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RESUMO

No presente estudo individuos de Echinaster (Othilia) brasiliensis foram
coletados mensalmente na Praia de Jodo Fernandes, Buzios, RJ, no periodo
de agosto de 1999 a dezembro de 2000, a fim de verificar e descrever o ciclo
reprodutivo e a estratégia reprodutiva da espécie. Para o estudo do ciclo
reprodutivo usou-se o indice das génadas e a analise histoldgica das génadas.
E. (O.) brasiliensis apresentou uma reprodugéo continua. Uma assincronia no
desenvolvimento gonadal dos individuos da populagéao foi detectada com base
na andlise histologica das gbnadas. A andlise das freqiiéncias de tamanho dos
ovocitos indicou que as classes de 60 ym e 160 pm foram as mais
representativas. Ovécitos de varios tamanhos ocorreram concomitantemente
em diferentes fémeas ao longo do periodo estudado. A auséncia de ovarios
vazios e a variagdo no tamanho dos ovécitos sugerem uma ovogénese
continua em cada individuo. Os cecos piléricos ndo apresentaram um ciclo
anual. Nao foi encontrada qualquer relagdo inversa entre o indice gonadal e o

indice dos cecos pil6ricos.



ABSTRACT

In the present study specimens of Echinaster (Othilia) brasiliensis were
collected monthly at Jodo Fernandes Beach, Buzios, Brazil, from August 1999
to December 2000. Reproductive cycle was studied using gonad index and
histological analysis of gonads. E. (O.) brasiliensis exhibited a continuous
reproduction. Histological analysis of gonads showed asynchrony in
gametogenesis among the individuals of this population. Small and
mesovitellogenic oocytes (60-160um) were the dominant size-class in all
samples. Several size classes of oocytes were found together in may ovaries
along the studied period. No spent ovaries were found. Probably, the ovaries
were not empty for the recovering. The pyloric caeca did not show an annual

cycle. An inverse relationship between gonad and pyloric caeca indices was not

evident.



INTRODUGAO

A reprodugdo sexuada € predominante em Asteroidea e envolve a
produgdo de gametas, a fertilizagdo externa e o desenvolvimento de fases
larvais. Os asteroides, em geral, sdo gonocéricos e, raramente hermafroditas
(Lawrence, 1987). As estrelas-do-mar possuem uma grande variedade de
estratégias reprodutivas que tém como a principal conseqiiéncia a maior ou
menor dispersao das espécies. Algumas espécies produzem ovos pequenos
(< 300 um) com pouca quantidade de material nutritivo e larvas planctotréficas
com longa duragdo na coluna d'agua e, consequentemente, com maior
capacidade de dispersdo. Outras espécies produzem ovos grandes (> 300 um)
com grande quantidade de material nutritivo e larvas lecitotroficas que tém
curta duragédo na coluna d’'agua e uma menor disperséo (Tyler et al., 1984;
Chia et al., 1993; Byrne & Cerra, 1996).

Os asterdides, em sua minoria, reproduzem-se assexuadamente por
fissdo ou autotomia (Mladenov, 1996). Provavelmente, a fissédo &
desencadeada por condigdes ambientais adversas como falta de alimento,
baixa de oxigénio e rapida elevagdo da temperatura da agua do mar,
tempestades, turbidez da agua, isto €, um ambiente instavel e estressante
(Emson & Wilkie, 1980; Chia & Walker, 1991).

O sistema reprodutivo em Asteroidea consiste em duas gbnadas
interconectadas em cada brago ou raio. As gdnadas s&o alongadas e, durante
a gametogénese, crescem e ocupam o comprimento de cada raio. A parede da
gbnada é formada por dois tipos de tecidos, denominados saco interno e saco

externo, separados pelo seio hemal genital. O saco interno € composto por um



epitélio fino, um seio hemal genital e um epitélio germinativo. O saco externo &
formado por um peritdnio visceral, uma camada de tecido conectivo e um
epitélio interno descontinuo (Walker 1980; 1982; Chia & Walker, 1991). O
tamanho dos testiculos e dos ovarios maduros podem ser similares em
algumas espécies, mas os ovarios maduros séo frequentemente maiores que
os testiculos. Este maior tamanho dos ovarios deve-se ao maior acumulo de
nutrientes que serdo utilizados na ovogénese, o que nao ocorre na produgao
dos gametas masculinos (Lawrence, 1987; McClintock, 1989).

O desenvolvimento gametogénico compreende uma série de eventos
durante o periodo reprodutivo. Inicia-se com a atividade do epitélio germinal,
seguido da proliferagdo e desenvolvimento celular e sua diferenciagdo em
gametas, e finalmente liberagdo destes (Giese & Pearse, 1974; Boivin et al.,
1986).

O ciclo gametogénico pode ser regulado e sincronizado por fatores
ambientais como a salinidade e a temperatura da agua do mar, o fotoperiodo e
a disponibilidade de alimentos (Giese & Pearse, 1974; Crump & Emson, 1978;
Chia & Walker, 1991; Bauer, 1992; Vernon et al., 1993). O fotoperiodo parece
ser o fator mais importante na regulagéo do ciclo gonadal anual de espécies
costeiras, pois pode controlar o crescimento da gbnada e a liberagdo dos
gametas (Pearse & Eernisse, 1982; Pearse & Beauchamp, 1986; Bouland &
Jangoux, 1988). Além disto, estes fatores podem estimular os sistemas
nervoso e enddcrino, responsaveis pelo ciclo reprodutivo (Giese & Pearse,
1974; Dehn, 1979).

Para o sucesso da reprodugao sexuada é necessario que a produgao de

gametas seja suficiente para ocorrer a fertilizagédo e resultar num prdspero



recrutamento. Esta atividade gametogénica nos asterdides depende
diretamente da alimentagdo, ou seja, esta relacionada com a quantidade e a
qualidade de alimento no ambiente (Lawrence, 1987; Chia & Walker, 1991).
Logo, alteragées no meio fisico e bioldgico podem prejudicar a aquisigdo de
nutrientes para o crescimento somatico e reprodutivo (Town, 1980; Lawrence,
1

Os nutrientes obtidos sdo estocados em orgdos de reserva,
denominados de cecos piléricos. Os cecos pildricos dos asterdides possuem
fungdes nutricionais como a produgao de enzimas digestivas e assimilagdo dos
produtos da digestdo (Lawrence & Lane, 1982, Lawrence, 1987, Barker &
Xu,1991). Durante a gametogénese, a energia necessaria para a produgdo de
gametas é proveniente dos cecos piléricos e/ou da parede do corpo (Xu &
Barker, 1990). A relagao inversa entre o desenvolvimento das gbnadas e dos
cecos piléricos ocorre frequentemente, indicando uma possivel transferéncia de
nutrientes dos cecos pildricos para as gonadas (Jangoux & Impe, 1977).

Em Asteroidea, geralmente o ciclo reprodutivo é anual, com um padrao
sazonal e com grande sincronia na populagdo. Sendo assim, numa
determinada época do ano, os gametas armazenados sao liberados,
favorecendo a fertilizagdo e, consequentemente, o desenvolvimento de larvas
em condigdes ambientais favoraveis (McClary & Mladenov, 1990; Olive, 1992).
O ciclo reprodutivo continuo € uma caracteristica rara dentre os asteréides
(McClary & Mladenov, 1989).

Dentre as espécies de estrelas-do-mar mais comuns no litoral brasileiro
estdo aquelas do género Echinaster Muller & Troschel, 1840: Echinaster

(Othilia) brasiliensis Muller & Troschel, 1842, Echinaster (Othilia) echinophorus



(Lamarck, 1816) e Echinaster (Othilia) guyanensis Clark, 1987. Echinaster
(Othilia) brasiliensis € uma espécie que habita a regido de entre-marés e
infralitoral em substratos rochosos. Sua distribuigdo geografica & subtropical e
abrange os seguintes locais: Cabo Frio (Brasil), Uruguai e Golfo de San Matias
(Argentina) (Clark & Downey, 1992). A regido do Cabo Frio & limite setentrional
de distribuigdo para E. (O.) brasifiensis. Muitas outras espécies de asterdides
tém nesta regido seus limites de distribui¢do. Na regido do Cabo Frio, devido
ao fendbmeno da ressurgéncia, a temperatura da agua do mar sofre uma
variagdo de até 12°C em doze meses. Portanto, a temperatura, provavelmente,
€ o fator ambiental mais relevante na definigdo do limite de distribuigdo desta
espécie.

O presente estudo tem como objetivos verificar o ciclo reprodutivo, o
ciclo de estocagem de nutrientes e a estratégia reprodutiva (tipo de ovos e
larvas desenvolvidas) de E. (O.) brasiliensis na Praia de Jodao Fernandes, em
Buzios (regido do Cabo Frio), RJ e verificar a proporgdo sexual na populagao

através da analise histolégica das gonadas.

Inicialmente partiu-se das seguintes hipoteses:

(1) A populagéo de E. (O.) brasiliensis da Praia de Jodo Fernandes
possui um ciclo reprodutivo anual, como a maioria das espécies de Asteroidea.

(2) A populagao de E. (O.) brasiliensis da Praia de Jodo Fernandes
possui um ciclo dos cecos pildricos anual.

(3) A populagao de E. (0O.) brasiliensis da Praia de Jodo Fernandes

possui uma proporg¢ao sexual de 1: 1.



(4) A analise histolégica das gbdnadas ratifica o indice gonadal dos
individuos da populagéo de E. (O.) brasiliensis da Praia de Jodo Fernandes.
As hipbteses alternativas foram estabelecidas como a negativa literal de cada

uma das hipbteses acima.



MATERIAL E METODOS

Dados abidticos
Fotoperiodo

Os dados do fotoperiodo referentes ao periodo de estudo foram obtidos
no Museu de Astronomia do Rio de Janeiro (MAST). Utilizando-se estes dados,

calculou-se a média e o erro padrao mensal.

Dados bidticos

Aproximadamente, vinte individuos de Echinaster (O.) brasiliensis foram
coletados mensalmente através de mergulho em apnéia, de agosto de 1999 a
dezembro de 2000 na Praia de Jodo Fernandes, em Buzios, RJ (22° 45'S; 42°
53" W) (Fig.1) . Todos os espécimes amostrados foram anestesiados em agua
doce por cerca de 30 segundos e fixados em formol a 10%, logo apés a coleta.

No laboratério, os individuos foram postos para secar sobre papel
absorvente por cerca de 30 minutos. Apés a secagem, realizou-se a pesagem
em uma balanga Ohaus com 0,01g de precisédo para obteng&o do peso (umido)
total do corpo. Posteriormente, os espécimes foram medidos no comprimento,
ou seja, o raio maior (R = distancia entre o centro do disco e a extremidade do
maior brago) utilizando-se um paquimetro com precisao de 0,01 mm.

Os espécimes foram, entéo, dissecados sob microscépio estereoscdpico
para a remogdo das gdnadas e dos cecos piléricos. Estes orgdos foram

pesados (peso umido) e conservados em formol a 10%.
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Figura 1 — Mapa da area de estudo (indicada pelo X).




Utilizando os valores do peso umido total, do peso umido da gdnadas e
dos cecos piléricos de cada individuo foram calculados os indices gonadal (IG)

e dos cecos piléricos (ICP) da seguinte forma:

Peso do 6rgao

x 100

Peso total do individuo — (peso das gbnadas + peso dos cecos pildricos)

Para cada més, calculou-se a média e o erro padréo (E.P) do indice
gonadal e dos cecos piléricos. O ciclo reprodutivo foi descrito considerando-se

os valores médios dos indices gonadais mensais.

Preparagao histologica das génadas

As gdnadas foram submetidas a preparagéao histolégica. Estas passaram
por um processo de desidratagcdo através de um gradiente alcodlico,
diafanizagao e inclusao em parafina (emblocamento).

Foram feitos cortes histolégicos de 7 um de espessura do material
emblocado, utilizando-se um micrétomo. Trés laminas de cada bloco foram
preparadas e coradas com hematoxilina de Delafield e eosina Y em solugao
aquosa a 10% (Fig. 2).

As laminas montadas foram analisadas ao microscopio estereoscopico e
ao microscopio Optico sob 0 aumento de 100 vezes para determinagao do sexo

e dos seguintes gestagios reprodutivos: | Recuperagdo; II- Crescimento; -



Maduro; IV- Liberagdo; e V- Vazio. O reconhecimento dos estagios de
desenvolvimento gonadal baseou-se nos critérios descritos por Byrne (1992)
para trés espécies do género Patiriella.

A frequéncia de tamanho dos ovocitos foi verificada a cada més
observando-se os cortes histolégicos dos ovarios de cada fémea. Os ovdcitos
com nucleo seccionado foram quantificados e tiveram seu maior diametro
medido, utilizando um microscépio éptico com uma ocular graduada.

Para verificar a significancia da razdo sexual e para comparar os indices
gonadais de machos e fémeas foi utilizado o teste do Qui-quadrado (Crump &
Barker, 1985; Siegel,1975; Zar,1984).

A variagao do IG (para machos e fémeas) e do ICP ao longo dos meses
foi averiguada, apds a transformagdo dos dados, utilizando-se ANOVA e o
teste paramétrico “a posterior” de Student-Newman-Keuls (SNK) (Zar, 1984).

Calculou-se, para os dados transformados, o coeficiente de correlagéo

de Pearson para verificar a relagédo entre o IG e o ICP (Zar, 1384).
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COLETA E FIXAGAO
BIOMETRIA
PESAGEI\! |
DISSECGAO
GONADAS PREPARAGAO HISTOLOGICA
' 1- DESIDRATAGAO Alcool 60% (1 h)
Alcool 70% (1 h)
Alcool 80% (1 h)
PESAGEM Alcool 90% amoniacal (1 h)
Alcool 100% | (1 h)
l Alcool 100% Il (1 h)
IG 2- DIAFANIZAGAO Xilol I (30 min.)

3-INCLUSAO

Xilol Il (30 min.)

Parafina | (1 h)

Parafina Il (1 h)

Parafina Il (1 h)

Parafina Liquida (emblocamento)

|  CORTE HISTOLOGICO (7 um) |

COLORAGAO

Xilol I (5 min) R

Xilol Il (3 min)
Alcool 100% (1 min)
Alcool 90% (1 min)
Alcool 80% (1 min)
Alcool 70% (1 min)
Agua destilada (1 min)
Hematoxilina (2 min)

Lavar em agua corrente (10 min) —

Eosina (1 min)

Agua destilada (1 min)
Alcool 80% (10 seq)
Alcool 90% (10 seg)
Alcool 100% I (10 seg)
Alcool 100% Il (10 seg)
Xilol- alcool (1 min)
Xilol I (1 min)

Xilol Il {1 min)

MONTAGEM DAS LAMINA

Figura 2 — Diagrama da metodologia utilizada.
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RESULTADOS

Fotoperiodo

Os dias de maior fotoperiodo (superior a 12 horas) ocorreram Nnos meses
de primavera e verao (de outubro de 1999 a fevereiro de 2000, e de outubro a
dezembro de 2000) e os de menor fotoperiodo (inferior a 12 horas) foram
observados a partir do fim do verdo (margo de 2000) até o fim do inverno

(agosto de 1999, abril a agosto de 2000) (Fig.3).

Fotoperiodo (h)

T 5 2 Q > & = § € [ o wW 8 >
8 3 3 888 3% F RES 2% T3 8 8
(=] o
8 &

Meses

Figura 3 — Valores da média mensal do fotoperiodo (h) (média + erro padrao)
para o Estado do Rio de Janeiro.

Razao sexual

A razdo sexual encontrada em E. (O.) brasiliensis foi de 1 fémea para
1,13 machos, o que nao diferiu significativamente de 1:1 (x*>= 0,751; d.f = 2;
p>0,05). Também n&o houve diferenga significativa entre os indices gonadais

de machos e fémeas (x2= 1,18;d.f = 1; p> 0,05).
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Indices das gonadas

A variagdo dos valores dos indices gonadais (IG) indicou que Echinaster
(Othilia) brasiliensis possui um ciclo reprodutivo continuo. O indice gonadal (1G)
alcangou seu menor valor no més de outubro de 1999 (média = 7,6%), o que
sugere gbnadas com poucos gametas no seu interior ou vazias. Os valores do
IG aumentaram até o més de dezembro de 1999, atingindo seu valor maximo
(média = 24%), indicando gdnadas repletas de gametas. A partir deste més, os
valores do IG diminuiram gradativamente, indicando um periodo continuo de
liberagdo de gametas na dgua do mar. No periodo de janeiro a dezembro de
2000, os valores do IG apresentaram pequenas variagdes, sugerindo uma
gametogénese constante seguida de uma liberagdo continua de gametas
(Fig.4). Dessa maneira, ndo foi observado um padrao reprodutivo ciclico para
E. (O.) brasiliensis na regido estudada. Durante todo o periodo de estudo,
observou-se uma pequena variagao do erro padrao, o que indica uma sincronia

entre os individuos da populagdo de E. (O.) brasiliensis.

1G (%)

2 5 2 N > & =2 B £ 3 O @ > N
8§ 3 8883 FFES2583 38 8
4 S,

Meses

Figura 4 — E. (O.) brasiliensis — Variagdo mensal dos indices gonadais (média + 1
erro padrdo) na Praia de Jodo Femandes, Btzios, RJ. Os nimeros representam
a quantidade de exemplares analisados em cada més.
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Os menores e os maiores valores do |G ocorreram quando a duragao do
dia foi superior a 12 horas. Quando a duragao do dia foi inferior a 12 horas ndo
foi observada uma variagdo marcante nos valores do IG. Nao foi encontrada
qualquer relagao entre o IG e o fotoperiodo, ou seja, a duragéo do dia ndo
parece estar relacionada diretamente com o tamanho das gdnadas.

Os indices gonadais de machos e fémeas foram analisados
separadamente. Os valores do IG dos machos tiveram uma maior variagao no
periodo de agosto de 1999 a fevereiro de 2000. O menor valor do IG foi
registrado em setembro de 1999 (média = 3,2%) e o maior em dezembro de
1999 (média = 29%). A partir de janeiro de 2000, os valores se mantiveram
quase constantes (em torno de 10 a 15 % ), sugerindo um periodo de produgéo
e liberagdo de gametas (Fig. 5). A partir da ANOVA foram verificadas
diferengas significativas nos valores de IG dos machos ao longo dos meses
estudados (p< 0,005). O teste SNK demonstrou que o més de dezembro de

1999 foi significativamente diferente dos outros meses.
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Figura.5 — E. (O.) brasiliensis — Variagdo mensal dos indices gonadais dos machos
(média + 1 erro padrdo) na Praia de Jodo Fernandes, Bizios, RJ. Os numeros
representam a quantidade de exemplares analisados em cada més.
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Os valores do IG das fémeas tiveram uma pequena variagdo durante
todo o periodo de estudo, sugerindo intensa atividade gametogénica e
constante liberagdo de gametas (Fig. 6). Nao foram verificadas diferengas

significativas nos valores de IG das fémeas ao longo dos meses.
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Figura.6 — E. (O.) brasiliensis — Variagdo mensal dos indices gonadais das fémeas
(média + 1 erro padrdo) na Praia de Jodo Fernandes, Buzios, RJ. Os numeros
representam a quantidade de exemplares analisados em cada més.

Indice dos cecos pildricos

Os valores dos indices dos cecos pildricos (ICP) variaram em torno de
=25% ao longo do periodo de estudo. Dois picos nos valores do ICP foram
observados, um em dezembro de 1999 (média = 30%) e outro em setembro de
2000 (média = 33%). O valor minimo foi registrado em fevereiro de 2000
(média = 18%) (Fig. 7). Estes dados demonstram que os cecos piléricos néo
tiveram um ciclo anual. Os valores elevados do ICP sugerem que houve
intenso armazenamento de nutrientes durante os 17 meses. Foram verificadas

diferengas significativas nos valores de ICP ao longo dos meses (p< 0,001).
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Figura 7 — E. (O.) brasiliensis — Variagao mensal dos indices dos cecos pildricos
(média £ 1 erro padrdo) na Praia de Jodo Fernandes, Buzios, RJ. Os nimeros
representam a quantidade de exemplares analisados em cada més.

Relagao entre IG e ICP

Nao foi encontrada uma relagéo inversa entre os valores de IG e ICP.
Em dezembro de 1999, quando o tamanho das gdnadas alcangou seus valores
maximos, o ICP também atingiu um dos seus maiores valores (Fig. 8). A

correlagéo entre IG e ICP nao foi significativa (r= 0,100).
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Figura 8 — E. (O.) brasiliensis — Variagdo mensal dos indices gonadais e dos
cecos piloricos na Praia de Jodo Fernandes, Blzios, RJ. Os numeros
representam a quantidade de exemplares analisados em cada més.
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Analise histologica das gonadas
Histologia dos testiculos

Os testiculos de E. (0O.) brasiliensis foram classificados em cinco
estagios de maturidade.

Os estagios foram caracterizados pela condigdo espermatogénica da
camada germinal, quantidade de espermatozéides no Iumen e o
desenvolvimento da camada germinal (Byrne, 1992 ; Byrne et al.,1997). Os
testiculos possuem uma estrutura de dois sacos, tipico dos asterdides, e um
seio hemal genital (Walker, 1974, 1975; Chia & Walker, 1991). As gbnadas
analisadas a olho nu possuem coloragdo branca, caracterizando 0 sexo
masculino, segundo alguns autores (Tyler et al, 1984, McClary & Mladenov,

1989; Byrne, 1992; Byrne et al., 1997).

Estagios da espermatogénese
Estagio I: recuperagao

A parede dos testiculos em recuperagao € grossa e 0s espermatocitos
no epitélio germinal iniciam a formagdo de colunas espermatogénicas. A
camada germinal pode apresentar dobras que aumentam a area de superficie
para a espermatogénese. Estas dobras sdo ocupadas por extensées do seio
hemal genital. A camada hemal expande-se durante este estagio e restos de

espermatécitos podem estar presentes no lumen (Fig. 9 A).

Estagio Il: crescimento
Nos testiculos em crescimento ocorre intensa espermatogénese, ou

seja, colunas espermatogénicas estendem-se em diregdo ao Ilumen.
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Espermatides diferenciam-se nas extremidades das colunas espermatogénicas
e os espermatozdides preenchem o lumen. A camada hemal diminui em
espessura. O fluido hemal pode persistir por algum tempo em certos locais

durante este estéagio (Fig.9 B).

Estagio Ill: maduro
Nos testiculos maduros, a parede gonadal esta fina e o lumen repleto de
espermatozoides. Colunas espermatogénicas pequenas podem estar

presentes a camada germinativa (Fig.9 C).

Estagio IV: liberagédo

Nos testiculos em liberagdo, a massa de espermatozdides esta menos
densa no lumen e ha espagos criados pela liberacdo de gametas. Um espago
entre a camada espermatogénica periférica e a massa central de
espermatozdides geraimente esta presente. Uma camada espermatogénica

ativa pode ocorrer na primeira parte do periodo reprodutivo (Fig. 9 D).

Estagio V. vazio
A parede dos testiculos vazios esta contraida, podendo-se distinguir os
sacos interno e externo das gbnadas. Fagdcitos acumulam-se no lumen e

alguns espermatozaoides relictos podem estar presentes (Fig. 9 E).
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Figura 9 — E. (O.) brasiliensis - Cortes histolégicos dos testiculos: (A) Recuperagédo; (B) Crescimento;
(C) Maduro e (D) Liberagéo e (E) vazio. CE - colunas espermaticas; E - espermatozéides; SH - seio hemal.
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Gametogénese dos machos

Em todo o periodo de estudo foram encontrados individuos férteis com
gbnadas em crescimento e maduras (exceto em setembro de 1999), indicando
que houve intensa espermatogénese. Gobnadas em liberagdo foram
encontradas em agosto de 1555 e de dezembrc a maio de 2000. Poucos
espécimes com g&nadas vazias {caracterizando a fase agamética) foram
observados em fevereiro, abril, de junho a agosto e dezembro de 2000. O
estagio menos freqlente foi a recuperagdo, ocorrendo somente em setembro e
outubro de 1999 e dezembro de 2000 (Fig. 10).
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Figura 10 - £E. (0O.) brasiliensis — Freqiiéncia relativa dos estagios de maturidade
dos machos em cada més na Praia de Jodo Fernandes, Buzios, RJ. Os numeros
representam a quantidade de exemplares analisados em cada més.

Durante toda a fase de atividade espermatogénica foram encontrados
individuos em diferentes estagios reprodutivos com gbnadas maduras, em

recuperacgao, em liberagdo e vazias. Paralelamente a liberagdo de gametas,
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muitos asterdides estavam em desenvolvimento gametogénico (crescimento).
Os estagios de recuperagdo e vazio foram pouco encontrados, havendo a
predominancia do estagio de crescimento e maduro.

A andlise da espermatogénese de E. (O.) brasiliensis revelou uma
assincronia reprodutiva entre os individuos, o que nao ficou aparente pela
pequena variagao do erro padrao do IG.

Nos valores mais altos do |G foram observados asterbides com gbnadas
em liberagdo (a maioria), em crescimento e maduras, ou seja, as gdnadas
estavam repletas de gametas. Todas as gdnadas em liberagdo analisadas
nestes meses de alto IG estavam iniciando a liberagdo de gametas e, portanto,
estavam ainda repletas. Além disso, foram observadas colunas
espermatogénicas na parede das gonadas, o que indica alguma produgédo de
gametas.

Em setembro de 1999, més em que o IG teve seu valor minimo, foram
encontrados individuos com gbnadas em recuperagdo e em crescimento inicial.
Os valores do IG elevados sugeriam uma atividade espermatogénica
constante, que foi confirmada pela andlise histolégica das gbnadas.

A anadlise da gametogénese e do IG revelou que os machos de £ (O.)
brasiliensis nao possuem um padrao reprodutivo ciclico.

A correspondéncia entre os valores do IG e os estagios reprodutivos
demonstra que o maior valor médio do IG foi obtido para o estagio liberagao.
As gbnadas neste estagio estavam repletas, porém ja haviam iniciado a
liberagdo de gametas, por isso os altos valores do IG. Os valores do IG nos

estagios de crescimento e liberagao variaram bastante (Fig. 11).
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Figura 11 - E. (O.) brasiliensis — Relagio entre os indices gonadais e os
estagios de maturidade dos machos.

Com relagdo ao fotoperiodo, os estagios crescimento, maduro e
liberagdo ocorreram tanto nos meses de dias mais curtos quanto nos mais

longos do ano.

Histologia dos ovarios

A estrutura dos ovarios de E. (O.) brasiliensis é formada por dois sacos,
um interno e outro externo, separados por um celoma genital, como nos
testiculos (Walker, 1974; 1979). Os ovarios foram classificados em quatro
estagios de maturidade. Estes estagios foram determinados considerando-se o
numero, o tamanho e a posi¢ao dos ovacitos, a espessura da parede do ovario,

a camada hemal, e os fragmentos de células. As gbnadas antes da fixagdo em
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formol, eram de cor vermelha, caracterizando o sexo feminino. O estagio vazio

nao foi encontrado para as fémeas (Fig. 12).

Estagios da ovogénese
Estagio I: recuperagéo

O epitélio germinativo dos ovarios em recuperagdo possui pequenos
ovécitos pré-vitelogénicos (60um). No inicio da recuperagdo, a parede da
gbnada é grossa e a sua estrutura de dois sacos € evidente. Alguns ovécitos
vitelogénicos recentes e meso-vitelogénicos (160um) e ainda outros
remanescentes podem estar presentes no lumen gonadal. O epitélio germinal
pode ter numerosas dobras que aumentam a area de superficie para a

ovogénese (Fig.12 A).

Estagio Il: crescimento

Nos ovarios em crescimento, a camada germinal tem ovdcitos
vitelogénicos em varios estagios de desenvolvimento. A camada germinal pode
apresentar dobras que aumentam a area de superficie para a ovogénese.
Estas dobras sdo ocupadas por extensées do seio hemal genital. A camada
hemal expande-se durante este estagio. Ovécitos crescidos comegam a ocorrer
numa posigao central. Ovocitos pré-vitelogénicos estdo presentes. A parede do
ovario fica atenuada quando ovécitos maiores (560um) acumulam-se no lumen.

Neste estagio, a vitelogénese se intensifica (Fig.12 B).
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Estagio lll: maduro

Nos ovarios maduros, ovécitos maduros (660-1060pm) ocupam
densamente o lumen. A parede da gbonada é fina. Os ovadcitos pré-vitelogénicos
e meso-vitelogénicos estdo presentes. Muitos ovarios maduros possuem

ovocitos em varios estagios de desenvolvimento (Fig.12 C).

Estagio IV: liberagéo

A parede dos ovarios em liberagdo é fina e os ovocitos maduros estdo
irregularmente arranjados no lumen. Ha espagos, devido & liberagdo de
gametas, e presenga de ovdcitos pré-vitelogénicos e meso-vitelogénicos

(Fig.12 D).

Gametogénese das fémeas

O periodo de agosto de 1999 a abril de 2000 foi marcado por uma
intensa liberagdo de gametas. E em todos os meses foram encontrados
individuos com gonadas em crescimento, indicando uma atividade ovogénica
continua. Gdnadas maduras foram observadas de dezembro de 1999 a
setembro de 2000. O estagio de recuperagdo ocorreu em fevereiro, maio e
setembro de 2000. E o estagio vazio ndo foi observado (Fig. 13).

Durante esta fase de intensa produgdo de ovdcitos, o estagio liberagao
foi marcante. A liberagdo de gametas ocorreu em 12 meses, caracterizando um

padrdo reprodutivo continuo para as fémeas. Nestes meses de liberagio de
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Figura 12 — E. (O.) brasiliensis - Cortes histologicos dos ovarios: (A) Recuperagdo; (B) Crescimento;
(C) Maduro e (D) Liberagado. OP - ovécitos pre-vitelogénicos; O - ovécitos; OM - ovécitos maduros; SH - seio
hemal;, OME — meso-vitelogénico.



gametas, muitos asterdides ainda estavam em crescimento gonadal. Em

nenhum ovario foram encontrados fagdcitos.
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Figura 13 - E. (0O.) brasiliensis — Freqiiéncia relativa dos estdgios de maturidade
das fémeas em cada més na Praia de Jodo Femandes, Blizios, RJ. Os nimeros
representam a quantidade de exemplares analisados em cada més.

A variagdo do erro padrao do IG das fémeas n&o sugere uma
assincronia entre os individuos, porém a analise histolégica dos ovarios revelou
um desenvolvimento gametogénico assincronico na populagéo.

Em quase todos os ovarios foram encontrados varios tamanhos de
ovocitos. Muitos ovarios em liberagéo possuiam ovdcitos pequenos (60-160um)
e médios (260-560um). Ovécitos nestes tamanhos variados foram encontrados
em todos os estagios reprodutivos. No estagio de recuperagdo, foram
observados alguns ovocitos grandes (660-1060um) relictos e muitos ovocitos
pequenos.

A relagao entre os estagios reprodutivos e o IG indica que quando as
gbnadas estavam repletas de ovdcitos vitelogénicos (maduros), os valores do

IG eram elevados. A medida que os ovdcitos sdo liberados, as gdnadas
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diminuem de tamanho e, consequentemente, o valor do IG também diminui.
Entretanto, o IG no estagio de liberagéo ainda é elevado, ou seja, superior ao

estagio de crescimento (Fig. 14).
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Figura 14 - E. (O.) brasiliensis — Relagdo entre os indices gonadais e os estagios
de maturidade das fémeas.

A duragao dos dias, provavelmente, néo teve uma influéncia direta na
ovogeénese, pois durante todo o periodo houve génadas em crescimento e em

liberagao.

Freqiiéncia do tamanho dos ovécitos
A analise da frequéncia de tamanho dos ovadcitos de E. (O.) brasiliensis
revelou que em todos os meses de estudo foram encontrados ovécitos de

60um. A classe de 160um foi a mais representada e a classe de 660 um
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também foi registrada em todas as amostras, indicando uma continuidade na
ovogénese da populagédo (Fig. 15).

De agosto de 1999 a setembro de 2000, foram encontradas as maiores
classes de tamanho de ovdcitos (660 a 1060um), ou seja, ovécitos em
crescimento adiantado, maduros e prontos para serem liberados. Apenas em
agosto e outubro de 2000 ndo foram registrados ovdcitos maiores que 660um.
Em novembro e dezembro de 2000, muito poucos ovécitos maiores que 660um
foram encontrados.

A distribuigdo da frequéncia de tamanho dos ovécitos foi marcadamente
bimodal entre novembro de 1999 e janeiro de 2000. As modas oscilaram entre
160-260pm e 560-760um. A presenga de duas coortes de ovécitos de
dimensdes tao distintas evidencia uma ovogénese intensa e continua e
confirma os dados do !G e do ciclo gametogénico de E. (O.) brasiliensis.

Varias classes de tamanho de ovdcitos foram encontradas em quase
todos os ovarios. Mesmo nos ovarios com os maiores ovocitos (960 a 1060 um)
foram encontradas classes menores (60 a 160 um). Estes dados sugerem uma

produgéo continua de células reprodutivas.
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Figura 15 - E. (O.) brasiliensis — Distribuicdo da freqiiéncia de tamanho dos ovdcitos.
Os numeros representam a quantidade de exemplares analisados em cada més.



29

DISCUSSAO

A raz&o sexual encontrada em Echinaster (Othilia) brasiliensis (1:1) é
tipica de espécies gonocodricas de equinodermas. O fato de existir um equilibrio
sexual viabiliza o sucesso da reprodugao sexuada na populagao, pois facilita a
fertilizagao (Lawrence, 1987).

A reprodugdo continua & provavelmente rara em um individuo, pois
geralmente entre as gametogéneses sucessivas existe pelo menos uma pausa
entre os eventos reprodutivos. E muito comum neste tipo de reproducdo uma
assincronia entre os individuos da populagao, ou seja, € frequente encontrar
individuos em diferentes estagios reprodutivos (Giese & Pearse, 1974). Apenas
a anadlise histolégica das gonadas é capaz de determinar o real estagio do
desenvolvimento gonadal e, consequentemente, uma assincronia, ja que o IG
nao é sensivel aos estagios das células germinativas (Barker & Xu, 1991). A
vantagem da liberagido continua é a possivel produgdo de larvas o ano inteiro,
pois ha continuamente o potencial para a fertilizagdo. McClary & Mladenov
(1989) também observaram fémeas assincronicas numa populagdo de
Pteraster militanis, ou seja, espécimes com estagios variados da ovogénese
durante o ano inteiro. E, segundo estes autores, esta falta de sincronia no
desenvolvimento dos ovacitos sugere uma ovogénese continua.

O desenvolvimento gametogénico continuo € mais comum para as
espécies lecitotréficas, com é o caso de E. (0.) brasiliensis. Neste tipo de ciclo,
aparentemente grande parte da energia obtida é diretamente convertida na
producdo de células reprodutivas, e ocorrem gametas maduros em todos os

meses do ano (Eckelbarger, 1994). Para os machos de E. (O.) brasiliensis foi
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evidente uma pausa na gametogénese, ou seja, gbnadas vazias e em
recuperagao davam inicio a um novo desenvolvimento.

A presenga de tamanhos variados de ovdcitos e a auséncia de ovarios
vazios sugerem uma produgdo continua de gametas. A espécie lecitotrofica
Tosia parva também possui ovocitos de varios tamanhos ao mesmo tempo no
ovario. Porem, esta espécie possui um ciclo reprodutivo anual, diferentemente
de E. (O.) brasiliensis. Esta caracteristica na variagdo do tamanho dos ovécitos
pode ser encontrada até em espécies planctotréficas e com ciclo gonadal
anual, como é o caso de Astropecten irregulanis (Grant & Tyler, 1986). Ao
contrario de E. (O.) brasiliensis, estas duas espécies possuem uma sincronia
na ovogénese.

Assim como E. (O.) brasiliensis, a espécie lecitotrofica Patiriella exigua
possui ovocitos maduros o0 ano inteiro, tendo uma ovogénese continua
(Lawson-Kerr & Anderson, 1978). Ja a espeécie Patiriella pseudoexigua
(lecitotréfica) produziu ovécitos pequenos em todos os meses amostrados,
contudo teve um desenvolvimento gametogénico anual (Chen & Chen, 1992).

A distribuigdo bimodal da frequiéncia de tamanhos de ovdcitos, com duas
coortes bem evidentes, indica uma produgdo continua dessas células. A
presenga de ovdcitos das classes de 60-160um, juntamente com as classes de
760-1060um evidencia o inicio e o fim da ovogénese (que torna coincidente o
inicio da vitelogénese e a liberagdo dos gametas). Talvez este fato ocorra
devido a auséncia de fagdcitos no lumen, permitindo que ovécitos grandes
sejam retidos misturando-se aos novos ovécitos produzidos (pré-vitelogénicos).
Esta variagdo na distribuigdo dos ovocitos € caracteristica de fémeas de

espécies com reprodugdo continua (McClary & Miladenov 1989). Uma
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distribuigdo bimodal também foi descrita para outras espécies lecitotréficas,
como Patiriella gunni e Patiriella calcar (Byrne, 1992). Segundo Chen & Chen,
(1992), este prolongado periodo da ovogénese para estrelas que produzem
larvas lecitotréficas pode estar relacionado & necessidade de grande
quantidade de energia para completar o complexo processo da ovogénese.
Portanto, parece razoavel admitir que coexistam nas gonadas duas geragdes
(coortes) de células.

Os ovocitos variam consideravelmente no tamanho entre as espécies de
Asteroidea, podendo chegar a 4000 um para Rhophiella koehleri (Chia et al.,
1993). Com base no tamanho dos ovécitos, pode-se inferir sobre o tipo larvar
(Jaeckle, 1995). Espécies que produzem ovécitos pequenos com pouco vitelo
(< 300um) possuem larvas planctotréficas, como é o caso de Astropecten
cingulatus (Ventura et al., 1997, 1998), e as que produzem ovdcitos grandes,
com muito vitelo (> 300um), possuem larvas lecitotréficas como Echinaster
(Othilia) echinophorus (Kempf, 1966). O tamanho dos ovécitos de E. (O.)
brasiliensis (60-1060um), sugere um desenvolvimento larval
lecitotrofico.(Campos-Creasey & Nobre, 2000). Este tipo de larva tem menor
permanéncia na coluna d’agua e consequentemente uma menor disperséo
(Tyler et al., 1984; Mc Clary & Mladenov, 1990; Chia et al., 1993).

Estas variagées no tamanho dos ovocitos s&o atribuidas as variagées na
quantidade e qualidade do alimento. Alimentos impréprios podem afetar o
tamanho dos ovdcitos, a fecundidade e a viabilidade das larvas (George,
1994a; Jaeckle, 1995).

O conteudo, o tamanho e o numero dos ovécitos podem variar entre os

individuos de uma mesma populagdo, e entre individuos de diferentes
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populagdes ou entre espécies. Para espécies lecitotroficas é esperado que os
ovdcitos tenham grande quantidade de matéria orgénica (George, 1994a).

As diferengas no volume e na qualidade dos ovdcitos devem-se as
variagdes na composi¢éo bioquimica (proteinas, lipidios e carboidratos) dos
mesmos (Jaeckle, 1995) e aos fatores genéticos e ambientais (George, 1994b).
Segundo Jaeckle (1995), existe uma correlagdo entre o volume do ovécito € a
energia concentrada nele, ou seja, o aumento da energia € diretamente
proporcional ao aumento do volume. O nivel de investimento no ovécito
influencia o “fitness” da prole, ou seja, influencia o desenvolvimento larvar e o
inicio do estagio juvenil (McEdward & Chia 1991; George, 1994a; Jaeckle,
1995).

O sucesso da vitelogénese de uma espécie com reprodugdo continua
(“espécies oportunistas”) é devido a capacidade de converter rapidamente o
alimento adquirido em ovdcitos vitelogénicos. Estes ovécitos incorporam com
mais facilidade os nutrientes, transfcrmando-os em vitelo. A taxa de sintese de
vitelo depende da capacidade do ovécito e da estrutura do ovério. Além disto,
os mecanismos da vitelogénese variam entre as espécies, € sao controlados
pelo sistema enddcrino e por um processo genético. “Espécies oportunistas”
possuem uma maturagdo precoce e tém varios episddios reprodutivos
(Eckelbager, 1994).

A reprodugdo continua € um evento raro para a maioria dos asterdides,
sendo mais comum o ciclo anual (Farmanfarmaian et al., 1958; Dehn, 1979;
Franz, 1986; McClary & Mladenov, 1989; Chia & Walker, 1991). Os fatores
ambientais podem influenciar a gametogénese dos asteréides (Giese & Pearse,

1974). As variagbes da temperatura da agua do mar tém importancia na
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sincronia da atividade reprodutiva de algumas espécies que vivem em areas
com marcantes mudangas sazonais da temperatura (Conand, 1984, Xu &
Barker, 1990). Entretanto, muitas espécies exibem uma reprodugéo sazonal em
areas onde a temperatura da agua nédo sofre grandes mudangas (Pearse &
Eernisse, 1982).

Na regido do Cabo Frio, a temperatura da agua do mar pode variar até
12°C em doze meses, devido ao fendbmeno da ressurgéncia. Este fendmeno
propicia o afloramento de aguas frias e ricas em nutrientes. Neste afloramento,
ha um aumento na biomassa do fitoplancton, beneficiando todos os niveis
tréficos (Valentin, 1994).

Para muitas espécies, a baixa temperatura da agua do mar pode
estimular a liberagdo de gametas (Crozier, 1920; Michin, 1987). Segundo Giese
& Pearse (1974), a reprodugdo continua & esperada para areas com poucas
mudangas sazonais, 0 que nao € o caso da regido do Cabo Frio, pois sofre a
ressurgéncia. Provavelmente, a grande variagdo térmica da agua nao
influenciou diretamente a gametogénese de E. (O.) brasiliensis, ou seja, ndo
influenciou a ponto de sincroniza-la. Entretanto, para outras espécies do
género Echinaster, diferentes resultados foram obtidos. Ferguson (1974)
estudou uma populagdo de Echinaster (Othilia) echinophorus na Baia de
Tampa (EUA) e concluiu que esta espécie possui um ciclo gonadal anual.
Scheibling & Lawrence (1982) estudaram as estratégias reprodutivas de dois
morfos do género Echinaster no Golfo do México e chegaram a mesma
conclusdo sobre o ciclo reprodutivo. Nestas duas localidades, o ciclo
reprodutivo, possivelmente, foi influenciado e regulado pelas variagbes da

temperatura da agua.
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O fotoperiodo é um importante fator abiético, pois pode controlar o ciclo
gonadal, agindo no inicio da gametogénese e na liberagdo dos gametas (Giese
& Pearse, 1974, Pearse & Eernisse, 1982; Pearse & Walker, 1986; Xu &
Barker, 1990, Byme et al., 1997). Todavia, a variagdo do fotoperiodo foi muito
pequena (de aproximadamente 3 horas) e, provavelmente, ndo teve influéncia
direta no desenvolvimento gonadal de E. (O.) brasiliensis. Para as espécies de
regides temperadas, o fotoperiodo tem maior influéncia. Segundo Pearse &
Eernisse (1982), a gametogénese de Pisaster ochraceus é regulada pelo
fotoperiodo, que varia anualmente em aproximadamente 7 horas.

A atividade gametogénica constante registrada para E. (Q.) brasiliensis,
provavelmente, se deve a grande disponibilidade de alimento na Praia de Jo&o
Fermandes. A aquisigdo de nutrientes & essencial para o crescimento somatico
e reprodutivo (Crump & Emson, 1978; Lawrence, 1987). Segundo Bouland &
Jangoux (1988), o alimento tem maior importancia no inicio da gametogénese.
A auséncia do alimento no periodo inicial da gametogénese pode causar a
atrofia das gonadas. Na fase inicial do desenvolvimento gonadal ocorre
acumulo de nutrientes no seio hemal genital, provenientes da ingestdo de
alimentos. Esses nutrientes sdo transferidos do seio hemal para as células
germinativas (Walker, 1979, 1980, 1982; Barker & Xu, 1991a). Quando ha o
desenvolvimento dos gametas, o seio hemal desaparece (Byrne et al., 1997).
Entdo, para a continuagdo da gametogénese, reservas da parede do corpo
e/ou do ceco pilérico sdo mobilizadas para as gonadas (Mauzey,1966;
McClintock, 1989; Chen & Chen, 1992).

Os altos valores do ICP ao longo dos 17 meses sugerem, indiretamente,

que o alimento n&o foi limitante para E. (O.) brasiliensis na Praia de Joao
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Fernandes. E comum, em locais com grande disponibilidade de alimentos, a
auséncia de um padrao sazonal do ICP (Harrold & Pearse, 1980; Xu & Barker,
1990). Nestes locais ricos em alimentos, os asteréides investem
simultaneamente no crescimento somatico e reprodutivo. Em locais com pouca
disponibilidade de alimento, os asterdides, entre eles Echinaster paucispinus,
investem preferivelmente nos cecos piléricos e na parede do corpo (Lares &
Lawrence, 1994). Nesta situagdo, a gametogénese seria subsidiada pelos
nutrientes estocados nestes orgaos.

E provavel que o desenvolvimento das gbnadas ocorra juntamente com
o desenvolvimento dos cecos piléricos, pois ndo ha uma relagéo inversa entre
eles. Quando o alimento no ambiente ndo é limitante, a variagdo no peso dos
cecos piléricos ndo é percebida, por isso ndo ha a inverséo entre o IG e o ICP.
Byrne (1992) sugere que se o alimento € abundante durante todo o ano, as
gbnadas podem n&o depender totalmente dos nutrientes estocados nos cecos
piléricos. E a ndo inversdo entre o IG e o ICP reflete um padrdo gonadal
continuo (Byrne,1992).

Além de E. (O.) brasiliensis, outras espécies tropicais do género como E.
(O.) echinophorus e E. (Othilia.) guyanensis tém seu limite meridional de
distribuicdo em Cabo Frio (Clark & Downey, 1992). Sendo assim, os limites
destas espécies coincidem com o limite setentrional de distribuigcdo de E. (O.)
brasiliensis, ou seja, a regido do Cabo Frio (Clark & Downey, 1992).
Geralmente, estas areas de limites de distribuicdo estdo associadas a
ambientes estressantes (Longhurst, 1998). O estresse ambiental tem grande
impacto em muitos processos evolutivos e ecoldgicos que causam mudangas

irreversiveis, independente da densidade dos organismos (Parsons, 1991). As
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populagbes que vivem nos limites de distribuicdo exibem caracteristicas
especiais, as quais diferem das populagdes centrais, ja que estdo expostas a
altos niveis de estresse (Parsons, 1991; Longhurst, 1998). Estas zonas de
limite de distribuicdo podem ser causadas pela forma da plataforma continental
e o efeito das marés semidiurnas, o efeito turbilhdo e o sistema de correntes
(Longhurst, 1998). Devido ao fendbmeno da ressurgéncia, a temperatura é,
provavelmente, o fator ambiental mais relevante na definicdo dos limites de
distribuicées geograficas destas espécies. Geralmente, as populagdes centrais
s&o contiguas, densas e possuem alta variagdo genética e fenotipica, enquanto
que as populagdes de margem de distribui¢do estdo geralmente isoladas, sdo
esparsas, e cromossomalmente monoméficas (Brussard, 1984) e possuem um
menor fitness, devido as condigdes ambientais adversas (Caughley et al., 1988;
Hoffmann & Blows, 1994).

O estudo das estratégias reprodutivas € um dos principais fatores que
contribui para uma melhor compreensdo dos limites geograficos, visto que a
reprodugdo € uma relevante expressao do fitness (Hoffmann & Blows, 1994).

A regido do Cabo Frio é, sem duvida, uma area de estudo muito
importante, uma vez que é limite de distribuicdo geografica para muitas outras

espécies tropicais e subtropicais.
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CONCLUSOES

A gametogénese de E.(O.) brasiliensis foi continua e com forte
assincronia entre os individuos da populagdo. Muitos gametas foram
produzidos paralelamente a liberagdo. Isto sugere que a gametogénese ocorra
por um longo periodo. A presencga de duas coortes de células nos ovarios fez
com que o inicio da vitelogénese coincidisse com o fim da liberagdo dos
ovécitos. Provavelmente, a populagdo estudada vive sob boas condigdes
alimentares, pois o ICP ndo teve um ciclo anual, e manteve-se com valores
elevados, ndo havendo relagdo inversa entre o IG e o ICP. Os fatores abiéticos
como a temperatura e o fotoperiodo aparentemente ndo influenciaram

diretamente no desenvolvimento gonadal.
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