermatozdides maduros tornam-se o estdgio dominante (WEBBER, 1977).

Na maioria dos prosobranquios, a atividade gametogénica durante o ciclo
reprodutivo € sincronica em uma populagcdo e pode ser dividida em estigios de maturagdo
distintos (WEBBER op cit.).

Em prosobranquios, nos quais a atividade gametogénica € sincronica em uma
populacdo, geralmente ha trés estdgios: um estdgio de descanso, um periodo de ativa
gametogénese, € um periodo no qual a gonada contém gametas fertilizdveis ou aparentemente
maduros. O estdgio de descanso estd provavelmente relacionado a fatores ambientais. A
atividade gametogénica ndo € obrigatoriamente seguida por desova. Em algumas espécies, ha

periodos nos quais os gametas permanecem aparentemente maduros nas génadas por até dois
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meses. Geralmente, a maturidade gametogénica se correlaciona com o tamanho gonadal
maximo (WEBBER, 1977).

Chan e Morton (2005) estudaram trés populacdes de Nassarius festivus em Hong
Kong e observaram que a espécie completa um ciclo gonadal em um ano. Diferencas no
periodo reprodutivo foram observadas com uma das populagdes apresentando individuos
maduros durante seis meses do ano enquanto as outras populacdes estudadas apresentaram
periodo de maturacdo de 8-9 meses. Nao foi mencionado se houveram diferencas anatdmicas
de maturacao dos 6rgdos sexuais secundarios de machos e fémeas.

O exame histolégico das gonadas de quatro casais em cépula de Bullia pura
mostrou que os ovocitos estavam no estigio de vitelogénese, mas ndo completamente
maduros, sugerindo o estoque de espermatozdides pela fémea (MCGWYNNE; VAN DER
HORST, 1985).

A reproducgdo dos organismos pode ser influenciada ndo somente por varidveis
ambientais. O parasitismo € mesmo a exposicdo a contaminantes podem interferir nos
processos bioldgicos, e , muitas vezes, podem levar a morte dos organismos ou mesmo a
alteracoes significativas na estrutura das populacdes afetadas.

Em ecossistemas de 4gua salobra, como estudrios e lagoas de dguas rasas, os
trematddeos digenéticos estdo difundidos como parasitas de organismos macrozoobentdnicos,
os quais sdo hospedeiros intermedidrios, usando os vertebrados como hospedeiros definitivos
(JENSEN et al., 2004).

A caracteristica dos moluscos como hospedeiros de helmintos, podendo abrigar
parasitas perigosos para o homem e animais domésticos, € um dos pontos mais relevantes
para a importancia econOmica dos gastropodes. A ordem de invasdo parasitiria em
gastropodes pode diferir entre as espécies, podendo ocorrer primeiro na glandula digestiva e
ap6s na gonada, ou ao contrdrio. A reprodugdo assexuada dos parasitas envolve esporocistos,
rédia e cercaria, centenas dos quais sdo resultantes de um tnico ovo (FRETTER; GRAHAM,
1962).

A presencga de parasitismo em espécies do género Nassarius ja foi reportada por
Smith (1971) para N. obsoletus e Russel-Pinto e Bartoli (2002) e Russel-Pinto e al. (2006)
para N. reticulatus, relatando a existéncia de nove espécies de cercaria para esse ultimo
hospedeiro. Em Nassarius vibex, a ocorréncia de parasitas foi registrada por Demaintenon
(2001b) e posteriormente por Lima Verde (2007) classificando-os apenas como trematédeos

digenéticos.
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A reducdo da fecundidade do hospedeiro é certamente uma resposta muito comum
da infestacdo parasitaria. A reducdo da fecundidade estd particularmente associada com
infec¢des em invertebrados que atuam como hospedeiros intermedidrios ou vetores (HURD,
2001).

Em muitas associacdes onde a transmissdo trofica via cadeia alimentar ocorre, a
manipulacdo adaptativa do hospedeiro pelo parasita pode ocorrer, tornando o hospedeiro mais
vulneravel a predacdo (HURD op cit.).

As espécies de nassariideos constituem um grupo interessante para o estudo de
impactos ambientais, pois t€m uma ampla distribuicao e resisténcia a poluicdo (COELHO et
al., 2006). Um impacto de grande relevancia € o desenvolvimento do imposex em moluscos
neogastropodes, sindrome que foi primeiramente descrita por Smith (1971) para Nassarius
obsoletus. O imposex € caracterizado pelo aparecimento de estruturas sexuais secunddrias
masculinas em fémeas afetadas como resultado da exposicao desses animais aos compostos
organicos de estanho presentes em tintas antiincrustantes € outras estruturas que permanecem
em contato com a 4gua do mar.

Espécies de nassariideos sdo objeto de estudo do imposex em diversos paises,
sendo a principal delas N. reticulatus (BARREIRO et al., 2001; BARROSO et al., 2002a,b;
2005a,b; SOUSA et al., 2005) na Espanha e em Portugal. Mais recentemente, outras espécies
estdo atraindo atencdo para esse tipo de estudo como, por exemplo, N. kraussianus na Africa
do Sul (MARSHALL; RAJKUMAR, 2003) e N. festivus em Hong Kong (CHAN; MORTON,
2003).

Barroso et al. (2005a), estudando o crescimento de Nassarius reticulatus em
populacdes de Portugal, descobriram que o imposex nessa espécie comeca a se desenvolver
no estagio juvenil, como conseqiiéncia da poluicao por TBT, resultando no aparecimento de
pénis e vaso deferente em fémeas jovens, e se desenvolve até a completa maturagdo da fémea.

A anatomia do oviduto gonadal foi analisada em fémeas de N. reticulatus na costa
da Espanha por Barreiro et al. (2001) que observaram a presenca de oviduto convoluto em
fémeas apresentando grau elevado de imposex. A presenca de fémeas estéreis, portando
capsulas abortivas no interior da glandula da cdpsula, foi reportada para a espécie Nassarius
reticulatus na Espanha e em Portugal (BARREIRO et al., 2001; BARROSO et al., 2002a;
SOUZA et al., 2005). A presenca de cédpsulas abortivas ja foi relatada para outras espécies
como Nucella lapillus (GIBBS et al., 1987) e Cantharus cecillei (SHI et al., 2005).
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A presenca de pseudo-pénis foi registrada para as espécies Bullia rhodostoma e B.
pura. Nao foi registrada a ocorréncia de gametas femininos e masculinos no mesmo animal
(MCGWYNNE; VAN DER HORST, 1985).

O imposex em Nassarius vibex foi primeiramente registrado por Demaintenon
(2001a,b) nos Estados Unidos ao realizar estudos ontogenéticos em machos e fémeas da
espécie. No Brasil, o imposex nessa espécie foi registrado por Lima Verde (2006; 2007) para
o estudrio do Rio Ceard, em Fortaleza, CE e por Cardoso et al. (2009) no Rio de Janeiro, RJ.
Em N. vibex, foram registrados casos de bifalia (ocorréncia de dois pénis em um mesmo
animal) em fémeas da praia de Flexeira, no Rio de Janeiro. Duas fémeas de um total de 69
apresentaram essa caracteristica. Os pénis eram similares em forma, mas diferentes no
comprimento (CARDOSO et al., 2009). A ocorréncia da bifalia em fémeas de prosobranquios
imposexadas foi primeiramente registrada por Meirelles et al. (2007) para Leucozonia nassa.

Uma caracterizagdo histomorfologica de Nassarius vibex, detalhando
principalmente as estruturas do aparelho reprodutor, foi realizada por Demaintenon (2001a;
2001b) e Lima Verde (2007). De acordo com estas autoras, os machos apresentam testiculo
unico, em estreito contato com a glandula digestiva, pénis delgado localizado atrds do
tentaculo cefélico direito, vaso deferente e vesicula seminal. O aparelho reprodutor feminino é
constituido por ovério, oviduto, glandula ingestora, ducto da glandula ingestora, glandula de
albume, glandula da cédpsula, vestibulo, bursa copulatéria e poro vaginal.

Tendo em vista a ampla distribui¢do de Nassarius vibex no nordeste brasileiro e
os varios fatores que podem interferir na atividade reprodutiva da espécie este trabalho teve

como objetivos:

- caracterizar a gonada de machos e fémeas de Nassarius vibex nos estudrios dos Rios Ceard e
Pacoti;

- avaliar os efeitos do parasitismo na reproducdo da espécie em ambos os estudrios;

- avaliar os efeitos do imposex na populacido de N. vibex no estudrio do Rio Ceard em uma

abordagem temporal continua.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Areas de estudo

Foram realizadas coletas mensais durante 18 meses nos estudrios dos Rios Ceard
(ERC) e Pacoti (ERP) localizados na Regido Metropolitana de Fortaleza. A distancia entre os
dois estudrios é de aproximadamente 24km. As coletas foram realizadas entre marco de 2007
e agosto de 2008. Em cada estudrio, foi selecionado um banco areno-lamoso no qual foram
coletados espécimes de Nassarius vibex e medidas as varidveis ambientais. A localizacdo dos
bancos areno-lamosos foi realizada com um GPS 72 da marca Garmin. A localiza¢do
georeferenciada do banco areno-lamoso no estudrio do Rio Ceard foi S 03°42°02.0”/ WO
38°35°35.3”, no estudrio do Rio Pacoti as coordenadas foram S 03°48°53.7°/ WO
38°24°38.9”.

2.1.1 Estuario do Rio Ceara

O Rio Ceard possui cerca de 60 km de extensao, nasce na Serra de Maranguape e
desemboca no Oceano Atlantico. Este rio possui como afluentes fluviais pequenos cursos
d’4gua localizados ao longo de seu percurso, fazendo parte do conjunto de bacias da Regido
Metropolitana de Fortaleza. O Rio Ceard, em sua desembocadura na divisa de Fortaleza e
Caucaia (Figura 2A e 2B), apresenta um manguezal que, segundo Martins (2002), ocupa uma
area total de 11,58 km? dos quais 6,75 km” no municipio de Caucaia e 4,83 km? no municipio
de Fortaleza. Apresenta precipitacdo pluviométrica anual de 1.642,4 mm, temperatura média
de 26,7°C, com minimas de 21,9 e maximas de 31,6°C (FUNCEME, 2001). A vegetacdo
marginal da drea estuarina € composta de mangues, que constituem associacdes vegetais
formadas principalmente por Rhizophora mangle Linnaeus, Laguncularia racemosa Gaerth,
Avicennia nitida Jacques, Avicennia shaueriana Stapf & Leechman e Conocarpus erectus
Linnaeus. O Estudrio do Rio Ceara apresenta peculiaridades ambientais que o tornam um

ambiente com uma drea de grande valor ecoldgico e turistico e cujo manguezal representa um

ecossistema de sobrevivéncia para um grande nimero de animais (MIRANDA et al., 1988).
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2.1.2 Estuario do Rio Pacoti

O Rio Pacoti é o maior curso d’dgua que atravessa a Regido Metropolitana de
Fortaleza e abriga uma area de drenagem de 1.359.,9 km?, com um percurso aproximado de
150 km desde sua nascente na serra de Baturité até a foz (OLIVEIRA et al., 1988). O Estuario
do Rio Pacoti (Figura 2C e 2D) abrange uma extensao de 16,4 km entre um ponto préximo a
cidade de Aquiraz e a desembocadura a sudeste de Fortaleza. Neste trecho, o leito do rio
apresenta caracteristica granulométrica predominantemente areno-lodosa em fun¢do da
elevada taxa de sedimentacdo e da presenca de extensos corddes de dunas paralelos, em parte
do seu percurso. Observacdes preliminares indicam que o estudrio apresenta profundidades
moderadas, inferiores a 5 metros. A drea estuarina do Rio Pacoti representa um manancial
hidrico da mais alta importancia para a populacio local, quer do ponto de vista econdmico,
quer em termos ecoldgicos. No que diz respeito a vegetacdo, as feicdes mais caracteristicas
sao representadas pelo mangue, de fisionomia tipica e pela mata subperenifdlia,
predominantemente arbustiva, com poucas e espacadas espécies arboreas (OLIVEIRA et al.,

1988).
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Figura 2 — Areas de estudo. A - Imagem de satélite do Estudrio do Rio Ceard, Fortaleza — CE. Fonte: Google
Earth, 2008; B - Estudrio do Rio Ceard, Fortaleza — CE: banco de lama em uma das margens do estudrio; C -
Imagem de satélite do Estudrio do Rio Pacoti, Fortaleza — CE. Fonte: Google Earth, 2008; D - Estudrio do Rio
Pacoti, Fortaleza — CE: banco de lama em uma das margens do estudrio.

2.2 Procedimentos de campo

Em cada estudrio analisado, procurou-se coletar um nimero minimo de 40
espécimes de Nassarius vibex que foram transportados para o Laboratério de Zoobentos do
Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar) da Universidade Federal do Ceard para andlise. Os
animais foram coletados manualmente durante a maré baixa, com auxilio de iscas que
consistiram em pedacos de peixe fixadas ao substrato por meio de palitos de madeira (Figura
3).

As varidveis ambientais analisadas consistiram na salinidade da dgua do leito dos
estudrios durante a maré baixa e na temperatura do ar dos estudrios durante as coletas. As
varidveis abidticas de salinidade foram medidas com refratdmetro manual portitil modelo

RTS-101 ATC - marca Instrutherm, resolucdo 1% e a temperatura foi medida com
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termometro digital com precisdo de 0,5°C. Os dados foram obtidos no momento a coleta,
mensalmente, em triplicata para posteriores andlises estatisticas.

Os indices pluviométricos mensais utilizados foram obtidos na pdgina virtual da
Fundacdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos (FUNCEME). Para o Estudrio do
Rio Ceard os indices mensais de pluviosidade foram obtidos no posto Pici, enquanto os

indices para o Estudrio do Rio Pacoti foram obtidos no posto da Fundagdo Maria Nilva Alves.

Figura 3 — Modo de coleta de exemplares de Nassarius vibex utilizando isca fixada ao sedimento por meio de
palito de madeira.

2.3 Procedimentos de laboratério

Os animais coletados foram mantidos em aquérios de 1000 ml contendo dgua
trazida dos pontos de coleta, com aeracdo constante, até o processamento. Os animais foram
anestesiados com MgCl, (cloreto de magnésio) salino 7 % por duas horas. Foram realizadas
medig¢des da altura e largura da concha com auxilio de paquimetro com precisdo de 0,05 mm.
As conchas foram removidas com torno mecanico para a andlise da morfologia das partes
moles dos animais. Foi utilizado microscépio estereoscopico para facilitar a visualizagido das
estruturas corporais. Essas andlises consistiram em observagdes do sistema reprodutivo como
grau de desenvolvimento ao longo do periodo estudado, alteracdes nos 6rgios e presenca de

parasitas.
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Os o6rgdos femininos analisados macroscopicamente foram: as glandulas da
capsula e de albumen, bursa copulatéria, vestibulo e oviduto. Os 6rgdos masculinos
analisados foram: a vesicula seminal, o vaso deferente e o pénis.

A proporcao sexual de Nassarius vibex nos estudrios dos Rios Ceard e Pacoti foi
determinada dividindo-se o nimero de machos pelo nimero de fémeas, de acordo com Chan e
Morton (2005).

Ap6s a andlise do sexo, uma média de 20 animais em cada estudrio estudado foi
preparada para o processamento histologico, sendo fixados em Bouin salino por 12 horas e
conservados em dlcool etilico a 70%. O protocolo histoldgico realizado consistiu em
desidratacdo em concentracdes crescentes de dlcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em
parafina. Foram realizadas sec¢des transversais dos 6rgdos com espessura de 5 - 7um e as
pecas foram coradas com Hematoxilina — Eosina (adaptado de JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983). Foram realizados estudos histolégicos das gonadas de machos e fémeas para
caracterizar as linhagens de células germinativas nas duas populacdes. As seccdes
histolégicas foram observadas e fotografadas em microscépio binocular com 6ptica infinita,
modelo TNB-04T-PL, marca OPTON, com camera digital acoplada (modelo DCE-2).

O estudo da variagdo temporal do imposex na populacdo de N. vibex no estuario
do Rio Ceard foi realizado através da observacdo das fémeas e machos da espécie. Foi
registrada a ocorréncia de caracteres masculinos como pénis ou papilas, vaso deferente
proximal e convolucdo do oviduto. Os pénis dos machos e fémeas afetadas foram medidos
com papel vegetal milimetrado para o cédlculo dos indices de quantificagdo do imposex como
a porcentagem do imposex (%I) e RPLI (Relative Penis Length Index). O RPLI consiste no
comprimento médio do pénis das fémeas x 100/ comprimento médio do pénis dos machos.
Este indice ¢ uma adaptagdo do proposto por Gibbs et al. (1987) para Nucella lapilus e tem
sido amplamente utilizado para a determinacdo do estidgio de desenvolvimento do imposex
em moluscos prosobranquios que apresentam pénis delgado. O VDSI (Vas Deferens
Sequence Index) também foi proposto por Gibbs et al. (1987) e vem sofrendo adaptacdes para
se ajustar as espécies analisadas. Para as espécies de Nassarius utiliza-se a adaptacdo proposta
por Barreiro et al. (2001).

Outro indice aplicado foi o AOS (Average Oviduct Stage) descrito em Barreiro et
al. (2001). Esse indice consiste na classificagdo em trés estdgios do grau de masculinazacio
do oviduto das fémeas. O estdgio 0 é usado para fémeas com oviduto reto normal; o estagio 1
€ usado para oviduto apresentando convolucdo leve a moderada; e o estdgio 2 para oviduto

bastante convoluto, semelhante a vesicula seminal dos machos da espécie.



Lima Verde, F.B. Biologia Reprodutiva de Nassarius vibex (Say, 1822) 29

Durante os meses analisados, nos estuarios dos Rios Cearda e Pacoti foram
analisadas as formas larvais de trematddeos digenéticos encontradas em N. vibex. As cercarias
foram observadas a fresco ao microscopio Optico, logo que retiradas do molusco hospedeiro.
Os tipos cercarianos foram classificados com base na chave de identificacdo de cercarias
proposta por Schell (1970). Anélises histologicas foram realizadas para verificar alteragdes
histopatoldgicas resultantes da presenca de estdgios larvais das espécies de trematddeos

identificadas.

2.3 Analise dos dados

Para analisar a relacdo entre as varidveis ambientais medidas em campo
(temperatura, salinidade e pluviosidade) nos estudrios estudados foi utilizado o coeficiente de
correlacdo para postos de Spearman do software STATISTICA for Windows versao 7.0. Esse
mesmo teste foi utilizado para verificar a correlacio entre a caracteristica de espessamento do
labio da concha de N. vibex com as varidveis ambientais. O teste qui-quadrado (y %) foi usado
para testar a hipétese da igualdade na propor¢do entre machos e fémeas (1:1) nas populacdes

dos estudrios estudados. Para essa anélise foi utilizado o programa estatistico BioEstat.
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3. RESULTADOS

3.1 Variaveis ambientais nas areas de estudo

No estudrio do Rio Ceara (ERC), a precipitagdo pluviométrica durante os meses
de marco de 2007 a agosto de 2008 foi de 2.312 mm, ressaltando que os dados ndo estdo
disponiveis para os meses de agosto a outubro de 2007. Com a precipitagdo méxima
ocorrendo no més de abril de 2008 com 490,4 mm e a minima de 5 mm no més de novembro
de 2007. Em fevereiro de 2008, a precipitacdo registrada foi de 1,8 mm, mas nao ha registro
para todo o més. No estudrio do Rio Pacoti (ERP), a precipitagdo total foi de 2.281,8 mm
durante os meses analisados. A precipitagdo méaxima foi registrada no més de margo de 2007
com 409,6 mm e abril de 2008 com 407,2 mm e a minima foi registrada no més de agosto de
2007 com a auséncia de precipitacdo (0 mm). A precipitacdo mensal para os dois estudrios
estudados estd representada na figura 4.

A salinidade, no estuario do Rio Ceard, apresentou minima de 2,6 registrada no
més de abril de 2008. Em maio de 2007, a salinidade foi 9. A salinidade méxima registrada
foi 39 no més de agosto de 2008. No estudrio do Rio Pacoti, o menor valor de salinidade
registrado foi 23 em junho de 2008 e a maxima foi 40,5 em fevereiro de 2008. As médias de
salinidade dos estudrios estio representadas na figura 5.

Os registros da temperatura média do ar estdo representados na figura 6 para os
dois estudrios durante os meses amostrados. A temperatura do ar minima registrada para o
estudrio do Rio Cearé foi 22,6°C em maio de 2008 e a maxima foi 33,6°C em julho de 2008.
No estudrio do Rio Pacoti, a minima registrada foi 24,3°C em fevereiro de 2008, com méixima
de 34,1°C em julho de 2008.

A salinidade nos estudrios analisados apresentou relacdo inversa com os indices
pluviométricos. Os periodos de menor precipitagdo apresentaram maiores valores de
salinidade (Figuras 7 e 8). Embora visualmente exista uma correlacdo entre esses fatores, a
andlise de correlacdo de Spearman néo foi significativa para nenhuma das varidveis analisadas
havendo apenas uma tendéncia de correlagdo negativa entre a pluviosidade e a salinidade no
estudrio do Rio Pacoti (ry = - 0,440996). Para o estudrio do Rio Ceard a correlacdo foi muito

fraca (rs = - 0,270126).
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Figura 4 — Indice pluviométrico mensal nos estudrios dos Rios Ceara e Pacoti.
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Figura 6 — Temperatura atmosférica média mensal nos estudrios dos Rios Ceard e Pacoti.
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Figura 7 — Relagdo entre a precipitagdo pluviométrica e a salinidade no estudrio do Rio Ceara (ERC) de marco de
2007 a agosto de 2008.
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Figura 8 — Relagdo entre a precipitacdo pluviométrica e a salinidade no estudrio do Rio Pacoti (ERP) de marco
de 2007 a agosto de 2008.
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3.2 Proporc¢ao sexual

No estudrio do Rio Ceard, foram coletados 705 espécimes de Nassarius vibex
durante os 18 meses analisados. As freqii€ncias e proporcdes sexuais observadas no periodo
estdo representadas na Tabela 1. As fémeas representaram 52,48% (N = 370) dos animais
amostrados, enquanto os machos representaram 38,86% (N = 274), resultando em uma
propor¢ao sexual de 0,74: 1. Animais de sexo indeterminado representaram 8,65% (N = 61).
O teste do qui-quadrado (XZ) mostrou um desvio significativo da proporcao 1:1 entre machos e
fémeas na populac¢do do estuério do Rio Ceard (x2 =14.32, df =1, p = 0.0002).

Durante os meses de estudo, foram analisados 720 espécimes no estudrio do Rio
Pacoti. As freqiiéncias e propor¢des sexuais observadas no periodo analisado estdo
representadas na Tabela 2. As fémeas representaram 64,72% (N = 466) dos animais
amostrados, enquanto os machos representaram apenas 35,27% (N = 254) da populacido
estudada, resultando em uma proporcdo sexual de 0,54: 1. O teste do qui-quadrado (y°)
mostrou um desvio significativo da propor¢cao 1:1 entre machos e fémeas na populagdao do
estudrio do Rio Pacoti (x2 =62.42,df=1,p <0.0001).

As propor¢des esperadas e observadas para machos e fémeas nos estuarios

analisados estdo ilustradas nas figuras 9 e 10.
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Tabela 1 — Propor¢do sexual de Nassarius vibex no estudrio do Rio Ceard durante o periodo de marco de 2007 a
agosto de 2008.

Meés de coleta Machos Fémeas Indeterminados Total Proporcao sexual

Mar/07 10 6 24 40 1,66:1
Abr/07 9 20 11 40 0,45:1
Mai/07 18 19 3 40 0,95:1
Jun/07 13 24 3 40 0,54:1
Jul/07 17 22 1 40 0,77:1
Ago/07 16 23 1 40 0,69:1
Set/07 18 22 0 40 0,82:1
Out/07 14 26 0 40 0,54:1
Nov/07 19 21 0 40 0,9:1
Dez/07 16 24 0 40 0,66:1
Jan/08 20 20 0 40 I:1

Fev/08 16 24 0 40 0,66:1
Mar/08 15 22 3 40 0,68:1
Abr/08 9 11 5 25 0,82:1
Mai/08 17 19 4 40 0,89:1
Jun/08 13 24 3 40 0,54:1
Jul/08 16 21 3 40 0,76:1
Ago/08 18 22 0 40 0,82:1

Teste do Qui-Quadrado: Aderéncia

400

300

200

100

E 1 0 Esperado

Figura 9 — Proporc¢ao esperada e observada para machos e fémeas no estudrio do Rio Ceara.
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Tabela 2 — Proporg¢do sexual de Nassarius vibex no estudrio do Rio Pacoti durante o periodo de mar¢o de 2007 a
agosto de 2008.

Més de coleta Machos Fémeas Total Propor¢do sexual

Mar/07 13 27 40 0,48:1
Abr/07 15 25 40 0,60:1
Mai/07 10 30 40 0,33:1
Jun/07 12 28 40 0,43:1
Jul/07 22 18 40 1,22:1
Ago/07 15 25 40 0,60:1
Set/07 12 28 40 0,43:1
Out/07 12 28 40 0,43:1
Nov/07 16 24 40 0,67:1
Dez/07 13 27 40 0,48:1
Jan/08 18 22 40 0,82:1
Fev/08 11 29 40 0,38:1
Mar/08 10 30 40 0,33:1
Abr/08 20 20 40 1:1

Mai/08 20 20 40 1:1

Jun/08 9 31 40 0,30:1
Jul/08 14 26 40 0,54:1
Ago/08 12 28 40 0,43:1

Teste do Qui-Quadrado: Aderéncia
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Figura 10 — Proporcédo esperada e observada para machos e fémeas no estudrio do Rio Pacoti.
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3.3 Morfologia da concha para a determinacao do estado reprodutivo de Nassarius vibex

No estudrio do Rio Ceard os exemplares de Nassarius vibex amostrados
apresentaram altura de concha média de 13,60 mm (DP = 1,26 mm) e largura de concha
média de 8,11 mm (DP = 0,79 mm). Ja no estudrio do Rio Pacoti, a altura média das conchas
para os organismos dessa populagdo foi 12,23 mm (DP = 0,73 mm) e a largura média das
conchas foi 7,40 mm (DP = 0,47 mm).

Ao longo dos meses de coleta no estudrio do Rio Ceara, 67,9% (N = 479) dos
animais apresentou o ldbio externo da concha espessado (borda da concha), enquanto 32,1%
(N = 226) apresentaram o labio externo fino. Durante os meses de mar¢o a junho de 2007 e
em abril de 2008, as conchas com ldbio fino foram bastante representativas (Figura 11). No
estudrio do Rio Pacoti, durante 0 mesmo periodo, 93,6% (N = 674) dos animais apresentou
14bio externo da concha espessado, enquanto apenas 6,4% (N = 46) apresentou labio fino. Em
todos os meses analisados, houve a prevaléncia de animais com o ldbio externo espesso
(Figura 12).

Foi observada uma correlagdo significativa entre o ldbio da concha espesso e a
precipitacao (rs = - 0,650956; p < 0,05) e entre o ldbio espesso e a salinidade (r; = 0,656935, p
< 0,05) para o estudrio do Rio Ceard. O mesmo ndo ocorreu para o estudrio do Rio Pacoti,
onde ndo houve correlagdes significativas. A temperatura ndo apresentou correlacio com a
ocorréncia de animais com labio espessado em ambos 0s estudrios.

As observagdes da morfologia de N. vibex em ambos os estudrios analisados
mostrou que conchas de 14bio fino ocorrem em animais imaturos ou em estdgios mais iniciais
de maturacdo. A maioria dos animais com essa caracteristica ndo apresentou estruturas
reprodutivas secunddrias bem evidentes, nas fémeas a massa glandular estava ausente ou
bastante reduzida e nos machos a vesicula seminal era pouco proeminente.

A andlise de correlacdo de Spearman para a caracteristica de concha com l4bio
espesso foi significativa para a ocorréncia de fémeas com cdpsulas incubadas no interior do
vestibulo (ry = 0,906914; p < 0,05) para a populacao do estudrio do Rio Ceard (Figura 13). A
populacdo do estuario do Rio Pacoti ndo apresentou correlagdo significativa entre a espessura
do l4bio da concha e a ocorréncia de cdapsulas incubadas (r; = 0,192823) (Figura 14). O estudo

mais detalhado da incubacao de cdpsulas estd descrito no capitulo 2.
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Figura 11 — Variacdo sazonal do espessamento do labio da concha (borda) para Nassarius vibex coletados no

estudrio do Rio Ceard de margo de 2007 a agosto de 2008.
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Figura 12 — Variacdo sazonal do espessamento do labio da concha (borda) para Nassarius vibex coletados no

estudrio do Rio Pacoti de marco de 2007 a agosto de 2008.
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@ Borda espessa —e— Fémeas incubando

Figura 13 — Relagdo entre a presenca de animais com ldbio da concha espesso (borda) e incubagdo de cédpsulas
pelas fémeas provenientes do estudrio do Rio Ceard de marco de 2007 a agosto de 2008.

‘ mmmm Borda espessa —e— Fémeas incubando ‘

Figura 14 — Relacdo entre a presenca de animais com ldbio da concha espesso (borda) e incubac¢do de cdpsulas
pelas fémeas provenientes do estudrio do Rio Pacoti de marco de 2007 a agosto de 2008.
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3.4 Caracterizacao das células germinativas

Os primeiros estigios da gametogénese ocorrem proximos as paredes dos
foliculos. Durante os estdgios iniciais, o tecido conjuntivo ocupa grande parte da gdonada
sendo substituido progressivamente por foliculos maiores a medida que ocorre o processo
maturativo. As gonadas maduras apresentam aumento de tamanho devido ao actimulo de

gametas.

3.4.1 Linhagem masculina

O testiculo € formado por um grande niimero de tibulos separados uns dos outros
por finas camadas de tecido conjuntivo. Uma camada germinativa encontra-se na periferia dos
tibulos e origina as espermatogOnias. As espermatogdnias sao células pequenas que se
dividem mitoticamente em espermatdcitos primarios. Os estdgios mais iniciais do primeiro
estdgio de espermatdcito sdao caracterizados por um aumento no volume citoplasmaético. Os
espermatocitos estdo ligados principalmente a borda interna do tdbulo. Espermatdcitos
primdrios sofrem divisdes para formar espermatdcitos secunddrios. As espermdtides aparecem
por divisdo reducional a partir dos espermatdcitos secundarios e depois se diferenciam em
espermatozdides maduro, os quais se acumulam no limen dos tibulos. As gonadas

masculinas maduras sdo caracterizadas por grande quantidade de espermatozdides (Figura

15).

3.4.2 Linhagem feminina

O ovirio estd coberto por epitélio cuboidal. E um 6rgdo multitubular delimitado
pelos foliculos ovarianos os quais estdo separados uns dos outros por finas camadas de tecido
conjuntivo. Nao foi observado tecido de reserva entre os foliculos. Em volta da periferia
interna de cada foliculo ha uma camada delgada de epitélio germinativo. As ovogonias
aparecem como pequenas células de forma irregular com um ntcleo de dificil visualizagao
crescem e se desenvolvem em ovdcitos pré-vitelogénicos. Os ovocitos pré-vitelogénicos

apresentam nucleo grande, esférico € com um unico nucléolo bastante proeminente. O
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citoplasma tem forma arredondada e cora-se em roxo com hematoxilina, sendo, portanto,
basofilico. Os ovdcitos pré-vitelogénicos sdo encontrados préximos ao epitélio germinativo.
O processo de vitelogénese ocorre e granulos de vitelo sdo depositados no citoplasma dos
ovdcitos mais maduros denominados vitelogénicos. Os granulos de vitelo sdo pequenos, ovais
e corados em vermelho brilhante com eosina. O citoplasma dos ovdcitos vitelogénicos em
crescimento torna-se granular em aparéncia com o acimulo de granulos de vitelo e hd uma
mudanca para acidofilia, corando-se em rosa com eosina. O nucleo aumenta bastante de
tamanho. Os ovdcitos vitelogénicos continuam seu processo maturativo € o tamanho dos
granulos de vitelo é enormemente aumentado. Os ovdcitos maduros apresentam citoplasma
irregular, rico em grandes granulos de vitelo, nicleo grande e ficam livres no limen do

foliculo (Figura 16).
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Figura 15 — Células da linhagem germinativa masculina de Nassarius vibex. A seta indica a delimitacdo do
foliculo masculino. Legenda: ep I — espermatdcitos primarios; ep II — espermatdcitos secundérios; epm —
espermatides; epz — espermatozdides.

Figura 16 — Células da linhagem germinativa feminina de Nassarius vibex. Legenda: gd — glandula digestiva; og
— ovogonias; opv — ovocitos pré-vitelogénicos; ov — ovécito vitelogénico; om — ovécito maduro.
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3.5 Influéncia do parasitismo nas populacoes estudadas

A presenca de trematddeos digenéticos em N. vibex foi bastante freqiiente durante
o periodo de estudo, independente do sexo do animal analisado. Os animais coletados no
estudrio do Rio Pacoti apresentaram a influéncia marcante do parasitismo. Foram encontrados
organismos parasitados durante todos os meses amostrados. No estudrio do Rio Ceard,
também houve registro de trematédeos digenéticos, mas sua ocorréncia foi mais reduzida
(Figura 17). Dos 720 organismos coletados no estudrio do Rio Pacoti de marco de 2007 a
agosto de 2008, 400 apresentaram evidéncias macroscopicas de parasitismo (55,5%). Na
populagdo de N. vibex do estudrio do Rio Ceard, 705 animais foram coletados e 29
organismos (4,1%) apresentaram-se parasitados.

Em relacdo a distribuicdo dos parasitas entre os sexos, foi observado que as
fémeas representaram 64,75% dos animais parasitados, enquanto os machos representaram
35,25% dos parasitados no estudrio do Rio Pacoti. Para o estudrio do Rio Ceard, nao foi
realizada essa quantificacdo visto que a populacdo de N. vibex presente nesse estudrio
apresenta-se afetada pelo imposex (tema discutido no préximo item), o que dificulta a
identificacao do sexo.

No estudario do Rio Pacoti, foi registrada a ocorréncia de duas espécies de
trematodeos, com o predominio de um unico tipo larval o qual ocorreu em proporcoes
elevadas durante todos os meses analisados. No estudrio do Rio Ceard observou-se uma
freqiiéncia de ocorréncia baixa de parasitas embora com uma maior diversidade, com a
ocorréncia de seis tipos cercarianos. Nos animais coletados no estudrio do Rio Ceard ndo
houve a prevaléncia de nenhum dos tipos cercarianos.

O termo esporocisto serd usado neste trabalho para designar o estdgio do ciclo de
vida do parasita no qual sdo produzidas as cercarias. O termo serd usado indistintamente para
esporocistos propriamente ditos e rédias.

Durante os meses analisados foram encontrados os seguintes tipos cercarianos:
“Echinostoma cercaria”; dois tipos de “Furcocercous cercaria” uma longifurca e outra
brevifurca com um par de ocelos; “Microcercous cercaria”; “Cercariaeum cercaria’; € um tipo
cercariano com cauda simples e um par de ocelos que ndo pdde ser classificado (Figura 19).

“Echinostoma cercaria” (Figura 19A) possui cauda simples, tdo longa quanto o
corpo o qual se encontra inteiramente anterior a cauda; ventosas oral e ventral; a ventosa

ventral localiza-se na parte central do corpo; a ventosa oral € circundada por um colar de
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espinhos, caracteristica distintiva da familia Echinostomatidae. Apresenta esporocisto
alaranjado e alongado.

“Furcocercous cercaria” brevifurca (Figura 19B) possui cauda bifurcada tao longa
quanto o corpo o qual se encontra inteiramente anterior a cauda; apresenta um par de ocelos.
O esporocisto € alongado.

“Furcocercous cercaria” longifurca (Figura 19C) possui cauda bifurcada tao longa
ou mais longa que o corpo o qual se encontra inteiramente anterior a cauda; apresenta
ventosas oral e ventral. O esporocisto ¢ muito longo e afilado.

“Microcercous cercaria” (Figura 19E) apresenta cauda curta, em forma de né.

“Cercariaeum cercaria” (Figura 19F) ndo possui cauda, apresenta ventosa oral e
ventral. Esporocisto de cor laranja e esférico (aspecto semelhante a um “cacho de uvas”).

A cercaria representada na figura 19D nao foi classificada em nenhum dos tipos
cercarianos propostos por Schell (1970). Esse parasita possui cauda simples, tdo longa quanto
o corpo o qual se encontra inteiramente anterior a cauda; apresenta ventosas oral e ventral,
com a ventosa ventral na parte mediana do corpo; apresenta um par de ocelos.

Os efeitos do parasitismo por trematddeos digenéticos nos animais afetados
resultou na auséncia ou na drastica reducdo de estruturas reprodutivas primadrias e secunddrias
em ambos os sexos. Os parasitas encontraram-se na gonada e principalmente espalhados pela
glandula digestiva, tornando-a com aspecto degenerado e coloracdo laranja, diferindo da
coloragc@o encontrada em animais sadios nos quais essa estrutura apresenta coloracdo verde
escura.

Nos machos parasitados, a vesicula seminal apresentou-se reduzida ou ausente,
esta, quando presente, possuia coloracdo vermelha e muito fina (Figura 18A). Alteracdes no
tamanho do pénis dos machos parasitados coletados no estudrio do Rio Pacoti foram
registradas e evidenciaram a ocorréncia de pé€nis muito pequenos, inclusive a presenca de
papilas, em animais alguns parasitados. Nas fémeas, foram encontradas cercarias na glandula
da cédpsula e de albumen, além do vestibulo e bursa copulatéria (Figura 18B). Foi observado
que as fémeas que estavam parasitadas nao possuiam cdpsulas ovigeras armazenadas no
vestibulo em nenhum dos meses analisados. Maior detalhamento sobre esse aspecto serd
exposto no capitulo 2.

Andlises histologicas mostraram a distribuicdo desses parasitas nas gonadas e
glandula digestiva de N. vibex. Foram observadas alteracdes histopatolégicas severas. A
infestac@o por esses parasitas na gonada resultou na auséncia de células germinativas ou sua

presenca em pequenas quantidades (Figuras 20A, 20B e 20C). Os estdgios do ciclo de vida
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dos parasitas encontrados na andlise histolégica foram esporocistos ou rédias, dependendo da
espécie do parasita, e cercarias. No interior dos esporocistos e rédias, foram observados
diferentes estdgios de desenvolvimento desde os mais iniciais (embrides) até cercarias
(Figuras 20D e 20E). Foi observada a ocorréncia de metacercaria de Echinostomatidae no
interior da estrutura digestiva (estdbmago) de um exemplar do estudrio do Rio Pacoti (Figura
20F).

Além de trematddeos, foram observadas larvas de cestodeos durante a analise
histopatoldgica. Esses parasitas foram pouco freqiientes nas populagdes de ambos os estudrios
e o animal parasitado ndo apresentava alteracdes macroscdpicas visiveis que pudessem indicar
a presenca desses parasitas. Em volta da larva encapsulada foi observada reacdo celular
pronunciada no tecido subepitelial. Foi observada a ocorréncia de co-infeccdo por
trematodeos e cestddeos em um dos animais analisados (Figura 21).

Outros grupos foram registrados parasitando a glandula digestiva de N. vibex.
Dois exemplares apresentavam parasitas vermiformes de grupo taxondmico nao identificado

(Figuras 22 e 23).
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Figura 17 — Variacdo sazonal do nimero absoluto de exemplares de Nassarius vibex parasitados por trematédeos
digenéticos nos estudrios dos Rios Ceard (ERC) e Pacoti (ERP) durante os meses de marco de 2007 a agosto de
2008.

Figura 18 — Estruturas reprodutivas secunddrias de Nassarius vibex alteradas pelo parasitismo por trematédeo
digenético da familia Echinostomatidae. A. Macho apresentando vesicula seminal fina e vermelha; B. Fémeas
com massa glandular parasitada apresentando “nuvem” de cercarias. Legenda: bc — bursa copulatéria; ¢ —
cercarias; esp — esporocistos; mg — massa glandular; v — vestibulo; vs — vesicula seminal.
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Figura 19 — Tipos cercarianos registrados em Nassarius vibex coletados nos estudrios dos Rios Ceara e Pacoti.
Os organismos nio estdo na mesma escala. A. Echinostoma cercaria; B. Furcocercous cercaria brevifurca; C.
Furcocercous cercaria longifurca; D. Tipo cercariano nio identificado; E. Microcercous cercaria; F. Cercariacum
cercaria.
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Figura 20 — Seccdes histoldgicas de Nassarius vibex evidenciando estruturas parasitadas por trematédeo
digenético da familia Echinostomatidae. A. Visdo geral da gonada e glandula digestiva de um espécime
parasitado (40x); B. Detalhe da glandula digestiva com esporocistos imersos na estrutura (100x); C. Gonada
feminina apresentando inicio de infestagdo por trematddeos. Seta indicando esporocisto (100x); D. Detalhe de
um esporocisto em estdgio inicial de desenvolvimento (400x); E. Cercaria; F. Metacercaria. Legenda: ec —
espinhos cefalicos; gd — glandula digestiva; esp — esporocisto; ov — ovdcitos.
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Figura 21 — A. Seccgfo histolégica de Nassarius vibex evidenciando parasitismo por trematédeos e cestodeo
(indicado pela seta; aumento: 100x); B. Detalhe de cestédeo encistado (aumento: 400x). Legenda: td -
trematédeo

Figura 22 — Exemplar de Nassarius vibex coletado no estudrio do Rio Ceara
parasitado por organismo ndo identificado. Legenda: gd — glandula
digestiva; go — gbnada; p — parasitas.
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Figura 23 — Macho de Nassarius vibex coletado no estudrio do Rio Ceard parasitado por organismo nao
identificado. A. Animal adulto; B. Visdo aproximada da estrutura parasitada; C. Observagdo dos parasitas ao
microscopio Optico; D. Detalhe da porcdo apical do parasita. Legenda: p — parasitas; pe — pénis; vs — vesicula
seminal.
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3.5 Influéncia do imposex nas populacoes estudadas

A populacdo presente no estudrio do Rio Pacoti ndo apresentou sinais de que
possa estar afetada pela sindrome denominada imposex, ao contrdrio do que ocorre na
populacdo do estudrio do Rio Ceard. Nesse estudrio, a populacdo de Nassarius vibex
apresenta-se afetada pelo imposex, provavelmente, em decorréncia da presenca de dois
estaleiros que sdo as fontes mais préximas dos compostos organoestanicos responsaveis pela
ocorréncia da sindrome.

O imposex foi caracterizado pela presenca de pénis ou papila em fémeas,
formacdo de vaso deferente e/ou convolucdo do oviduto. Das 370 fémeas analisadas no
estuario do Rio Ceard, 36,49% (N = 135) apresentaram alguma caracteristica de
masculiniza¢do. O tamanho médio do pénis dos machos (MPL) foi 6,54 mm (DP = 1,502),
enquanto o tamanho médio do pénis das fémeas (FPL) foi 1,68 mm (DP = 1,499). Os machos
apresentaram pénis com varia¢do de tamanho de 1,5 a 10 mm e as fémeas apresentaram pénis
com variacdo de 0,5 a 5 mm. As papilas ndo foram medidas, mas as fémeas foram registradas
como afetadas pelo imposex. O RPLI, indice que mede a relacdo entre o tamanho médio do
pénis de machos e fémeas com imposex, para todos os 18 meses analisados foi 25,7% e
variou de 0 a 51,7% (Tabela 3).

A quantificacdo da formacdo do vaso deferente em fé€meas com imposex foi
realizada por meio do VDSI. A média desse indice para a populagdo foi 1,3. O maior valor
mensal registrado de VDSI foi 1,75 nos meses de novembro de 2007 e junho de 2008.

A ocorréncia de oviduto convoluto em fémeas de N. vibex (Figuras 24 e 25) foi
registrada para 12 espécimes ao longo de todo o periodo analisado, representando 8,9% das
fémeas afetadas pelo imposex. Em relacdo a populacdo de fémeas (sadias e afetadas) as que
apresentaram oviduto convoluto representam 3,24% da populagdo. A ocorréncia de
convolugdes no oviduto nem sempre apareceu associada com a ocorréncia de pénis e vaso
deferente. Algumas fémeas em estdgio 1 (oviduto apresentando convolucdo leve a moderada)
ndo apresentaram essas estruturas masculinas. Apenas uma fémea apresentou estigio 2
(oviduto bastante convoluto), essa estrutura apresentou-se muito semelhante a vesicula
seminal dos machos da espécie, diferindo apenas na coloracdo. A vesicula seminal dos
machos, quando cheia de espermatozdides, apresenta coloracdo branca, nesta fémea, o
oviduto estava repleto de ovdcitos e apresentou-se amarela. Uma tnica fémea com oviduto

convoluto apresentou as estruturas da massa glandular alteradas e cinco estavam incubando
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capsulas ovigeras com embrides e larvas véliger vidveis. O indice que mede a masculinizagdo
do oviduto na populagdo (AOS) foi 0,11 para todos os meses analisados. O AOS méaximo foi
0,5 registrado em julho de 2008 e o minimo foi 0, registrado para nove meses do periodo de
estudo.

Outra alteracdo apresentada pelas fémeas de N. vibex no estudrio do Rio Ceard
ocorreu na massa glandular (Figura 26). Morfologicamente, essa estrutura apresentava-se
rigida, com coloragdo escura, diferindo das encontradas em fémeas sadias cuja coloragdo
varia de branco leitoso a amarelo/alaranjado. Dentro dessas estruturas, foram encontradas
massas compactas de coloracdo marrom que ocupavam todo o espaco da massa glandular.
Oito fémeas apresentaram essas alteracdoes. Algumas delas apresentaram pénis e vaso
deferente, outras ndo apresentaram nenhumas dessas estruturas. A andlise histoldgica das

gbnadas revelou grande quantidade de vitelo e uma aparente desorganizagao dos foliculos.

Tabela 3 — Indices de quantificacio do imposex em Nassarius vibex provenientes do estudrio do Rio Ceard de
marco de 2007 a agosto de 2008.

Més Fémeas imposex % Imposex  MPL (mmj Desvio padrido FPL {mm) Desvio padriao T“?ﬁlil VDSI ADS
mar07 1 16.67 5 556 1467 1 0 18 1 0
abr07 1] ] 4722 1,394 0 0 0 1] 0
maifd7y 15 78.9 5611 1,29 275 3,182 49 152 1]
jund7 14 58.3 5654 1,329 0317 0371 56 15 ]
julo? i &0 5,382 118 15 14,142 235 118 0,8
ago/d7 14 60.9 75938 1,328 275 1554 346 157 007
setd7 7 3.8 711 153 1,833 1,258 258 157 0
out/07 9 346 5,393 0,924 175 1,768 r 11 I
nowd7 4 19.05 7737 1,195 4 0,707 517 1,75 0
dez/07 5 25 7031 1,132 1,167 0,764 166 i) 0
jan/08 2 10 69 1,199 1] 0 1] 1 ns
fev/08 4 16.7 7,156 0,889 3 ] 419 1 025
mar08 " 50 5867 2125 225 2475 3835 164 027
abr08 g 45.45 5 B89 1,318 1 ] 145 15 0z
maifis 9 47.4 B75 1,571 05 ] 74 13 01
jun,0g g 333 6423 1,058 1833 1,893 285 1,78 I
julfos 5 238 5 ,7E6 0,842 05 0 BE7 12 04
ago/08 10 45.45 5,278 1,629 125 1,081 1998 16 0.1

TOTAL 135 36.49 5,542 1,802 168 1,459 257 i3 0,11
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Figura 24 — Estdgios de convoluc¢do do oviduto em fémeas de Nassarius vibex. As setas indicam a localiza¢do do
oviduto. A. Oviduto normal (estdgio 0); B. Oviduto em estdgio inicial de convolugdo (estdgio 1); C. Oviduto em
estagio avangado de convolugdo (estagio 2).
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Figura 25 — Fémea de Nassarius vibex afetada pelo imposex apresentando caracteristicas masculinas pénis e
oviduto convoluto. Legenda: mg — massa glandular; ovd — oviduto; p — pénis; tc — tentdculos cefalicos.

Figura 26 — Alteragdes na gonada e oviduto de fémeas de Nassarius vibex provenientes do estudrio do Rio Ceara.
A. Fémea com alteragdes evidenciando pénis; B. Fémea com alteragcdes, mas que ndo possui pénis; C. Fémeas
com massa glandular entumescida; D. Detalhe da massa compacta removida da fémea representada em C.
Legenda: go — gdnada; mg — massa glandular; pe — pénis.
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4. DISCUSSAO

Os meses mais chuvosos foram de mar¢o a maio em ambos os anos de coleta nos
dois estudrios analisados, que caracterizam a quadra chuvosa no estado do Ceara.

A salinidade dos estudrios apresentou-se alta durante a maior parte dos meses
analisados, tendo sido reduzida apenas no periodo de maior pluviosidade. Em ambos os
estudrios pdde ser observada essa reducdo de salinidade, mas no estudrio do Rio Ceard essa
reducdo foi mais acentuada do que a ocorrida no estudrio do Rio Pacoti. Essa diferenca pode
ser resultado do maior aporte de 4gua doce proveniente de galerias pluviais no estudrio do Rio
Ceard.

A temperatura atmosférica durante o periodo analisado mostrou-se constante,
como o esperado para a regido Nordeste onde os estudrios analisados estdo inseridos. As
temperaturas mais baixas durante o periodo de estudo foram registradas em dias nublados,
ndo sendo caracteristicas do periodo.

As populacdes de Nassarius vibex nos estudrios dos Rios Ceard e Pacoti
apresentaram desvio significativo da razdo de 1:1 entre machos e fémeas. As populacdes
estudadas apresentaram-se compostas principalmente por f€émeas, diferindo do registrado por
Cardoso et al. (2009) para a mesma espécie. Esses autores verificaram que a populacdo
presente na praia de Flexeiras, no Rio de Janeiro, estava composta por 55,48% de machos e
44,52% de fémeas. Ja para trés espécies de Bullia (B. digitalis, B. pura, B. rhodostoma), a
razdo sexual mensal mostrou-se muito similar, com as fémeas geralmente dominando as
propor¢cdes (MCGWYNNE; VAN DER HORST, 1985).

Em populagdes de Nassarius festivus em Hong Kong, a propor¢do sexual entre
machos e fémeas difere significativamente da razdo 1:1 apresentando predominancia de
fémeas nas trés areas analisadas (CHAN; MORTON, 2005) e assim como nas populagcdes
estudadas nos estudrios dos Rios Ceard e Pacoti, apresentam diferencas nas propor¢des entre
as areas. Torres e Drummond (1999 apud CHAN; MORTON, 2005) sugerem que, em
condi¢Oes reprodutivas favordveis, a razdo sexual se aproxima de 1:1. Em condigdes
ambientais deterioradas, a diferenca entre a propor¢do dos sexos pode aumentar.
Relacionando esse conceito com as populagdes de N. vibex pode-se dizer que a populacdo
presente no estudrio do Rio Ceard (0,74:1) estaria sob condi¢des ambientais mais favoraveis

que as do estudrio do Rio Pacoti (0,54:1).
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Matthews (1968) observou espécimes de Nassarius vibex com concha de até 18
mm de comprimento no nordeste brasileiro. Demaintenon (2001a), estudando populacdes da
espécie no sudeste dos Estados Unidos, observou que esta alcanga o tamanho adulto em torno
de 15 mm.

No estudrio do Rio Ceard, a populacdo de N. vibex apresentou altura de concha
média de 13,60 mm e largura de concha média de 8,11 mm. No estudrio do Rio Pacoti, as
médias das medidas das conchas foram um pouco inferiores, com altura igual a 12,23 mm e
largura igual a 7,40 mm. Rios (1994) citou medidas de conchas de 14x8 mm, portanto
maiores que as encontradas nos estudrios analisados. Uma populacdo de N. vibex do Rio de
Janeiro apresentou tamanhos médios de concha mais semelhantes aos do presente trabalho,
com a altura da concha dos machos igual a 12,89mm e a altura da concha das fémeas igual a
12,87mm, nao havendo diferenca significativa entre os sexos. As fémeas de trés espécies de
Bullia apresentam maiores comprimentos de concha que os machos (MCGWYNNE; VAN
DER HORST, 1985).

O labio externo da concha foi utilizado como indicador do estado reprodutivo da
espécie, sugerindo que essa caracteristica pode refletir o estado maturativo do animal.

Nos dois estudrios, em todos os meses analisados, houve a prevaléncia de
exemplares de Nassarius vibex com o labio externo espesso. Barroso et al. (2005a)
observaram em N. reticulatus que o 1abio da concha apresenta variacdes pronunciadas na sua
forma relacionadas ao tamanho do animal e as estacdes do ano (varidveis ambientais). De
acordo com esses autores, nessa espécie, a temperatura da dgua tem importante papel nessa
caracteristica, visto que durante os meses de inverno os animais apresentam a borda da concha
espessada e durante o verdo o ldbio torna-se fino.

Pode-se inferir que no estudrio do Rio Ceard, durante os meses do primeiro
semestre do ano, N. vibex aloca recursos no crescimento e apresenta o labio externo da concha
fino. Durante esse periodo, ndo ocorre um investimento acentuado na reproducdo. No segundo
semestre, os animais reduzem o crescimento e investem recursos na reproducao.

Enquanto na populagdo do estudrio do Rio Ceara foi observada correlagao entre o
espessamento do ldbio e a precipitacdo, no estudario do Rio Pacoti essa correlacdo ndo foi
observada. Nessa populacdo, outros fatores podem estar envolvidos como a presenca de
parasitas.

Helmintos parasitas de moluscos incluem trematddeos, cestodeos e nematddeos (e

em menor extensdo acantocéfalos, turbeldrios e nemérteos) e podem debilitar seus
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hospedeiros, causando crescimento reduzido e reducdo na fecundidade (SINDERMANN,
1990).

A ocorréncia de trematddeos digenéticos como parasitas em gastropodes é
bastante comum, principalmente em ambientes estuarinos. Estes moluscos sdo,
principalmente, hospedeiros intermediarios e abrigam os estagios larvais desses trematddeos.

A presenca de trematddeos digenéticos em Nassarius vibex foi bastante freqiiente
durante o periodo de estudo. Os animais coletados no estudrio do Rio Pacoti apresentaram a
influéncia marcante do parasitismo. Foram encontrados organismos parasitados durante todos
os meses amostrados. No estudrio do Rio Ceard também houve registro de trematédeos
digenéticos, mas sua incidéncia foi mais reduzida.

Em relagdo a distribuicdo dos parasitas entre os sexos, foi observado que as
fémeas apresentaram-se mais parasitadas que os machos no estudrio do Rio Pacoti. De acordo
com Webber (1977), os machos podem apresentar maiores infestacdes que as f€meas,
diferindo dos resultados obtidos para N. vibex. E provavel que a maior incidéncia de parasitas
em fémeas, principalmente afetando a goénada, esteja associada a maior disponibilidade
nutritiva desse 6rgao.

Para o estudrio do Rio Ceard, a quantificagdo do nimero de machos e fémeas
parasitados ndo foi realizada visto que a populacdo de N. vibex presente nesse estudrio
apresenta a ocorréncia de imposex, uma sindrome que masculiniza as fémeas e dificulta a
identifica¢do do sexo. A andlise histoldgica pode ser utilizada para tal fim, mas nao € eficiente
para determinar o sexo de animais parasitados por trematdédeos digenéticos em populacdes
afetadas pelo imposex, pois a gdnada geralmente encontra-se destruida pelos esporocistos dos
parasitas e a presenca de pénis ndo pode ser usada como determinante para o sexo,
impossibilitando, assim, a determinacao sexual.

A diversidade da helmintofauna parasita de Nassarius vibex no estuario do Rio
Pacoti foi menor que a registrada para o estudrio do Rio Ceard. Outras espécies de
gastropodes ja foram reportadas como sendo hospedeiras de espécies de trematddeos. Russel-
Pinto et al. (2006) observaram a ocorréncia de seis espécies de trematddeos digenéticos em N.
reticulatus.

O tipo cercariano mais representativo nesse estudo foi “Echinostoma cercaria”. A
presenca de ventosa oral circundada por um colar de espinhos € a caracteristica distintiva da
familia Echinostomatidae. Nessa familia, as cercarias se desenvolvem em rédia e encistam em

moluscos e outros invertebrados (SCHELL, 1970). Pelo elevado nimero de espécimes
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parasitados, € possivel que essa familia de trematddeos tenha uma ligagdo evolutiva melhor
estabelecida com N. vibex.

O tipo cercariano denominado ‘“Furcocercous cercaria” brevifurca pode ser
representante das familias Schistosomatidae e Spirorchiidae, as quais nao possuem hospedeiro
intermedidrio secunddrio e as cercarias penetram diretamente no hospedeiro definitivo. Varios
subgrupos sdo reconhecidos para o tipo cercariano “Microcercous cercaria”. “Cercariaeum
cercaria’ € um grupo ndo natural com representantes nas familias Brachylaimidae,
Monorchiidae, Zoogonidae e Cyclocoelidae (SCHELL op. cit.).

Um dos estagios larvais de trematdédeo encontrado ndo foi classificado em
nenhum dos tipos cercarianos propostos por Schell (1970). Winterbourn (1973), trabalhando
com espécies de Potamopyrgus, encontrou esse mesmo tipo cercariano e o identificou como
Telogaster opisthorchis, pertencente a familia Heterophyidae. No presente estudo, a ndo
realizacdo de uma andlise mais detalhada, como a microscopia eletrdnica, impossibilitou a
confirmacao de se tratar da mesma espécie identificada por Winterbourn (op. cit.).

A auséncia ou a dréstica reducdo de estruturas reprodutivas primdrias e
secunddrias em N. vibex foi caracteristica dos animais parasitados por trematddeos. Os
parasitas encontraram-se na gonada e principalmente espalhados pela glandula digestiva.
Russel-Pinto er al. (2006) observaram a localizacdo dos trematddeos na gonada e glandula
digestiva de N. reticulatus, corroborando com os resultados obtidos para os estudrios dos Rios
Ceara e Pacoti.

Uma das influéncias da presenca de trematddeos digenéticos em Nassarius vibex
foi a inibicdo do desenvolvimento do pénis dos machos. Em animais muito parasitados, foi
possivel observar machos com papilas muito pequenas. Rato et al. (2009) trabalhando com
parasitismo, imposex e reproducdo de N. reticulatus também observaram uma redu¢do no
tamanho do pénis dos machos parasitados.

Foram observadas alteragdes histopatoldgicas severas devido a distribuicao desses
parasitas na gonada e glandula digestiva de N. vibex. A infestacdo por esses parasitas na
génada resultou na auséncia de células germinativas ou sua presenca em pequenas
quantidades. Olabarria ¢ Ramirez-Llodra (2004) encontraram alteracdes na gametogénese de
Gymnobella subaraneosa relatando a infestagdo da cavidade do manto, glandula digestiva e
gbonada. Nessa espécie, as fémeas apresentaram poucos ovocitos pré-vitelogénicos e nenhum
ovdcito vitelogénico foi observado. Os machos infectados apresentaram espermatozoéides

menores que os daqueles ndo parasitados.
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Muitos estudos mostram que os parasitas podem impedir ou atrasar a
gametogénese em moluscos (TETREAULT et al., 2000 apud OLABARRIA; RAMIREZ-
LLODRA, 2004). Rato et al. (2009) observaram que os parasitas tém grande influéncia nas
espécies hospedeiras, pois estes causam castragdo em ambos os sexos e reduzem o tamanho
do pénis dos machos, reduzindo também as chances de cépula.

Os parasitas se reproduzem tdo rdpido que os tibulos da glandula digestiva
desaparecem e sdo substituidos por esporocistos ou rédias, além de cercarias em
desenvolvimento (FRETTER; GRAHAM, 1962).

Os gastropodes sdo, geralmente, parte do ciclo de vida de parasitas,
principalmente de trematddeos digenéticos. Em alguns casos, a atividade gametogénica do
caramujo é encurtada ou completamente suprimida pelo parasitismo. Em algumas espécies, o
parasita ataca a gonada diretamente e esta ¢ completamente destruida. Alguns trematddeos
podem atacar a glandula digestiva e ndo destruir a gonada. Nesses casos, a destruicdo da
gonada é um efeito secunddrio (pressdo, fome, acumulacdo de residuos metabolitos
secunddrios toxicos) do parasitismo (WEBBER, 1977).

A ocorréncia de um unico cisto de metacerciria de Echinostomatidae no interior
as estrutura digestiva (estdmago) de N. vibex pode ter sido um evento ao acaso, visto que
apenas um animal apresentou esse estdgio do ciclo de vida do parasita ao longo de dezoito
meses de estudo.

Larvas de cestdédeos foram observadas em N. vibex, mas apresentaram-se pouco
freqiientes nas populacdes de ambos os estudrios. Aparentemente, os cestédeos nao
interferiram na reproducdo dos organismos hospedeiros, ao contrdrio do que aconteceu com
os trematddeos. Na co-infeccdo por trematédeos e cestddeos observou-se que o efeito
deletério do parasitismo foi causado pelos trematédeos. Lauckner (1983) sugere que
gastropodes carnivoros adquirem larvas de cestddeos ao ingerir bivalves ou crustaceos
infestados por cisticercoides. Este mesmo autor cita trabalhos realizados por Cake (1976 apud
LAUCKNER, 1983) no qual foram obtidos cisticercoides de Echinobothrium sp. da glandula
digestiva de N. vibex no Golfo do México.

A ocorréncia do imposex foi uma caracteristica exclusiva da populagdo presente
no estudrio do Rio Ceard, onde a provavel fonte de organoestinicos sdo dois estaleiros
proximos a foz do estudrio.

Cardoso et al. (2009) encontraram 100% de fémeas com imposex na praia de

Flexeiras, no Rio de Janeiro. Ao analisar os resultados do presente estudo, pode-se inferir que
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a populacdo do estudrio do Rio Ceard encontra-se em uma drea de contaminacdo moderada
em relacdo a outras 4reas.

Na populagao do estudrio do Rio Ceard, o tamanho médio do pé€nis dos machos
(MPL) foi 6,54 mm, enquanto o tamanho médio do pénis das fémeas (FPL) foi 1,68 mm. Os
machos apresentaram pénis com variacdo de tamanho de 1,5 a 10 mm e as fé€meas
apresentaram pénis com variagcdo de 0,5 a 5 mm. Na praia de Flexeiras, RJ, o MPL foi maior
que o encontrado no Ceard, medindo 7,87mm. O FPL também foi mais elevado, medindo
3,07mm (CARDOSO et al., 2009). Esses autores afirmam que ocorreu diferencga significativa
entre esses indices. As fémeas da populacio da praia de Flexeiras (RJ) apresentaram
comprimento do pénis maior que as do estudrio do Rio Ceard, variando de 0,27 a 9,26mm,
enquanto o dos machos ndo apresentou variagao tao elevada, variando de 3,85 a 11,21mm.

O RPLI, indice que mede a relagdo entre o tamanho médio do pénis de machos e
fémeas com imposex, para os meses analisados no estudrio do Rio Ceara foi 25,7% e variou
de 0 a 51,7%. Cardoso et al. (2009) encontraram um RPLI de 39,01%, corroborando com os
dados anteriores e sugerindo que a populacido do estudrio do Rio Ceard encontra-se menos
afetada pelos organoestanicos. Cardoso et al. (op. cit.) ainda usaram o RPSI (5,93%), mas
esse indice ndo € adequado para as espécies de nassariideos, pois 0 mesmo nao apresenta
resultados satisfatérios devido a morfologia peniana de Nassarius vibex ser bastante diferente
da apresentada por Nucella lapillus para qual o indice foi proposto (GIBBS; BRYAN, 1994;
BARROSO; MOREIRA, 1998).

Pavoni et al. (2007), analisando a incidéncia do imposex em Nassarius nitidus na
Lagoa de Veneza, Itdlia, registraram indices de imposex que variaram de 88 — 100% e RPLI
entre 6,1 e 46,6%. Nassarius reticulatus apresentou incidéncia de imposex de 0 até 100% e o
RPLI variou entre 0 e 64% ao longo da costa de Portugal (RATO et al., 2008).

A quantificacdo de formacdo do vaso deferente em fé€meas com imposex foi
realizada por meio do VDSI. A média desse indice para a populacdo de N. vibex foi 1,3 no
estudrio do Rio Ceard. O maior valor registrado de VDSI foi 1,75. Houve certa dificuldade na
aplicacdo do VDSI em N. vibex visto que a formagao do vaso deferente nao acompanhou a do
pénis, e vice versa. Queiroz et al. (2007) avaliaram as rotas alternativas de formacdo do
imposex para Stramonita haemastoma. De acordo com esses autores, o indice original de
avaliacdo da formacdo do vaso deferente ndo contempla a variedade de rotas encontradas para
a espécie no desenvolvimento do imposex. Para Nassarius, o indice usado para avaliar a
formagdo do vaso deferente é o adaptado por Stroben et al. (1992 apud BARREIRO et al.,
2001).
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A ocorréncia de convolugdes no oviduto de algumas fémeas nem sempre apareceu
associada com a ocorréncia de pénis e vaso deferente. Barreiro et al. (2001) registraram que
as deformacdes no oviduto gonadal de N. reticulatus estavam, na sua maioria, restritas as
fémeas que apresentavam estiagios avancados de imposex, sendo dependente do estagio do
VDSI. Esse fato corrobora com a hip6tese da presenca de diferentes rotas para a expressdao do
imposex em N. vibex.

Outra alteragdo apresentada pelas fémeas de N. vibex no estuario do Rio Ceard
ocorreu na massa glandular. Essa estrutura, quando alterada, apresentava-se rigida e com
coloragdo escura. Dentro dessas estruturas foram encontradas massas compactas de coloragdao
marrom que ocupavam todo o espaco da massa glandular.

Alteragdes como estas foram relatadas para N. reticulatus (BARREIRO et al.,
2001; BARROSO et al., 2002a; RODRIGUEZ et al., 2007) e para N. nitidus (RODRIGUEZ
et al., op. cit.), além de outras espécies ndo pertencentes a familia Nassariidae. Esses autores
relacionam essas alteracdes com a esterilidade das fémeas causadas pelo actimulo de capsulas
que ndo puderam ser depositadas no ambiente pelas fémeas. Essas cdpsulas recebem a
denominagdo de capsulas abortivas e seu acimulo estaria relacionado com estagios avancados
de VDSL

No estudrio do Rio Ceard, a alteragdo da massa glandular nem sempre esteve
associada a presenca de pénis e/ou vaso deferente. Huet et al. (1995 apud Barreiro et al.,
2001) atribuiram a esterilizacdo de fémeas a presenca de tecido excrescente na bursa
copulatdria, estreitando o canal do poro genital. Esses autores descartaram a participacdo do
vaso deferente na esterilidade, mas relataram que a ocorréncia de fémeas estéreis da-se apenas
em altas concentragcdes de organoestanicos.

Pelo fato dessa alteracdo na massa glandular ter ocorrido também em fémeas que
ndo apresentavam pénis e/ou vaso deferente, podem surgir dividas sobre a relacdo entre as
alteracdes observadas e o imposex. A auséncia dessas alteracdes em fémeas coletadas no

estudrio do Rio Pacoti revelam que esse nao é um fato de ocorréncia natural em N. vibex.



Lima Verde, F.B. Biologia Reprodutiva de Nassarius vibex (Say, 1822) 61

Capitu[o 2 - Desenvolvimento embriondrio e larval de Nassarius vibex nos

estudrios dos Rios Ceard e Pacoti, Nordeste, Brasil

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento do molusco consiste em uma série de estidgios coordenados
desde o ovo até o adulto. O ovo fertilizado, ou zigoto, sofre uma série de divisdes mitdticas
denominadas clivagens durante as quais se transforma em uma populacdo de muitas células
(FELL, 1997). A clivagem espiral é caracteristica dos moluscos. Este padrao de clivagem ¢é
uma das razdes da inclusdo desses animais no grupo dos Espiralia do qual também fazem
parte os anelideos, vermes achatados e nemertineos (FRETTER; GRAHAM, 1962;
FIORONI, 1967; BROWDER et al., 1991). A maior diferenca entre o padrao de clivagem
espiral e os outros padrdes € a orientagdo obliqua do aparato mitético em relacdo ao eixo do
ovo ou blastdmero (BROWDER et al., op. cit.).

A primeira clivagem é meridional, igual, e ligeiramente inclinada, produzindo
dois blastdmeros, denominados células AB e CD. A segunda clivagem também € meridional,
produzindo quatro células de tamanhos iguais. No estdgio de duas células, a célula maior é
denominada célula CD. No estdgio de quatro células, hd uma célula grande, a célula D, e trés
células menores. A terceira clivagem € equatorial e altamente desigual. Durante a quarta
clivagem, cada macromero divide-se equatorialmente, originando outro macrdmero no seu
lado vegetal e um micromero em seu lado animal. O rigido padrao da clivagem espiral produz
uma blastula altamente ordenada, com cada célula ocupando uma posicdo especifica
(BROWDER et al., 1991).

O tipo de bldstula varia com o tamanho do ovo. Em espécies com pouco vitelo ha
uma moderada ou mesmo ampla cavidade de clivagem, mas antes do inicio da gastrulagdo, ou
no seu inicio, os polos animal e vegetal podem achatar e estreitar a blastocele. Em ovos com
considerdvel quantidade de vitelo e, consequentemente, macromeros grandes, a blastula
resultante € mais ou menos uma esfera sélida, como em Crepidula, Nassarius, Ocenebra,

2

Urosalpinx, Nucella. Uma grande quantidade de vitelo é retida no macrdomero 4D, e em
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Nucella e Nassarius, 4D tem um volume tdo grande quanto, ou maior que o volume
combinado dos outros macromeros (FRETTER; GRAHAM, 1962).

A gastrula é originada de formas diferentes de acordo com o tamanho dos
macromeros (FRETTER; GRAHAM op. cit). O conteido de vitelo determina o
desenvolvimento da gastrulacdo onde sdo encontradas todas as modalidades desde a
invaginac¢do (ovos pobres em vitelo) e a epibolia (ovos ricos em vitelo) (FIORONI, 1967).

Os gastrépodes desenvolveram muitas formas diferentes de ontogénese, as quais
sao afetadas pela presenca de diferentes reservas nutritivas embriondrias (vitelo) ou extra-
embriondrias (fluido perivitelinico, ovos nutritivos) (GRACHTRUP, 1991).

Muitos animais possuem um estado imaturo de vida livre denominado larva. A
larva sofre transformagdes, algumas vezes drasticas, para a forma adulta que envolvem nova
organogénese e reorganizacao do plano corporal (FELL, 1997).

A maioria dos Prosobranquios deixa os envelopes protetores em forma de
trocofora, véliger ou no estado rastejante. O estdgio larval tipico para quase todos os
moluscos, a larva véliger, pode existir como livre natante (planctdnica) ou intracapsular
(FIORONI op. cit.). A estrutura caracteristica da larva véliger € o vélum, uma estrutura
formada por tecido ciliado que apresenta as funcdes de natacdo e coleta de alimentos. A
concha embriondria ou protoconcha cobre a massa visceral e apresenta uma volta e meia ou
duas voltas (FRETTER, 1967).

Estudos sobre os estdgios iniciais de desenvolvimento em Nassariidae foram
realizados em Nassarius pygmaeus (CHRISTIANSEN, 1964), Ilyanassa obsoleta
(MCCANN-COLLIER, 1984), Nassarius reticulatus (GRACHTRUP, 1991), Nassarius
festivus (CHAN, 1998).

Estudos envolvendo o desenvolvimento larval das espécies do género Nassarius
foram realizados para N. incrassatus (LEBOUR, 1931), N. reticulatus (LEBOUR, 1931), N.
vibex (SCHELTEMA, 1962), N. obsoletus (SCHELTEMA, 1962), N. pygmaeus
(CHRISTENSEN, 1964), N. trivittatus (SCHELTEMA; SCHELTEMA, 1964; PECHENIK,
1978), N. festivus (CHAN, 1998), N. dentifer (ROMERO; VALDEBENITO, 2002).

O género Nassarius foi estudado em diversos aspectos do seu desenvolvimento.
Sastry (1971) e Pechenik (1978) estudaram o efeito da temperatura sobre a deposicdo de
capsulas em N. obsoletus e N. trivittatus, respectivamente. Ainda sobre a deposicdo de
capsulas, Barnett ef al. (1980) avaliaram a selec@o de substrato e a deposi¢@o das cdpsulas em
N. reticulatus e Rittschof et al. (2002) estudaram a mediacdo quimica na deposi¢ao de

capsulas ovigeras em N. obsoletus. Cheung e Lam (1999) avaliaram o efeito da
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disponibilidade de alimento na produgdo e encapsulamento em N. festivus. A alimentagdo,
assimilagdo e crescimento das larvas de N. obsoletus foram estudados por Pechenik e Fisher
(1979). Génio et al. (2008) avaliaram o efeito da salinidade em véligers recém eclodidas de N.
reticulatus.

D’Asaro (1993) estudou as cdpsulas ovigeras de 28 espécies da familia
Nassariidae (subfamilias Nassariinae e Dorsaniinae). Na familia Nassariidae sdo identificadas
quatro categorias gerais de cdpsulas ovigeras: (a) cdpsulas buliformes com suturas e uma
abertura, (b) cdpsulas com cumes laterais simples (contendo suturas) e uma abertura terminal
ou subterminal, (c) cdpsulas com cumes laterais complexos e uma abertura terminal ou
subterminal, e (d) cdpsulas com cumes laterais simples e sem abertura visivel (D’ASARO op.
cit.).

Scheltema (1962) descreveu a capsula de Nassarius vibex e N. obsoletus nos
Estados Unidos e caracterizou as larvas véliger em trés estdgios arbitrdrios da eclosdo até
imediatamente apds a metamorfose. Os estagios adotados para a descri¢do das larvas foram
(1) a larva no momento da eclosdo, (2) a larva intermedidria, e (3) a larva pedivéliger (estagio
no qual a larva € capaz de nadar e rastejar com o pé desenvolvido).

Como habitantes de substratos macios, os nassariideos se reproduzem com
sucesso quando podem depositar cdpsulas em objetos estdveis que se projetam acima do
sedimento inconsolidado. Conseqiiéncias da sele¢cdo em relagdo a esse requerimento podem
ser a ocorréncia frequente de ovoviviparidade ou incubagcdo de embrides ou larvas em vérias
partes do corpo do parental (D’ASARO op. cit.).

Algumas espécies de Nassariiddae encontradas no Brasil apresentam
desenvolvimento ovoviviparo (N. albus, N. antillarum, N. scissuratus) (RIOS, 1994). A
ocorréncia de cdpsulas ovigeras no interior do vestibulo de fémeas de Nassarius vibex foi
reportada por Lima Verde (2007).

Em virtude da ampla distribui¢do de Nassarius vibex em estudrios nordestinos e
da sua tentativa de utilizacdo no monitoramento em dreas estuarinas foram realizados estudos
com o objetivo de elucidar a estratégia reprodutiva de N. vibex e verificar o tipo de
desenvolvimento embriondrio adotado pela espécie nas &areas estudadas. Para isso foi
necessdria a caracterizagdo do desenvolvimento embriondrio e larval de Nassarius vibex,
descrevendo a desova, os estdgios de desenvolvimento e as influéncias ambientais de dreas

estuarinas sobre esse aspecto reprodutivo da espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Procedimentos de campo

Foram realizadas coletas mensais durante 18 meses nos estudrios dos Rios Ceard e
Pacoti localizados na Regido Metropolitana de Fortaleza. As coletas foram realizadas entre
marco de 2007 e agosto de 2008. Em cada area, foi coletado um nimero minimo de 40
espécimes de Nassarius vibex que foram transportados para o Laboratério de Zoobentos do
Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar) da Universidade Federal do Ceard para anélise. Os
animais foram coletados manualmente durante a maré baixa, com auxilio de iscas que
consistiram em pedacos de peixe fixados ao substrato por meio de palitos de madeira. Em
cada coleta, foram registrados dados ambientais como temperatura do ar, salinidade e
precipitacdo pluviométrica. A metodologia utilizada na coleta destes parametros esta descrita
com maiores detalhes no capitulo 1. As varidveis ambientais foram medidas para posteriores
correlagdes com o periodo desova. Em setembro de 2008 foi realizada uma coleta adicional

para concluir a andlise do desenvolvimento da espécie.

2.2 Procedimentos de laboratorio

Os animais coletados foram mantidos em dois aquérios plédsticos, um para cada
estudrio analisado, com 1000 ml de dgua trazida do local de coleta e com aera¢do constante
durante todo o periodo de andlise. Diariamente, a 4gua dos aqudrios era trocada e verificada a
presenca de cdpsulas nas paredes dos aqudrios. As cdpsulas depositadas eram removidas com
auxilio de pincas e agulhas finas. Todas as cdpsulas foram contadas, mas apenas céapsulas
intactas foram utilizadas para as medicdes. Os estdgios de desenvolvimento dos embrides
foram observados e as cdpsulas fixadas em alcool 70%.

Para a andlise do periodo de desova em ambos os estudrios analisados foi
registrada a quantidade de cdpsulas depositadas nos aqudrios em todos os meses de estudo.
Algumas cépsulas (N = 19) depositadas pelos animais provenientes do estudrio do Rio Ceara
foram mantidas em dgua filtrada para observagdes da evolucdo dos estidgios de

desenvolvimento até o momento da eclosdo das larvas. Essas cdpsulas foram acondicionadas
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isoladamente em cubas de acrilico providas de uma tampa com malha de abertura de 300pum
no seu centro. As cubas foram colocadas em um aquario 1000 ml com dgua do local de coleta
filtrada, e aeracdo constante sendo observadas diariamente. O desenvolvimento foi observado
por transparéncia com auxilio de um microscépio estereoscopico de luz transmitida e um
microscopio Optico. As céapsulas e os embrides foram observados e fotografados em
microscOpio binocular com O6ptica infinita, modelo TNB-04T-PL, marca OPTON, com
camera digital acoplada (modelo DCE-2).

A caracterizacdo dos estdgios de desenvolvimento embriondrio e larval foi
realizada com organismos obtidos de capsulas incubadas retiradas das fémeas e das capsulas
depositadas nos aqudrios. Os estdgios de desenvolvimento embriondrio foram classificados
com base no trabalho de Chan (1998) com Nassarius festivus.

As medidas das cdpsulas ovigeras de Nassarius vibex consistiram na altura e
largura da cdpsula. As cédpsulas foram medidas da sua base até a por¢cdo mais alta da zona de
escape apOs fixadas. Os embrides foram medidos em capsulas frescas, antes da fixacdo. A
quantificacdo dos embrides foi feita por contagem direta através da parede transparente da
capsula. Para a medicdo das cdpsulas e dos embrides foi utilizado microscépio binocular
acoplado ao computador e utilizando o programa ScopePhoto © versao 1.0.

O estudo da incubagdo de capsulas na espécie foi realizado pela andlise dos
animais adultos. Para essa andlise foram utilizados animais vivos provenientes dos dois
estudrios estudados (Ceard e Pacoti) como descrito no capitulo 1. Esse procedimento consistiu
na observagao da parte mole de fémeas da espécie para registrar a ocorréncia de cdpsulas no
interior do vestibulo e analisar o estdgio de desenvolvimento dos embrides ou larvas presentes
nessas cdapsulas. Para a andlise das cdpsulas incubadas o termo embrido refere-se
indistintamente aos estidgios de desenvolvimento desde a primeira clivagem até o estagio de
gastrula.

Para analisar a relacdo entre a temperatura, salinidade e pluviosidade com a
presenca de cdpsulas, tanto depositadas nos aqudrios como incubadas pelas fémeas, nas
populacdes estudadas foi utilizado o coeficiente de correlacdo para postos de Spearman do

software STATISTICA for Windows versao 7.0.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao da desova e estagios do desenvolvimento

As capsulas de Nassarius vibex sdo depositadas individualmente, as vezes em
pequenos grupos de até cinco cdpsulas, mas nunca em contato direto umas com as outras
(Figura 27). As cédpsulas s@o arredondadas, comprimidas bilateralmente e de forma lenticular ,
sdo transparentes e apresentam estrias na superficie externa. Sao fixadas pelas fémeas nas
paredes dos aqudrios por um curto pedinculo de fixacdo (Figura 28). Apresentam uma
abertura de escape na por¢do apical (Figura 28), pela qual ocorre a liberacdo das larvas no
estagio de véliger.

Os embrides e larvas puderam ser vistos por transparéncia através da parede das
capsulas, ndo sendo necessdria sua remocdo para a visualizacdo dos organismos ao
microscopio estereoscopico de luz transmitida e ao microscopio optico.

Durante as observacdes em laboratério, foram depositadas nos aqudrios 493
capsulas ao longo dos meses de marco de 2007 a agosto de 2008 pelas fémeas provenientes
do estudrio do Rio Ceard. Destas cdpsulas, 334 foram analisadas. As demais (159) ndao foram
utilizadas por estarem vazias ou apresentarem algum tipo deterioracdo resultante do manuseio
para sua remog¢do dos aqudrios. As fémeas do estudrio do Rio Pacoti depositaram 39 capsulas
das quais 36 foram medidas. Todas as c4dpsulas medidas provenientes de fémeas do estudrio
do Rio Pacoti foram depositadas em julho de 2007.

As cépsulas depositadas por fémeas do estudrio do Rio Ceard apresentaram altura
média de 1293um (N = 334; DP = 0,14) e largura média 1142pm (N =334; DP = 0,12). As
capsulas depositadas por fémeas do estudrio do Rio Pacoti apresentaram altura média 930pum
(N =36; DP =0,13) e largura média 914 pum (N = 36; DP = 0,14).

No interior das cédpsulas, foram observados embrides em diferentes estdgios de
clivagem e de desenvolvimento larval. Algumas apresentavam larva véliger avancada que ja
haviam sofrido a primeira tor¢do na protoconcha. O nimero médio de embrides por cdpsula
depositada pelas fémeas do estudrio do Rio Ceard foi 29,4 embrides (N = 29; DP = 10,8). Nao
foi feita a quantificacdo para as cdpsulas depositadas pelas fémeas do estudrio do Rio Pacoti.

Os estdgios de desenvolvimento observados nas cdpsulas depositadas nos aquérios

e naquelas removidas do vestibulo de fémeas foram classificados como ovo, embrido
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(primeira clivagem, bléstula, géstrula inicial, gastrula avancada), pré-véliger, véliger inicial, e
véliger (estdgio mais avancado das larvas proximo a sua liberagcdo da cépsula).

Os embrides sao massas celulares esféricas com pouca diferenciacdo entre as
células. O estdgio de pré-véliger caracteriza-se pelo alongamento do organismo e
diferenciacdo da regido cefélica, apresentam protoconcha fina e transparente e grande
quantidade de vitelo. Os organismos em estdgio de véliger inicial apresentam vélum pouco
desenvolvido com cilios velares muito pequenos, mas com capacidade de movimentagao,
granulos de vitelo na massa cefélica, estatocisto e opérculo. Os organismos em estdgio de
véliger (avancada) apresentam vélum bilobulado mais desenvolvido, arredondado, cilios
velares maiores € com movimentacdo, protoconcha globosa, estatocistos, pé e opérculo.

Foram realizadas medi¢cdes em 165 embrides das cdpsulas depositadas nos
aquarios pelas fémeas do estudrio do Rio Ceard. Os estigios de desenvolvimento mais
representativos foram os de géstrula inicial e géstrula em 29,70% e 28,48% das céapsulas,
respectivamente.

Os estdagios mais iniciais observados do desenvolvimento embriondrio foram os
estagios de ovo e a primeira clivagem a qual resulta em duas células (Fig. 29 A,B). Em
seguida foi verificado o estdgio de blastula, com a separacdo do macrdmero no pélo vegetal e
micromero no polo animal (Fig. 29C; Tab. 4), nesse estdgio os embrides apresentam altura
média de 131um e largura média de 117um. O estdgio de géstrula inicial (Fig. 29D; Tab. 4)
caracteriza-se pela forma arredondada, com os micrdmeros recobrindo os macromeros. A
altura média dos embrides nesse estdgio € 114um e a largura média € de 110um. O estagio de
gastrula (Fig. 29E; Tab. 4) apresenta um ligeiro alongamento do plano corporal e possui
movimentos rotatdrios. A altura média para esse estdgio € de 130um e largura de 123pm. A
larva véliger (Fig. 29F; Tab. 4) forma-se posteriormente, apresentando uma fina concha
embriondria transparente, vélum com cilios, opérculo, olhos e estatocistos. As medidas da
concha da véliger sdo a altura média de 104um e a largura média de 158pum.

Observacdes em laboratério mostraram que as larvas eclodem no estigio de
véliger, com vélum bilobulado. Nao ha ovos nutritivos.

O tempo entre a deposi¢ao das cdpsulas pelas fémeas de N. vibex e a liberagdo das
larvas no estagio de véliger € bastante varidvel, podendo demorar de 1-2 dias até 10 dias. Esse
dado foi obtido por meio de uma estimativa analisando a duracdo dos estdgios até sua

transformagao para o estigio seguinte.
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Tabela 4 — Medidas dos estdgios embriondrios e larval de Nassarius vibex provenientes do estudrio do Rio

Ceara.

Altura média

Largura

Estdgio N?de observagcoes %
(um) média (um)
108 106
Ovo 20 12,12
(dp =0,0079) (dp =0,0078)
172 125
Primeira clivagem 7 4,24
(dp =0,0065) (dp =0,0100)
117
131
Bléstula 31 (dp = 18,79
(dp=0,0116)
0,01079)
114 110
Gastrula inicial 49 29,70
(dp=0,0152) (dp=0,0117)
130 123
Gastrula 47 28,48
(dp =0,0095) (dp=0,0149)
104 158
Véliger* 11 6,70
(dp=0,0210) (dp =0,0239)

* medidas da concha larval
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Figura 27 — Disposi¢ao das cdpsulas de Nassarius vibex depositadas na parede do aquério. Imagem do aqudrio
vazio. A seta indica uma das cinco cdpsulas depositadas.

Figura 28 — Fotografia ao microscépio 6ptico de uma capsula de Nassarius vibex depositada em laboratdrio.
Aumento 40x. Legenda: ae — abertura de escape; bc — base da capsula.
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Figura 29 — Estdgios de desenvolvimento embriondrio e larval de Nassarius vibex. A. Estigio de ovo; B.
Primeira clivagem; C. Estdgio de bldstula; D. Estdgio de gastrula inicial; E. Estdgio de géstrula; F. Estagio larval
de pré-véliger. G. Estagio de véliger embriondria. H. Véliger recém eclodida. Legenda: ¢ — cilios do vélum; cl —
concha larval; es — estatocisto; ma — macrdmero; mi — micromero; op — opérculo; p — pé; v — vélum.
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3.2 Analise do periodo de desova

As fémeas coletadas no estudrio do Rio Ceard depositaram capsulas ovigeras nos
aquérios durante os meses de julho a dezembro de 2007 e de junho a setembro de 2008
(Figura 30). A postura de fémeas provenientes do estuario do Rio Pacoti ocorreu somente nos
meses de junho, julho e outubro de 2007.

A populagdo de Nassarius vibex no estudrio do Rio Ceard apresentou um periodo
de desova de junho a dezembro, com um pico em julho. Este comportamento de liberacdo de
capsulas repetiu-se nos anos de 2007 e 2008. Nao foi possivel definir o periodo de deposi¢dao
das cépsulas para a populacao do estudrio do Rio Pacoti visto que a ocorréncia de desovas em
laboratdrio foi muito escassa.

Foi observado que o periodo de deposi¢do de cédpsulas por Nassarius vibex no
estudrio do Rio Ceara esta inversamente relacionado ao periodo chuvoso da regido (rs = -
0,629486; p < 0,05) (Figura 30). Os outros fatores abidticos trabalhados ndo apresentaram
correlagdo significativa com a deposicao de cdpsulas. Nao foram observadas correlagdes entre

as variaveis abidticas no estudrio do Rio Pacoti e a deposicao de cdpsulas em laboratorio.
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Figura 30 — Correlacdo entre o indice pluviométrico registrado para o estudrio do Rio Ceard e o niimero de
cépsulas depositadas por Nassarius vibex em laboratdrio.



Lima Verde, F.B. Biologia Reprodutiva de Nassarius vibex (Say, 1822) 72

3.3 Analise das capsulas incubadas

A observacdo das estruturas reprodutivas secundarias de fémeas de Nassarius
vibex provenientes dos estudrios dos Rios Ceard e Pacoti de marco de 2007 a agosto de 2008
mostrou a presenca de cdpsulas no interior do vestibulo. As cdpsulas puderam ser visualizadas
por transparéncia e foi observada a ocorréncia de embrides e larvas em diferentes estagios.

No estudrio do Rio Ceard, durante os meses de marco de 2007 a agosto de 2008,
foram analisadas 370 fémeas das quais 203 (54,86%) estavam incubando cdpsulas ovigeras.
Nesse mesmo periodo, no estudrio do Rio Pacoti, das 461 fémeas analisadas foram
encontradas 115 fémeas (25%) portando capsulas ovigeras no interior do vestibulo.

O ndmero de capsulas encontradas em fémeas de N. vibex coletadas no estudrio do
Rio Cear4 apresentou distribuicdo mais homogénea ao longo do periodo de estudo do que os
animais analisados no estudrio do Rio Pacoti (Figura 31).

Para a populacdo de N. vibex do estudrio do Rio Ceard foi verificada uma
correlagdo negativa significativa entre o periodo chuvoso e a presenca de capsulas incubadas
pelas fémeas (rs = - 0,689349; p < 0,05) com o maior nimero de cdpsulas durante o periodo
mais seco do ano (Figura 32). No estudrio do Rio Pacoti essa relacdo nao foi observada (rg = -
0,199282; p < 0,05), com a distribui¢do bastante irregular do nimero de fémeas incubando
capsulas em relacdo ao indice pluviométrico para o periodo (Figura 33). A salinidade
apresentou correlacao significativa com a ocorréncia de capsulas incubadas (rs = 0,540135; p
< 0,05) apenas no estudrio do Rio Ceard. Nao houve correlagdo significativa entre a
temperatura e a presencga de capsulas incubadas para os dois estudrios analisados.

Foi verificada uma correlagdo positiva entre as cdpsulas incubadas e as cdpsulas
depositadas para o estudrio do Rio Ceard (r; = 0,591364; p < 0,05). Essa correlagdao nao foi
demonstrada para o estudrio do Rio Pacoti (ry = 0,081904; p < 0,05).

No estudrio do Rio Ceard, foram encontradas 84 cdpsulas contendo embrides
(termo geral para todos os estdgios) e 66 contendo larvas véliger. No estudrio do rio Pacoti
foram registradas 36 capsulas contendo embrides e 49 contendo véliger.

As cdpsulas encontradas no interior dessas fémeas ndo apresentavam a forma
lenticular, caracteristica das cdpsulas depositadas, sendo esféricas e mais maledveis. A
abertura de escape e o curto pedinculo de fixacdo também foram observados em cédpsulas

incubadas.
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A ocorréncia de fatores que afetam a reprodugdo de Nassarius vibex nos estuarios
analisados foi abordada no capitulo 1. A ocorréncia de parasitismo nas duas populacdes
estudadas e de imposex na populacdo do estudrio do Rio Ceara foi analisada e correlacionada
com a incubacdo de cdpsulas. Foi observado que as fémeas que estavam parasitadas por
trematddeos digenéticos ndo estavam produzindo cdpsulas ovigeras em ambos os estudrios.
Para o estudrio do Rio Pacoti, a correlagdo de Spearman entre fémeas parasitadas e a
incubacdo de cépsulas foi significativa, confirmando as observagdes da morfologia (rs = -
0,671595; p < 0,05).

Nao foi realizada a correlac@o entre fémeas parasitadas e a incubagdo de cdpsulas
para a populacdo do estudrio do Rio Ceard, pois alguns animais parasitados nao puderam ter
seu sexo determinado visto que essa populagdo apresenta-se afetada pelo imposex que nao
permite que a determinacdo sexual seja realizada apenas pela presenca de pénis. Como ja
mencionado no capitulo 1, alguns animais parasitados ndo apresentam as estruturas sexuais
secunddrias necessdrias a uma identificacdo acurada do sexo em populagdes afetadas pelo
imposex. A andlise histoldgica também nao foi conclusiva.

Para o estudrio do Rio Ceard, a andlise de correlacdo de Spearman nao foi
significativa para as varidveis fémeas com imposex e fémeas incubando cdpsulas (r; =

0,059098; p < 0,05).

—e— Estuéario Rio Ceard —=— Estuario Rio Pacoti

Figura 31 — Ndmero de cdpsulas encontradas no interior do vestibulo das fémeas de Nassarius vibex nos
estudrios dos Rios Ceard e Pacoti de marco de 2007 a agosto de 2008.
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Figura 32 — Numero de cdpsulas encontradas no interior do vestibulo das fémeas de Nassarius vibex no estudrio
do Rio Ceard em relagdo ao indice pluviométrico entre margo de 2007 a agosto de 2008.
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Figura 33 — Numero de cdpsulas encontradas no interior do vestibulo das fémeas de Nassarius vibex no estudrio
do Rio Pacoti em relacdo ao indice pluviométrico entre margo de 2007 a agosto de 2008.
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4. DISCUSSAO

A forma bésica das cdpsulas da subfamilia Nassariinae é um envelope simples,
geralmente lenticular com um local de escape especifico (D’ASARO, 1993). As capsulas de
Nassarius vibex depositadas pelas fémeas dos estudrios dos Rios Ceard e Pacoti seguem esse
padrdo. Sdo arredondadas, de forma lenticular, transparentes, apresentam estrias na superficie
externa e possuem um curto pedinculo de fixacdo pelo qual ficam aderidas ao substrato.
Apresentam uma abertura de escape na porcao apical pela qual ocorre a liberagdo das larvas
no estdgio de véliger. De acordo com D’ Asaro (op. cit.), podem ser classificadas na categoria
das capsulas com cumes laterais simples e uma abertura terminal ou subterminal.

A primeira descri¢do das cdpsulas de N. vibex foi realizada por Scheltema (1962)
em Massachussetts, Estados Unidos. De acordo com suas observacdes, as cdpsulas foram
descritas como sendo lisas, em forma de urna, pedunculadas, esbranquigadas transldcidas.

As cdapsulas de N. vibex descritas por Scheltema (1962) e as observadas no
presente trabalho diferem em relagdo ao comprimento do pedinculo de fixacdo. Outros
autores também estudaram as cédpsulas da espécie em regides geograficas diferentes e
observaram discrepancias na descri¢dao das cdpsulas, em especial em relacdo ao pedinculo de
fixacdo. Nao hd um consenso sobre a causa dessas diferencas que podem ser desde adaptacdes
ao ambiente no qual os organismos estdo inseridos até a possibilidade da existéncia de duas
espécies ao invés de uma. Maiores detalhes sobre essa discussao foram descritos por D’ Asaro
(1993) o qual relata trabalhos de diversos autores.

As cépsulas depositadas por fémeas de N. vibex do estudrio do Rio Ceard
apresentaram altura média de 1293um (1,3 mm) e largura média 1142um (1,1 mm). As
capsulas depositadas por fémeas do estudrio do Rio Pacoti apresentaram altura média 930pum
(0,9 mm) e largura média 914 um (0,9 mm). Scheltema (1962) observou capsulas de N. vibex
com altura de 1,6 mm. Em Nassarius festivus, o comprimento das cdpsulas foi 1,88 mm e
largura de 1,42 mm (CHAN, 1998), enquanto para N. trivittatus (PECHENICK, 1978)
registrou-se altura de 2,0 mm e largura de 1,3 mm.

O numero médio de embrides por cdpsula depositada pelas fémeas do estudrio do
Rio Ceara foi 29,4 embrides (N = 29; DP = 10,8). Nao foi feita a quantificagdo para as
capsulas depositadas pelas fémeas do estudrio do Rio Pacoti. No estudo realizado por

Scheltema (1962), N. vibex apresentou de 12-30 ovos por cépsula, geralmente em torno de 20
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ovos. Nassarius festivus (CHAN, 1998) apresenta em média 30,76 ovos/capsula, enquanto N.
trivittatus (PECHENICK, 1978) apresenta em média 109,5 ovos/cdpsula.

Baseado na observagdo de trés espécimes de N. albus, Cather (1973b) sugeriu a
ocorréncia de ovos nutritivos ao encontrar duas classes de tamanho de ovos na espécie. Uma
delas serviria como ovos nutritivos, enquanto a outra completaria o desenvolvimento
embriondrio. Em Nassarius vibex, ndo foram encontrados ovos nutritivos em nenhuma das
populacdes analisadas.

Nos estudrios analisados, Nassarius vibex libera suas larvas no estagio de véliger,
assim como observado por Scheltema (1962).

As larvas véliger de N. vibex, no momento da eclosdo, apresentam comprimento
de 250um (maior distancia entre o dpice da espira até a base da abertura), pé geralmente
assimétrico usualmente deslocado para a esquerda, e com projecdes conspicuas na por¢cao
distal; vélum sem pigmenta¢do na borda (SCHELTEMA, 1962). A larva véliger da populacdo
do estudrio do Rio Ceard apresenta uma fina concha embriondria transparente, vélum com
cilios, opérculo, olhos e estatocistos. A concha da véliger apresentou altura média de 104um e
a largura média de 158um, portanto menor que a reportada por Scheltema (1962).

O tempo entre a deposi¢do das cdpsulas pelas fémeas de N. vibex e a liberacdo das
larvas no estagio de véliger € bastante varidvel podendo demorar de 1-2 dias até 10 dias. Esse
dado foi obtido por meio de uma anélise da duracao dos estagios até sua transformacao para o
estagio seguinte. Essa diferenca no tempo de eclosiao ocorre porque as capsulas de Nassarius
vibex sao depositadas em estdgios diferentes, ou seja, nao ha sincronismo entre os estagios de
desenvolvimento no momento da deposicao, podendo ser desde a primeira clivagem (estidgio
de duas células) até larvas véligers com a primeira volta da protoconcha.

Cernohorsky (1984 apud CHAN; MORTON, 2005) registrou que, nas espécies
tropicais de Nassariidae, as fémeas desovam durante todo o ano e demora apenas de 4-6 dias
da deposicao das cédpsulas até a eclosdo enquanto as espécies de dguas temperadas levam de
3-4 semanas para a eclosdo das larvas.

Em N. trivittatus (PECHENICK, 1978), o tempo de eclosao das larvas no estigio
de véliger no plancton é determinado pela temperatura. Em temperaturas de 11,2°C, as larvas
demoram de 27-28 dias para eclodir enquanto em temperaturas mais altas (21°C) o tempo de
eclosdo sofre dréstica reducdo de 5-7 dias. O periodo de desenvolvimento de N. festivus no
interior da cdpsula até a eclosdo como larva véliger planctotréfica varia entre 9 e 12 dias, com
temperatura variando entre 22 e 25°C (Chan e Morton, 2005). A varia¢do no tempo de eclosdo

das larvas véliger em N. vibex provenientes do estudrio do Rio Ceard (1-2 dias até 10 dias)
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mostrou maior variagdo do que N. festivus em virtude da ocorréncia de incubagdo das
capsulas. Por ser uma espécie tropical, N. vibex tem um curto periodo entre a deposi¢cdo das
capsulas até a eclosao (tempo maximo estimado de 10 dias).

O periodo de desova nas populagdes estudadas foi bem marcado para o estudrio
do Rio Ceard. O mesmo ndo foi percebido para o estudrio do Rio Pacoti. As fémeas coletadas
no estudrio do Rio Ceard depositaram cdpsulas ovigeras nos aqudrios durante os meses de
julho a dezembro de 2007 e de junho a setembro de 2008. A postura de fémeas provenientes
do estudrio do Rio Pacoti ocorreu somente nos meses de junho, julho e outubro de 2007.

Foi observado que o periodo de deposi¢do de capsulas por N. vibex no estudrio do
Rio Ceara estd inversamente relacionado ao periodo chuvoso da regido. Os outros fatores
abidticos trabalhados como a salinidade e a temperatura ndo apresentaram correlagao
significativa com a deposicdo de cédpsulas. Nao foram observadas correlacdes entre as
varidveis abidticas no estudrio do Rio Pacoti e a deposicdo de cdpsulas em laboratério
provavelmente devido a escassez de eventos de desova para a populacio.

Ao contrario do que é registrado para espécies de nassariideos de clima
temperado, como N. obsoletus (SASTRY, 1971) e N. trivittatus (PECHENICK, 1978), a
temperatura ndo € um fator limitante para N. vibex no nordeste do Brasil. Com clima tropical
e pouca variacdo anual de temperatura, esse fator tem pouca ou nenhuma influéncia nos
eventos reprodutivos da espécie.

A ocorréncia de posturas em laboratorio, imediatamente apds a coleta, reflete a
condicdo reprodutiva das fémeas na populacido proveniente do estudrio do Rio Ceara. Apesar
dessa populacdo ser afetada pela ocorréncia de imposex e parasitismo, a manutencdo dos
estoques de larvas parece estar assegurada.

Embora tenha ocorrido parasitismo em ambas as populagcdes estudadas, o estudrio
do Rio Pacoti apresentou maior prevaléncia desses parasitas. Das 461 fémeas coletadas no
estudrio do Rio Pacoti, 56% estavam parasitadas.

A reducido ou a parada na producio de ovos pode ser uma conseqiiéncia direta da
patologia induzida pelo parasita. Em muitos invertebrados, a producdo de ovos estd
relacionada ao estado nutricional. Assim, se uma infec¢do parasitdria afeta a aquisicdo de
alimento ou o parasita compete diretamente pelos nutrientes do hospedeiro, a fecundidade
pode declinar como uma conseqiiéncia direta (HURD, 2001).

Potamopyrgus antipodarum, gastropoda ovoviviparo da familia Hydrobiidae,
infectados por trematédeos ndo carregavam ovos (GERARD er al., 2003). No isépoda

Cyathura carinata, foram observados cistos de metacercaria no abddomen de alguns
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exemplares. Foi observado que fémeas parasitadas ndo portavam ovos ou bolsas de incubagdo
enquanto as fémeas que nio apresentavam cistos de metacercaria apresentavam-se ovigeras
(JENSEN et al., 2004).

A estratégia reprodutiva de mais de 80% da subfamilia Nassariinae permanece
desconhecida, mas a ocorréncia freqiiente de ovoviviparidade (onze espécies) sugere que
outros representantes dessa subfamilia podem apresentar essa estratégia. Os métodos de
incubacdo de embrides reportados para as espécies de Nassariinae incluem embrides mantidos
no oviduto apresentando algum tipo de encapsula¢do e embrides mantidos no oviduto ou na
cavidade do manto sem a presenca de cdpsula. O estigio de liberagdo em Nassariinae
ovoviviparos pode ser na forma de véliger ou juvenis (D’ASARO, 1993).

A observacdo das estruturas reprodutivas secunddrias de fémeas de Nassarius
vibex provenientes dos estudrios dos Rios Ceard e Pacoti mostrou a ocorréncia de capsulas no
interior do vestibulo, podendo ser observada a ocorréncia de embrides e larvas em diferentes
estdgios. A ocorréncia de cdpsulas contendo larvas véligers sugere uma tentativa de protecao
desses estagios mais vulneraveis.

Bullia melanoides apresenta uma forma peculiar de protecdo das cépsulas
ovigeras. As cdpsulas ficam protegidas no pé das fémeas, o qual forma uma espécie de bolsa
protetora. Os jovens eclodem das cdpsulas como miniatura dos adultos (ANSELL;
TREVALLION, 1970; D’ASARO, 1993).

Kaicher (1972) e Cather (1973 a,b) observaram a ocorréncia de ovoviviparidade
em Nassarius albus. Kaicher (op. cit.) observou conchas embriondrias e embrides encontrados
no oviduto de fémeas.

Cather (1973a) analisou fémeas portando juvenis no 6rgao denominado ttero, que
provavelmente apresenta a mesma fungdo do vestibulo de N. vibex, mas ndo observou ovos,
estagios de clivagem nem embrides iniciais. Nao foram encontradas membranas circundando
os embrides nem cdpsulas ovigeras. Ainda segundo Cather (op. cit.), a selecdo da
ovoviviparidade em Nassarius parece estar relacionada a mudancas de salinidade presentes no
ambiente em que vivem esses animais.

A salinidade dos estudrios apresentou correlagdo significativa positiva com a
incubacgdo de cdpsulas apenas no estudrio do Rio Ceard. Esse dado indica que o mecanismo de
incubagdo ndo deve ser uma resposta a condicao de redugdo da salinidade que ocorre em areas
estuarinas e pode tornar-se adversa para animais de origem marinha. A correlacdo positiva
entre a ocorréncia de cdpsulas incubadas e a deposicdo de cdpsulas nos aqudrios sugere que

esses eventos ocorrem concomitantemente.
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Encontrar um substrato favordvel para a deposi¢do de cédpsulas pode ser um
problema, podendo-se especular que deve ocorrer uma pressdo seletiva favorecendo a
deposicao de cdpsulas sobre conchas de animais da mesma espécie, incubacao sobre ou dentro
do corpo do parental, ou ovoviviparidade. Consequentemente, ndo € surpreendente a
ocorréncia freqiiente dessas estratégias em ambas as subfamilias de Nassariidae (D’ASARO,
1993). Dessa forma, pode-se sugerir que as fémeas de Nassarius vibex nos estudrios
analisados podem usar a estratégia de reter suas cdpsulas no vestibulo por um periodo maior a
fim de encontrar um substrato favoravel e até mesmo protegé-las de possiveis predadores.

Em Nassarius kraussianus, foi observada encapsulagdo de algum tipo retida no
oviduto e estdgio de liberacio como larva véliger (KILBURN; RIPPEY, 1982 apud
D’ASARO, 1993). Chan e Morton (2005) observaram a ocorréncia de cdpsulas no interior da
glandula da cédpsula em fémeas de Nassarius festivus. Diferentemente desses autores as
capsulas de N. vibex encontravam-se no vestibulo.

A andlise das cdpsulas incubadas, quando relacionada com o grau de parasitismo
da populacdo estudada, pode indicar o grau de sanidade da mesma. Foi observado que as
fémeas que estavam parasitadas por trematédeos digenéticos ndo estavam produzindo
capsulas ovigeras em ambos os estudrios. Para o estudrio do Rio Pacoti, a correlacdo negativa

entre fémeas parasitadas e a incubagdo de cdpsulas confirmou as observacdes da morfologia.
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Consideracées Finais

As populagdes de Nassarius vibex presentes nos estudrios dos Rios Ceard e
Pacoti, apesar de estarem geograficamente proximas, apresentam caracteristicas distintas que
impedem a determinacdo de parametros ecoldgicos para a espécie. A reprodugcdo em cada
uma das populacdes analisadas, apresenta interferéncias peculiares que as tornam unicas.

As interagdes com outras espécies, com as varidveis ambientais e com poluentes
introduzidos pelo homem no ambiente influenciam diretamente a reprodugdo das espécies de
moluscos, o que pdde ser comprovado analisando as populacdes encontradas nos estudrios
estudados.

O parasitismo apresentou influéncia em todos os aspectos da biologia reprodutiva
da espécie, reduzindo o nimero de animais capazes de reproduzir devido as alteragdes nas
gbénadas, destrui¢do das estruturas responsdveis pela formagdo de cédpsulas ovigeras e pela
reducdo do 6rgao copulatério masculino, interferindo no processo de cépula. O imposex, por
sua vez, pode causar problemas na reproducgdo pela esterilizacdo de fémeas.

O presente trabalho sugere a ocorréncia de rotas alternativas de imposex em
Nassarius vibex visto que foram encontradas fémeas sem pénis ou vaso deferente, mas com
inicio de convolucdo do oviduto, além de fémeas com alteracdes na massa glandular que
indicam esterilidade. Esses dados revelam a necessidade de estudos controlados de exposi¢ao
de N. vibex a concentracdes pré-determinadas e crescentes de organoestanicos, usando
populacdes de dreas livres de contaminag@o e que ndo apresentem parasitismo.

A populagdo presente no estudario do Rio Ceard, apesar de estar afetada pelo
imposex, uma sindrome que altera a reproducdo em algumas populacdes de gastrépodes,
apresentou um periodo reprodutivo definido no qual ocorreu a deposic¢ao de cdpsulas ovigeras
em laboratério. Isso indica que o imposex ndo estd afetando a populagdo e que ha o
suprimento de larvas para repor os estoques.

Na populagdo do estuario do Rio Pacoti, ndo foi observado o fendbmeno imposex,
mas o parasitismo elevado influenciou na atividade reprodutiva e limitou a deposi¢do de
capsulas pelas fémeas em laboratério, além de tornar irregular a presenca de cépsulas
incubadas pelas fémeas. Apesar de ser um assunto menos abordado com relacdo a reproducdo
dos gastrépodes, principalmente no Brasil, o parasitismo mostrou ter maior impacto sobre a

populacdo do que o imposex que € mais amplamente estudado no pais.
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Em relacdo a reproducdo de Nassarius vibex, ainda é necessario realizar anélises
complementares do ciclo reprodutivo e da dindmica das populacdes nos dois estudrios. Essas
andlises poderdo consolidar ainda mais as informagdes apresentadas nesse trabalho e tentar

estabelecer os padrdes que determinam a estrutura das populacoes.
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