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RESUMO

A ordem Cassiduloida inclui todos os ourigos irregulares que apresentam petaloides,
tilodios e borrainas (ou flosculo) (KIER, 1962). Eles possuem, ainda, espinhos curtos € um
periprocto disposto posteriormente (MOOI, 1990a). Esta ordem chegou a ser representada por
aproximadamente 800 especies em 67 géneros. Durante o Eoceno (50 milhdes de anos atras),
60% de todas as espeécies de equinoides pertenciam a ordem Cassiduloida (KIER, 1962).
Cassidulus mitis Krau € uma espécie endémica do Rio de Janeiro. Para verificar seu ciclo
reprodutivo foram feitas coletas mensais na Praia Vermelha de outubro de 1998 a abril de
2000. A razdo sexual encontrada foi de 1:1 (x3=1.48; 0loos=3.84; DF=1). A reprodugdo €
continua e ndo ha sincronia entre os individuos. O indice gonadal dos machos foi superior ao
das fémeas (x°=18.33, ot0s=3.84). Os machos possuem cinco estagios de desenvolvimento
gametogénico: Crescimento, Pré-maduro, Maduro, de Liberagdo e Estagio de liberagdo e
crescimento concomitante. Os machos ndo apresentam os estagios de Recuperacio e vazio que
as fémeas possuem. Ja as fémeas possuem seis estagios: Recupera¢do, Crescimento, Pré-
maduro, Maduro, de Liberagdo e Vazio. Todavia, ndo apresentam o estagio de liberagdo e
crescimento concomitante que ocorre nos machos. O diametro meédio dos ovocitos foi de 382
um (DP=49 pum). O numero médio de juvenis por fémea foi de 99.8 individuos (DP=108.25;
SE=16.32). As gonadas anteriores sdo comumente menores que as posteriores e diferencgas nos
estagios gametogénicos foram encontradas entre elas. A primeira maturagdo ocorre em
individuos a partir de 17mm de didametro. O peso umido do intestino € aproximadamente duas
ou trés vezes maior que o peso umido da carapaga. Isto significa que C. mitis utiliza seu

intestino como um cinto de lastro para evitar seu deslocamento.
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INTRODUCAO GERAL

A ordem Cassiduloida inclui todos os ourigos irregulares que apresentam petaloides,
tilodios e borrainas (ou flosculo) (KIER, 1962). Eles possuem, ainda, espinhos curtos e um
periprocto disposto posteriormente (MOOI, 1990a). Esta ordem chegou a ser representada por
aproximadamente 800 especies em 67 géneros. Durante o Eoceno (50 milhdes de anos atras),
60% de todas as especies de equinoides pertenciam a ordem Cassiduloida (KIER, 1962).
Alguns autores, como SUTER (1994a), acrescentam certos taxa superiores (Clypeasteroida,
Oligopygoids, Neolampadoida e Conoclypidae) no clado a que pertencem os cassiduloides. Os
cassiduloides sdo considerados fosseis vivos por constituirem um clado que, durante um longo
intervalo de tempo geologico, possui uma baixa diversidade taxondmica e cujas espécies
viventes sdo morfologica e fisiologicamente muito similares as espécies fosseis (ou seja, ha
uma preponderancia de caracteristicas primitivas) (SCHOPF, 1984).

O primeiro registro fossil dos cassiduloides ocorreu no Jurassico Inferior (KIER,
1962). Durante o Mesozoico houve um aumento do numero de espécies dentro da ordem, que
alcangou o apice de sua diversidade no Eoceno. O grupo foi bastante afetado durante a
extingdo em massa do Cretaceo, mas foi no fim do Terciario e inicio do Quaternario que sua
diversidade decresceu (KIER, 1962). Atualmente existem apenas 30 espécies viventes (MOOI,
1990b).

No fim do Cretaceo ocorreu um importante evento conhecido como “extingdo em
massa do Cretaceo-Terciario” (K-T). Neste evento houve uma extingdo seletiva dos grupos
mediada por diferengas no ambiente, na fisiologia ou no habito de vida das espécies. Tais
variagoes sdo consideradas fundamentais tanto para a compreensdo das mudangas evolutivas
em larga escala decorrentes deste evento quanto para a identificagdo das provaveis causas

desta extingdo (JABLONSKI, 1986 e 1991). A extingdo seletiva foi documentada para
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ouricos-do-mar dentre outros invertebrados marinhos. Segundo SMITH & JEFFERY (1998).
a estratégia de alimentag@o esta relacionada a sobrevivéncia neste periodo, no qual os animais
detritivoros foram, no geral. mais afetados. Todavia, o estagio larval do ciclo de vida nédo
parece ter sofrido a pressdo seletiva tdo fortemente quanto as formas adultas. Este padrdo
pode ser explicado por um possivel decréscimo na abundancia de fitoplancton no final do
Cretaceo, que ndo foi suficiente para afetar as larvas planctotroficas, mas que reduziu a matéria
organica que enriquecia o fundo oceanico ao ponto de levar os detritivoros a extingdo. Houve
também um decréscimo do tamanho dos sobreviventes no periodo pos-Cretaceo. Estes
cresceram muito mais devagar ou se tornaram muito mais oportunistas, adquirindo a
maturidade sexual em estagios mais anteriores do desenvolvimento. O declinio da ordem
Cassiduloida € totalmente condizente com a crise do plancton, por ser esta ordem
essencialmente detritivora. KIER (1962) sugeriu que este declinio esta relacionado a um
resfriamento dos mares, o que reduziu a area tropical € aumentou a competi¢do com animais
que ocuparam nichos semelhantes, como outros ourigos irregulares (os espatangoides e 0s
cliperasteroides). O aumento do numero de espécies com menores dimensdes nesta ordem
ocorreu apos a fronteira K-T, ou seja, houve uma diminuigdo da biomassa (KIER, 1962).

Para se conhecer melhor as causas da extingdo do grupo, € preciso conhecer tanto a
filogenia como a biologia e ecologia das espécies atuais. Alguma informagdo neste sentido
encontra-se na literatura (GLADFELTER, 1978; FREIRE et al. 1992; SUTER, 1994 a e b;
TELFORD e MOOI, 1996). Os trabalhos de GLADFELTER (1978) e FREIRE et al. (1992)
alcangam uma abordagem ampla sobre a biologia e ecologia de duas especies do gé€nero de
Cassidulus. Todavia, eles pouco abrangem um ponto chave para se entender a permanéncia do
grupo até a atualidade, ou seja, a estratégia reprodutiva dessas espécies. A estratégia
reprodutiva tem relagdo direta com a aptiddo (“fitness”) dos individuos (capacidade de utilizar

na reprodug¢do o excesso de recursos adquiridos do ambiente) (BROWN er al., 1993) e,



portanto. com sua sobrevivencia e evolug@o pos- Cretaceo.

Esta dissertagdo esta organizada em forma de artigo cientifico, de acordo com a
deliberagdo da Coordenagdo do Programa de Pos-Graduagdo em Zoologia do Museu
Nacional/UFRJ.

Ela tem como objetivos:

Objetivo geral:

Verificar a estratégia reprodutiva de Cassidulus mitis Krau, 1954 e compara-la com
as estratégias reprodutivas encontradas em outros equinoides.

Objetivos especificos:

1) Verificar o ciclo reprodutivo de C. miris: 2) Verificar o tamanho do individuo na
primeira maturagdo; 3) Analisar histologicamente o desenvolvimento da gametogénese e
comparar o ciclo reprodutivo de machos e fémeas desta espécie.

De acordo com tais objetivos, os seguintes conjuntos de hipoteses foram testados:

Quanto ao ciclo reprodutivo:
Ho- A freqiiéncia do evento reprodutivo na populagdo € sazonal
H;-A frequéncia do evento reprodutivo na populagdo € continuo.
Quanto ao ciclo de vida de machos e fémeas:
Ho- Ha diferencas no ciclo reprodutivo entre machos e fémeas.

H;- Nao ha diferengas no ciclo reprodutivo entre machos e fémeas.
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ABSTRACT

Cassidulus mitis Krau is an endemic species from Rio de Janeiro, Brazil. To verify its
reproductive cycle, samples were taken from October 1998 to April 2000 at Vermelha Beach.
Sex ratio of 1 (x*=1.48; onos=3.84: DF=1) was found for C. mitis. Reproduction occurs
overall the vear. Gonadal index (GI) of males was greater than GI of females (x2=18.33,
Q.05=3.84). Reproduction is asvnchronous. Males have five gametogenic stages: Early growth,
Premature, Mature, Partially spawned and Early growth with partially spawned stage. There is
no Spent or Recovery stage as in females. Females have six gametogenic stages: Recovery,
Early growth. Premature, Mature. Partiallv spawned and Spent stage but there is no Early
growth with partially spawned stage as in males. Mean diameter of oocytes was 382 um
(DP=49 pum). Mean number of juveniles per female was 99.8 individuals (DP=108.25;
SE=16.32). Anterior gonads are commonly smaller than posterior ones. Differences in
gametogenic stages were found between anterior and posterior gonads. First sexual maturity
occurs in individuals larger than 17 mm. Intestine wet weight is about two or three fold higher
than test wet weight. It means that C. miris uses its intestine as a weight belt to avoid

displacement.
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INTRODUCAO

Os cassiduloides distribuem-se por quase todo o planeta, estando ausentes apenas das
regides polares (Ghiold, 1988/1989). Algumas espécies sdo de ampla distribuigdo geografica
como Echinolampas alexandri de Loriol e E. oviformis (Gmelin), enquanto outras sdo
endémicas, como Aparopygus recens (MilneEdwards), Echinolampas crassa (Bell)) (Ghiold,
1988/1989) e Cassidulus miris Krau (1954; Tommasi & Lima-Verde, 1960; Freire et al.,
1992). Praticamente todos os cassiduloides conhecidos vivem em aguas rasas associados a
fundos arenosos (Higgins, 1974; Thum & Allen, 1975; Gladfelter, 1978, Freire et al., 1992),
apesar de tambem ocorrerem especies em aguas profundas mas ainda em substrato grosso
(Mooi, 1990a). Outras informag¢des sobre espécies de cassiduloides referem-se a aspectos
reprodutivos e de desenvolvimento de £. crassa (Cram, 1971; Thum & Allen, 1976) e alguns
estudos sobre a filogenia do grupo (Suter, 1994a.b; Telford & Mooi, 1996). Os trabalhos de
Gladfelter (1978) e Freire er al. (1992) abrangem muitas informagdes sobre a biologia e
ecologia de duas espécies de Cassidulus. Entretanto, praticamente ndao dao informagdes sobre
um ponto chave para se entender os processos biologicos envolvidos na ecologia,
comportamento e habitos dos equinoides: a estratégia reprodutiva, que esta diretamente
relacionada a aptiddo individual e, consequentemente, de toda a populacdo (Brown et al.,
| 1993; Begon et. al. 1996)

O objetivo deste trabalho foi verificar a estratégia reprodutiva de Cassidulus mitis
Krau, 1954, uma espécie que mantém os juvenis entre os espinhos, investigando o ciclo
reprodutivo e o desenvolvimento gametogeénico de machos e fémeas e o tamanho do individuo
quando alcanga a primeira maturagdo. Também objetivou-se comparar esta estratégia, quando
possivel, a ciclos reprodutivos de outras espécies de equinoides, principalmente de equinoides

irregulares.



NMETODOLOGIA

O estudo foi realizado na Praia Vermelha. Rio de Janeiro, Brasil (22° 57° 18" S; 43°
9" 48"W) (Fig. 1). Esta praia pode ser dividida em duas areas distintas: uma mais profunda,
com areia mediamente selecionada e alta concentragdo de matéria organica e outra mais rasa,
com areia grossa € muito bem selecionada e menor concentragdo de matéria organica (Freire et
al., 1992).

Foram amostrados 326 individuos de C. mitis maiores que 30,0 mm de didmetro,
através de mergulho auténomo, em profundidades que variaram de | a S metros, no periodo de
outubro de 1998 a abril de 2000. Em janeiro de 1999 e tevereiro de 2000 foram coletados 30
individuos de 7.1 a 29 mm de diametro para verificar o tamanho na primeira maturagdo. Os
espécimens coletados foram imediatamente preservados em alcool 70%.

No Laboratorio de Equinodermatologia do Museu Nacional/UFRJ, os individuos
foram separados em machos e fémeas. baseando-se na papila do tipo Tripneuste, usando-se um
microscopio de dissec¢do. O maior e 0 menor didmetro e a altura foram medidos com o auxilio
de um paquimetro de 0,01lmm de precisdo. Os juvenis foram triados da superticie aboral das
témeas usando-se um microscopio de dissecgdo.

Foram obtidos dados sobre o peso liquido total e o peso liquido das gonadas, e
intestino de cada individuo. O Indice Gonadal (IG) foi calculado como a razio entre o peso

gonadal e o peso total eviscerado, expresso em porcentagem, COmo se segue:

IG= Peso Gonadal * 100

Peso Total-(Peso Intestinal+Peso Gonadal)

Foi calculada a propor¢do do peso intestinal em relagdo ao peso da carapaga (IInt)



como o peso intestinal dividido pelo peso total eviscerado, como se segue:

IW= __ Peso Intestinal * 100

Peso Total-(Peso Intestinal+Peso Gonadal)

| | 1_ ;
) oy £ BATA DE - . .‘ )
¥F 77 GUANABARA £ ' ¢
50 — = .
i Niteroi
55 =i - ' : i |
Rio de Janeiro P
s — .
N
5 km T
l | |
. " 5 43°W

Fig. 1 — Mapa da Baia de Guanabara. A localizagido da area de estudo esta indicado com um

circulo.

As gonadas foram fixadas em formalina 10%. Uma goénada anterior e uma posterior

de cada individuo foram desidratadas em alcool, embebidas em parafina e seccionadas a 7 um.
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As gonadas de 25 individuos menores que 30,0 mm, coletados em janeiro del 999, também
foram seccionadas a 7 um. Todos os cortes das gonadas posteriores e 40 cortes das gonadas
anteriores aleatoriamente escolhidos entre os meses foram corados com Hematoxilina de
Delafield e Eosina Y (H/E). Os estagios reprodutivos das gonadas foram designados de acordo
com Byrne (1990): recuperagdo, crescimento, prée-maduro, maduro, de liberagao e vazio.
Foram medidos o maior e o menor didmetro dos ovocitos com nucleo, das gonadas
posteriores, através de um microscopio optico com uma ocular graduada. Também foi medido
¢ maior diametro de 100 ovocitos de diferentes fémeas de dezembro de 1998. A area de cada
ovocito das gonadas posteriores, dada em pm®, foi calculada com a formula de area da elipse,

sendo os didmetros representantes dos raios, como se segue:

Area do ovocito=n * diametro maior * didmetro menor

Para se verificar a significancia entre IGs de machos e fémeas foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis. O teste de Komogorov-Smirnov foi utilizado para verificar se ha diferenga
significativa entre as distribuigdes mensais de tamanho de ovocitos e entre os estagios de
desenvolvimento gametogeénico (Siegel, 1975). Para se veriticar a significancia da razdo sexual,
foi utilizado o teste do Qui-quadrado (Zar, 1984). O teste do Qui-quadrado também foi usado
para comparar os indices gonadais de machos e fémeas (Crump, 1985). A significancia entre
GIs em cada més foi averiguada com o teste ndo paramétrico de multiplas comparagdes
(Siegel, 1975). Foram calculadas regressdes lineares para se verificar a correlagdo entre as
medidas da carapaga de cada sexo e entre os sexos foi feita uma regressio linear. A ANOVA

foi utilizada para se comparar os indices gonadais nos diferentes estagios gametogénicos.



RESULTADOS

A proporgdo sexual estimada na populagdo foi de 1,15 machos para cada fémea. Esta
razdo observada nio diferiu significativamente daquela esperada de 1:1 (x*=1,48; ctg.05=3.84;
GL=1). De um total de 326 adultos coletados (maiores que 30 mm em didmetro), foram
encontrados 174 (53,4%) de machos e 152 (46.6% de fémeas.

A comparagdo entre as regressoes, realizada de acordo com Zar (1984), demostrou
ndo haver diferengas significativas em relagdo aos valores de coeficiente angular entre os
didmetros maior e menor (Fig. 2a), entre o didmetro maior e a altura (Fig. 2b), e entre o
diametro menor e a altura (Fig. 2c) (Tabela 1). Ndo houve diferenga entre os coeficientes de
correlagdo de machos e de fémeas para a relagdo entre didmetro maior e altura (t=0,77;
Qops=2,6); para a relagdo entre didmetro menor e altura (t=1,03; ota0s=2,6) e para a relagdo

entre os didmetros; (t=2,13; 0y95=2,63).

Tabela 1 — Cassidulus mitis. Relagdo entre medidas corporais para machos e fémeas.
r= coeficiente de correlagdo de Pearson; t= tcalculado para tgos=2

Relagdes Sexo Equagdo dereta |r [t
Diametro maior X Machos | Y=0,817X+1.483 | 0,97 | 16,92
diametro menor Fémeas | Y=0,813X+1,743 | 0,95 | 19.77
Diametro maior X Machos | Y=0,425X+1,046 | 091 | 20,54
altura Fémeas | Y=0,415X+0958 | 0.90 | 24.85
Didmetro menor X Machos | Y=0,488X+1,260 | 0,91 | 18,00
altura Fémeas | Y=0,484X+0,883 | 0,88 | 23,66
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Fig. 2 — Cassidulus mitis. Relagdes morfométricas nos machos e nas fémeas. (A) diametro
maior X didmetro menor; (B) didametro maior X altura; (C) diametro menor X altura. Numero
de machos=174; Numero de fémeas=132.

De todas as fémeas analisadas, 77 (50,7%) apresentavam juvenis na superficie aboral.
A propor¢do de fémeas incubadoras foi alta em janeiro (80%), fevereiro (67%) e outubro
(82%) de 1999 e em janeiro (94%), fevereiro (90%), margo (60%) e abril (89%) de 2000.
Todavia, ocorreram juvenis sobre as fémeas em praticamente todos os meses, com excec¢do de
dezembro del998, quando apenas ovocitos foram observados entre os espinhos. (Fig. 3). Em
novembro de 1998 e abril de 1999 ndo houve amostragem. O numero meédio de juvenis por
fémea foi de 99,8 (DP=108 25; SE=16.32). O maior numero de juvenis coletados (n=459) foi

em uma fémea de julho de 1999.

50



1 18 1210 9
m ] ™ —
)
E A 1 3
'2?‘! — 10
0o 0 06~ 6 6
- ©
o83 13
*g 3 04- 12
0oL 11 6 6
Q.
g 02- g 10 10
0.
U c e Dol ddu o
ONDJJFMAMUJI JASONDUJIFMA

1998 1999 2000

Meses

Fig. 3 — Cassidulus mitis. Propor¢do de fémeas com larvas e/ou assentados entre os espinhos.
Os numeros indicam o total de fémeas analisadas por més.

O peso liquido intestinal € duas a trés vezes maior que o peso liquido da carapaga,
tanto em machos como em fémeas. Nédo foi verificado uma oscilagdo significante no peso

intestinal ao longo do periodo amostrado (Fig. 4)
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Fig. 4 — Cassidulus mitis. Variagao do peso liquido intestinal no periodo amostrado para
machos e fémeas. Barras verticais indicam * SE.

O indice gonadal para a populagdo apresentou dois picos (janeiro e setembro de
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1999). mas ndo houve um aumento gradual do indice antes de cada pico (Fig. 3a). Nos demais
meses, 0 pico gonadal alcangou baixos valores, oscilando entre 0,76 (mar¢o de 2000) e 2,05
(outubro de 1998). Os indices gonadais de machos e de fémeas, quando analisados
separadamente, demonstraram o mesmo padrdo encontrado para toda a populagdo, mas os
valores do IG dos machos foram significativamente maiores que os das fémeas (%°=18,33;
o 0s=3.84) (Fig. 5b). Foram encontradas diferengas significativas entre os valores mensais do
1G apenas para os machos. Tais diferengas ocorreram entre os meses janeiro € mar¢o de 1999

(Q=4.14: 0 0s=3,56), agosto e setembro de 1999 (Q=5,65. aty05=3;56) e entre setembro e

outubro de 1999 (Q=4.60, cnes=3.56).
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Fig. 5 — Cassidulus mitis. Variagdo mensal do indice gonadal médio de ambos os sexos (A) e
para machos e fémeas separados (B). Barras verticais indicam + SE.

Foram observados seis estagios de desenvolvimento gametogénico nas fémeas, assim

denominados: recuperagdo, crescimento, pré-maduro, maduro, de liberagdo e vazio.
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Entretanto. a grande maioria dos especimes encontrava-se no estagio de crescimento. pre-
maduro e de liberagdo. Ocorreram apenas dois individuos no estagio de recuperagdo (um em
agosto de 1999 e outro em abril de 2000), dois no estagio maduro (dezembro de 1998) e um
no estagio vazio (dezembro de 1998). O estagio de recuperagdo € caracterizado pelo
preenchimento total da parede da gonada por células nos estagios iniciais da ovogénese, ou
seja, pequenas celulas escuras no formato de péra (ovocitos pre-vitelogénicos) (Fig. 6a). No
estagio de crescimento, além dos ovocitos pre-vitelogénicos, podem ser encontrados estagios
mais avangados da ovogeénese. caracterizados pela presenca de células maiores, mais
arredondadas e claras. Neste estagio ainda ndo sdo encontrados ovocitos maduros no lumen
(Fig. 6b). O estagio pré-maduro € caracterizado pela presenga de grandes celulas
arredondadas, soltas no lumen (ovocitos maduros) e celulas em diversos estagios da
ovogenese, cobrindo a parede gonadal (Fig. 6¢). No estagio maduro ocorre, no lumen, uma
massa compacta de ovocitos repletos de vitelo, podendo-se encontrar ovocitos pré-
vitelogénicos e vitelogénicos recobrindo pequenas partes da parede gonadal (Fig. 6d). No
estagio de liberagdo, ainda ha ovocitos maduros, porém encontram-se espagados no lumen.
Pode-se observar na parede gonadal ovocitos pre-vitelogénicos e vitelogénicos (Fig. 6e). No
estagio vazio, as gonadas assumem um aspecto atrofiado e ndo ha qualquer tipo de ovocito na
parede ou no lumen gonadal (Fig. 6f).

Cinco estagio de desenvolvimento gametogénico foram encontrados nos machos:
crescimento, pré-maduro, maduro, de liberagdo e em liberagdo e crescimento concomitante.
No estagio de crescimento, as colunas espermaticas projetam-se para o interior do lumen sem
se tocarem (Fig. 7a). No estagio pré-maduro, as colunas espermaticas se tocam no centro do
lumen, formando uma massa de células. Podem ser encontrados lumens com espermatozoides
ja formados (Fig. 7b). Os espermatocitos estdo uniformemente distribuidos na parede das

gonadas maduras, sendo que o lumen neste estagio esta repleto de espermatozoides, formando



uma massa compacta dessas celulas (Fig. 7c). O estagio de liberagdo € caracterizado pela
distribui¢do uniforme dos espermatocitos na parede da gonada, como no estagio maduro,
porém a massa de espermatozodides esta permeada de espagos vazios (Fig. 7d). No estagio de
crescimento e liberagdo concomitante, a massa de espermatozoides fica isolada dos
espermatocitos no centro do lumen e surgem, novamente, as colunas espermaticas projetando-
se para o interior da gonada (Fig. 7e). N3o foram encontrados fagocitos nutritivos em qualquer

estagio de desenvolvimento gonadal tanto de machos como de fémeas.
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Fig. 6 — Cassidulus mitis. Cortes histoldgicos dos ovarios. (A) Estdgio de Recuperagao
com a presenca de apenas ovdcitos pré-vitelogénicos na parede gonadal. (B) Estagio de
crescimento, com ovocitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos na parede gonadal. (C)
Estagio Pré-maduro, com a presenga de alguns ovocitos maduros no limem. (D) Estagio
Maduro, com o limem repleto de ovocitos. (E) Estagio de Liberagdo, com regides da
parede gonadal livres de células de qualquer estdgio de desenvolvimento (seta). (F)
Estdgio Vazio. L — limem; MO - ovécitos maduros; PO — ovocitos pré-vitelogénicos;
VO - ovdcitos vitelogénicos.
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Fig. 7 - Cassidulus mitis. Cortes histologicos dos testiculos. (A) Estidgio de
crescimento, com limem vazio e colunas espermaticas. (B) Estagio Pré-maduro, com
colunas espermdticas e varios graus de acumulo de espermatozdides. (C) Estagio
Maduro, com o limem repleto de espermatozdides. (D) Estagio de Liberagéo,
espagamento entre massa de espermatozdides e espermatocitos e na massa de
espermatozoides. (E) Estdgio de Crescimento e Liberagdo concomitantes, com
espagamento entre massa de espermatozdides e espermatocitos e na massa de
espermatozoides e coluna espermaticas presentes. L — limem; S - espermatozoides; SC
- colunas espermaticas
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Nao toi possivel observar um ciclo definido de desenvolvimento gametogénico ao
longo do tempo, isto €, a presenga dos estagios em cada més € muito variada, tanto para
machos quanto para fémeas (Fig. 8). Nos machos, percebe-se que ocorrem individuos nos
estagios de crescimento e liberagdo em quase todos os meses amostrados, excetuando-se
dezembro de 1998, quando nio se encontram individuos em liberagdo. Nas fémeas, os estagios
de crescimento e liberagdo altemam quanto a freqiiéncia ao longo do periodo, culminando em
meses onde um ou outro estagio esta ausente. No més de junho de 1999, tanto nos machos
como nas fémeas ocorre uma maior freqiiéncia de individuos em liberagéo.

Ao contrario do que Freire er al. (1992) observaram, gonoporos sO foram
evidenciados em individuos por volta de 17 mm de didmetro. Todas as gonadas de individuos
menores que 30 mm coletados em janeiro de 1999 estavam no mesmo estagio de
desenvolvimento que as gonadas de individuos de tamanhos superiores a 30 mm neste més
(todos em estagio de pré-maduro).

Foram pesadas 308 gonadas anteriores, das quais 46% foram de fémeas e 54% de
machos. O peso das gonadas anteriores podem ser iguais aos das gonadas posteriores ou
representar 2,5% em fémeas e 5% em machos dessas gonadas, sem diferenca significativa entre
os sexos (t=1,59; a05=2,0). Das 40 gonadas anteriores analisadas, 23 foram de machos e 17
de fémeas. Foram encontrados 10 machos e 5 fémeas com estagios de desenvolvimento
gametogénico diferindo entre as gonadas.

A relagdo entre os indices gonadais e os estagios de desenvolvimento gametogénico
diferiu entre os sexos (Fig. 9). Nas fémeas so foram encontradas diferengas entre os estagios
de crescimento e pré-maduro (Fig. 9a) (Q=2,78; a05=2,64). Em machos, nio foi encontrada
diferenga significativa entre os IG gonadais em diferentes estagios gametogénicos (Fig. 9b)

(F=1.95; a0.05=2,44).
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Apesar da aparente homogeneidade, a analise estaustica das distribuicdes de
trequéncia de tamanho dos ovocitos (Fig. 10) revelou diferengas significativas entre outubro e
dezembro de 1998 (Dmax=20; o s=13), janeiro e fevereiro de 1999 (Dmax=20; ot.05=13),
fevereiro e margo de 1999 (Dmax=19; ot 0s=13), junho e julho de 1999 (Dmax=19; ag0s=13),
setembro e novembro de 1999 (Dmax=18; a0s=13) e novembro e abril de 2000 (Dmax=26;

aoos=13) (Fig. 10). O tamanho médio dos ovocitos coletados em janeiro de 1999 foi de 382

pum (DP=49 pum)

= 60_30_ 0

£ i

=

= 6@}

]

5 aal

8

%]

= 20+

%]

L

g

S 9= Apr
1998 1999 2080

Meses

Fig. 11 — Cassidulus mitis. Distribui¢io da freqiiéncia de tamanho dos ovocitos (pm?).

DISCUSSAO

A razio sexual encontrada em C. mitis esta de acordo com a afirmagdo de Lawrence
(1987), onde as espécies gonocoricas de equinodermas (que representam a vasta maioria das
espécies do grupo) possuem a razdo sexual tipicamente de 1:1. Entretanto este ndo foi o
resultado encontrado por Freire ez al. (1992) para a mesma populagdo aqui estudada

Embora tais autores ndo tenham realizado nenhum tratamento estatistico para
estabelecer a significancia da diferenga observada, a analise posterior de seus dados
(compreendendo individuos acima de 30.05 mm) revelou que a propor¢do de machos e fémeas
(0.72:1) foi significativamente diferente de 1:1 (1*=6.08; 0t9.0s=3.84). Em outras populagdes de

cassiduloides cuja razdo sexual € conhecida, existem mais fémeas do que machos (Thum &
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Allen. 1976: Gladtelter. 1978). sendo que para a populagdo de C. caribbearum, nas Bahamas,
chega a ser de 6 a 10 fémeas para cada macho. Tal desigualdade na propor¢do sexual destas
populagdes foi atribuida a um crescimento ou mortalidade diferenciada entre os sexos, o que
parece ndo ocorrer para esta populagdo de C. mitis.

As papilas genitais de (. mitis, explicitam o dimortismo sexual da espéciz (Freire et
al., 1992) e sdo de extrema importdncia no mecanismo reprodutivo da espécie. Chia (1977)
propos que as papilas servem para facilitar a dispersdo de gametas acima do substrato em
espécies que vivem enterradas sob o substrato. Além disso, as grandes papilas dos machos
evitam que a massa de espermatozoide fique retida no muco, ou espinhos (Pawson & Miller,
1979). Em C. mitis, a papila das témeas devem ser no formato de uma pequena protuberancia
para que elas liberem seus ovocitos apenas entre os espinhos € ndo os percam para 0 ambiente.
Logo, em uma espécie incubadora como C. mitis, 2 fungdo da papila da fémea € fazer com que
0s ovocitos permanegam nos espinhos e muco. De fato, ndo se sabe se . mitis libera gametas
na corrente ou no intersticio do substrato. (ladfelter (1978) observou fémeas de C.
caribbearum liberando gametas livremente em aquario. No trabalho de Freire er al (1992),
assim como neste estudo, foram observados machos de (. mitis liberando livremente em
aquario. Todavia, no presente estudo os individuos observados morreram logo apos a
liberagdo, permanecendo a duvida se foi uma reagdo ao ambiente estressante ou, apesar de
terem morrido, a liberagdo de gametas na corrente € o comportamento normal de reprodugdo.

As gonadas de C. mitis sdo proporcionalmente muito pequenas, como pode ser
evidenciado pelos baixos valores do IG. Gonadas pequenas também sd@o encontradas em outros
equinoides irregulares (Chesher, 1969; Niesen, 1977, Lane & Lawrence, 1979; Pearse &
McClintock, 1990). A carapaga de C. mitis € muito leve. Para os individuos se estabilizarem no
substrato e ndo serem levados por correntes de fundo, o peso intestinal atua como um cinto de

lastro, quase da mesma forma que juvenis de escutelinideos usam o diverticulo intestinal (Chia,



1973. Mooi & Chen. 1996). Desta torma., o intestino ocupa quase todo O espago interno
limitando o crescimento das gonadas. Logo, o pequeno tamanho encontrado nas gonadas pode
ser causado por limitagdes morfologicas. Esta caracteristica indica um esforgo reprodutivo
pequeno quando comparado com outras especies do filo.

Gladfelter (1978) usou a produgdo de ninhadas ao invés de usar o IG ou a observagdo
dos estagios de desenvolvimento gametogénico para averiguar o ciclo reprodutivo de C.
carbbearum. Ele encontrou uma baixa sazonalidade na reprodugdo, uma vez que a menor
por:centagem de fémeas com assentados encontrada em um més foi de 50%. Quando a
propor¢do de fémeas com ninhadas foi utilizada como indicativo do ciclo reprodutivo em C.
mitis, também observou-se uma baixa sazolalidade reprodutiva.

A quantidade de alimento pode ser um importante fator regulador do crescimento
gonadal (Lawrence & Lane, 1982). As gonadas podem atuar como orgdos de armazenagem de
energia em alguns equinoides por intermédio de fagocitos nutritivos, como ocorre em
Clypeaster ravenelii (Vernom, et al., 1993) e Lovenia elongata (Pearse, 1969a). Uma vez que
tais ceélulas ndo foram encontradas em C. mitis, como também ndo o sdo em A. cordatus
(Magnez, 1983), € possivel que toda energia adquirida seja prontamente utilizada no
crescimento somatico e na reprodu¢do. Em abril de 1999 ocorreu um acidente no emissario
submarino de Ipanema, o que acarretou no desvio de esgoto para diversas praias, sendo uma
delas a Praia Vermelha, que foi interditada durante este més. O aporte de matéria organica
proveniente do langamento destes esgotos na Praia Vermelha, poderia ter causado um aumento
do IG nos meses subsequentes, uma vez que os nutrientes seriam rapidamente absorvidos e
convertidos na produgdo de gametas. Altos valores de IG de Dendraster excentricus (Niesen,
1977) e Clypeaster ravenelii (Vernon et al. 1993) foram atribuidos ao aporte extra de matéria
organica no ambiente. Para a popula¢do de C. mitis, entretanto, um aumento imediato do IG

ndo foi observado apos abril de 1999, ocorrendo um pico somente em setembro do mesmo
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ano. Os estagios de desenvolvimento gametogeénico em que se encontravam as gonadas
ratificam os baixos valores de IG obtidos nos meses subsequientes a abril. Porém o aumento
gradual na frequiéncia de fémeas com assentados, de maio a setembro, pode ser um reflexo
deste aporte de nutrientes. O pico no IG registrado em setembro, entretanto, ndo pode ser
totalmente explicado. Este pode ter sido consequente de um aumento do despejo organico ndo
registrado, considerando-se a suposta capacidade de absorgdo e conversdo energética de C.
mitis. Provavelmente, C. mitis é capaz de aumentar seu esfor¢o reprodutivo toda vez que
ocorre um aporte extra de matéria organica no ambiente.

O tamanho meédio dos ovocitos maduros de C. mitis € relativamente grande, como em
(. caribbearum (350 um) (Gladfelter. 1978), e uma vez e meia maior que em £. crassa (220
um) (Cram, 1971). O investimento energéetico das fémeas parece estar prioritariamente na
producdo de poucos ovocitos ricos em vitelo, ao invés de ser canalizado para o aumento do
numero de novas ceélulas reprodutivas. Esta caracteristica reprodutiva deve estar associada a
menores valores de IG, quando comparado com as gonadas masculinas. Magnez (1983)
também encontrou menores valores de [G para fémeas de Abatus cordatus, e atribuiu estas
diferengas as variagdes morfologicas entre machos e fémeas, isto €, a presenga de bolsas
incubadoras em fémeas limitaria um maior desenvolvimento das gonadas. Entretanto, segundo
Magnez (1983), as fémeas de Abatus cordatus possuem, provavelmente, gonadas com maior
conteudo energético do que os machos. O mesmo pode ser sugerido para C. mitis.

A gametogénese em C. mitis aparentemente ocorre de modo rapido, continuo e ndo
sincronizado na populagdo ao longo do tempo. Pode-se encontrar estagios de crescimento,
pre-maduro e liberagdo em praticamente todos 0os meses, mas ndo se encontra sincronia no
desenvolvimento gonadal entre machos e fémeas. Aparentemente, a espermatogénese ocorre
mais rapidamente que a ovogeénese, pois durante quase todos os meses foram encontrados

machos em estagio de crescimento e de liberagdo, concomitante ou ndo. A ovogénese parece
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se completar a intervalos de dois a trés meses. Pearse e McClintock (1990) também
encontraram uma gametogénese continua. apesar de lenta, em Abatus nimrodi and Abatus
shacketoni . Pearse (1969b) encontrou o inicio da espermiogénese em Fchinometra mathaei ao
longo de todo ano, mas com a subsequente destrui¢do dos espermatozoides pelas células
fagocitarias.

Machos e fémeas de C. mitis provavelmente ndo liberam seus gametas de uma unica
vez Em machos percebe-se que colunas espermaticas ocorrem em testiculos no estagio de
liberagdo e em fémeas praticamente ndo se observaram estagios maduros, o que sugere uma
liberagdo permanente de ovocito e uma rara repressdo dos ovarios. A distribui¢do de tamanhos
dos ovocitos indica uma produgdo continua dessas ceélulas, uma vez que existe uma maior
frequéncia de células pequenas em todos os meses estudados. Tais dados também indicam que
ndo ha grande acumulo de celulas maduras no lumen. Segundo Pearse (1969a) Lovenia
elongata nio é capaz de reter ovocitos maduros por muito tempo. E provavel que fémeas de
C. mitis também ndo sejam capazes de fazé-lo.

A liberagdo continua de gametas nessa populagio de C. mitis ndo resulta,
necessariamente, na entrada, também continua, de novos individuos na populagdo. A variagdo
na frequéncia de fémeas com assentados indica um sucesso diferenciado nas taxas de
fertilizagdo e/ou assentamento em diferentes épocas do ano. Por outro lado, a maior frequéncia
de fémeas com assentados (incubadoras) registrada para os meses do primeiro semestre do
ano, parecem estar de acordo com o periodo de maior recrutamento da populagdo. Segundo
Varotto (2001), a maior frequéncia de espécimes menores que 9 mm (recrutas) ocorreu de
julho a dezembro nessa mesma populagdo durante o mesmo periodo. Provavelmente, a taxa de
sobrevivéncia dos assentados € alta.

As gonadas anteriores sdo geralmente menores do que as posteriores. A analise dessas

gonadas mostrou que estas podem ou ndo estar sincronizadas com as gonadas posteriores. Por



serem de menor tamanho. e provavel que elas fiquem aptas a liberarem primeiro. independente
e em taxas diferentes das posteriores. Isto pode constituir-se numa importante estratégia para
diminuir o tempo entre periodos de liberagéo.

A primeira maturagdo de C. mitis, evidenciada neste estudo, ocorre em individuos de
aproximadamente 2 anos de vida (17 mm) (Varotto, 2001). Apos este periodo, havera
investimento energetico na producdo de gameta. Ndo ha na literatura, até o momento,
informagdes semelhantes sobre outras espécies de cassiduloides para que se possa comparar
com os dados opbtidos.. Como as gonadas destes individuos estavam no mesmo estagio de
desenvolvimento que as gonadas dos individuos acima de 30 mm, € possivel que a maturagdo
ocorra de modo rapido.

O sucesso reprodutivo de uma espécie esta associada a sua capacidade de converter a
energia adquirida no ambiente em produgdo de gametas, particularmente gametas femininos,
ou seja, transformar alimento em vitelo. A velocidade com que os processos vitelogénicos
ocorrem caracteriza diferentes estratégias reprodutivas. Segundo Eckelbager (1994), a
vitelogénese € lenta nas espécies semélparas e iteroparas anuais. Ao contrario, especies com
reprodugdo continua sdo capazes de transformar o alimento em vitelo mais rapidamente.
Cassidulus mitis parece corresponder as caracteristicas relacionadas com uma rapida
vitelogénese, ou seja, possui baixa fecundidade, pequeno tamanho corporal, cuidado com a
prole (espécie incubadora), baixa reserva alimentar, vive em ambiente instavel com
eutrofizag@o continua, possui pequena longevidade e alcanga a maturidade sexual rapidamente
(Eckelbager, 1994). O modelo proposto por Eckelbager (1994) torna possivel a comparagdo
da estratégia reprodutiva de C. mitis com outros metazoarios e estimula a geragdo de

conhecimento sobre o ciclo de vida de outras espécies de cassiduloides.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os objetivos deste trabalho foram alcancados em sua plenitude. Ao comparar a
reprodugdo de Cassidulus mitis com a encontrada em outros grupos, pode-se perceber que
esta espécie apresenta uma estratégia muito particular. Cassidulus mitis tem uma reprodugao
continua e ndo sincronizada ao longo de todo o ano. Machos e fémeas diferem quanto ao
estorgo reprodutivo, pois os machos apresentam maiores valores do indice gonadal. As etapas
da gametogénese também diferem entre machos ¢ fémeas. As gonadas masculinas nunca ficam
vazias e, logo, ndo necessitam se recuperar. Em compensagdo, apresentam um estagio
intermediario entre a liberagdo de gametas e a produgdo de gametas. As fémeas podem
apresentar as gonadas vazias, o que dependera se as gonadas alcangaram o estagio maduro. As
gonadas anteriores, comumente menores que as posteriores, podem ou ndo estar sincronizadas
com estas quanto a gametogénese. A maturidade sexual em C. mitis € alcangada em individuos
de pequeno porte (maiores que 17 mm).

Algumas questdes puderam ser levantadas apos este estudo:

1. O que causou os picos no indice gonadal (IG)? Poderiam ter sido causados por um
aumento da quantidade de matéria orgdnica no substrato que foi convertida em maior
esforco reprodutivo, refletido quantitativamente em machos e qualitativamente em fémeas?

2. Caso a hipotese do aumento da quantidade de matéria orgdnica no substrato (numero 1)
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esteja correta. a f€émea reaimente investe na qualidade do ovocito ou direciona a energia
axtra para outra fungio?

(UF)

Dados obtidos, ndo incluidos neste estudo, descrevem uma gama de defeitos morfologicos
referentes aos orgdos envolvidos na reprodugdo. Por ser um ouri¢o incubador,
consequentemente com pouca dispersdo, € com baixa distribuicdo geografica, estariam
sofrendo efeitos de endogamia?

4. A populagdo da Praia Vermelha estaria isolada da(s) populagdo(des) da regido de Ilha
Grande (TOMMASI & LIMA-VERDE, 1970)?

5. Cassidulus. caribaearum e (. mitis sio extremamente semelhantes morfologica e
biologicamente. Poderiam estas serem uma unica espécie?

As proximas etapas a serem realizadas sdo: a) a descrigdo dos defeitos morfologicos
encontrados; b) a verificagdo do tempo de desenvolvimento do juvenil sobre a fémea; .c)
averiguar se ocorrem diferentes coortes simultaneamente e se existe preferéncia por ambulacro
ou interambulacro no posicionamento do juvenil sobre a fémea.

O presente estudo foi o primeiro a enfatizar a reprodugdo em Cassidulus e um dos
primeiros na Ordem Cassiduloida. Mesmo realizado com uma unica espécie desta Ordem,
contribuiu com informagdes essenciais para se entender outras caracteristicas biologicas do
grupo, o que podera trazer consequéncias no entendimento na evolu¢do dos modos de
desenvolvimento, ndo apenas na Ordem Cassiduloida, como também dentro da propria Classe

Echinoidea.
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