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RESUMO

O obetivo do trabalho foi analisar as caracteristicas biologicas do Goyazana castelnaui e
avaliar se a pluviometria e temperatura da agua influenciam na distribuicéo e caracteristicas
reprodutivas da espécie. Foram analisados 87 individuos, sendo 56 fémeas (64,37%) e 31
machos (35,63%), no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015 em um trecho do Rio
Pajed, localizado no municipio de Floresta/PE. A proporcdo sexual foi de 19:0.62 ao longo
dos meses. Os aspectos reprodutivos do G. castelnaui foram determinados com base na
analise macroscopica das estruturas externas e internas e microscopica, através da observagao
do grau de desenvolvimento das células germinativas. A observacdo macroscopica permitiu
classificar os espécimes em sete estagios. Nos individuos jovens a cor dos tergos variou de
cinza a marrom, o abdémen variou em tons de bege. Os individuos adultos apresentaram
coloracédo vinho predominante. Para as fémeas, a observacdo microscopica permitiu classificar
as gbnadas em cinco estagios que seguem: Rudimentar (branco opaco), em maturacao inicial
(bege claro), em maturacdo (bege escuro a laranja claro), maturo (laranja escuro), desovado
em maturacdo (transparente e/ou cinza). Foram identificados seis estagios de desenvolvimento
celular: oogbnias (diametro de 32,9 £ 9,8 um), odcitos pré-vitelogénicos (96,8 + 23,1 um),
odcitos em vitelogenese inicial (272,1 = 12,7 um), odcitos vitelogénicos (400,1 = 12,1 um),
oocitos maturos (884,4 + 14,0 um) e od0citos atrésicos. Quanto aos componentes ndo
germinativos foram identificados: células foliculares, vasos hemais, parede gonadal, vagina e
0 receptéaculo seminal. Para os machos as células germinativas foram classificadas, em ordem
de maturagdo, como espermatogdnias (18,15 = 1,77 um), espermatocitos (14,4 = 1,39 um),
espermatides (8,83 £ 0,55 um) e espermatozoides (7,58 + 0,55 um). A analise macroscopica
(coloracéo, volume e formato) e microscopica (presenca de espermatdforos no vaso deferente
posterior e ductos) permitiu classificar quatro estagios de desenvolvimento gonadal. I-
Rudimentar/Imaturo; Il — Em maturacdo/Maturo 1I; 1l — Maturo/Maturo II; IV —
Esgotado/Desovado. O periodo reprodutivo do G. castelnaui foi classificado como sazonal,
sendo observadas fémeas maturas em um periodo prolongado, de agosto até fevereiro, com
maior frequéncia entre setembro e dezembro. O inicio do periodo chuvoso (novembro) é o
gatilho para diminuicdo das desovas. O aumento da temperatura em agosto coincide com o
inicio do periodo de desova, com término em fevereiro, havendo fortes indicios de a espécie
estudada tem preferéncia para desovar no verdo. As fémeas apresentaram maturidade
morfolégica com LCsp de 3,17 cm (R2 = 83,20). Ja a maturidade gonadal ocorreu em tamanho
inferior, com LCsy de 2,84 cm (R2 = 83,29). Para 0os machos, observou-se a mesma tendéncia,
em que a maturidade morfoldgica ocorreu quando os individuos possuiam um LCsq de 3,0 (R2
=76,19) e 2,84 cm (R? = 83,00), morfologico e gonadal, respectivamente. A maturacéo final
para as fémeas e os machos ocorreu com LCgyg de 3,85 cm (R? = 83,20) e 3,65 cm (R? =
76,19), respectivamente. Ja a maturidade gonadal final ocorreu primeiro que a morfoldgica,
onde os valores de LCgg obtidos para ambos os sexos foram de 3,51 cm (R? = 83,29) e 3,52
cm (R2 = 83,00), respectivamente. No presente estudo, as principais caracteristicas do periodo
reprodutivo do G. castelnaui puderam ser elucidadas, considerando a hipétese de monofilia e
com forte indicativo que ndo ha segregacdo espacial para a espécie estudada, uma vez que,
todos os estagios maturacionais foram encontrados para ambos 0S sexos.

Palavras-chaves: Brachyura, reproducéo, células germinativas, ambientes dulcicolas.
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The aim of this study was to analyze the biological characteristics of Goyazana castelnaui and
evaluate whether the rainfall and water’s temperature influence the distribution and
reproductive characteristics of the species. Were analyzed 87 individuals including 56 females
(64.37%) and 31 males (35.63%), from September 2014 to August 2015 on a stretch of Pajed
River, located in Floresta/PE municipality. The sex ratio was 19: 0.62 along the months.
Reproductive aspects of G. castelnaui were determined based on the macroscopic analysis of
external and internal features and microscopic structures by observing the degree of
development of germ cells. The macroscopic observation allowed to classify the specimens in
seven stages. In juveniles the color of tergite ranged from gray to brown, the abdomen ranged
in beige tones. The adults showed predominant wine color. The microscopic observation
allowed to classify the female gonads in five stages that follow: Rudimentary (opaque white),
early-maturing (light beige), maturing (dark beige to light orange), mature (dark orange),
spawned maturing (transparent and/or gray). We indentified six cell stages of development:
oogonia (diameter 32.9 + 9.8 um), pre-vitellogenic oocytes (96.8 + 23.1 um), oocytes in
initial vitellogenesis (272.1 £ 12, 7 um), vitellogenic oocytes (400.1 + 12.1 pm), mature
oocytes (884.4 + 14.0 um) and atretic oocytes. We also identified non germ components:
follicular cells, hemal vessels, gonadal wall, vagina and seminal receptacle. For male, germ
cells were classified in order of maturity as spermatogonia (18.15 £ 1.77 mm), spermatocytes
(14.4 £ 1.39 mm), spermatids (8.83 £ 0.55 um) and sperm (7.58 + 0.55 um). The macroscopic
(color, size and shape) and microscopic aspects (presence of spermatophore in the posterior
vas deferens and ducts) allowed to classify four stages of gonadal development. I-
Rudimentary / immature; Il - In maturation / Mature I; Il - Mature/ Mature II; IV -
Exhausted/spawned. The reproductive period G. castelnaui was classified as seasonal. Mature
females were observed for a prolonged period, from August to February, most frequently
between September and December. The onset of the rainy season (November) is the trigger
for decline in spawning. The temperature rise in August coincided with the beginning of the
spawning period, ending in February, there are strong indications of this species prefers to
spawn during the summer. The females showed morphological maturity with LCs, of 3.17 cm
(R2 = 83.20). Although gonadal maturity occurred in smaller size, with LCs, of 2.84 cm (R2 =
83.29). For males, there was the same trend, in which the morphological maturity occurred
when individuals had an LCsy of 3.0 (R2 = 76.19) and 2.84 cm (R2 = 83.00), morphological
and gonadal respectively. The final maturity for females and males occurred with LCgg 0f 3.85
cm (R2 = 83.20) and 3.65 cm (R2 = 76.19), respectively. However, the final gonadal maturity
occurred first that the morphological, where the LCgyg values obtained for both sexes were 3.51
cm (R 2=83.29) and 3.52 cm (R 2 = 83.00), respectively. In this study, the main features of
the reproductive period G. castelnaui could be elucidated, considering the hypothesis of
monophyly, and with strong indication that there is no segregation of the studied species,
since all maturational stages were found.

Key-word: Brachyura, reprodution, germinative cell, freshwater environments.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1 OS ECOSSISTEMAS AQUATICOS CONTINENTAIS

Estima-se que o volume de &gua do planeta seja de 1 bilhdo e 386 milhdes de
quilémetros cubicos (REBOUCAS, 2002) e conforme as estimativas esse volume tem se
mantido constante ao longo dos 500 milhdes de anos. Ainda de acordo com o autor, do total
existente aproximadamente 97,5% corresponde aos oceanos e mares; 68,9% da agua doce
existente encontra-se sobre a forma sdlida em geleiras e calotas polares.

A &gua doce, portanto, tem reservas estimadas em 8,2 milhdes de Kms3, porém 98,8%
desse total corresponde as aguas subterraneas ou aquiferos, os 1,2% (98km3) restantes
constituem os rios e lagos (SETTI, 1994). Ainda de acordo com este autor, 0s continentes
mais favorecidos pelas reservas de agua doce sio a Asia, América do Norte e América do Sul.

Para o Brasil, a distribuicdo regional dos recursos hidricos é de 70% para a regido
Norte, 15% para o Centro-Oeste, 12% para as regides Sul e Sudeste, que apresentam o maior
consumo de agua, e 3% para o Nordeste, regido que apresenta escassez de recursos hidricos,
baixos indices pluviométricos e impermeabilidade do solo.

Entretanto, algumas pesquisas tém revelado em numeros ainda imprecisos que 0s
ecossistemas aquaticos continentais brasileiros possuem uma ampla riqueza e diversidade
relacionadas a alguns grupos de Algas, Rotifera, Cladocera e Decapoda (AGOSTINHO et al.,
2005). Segundo Melo (2003a) para os ecossistemas aquaticos dulcicolas no Brasil séo
conhecidas 117 espécies de crustaceos decapddos. O Ministério do Meio Ambiente através da
instrucdo normativa (3 e 5 de maio de 2003 e 2004) determina que para os invertebrados
aquéticos, em cada estado brasileiro, pelo menos uma espécie encontra-se ameacgada.

A manutencdo da vida no planeta é totalmente dependente dos sistemas aquaticos, e
apesar da sua importancia vém sofrendo um acelerado processo de deterioragdo das suas
caracteristicas bioldgicas, devido as acbes humanas, resultando na atual crise mundial (SILVA
et al.,, 2006), na qual grande parte da agua doce do planeta apresenta algum tipo de
contaminac&o, acarretando problemas nocivos para as populagdes bioldgicas.

Ao longo dos anos os ecossistemas aquaticos continentais brasileiros sofre perda direta
da biodiversidade, além da poluicdo, eutrofizagcdo, assoreamento e pesca, a constru¢do de
barragens e controle de cheias tem causado forte impacto nesses ambientes (AGOSTINHO et
al., 2005).
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De acordo com o mesmo autor, 0s ecossistemas dulcicolas continentais sdo pouco
estudados, grande parte dos trabalhos publicados faz referéncia aos ecossistemas terrestres e
marinhos. No meio aquético as pesquisas sdo direcionadas para espécies de maior porte, onde

0s peixes recebem atencdo diferenciada.

1.2 O RIO PAJEU

A bacia do rio Pajel caracteriza-se por apresentar uma area de 16.685,63 kmz, sendo
considerada a maior bacia do estado de Pernambuco, correspondendo a 16,97% da area do
estado, apresentando um regime intermitente (SECRETARIA DOS RECURSOS HIDRICOS,
2009). De acordo com Feitosa et al. (2011) a bacia esta localizada entre as latitudes 07°16°20”
¢ 08°56°01” Sul e longitudes 36°59°00” ¢ 38°57°45” Oeste.

A nascente do rio encontra-se inserida na Serra da Balanca a uma altitude aproximada
de 80 m. No seu trajeto percorre aproximadamente 353 km até desaguar no rio Sdo Francisco,
especificamente no lago de Itaparica (SALGUEIRO e MONTENEGRO, 2008). Como a bacia
encotra-se inserida no dominio do Bioma Caatinga, a mesma apresenta vegetacao basicamente
composta por Caatinga Hiperxerofila, com trechos de Floresta Caducifélica. O clima é do tipo
Tropical Semiarido, com chuvas de verdo (CPRM, 2005).

As chuvas da regido sdo ocasionadas pelo sistema atmosférico predominante no
Semarido, denominado de Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT), onde as maiores
precipitacGes ocorrem de fevereiro a abril, com média pluviométrica anual de 550 e 850 mm,
as chuvas que ocorrem durante esse trimestre sdo responsaveis por até 70% do total anual
(APAC, 2013).

De grande importancia para o semiarido pernambucano a bacia é representada por 25
municipios (Figura 1), incluindo Brejinho, Itapetim, Sdo José do Egito, Santa Terezinha,
Tabira, Ingazeira, Tuparetama, lguaraci, Afogados da Ingazeira, Soliddo, Quixaba, Carnaiba,
Calumbi, Mirandiba, Flores, Triunfo, Santa Cruz da Baixa Verde, Serra Talhada, S&o Jose de
Belmonte, Custodia, Floresta, Betdnia, Carnaubeira da Penha, Belém de S&o Francisco,
Verdejante e Itacuruba (LOPES et al., 2013).



Figura 1: Localizacdo da Bacia do Rio Pajet com os principais afluentes e municipios que compdem a bacia.
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1.3 OS CARANGUEJOS DE AGUA DOCE

Fonte: Adaptacdo (LOPES, 2013).

Os caranguejos de agua doce sdo encontrados em uma ampla diversidade de habitat,
como rios, corregos, lagos, areas alagaveis, cachoeiras e cavernas (MAGALHAES e
TURKAY, 2008). De maneira geral, apresentam habitos cripticos e noturnos, permanecendo
escondidos em tocas, fendas e buracos de rochas e de troncos submersos, buracos marginais,
na serapilheira submersa ou entre as raizes e folhas da vegetacdo aquética (MAGALHAES,
1999).

De acordo com Mansur e Hebling (2002) as fémeas de caranguejos dulcicolas
produzem ovos grandes (2.0 mm), porém, em quantidade reduzida, um total de 170 ovos
foram quantificados em Silviocarcinus australis (Magalhdes e Turkay, 1996) e 213,8 foram
encontrados na espécie Dilocarcinus pagei (Stimson, 1861) e com bastante vitelo, sdo
incubados por longo periodo, diferentemente dos caranguejos marinhos (VERNBERG e
VERNBERG, 1983; ANGER, 1995). Além disso, a fémea possui cuidado parental durante o
periodo de incubacdo dos ovos, que permanecem aderidos no abdémen até a eclosdo. O
desenvolvimento € direto e apds eclosdo 0s juvenis permanecem aderidos na cavidade
abdominal das fémeas até serem liberados no ambiente (MULLER, 1892; LIU e LI, 2000).

Distribuidas em regides tropicais e subtropicais em sua maioria terrestre e semi-
terrestre, as familias: Pseudothelphusidae, Trichodactylidae e Potamidae agregam caranguejos
que habitam exclusivamente a agua doce. No Brasil, ocorrem as familias Pseudothelphusidae
e Trichodactylidae (BLISS, 1968; MELO, 2003).

A familia Trichodactylidae (H. Milne Edwards, 1853) é composta por caranguejos
exclusivamente neotropicais de pequeno a médio porte medindo entre 15 a 90 mm de largura
cefalotoracica. Distribuem-se desde o sul do México até a Argentina, sempre em rios da
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drenagem Atlantica (MAGALHAES, 1991). Sdo encontrados associados ao folhico das
margens de lagos, rios de planicie, apesar de ocorrerem também em altitudes superiores a
300m (MAGALHAES, 2003).

A familia totaliza 50 espécies distribuidas em 15 géneros e duas subfamilias:
Dilocarcininae Pretzmann, 1978 (Bottiella, Dilocarcinus, Forsteria, Fredilocarcinus,
Goyazana, Moreirocarcinus, Poppiana, Melocarcinus, Rotundovaldivia, Sylviocarcinus,
Valdivia e Zilchiopsis) e Trichodactylinae (Trichodactylus, Avotrichodactylus e Rodriguezia)
(NG et al., 2008).

O género Goyazana apresenta duas espécies no Brasil, Goyazana castelnaui (H.
Milne-Edwards, 1853) e 0 Goyazana rotundicauda (Magalhées e Tirkay, 1996). A exemplo
do que ocorre para 0s outros grupos de caranguejos dulcicolas no Brasil, existe apenas
informacgdes sobre suas distribuicdes geograficas, taxonomia, diagnose e habitat, sem
nenhuma mencdo a sua biologia e/ou ecologia (MELO, 2003b).

No Brasil, distribui-se na bacia dos rios Araguaia/Tocantins, Xingu, Sdo Francisco,
alto Paraguai e alto Parana (MELO, 2003), nas bacias costeiras do Maranhdo, Sergipe
(MAGALHAES e TURKAY, 1996) e Piaui (GOES et al. 2007).

Figura 2: Distribuicdo geogréafica do Goyazana castelnaui no Brasil.

Fonte: (MELO, 2003). * Os pontos em vermelho no
mapa indicam a area de distribuicao.



1.4 INFORMACOES SOBRE A ESPECIE GOYAZANA CASTELNAUI

De acordo com Silva et al. (2009), G. castelnaui é o Unico Brachyura registrado na
Bacia do Pajet. Apesar dos poucos estudos realizados, é conhecida a importancia dos
braquiuros na cadeia tréfica dos ambientes aquaticos, atuando como herbivoros, predadores e
necrofagos, sendo também, importante fonte de alimento para peixes, passaros, tartarugas e
mamiferos (MAGALHAES, 2003).

Quanto a caracterizacao geral da espécie estudada, a mesma esta inserida na seguinte
posicao sistematica (MARTINS e DAVIS, 2001):

Filo: ARTHROPODA
Subfilo: CRUSTACEA
Classe: MALACOSTRACA
Ordem: DECAPODA
Infraordem: BRACHYURA
Familia: TRICHODACTYLIDAE
Subfamily: DILOCARCININAE
Género: GOYAZANA Both, 1969

Espécie: Goyazana castelnaui (H. Milne-Edwards, 1853)

Com relacdo as especificidades morfoldgicas Melo (2003) descreve as seguintes
caracteristicas para a espécie:

[...] Carapaca suborbicular, acentuadamente convexa. Margem antero-lateral da
carapaca com cinco a sete dentes delgados e acuminados. Abdome do macho
relativamente estreito, triangular, bordos laterais retos; somitos abdominais
individualizados e maiores especialmente nas fémeas. Espécie de médio porte (mec:
50,6:43,2 mm).

Informagdes a respeito desse grupo na regido Nordeste sdo escassas na literatura,
principalmente com relacdo aos aspectos bioldgicos e ecoldgicos (FREITA, 2013). O grupo é
responsavel pela aceleracdo da decomposicao da maioria da matéria organica do ambiente em
que vivem, onde aproximadamente 75% da matéria umida proveniente de folhas caidas séo
incorporadas ao sedimento, devido a acdo de caranguejos (BARBOSA, 2005).

O estudo a ser desenvolvido poderd ser importante fonte de informacdo na area a

biologia e pesca, pois na visdo de Mussolin e Bueno (2002), através do conhecimento da
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biologia reprodutiva de uma dada espécie € possivel determinar o potencial de sua insercdo na
aquicultura, além de desenvolver estratégias de preservacao da biodiversidade.

O fato de a espécie ser a Unica registrada para a bacia até o momento, seu nivel
bastante representativo na cadeia tréfica e a escassez de pesquisas que descrevam 0s aspectos
reprodutivos do G. castelnaui amplia a necessidade de novos estudos que possibilitem
garantir a conservacdo e estratégias de manejo. E nesse contexto que o estudo sera
desenvolvido, o qual visa contribuir para a obtencdo de conhecimento servindo como fonte de
informacdo para novas pesquisas, além de promover maior abrangéncia do conhecimento
sobre a espécie.

Na lista vermelha de espécies ameacadas da (IUCN) - International Union for
Conservation of Nature, G. castelnaui encontra-se listada como pouco preocupante, pelo fato
de a espécie possuir ampla distribuicdo, populacdo relativamente alta e elevado grau de
tolerancia a modificacdes do habitat (IUCN, 2015), sendo pouco provavel que a populacao
entre em declinio para ser categorizada como espécie ameacada de extingcdo
(CUMBERLIDGE, 2008).

2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Objetiva-se, com o presente trabalho, conhecer as caracteristicas bioldgicas
relacionadas a biologia reprodutiva e os aspectos populacionais do caranguejo G. castelnaui

no semiarido pernambucano.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar as caracteristicas de dimorfismo sexual;
e Analisar variag0es sazonais na estrutura populacional;
e Analisar macro e microscopicamente o desenvolvimento gonadal;
e Estimar a curva de maturidade gonadal e morfométrico;
e Determinar o periodo reprodutivo;

e Investigar se a pluviometria e temperatura da agua influenciam na distribuicdo e

reproducéo da espécie.



3- REVISAO DE LITERATURA

3.1 O SUBFILO CRUSTACEA

Dentre os artropodes, o subfilo Crustacea possui maior abundancia, totalizando
aproximadamente 42.000 espécies descritas, sendo representados pelos caranguejos,
camardes, lagostas, lagostins, entre outros (RUPPERT et al., 2005). Ainda de acordo com o
autor, os crustaceos apresentam maior popularidade no grupo de invertebrados, sendo
encontrados em diversos tipos de ambientes, entre os quais, marinhos, salobros, dulcicolas e
terrestres.

Atualmente o subfilo encontra-se distribuido em seis classes: Cephalocarida,
Branchiopoda, Remipedia, Maxillopoda, Ostracoda e Malacostraca (BOWMAN e ABELE,
1982; MELO, 1996). Inseridos na classe Malacostraca os crustaceos estdo representados pelos
caranguejos, lagostas e camarfes, 0s quais pertencem a ordem Decapoda (RUPPERT e
BARNES, 1996).

Entre os decépodos, a infraordem Brachyura Latreille, 1802, representada por
caranguejos e siris, possui destaque pela riqueza de espécies descritas, sendo conhecidas
aproximadamente 6.700 espécies em todo mundo, dos quais, 1.300 sdo dulcicolas, uma vez
que completam todo seu ciclo de vida na agua doce (YEO et al., 2007). No territério nacional,
em ambientes dulcicolas (MELO, 1996) descreveu 39 espécies, distribuidas em duas familias
e 15 géneros.

Ao longo do processo evolutivo, os crustaceos desenvolveram com sucesso forte
evolucdo adaptativa (RUPPERT e BARNES, 1996), incluindo consideraveis alteracdes
morfologicas e fisiologicas, (STEVCIC, 1971) destaca-se 0 achatamento, alargamento do
cefalotdrax, reducdo e dobramento do abdome sob a cavidade cefalotoracica. Além disso, uma
série de modificacbes na estrutura corporal desses animais, incluindo alteracdes nos
pereidpodos e nas branquias possibilitaram que algumas espécies se adaptassem ao ambiente
terrestre, consequentemente, passaram a resistir com maior sucesso a diferentes faixas de
temperatura, além de uma certa variabilidade com relacéo as estratégias reprodutivas (BLISS,
1968).

Essas alteracGes estdo relacionadas as caracteristicas do ambiente, devido as grandes
variacOes de temperatura e salinidade. Como estratégia adaptativa e de sobrevivéncia esses
animais passaram a manter a umidade corpoérea utilizando uma pequena quantidade de agua e

absorcdo da umidade presente no substrato, além da utilizacdo de tocas como refligio contra
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possiveis predadores (ESHKY et al., 1995; MATSUMASA et al., 1992; FINCHAM, 1988;
POWERS e BLISS, 1983; BLISS, 1968).

A distribuicdo desses organismos com habitos bentdnicos em ecossistemas aquaticos
geralmente ¢ influenciada por pardmetros ambientais como a temperatura, salinidade e o teor
de oxigénio dissolvido na agua (PINHEIRO et al., 1996), embora para alguns Brachyura, a
composicdo do solo e o tipo de vegetacdo podem assumir maior importancia (KERWIN,
1971). No entanto, para organismos com habito bentdnico e semiterrestres, como alguns
crustaceos braquilros, os parametros edaficos e a composicao da vegetacdo podem assumir
maior importancia (KERWIN, 1971).

Ao avaliar o desenvolvimento de camardes e caranguejos em laboratério (BOND e
BUCKUP, 1988; HARTNOLLI, 1985; OSTRENSKY et al., 1995) determinaram que 0
crescimento dos individuos estd relacionado com a interacdo de fatores fisioldgicos
(hormonais) e abioticos como temperatura, salinidade, disponibilidade de alimento, densidade
populacional, entre outros.

Os crustdceos em geral possuem um exoesqueleto rigido que periodicamente é
substituido através da ecdise, processo que permite o crescimento e desenvolvimento
morfoldgico e fisioldgico dos individuos (HINES, 1989). De acordo com Pinheiro et al.
(2006) os crustaceos braquiuros se desenvolvem com maior intensidade na fase juvenil, onde
a temperatura do ar, da dgua e do solo nas galerias é visto com principal agente estimulador
no processo de muda ou ecdise. Além das condi¢cBes ambientais, alguns estudos tém
demonstrado que maiores teores de calcio e magnésio respondem positivamente ao processo
de muda e sdo elementos essenciais para a formacdo do novo exoesqueleto (HARTNOLL,
1982).

Além desses, outros fatores como o grau de inundagéo, efeito das marés, salinidade,
intensidade luminosa e umidade relativa, também podem contribuir neste processo
(ATKINSON e TAYLOR, 1988). Ao avaliar os efeitos dos fatores abidticos na distribuicéo e
abundancia de caranguejos grapsideos em areas de manguezais Frusher et al. (1994)
observaram que as variacdes de temperatura nessas areas tém sido considerada como fator de
maior influéncia sobre esses animais. Contrariando os resultados acima, Bush e Hooghiemstra
(2005) em seus trabalhos sugerem que em regides tropicais a perda da riqueza de espécies €
menos acentuada, pois estas tenderiam a sofrer menor influencia aos impactos causados pelas
alteracdes climaticas.

Em contrapartida, Stillman (2002) ao verificar as causas e consequéncias dos limites
térmicos para caranguejos do género Petrolisthes, determina que nas regides tropicais o

aumento da temperatura afeta em maior escala as espécies de caranguejos quando comparada
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as regides temperadas, principalmente na costa leste da América Central e da América do Sul.
Na visdo do autor, as espécies de baixas latitudes vivem mais proximas dos seus limites

térmicos do que espécies de altitudes mais elevadas.

3.2 ASPECTOS REPRODUTIVOS COM ENFASE EM BRACHYURA

A perpetuacdo de uma espécie e a manutencao dos estoques de populagdes naturais é
garantida através da reproducdo e o0 sucesso desse processo bioldgico estd atrelado ao
desenvolvimento de um conjunto de estratégias responsaveis por garantir o equilibrio dentro
de uma populacdo (VAZZOLER, 1996).

Nas regides tropicais, observa-se que a grande maioria das espécies de caranguejos em
geral, apresenta periodos reprodutivos prolongados ou continuos ao longo do ano, com picos
mais elevados e de maior incidéncia no inverno e verdo (PINHEIRO e FRANSOZO, 2002;
BRANCO e MASUNARI, 2000; CHACUR et al., 2000; SANTOS e NEGREIROS-
FRANSOZO, 1999; COSTA e NEGREIROS-FRANSOZO, 1996; PITA et al., 1985;
SASTRY, 1983; AHMED e MUSTAQUIM, 1974). Nas regides com temperaturas mais
baixas e consequentemente, com &guas mais frias, as espécies possuem um periodo
reprodutivo relativamente curto, dependendo das condi¢des mais favoraveis, como por
exemplo, periodos de temperaturas mais elevadas (HAEFNER, 1976).

O periodo reprodutivo nos crustaceos é marcado por uma série de modificacGes,
incluindo o processo de formacdo, diferenciacdo, crescimento e maturacdo dos gametas
(gametogénese) e comportamento reprodutivo associado ao acasalamento, ovulacdo e
desenvolvimento do embrido até a eclosdo das larvas ou juvenis (SASTRY, 1983; SALMON,
1984).

Esse periodo intenso de mudancas pode ser influenciado por fatores bidticos e
abidticos ou por uma interacdo entre eles, onde a temperatura é indicada como o principal
fator de influéncia (JONES e SIMONS, 1983; NEGREIROS-FRANSOZO e FRANSOZO,
1992). Além disso, os autores afirmam que as variagdes desses parametros podem promover
um aumento na taxa metabolica desses animais.

A maturidade sexual pode variar entre populacdes de uma mesma espécie e até entre
individuos de uma mesma popula¢do (FONTELES-FILHO, 1989). Em braquiuros tém sido
determinada com base nos aspectos reprodutivos e de crescimento, maturacdo sexual
morfoldgica e fisiologica, periodo reprodutivo, fecundidade e a influéncia de fatores
ambientais na reproducdo, além de observa¢fes comportamentais de corte e copula
(SAMPEDRO et al.1997; COBO e FRANSOZO, 2003, 2005; SILVA e OSHIRO, 2002a,b).
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A maturidade sexual pode ser definida como um conjunto de alteragdes morfologicas e
fisiologicas em que os crustaceos sofrem, mediante as quais os jovens imaturos alcancam a
capacidade de produzir gametas e estdo aptos a copular e fecundar ou serem fecundados
(MOURA e COELHO, 2004; MONTELATTO e FRANSOZO, 1997; SASTRY, 1983).

Certamente, essas mudancas ocorrem no final do estagio juvenil, representada pelo
inicio da maturidade sexual, marcada pelo desenvolvimento de estruturas para a copula, bem
como, outras caracteristicas sexuais secundarias, incluindo modificagdo da cor e comprimento
dos pereiopodos para machos e mudangas morfoldgicas no abdome e estruturas acessorias
reprodutivas para fémeas (HARTNOLL, 1985).

A diferenciacdo dos sexos nos Brachyura pode ser determinada através da observacao
dos aspectos da morfologia externa e interna, facilmente distinguivel na fase jovem e adulto
(NASCIMENTO, 1993). Sobre esses aspectos, Oliveira (2006) ao reunir informacdes globais
com énfase na biologia do Ucides cordatus determinou que o dimorfismo sexual pode ser
observado a partir da morfologia do abdome e apéndices. Os machos possuem como
caracteristica, abdome longo, estreito, triangular e sémitos fundidos, articulando-se com o
telson e apresentando um par de apéndices, modificados para cépula. Nas fémeas esta
estrutura € semi-circular, larga, com sémitos bem visiveis e ndo fundidos, marcada pela
presenca de quatro pares de apéndices.

Entre os caranguejos braquilros, existe uma perfeita relacdo entre as mudancas
morfoldgicas, muda puberal e o inicio da gametogénese (HARTNOLL, 1974). O autor sugere
que a aceleracdo da espermatogénese e formacdo dos espermatéforos no fim da muda pré-
puberal, pode ser induzida por essas alteracbes hormonais, e que podem também acelerar a
muda puberal na préxima ecdise.

A obtencdo da maturidade morfoldgica entre braquidros pode ser determinada atraves
da avaliacdo e relacdo entre largura cefalotoracica e abdominal, tamanho dos quelipodos e
gonopodios para machos, desenvolvimento dos pledpodos e da cdmara abdominal para fémeas
(MASUNARI e DISSENHA, 2005). Ao descrever o crescimento relativo do Uca mordax na
Baia de Guaratuba/PA, Masunari e Dissenha (2005) determinaram que a analise das
caracteristicas morfométricas: Largura da Carapaca (LC), Comprimento da Maior Quela
(CMQ) e Largura Maxima do abdome (LMA) para ambos 0s sexos durante os diferentes
estagios de desenvolvimento, permite inferir o tamanho em que determinada espécie atinge a
maturidade sexual morfologica, sem que haja necessidade de acompanhar seu
desenvolvimento em cultivo realizado em laboratorio.

Entretanto, para determinar com maior acuidade 0s aspectos maturativos desses

animais, as pesquisas realizadas com base nos caracteres morfoldgicos externos deve ser
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realizada em conjunto com as analises das caracteristicas internas, pois as variacfes apenas
das estruturas corporeas internas nem sempre determina com veracidade a maturidade sexual
(TADDEI, 2005, CONAN e COMEAU, 1986; CHOY, 1988; SASTRY, 1983).

Atrelado as caracteristicas morfométricas, os aspectos de maturidade em crustaceos
(crescimento e desenvolvimento gonadal) podem ser determinados com maior eficicia, a
partir da anélise do desenvolvimento do sistema reprodutor masculino e feminino, com base
na microscopia, através da utilizacdo de técnicas histologicas (PINHEIRO e LINS-
OLIVEIRA, 2006; CASTILHO, 2006; CASTIGLIONI et al., 2007; KEUNECKE, 2009;
SILVA et al., 2009)

A maturidade fisiolégica dos braquitros pode ser determinada pelo desenvolvimento
gonadal, através da analise e classificacdo dos estagios de maturagdo (CASTIGLIONI et al.,
2013; 2011; 2007; PINHEIRO e FRANSOZO, 2002). Na visdo destes autores, as
modificacbes ocorridas ao longo do tempo no aparelho reprodutor podem ser observadas por
meio da caracterizacdo macroscopica, onde a diferenciacdo dos estagios de desenvolvimento
desses Orgdos serd obtida pelas mudangas de coloracdo e espaco ocupado na cavidade
cefalotoracica; e microscopica, onde o desenvolvimento celular da linhagem germinativa pode
ser observado e determinado através de analises histoldgicas das estruturas reprodutivas
(MANTELATTO e FRANSOZO, 1997).

As anélises macroscopicas externa das gbnadas de diversas espécies tém sido um
critério comumente utilizado para classificacdo dos estagios maturativos, principalmente de
fémeas que dependendo da espécie, as cores das gbnadas podem possuir diferentes variaces
quanto a coloracdo (PALACIOS et al., 2003; PEIXOTO et al., 2003).

Contudo, existe uma grande discussdo com relacdo a esse critério de classificacao,
pois, de acordo com Quintero e Garcia (1998), ndo existe um padrdo Unico que determine o
tipo de coloragéo, além disso, uma gbnada pode apresentar uma tonalidade distinta da outra,
porém quando analisada microscopicamente encontra-se no mesmo estagio de
desenvolvimento, o que pode ocasionar confusdes durante a classificacdo de uma determinada
espécie.

As gbnadas sdo 6rgaos tubulares, alongados e pares, os ovidutos e ductos espermaticos
sdo geralmente tubos pares que se bifurcam na base de um par de apéndices do tronco ou no
esternito (RUPPERT et al., 2005).

Ao descrever o aparelho reprodutor masculino do Ucides cordatus utilizando as
técnicas histoldgicas e histoquimicas Castilho (2006) e Mota-Alves (1975) determinaram que
a espécie possui simetria bilateral, e formato semelhante a letra “H”, em ambos os sexos.

Corroborando com os resultados obtidos por Moriyasu e Benhalima (1998), ao descrever o



12

aparelho reprodutor masculino do Chinocetes opilio. Opinido presentemente compartilhada
por Silva (2012), ao avaliar os aspectos reprodutivos dos machos do Sylviocarcinus pictus. Ja
as fémeas apresentam o sistema reprodutor semelhante a uma letra “U” invertida.

Em contrapartida, Mouchet (1931) ao avaliar os aspectos reprodutivospara Cancer
pagurus e Carcinus maenas, relata a inexisténcia de uma comissura, estrutura responsavel por

moldar e caracterizar a gobnada no formato da letra “H”identificado em outras espécies.

3.3 BREVE HISTORICO SOBRE BRACHYUROS DULCICOLA

Um numero consideravel de trabalhos tem sido publicado sobre a fauna de crustaceos
bentdnicos brasileiros nos ultimos vinte anos. A maioria, porém, diz respeito a espéecies
marinhas e estuarinas, tendo os crustaceos de &gua doce recebido pouca atencdo da
comunidade cientifica brasileira (ROCHA e BUENO, 2004).

A maioria dos trabalhos realizados com espécies de caranguejos de dgua doce aborda
estudos taxondmicos, distribuicdo e ocorréncia. Em relacdo a esses aspectos, tém sido
observado pesquisas em todo o mundo. Recentemente, Campos (2010) realizou um estudo
taxondbmico dos caranguejos de agua doce (Trichodactylidae, Pseudothelphusidae) em
Casanare na Colémbia; e Magalhdes e Turkey (2012) realizaram levantamento taxonémico de
dois géneros de caranguejos de adgua doce de toda a regido neotropical, Avotrichodacthylus e
Rodriguezia (Decapoda: Brachyura: Trichodactylidae).

Para o Brasil, Magalhdes e Tulrkay (2008) realizaram estudos taxondmicos dos
caranguejos de agua doce dos géneros Dilocarcinus e Poppiana (Crustacea: Decapoda:
Trichodactylidae); Mossolin e Mantelatto (2008) realizaram a revisdo taxondmica e o
levantamento da fauna de caranguejos de agua doce (Familia Trichodactylidae), da ilha de
Séo Sebastido (Ilha bela), Atlantico Sul do Brasil.

Nos ultimos anos, tem sido observado interesse especial sobre aspectos de ocorréncia e
distribuicdo de caranguejos de agua doce, principalmente para a familia Trichodactylidae,
como é o caso das pesquisas realizadas por Lima-Stripari (2010), que registrou a ocorréncia
da espécie Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861 (Decapoda, Trichodactylidae) no estado de
Minas Gerais; Rocha e Bueno (2004) verificaram a ocorréncia, distribuicdo e riqueza das
espécies de crustaceos decapodes no Vale do Ribeira de Iguape e rios costeiros adjacentes em
S&@o Paulo; Rosa et al. (2009) verificaram a distribuicdo e compararam a abundancia de
tricodactilideos obtidos em amostragens padronizadas em alagados do Pantanal, buscando
conhecer o efeito das formas de vegetacdo submersa e distancia do rio sobre a distribui¢cdo dos

caranguejos; e Gomides et al. (2009) registraram a ocorréncia e distribuicdo de Trichodactylus
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fluviatilis Latreille, 1828 (Decapoda, Trichodactylidae) em uma Unidade de Conservacao de
Juiz de Fora, estado de Minas Gerais.

Em relacdo a biologia populacional, destacam-se os trabalhos de Taddei e Pinheiro
(2010), que realizaram um estudo sobre a biologia populacional e crescimento do caranguejo
de &gua doce Dilocarcinus pagei, Stimpson, 1861 (Crustacea, Brachyura, Trichodactylidae)
da Represa Municipal de Séo José do Rio Preto; e Taddei e Herrera (2010) que determinaram
as curvas de tamanho e crescimento, longevidade e idade de primeira maturacdo do
caranguejo Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861 (Crustacea, Brachyura, Trichodactylidae).

Recentemente, trabalhos relacionados a dindmica populacional foram publicados,
destacando Davanso (2013), que investigou a dindmica populacional do Dilocarcinus pagei
Stimpson, 1861 (Crustacea, Brachyura, Trichodactylidae), com enfoque nos aspectos de
maturidade sexual morfoldgica, maturidade gonadal, proporcéo sexual, periodo reprodutivo e
recrutamento; Silva (2010) analisou a estrutura populacional dos caranguejos ducicolas
Sylviocarcinus pictus H. Milne-Eduards, 1853 e S. devillei H. Milne-Eduards, 1853,
(Brachyura, Trichodactylidae) das ilhas do estuario amazénico no entorno de Belém, Para,
quanto a proporcdo sexual, variagdo de tamanho e peso corporal, frequéncia de jovens e
adultos, distribuicdo espaco-temporal e desenvolvimento das gbnadas destas espécies; e Silva
et al. (2014) investigaram 0 crescimento relativo, dimorfismo sexual e maturidade
morfométrica para Trichodactylus fluviatilis (Decapoda: Brachyura: Trichodactylidae) em
Santa Terezinha, Bahia, Brasil. De acordo com estes autores, a espécie estudada possui
dimorfismo sexual, onde as fémeas apresentam largura da carapaca maior que a dos machos, a
principal diferenca observada entre os sexos foi detectada no 5° segmento abdominal, ambos
0s sexos possuem heteroquelia, onde o quelipodo direito é maior que o esquerdo,
aparentemente maior nos machos.

Para a regido Nordeste, alguns trabalhos referentes a etnobiologia de caranguejos de
agua doce foram realizados, destacando o trabalho de Silva (2014); Neto (2007) que
realizaram um estudo sobre a etnocarcinologia do caranguejo de agua doce Trichodactylus
fluviatilis Latreile, 1828 em um cérrego da Velha Eugénia, localizado no povoado de Pedra
Branca, municipio de Santa Teresinha na Bahia.O autor observou que esta espécie é utilizada
como recurso alimentar de subsisténcia, servindo de complementacdo na dieta alimentar da
populacdo em questdo. Concomitantemente, sdo Uteis na medicina popular, por serem
utilizados para tratamento de asma.

Apesar da caréncia de estudos para regido, a espécie Goyazana castelnaui tem sido
alvo de algumas pesquisas, destacando o trabalho de Lima et al. (2008), que registrou novas

ocorréncias da espécie para o estado do Piaui. J& para o estado de Pernambuco, Freita (2013)
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verificou aspectos da biologia reprodutiva e populacional de G. castelnaui para o rio S&o
Pedro, localizado em Ouricuri, bem como, registrou a ocorréncia do G. castelnaui para o rio
Brigida.

Contudo, existe ainda uma lacuna acerca dos estudos de dinamica de populaces de G.
castelnaui, sobretudo no que tange os aspectos de maturidade sexual morfolégica, maturidade
gonadal, proporcéo sexual, periodo reprodutivo e recrutamento, sendo a literatura existente
predominantemente com abordagem taxondmica (MAGALHAES e TURKAY, 1996;
BARROS e PIMENTEL, 2001; ALMEIDA et al. 2008).

Sobre G. castelnaui, foram apenas identificados trabalhos académicos, ainda nédo
publicados, acerca da biologia reprodutiva, destacando o trabalho de Menezes (2011), que
descreveu a biologia reprodutiva com énfase na maturidade sexual, fecundidade e
mortalidade; Nunes (2011) que determinou as caracteristicas de maturidade gonadal macro e
microscopicamente do G. castelnaui, capturado no rio Pajed, municipio de Floresta, sertdo
pernambucano e Freita (2013) que estudou a biologia reprodutiva e populacional da espécie

no rio Sdo Pedro, Ouricuri, Pernambuco.
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5. CAPITULOS
5.1 CAPITULO |

Aspectos reprodutivos de fémeas do Goyazana castelnaui H. Milne-Edwards, 1853
(CRUSTACEA: TRICHODACTYLIDAE) no semiarido pernambucano

RESUMO: O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de identificar as
caracteristicas de maturidade de fémeas do caranguejo dulcicola Goyazana castelnaui (H.
Milne-Edwards, 1853). Os aspectos reprodutivos foram determinados com base na analise
macroscopica das estrututuras externas (coloracdo dos tergitos e abdémen) e internas
(coloracdo e grau de desenvolvimento das células germinativas). Foram analisados 56
individuos, em coletas mensais no Rio Pajeu, durante um ano. O aparelho reprodutor feminino
é constituido por um par de gondporos que se ligam as vaginas, um par de ovidutos, um par de
receptaculo seminal e ovério. A observagdo macroscopica das estruturas externas (tergitos e
externitos) e internas (gbnadas) permitiu classificar os espécimes em sete estagios de
desenvolvimento de acordo com os padrdes de coloragcdo. Nos individuos jovens (Largura da
carapaca - LC: 2,37 cm e Peso total - PT: 5,06 g) a cor dos tergos variou de cinza a marrom, e
do abdémen variou em tons de bege. Os individuos adultos apresentaram coloragdo vinho
predominante (Largura da carapaca - LC: 4,78 cm e Peso total - PT: 30,38 g). A observacédo
microscopica permitiu classificar as génadas em cinco estagios que seguem: Rudimentar
(branco opaco), em maturacdo inicial (bege claro), em maturacdo (bege escuro a laranja
claro), maturo (laranja escuro), desovado em maturacdo (transparente e/ou cinza). Foram
identificados seis estagios de desenvolvimento celular: oogdnias (didmetro de 32,9 £ 9,8 um),
odcitos pré-vitelogénicos (96,8 + 23,1 um), odcitos em vitelogenese inicial (272,1 + 12,7 um),
odcitos vitelogénicos (400,1 + 12,1 um), odcitos maturos (884,4 = 14,0 um) e od6citos
atrésicos. Quanto aos componentes ndo germinativos foram identificados: células foliculares,
vasos hemais, parede gbnadal, vagina e o receptaculo seminal. Ao longo do processo de
oogénese ocorreu um visivel incremento no desenvolvimento oocitario, as células e os
nucleos apresentaram desenvolvimento constante. Microscopicamente, o aparelho reprodutor
feminino é constituido por um tecido conjuntivo, células germinativas em diferentes estagios
maturativos, além de células foliculares que auxiliam na sustentacdo dos ovarios e no
processo de vitelogénese, que é observada durante o processo de formacdo dos odcitos. No
presente estudo, foram encontradas fémeas do G. castelnaui nos diversos estagios de
desenvolvimento maturacional, inferindo a possibilidade de ndo haver segregacdo espacial, e
de acordo com as caracteristicas observadas do trato reprodutor, como o desenvolvimento das
células germinativas foi considerada a hipotese de monofilia dos Brachyura.

Palavras-chave: Brachyura, ambientes dulcicolas, reproducéo, histologia.
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ABSTRACT: Reproductive aspects of females Goyazana castelnaui Milne-Edwards,
1853 (CRUSTACEA: TRICHODACTYLIDAE) in the semiarid pernambucano. The
present study was developed aiming to determine the characteristics the sexual maturity of
females freshwater crabs Goyazana castelnaui (H. Milne-Edwards, 1853). Reproductive
aspects were determined based on the macroscopic analysis of external (coloration of tergites
and abdomen) and microscopic analysis of internal (coloration and degree of development of
germ cells). Where analyzed 56 individuals in monthly collects in Pajeu River for a year. The
female reproductive system comprises a pair of gonopores that bind to the vagina, a pair of
oviducts, a pair of seminal receptacle and ovary. The female reproductive system is formed by
a pair of gonopores that bind vaginas, a pair of oviducts two spermatheca and ovary. The
macroscopic observation of the external structures and internal allowed classifying specimens
in seven stages of development according to the staining patterns. In young individuals
(Carapace width - WC: 2.37 cm and Total weight - TW: 5.06 g) the color of tergos ranged
from gray to brown, the esterno ranged in beige. The adults had wine predominant color
(Carapace width - WC: 4.78 cm and Total weight - TW: 30.38 g). The microscopic
observation possible to classify the gonads in five stages that follow: Rudimentary (opaque
white), early-maturing (light beige), maturing (dark beige to light orange), mature (dark
orange), spawned maturing (transparent / or gray). Six cell stages of development have been
identified: oogonia (diameter 32.9 + 9.8 um), pre-vitellogenic I oocytes (96.8 + 23.1 um), pre-
vitellogenic oocytes Il (272.1 + 12. 7 um), vitellogenic oocytes (400.1 + 12.1 um), mature
oocytes (884.4 + 14.0 um) and atresics oocytes. As for non germ components were identified:
follicular cells, hemals vessels, gonadal wall, vagina and seminal receptacle. Throughout, the
process of oogenesis was a visible increase in oocyte development, cells and nuclei showed
constant development. Microscopically, the female reproductive tract consisting of connective
tissue, germ cells in the different maturational stages, and follicular cells that assist in the
support of the ovaries and vitelogenesis, which is observed during the process of formation of
oocytes. In the present study were found females G. castelnaui in diferents stages o0s
maturation development, inferring the possibility there’s not spatial segregation, and
according with the observed characteristics observed of the tract reproductive, the
development of germ cells was considered the monophyletic hypothesis of Brachyura.

Key-words: Brachyura, freshwater environments, reproduction, histology.
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1. INTRODUCAO

O Goyazana castelnaui (H. Milne-Edwards, 1853) pertencente a familia
Trichodactylidae (MELO, 2003) é um caranguejo dulcicola, e o Unico Brachyura registrado
para a Bacia do Pajet (SILVA etal., 2009).

A familia constitui-se por agregar caranguejos exclusivamente neotropicais de
pequeno a médio porte, que se distribuem desde o sul do México até a Argentina, sempre em
rios da drenagem Atlantica (MAGALHAES, 2003), possuindo destacada relevancia na cadeia
tréfica deste ecossistema, atuando como herbivoros, predadores de pequenos invertebrados ou
necréfagos (MAGALHAES, 2003).

Durante a maturidade, os crustdceos passam por um conjunto de alteragdes tanto
morfoldgicas, quanto fisioldgicas, nas quais os individuos tornam-se aptos a produzir
gametas, copular, fecundar ou serem fecundados (MANTELATTO e FRANSOZO, 1996).

Dentre outras caracteristicas, a maturidade dos Brachyuras dulcicolas pode ser
determinada com base em andlises morfoldgicas, a partir do desenvolvimento de estruturas
corporeas, como: largura cefalotoracica e abdominal, tamanhos dos quelipodos e gonopodios
para 0s machos e desenvolvimento dos pledpodos e cerdas, bem como formacdo da camara
incubatéria abdominal para as fémeas (MANTELATTO e FRANSOZO, 1997), e ainda
através de critérios de crescimento relativo, maturidade gondal e funcional e observacfes de
corte e copula (HARTNOLL, 1974; SAMPEDRO et al.; 1997).

A maturidade morfolégica corporal pode ocorrer ou ndo em sincrbénia com o
desenvolvimento gonadal, pois este pode ocorrer algum tempo ap6s o acasalamento, dessa
forma, o grau de desnvolvimento das gbnadas € uma importante ferramenta para estudos que
visam determinar a maturidade sexual (HAEFNER, 1977), e atingir a maturidade significa
que o individuo esta morfologicamente apto a reproducdo (COBO e FRANSOZO, 2005).

O ciclo reprodutivo dos crustaceos ¢ marcado por uma serie de transformacdes,
incluindo a proliferagcdo e desenvolvimento das células até o estagio maturo, ovulagdo e
incubacdo (SASTRY, 1983). Na visdo deste autor, a descri¢cdo dos estdgios maturativos das
células da linhagem germinativa é uma ferramenta importante para a compreensdo do ciclo
reprodutivo.

Os estagios de maturacdo gonadal tém sido determinados com base no grau de
desenvolvimento das células germinativas. Ao longo do processo, alteragfes morfoldgicas nos
ovarios ocorrem, principalmente quanto ao volume e a tonalidade de coloracdo das génadas
(MOTA-ALVES, 1975; SANTANA, 2008).
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Segundo Tsukimura (2001), a reproducdo nos crustaceos é marcada por um elevado
gasto energético, onde o processo de oogénese é dividido em diversas fases, em que as
ultimas séo caracterizadas pelo aumento do didmetro dos odcitos e por um grande acimulo de
proteinas vitelinicas, nesse estagio de desenvolvimento essas células sdo classificadas em
vitelogénese primaria e secundaria (MEUSY e PAYEN, 1988).

Informacgdes a respeito desse grupo sdo escassas na literatura, principalmente com
relacdo aos aspectos biologicos e ecoldgicos (FREITA, 2013a). Sobre estes aspectos
destacam-se os trabalhos de Taddei (1999) que avaliou a estrutura populacional e aspectos
reprodutivos do Dilocarcinus pagei (Stimpson, 1861), Mansur e Hebling (2002), que
realizaram uma analise comparativa entre a fecundidade do D. pagei e Silviocarcinus australis
(Magalhaes e turkay, 1996), Pinheiro e Taddei (2005), que avalariam o crescimento do D.
pagei, David et al. (2007), que estudou a maturidade fisioldgica do D. pagei, Silva et al.
(2011), que analisaram o desenvolvimento gonadal do Silviocarcinus pictus (H. Line
Edwards, 1853), Venancio et al. (2010), que estudou os aspectos bioldgicos do Trichodactylus
petropolitanu (Goeldi, 1886), Nunes (2011), Menezes (2011), que estudaram 0s aspectos
reprodutivos do Goyzana castelnaui, Freita (2013), que estudou a biologia reprodutiva, da
mesma espécie, Silva et al. (2014) que avaliou o crescimento relativo, dimorfismo sexual e
maturidade morfométrica do Trichodactylus fluviatilis

O fato de a espécie ser a Unica registrada para a bacia até 0 momento, seu nivel
bastante representativo na cadeia tréfica e a escassez de pesquisas que descrevam o0s aspectos
reprodutivos do Goyazana castelnaui amplia a necessidade de novos estudos que possibilitem
garantir a conservacao e estratégias de manejo.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar a maturidade das fémeas do
Goyazana castelnaui, com relagdo a morfometria, e aspectos macroscopicos e microscopicos,

com base na coloragdo das estruturas corporeas externas e internas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

Situado na regido semiarida de Pernambuco e distante cerca de 433 km da cidade de
Recife, o municipio de Floresta encontra-se localizado entre a mesorregido do S&o Francisco

Pernambucano e da microrregido de Itaparica, ocupando uma area de 3.690,3 km2 0 municipio

possui aproximadamente 316 metros de altitude (IBGE, 2007).
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Inserida no Bioma Caatinga, a vegetacdo predominante tipica do semiarido nordestino
é composta basicamente por vegetacdo do tipo Hiperxerofila, apresentando fragmentos de
floresta Caducifélia. O clima é do tipo Tropical, com chuvas de verdo, ocasionadas pelo
sistema atmosférico predominante no semiarido — Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT),
que tem inicio em novembro e término em abril, o periodo com precipitacdo mais elevada é
entre 0os meses de fevereiro e abril, com valores médios de 550 e 850, representando 70% do
total da média anual (APAC, 2013)

As aguas do rio Pajed ndo sdo racionalmente aproveitadas, e apresentam como
principais usos a irrigacdo agricola e abastecimento humano (SALGUEIRO;
MONTENEGRO, 2008). A pesca artesanal nessa area representa um meio alternativo de
subsisténcia para a populacdo de pequenos agricultores (SALGUEIRO; MONTENEGRO,
2008).

2.2 Estratégia amostral

A coleta dos individuos foi realizada mensalmente, entre setembro de 2014 e agosto de
2015, em um trecho do rio Pajed, no municipio de Floresta/PE, entre as coordenadas
geograficas: 08°36°02”S e 38°34°05”W (Figura 1), uma vez que ha registros da ocorréncia
desta espécie na localidade em diversos estdgios de desenvolvimento e maturidade
(MENEZES, 2011; NUNES, 2011).

Figura 1. Localizacdo geogréafica da area de coleta do Goyazana castelnaui.
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Diferentes tipos de petrechos foram utilizados para captura dos individuos, incluindo
COVO0S, peneiras e pucas com abertura de malha de 12 mm entre nds opostos, além de coleta
manual. As saidas a campo foram realizadas ao anoitecer, tendo em vista, que a espécie possui
habito noturno. O esforco amostral foi de trés horas, com assisténcia de trés coletores,
utilizando-se fachos de luz. Todos os individuos coletados foram dispostos em baldes com
agua e transportados para o laboratorio da Unidade Académica de Serra Talhada.

2.3 Processamento dos exemplares

Os exemplares coletados foram crioanestesiados por 20 minutos ou até sua
imobilizacdo (reducdo do metabolismo), a uma temperatura de -10°C. Com base em Melo
(2003), todos os exemplares foram identificados e sexados. De cada exemplar coletado foi
mensurado com paquimetro (precisdo de 0,01 mm), a largura da carapaca (LC) e peso (P) em
balanga (preciséo de 0,0019).

Os animais encontrados com trés ou mais apéndices ausentes de um mesmo lado,
foram desconsiderados da amostra, quanto ao peso, ndo sendo o mesmo determinado.
Individuos com até dois pereiépodos perdidos foram pesados, onde ao peso total foi acrescido
0 peso aferido do pereidpodo simétrico ao perdido. Os caranguejos encontrados mortos com
todos os dados meristicos externos ainda em perfeito estado, foram acrescidos nas amostras
apenas para afericdo das medidas morfométricas. Os aspectos maturativos foram
determinados através de analises macroscopicas e microscépicas, no intuito de compreender a
dindmica reprodutiva da espécie.

Apos realizacdo do procedimento anteriormente descrito, a regido dorsal da carapaca
de cada individuo foi removida, para exposi¢do do aparelho reprodutor, que foi dissecado e
em seguida, as regibes dos tergo (regido dorsal), abdémen (regido ventral) e as gbnadas das
fémeas foram fotodocumentadas e observadas quanto as caracteristicas macroscopica e

microscopica.
2.4 Analise macroscopica dos espécimes
Na analise macroscopica, foram observadas as caracteristicas e aspectos de coloracao,

textura e espaco ocupado pela gbnada dentro da cavidade cefalotoracica conforme
(PINHEIRO e FRANSOZO, 1998). A coloracdo do cefalotérax e das génadas foi medida
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utilizando a escala RGB (Red, Green, Blue), conforme Robinson et al. (1995), onde a unido

dessas trés cores primarias ddo origem a qualquer cor secundaria.

2.5 Analise microscépica das gbnadas

Para analise microscépica das gbnadas das fémeas, utilizou-se a totalidade do aparelho
reprodutor das fémeas, e por clivagem foi subdividida em fragmentos de aproximadamente 1
cm de comprimento, separando a regido anterior, a porcdo distal da gonada (préximo ao
receptaculo), receptaculo seminal, incluindo, oviduto e a vagina, em que foi avaliado o
processo de desenvolvimento das células da linhagem germinativa e seus estagios
(MANTELATTO e FRANSOZO, 1999). Cada item coletado foi individualizado em cassete
plastico e fixado em solucdo de Davidson, durante 24h.

Apbs a fixacdo, os tecidos foram desidratados em série alcodlica crescente,
diafanizados em xilol por 25 minutos e impregnados em parafina a 60°C com duragdo minima
de uma hora em processador histologico LUPATEC DP 2010. Depois da inclusdo das pecas,
os blocos foram modelados com auxilio de placas de chumbo e resfriados em temperatura de -
10°C.

Cada bloco de parafina foi cortado transversalmente com espessura de 5 um em
micrétomo rotativo (YD-335, Jinhua Yidi Medical Appliance), em seguida os cortes obtidos
foram dispostos em laminas e corados pelo método de Azul de Alcian/Periodic Acid Shiff
(PAYS), (para deteccdo de glicoproteinas e mucopolissacarideos acidos, corados em tons de
azul), Tricrdmico de Gomori (evidenciando fibras colagenas e tecido conjuntivo, ambos
corados em verde; epitélio e musculo, corados em vermelho), Hematoxilina-eosina
(evidenciando estruturas basofilas em roxo e aciddfilas em rosa). As técnicas de coloragédo
utilizadas foram adaptadas a partir da metodologia proposta por Tolosa et al. (2003) e
Junqueira e Juncqueira (1983). Os diferentes componentes da linhagem germinativa foram
classificados de acordo com a reacdo aos corantes, tamanho, forma e outros aspectos
observados, a partir da obtencdo de imagens utilizando cdmera LEICA ICC50HD, acoplada
ao microscopio do tipo LEICA DM500.

A classificagdo das células germinativas foi determinada com base nos estagios de
desenvolvimento, formato e composicdo celular, relagdo ndcleo-citoplasma e reagdo aos
corantes. As células que apresentaram nucleo foram mensuradas quanto ao didmetro maximo
e do ndcleo com auxilio do programa Image Tools (versdo 3.0). Com a obtencdo das medidas

foi possivel determinar os estagios e as fases de desenvolvimento ovariano.
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Por fim, os receptaculos seminais foram descritos e as caracteristicas microscopicas foram

relacionadas a macroscopica, com o intuito de observar possiveis relacfes entre elas.

2.6 Analise dos dados

Foi utilizada a estatistica descritiva quanto & média e o desvio padrdo da média para o
didmetro da célula (DC), didmetro do nucleo (DN). Para avaliar possiveis diferencas
estatisticas entre os diametros (p < 0,05) foi testado, inicialmente, a normalidade dos erros da
distribuicdo e a homocedasticidade das variancias (teste de Bartlett) (ZAR, 1972; MENDES,
1999). Como as variancias se apresentaram de forma ndo homogénea, foi utilizado o teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis e em seguida os valores das medianas foram comparados
utilizando o teste de Student Newman Keuls (ZAR, 2010; MENDES, 1999).

3. RESULTADOS

3.1 Ontogénia de fémeas do Goyazana castelnaui com énfase nos aspectos maturacionais

morfofisioldgicos

As fémeas apresentam abdome largo, cobrindo totalmente os esternitos torécicos. A
regido interna do abdémen é composta pelos pleépodos e camara incubadora, cavidade na
qual os ovos sdo depositados durante todo o processo de embriogénese (Figura 2). Ao eclodir,
0s juvenis permanecem alojados dentro da cavidade abdominal até que sejam liberados no

bentos, na forma de primeiro caranguejo, ndo havendo fase larval pelagica.

Figura 2. Exemplar de uma fémea de G. castelnaui, com destaque para regido abdominal, capturada em um
trecho do Rio Pajed-Floresta/PE, entre setembro de 2014 a agosto de 2015.
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A observacdo das alteracfes morfoldgicas relacionadas a coloracdo do tergo (regido
dorsal) e do abdémen (regido ventral) possibilitou agrupar as fémeas em sete tipos de
coloracfes do cefalotdrax, para cada exemplar utilizado na classificacdo, foi determinado a

Largura do cefalotérax (LC) e o Peso total (PT), descritos a seguir:

Tipo | — (LC: 2,37 cm e PT: 5,06 g): Tergo cinza (134-132-116) e abdémen com
coloracdes em tons de marrom (92-64-36), bege claro (204-175-116) e escuro (193-
176-137), sendo a cor bege mais predominante.

e Tipo Il — (LC: 2,75 cm e PT: 7,77 g): Tergo marrom escuro (57-46-24) e abddémen
com trés tonalidades, marrom escuro (68-54-27), marrom claro (145-124-81) e
amarelo queimado (157-127-63).

e Tipo Il - (LC: 2.90 cm e PT: 9,45 g): Tergo cinza escuro (45-41-31) e abddmen com
cores intercaladas entre cinza escuro (44-35-28) e bege escuro (126-109-131).

e Tipo IV —(LC: 3,19 cme PT: 13,12 g): Tergo com coloragéo cinza escuro (42-39-32)
e abddémen variando entre as cores laranja claro (100-61-44) e bege escuro (131-109-
63).

e TipoV - (LC: 3,39 cm e PT: 15,53 g): Tergo marrom claro (136-106-73) e abddmen
com coloragdo variando entre bege (21-614-269) e laranja (193-66-41).

e Tipo VI — (LC: 3,65 cm e PT: 20,00 g): Tergo cinza escuro (65-52-36) e abddémen
variando entre vermelho claro (90-45-41) e vermelho escuro (140-37-37).

e Tipo VII — (LC: 4,78 cm e PT: 30,38 g): Tergo e abdémen com coloragdo vinho

predominante (105-100-94) e (150-45-48), respectivamente.

3.2 Descricdo macroscopica do sistema reprodutor de fémeas do G. castelnaui

O aparelho reprodutor feminino possui simetria bilateral, sendo constituido por um par
de gondporos que se ligam as vaginas, um par de ovidutos, um par de receptaculos seminais e
ovario.

Os gonoporos (poros operculares) sdo facilmente visiveis a olho nu, encontram-se
localizados nos esternitos, na altura do 3° par de pereiépodos que se conectam a vagina
possibilitando a passagem dos espermatdforos até os receptaculos seminais. Essas estruturas
séo facilmente visiveis e identificadas principalmente nas fémeas adultas.

O ovario possui um formato tubular em toda sua extensdo, conspicuo nos estagios

iniciais de desenvolvimento e mais volumoso na fase intermediaria e final do
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desenvolvimento celular. A gbnada encontra-se localizada na regido dorsal do cefalotérax
entre a regido posterior e anterior do hepatopancreas, com os lobos conectados entre si abaixo
do estomago. Os lobos sdo conectados por uma comissura transversal que atribui um formato
semelhante a uma letra “U” invertida, caracteristica observada durante todos os estagios de
desenvolvimento gonadal.

Na por¢do mediana do ovério estdo dispostos os ovidutos, sdo estruturas delgadas
transldcidas que une a gdnada aos receptaculos seminal. Estas constituem um par de estruturas
(pequenas bolsas) com formato ligeiramente arredondado e aspecto liso, quando repleta de
espermatoforos em seu interior, ou ruguso, quando vazia ou esvaziada.

Os receptaculos encontram-se dispostos abaixo do intestino proximo aos gondporos,
internos ao esqueleto endofragmal, s&o pequenas bolsas que apresentam formatos e coloragoes
variadas (Figura 4). Entre os estagios de desenvolvimento gonadal de (A — D), a cor dos
receptaculos varia entre transparente, bege e branco leitoso, como segue: A — 156-139-103; B
— 170-158-142; C — 221-212-177; D — 215-176-131. Vale salientar que quando vazias, estas
estruturas apresentam aspecto rugoso, mas quando estdo repletas de espermatdforos esta
estrutura enrijece e apresenta aspecto liso. No estagio E (Esgotado), ap6s a ovulacdo, essas
estruturas voltam a ter aspecto enrugado e coloracdo alaranjada (222-168-78), provavelmente
devido a presenca de algumas substancias que constituem os ovocitos. A funcdo dessa
estrutura é armazenar os espermatoforos até que a fémea esteja apta a fecundar os ovdcitos
(Figura 3).
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Figura 3: Representacdo dos ovarios com destaque para os receptaculos seminais de fémeas do Goyazana castelnaui,
capturadas no rio Pajed-Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015. A: Gbnada em estagio inicial
apresentando receptaculo seminal vazio, com aspecto rugoso e coloragdo bege; B: Gonada em maturacéo, com receptaculo
com aspecto rugoso e coloragdo esbranquicada; C: Goénada matura, com recepticulo cheio, aspecto liso e coloragéo
esbranquicada; D: Gdnada matura e receptaculo com aparéncia enrugada e coloragéo bege; E: Estagio esgotado, detalhe para
0 receptaculo com aparéncia enrugada e coloragdo alaranjada. Barra de escala: 0.5 cm.

3.3 Descricdo Microscopica do Sistema Reprodutor das Fémeas de G. castelnaui

Os ovérios do G. castelanui sdo constituidos por um tecido conjuntivo, células
germinativas em diferentes estdgios maturativos, além de células foliculares que auxiliam na
sustentacdo dos ovarios e no processo de vitelogénese, que é observada durante o processo de
formacéo dos o6citos. Com base nas alteragdes morfol6gicas observadas e reacdo aos corantes
foram determinados seis estagios de desenvolvimento celular: oog6nias, odcitos pré-
vitelogénicos I, odcitos pré-vitelogénicos 1, odcitos vitelogénicos, odcitos maturos e por fim

odcitos atrésicos, descritos a seguir:

OOGONIAS (00) (Figura 4): Com diametro médio de 32,9 + 9,8 um (n = 30), sdo as
primeiras células da linhagem germinativa. Geralmente formando ninhos na regido central da
gbnada, essas células possuem conformacao esférica, citoplasma escasso e ndcleo conspicuo,
com cromatina condensada concentrada na regido nucleolar no estagio mais inicial (seta
transparente e contorno preto) e cromatina perinucleolar no estagio posterior (seta branca e
contorno preto). A cromatina foi fortemente corada em azul pelo método Tricromico de
Gomori, indicando carater altamente basofilo. Ja o citoplasma apresentando pouco acumulo
de proteina, demonstrou fraca reacdo ao corante, corando-se em roxo. Nesse estagio, as

oogonias sdo acompanhadas por um aglomerado de células foliculares cubicas (asteriscos).
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Figura 4: Ovéario em seccdo longitudinal com destaque para oogbnias (OG) no estagio inicial de
desenvolvimento (seta transparente e contorno preto), oogdnias com cromatina perinucleolar num estagio
posterior (seta branca e contorno preto) e células foliculares (CF) (asteriscos) que circundam de maneira
desorganizada as primeiras células da linhagem germinativa. Coloragéo em Tricrémico de Gomori.

OOCITOS PRE — VITELOGENICOS (OPV) (Figura 5 A e B): Apresentando diametro
médio de 96,8 + 23,1 um (n = 30), ainda nesta fase 0s ovdcitos encontram-se na regido central
da gbnada (zona germinativa). Com formato ovalado, carater altamente basofilico e
citoplasma mais desenvolvido que o estagio anterior, ndo se observa atividade vitelogénica.
Ha presenca de células foliculares cubicas que parecem se organizar para circundar as células.

O ndcleo apresenta cromatina mais condensada que o estagio anteriormente descrito.
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Figura 5: Ovario em seccdo longitudinal. Odcito pré-vitelogénico (seta branca e contorno preto), altamente
basofilo exibindo citoplasma mais espesso e nicleo com cromatina pouco mais condensada que o estagio
anterior. Presenca de células foliculares clbicas (asteriscos) que comegam a se organizar em volta das células.
Coloragdo Hematoxilina e eosina (He).

OOCITOS EM VITELOGENESE INICIAL (OVI) (Figura 6): Nesta fase de
desenvolvimento celular, os ovécitos apresentam formato ovalado, diametro médio de 272,1 £
12,7 um (n = 30), dispostos na zona germinativa. Apresentando nlcleo com cromatina mais
condensada que o estagio anterior. No nucleo é possivel observar a presenca de nucléolos,
ambos corados fortemente pelo método Tricromico de Gomori (Tg), indicando ser bastante
basofilo (setas brancas). Os asteriscos indicam os nucléolos. O citoplasma encontra-se mais
desenvolvido que o estagio anterior, ndo havendo ainda vitelogénese (setas, contorno preto),
corando-se fortemente em rosa escuro. Neste estagio de desenvolvimento, parte das células
foliculares presente por toda regido apresentam formato cubico, passando a circundar

totalmente os odcitos.
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Figura 6: Ovario em seccdo longitudinal. Odcitos em vitelogenese inicial, formato ovalado, pouco mais
desenvolvido que o estagio anteriormente descrito, apresentando nicleo com cromatina bastante condensada
(seta branca), nucléolos (asteriscos) e vitelogénese inicial setas (branca e contorno preto). Cercado por células
foliculares cubicas setas (preta e contorno branco). Coloragdo Tricromico de Gomori (Tg).

OOCITO VITELOGENICO (OV) (Figura 7): Neste estagio de desenvolvimento a célula
possui maior volume, didametro médio de 400,1 + 12,1 um, com formato ainda ovalado,
observa-se uma grande deposicdo de proteina (coloracdo vermelha) compondo o citoplasma
(carater acidofilo) (seta azul), responsavel pela formacdo do vitelo, cuja presenca €
evidenciada pela forte reagdo ao corante Tricrébmico de Gomori (Tg). As deposicdes
vitelogénicas ocorrem por toda célula, sendo mais evidenciadas na regido periférica do
citoplasma, atribuindo-lhe aspecto granular. As células foliculares antes cubicas se tornam
levemente achatadas e circundam toda a célula (seta preta e contorno branco). O ndcleo de
carater basofilo (seta branca) encontra-se na regido central e nucléolo lateralizado ao nucleo

(seta preta e contorno branco).
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Figura 7: Ovéario em seccdo longitudinal. Odcito vitelogénico, com destaque para as células foliculares
levemente achatadas (seta preta). O citoplasma granular, de carater altamente acidofilo evidenciando
vitelogénese proteica (asterisco) e lipidica (seta branca e contorno preto). De carater basofilo, o nlcleo (seta
branca) e nucléolo (seta preta e contorno branco) fortemente corados em azul. Coloragéo: Tricrdomico de Gomori.

T e iev

OOCITO MATURO (OM) (Figura 8): Com o processo de vitelogénese completo, o0s
ovocitos maturos possuem didmetro médio de 884,4 + 14,0 um. Apresentando volume maior
que o estagio anteriormente descrito, estando os ovocitos prontos para serem liberados e
fecundados. Possuem o formato poliédrico, em resposta ao aumento das células, com as
extremidades levemente arredondadas (seta branca e contorno preto). Granulos de vitelo séo
observados por toda célula, em maior tamanho na regido perinucleolar e menor tamanho na
regido nucleolar. Com caréater altamente acidéfilo o citoplasma corou-se intensamente de rosa,
enquanto as células foliculares com aspecto pavimentoso (seta branca e contorno preto) e

nucleo esférico (asterisco) possuem carater altamente basofilo.
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Figura 8: Ovério em seccéo longitudinal. Ovério maturo, com formato poliédrico e destaque para os granulos de
vitelo (seta preta), nicleo (asterisco) e células foliculares alongadas. De carater altamente acidéfilo, o citoplasma
foi corado em rosa. J& o nucleo e as células foliculares foram coradas em azul, indicando carater basofilico.
Coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE).

OOCITOS ATRESICOS (AO) (Figura 9): Caracteristico de células que amadureceram,
porém ndo foram liberadas. Sem um formato bem definido, essas células passam pelo
processo de reabsorcao realizado pelo ovario. Corados fortemente em rosa pela Hematoxilina
e eosina (He), estes odcitos sdo altamente proteicos (asteriscos), circundados por células
foliculares que também estdo dispostas e comp&em praticamente toda regido do ovario (seta
branca e contorno preto). E possivel observar maior espaco entre as células, sendo preenchido
por células foliculares, formando um foliculo pés ovulatério.
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Figura 9: Ovario em seccdo longitudinal. Odcitos atrésicos sem formato bem definido. Caracteristica de
ovacitos que ndo foram liberados e que passam pelo processo de reabsor¢do pelo ovario. A célula é constituida
por uma grande quantidade de proteina, corada em rosa pelo método Hematoxilina eosina (He) (asteriscos). As
células foliculares com formato ovalado circunda o o6cito, bem como, encontra-se presente por toda regido da
célula (seta branca e contorno preto).

-

3.4 Componentes ndo Germinativos

Além dos componentes germinativos supracitados, o aparelho reprodutor feminino
possui, em sua composi¢do, componentes ndo germinativos. Dentre eles, foram identificados:
células foliculares, vasos hemais, parede gonadal, vagina e receptaculos seminais, descritos a

sequir:

Células foliculares (CF) (Figura 10 A, B, C, D, E): Sdo facilmente encontradas e
visualizadas por toda regido germinativa do ovario, auxiliando no processo maturativo das
células reprodutivas. Com citoplasma pouco visivel e nicleo altamente baso6filo, fortemente
corado pelo método Hematoxilia-Eosina (HE), estas células possuem formato ctbico quando
encontradas formando ninhos na zona germinativa ou quando préximas as oogonias e 06citos
pré-vitelogénicos. Ao circundar os oocitos vitelogénicos e maturos, elas adquirem o formato

achatado (aplanado).

Vasos hemais (VH) (Figura 10 F): Preenchendo 0s espagos entre 0s o0citos, esta estrutura
corou-se fortemente pelo método Tricromico de gomori (Tg), 0s vasos hemais possuem em
sua composicao a hemolinfa, um fluido de aspecto granuloso. A intensidade de sua coloracdo



40

esta relacionada com o estagio de desenvolvimento ovariano, ou seja, nos estagios iniciais de
desenvolvimento, possui coloragdo mais fraca, enquanto no estdgio maturo a hemolinfa

presente entre 0s ovocitos possui coloragcdo mais intensa.

Parede gonadal (PG) (Figura 10 G, H): Os ovarios sdo revestidos por um material de
natureza fibrosa (fibras musculares), corado na cor parpura pelo método Tricrébmico de
gomori (Tg). Um conjunto de células corado em azul também corado com Tricrdmico de

gomori (carater altamente baséfilo) parece auxiliar na sustentacédo do tecido.

Vagina (VA) (Figura 11 A, C, D): Possui uma grande extensédo muscular, provavelmente para
auxiliar a entrada dos espermatéforos e saida dos ovos fecundados. Ha presenca de limen e
duas matrizes na cavidade, a secrecdo € positiva ao método Azul de Alcian/PAS. A regido

mais proximal ao gondporo é formada por células colunares secretoras e tecido conjuntivo.

Receptaculo seminal (ES) (Figura 11 B e 12 A, B, C e D): estrutura constituida por tecido
muscular, que pode se expandir para passagem dos espermatéforos durante a copula e retrair-
se durante a expulsdo dos ovos apds fecundacdo. Apresenta um epitélio colunar simples com
células secretoras e nucleos basais. Adjacente a esse epitélio, ha uma espessa camada de
tecido conjuntivo fibroso e muitas células dispersas com diferentes formatos, caracteristico de
um tecido conjuntivo frouxo. Na por¢do mais externa, ha um tecido muscular denso. No
interior dessa estrutura é possivel observar o limen e acumulo em grande quantidade de
secrecdo, formada por apenas uma matriz em individuos que ndo apresentam espermatoforos
em seu interior. Demonstrando positividade aos corantes azul de Alcian/PAS, corando-se em
azul. Nos receptaculos contendo espermatdforos, hd presenca de duas matrizes (Figura 12 A,
B) com reacdo positiva ao corante Tricromico de gomori (Tg). Uma secretada pela propria
estrutura e outra que provavelmente é liberada junto aos espermat6foros no momento da
copula, e que certamente auxilia na fluidez dos espermatoforos e protecdo contra choques
mecanicos. Na regido interna do receptaculo seminal, hd espermatozoides que reagiram
diferentemente ao método Azul de Alcian/PAS, possuindo carater acidofilo. Caracteristico de
fémea que armazena os espermatoforos contendo espermatozoides de uma cépula anterior pra
uma proxima desova. Proximo ao periodo de desova os espermatoforos mais antigos séo

rompidos para posterior fecundagéo dos ovacitos (Figura 12 C).
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Figura 10: Componentes ndo germinativos do trato reprodutivo de fémeas de Goyazana castelnaui. A: células
foliculares cubicas (CFC) e ligeiramente aplanadas (CFA) circundando um ovdcito no estagio mais inicial; B:
destaque para o nucleo das células foliculares (NCF) de carater altamente basofilo; C: odcito pre-vitelogénico
cercado por célular foliculares aplanadas, células cibicas em menor quantidade; D e E: odcitos maturos, com
células foliculares aplanadas em sua totalidade, formando uma camada mais espessa; F: Vasos hemais (VH),
preenchendo espagos entre 0s odcitos; G e H: revestimento gonadal externo (RGE).

\

NCF
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Figura 11: Secc¢des longitudinais do receptaculo seminal e vagina. A: Receptéaculo seminal vazio com destaque
para o canal vaginal, formada por tecido muscular (TM) na regido externa; B: Destaque para cavidade interna do
recepticulo seminal preenchido por secre¢do (S), acima constituida por epitélio colunar (EC) e regido mais
externa formada por tecido conjuntivo (TC); C: Destaque para regido central do canal vaginal sem
espermatdforos, constituida por tecido muscular (TM), Iimen (L) e secre¢do (S); D: Canal vaginal repleto de
espermatdforo (ES), secrecdo (S) e limen (L). Externamente a estrtura é constituida por tecido conjuntivo (TC) e
epitélio colunar (EC). Coloragéo: Azul de Alcian/PAS (A, B, C) e Tricrdmico de gomori (D).

A
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Figura 12: Fotomicrografia em seccdo longitudinal do receptaculo seminal. A: Estrutura constituida na regiao
mais externa por um tecido muscular denso (TMD), Tecido conjuntivo (TC), epitélio colunar (EC), matriz
espermatoférica (ME), espermatdéforo (ES); B: Detalhe do receptaculo seminal, com destaque para 0s
espermatozoides, e células que compdem o epitélio colunar (EC) e tecido conjuntivo (TC). Coloracéo:
Tricrdbmico de gomori (A, B), Azul de Alcian/PAS (C, D, E).

e




44

3.5 Classificagdo macro e microscopica do ovario do Goyazana castelnaui

O volume, comprimento e cor das gdnadas variam de acordo com 0 estagio de
desenvolvimento das células germinativas. Observou-se que, para cada estagio, a coloracao de
cada ovario é uniforme, sendo assim, o grau de desenvolvimento ovariano foi classificado em
sete estagios macroscopicos: A - Rudimentar, B - Pouco Desenvolvido, C - Em
Desenvolvimento inicial, D - Em Desenvolvimento final, E - Desenvolvido, F - Avangado e G
— Esgotado. Os estagios de desenvolvimento macroscopico foram entdo relacionados a
descricdo microscépica dos ovarios, onde foi possivel diferenciar os seguintes estagios
(Figura 13).

No estdgio macroscopico A (Rudimentar), equivalente ao estdgio microscopico
“imaturo”, a gonada ¢é bastante delgada, filamentosa, com didmetro uniforme e coloragdo
branco opaco (231-218-197). Microscopicamente, 0 ovario € constituido predominantemente
de oogonias, principalmente na zona germinativa, com células foliculares formando ninhos. O
tecido conjuntivo e o epitélio colunar formam a espessa camada na zona periférica (Figura 13
A).

No estagio B (Pouco Desenvolvido), equivalente ao estagio “em maturagdo inicial”,
macroscopicamente, ha uma pequena expansao nos lobos gonadais, entretanto a génada ainda
apresenta-se uniforme e pouco filamentosa, com coloracdo bege claro (158-123-54). Na zona
germinativa é possivel detectar oogonias e odcitos pre-vitelogénicos. Estes, com maior

predominancia e distribui¢do em toda regiéo ovariana (Figura 13 B).

No estdgio C e D (Em Desenvolvimento inicial e final), equivalente ao estagio “em
maturacao” os lobos aumentam em didmetro e comprimento, no estagio de desenvolvimento
final, os odcitos sdo mais abundantes. A coloracdo varia de bege escuro (165-103-15) a
laranja claro (200-106-30). Na analise microscopica observa-se a membrana constituida pelo
epitélio colunar e tecido conjuntivo mais delgado, em decorréncia do desenvolvimento
celular. A zona germinativa é composta predominantemente por odcitos pre-vitelogénicos e
na regido periférica destacam-se os o0citos em vitelogenese, com aumento consideravel em

relacdo ao diametro. As células foliculares comegam a circundar os odcitos (Figura 13 C, D).

Nos estagios macroscopicos E (Desenvolvido) e F (Avangado) anadlogo ao estagio

“maturo” a goénada passa a ocupar maior espaco na cavidade cefalotoracica, devido ao
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aumento do didmetro dos odcitos. Entretanto, no estdgio “E” a gonada ainda nao atingiu seu
limite m&ximo de desenvolvimento, uma vez que, grande parte das células foliculares que
envolvem cada odcito, apresentam conformacdo esférica. No estagio “F” (Avangado) a
coloracdo nédo varia, embora 0 ovario passe a ocupar a cavidade toracica em sua totalidade,
ultrapassando o tamanho do hepatopancreas e com Idbulos bastante evidentes. Nestes
estagios, as gbnadas apresentam coloracdo laranja escuro (223-91-52). Microscopicamente 0
ovario encontra-se repleto de oo6citos maturos e presenca reduzida de Oocitos pré-
vitelogénicos. As células foliculares de formato aplanado circundam cada odcito maturo
(Figura13 E, F).

Ja no estagio G (Esgotado) analogo ao estagio “desovado em maturacdo” a gonada
apresenta aspecto filamentoso, delgada e flacida, com coloracdo variando de transparente a
cinza (154-140-121). Semelhante ao estagio imaturo, o ovario apresenta uma membrana
espessa. As celulas foliculares encontram-se dispersas por toda regido, formando um extrato
celular. H& um espacamento considerdvel entre as células sexuais, apresentando odcitos em

atresia (Figura 13 G).
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Figura 13: Classificagdo macroscépica e microscopica dos estagios gonadais de fémeas de G. castelnaui capturadas no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015, em um
trecho do Rio Pajet — Floresta/PE.

t !
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Analisando os diferentes tipos de coloragcdo da carapaga e 0s estagios macroscopicos do
sistema reprodutor das fémeas de G. castelnaui (Tabela 1), foi possivel observar forte relacao entre
as coloracBes externas (tergo e abdémen) e internas (gbnadas). Atrelado ao desenvolvimento
corporeo, a medida que ocorrem alteracBes de cor nas estruturas externas, consequentemente a
coloracdo das gbnadas também varia. Individuos classificados nos estdgios rudimentar e pouco
desenvolvido apresentaram colorag¢@es do tipo I, 11 e 111, j& no estagio em desenvolvimento I e Il as
fémeas apresentaram coloracdo do tipo IV e V, no estagio caracterizado como desenvolvido,
apresentaram coloracdo do tipo VI, nos estagios avancado e esgotado observou-se coloragédo do tipo
VIL.

Tabela 1. Correlagdo entre a coloragdo morfolégica das estruturas externas e analise macroscépica das gbnadas de
fémeas do G. castelnaui, capturadas no rio Pajed, municipio de Floresta/PE, entre setembro de 2014 a agosto de 2015.

COLORACAO DA CARAPACA ANALISE MACROSCOPICA DA GONADA
TIPO I, 11, Il RUDIMENTAR ou POUCO DESENVOLVIDO
TIPO IV, V EM DESENVOLVIMENTO I e Il
TIPO VI DESENVOLVIDO
TIPO VII AVANCADO e ESGOTADO

Na tabela 2 estdo dispostos os resultados relacionados aos dados observados com relagédo a
composicdo celular de todos o estagios de desenvolvimento celular, observado para fémeas de G.

castelnaui.

Tabela 2: Composicao celular dos estagios maturativos de fémeas do G. castelnaui, capturadas no rio Pajed/Floresta-
PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015. Legenda: O: Odcito, A: Ausente; P: Presente; P*: Abundante.

ESTAGIOS
CELULAS IMATURO  MAT. INICTAL  MAT. FINAL MATURO  DESOVADO
0OOCONIAS p# p# P P P
OC, PRE-VIT. P p# p# P P
OC, VIT. INICIAL P p# p# P P
OC, VIT. A A p# P P
OC, MAT. A A )23 b= A
OC. ATRESICO A A P P P
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3.6 Diametro dos odcitos e relacao nucleo-citoplasma

Ao longo do processo de oogénese ocorreu um visivel incremento no desenvolvimento
oocitario, as células e o nucleo que as compdem apresentaram desenvolvimento constante. As
oogbnias (O0O) sdo as menores células da linhagem germinativa, seguida pelos o6citos pré-
vitelogénicos (OPV), odcitos em vitelogenese (OVI), odcitos vitelogénicos (OV) e o6citos maturos
(OM). Quanto ao nucleo, percebeu-se um aumento no diametro conforme o desenvolvimento da
célula, menos evidente que o aumento do citoplasma (Figura 17). Na relacdo entre nucleo x
citoplasma observou-se que as oogbnias possuem um nucleo conspicuo quando comparado as

células maturas, apresentando uma menor propor¢do na relagdo DN/DC (%) (Tabela 3).

Tabela 3: Didmetro (médio + desvio, maximo e minimo) em pm dos odcitos e dos nlcleos observado em cada estagio
de desenvolvimento celular para as fémeas de Goyazana castelnaui, capturadas no rio Pajel/Floresta-PE. Legenda:
Oogobnias (00), Odbcitos pre-vitelogénicos (OPV), Odbcitos em vitelogense inicial (OPV), Odcitos Vitelogénicos (OV),
Odctios Maturos (OM).

ESTAGIOS N DIAMETRO € MAX MIN DIAMETRO N MAX MIN DN/DC%
00 30 32,9598 474 17,9 23,5298 43,3 12,6 71,43
OPV 30 96.8423.1 1694 45,9 29,7465 424 19.9 30,68
OVl 30 272,1£12.7 3479 201.8 43.6=11,6 65,5 28,6 16,02
()Y 30 100,1=12.1 509.6 3229 503=11.6 78.7 278 12.57
oM 30 884=14,0 1085,95 779,27 58,0+10,4 85,2 41,12 6,55

Figura 14: Representacdo gréfica dos didmetros oocitarios e dos ndcleos nos diferentes estagios de vitelogénese das
fémeas de G. castelnaui, capturadas no rio Pajel/Floresta-PE. Legenda: Oogdnias (00), Odcitos pré-vitelogénicos
(OPV), Odcitos em vitelogenese inicial (OV1), O6citos Vitelogénicos (OV), Obctios Maturos (OM).
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Estigios de deseavolvimento celular Estigios de desenvolvimento celular

* As letras iguais indicam que ndo existem diferencas entre as medianas, utilizando o teste SNK (p < 0,05). O
diametro das células e nicleos foram analisados separadamente.
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4. DISCUSSAO

A morfologia do abdémen de fémeas do Goyazana castelnaui segue um padrdo para 0s
Brachyura de ambientes dulcicola. Ao determinar as relacbes das estruturas corporeas do
Sylviocarcinus pictus (H. Milne-Eduards, 1853) e Sylviocarcinus devillei (H. Milne-Eduards, 1853)
(Brachyura, Trichodactylidae) Silva (2010), afirma que existe uma forte relacdo entre a largura da
carapaca e desenvolvimento do abdome para ambas as espécies. O aumento do abdome é
responsavel pela formacdo de uma camara incubadora onde 0s ovos e juvenis permanecem
depositados, uma vez que, o desenvolvimento é direto e o0 processo de metamorfose ocorre
internamente, dentro do ovo.

Para o autor, 0o aumento desta estrutura esta intimamente relacionado a maturidade
morfoldgica, ao contrario de outros grupos decapodes, que portam os ovos aderidos aos pledpodos e
ndo na camara incubatéria formada pela cavidade abdominal (HARTNOLL, 1982; 1988;
RUPPERT e BARNES, 1996; MANSUR e HEBLING, 2002; BENETTI, 2007; SANTOS et al.,
2013).

Ao longo do desenvolvimento dos crustaceos, variacdes de coloracdo das estruturas externas
e internas ocorrem. As mudancas de coloracdo da carapaga ocorrem devido a presenca de
pigmentos carotenoides, em virtude da quantidade desses pigmentos, algumas espécies podem
possuir um teor de pigmento superior a outras espécies, o que lhes confere uma coloracdo mais
intensa (PERDIGAO et al., 1995). Nas células germiantivas esta substancia é encontrada em
abundancia (CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1988) conferindo-lhes tonalidades de cores
diferenciadas ao longo do desenvolvimento.

Para o G. castelnaui foi observado sete tipos de coloragdes para o tergo, abdémen e ovarios,
respectivamente. Essas varia¢Oes de cores nas estruturas sdo nitidas e parecem ocorrer em sincronia,
ou seja, a medida que a colora¢do do tergo e abdémen se intensificam, a coloracdo do ovéario
também é alterada, estas modificagdes ocorridas podem ser utilizadas na classificagdo macroscopica
dos estagios maturacionais da espécie, bem como na identificagdo dos individuos jovens e adultos,
contudo, as fémeas classificadas com base no estagio gonadal maturo e esgotado apresentaram o
mesmo padréo de coloragdo nas estruturas externas.

Com relacdo aos estudos realizados a partir de observagdes das diferentes coloracdes da
carapaca de caranguejos, através da escala de cor RGB (Red, Green e Blue), alguns trabalhos
pioneiros para crustaceo foram realizados por Gifford (1962) e Fischer et al. (1978). Estes autores

relatam que as mudancas ocorridas nos padrdes de coloracdo da carapacga de caranguejos ocorrem
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em decorréncia a ovulacdo sofrida pelas fémeas, essas alteracfes podem ser observadas também nos
machos, principalmente no periodo reprodutivo.

Silva e Oshiro (2002) ao estudar a variacdo na coloracdo da carapaca de Cardisoma
guanhumi, relataram quatro padrbes de coloracdo para as fémeas. Diferentemente dos resultados
encontrados por Nunes (2011), que classificou para a espécie G. castelnaui (mesma espécie
estudada no presente trabalho) trés tipos distintos de coloragdes para a carapaga.

Este sistema de classificacdo é bastante utilizado por diversos autores para caracterizar 0s
estagios de desenvolvimento gonadal dos crustaceos em geral, incluindo os trabalhos de Mota-
Alves (1975) que estudaram os aspectos reprodutivos do Ucides cordatus em mangues; Ryan
(1995) ao avaliar a estrutura e fungdo do aparelho reprodutor do caranguejo Portunus
sanguinolentus e Sagi (1990), ao avaliar o crescimento e maturacdo do Macrobrachium rosenbergii.

Nos ultimos anos, tem sido observado que a macroscopia e a microscopia sao metodologias
bastante funcionais e bem difundidas para determinagdo dos aspectos reprodutivos de crustaceos em
geral, principalmente para as espécies de importancia econémica que vivem em ambientes marinhos
e estuarinos. Diversos trabalhos tém utilizado analises macroscépicas (BAPTISTA et al. 2003;
LEME, 2005; BARRETO et al. 2006, LIMA e OSHIRO; LIMA et al. 2006; OLIVEIRA, et al.
2006; CARVALHO et al. 2012; SANTOS, 2013).

Na visdo de Dumont e D’incao (2004), a classificacdo macroscépica das gdnadas, baseada
na coloracdo e tamanho, esta intimamente relacionada com o desenvolvimento e organizacdo das
células que constituem o ovario. Através dos dados obtidos, os autores estabeleceram uma escala de
classificacdo para ser usada em laboratorio, e que foi amplamente utilizada por alguns autores em
estudos de biologia reprodutiva e experimentos em aquicultura (MEDINA et al., 1996; PALACIOS
etal., 1999).

Entretanto, € uma técnica que deve ser realizada em conjunto com a microscopia, para
obtencdo de resultdos mais precisos. A andlise microscopica do desenvolvimento gonadal é
extremamente necessaria e importante para determinar os tamanhos em que é atingida a maturidade
e 0 periodo reprodutivo dos crustaceos, sobre estes aspectos varios trabalhos abordam esta tematica,
incluindo os trabalhos de Castiglioni e Negreiros-fransozo (2006); Castilho (2006); Souza e Silva
(2009); Shinozaki-Mendes et al. (2011, 2013); Castiglioni (2013).

Para o G. castelnaui a classifica¢do macroscopica das gonadas nos estagios “rudimentar” e
“esgotado” pode ser facilmente confundida, devido a grande semelhanca de tamanho, volume e
coloracdo. Para evitar erros de classificagdo, a analise microscopica é de extrema importancia para
identificacdo e distingdo de todos os estidgios maturativos, opinido compartilhada por Keunecke et
al. (2008).
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Ao analisar os estagios de desenvolvimento de fémeas de Peneideos (Peixoto et al., 2003;
Quintero e Garcia, 1998) enfatizam que a utilizacdo de técnicas histologicas ainda é o procedimento
mais adequado e eficaz para a classificacdo dos estagios maturativos. Sobre estes aspectos, diversos
trabalhos tém sido publicados, onde os autores, com base nas observacdes dos aspectos maturativos

classificam o grau de desenvolvimento gonadal em diferentes estagios (Tabela 4).

Tabela 4. Lista de diversos estagios de desenvolvimento gonadal para algumas espécies de Brachyura, classificados por diferentes
autores.

Niumero de estagios

ESPECIES . I AGRUPADOS REFERENCIAS
G. castelnaui 5 4 9 Presente trabalho
Callinectes sapidus 6 2 g Rodngnes e D’Incdo (2014)
Goyvazana castelnaui 4 _ 4 Freita (2013)
Goniopsis cruentaia 3 2 7 Santos etal. (2013)
Callinectes danae ] 3 9 Shinozaki-hisndes (2012)
. castelmaui 3 2 7 MNunes (2011)
Dilocarcinus pagei 5 4 9 Davanso (2011)
Callinectes ornatus 5 3 g Souza-Carvalho (2011)
C. danas & 4 10 Aramjo (2010)
Sviviocarcinus pictus ] 3 9 Stlva (2010)
tides cordatus 5 3 g Shmozaki-hdendes (2008)
ta vocator, U thayeri, i 4 10 EBenatti (2007)
LU marocoani
Uburgusse ] 4 10 Benatt1 (2004)
tides cordatus ] 4 10 Pinheiro e Fiscarelh (2001)
Liocarcinus depurator 6 2 2 Abello (1989)
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Souza e Silva (2009), ao estudarem a morfologia do aparelho reprodutor de fémeas de
G. cruentata, relataram que os receptadculos seminais localizadas abaixo da cavidade
abdominal sdo sacos esféricos ou ovoides, internamente sdo constituidas por um liquido
espesso e leitoso. De coloracdo esbranquicada sdo estruturas frageis que se rompem
facilmente ao serem manuseadas. Aspectos semelhantes aos achados do presente trabalho.

Pesquisas realizadas principalmente com espécies de ambientes marinhos, determinam
que a maioria dos decépodes apresentam o aparelho reprodutor numa conformacgao
semelhante a letra “H” (RYAN, 1967; MOTA-ALVES, 1975; JOHNSON, 1980;
MORIYASU E BENHALIMA, 1998; KROL et al., 1992; LIMA, 1995; CASTILHO,
2006).J4 as gbnadas dos caranguejos dulcicolas parecem seguir um formato padrdo que
lembra uma letra “U” invertida, mantendo-se nessa mesma conformacgdo em todos 0s estagios
de desenvolvimento gonadal. Este mesmo padrdo foi observado em outras espécies da familia
Trichodactilidae (LOPEZ-GRECO, 2012), corroborando com os resultados obtidos por Silva
(2010) ao estudar a maturidade sexual de Sylviocarcinus pictus, um Trichodactylidae que
habita ilhas do estudrio amazonico, no entorno de Belém do Pard; Nunes (2011) ao analisar
macro e microscopicamente o sistema reprodutor do G. castelnaui e Menezes (2011) ao
estudar a biologia reprodutiva da mesma espécie em questdo. E possivelmente, este pode ser
um padrao para as espéecies de caranguejos que vivem em ambientes continentais.

Apesar da divergéncia quanto ao formato, as caracteristicas morfoldgicas do aparelho
reprodutivo das fémeas de Brachyura parecem seguir um padrdo semelhante, sendo
constituido por um par de ovarios, conectados pelo oviduto, a um par de receptaculos, ligados
aos gonéporos (MANTELATTO e FRANSOZO, 1999; LEME, 2005; KEUNECKE et al.
2009; SOUZA e SILVA, 2009; SHINOZAKI-MENDES, 2008; ROSTANT et al. 2008;
CASTIGLIONI et al. 2007; LIMA e OSHIRO, 2006;BRANDIS e STORCH, 1999;
MINAGAWA e SANO 1997; JOHNSON, 1980; KROL et al., 1992; DIESEL, 1989; MOTA.-
ALVES, 1975; RYAN, 1967).

Ao analisar o aparelho reprodutor das fémeas de G. castelnaui no presente trabalho,
observou-se a presenca de uma pequena comissura que interliga a génada aos receptaculos
seminais, que, por suas caracteristicas peculiares, ja foi descritas por varios autores e
caracterizada como oviduto. A mesma estrutura foi descrita por Hartnoll (1968) para Carcinus
maenas e por Brandis et al. (1999) para a espécie Eriocheir sinensis. Em contrapartida, para o
C. guanhumi essa estrutura ndo foi evidenciada, pois a ligacdo entre a gbnada e o receptaculo
seminal é direta, constituida por uma dilatacdo do oviduto (SHINOZAKI-MENDES, 2011).

Lee e Yamazaki (1990), ao estudarem as estruturas internas e funcionabilidade do

aparelho reprodutor de fémeas da espécie dulcicola Eriocheir sinensis, descreveram o0s
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receptaculos seminais como sendo uma estrutura formada por uma camada de epitélio colunar
constituida internamente por uma substancia de carater basofilo que tem como fungéo
proteger os espermatdéforos contra atritos. Corroborando com os resultados obtidos por
Shinozaki-Mendes (2011) ao estudar o desenvolvimento ovariano do Cardisoma guanhumi,
resultado semelhante aos encontrados presentemente para G. castelnaui.

No periodo reprodutivo, os machos precisam estar com o aparelho reprodutor
totalmente desenvolvido, o que ndo ocorre para as fémeas, pois, segundo Pinheiro (1995), as
fémeas de algumas espécies de caranguejos podem estocar espermatoforos nos receptaculos
seminais sem que a gbnada esteja totalmente desenvolvida (PINHEIRO, 1995). De acordo
com Pinheiro (1995), e Rodrigues ¢ D’incao (2014), as fémeas de Brachyura séo capazes de
estocar espermatdforos no interior dos receptdculos e mesmo que ndo copulem em uma
estacdo reprodutiva, podem garantir a fecundacdo dos ovocitos. Fato este observado para
Ovalipes ocellatus (HINSCH, 1986) e para C. guanhumi (TAISSOUN, 1974), diferindo,
entretanto, dos resultados encontrados por Shinozaki-Mendes (2011), ao estudar a biologia
reprodutiva do C. guanhumi na regido de Aracati/CE. A autora enfatiza que a fecundacéo na
espécie provavelmente ocorre logo apds a copula, uma vez que ndo foram encontrados
espermatozoides nos receptaculos de fémeas no estagio maturo.

As mudancas nos ovarios do G. castelnaui observada microscopicamente € nitida em
todos os estagios de desenvolvimento. As diferencas no didametro celular sdo marcadas
principalmente entre oogonias e odcito vitelogénico, oogonia e o6citos maturos, odcitos
vitelogénicos e maturos. De acordo com Quackenbush (1991), a producdo de vitelo é
responsavel por este aumento consideravel das células.

Principalmente nos estagios vitelogénico e maturo foi observado em maior evidéncia a
presenca de granulos como componente celular, que parece aumentar de tamanho ao
aproximar-se da regido periférica, fato também observado por Dumont e D’incao (2004) ao
estudar os estagios de desenvolvimento gonadal de fémeas do camardo-barba-ruca Artemesia
longinaris, capturados no litoral do Rio Grande do Sul. Bell e Lightner (1988) comentam que,
apos a desova, 0s ovos sdo envolvidos por uma substancia que é liberada gracas ao
deslocamento dos granulos para a periferia do citoplasma.

Além das células germinativas, o aparelho reprodutor de fémeas do G. castelnaui é
composto por células foliculares, que estiveram presentes em todos os estagios de
desenvolvimento. Ryan (1967) comenta em seu trabalho que as células foliculares possuem
papel fundamental na maturacdo sincronica dos odcitos, além de serem responsaveis pela
sustentacdo do ovario (KROL et al., 1992).
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No presente trabalho foi observado que as fémeas ainda no processo de maturacao
gonadal e mesmo em repouso apresentaram receptaculos com espermat6foros no seu inteiror,
um indicativo de que o tipo de desova da espécie pode ser parcelada e que as fémeas
provavelmente utilizam os espermatoforos de uma copula anterior para posterior fecundacéo,
caso ndo copule com o macho em uma estagédo reprodutiva.

Com base nos valores obtidos a partir da medida dos didmetros das ceélulas
germinativas e seus respectivos nucleos (Tabela 3), foi possivel verificar que o nacleo ndo
aumenta de diametro na mesma propor¢cdo que o citoplasma durante o desenvolvimento
celular. Corroborando com os resultados obtidos por Castilho (2006), ao estudar a reproducao
do caranguejo Uca na Baia de Antonina no Parand, descreve que os odcitos se diferenciam
pelo aumento do didmetro celular, acimulo de substancias nutritivas no citoplasma,
entretanto, h& uma diminuicdo do ndcleo. Shinozaki-Mendes (2011) explica que essas
variacOes estdo relacionadas ao acumulo de vitelo nas células. Ao comparar a relacdo entre o
didmetro celular e do ndcleo, a autora descreve que o didmetro aumenta, porém ndo se
desenvolvem na mesma proporgé&o.

O nucleo é o centro de comando que controla todas as atividades e fungdes celulares,
enquanto o citoplasma é responsavel pela sintese de proteinas (SCHRAM, 1986). Essa
estrutura foi descrita minusiosamente pela primeira vez, pelo pesquisador Brown (1833), que
caracterizou o formato de acordo com o tecido ou tipo celular em que este se encontra. O
autor reconheceu o ndcleo como componente fundamental das células e o centro de controle
das atividades que ocorrem dentro delas, trazendo todas as informacdes hereditarias que a
celula transmite.

Além do nucleo, foi observado nas células das fémeas de G. castelnaui a presenca na
maioria das vezes de um nucléolo disposto na regido periférica do ndcleo, estrutura de carater
altamente baséfilo, corado pelo método Tricrdmico de gomori (TG). De acordo com Sousa-
Junior et al. (2008) o nucléolo é responsavel pelo inicio da sintese de RNA para formacéo e
deposicédo de proteinas citoplasmaticas.

Sendo assim, tomando como base os resultados encontrados para outras espécies de
caranguejos e aos obtidos no presente trabalho com relagéo ao desenvolvimento das estruturas
corporeas e trato reprodutor das fémeas do G. castelanui, se pode concluir a hipotese de
monofilia dos Brachyura (SCHRAM, 1986).
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5.2 CAPITULO Il

Aspectos reprodutivos de machos do Goyazana castelnaui H. Milne-Edwards, 1853
(CRUSTACEA: TRICHODACTYLIDAE) no semiarido pernambucano

RESUMO: O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de determinar as
caracteristicas de maturidade de machos do caranguejo dulcicola Goyazana castelnaui (H.
Milne-Edwards, 1853). Os individuos possuem simetria bilateral e o aparelho reprodutor é
constituido pelos gonopadios (papilas penianas), pénis, ductos ejaculatorios, vasos deferentes
e testiculos. Foram analisados 31 individuos e os aspectos reprodutivos foram determinados
com base na analise macroscopica das estruturas externas (coloracao do tergo e do abdémen).
Foram identificados sete tipos de coloragdo para o cefalotdrax, que variou de marrom claro a
vinho para individuos de 1,05 e 4,34 cm de Largura de carapaca (LC), respectivamente. As
células germinativas foram classificadas, em ordem de maturacdo, como espermatogonias
(didmetro: 18,15 + 1,77 um), espermatocitos (diametro: 14,4 + 1,39 pm), espermatides
(didmetro: 8,83 £ 0,55 um) e espermatozoides (diametro: 7,58 + 0,55 pum). Houve uma
diminuicdo gradual nos didmetros das células e dos nudcleos (p<0,05), exceto entre as
espermatogonias e espermatocitos, que estatisticamente demonstraram semelhangas (p>0,05).
O testiculo é formado por uma zona germinativa e ductos coletores, que se dirigem ao vaso
deferente anterior. O vaso deferente é subdividido em trés compartimentos; na secdo anterior
estdo presentes os espermatozoides livres; na secdo média, 0 vaso mais espesso contém uma
matriz proteica e comporta 0s espermatozoides que se organizam para posterior formacao dos
espermatoforos, que ocorre no vaso deferente posterior, onde ha acimulo de uma matriz
proteica. O vaso deferente se une ao ducto ejaculatério que libera os espermat6foros por meio
das papilas penianas, de carater muscular. A andlise macroscépica (coloracdo, volume e
formato) e microscopica (presenca de espermatéforos no vaso deferente posterior e ductos)
permitiu classificar quatro estagios de desenvolvimento gonadal: I- Rudimentar/Imaturo; Il —
Em maturagdo/Maturo I; 1l — Maturo/Maturo 1I; IV — Esgotado/Desovado. Baseado na
descricdo do trato reprodutor masculino sugere-se a seguinte classificacdo quanto ao estagio
de maturacdo gonadal: imaturos: auséncia de espermatoforos no vaso deferente posterior; ou
maturos: espermatdéforos presentes no vaso deferente posterior e ocasionalmente no ducto
ejaculatério. No presente trabalho foram encontrados machos do G. castelnaui nos diversos
estagios de maturacdo, inferindo a possibilidade de nao haver segregacao espacial, e de acordo
como o desenvolvimento das células germinativas conclui-se a hipétese de monofilia dos
Brachyura.

Palavras-chave: Ambientes dulcicolas, Brachyura, espermatogénese, reproducao.
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ABSTRACT: Reproductive aspects of males Goyazana castelnaui Milne-Edwards, 1853
(CRUSTACEA: TRICHODACTYLIDAE) in the semiarid pernambucano: This present
study was developed aiming to determine the characteristics the sexual maturity of males
freshwater crabs Goyazana castelnaui (H. Milne-Edwards, 1853). The males have bilateral
symmetry and the reproductive system onsists of the gonopods (papillae penile) of the
gonopods (penile papila), penis, ejaculatory ducts, vas deferens and testicles. The reproductive
aspects were determined on the basis of macroscopic analysis of external structures
(coloration of tergo and abdomen). Seven types of staining were identified for the carapace,
which varied from light brown to wine to individuals in the 1.05 and 4.34 cephalothorax
width (CW), respectively. The germ cells were classified in order of maturity, as
spermatogonia (diameter: 18.15 = 1.77 um), spermatocytes (diameter: 14.4 + 1.39 um),
spermatids (diameter: 8.83 + 0.55 um) and sperm (diameter: 7.58 + 0.55 um). There was a
gradual decrease in the diameter of the cells and nucleus (p<0.05) except between the
spermatogonia and spermatocytes, which statistically showed similarities (p>0.05). The
testicle is formed by a germ zone and collecting ducts that connect to the previous vas
deferens. The vas deferens is divided into three compartments; in the previous section are free
sperm present; in the middle section, the thickest vessel contains a protein matrix and carries
the sperm that are organized for further training of spermatophores, which occurs on the back
vas deferens, where there is accumulation of a protein matrix. The vas deferens joins the
ejaculatory duct that releases the spermatophores through penile buds, muscular character.
The macroscopic (color, volume and shape) and microscopic (presence of spermatophores in
later vas deferens and ducts) allowed to classify four stages of gonadal development: I-
Rudimentary/immature; Il - In maturation/Mature I; 11l - Mature/Mature 1I; IV - Exhausted/
spawned. Based on the male reproductive tract description suggest the following classification
of the gonadal maturation stage: immature: no spermatophores into previous vas deferens; or
mature: spermatophores present in the later vas deferens and occasionally in the ejaculatory
duct. In the present study were found males G. castelnaui in diferents stages os maturation,
inferring the possibility there’s not spatial segregation, and according to the development of
germ cells concludes the monophyletic hypothesis of Brachyura.

Palavras-chave: Frashwater environments, Brachyura, spermatogenesis, reproduction.
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1. INTRODUCAO

Os caranguejos dulcicolas estdo distribuidos por toda regido tropical, subtropical,
regides temperadas da América Cental e América do Sul, Africa, Madagascar, sul da Europa,
Asia e Australia (VON STEMBERG et al., 1999). Seguindo as designacdes taxondmicas
propostas por Cumberlidge (1999), sdo reconhecidas mundialmente de oito a onze familias de
caranguejos dulcicolas viventes. Para o Brasil, Melo (2003) registrou a ocorréncia de duas
familias Pseudothelphusidae e Trichodactylidae, reconhecidas por completar todo seu ciclo de
vida em aguas continentais.

A familia Trichodactylidae H. Milne Edwards, 1853 constitui-se por agregar
caranguejos exclusivamente neotropicais de pequeno a médio porte, que se distribuem desde o
sul do México até a Argentina, sempre em rios da drenagem Atlantica (MAGALHAES,
2003). Séo encontrados associados a locais formados por deposicdo e acimulo de matéria
organica as margens de lagos, rios de planicie, apesar de ocorrerem também em altitudes
superiores a 300 m (MAGALHAES, 1991).

Pertencente a familia Trichodactylidae (MELO, 2003), o Goyazana castelnaui
(H.Milne-Edwards, 1853) é o Unico Brachyura registrado para a Bacia do Pajeu (Silva et al.,
2009). Informacdes a respeito desse grupo na regido Nordeste sdo escassas na literatura,
principalmente em relagdo aos aspectos bioldgicos e ecoldgicos (FREITA, 2013a).

Na lista vermelha de espécies ameacadas da (IUCN) - International Union for
Conservation of Nature, G. castelnaui encontra-se listada como pouco preocupante, pelo fato
de a espécie possuir ampla distribuicdo, populacdo relativamente alta e elevado grau de
tolerancia a modificacdes do habitat (IUCN, 2015), sendo pouco provavel que a populacdo
entre em declinio para ser categorizada como espécie ameacada de extingdo
(CUMBERLIDGE, 2008).

Sobre os aspectos reprodutivos, Hartnoll e Gould (1988) relatam que 0s crustaceos
(caranguejos e siris) apresentam uma grande diversidade nos padrbes reprodutivos e a
compreensdo destes pode facilitar, segundo Litulo (2004 a,b), no entendimento acerca das
estratégias adaptativas, o potencial reprodutivo de uma espécie e sua relagdo com o meio
ambiente.

Durante o processo maturativo, 0S crustaceos passam por um conjunto de alteracfes
tanto morfoldgicas, quanto fisiologicas, nas quais os individuos tornam-se aptos a produzir
gametas, copular, fecundar ou serem fecundados (MANTELATTO e FRANSOZO, 1996).

Dentre outras caracteristicas, a maturidade dos Brachyuras dulcicolas pode ser

determinada com base em analises morfoldgicas, a partir do desenvolvimento de estruturas
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corporeas (MANTELATTO e FRANSOZO, 1997). Sobre estes aspectos, alguns trabalhos que
enfatizam as caracteristicas reprodutivas de machos dos Brachyuros de agua doce tém sido
realizados, incluindo Lui et al. (2000) para Candidiopotamon rathbunae; Davanso (2011)
para Dilocarcinus pagei; Mansur et al. (2002) para D. pagei e Sylviocarcinus australis;
Brandis et al. (1999) para o género Potamon; Freita, (2013); Nunes (2011) e Menezes (2011)
para Goyazana castelnaui.

Trabalhos publicados para o género Goyazana enfatizando a biologia reprodutiva e
aspectos maturacionais das estruturas externas e internas sdo inexistentes, portanto, algumas
literaturas mencionadas ao longo deste trabalho, sdo resultados obtidos a partir de trabalhos de
concluséo de curso, como monografias, dissertacoes e teses.

Diante da importancia do conhecimento e entendimento dos aspectos bioldgicos e
reprodutivos de uma espécie, o presente trabalho objetivou estudar a maturidade sexual dos
machos do Goyazana castelnaui, com relacdo a morfologia e aspectos macroscépicos e
microscopicos, com base na coloracdo das estruturas corpOreas externas, observacdo e

caracterizacdo do aparelho reprodutivo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

A bacia do Rio Pajeu esta localizada entre as coordenadas 07°16°20” e 08°56°01” de
latitude Sul e 36°59°00” e 38°57°45” longitude Oeste (FEITOSA et al.,, 2011), sendo
classificada como a maoir bacia do estado de Pernambuco, juntamente com outros rios que
compdem o estado, possui destacada importancia econémica e social para os habitantes das
cidades por onde margeiam. O rio nasce entre o estado da Paraiba e Pernambuco na Serra da
Balanga, municipio de Brejinho, onde percorre 15 municipios até desaguar no lago de
Itaparica, foz do rio S&o Francisco (APAC, 2013).

A cidade de Floresta localiza-se no estado de Pernambuco e banhada pelo rio Pajet e
estd situada na mesorregido do Sdo Francisco, assim como na mesorregido de Itparica. O
municipio possui uma area de 3.644,2 Km2 e altitude média de 311 m e encontra-se entre as
coordenadas 08°35°55” de latitude Sul e 38°33°50” de longitude Oeste (APAC, 2013).
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2.2 Estratégia amostral

A coleta dos individuos foi realizada mensalmente entre setembro de 2014 e agosto de
2015, em um trecho do rio Pajed, no municipio de Floresta/PE, entre as coordenadas
geograficas: 08°36°02”S e 38°34°05”W (Figura 1).

Figura 1. Localizacdo geografica da area de coleta do Goyazana castelnaui.
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Diferentes tipos de petrechos foram utilizados para captura dos individuos, incluindo
peneiras e pucas com abertura de malha de 12 mm entre nds opostos, além de coleta manual.
As saidas a campo foram realizadas durante o periodo crepuscular e noturno, tendo em vista,
que a espécie possui habito noturno. O esforco amostral foi de aproximadamente trés horas,
com assisténcia de trés coletores, utilizando-se fachos de luz. Todos os individuos coletados
foram dispostos em baldes com &gua e transportados para o laboratorio da Unidade

Académica de Serra Talhada.

2.3 Processamento dos exemplares

Os exemplares coletados foram crioanestesiados por 20 minutos ou até sua
imobilizagcdo (redugdo do metabolismo), a uma temperatura de -10°C. Com base na
identificacdo e classificagdo sugerida por Melo (2003), todos os exemplares foram
identificados e sexados. Os animais encontrados com trés ou mais apéndices ausentes de um

mesmo lado, foram desconsiderados da amostra, quanto ao peso, ndo sendo 0 mesmo
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determinado. Individuos com até dois pereidpodos perdidos foram pesados, onde ao peso total
foi acrescido o peso aferido do pereidpodo simétrico ao perdido. Os caranguejos encontrados
mortos com todos os dados meristicos externos ainda em perfeito estado, foram acrescidos nas
amostras apenas para afericdo das medidas morfométricas.

Em seguida, a regido dorsal da carapaca de cada individuo foi removida para
exposicdo do aparelho reprodutor, que foi dissecado com auxilio de equipamentos de
necropsia, em seguida, tergo (regido dorsal), o abdémen (regido ventral) e o aparelho
reprodutor foram fotodocumentados e observados quanto as caracteristicas macroscopica e

microscopica, respectivamente.

2.4 Andlise macroscopica dos espécimes

Na anéalise macroscopica foram observadas as caracteristicas e aspectos de coloragédo
das estruturas externas (tergo e abdémen). Para o aparelho reprodutor masculino, além da
coloracdo foi observado a textura e espaco ocupado dentro da cavidade cefalotorécica
conforme proposto por Pinheiro e Fransozo (1998); Silva, (2010); Menezes, (2011); Nunes,
(2011). Os diferentes niveis de coloracdo do cefalotérax e do aparelho reprodutor foram
determinados a partir da utilizacdo da escala RGB (Red, Green e Blue), conforme proposto
por Robinson et al. (1995), onde a unido desses trés tipos de cores primarias da origem a

qualquer cor secundéria.

2.5 Analise microscépica das gbnadas

Para analise microscépica o aparelho reprodutor masculino foi clivado em pequenos
fragmentos de aproximadamente 1 cm de comprimento, separando o testiculo do vaso
deferente anterior (VDA), o vaso deferente médio (VDM) e o vaso deferente posterior (VDP).
Os pénis e ductos também foram utilizados na analise, embora ndo tenham sido seccionados
em virtude dos seus tamanhos. O processo de desenvolvimento das células da linhagem
germinativa e seus estagios foram avaliados de acordo com o método descrito por Mantelatto
e Fransozo (1997). Cada item coletado foi individualizado em cassete plastico e fixado em
solucédo de Davidson, durante 24h.

Apbs a fixacdo, os tecidos foram desidratados em série alcodlica crescente,
diafanizados em xilol por 25 minutos e impregnados em parafina a 60°C com dura¢do minima
de uma hora em Estufa Digital (SX 1.0 DTME). Os blocos foram confeccionados em

processador histolégico LUPATEC DP 2010. Depois da inclusdo das pecas, os blocos foram
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modelados com auxilio de um processador histologico (LUPATEC DP 2010) e placas de
chumbo, depois de confeccionados os blocos foram resfriados em temperatura de -10°C.

Cada bloco de parafina foi cortado transversalmente com espessura de 5 pm em
micrétomo rotativo (YD-335, Jinhua Yidi Medical Appliance), em seguida, os cortes obtidos
foram dispostos em laminas e corados pelo método de Azul de Alcian/Periodic Acid Shiff
(PAS), (para deteccdo de glicoproteinas e mucopolissacarideos acidos, corados em tons de
azul), Tricromico de Gomori (evidenciando fibras colagenas e tecido conjuntivo, ambos
corados em verde; epitélio e musculo, corados em vermelho), Hematoxilina-eosina
(evidenciando estruturas basofilas em roxo e aciddfilas em rosa). As técnicas de coloragédo
utilizadas foram adaptadas a partir da metodologia proposta por (TOLOSA et al. 2003 e
JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983). Os diferentes componentes da linhagem germinativa
foram classificados de acordo com a reagdo aos corantes, tamanho, forma e outros aspectos
observados, a partir da obtencdo de imagens utilizando cdmera LEICA ICC50HD, acoplada
ao microscopio do tipo LEICA DM500.

A classificacdo das células germinativas foi determinada com base nos estdgios de
desenvolvimento, formato, composicdo e reacdo aos corantes. Para obtencdo das medidas das
espermatogdnias e espermatécitos foi utilizado o didmetro do citoplasma e do ndcleo. Pela
dificuldade de visualizacdo do citoplasma das células nos estagios espermétides e espermatocitos,

as medidas foram obtidas com base no didmetro do nlcleo e acrossomo.

2.6 Analise dos dados

Foi utilizada a estatistica descritiva quanto a média e o desvio padrdo da média do
diametro de 30 células, correspondente a cada estagio do processo de espermatogenese. Para
avaliar possiveis diferencas estatisticas entre as variaveis, nivel de significancia (p < 0,05) foi
testado, inicialmente, a normalidade dos erros da distribuicdo e a homocedasticidade das
variancias (teste de Shapiro Wilk) (ZAR, 2010). Como as variancias se apresentaram de forma
homogénea e homocedasticas, foi utilizado o teste de comparacdo entre as médias (ANOVA)
seguida do teste de Tukey (ZAR, 2010).



69

3. RESULTADOS

3.1 Maturidade morfoldgica e fisiologica de machos do Goyazana castelnaui

Os machos apresentam abdome triangular ndo recobrindo totalmente os esternitos
tordcicos, com o telson atingindo a base dos maxilipedes. A regido abdominal interna é
constituida por dois pares de gonopdadios (primeiro par de pledpodos), estruturas modificadas

que sdo utilizadas durante a copula (Figura 2).

Figura 2: Exemplar de um macho de G, castelnaui, capturado em um trecho do Rio Pajed-Floresta/PE, entre setembro de
2014 a agosto de 2015.

Com base nas observagdes das alteracbes no padrdo de coloragdo das estruturas

externas dos espécimes, foi possivel agrupar os individuos machos em sete tipos de cores do

cefalotorax, descritas a seguir:

e Tipo | — Exemplares com Largura da carapaca (LC) medindo 2,86 cm: Tergo e
abdémen possuindo coloragdo marrom claro, com uma pequena variagdo em relagdo a
tonalidade pela escala de coloracdo RGB, sendo o tergo: 156-114-79 e esterno, 129-
99-72.

e Tipo Il — Individuo com 3,49 cm de (LC): Tergo com predominéancia de coloragdo
marrom (130-99-54) e abddmen com tonalidades variando de bege (210-163-71) a
amarelo (221-173-80).

e Tipo Il — Individuo com 3,82 cm de (LC): Tergo marrom (110-77-44) e abdémen

com coloragéo variando entre bege escuro (148-116-61) e laranja (140-73-45).
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e Tipo IV — Macho com 3,44 cm de (LC): Tergo cinza escuro (45-32-16) e abddmen
com coloracéo bege escuro (170-131-50) e vinho (79-34-19).

e Tipo V — Individuo com (LC) medindo 3,64 cm: Coloragdo do tergo cinza escuro (30-
19-13) e abddmen variando em tons de bege claro (cor predominante) (222-198-126) e
vermelho claro (166-79-49).

e Tipo VI — Macho medindo 3,65 cm: Tergo marrom claro (128-89-69) e abdémen com
coloragdo variando entre bege escuro (184-130-86) e cor vermelho escuro (159-69-62)
predominante.

e Tipo VII — Individuo com (LC) medindo 3,65 cm: Tergo com predominancia de
coloragdo em tons de vinho (89-47-31) e abdémen possuindo coloragdo vinho intenso
(151-28-38).

Os individuos medindo até aproximadamente 2,5 cm de largura tendem a possuir uma
coloragdo mais clara, ao longo do desenvolvimento a coloragcdo se intensifica, e com
aproximadamente 3,64 cm de largura de carapaca, a coloracdo vinho tende a prevalecer por

toda regido cefalotoracica dos individuos.

3.2 Descricdo macroscopica do trato reprodutor de machos do G. castelnaui

No trato reprodutor masculino foi possivel verificar a simetria bilateral e distinguir
cinco secBes distintas, com caracteristicas peculiares, notoriamente visiveis em individuos
maturos. O trato reprodutor € constituido por um par de pénis, localizados proximo ao 2°
esternito abdominal. Cada pénis encontra-se alocado internamente na base do segundo par de
gonopodios (papilas penianas). Sdo estruturas flexiveis sem exoesqueleto (o0 segundo bem
desenvolvido e o primeiro rudimentar), facilmente visiveis a olho nu. Estas estruturas sao
responsaveis pela conducdo dos espermatdforos contendo os espermatozoides até aos
gonoporos das fémeas. Os pénis se conectam aos ductos ejaculatérios, que estdo ligados aos
vasos deferentes (anterior, médio e posterior) e aos testiculos.

Localizados dorsoventralmente na cavidade cefalotordcica a gbnada dos machos
apresenta formato variavel ao longo do desenvolvimento. No estégio inicial, classificado com
imaturo, 0s espécimes apresentam a gonada com formato semelhante a uma letra “U”
invertida. Ja os individuos classificados como maturos possuem um formato que lembra uma
letra “H”. Os testiculos sdo formados por dois tubulos seminiferos enovelados, interligados
por uma fina comissura de dificil visualizacdo a olho nu. Encontram-se localizados abaixo do

hepatopancreas, na porcao posterior do intestino anterior. Posterior aos testiculos originam-se
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o0 vaso deferente anterior (VDA) formado por tdbulos delgados e de comprimento reduzido,
quando comparado as demais estruturas. Por sua vez, o (VDA) converge para a por¢do do
Vaso deferente médio (VDM), constituido por ductos mais delgados e entrelagados que
desembocam no Vaso deferente posterior (VDP), estrutura de formato tubular muito
enovelado, com ductos contorcidos e visiveis a olho nu. Na por¢édo posterior ao (VDP) estéo
localizados os ductos ejaculatérios (DE), segmentos da via excretora dos testiculos.
Morfologicamente constituem um par de estruturas delgadas, localizados na regido proximal

ao 1° par de pereiopodos (Figura 3).

Figura 3: Representacdo do trato reprodutor dos machos de G. catelnaui capturados em um trecho do Rio Pajed-Floresta/PE,
no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015. Legenda: Testiculo (TES), Vaso deferente anterior (VDA), Vaso deferente
médio (VDM), Vaso deferente posterior (\VDP), Ducto ejaculatério (DEJ).

3.3 Descricdo Microscopica do Trato Reprodutor dos machos de G. castelnaui

O trato reprodutor masculino é subdividido em secdes distintas, formado pelos
testiculos, contendo todas as células da linhagem germinativa (espermatogdnias,
espermatdcitos, espermatides e espermatozoides) e os ductos deferentes (anterior, médio e
posterior), envolvido na formacdo dos espermatéforos. A formacdo dos espermatozoides
(espermatogénese) ocorre pela diferenciacdo das células reprodutivas masculinas ao longo do
testiculo. Microscopicamente, foi observado o processo de espermatogenese em todos 0s
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espécimes, e com base nas analises dos componentes germinativos e somaticos presentes no

trato reprodutor dos machos do G. castelnaui, foi possivel classificar os seguintes segmentos:

TESTICULOS (T) (Figura 4 A): Os testiculos sdo 6rgdos tubulares enovelados e encontram-
se envolvidos por uma fina camada de epitélio pavimentoso simples. Adjacente a estes
tibulos, encontram-se os l6bulos (acinos), sdo estruturas com formas e tamanhos variados
ligados entre si. Os &cinos também sdo envolvidos individualmente, por uma fina camada de
epitélio pavimentoso simples. Microscopicamente, toda a extensdo testicular é constituida por
células germinativas e atividade espermatogénica, bem como, por células responsaveis pelo
processo de divisdo ao longo do desenvolvimento (células de Sertoli). Esta regido apresenta
células germinativas de diversos tamanhos situadas no limen de cada acino. A maioria deles
apresentou um Unico estagio de desenvolvimento celular, apenas em alguns &cinos,
principalmente na regido periférica, observou-se a formacdo de ductos coletores contendo
espermatozdides. Essa regido do trato reprodutor masculino reagiu positivamente ao método
Tricrdmico de gomori (TG), possibilitando a caracterizagcdo dos componentes somaticos e do

desenvolvimento maturativo das células germinativas.

CELULAS DE SERTOLI (CS) (Figura 4 B): Sdo encontradas formando aglomerados entre as
células germinativas, bem como, formando um envoltério em torno dos acinos durante todo o
desenvolvimento celular. Sdo células de formato e comprimento variados, geralmente
ovaladas ou aplanadas. O ndcleo apresenta-se com cromatina uniformemente dispersa (pouco
condensada), sendo corada em azul purpura, demonstrando reacdo positiva ao corante
Tricromico de Gomori (TG). O citoplasma ndo foi bem evidenciado em resposta a reacédo do

corante utilizado.

ESPERMATOGONIAS (EPG) (Figura 4 C): Diametro de 18.15 + 1.77 pm. Um aglomerado
de espermatogébnias foi observado preenchendo alguns acinos. S&o as maiores celulas da
linhagem germinativa, onde a principal caracteristica é a existéncia de um citoplasma escasso
e nucleo eminente, com cromatina periférica e pouco condensada (setas brancas), exibindo
fraca reagdo basofilica pelo método Hematoxilina-eosina (HE). Contudo, parece ocorrer um
processo de divisdo celular, anterior ao estagio de formacdo dos espermatocitos, pois ha
células germinativas com cromatina mais condensada e reacdo basofilica mais intensa, pelo
mesmo método de coloracdo. O citoplasma demonstrou uma rea¢do ainda mais fraca ao

corante, exibindo pouco acumulo de proteinas.
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ESPERMATOCITOS (EPC) (Figura 4 C): Diametro de 14.4 + 1.39 um. Ap6s a profase
meidtica, as espermatogbnias se transformam em espermatocitos. Neste estagio de
desenvolvimento as células formam ninhos que preenchem os acinos em sua totalidade.
Apresenta-se com citoplasma mais evidente que 0 estagio anterior, pois a cromatina que
compde o nucleo tende a se condensar e nucleo conspicuo, apresentanado carater basofilico
com forte reagdo ao corante Hematoxilina-eosina (HE). O nlcleo ndo apresenta contorno bem
definido, a sua conformagdo tem aparéncia de um “ourigo”, que por sua vez, se dirige para

regido central (setas brancas e contorno preto).

ESPERMATIDES (EPT) (Figura 4 D): Didmetro de 8.83 + 0.92 um. Como resultado da
meiose, as espermatides, sdo menores que as células anteriormente descritas. Apresentam
nucleo de dimensdes reduzidas. Exibe uma regido acidofila, provavelmente para formacgédo do
acrossomo e outra basdéfilica correspondente ao nucleo, corando-se em azul puarpura, pelo

método Ticrémico de Gomori (TG).

ESPERMATOZOIDES (EPZ) (Figura 4 E e F): Didmetro de 7.58 + 0.55 um. Ap0s o0 estagio
em que as células se transformam em espermatides, elas se diferenciam em espermatozoides e
sdo as menores células da linhagem germinativa. Esse processo € denominado de
espermiogénese, as células sofrem uma sequéncia de alteracdes, até se transformarem em
espermatozoides maturos (Figura E). Os espermatozoides com formato esférico sdo
constituidos por um acrossoma altamente basofilico e citoplasma acidofilo, com alto teor

proteico, corados pelo método Tricrémico de Gomori (TG).
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Figura 4: Fotomicrografias de sec¢fes do trato reprodutor masculino de G. castelnaui. A - Testiculo: demonstracdo dos
diferentes estagios do desevolvimento das células germinativas. B — destaque para as células de sertoli (CS), que circundam
0s acinos contendo as células germinativas (setas pretas). C — Secdo dos testiculos com &cinos contendo espermatogdnias
(EPG) e epermatdcitos (EPC). D — se¢do do trato contendo células do pendltimo estagio de desenvolvimento das células
germinativas, as espermatides. E — secdo do testiculo contendo espermatozoides em maturagdo (setas) e destaque para
espermatozéides maturos (contorno). Barra de escala: 50 um. F — demonstracdo de uma secéo dos testiculos contendo apenas
espermatozoides maturos (setas brancas e contornos em preto). (C e F): Coloracdo Hematoxilina-eosina (HE). (A, B, D e E):
Coloragéo: Tricrdmico de Gomori (TG).
Ry

VASO DEFERENTE ANTERIOR (VDA) (Figura 5): As células que revestem a luz desta
secdo sdo cubicas com tendéncia a cilindrico simples. As células que compdem esse epitélio
apresentam nucleo esférico ou aproximadamente esférico e basal. O citoplasma dessas células
reagiu positivamente a Hematoxilina-eosina (HE) corando-se em rosa, ja o nicleo com caréater
basofilo reagiu intensamente ao corante, corando-se em azul puarpura. Essas células possuem
vacuolos responsaveis pela secre¢cdo que ird compor a matriz espermatoforica, substancia

constituinte do espermatéforo. No lumen de cada vaso deferente observam-se 0s
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espermatozdéides envolvidos por uma secrecdo de carater acidofila, de aparéncia gelatinosa,
que garante a fluidez.

Figura 5: Fotomocrografia do trato reprodutor masculino do G. castelnaui, destaque para a se¢do do vaso deferente anterior
contendo um aglomerado de espematozoides livres imersos em secrecédo gelatinosa. Coloragdo: Hematoxilina-eosina (HE).

VASO DEFERENTE MEDIO (VDM) (Figura 6 A, B, C, D): Esta por¢io do aparato
reprodutor masculino é constituida por ductos com formatos e tamanhos variados. Os
espermatozéides estdo agrupados dentro dos espermatoforos no inicio de formacdo, nao
apresentando tamanho e formato definidos (Fig. A). Nessa regido mediana do vaso 0S
espermatoforos encontram-se imersos a uma matriz espermatoforica, provavelmente secretada
pelo epitélio (Fig. 7 B). As células que revestem essa se¢do possuem conformacédo cibica com
nacleos esféricos, e cilindrica com nucleos aplanados, a maioria das células possui ndcleo de
posicionamento basal, embora possam ser observados em posicdo apical ou medial, reagindo
positivamente ao método Azul de Alcian/PAS (Fig. B e C). Ainda na regido mediana do vaso
é possivel observar conjuntos de espermatéforos em formacgdo, contendo espermatozoides
maturos dispostos em uma secre¢do de carater basofilo e corados pelo método Hematoxilina-
eosina (HE) (Fig. D).
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Figura 6: Fotomicrografias do vaso deferente médio (VDM) do G. castelnaui. A: destaque para os ductos com formato e
tamanho irregular. Na luz de cada ducto estdo os espermatdforos em formagdo (ETF), contendo espermatozdides em seu
interior. Coloragéo: Azul de Alcian/(PAS). Barra de escala: 200 um. B e C: Secdo do vaso deferente médio com destaque
para luz (L) do ducto, preenchida pela matriz espermatoférica (ME), secretada pelo conjunto de células clbicas e cilindricas.
Coloragéo: Tricromico de gomori (TG). D — Se¢do do ducto com destaque para os espermat6foros (EPT) em formacéo (setas
pretas a esquerda), contendo um aglomerado de espermatozoides em seu interior (setas brancas a direita). Coloraca:

VASO DEFERENTE POSTERIOR (VDP) (Figura 7 A, B e C): Sec¢éo originada na porcao
final do vaso deferente médio. Caracterizada por conter uma fina camada de epitélio simples
pavimentoso com nucleos totalmente aplanados e com carater basofilo (asterisco), reagindo
positivamente ao corante Hematoxilina (HE), corando-se em azul purpura. Entretanto, essa
conformacdo celular € caracteristica de uma se¢do em que o limen encontra-se repleto de

espermatdforos, nessa regido grande parte deles tém o formato esférico (Fig. A).

ESPERMATOFOROS: De carater proteico, demonstrando reagdo positiva ao corante
Hematoxilina-eosina (HE), compreende uma estrutura formada por uma capsula acelular.
Embora a maioria dos espermatoforos tenha formato esférico, alguns possuem o formato
indefinido (Fig. B). Os espermatozdides contidos nos espermatoforos, totalmente formados e
com contornos definidos, demonstraram ser bastante acidofilos, corando-se em rosa,

juntamente com o limen, pelo método Hematoxilina-eosina (HE).
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Ainda no vaso deferente posterior (VDP) foi observado acimulo de duas substancias,
uma alcianofilica e outra PAS-positiva, em uma se¢do do vaso deferente posterior, com
caracteristica de pos liberacdo dos espermatotoros. Provavelmente, uma das secrecoes,
denominada de matriz espermatofdrica (ME), foi secretada pelo epitélio e a outra substancia é
a que compde os espermetaforos, possivelmente liberada para garantir a fluidez dos
espermat6foros pelo ducto ejaculatério. Apds a copula, a camada que envolve o limen é
composta por um tecido epitelial formado por células aproximadamente cubicas e ndcleos

com tendéncia esfeérica (Fig. C).

Figura 7: Fotomicrografias do vaso deferente posterior do G. castelanui. A — Destaque para se¢do do vaso repleta de
espermatoforos, a maioria deles com formato circunférico e um epitélio compacto formado por um tecido epitelial simples
pavimentoso e nucleo bastante aplanado. B — Destaque para os espermat6foros (EPT) completamente formados envolvendo
um aglomerado de espermatozoides em meio a uma secrecdo de carater altamente acidéfilo. C — Secdo de um vaso deferente
posterior com caracteristica de pés-liberagdo dos EPT, em destaque encontram-se o tecido epitelial colunar simples (ECS),
com nucleos com tendéncia esférica e limen composto por duas matrizes espermatoféricas (ME), uma rosa e outra azulada.
Figura A e B: Coloragdo: Hematoxilina-eosina (HE). Figura C: Coloracéo: Azul de Alcian/(PAS).

DUCTO EJACULATORIO (DE) (Figura 8): Externamente, este 6rgdo é formado por uma
camada de epitelio pavimentoso simples (EP), corado em azul pdrpura pelo método
Tricrémico de gomori (TG), abaixo desse epitélio, pode ser observado uma espessa camada de
tecido muscular (TM), corado em vermelho pelo corante. A luz do ducto é envolvida por uma
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camada de epitélio colunar, nessa regido foi possivel observar um espermatéforo (EPT)

envolvido por uma secregéo corada em roxo.

Figura 8: Fotomicrografia demonstrando o ducto ejaculatério do G. castelanui. Em destaque, pode ser observada uma
espessa camada de tecido muscular (TM), envolvido por um epitélio pavimentoso simples (EP), logo abaixo, encontra-se uma
camada de epitélio colunar (EC), e na regido mais interna, observa-se a luz do ducto, contendo um espermatéforo envolvido
por uma secre¢do. Coloragdo: Tricrdbmico de Gomori (TG).

PENIS (P) (Figura 9): ducto ejaculatério, o pénis é outro orgio responsavel pela passagem
dos espermatdforos, até o canal vaginal das fémeas, auxiliado pelo gonopddio. Formado por
uma espessa camada tecidual, o pénis é constituido por uma extensa camada de tecido
muscular (TM), corado em rosa pelo método Tricrdmico de gomori (TG) e outra de colageno,
corada em uma verde claro pelo mesmo método. A luz do tecido muscular foi possivel
observar alguns espermatozéides (EPZ) livres em meio a uma secre¢do. A cavidade mais
externa do Orgdo é constituida por um epitélio colunar (EC) e outro pseudo-estratificado
(EPE).
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Figura 9: Corte transversal do pénis, com destaque para o tecido muscular (TM), coldgeno (CLG), Luz (L) do 6rgdo
contendo secre¢do e espermatozoides (EPZ) livres, epitélio pseudo-estratificado (EPE) e outro colunar (EC) na cavidade mais
externa. Coloragdo: Tricromico de gomori (TG).

3.4 Classificacdo macro e microscopica do aparelho reprodutor masculino do Goyazana

castelnaui

A classificacdo dos estagios macroscopicos se deu a partir dos aspectos de coloracéo,
textura e volume ocupado na cavidade cefalotordxica. Ao longo da ontogenia, o trato
reprodutor masculino do G. castelnaui acompanha o desenvolvimento das demais estruturas
corporeas, embora o0s vasos deferentes (médio e posterior) aparentemente possuam um
desenvolvimento mais acentuado, quando comparados aos testiculos e vaso deferente anterior.
Para cada estagio de desenvolvimento, o trato reprodutor masculino possui caracteristicas
distintas, e com base nesses aspectos foi possivel classificA-los em quatro estagios
macroscopicos: A — Rudimentar, B — Em maturacdo, C — Maturo e D — Esgotado. Analisando
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0s estagios de maturagdo microscépica, foram considerados imaturos, os individuos que nao
apresentaram espermatdéforos no vaso deferente posterior ou nos ductos ejaculatorios. Os
individuos que apresentaram espermatoforos no vaso deferente posterior e ocasionalmente nos
ductos ejaculatorios foram considerados maturos.

Analisando a relagdo entre as caracteristicas macroscopicas e microscopicas do trato
reprodutor masculino, foi possivel diferenciar os seguintes estagios (Figura 10):

Estadgio macroscopico A (Rudimentar), analogo ao estdgio microscopico “imaturo”: a
gbnada é maleavel e lisa, apresenta coloracdo branco opaco (183-165-118) e formato de “U”
invertido. Neste estagio é possivel distinguir com bastante dificuldade apenas a seccdo dos
testiculos, ja os vasos (anterior, médio e posterior) encontram-se na fase inicial de
desenvolvimento, ndo sendo possivel distingui-los a olho nd. Microscopicamente 0 vaso
deferente posterior é formado por tecido epitelial cercado por um envoltério de células
clbicas e aplanado, visivelmente bem organizado. A luz do vaso deferente posterior é
constituido por uma matriz espermatoférica, provavelmente secretada pelo epitélio. Nesse

estagio, ndo foram encontrados espermatoforos.

Estagio macroscopico B (Em maturacdo), equivalente ao estadgio microscépico
“maturo I”, com aspecto pouco rigido, a gonada apresenta-se mais desenvolvida que o estagio
anteriormente descrito. Os testiculos passam a ocupar um maior espaco dentro da cavidade
cefalotoracica, onde os tabulos seminiferos comegam a tomar forma de um novelo entrelacado
com aspecto branco opaco (207-190-165). Nesse estagio, dificilmente se consegue diferenciar
o vaso deferente anterior do médio, jA no vaso deferente posterior é possivel observar um
notavel desenvolvimento, coloragdo branco gelo (164-152-128), apresentando uma regido
enovelada formada pelos ductos contorcidos. Pode ser obrservado notoriamente a luz do vaso,
a presenca de duas matrizes espermatoforicas, revestindo a luz do (VDP), ha um epitélio
simples, formado por células planas. Nesse estagio, € possivel observar a presenca de raros

espermatoforos com espermatozoides em seu lumen.

Estagio macroscopico C (Maturo), andlogo ao estadgio de desenvolvimento
microscopico “maturo 117, nesse estagio ¢ possivel distinguir, a olho nu, todas as secgdes que
compdem o trato reprodutor masculino. Bem desenvolvido, apresentando rigidez e aspecto
rugoso, a gonada passa a preencher todo o espago da cavidade cefalotoracica. Os vasos
deferentes (médio e posterior) tém um maior incremento, quando comparado ao vaso
deferente anterior e aos testiculos. Entretanto, a gbnada ainda possui uma conformacao que

lembra uma letra “U”. Os testiculos e vaso deferente anterior possuem uma coloragao
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esbranquicada (188-165-97) e (195-187-145), respectivamente. Embora, as coloragdes dos
vasos deferentes (médio e posterior) também sejam muito proximas, pela escala RGB foi
possivel diferencid-las. O vaso deferente médio apresentou a cor predominante bege (153-
133-65) e vaso deferente posterior, bege claro (162-151-105). Microscopicamente a regido do
vaso deferente posterior apresenta caracteristicas proximas ao estagio anterior, entretanto,

encontra-se repleto de espermatdforos envolvidos pela matriz.

Estagio macroscopico D (Esgotado), equivalente ao estagio “esvaziado”, a gonada
possui aspecto flacido e coloragcdo branco gelo (197-170-121), todas as seccBes facilmente
observadas no estigio anteriormente descrito, dificilmente sdo distinguidas neste estagio.
Apenas os testiculos sdo visualizados, embora o aspecto enovelado ndo tenha sido
visualizado. Devido a flacidez observada principalmente nas duas extremidades superiores
dos testiculos, o formato que lembra uma letra “U” descrito nos estagios anteriores nao ficou
tdo evidente. Microscopicamente, a regido do vaso deferente posterior apresenta um tecido
epitelial simples. As células apresentam uma pequena desorganizacdo, no lumen os

espermatdforos contendo 0s espermatozoides, sdo pouco frequentes.
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Figura 10: Classificacdo macroscdpica e microscopica dos estagios gonadais de machos de G. castelnaui capturados no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015, em um
trecho do Rio Pajel — Floresta/PE.
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Com base nas andlises dos diferentes tipos de coloracdo dos tergos, abdémen e
gbnadas dos machos de G. castelnaui foi possivel observar forte relacdo entre as estruturas
externas e internas, ou seja, as mudancas nos padrdes de coloracdo acompanha o
desenvolvimento dos individuos. Quando imaturos, 0s espécimes apresentam uma coloragédo
marrom claro nos tergitos e tons que variam de bege a amarelo claro nos esternos, ja a gbnada
em processo inicial de maturacdo apresenta coloracdo esbranquicada. No estdgio em
maturacao, os individuos apresentam os tergos em tons de marrom a roxo e abdémen com
coloracdo variando entre amarelo e vermelho, ja a gbnada, um pouco mais desenvolvida,
possui coloragdo branco opaco. Os espécimes classificados como maturos, possuem entre 0s
tergitos e abdémen coloracdo predominantemente roxa, a gonada totalmente desenvolvida,
apresenta diferentes padrdes de cores, variando em tons de branco a bege, entre as secgoes.
No estagio classificado como rudimentar, os individuos apresentaram o mesmo tipo de
coloracdo anteriormente descrita. Sendo assim, na analise macroscopica das gbnadas 0s
individuos classificados no estagio “Rudimentar ou pouco desenvolvido”, apresentaram
coloragao da carapaga do “Tipo I e II”. Individuos com colorag¢do da carapaga do “Tipo III,
IV, V”, foram classificados na andlise macroscopica da gonada como “Em maturagdo”. Por
fim, machos classificados como “Maturos” ou esvaziados apresentaram coloragdo da carapaca
do “Tipo Ve VII”.

Tabela 1. Correlagdo entre a coloracdo das estruturas externas e analise macroscopica das génadas de machos do G.
castelnaui, capturados em trecho do rio Pajed, municipio de Floresta/PE, entre setembro de 2014 a agosto de 2015.

COLORACAO DA CARAPACA ANALISE MACROSCOPICA DA GONADA

TIPO I, Il RUDIMENTAR ou POUCO DESENVOLVIDO
TIPO I, IV, V EM MATURACAO
TIPO VI, VII MATURO

3.5 Diametros das células germinativas

Ao longo do processo de maturagdo das células germinativas houve uma diminuigdo
gradual nos diametros das células e dos nucleos (p<0,05). Como caracteristica das células
masculinas existe uma tendéncia dos diametros das celulas e dos nucleos reduzirem
consecutivamente ao longo do desenvolvimento celular (Fig. 13). Por apresentar diametros

com tamanhos aproximados, as espermatogdnias com diametro da célula (max.: 21,7 e min.:
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14,02) e nucleo (max.: 16,44 e min.: 10,92) e espermatdcitos com diametro da célula (max.:
20,1 e min.: 15,18) e nucleo medindo (max.: 12,71 e min.: 7,1) demonstraram ser semelhantes
estatisticamente (p>0,05). Os demais estdgios diferiram estatisticamente (p<0,05). As
maiores diferencas observadas foi com relacdo ao diametro dos estagios anteriormente
descritos e o0s estagios germinativos, espermatides com didmetro da célula (méax.: 10,46 e
min.: 7,15) e do acrossomo (max.: 14,27 e min.: 4,12) e espermatozoides (méax.: 8,56 e min.:
6,63) e do acrossomo (méx. 2 e min. 1,04) sdo as menores células da linhagem germinativa.
Quanto a relacdo Nucleo x Citoplasma foi observado que as espermatogbnias e
espermatocitos sdo maiores que as demais células da linhagem germinativa, com ndcleo
proporcionalmente maior. Ao longo do desenvolvimento germinativo, os didmetros das
células e dos nucleos diminuem proporcionalmente. Em contrapartida, com a redugdo no
didmetro da célula, ha uma maior concentracdo de citoplasma, de acordo com cada estagio de

desenvolvimento maturativo (Tabela 2).

Tabela 2. Representagdo dos diferentes diametros (média + desvio padréo) das células germinativas masculinas e dos
nucleos, em pum, e a relacdo percentual entre essas duas médias, ao longo do estagio de desenvolvimento das células
germinativas, encontrados para o G. castelnaui, capturado em um trecho do Rio Pajel-Floresta/PE. Legenda: (D.C) Diametro
da célula, (D.N) Diamtetro do nucleo, (D.A) Didmetro do acrossomo, (EPG) Espermatogbnia, (EPC) Espermatdcito, (ESP)
Espermétide, (EPZ) Espermatozoide.

ESTAGIOS N D.C DN D.N/D.C (%)
EPG 30 18.15 £1.772 13.53 £ 1.20% 74.55
EPC 30 14.4 £ 1392 9.84 +1.36° 68.33

ESTAGIOS N D.A DN D.N/D.A (%)
EPT 30 8.83 £ 0.920 5.65 £ 0.75¢ 63.99
EPZ 30 7.58 £0.55° 1.48 £ 0.254 19.53

*Letras diferentes entre as médias apresentam diferencas significativas, utilizando ANOVA seguida do teste de Tukey
(p<0.05) para comparagdo entre médias. As células e nicleos forma analisados separadamente.

4. DISCUSSAO

O estudo morfofisioldgico das gonadas do G. castelnaui é de grande relevancia para o
embasamento de estudos com relagdo as suas caracteristicas reprodutivas. Na visdo de Krol et
al. (1992), os trabalhos concernentes a biologia reprodutiva sdo cruciais para 0 conhecimento
e entendimento do ciclo reprodutivo dos crustaceos.

A morfologia do abdémen de machos do G. castelanui observada no presente trabalho,
segue um padrdo para os Brachyura que habitam ambientes dulcicolas. Darim (2007) ao

estudar a maturidade morfoldgica do Dilocarcinus pagei e Mansur (2005) ao analisar o
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crescimento relativo de D. pagei e do Sylviocarcinus australis observaram alteracfes
abdominais em ambas as espécies. Esses autores relataram que nos individuos machos o
abddmen se desenvolve o suficiente para abrigar totalmente os pares de gonopodios.

Com base nos aspectos de coloracdo das estruturas externas (tergitos e abddémen), a
espécie estudada apresentou sete diferentes tipos de coloragdo ao longo do desenvolvimento,
onde os individuos classificados como jovens apresentaram um aspecto de coloracdo entre
marrom claro a bege, enquanto que os adultos apresentaram uma coloragdo roxa. Alguns
trabalhos pioneiros fazendo mencdo a maturidade morfologica das estruturas externas para
crustaceo foram realizados por Gifford (1962) e Fischer et al. (1978). Estes autores relatam
que as mudancas ocorridas nos padrdes de coloracdo da carapaca de caranguejos ocorrem em
decorréncia a ovulagdo sofrida pelas fémeas, essas alteragdes podem ser observadas também
nos machos, principalmente no periodo reprodutivo.

Ra’anan e Sagi (1985) ao observar diferentes padrdes de coloragdo dos quelipodos de
machos de Macrobrachium rosenbergii. O autor relata que machos adultos podem ser
facilmente separados dos demais, pela mudanca de coloragdo observada nos quelipodos. Um
estudo mais recente foi realizado por Moraes-Riodades e Valenti (2004) que descreveu a
separacdo de morfotipos de machos da espécie Macrobrachium amazonicum com base na
analise de coloracdo e morfologia das estruturas externas.

Analisando os aspectos reprodutivos do Cardisoma guanhumi Silva e Oshiro (2002)
observaram uma variacdo de coloracdo da carapaca dos espécimes. Para os machos, eles
definiram trés padrBes de coloracdo, estabelecidos de acordo com as seguintes caracteristicas:
Padrdo | — juvenis, coloracdo marrom amarelada e roxo claro; Padrdo Il — transi¢do, coloracdo
roxa escura; Padrdo Ill — adutlos, coloragdo azul lavanda. Enquanto que, Gifford (1962) ao
descrever a variacdo de coloracdo da carapaca em guaiamuns, relata que esses padrdes de
cores sdo determinados por diferentes combinacGes de efeitos a presenca de pigmentos na
carapaca e cromatdforos da epiderme. De acordo com este autor, a presenca de pigmentagdo
varia de acordo com o estagio de desenvolvimento dos espécimes, onde os individuos adultos
podem ser diferenciados dos juvenis pela pigmentacdo mais expressiva, em decorréncia do
aumento dos cromato6foros da epiderme.

Perdigdo et al. (1995) ao compararem 0s pigmentos carotenoides das carapagas de
crustaceos, verificaram um alto teor desses pigmentos na carapaca do G. cruentata atribuindo-
Ihes uma coloracdo amarela e vermelha.

A maturacdo gonadal atraves da analise macroscopica e/ou microscopica vem sendo
utilizada por diversos autores para o conhecimento da biologia reprodutiva, técnicas de

manejo e manutencdo de diversos grupos de crustaceos. As pesquisas realizadas nesse ambito
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ddo enfoque principalmente as espécies de importancia econdmica que habitam ambientes
estuarinos e marinhos, com destaque para: Farfantepenaues paulensis (Worsmann e Sesso,
1977), Callinectes sapidus (MILLIKIN e WILLIAMS, 1984); (PEIXOTO et al., 2002),
Panulirus japonicus (Von Siebold, 1824) (MINAGAWA e HIGUCHI, 1997), Callinectes
danae (Smith, 1869) e Callinectes ornatos (Ordway, 1863) (KEUNECKE, 2006), Ucides
cordatus (Linnaeus, 1763) (CASTILHO, 2008; LINHARES, 2010), Cardisoma guanhumi
(Leitrelle, 1825) (BATISTA —LEITE, 2005; SHINOZAKI-MENDES, 2011a,b). Ao estudar a
morfologia do aparelho reprodutor destas espécies, estes autores descreveram em Seus
trabalhos a caracterizacdo maturacional das gonadas ao longo do seu desenvolvimento, com
base nos aspectos de coloragdo formato e espaco ocupado na cavidade cefalotorécica.

Para os ambientes dulcicolas, poucos sdo os trabalhos que abordam a biologia
reprodutiva de crustaceos com base no desenvolvimento das estruturas externas, utilizando
procedimentos histologicos. Os trabalhos que foram encontrados na literatura reportam o tema
acima descrito para camarfes e caranguejos, com destaque para: Sylviocarcinus pictus (H.
Milne Edwards, 1853) (SILVA et al., 2012,); Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862)
(CHAVES e MAGALHAES, 1993; SILVA et al., 2009a,b); Dilocarcinus pagei (Stimpson,
1861) (TADDEI e HERRERA, 2010); Sinopotamon yangtsekiense (Bott, 1967) (CHEN et al.,
1994); Macrobrachium rosembergii (MARTINS et al., 2007); Macrobrachium jelskii (Miers,
1877) e Macrobrachium brasiliense (Heller, 1868) (TADDEI, 2006); Potamonautidae
(Cumberlidge,1999).

Trabalhos publicados que descrevam a morfologia do aparelho reprodutor masculino
do G. castelnaui sdo escassos na literatura, embora Nunes (2011) tenha realizado um breve
estudo descrevendo as caracteristicas macro e microscopica para esta espécie. Os demais
trabalhos encontrados (Menezes 2011; Freita, 2013) abordam apenas o aparelho reprodutor de
fémeas.

O aparelho reprodutor masculino consiste em um par de testiculos, um par de vasos
deferentes, dois pares de gonopodios e um par de pénis, assim como descrito Krol et al.
(1992); Diaz et al. (2002); Garcia e Silva (2006) para outros grupos de decapodos e
semelhante ao reportado por Hinsch, (1988); Leme (2005); Lima e Oshiro (2006); Castiglioni
et al. (2007); Keneucke et al. (2009); Souza e Silva (2009) para Brachyura em particular,
corroborando com os resultados reportados no presente trabalho para os machos de G.
castelanui.

Ainda sobre a morfologia do aparelho reprodutor masculino do G. castelnaui, Nunes
(2011) descreve que a espécie em questdo apresenta o trato reprodutor em forma de “U”

invertido em todos os estagios de desenvolvimento, corroborando com o padrdo encontrado
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neste trabalho, embora tenha sido observada uma pequena variagdo na conformacdo da
gonada ao longo do desenvolvimento. O formato anteriormente descrito foi mais bem
visualizado no estagio macroscopico ‘“rudimentar” equivalente ao estdgio “imaturo”
observado macroscopicamente. Porém, nos demais estagios de desenvolvimento o aparelho
reprodutor do G. castelnaui, em especial os testiculos, apresentam um sucinto alongamento na
regido superior mudando um pouco sua conformacéo, contudo, o formato de “U” prevalece.
Diferentemente, do padrdo descrito para os machos de Cardisoma guanhumi Shinozaki-
Mendes (2011), G. cruentata (Garcia e Silva, 2006), A rubripes (Santos et al. 2009) e Eriphia
verrucosa (Erkan et al. 2009), Ucides cordatus (Mota-Alves, 1975).

Como a gonada possui conformagdo que lembra um letra “U” invertida, existe uma
comissura conectando a regido direita e esquerda que constitui o aparelho reprodutor
masculino. Em discordancia, Johnson (1980) ao analisar histologicamente o aparato
reprodutor do Callinectes sapidus e Garcia e Silva (2006) ao estudar a morfologia dos
testiculos e vasos deferentes do G. cruentata comentam que nao foi observado nenhum tipo
de comissura que interliga uma estrutura a outra. Esta estrutura foi descrita por Shinozaki-
Mendes (2011) como um ligamento capaz de manter a sincronia de desenvolvimento
maturacional entre as gonadas, entretanto, ndo foi observado nenhum tipo de relagcdo entre
esta estrutura e o desenvolvimento da gbnada do G. castelnaui, aparentemente os individuos
maturos ndo apresentaram diferencas entre a gdnada esquerda e direita.

A andlise macro e microscépica das gbnadas permitiu agrupar os espécimes em quatro
estagios de desenvolvimento, onde a classificacdo se deu a partir das diferencas entre o padrao
de coloracdo e conformacdo das gonadas. Essas alteracfes foram observadas no aparelho
reprodutor de outros Brachyiura, Wielgus-Serafinska (1976) ao analisar as mudancas
morfologicas e histologicas das génadas masculinas de Orconectes limosus, observou que as
gbnadas dos individuos maturos possuiam como principal caracteristica a cor branca leitosa, e
logo apos o ato da copula, essas estruturas tornaram-se transparentes.

Quanto a determinagéo dos estagios de maturagdo com base nos aspectos de coloragédo
das gonadas, ha certo grau de incerteza durante a classificacao, pois a intensidade da cor pode
variar em diferentes tonalidades dependendo da espécie, entretanto, na maioria dos trabalhos
que descrevem as células germinativas e 0s componentes somaticos possuem certo grau de
semelhanca. Na literatura, os trabalhos que descrevem o desenvolvimento das génadas de
machos de Brachyura com relacdo a coloragdo sé@o bem aproximados, embora os estagios de
maturacdo variam (Tabela 3). Devido a esta dificuldade, Peixoto et al. (2003) recomenda que
seja adotada uma escala de cor de conhecimento mundial, a qual permita padronizar essa

denominacao.
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Tabela 3: Lista dos diferentes estagios de desenvolvimento gonadal, determinada para algumas espécies de Brachyura,
descritas por alguns autores. *Legenda: NV — Nao visualizado; NC — Nao classificado

ESPECIES ESTAGIOS REFERENCIAS
Govazana castelnaui Branco Branco opaco Bege Branco gelo Presente trabalho
I I m v
Ucides cordatus NV Transparente Esbranquicada Branco N.C Transparente CASTIGLIONI, 2013
I I m v v VI
Armases rubripes NV Transparente  Transparente  Branco NC LIMA etal 2006
I I m Y VI
Sylviocarcinus pictus Transparente  Esbranquigada Branco  Leitoso SILVA etal 2012
I I m VI
Goniopsis crusntata NV Branco leitoso MOURA e COELHO, 2004
I I
Cardisoma guanhumi Transparents  Esbranquigada SILVA e OSHIRO, 2002
I I

A presenga de acinos nos testiculos, contendo células germinativas em varios estagios
de desenvolvimento, bem como, a existéncia de componentes soméaticos é uma caracteristica
comum observada em estudos que descrevam microscopicamente o aparelho reprodutor de
machos de Brachyura em geral. Em diversos trabalhos os autores descrevem a estrutura
organizacional dos testiculos, incluindo Shinozaki-Mendes (2011); Garcia e Silva (2006);
Krol (1992); Sagi et al. (1988); Carvalho (1980).

Nos testiculos do G. castelnaui o desenvolvimento das células germinativas ocorre de
forma sincroénica, sendo evidenciado em cada &cino zonas germinativas com apenas um Unico
estagio de divisdo celular. Essa caracteristica foi observada para a maioria dos Brachyura. Em
alguns &cinos, foi presenciado a existéncia de ductos coletores com espermatozdides maturos.
Nagao e Munehara (2003) ao estudar o ciclo anual de maturacdo testicular do Telmessus
cheiragonus, relataram que no interior de cada acino ocorre o desenvolvimento sincrénico das
celulas germintivas, e que nas secdes histoldgicas do testiculo foi observado apenas um
estagio de desenvolvimento celular. Diferentemente do encontrado por Sagi et al. (1988) que
descreve para 0 M. rosembergii a presenca de acinos contendo uma zona espermatogénica,
com espermatozoides dispostos no lumen tubular; e Johnson (1980) ao observar que nos
testiculos do Calinectes sapidus, ha espermatogbnias na regido préxima ao ducto coletor.

Quanto as células somaticas, Sagi et al. (1988) ao estudar os aspectos reprodutivos do
Macrobrachium rosembergii as denomina como células de sustencdo. O autor comenta que a
funcdo dessas celulas ainda ndo foi totalmente definida pela literatura. Entretanto, foram
encontradas na literatura algumas denominacdes para as células somaticas. Pillai, (1960) e
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Krol et al. (1992) denominam estas células como contetido somatico dos testiculos ou células
de sustentagdo, ou ainda células nutrientes em camardes “nurse cells”, em outros grupos de
animais recebem a denominacéo de celulas foliculares, acessorias ou de Sertoli. No presente
trabalho esse tipo de célula foi descrita como células de Sertoli.

Distribuidas por entre as celulas germinativas, as células de Sertoli sdo responsaveis
pela sustentacdo e nutricdo das células germinativas, além disso, sdo responsaveis por secretar
um liquido que é langado nos tubulos seminiferos, onde flutuam os espermatozoides (HIB,
2003), aqui denominado Matriz.

Os espermatozoides da maioria dos Decapodas sdo caracterizados pela presenca de
uma zona central circundada por bragos imoéveis, sendo a peca intermediéria e flagelos
ausentes, embora outras espécies de Brachyura possam apresentar espermatozoides alongados
e flagelados (ADIYODI, 1985).

Para o G. castelnaui foi observado que o0s espermatozoides maturos caracterizam-se
por apresentar uma célula de formato esférico e um acrossomo bastante evidente. Pequenas
expansGes em forma de bracos radiais, sempre em nimero de trés, foram observadas nos
espermatozoides. Essa mesma estrutura foi evidenciada por Wielgus-Serafinska (1976) para o
Orconectes limosus, que quantificou de cinco a oito bracos radiais; e Hinsch (1973) que
observou em espécimes da familia Oxyrhyncha espermatozoides apresentando trés bracos.

A quantidade de bracos radiais em espermatozoides varia de acordo com a espécie,
sendo apenas mencionados em trabalhos em que os autores utilizam microscopia eletronica.
Shinozaki-Mendes (2011) relata que ao examinar em microscopio optico os espermatozoides
do C. guanhumi a fresco, essas estruturas ndo foram evidenciadas, diferente do observado no
presente trabalho.

Para o G. castelanui foi observado que os espermatozoides sao transferidos livremente
dos testiculos até o vaso deferente anterior. Esta por¢do do aparelho reprodutor masculino é
formada por um conjunto de células secretoras responsaveis pela formacdo da matriz
espermatoforica, que provavelmente auxilia na formacéo dos espermatoforos. A formacdo da
matriz espermatoforica do G. castelnaui se inicia no vaso deferente anterior, entretanto, a
formacdo dos espermatoforos ocorre no vaso deferente médio, em discordancia, Shinozaki-
Mendes (2011) relata que para o C. guanhumi a formacdo da matriz espermatoférica e dos
espermatoforos acontece no vaso deferente anterior.

Sobre o processo de formacdo dos espermatdforos, Krol (2002); Qiu et al. (1997);
Diaz et al (2002); Wang et al.(2002); Adiyodi (1985) comentam que este envoltorio protetor
é formado por uma matriz secretada pelas células epiteliais, e que este processo € iniciado na

regido de transicdo entre os testiculos e os vasos deferentes. Adicionado a isto, os ductos
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deferentes tém a funcdo de transportar 0os gametas e manter um ambiente adequado que
auxilie a transicdo dos gametas (SUBRAMONIAM, 1993; DIAZ et al., 2002).

Foi observado que os espermat6foros, quando formados, podem variar de tamanho e
formato, embora a conformacéo esférica e oval prevaleca, em concordancia do relatado por
Garcia e Silva (2006) ao estudar a biologia reprodutiva do Goniopsis cruentata e Anikulmar
et al. (1999) ao analisar a estrutura e 0 comportamento de transferéncia dos espermatéforos
do caranguejo Metapograpsus messor (Forskal, 1775) descreveram que 0s espermatoforos
também se apresentam de forma simples, com formato ovalado ou esférico.

Quanto ao diametro das células da linhagem germinativa e seus respectivos ndcleos,
foi observado uma grande variagdo, embora tenha ocorrido uma diminui¢cdo gradual em
relacdo ao diametro. Em concordancia, Shinozaki-Mendes (2011) ao estudar o C. guanhumi e
Castilho (2006) o Ucides cordatus observaram uma tendéncia de reducdo das células
germinativas ao longo do processo maturacional. Entretanto, essa sincronia ndo parece ser um
padrdo para os Decapoda em geral, pois Wielgus-Serafinska (1976) ao analisar as mudancas
morfoldgicas e histologicas nas gbnadas de machos de Orconectes limosos observou um
desenvolvimento assincrono das células germinativas, ou seja, no estagio inicial, houve
reducdo no didmetro das espermatogbnias, nos espermatdcitos houve um incremento no
diametro e nos demais estagios ocorreu reducdo das células.

Sendo assim, tomando como base os resultados obtidos no presente trabalho com
relacdo ao desenvolvimento das estruturas corpéreas e trato reprodutor dos machos do G.

castelanui, considera-se a hipotese de monofilia dos Brachyura (SCHRAM, 1986).
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5.3 CAPITULO Il

Aspectos reprodutivos do caranguejo dulcicola Goyazana castelnaui H. Milne-Edwards,
1853 (CRUSTACEA: TRICHODACTYLIDAE) no semiarido pernambucano

RESUMO

Os aspectos reprodutivos do Goyazana castelnaui foram descritos com base na variacdo dos
estagios de maturacdo gonadal,e de caracteres sexuais secundarios. Foram analisados 87
individuos, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015, coletados em um trecho do rio
Pajet, no municipio de Floresta Pernambuco, Brasil. A propor¢do sexual média foi de
19:0,64 (Fémeas:Machos), havendo diferengas estatisticas entre o numero de fémeas e
machos (p<0.05) ao longo dos meses. A largura do cefalotorax e peso das fémeas variou de
1,18 a 4,97 cm e 1,76 a 37,46 g, e dos machos, entre 1,05 e 4,34 cm e de 1,11 a 39,71 g,
respectivamente. Os individuos foram separados por grupos: Fémea jovem (Fj), Fémea adulta
(Fa), Macho jovem (Mj), Macho adulto (Ma), por terem sido observadas diferencas
estatisticas significativas (p< 0,05) entre sexos e estagios. Por conseguinte, foi utilizada uma
regressdao exponencial para as relagdes: Largura da carapaca e Peso total (LC x PT), tendo
sido observado alometria negativa entre as variaveis (;<3) para todos os grupos. As analises
de regressdo linear entre largura e comprimento do cefalotorax LC x CC apresentaram
diferencas estatisticas (p<0,05) entre Fémeas adultas (MA) e Machos adultos (MA). Em todos
0s estagios ocorreu um crescimento alométrico negativo (B;1<1), com valor mais acentuado
para as fémeas adultas. O periodo reprodutivo do G. castelnaui foi classificado como sazonal,
sendo observadas fémeas maturas em um periodo prolongado, de agosto até fevereiro, com
maior frequéncia entre setembro e dezembro. O inicio do periodo chuvoso (novembro) é o
gatilho para diminuicdo das desovas. O aumento da temperatura em agosto coincide com o
inicio do periodo de desova, com término em fevereiro, havendo fortes indicios de a espécie
estudada terem preferéncia para desovar no verdo. Para o G. castelnaui a maturacdo das
gobnadas ocorreu antes da muda puberal. Para fémeas e machos a idade de primeira maturacéo
gonadal foi igual a 2,84 cm de Largura de carapaca (LC), enquanto que a maturagdo
morfométrica ocorreu quando as fémeas e machos atingiram 3,17 e 3,00 cm, respectivamente.

Palavras-chaves: caranguejo dulcicola, ciclo reprodutivo, maturagéo, sazonalidade
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Reproductive cicle of freshwater crab Goyazana castelnaui H. Milne-Edwards, 1853
(CRUSTACEA: TRICHODACTYLIDAE) in the semiarid pernambucano

ABSTRACT: The reproductive aspects of Goyazana castelnaui been described based on the
variation of the gonadal maturation stages, and secondary sexual characteristics. 87
individuals were analyzed in the period from September 2014 to August 2015, collected in a
stretch of Rio Pajeu in the municipality of Forest Pernambuco, Brazil. The average sex ratio
was 19: 0,64 (females: males), and statistically significant differences between the number
of females and males (p<0.05) along the months. The width of the cephalothorax and weight
of females ranged from 1.18 to 4.97 cm and 1.76 to 37.46 g and the males between 1.05 and
4.34 cm and 1.11 to 39.71 g, respectively. The subjects were divided into groups: young
female (Fj), adult female (Fa), young male (Mj), adult male (Ma), as it was observed
statistically significant differences (p<0.05) between sexes and stages. Therefore, an
exponential regression was used to relations: shell width and the total weight (CW x TW) has
been noted between negative allometric variables (f1 <3) for all groups. The linear regression
analysis between width and length of the CW x CL carapace statistical differences (p <0.05)
among adult females (Mf) and adult males (Ma). At all stages there was a negative allometric
growth (B1<1), with stronger value for adult females. The reproductive period G. castelnaui
was classified as seasonal, mature females were observed for a prolonged period, from August
to February, most frequently between September and December. The onset of the rainy season
(November) is the trigger for decline in spawning. The temperature rise in August coincided
with the beginning of the spawning period, ending in February, there are strong indications of
this species prefers to spawn in the summer. For G. castelanui gonad maturation occurred
before pubertal changes. For females and males the age of first sexual maturity was equal to
2.84 cm carapace of width (CW), while the morphometric maturation occurred when females
and males reached 3.17 and 3.00 cm, respectively.

Key-words: Crab freshwater, reproductive cicle, maturation, seasonality.
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1. INTRODUCAO

Algumas espécies de caranguejos sdo exclusivamente dulcicolas, caracterizadas por
manter todo o ciclo de vida em aguas continentais, independente de ambientes marinhos
(MELO, 2003), nestes locais estdo representadas por trés familias: Pseudothelphusidae,
Trichodactylidae e Potamidae.

A familia Trichodactylidae H. Milne-Edwards, 1853 constitui-se por agregar
caranguejos exclusivamente neotropicais de pequeno a médio a médio porte, que se
distribuem desde o sul do México até a Argentina, sempre em rios de drenagem Atlantica,
tipicos de rios de planicies, sendo raras as espécies que habitam corpos d’agua superiores a
300 m de altitude (MAGALHAES, 2003).

Na literatura, os estudos que abordam a idade e crescimento para a familia
Trichodactylidae séo escassos, havendo predominio de trabalhos com abordagem taxénomica
(MAGALHAES e TURKEY, 1996; BARROS e PIMENTEL, 2001; ALMEIDA et al., 2008)
ou aspectos da dindmica de populacdo de outras espécies, como por exemplo, de Dilocarcinus
pagei Stimpson, 1861 (DAVANSO et al., 2013).

O ciclo reprodutivo nos caranguejos € marcado por uma série de transformacdes
morfoldgicas Gonzalez-Gurriaran (1985) e fisioldgicas, nas quais 0s juvenis atingem a
maturidade e sdo capazes de produzir gametas, fecundar e serem fecundados
(MONTELATTO e FRANSOZO, 1996). Diante desta condi¢gdo, a manutencdo e crescimento
de uma determinada populacdo podem ser garantidos Cobo e Fransozo (2003), sendo esses
estudos realizados com intuito de determinar o tamanho minimo em que uma populacéo
atinge a maturidade, possibilitando que esta se reproduza pelo menos uma vez na vida
(KNUCKEY, 1996).

Ao longo do desenvolvimento ontogenético dos caranguejos, as modificacGes
morfoldgicas e anatdmicas podem ser analisadas, no intuito de determinar a maturidade sexual
morfologica (crescimento relativo) e fisiologica (maturacdo gonadal) (LIMA e OSHIRO,
2006). O estudo dos aspectos morfoldgicos dos caranguejos é uma ferramenta importante nos
estudos de filogenia, sistemética e diferenciacio sexual (GOES e FRANSOZO, 2001).

Com base nestas informag@es, observa-se o quao importante é a compreensdo do ciclo
reprodutivo do G. castelanui. Em adigéo, o fato de a espécie ser o Unico Brachyura registrado
para a Bacia do Pajeu até o momento (SILVA et al., 2009), seu nivel bastante representativo
na cadeia tréfica e a escassez de pesquisas que descrevam 0s aspectos reprodutivos do
Goyazana castelnaui amplia a necessidade de novos estudos que possibilitem garantir a

conservacao, manutencao dos seus estoques pesqueiros e estratégias de manejo. Informacdes a
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respeito desse grupo na regido Nordeste sdo escassas, foram apenas identificados trabalhos
académicos acerca da biologia reprodutiva e populacional (MENEZES, 2011; NUNES, 2011,
FREITA, 2013).

De acordo com alguns pescadores que realizam praticas de pesca com redes de emalhe
na regido, a espécie € comumente encontrada emalhada junto a algumas espécies de peixes
capturadas. A espécie estudada ndo possui alto valor comercial, embora seja utilizada em
pequena escala como alimento por moradores ribeirinhos que vivem as margens do rio Pajed,
como também é utilizada na aquariofilia, sendo vendida por um valor simplorio (comunicagéo
pessoal).

Mediante a importancia do conhecimento sobre o crescimento, maturidade e
reproducéo, no presente trabalho foram descritos os aspectos reprodutivos do G. castelnaui, a
partir da variacdo sazonal dos estagios de maturacdo gonadal, determinacdo do tamanho de
primeira maturacdo morfoldgica e fisioldgica, bem como, alguns aspectos do dimorfismo

sexual para a populacéo estudada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

A bacia hidrografica do rio Pajel é a maior bacia do estado de Pernambuco e apresenta
uma éarea de 16.685,63 km?, sendo considerada a maior bacia do estado de Pernambuco,
correspondendo a 16,97% da area do estado, apresentando um regime intermitente (Secretéria
dos Recursos Hidricos, 2009). O rio nasce a uma altitude aproximada de 80 m, na Serra da
Balanca, e é divisor dos Estados de Pernambuco e Paraiba, no municipio de Brejinho-PE,
localizado ao Norte da bacia. O seu curso principal toma a dire¢do Norte — Sudoeste, e em
seguida aponta para o Sul, no sentido do Rio Sdo Francisco especificamente no lago de
Itaparica, onde desagua. (SALGUEIRO e MONTENEGRO, 2008).

2.2 ESTRATEGIA AMOSTRAL

A coleta dos individuos foi realizada mensalmente entre setembro de 2014 e agosto de
2015, em um trecho do rio Pajed, no municipio de Floresta/PE, entre as coordenadas
geograficas: 08°36°02”S e 38°34°05”W (Figura 1), uma vez que ha registros da ocorréncia
desta espécie na localidade em diversos estagios de desenvolvimento e maturidade
(MENEZES, 2011; NUNES, 2011).
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Figura 1. Localizagdo geogréafica da area de coleta do Goyazana castelnaui.
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Todos os individuos foram capturados entre o periodo crepuscular e noturno, sempre
em locais rasos, com aproximadamente 50 cm de profundidade, as margens da area de coleta,
por entre as rochas, serrapilheira, troncos de &rvores e/ou arbustos. Embora tenha sido
observada a formacdo de galerias (tocas), localizadas tanto acima, quanto abaixo do nivel da
agua, sempre nas margens, nao foi encontrado nenhum individuo no seu interior, indicando a
atividade no periodo de coleta.

Para captura dos individuos, além da coleta manual, foi utilizado um jogo de peneiras
e pucas com 12 mm de abertura de malha entre nds opostos, no periodo crepuscular e noturno.
O esfor¢o amostral foi de trés horas, com assisténcia de trés coletores, utilizando-se fachos de
luz. O material bioldgico foi capturado independente do tamanho ou do sexo. Os espécimes de
Goyazana castelnaui constroem galerias, entretanto, todos os individuos capturados foram
encontrados na regido marginal em cima e/ou por entre as rochas, bem como no sedimento,
apresentando matéria organica e vegetal em decomposi¢do. Posteriormente, os individuos
coletados foram dispostos em baldes com agua e transportados para o laboratério da Unidade

Académica de Serra Talhada.
2.3 Processamento dos exemplares
Os exemplares coletados foram crioanestesiados por 20 minutos ou até sua

imobilizacdo completa, a uma temperatura de -10°C. Com base em Melo (2003), todos os

exemplares foram identificados e sexados. Os animais encontrados com trés ou mais
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apéndices ausentes de um mesmo lado, foram desconsiderados da amostra, quanto ao peso,
ndo sendo o mesmo determinado. Individuos com até dois pereidpodos perdidos foram
pesados, onde ao peso total foi acrescido o peso aferido do pereidpodo simétrico ao perdido.

A regido dorsal da carapaca de cada individuo foi removida para exposicdo do
aparelho reprodutor, em seguida, a regido do tergito (regido dorsal), abdémen (regido ventral)
e as gbnadas das fémeas foram fotodocumentadas e observados quanto as caracteristicas
macroscopica e microscapica.

Os exemplares foram fotodocumentados e em seguida, pesados em balanca (precisao:
0.01 g) quanto ao peso total (PT). Com paquimetro (precisdo: 0.01 cm) foram mensurados:
comprimento da carapaca (CC), largura do cefalotérax (LC), comprimento da quela (CQ),
largura da quela (LQ) (primeiro pereidpodo direito) e largura do 5° (Ls) e 4° (L4) segmentos

abdominais (Figura 2).

Figura 2. Representacdo esquematica das principais medidas tomadas da regido cefalotoracica do G. castenaui.
Comprimento (CC) e Largura do (LC) do cefalotérax, Comprimento (CQ) e Largura (LQ) da quela, Comprimento do 4° e 5°
segmento abdominal (SA).

O sexo foi determinado com base no formato do abdémen e dos pledpodos, sendo 0s
machos com o abddémen triangular e pledpodos modificados para a copula (gonopddios),
inseridos no primeiro somito abdominal e as fémeas com abdémen semicircular e quatro pares

de pledpodos (Figura 3).
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Figura 3: Exemplares de fémea e macho do G, castelnaui, com destaque para o 1° quelipodo direito (seta pequena) e para
regido abdominal (seta grande), ambos capturados em um trecho do Rio Pajed-Floresta/PE, entre setembro de 2014 a agosto
de 2015.

A maturidade, tanto para machos, quanto para as fémeas, foram tomadas com base em
dois eventos:
- Maturidade morfoldgica (estruturas externas): morfologia do abddémen e desenvolvimento
dos pledpodos, com base na analise macroscapica.
- Maturidade Fisiologica (gbnadas): coloracdo e aspectos das gonadas, com base nas analises

macroscopicas e microscopicas.

2.4 VARIAVEIS AMBIENTAIS

Para cada coleta, foram mensuradas as seguintes variaveis ambientais: Temperatura da
4gua (T) em graus Celsius; indice de iluminacdo da lua (1), em porcentagem (0 a 100%),
utilizando-se o software MoonTool® (HORSTEMEIER, 2001); Condutividade (C), pH,
turbidez, salinidade e oxigénio dissolvido (em mg/L e em %) utilizando uma sonda
multipardmetros; e pluviometria média mensal (P), em milimetros, para o periodo de setembro
de 2014 a agosto de 2015 (fonte: INPE).

2.5 ANALISE DOS DADOS

Foi utilizada a estatistica descritiva quanto a media e desvio padrdo dos tamanhos (LC)
e pesos (PT) em cada més e classe de tamanho, para sexos separados. Para avaliar se estas
varidveis apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) foi testada,
inicialmente, a normalidade dos erros da distribuicdo e a homocedasticidade das variancias. A
posteriori, foi utilizada ANOVA seguida de um teste de comparacdo de médias ou medianas
(ZAR, 2010). Para avaliar possiveis diferencas estatisticas na proporcdo entre machos e
fémeas foi utilizado o teste qui-quadrado (p<0.05).
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Para avaliar diferencas estatisticas (p<0.05) nas relagdes LC x CC entre os sexos foi
realizado o teste “t de student” de comparagdo de parametros (MENDES, 1999). Para

correlacionar essas duas varidveis foram testados os seguintes modelos: linear (Y =
0
Bot+PaX+ei), potencial: (Y = ¢X +&i), ou exponencial (Y = @e® *+&i), sendo escolhido o modelo que

apresentou melhor resposta aos dados, ou seja, maior (R?).

Para determinacdo do tamanho em que ocorre a muda puberal, tamanho minimo no
qual 50% dos individuos encontram-se aptos a reproducdo (LCsp), bem como o tamanho
méaximo de maturagdo (Lgg) foi utilizada a frequéncia relativa de adultos em cada classe de
largura de carapaca (LC), utilizando trés modelos complementares, que seguem: Log-Log: Ms

4 Lch B
S1ePC  MF= 1 e My = UL+ el W (MENDES, 1999), onde Mf é a
porcentagem dos individuos aptos a reprodugdo, Po ¢ B1 SA0 0S pardmetros da equacdo e 0
(LC) é a largura do cefalotérax.

3. RESULTADOS

Ao longo do periodo amostral foram analisados 87 individuos, todos da espécie Goyazana
castelnaui, sendo 56 fémeas (64.37%) e 31 machos (35.63%). A maior frequéncia de
comprimento para 0s machos ocorreu nas classes de 3,51 4,0 e para fémeas (moda) ocorreu
entre as classes 414.5, respectivamente (Figura 4). Estatisticamente, a frequéncia de machos e
fémeas foi diferente na maioria das classes de tamanho (p<0,05), sendo observada a maior

frequéncia de fémeas, exceto nos tamanhos de 1,51 2,0.

Figura 4: Frequéncia de comprimento para a espécie G. castelnaui, coletados no rio Pajel, Floresta/PE, no periodo de
setembro de 2014 e agosto de 2015. (*) O asterisco indica diferenca significativa entre os sexos, por classe de tamanho.
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A proporcéo sexual ao longo do periodo amostral foi de 19:0.64, valor que desviou
significativamente do esperado (1F:1M). Consequentemente, através do teste qui-quadrado
observou-se diferencas estatisticas na maioria dos meses (p<0,05), exceto para 0 més de

fevereiro e julho com - = 0,83 e 2,04, respectivamente.

Tabela 1: Proporcéo sexual mensal do G. Castelnaui coletados entre setembro de 2014 a agosto de 2015.

Meses Q 3 Q (%) 3 (%) 2°0.05; 1=3.84
Setembro 05 02 71,43 28,57 18,37*
Outubro 05 00 - - -

Novembro 02 02 50 50 -
Dezembro 04 01 80 20 36*

Janeiro 09 02 81,82 18.18 40,50*
Fevereiro 05 06 45,45 54.55 0.83

Marco 06 04 60 40 4*

Abril 00 00 - - -

Maio 01 02 33,33 66,67 11,11*

Junho 02 03 40 60 4*

Julho 03 04 42,86 57,14 2,04

Agosto 06 03 66,67 33,33 11,11*

(*) O asterisco indica diferenca significativa.

A determinacdo da maturidade mofolégica do G. castelnaui possibilitou o
agrupamento dos espécimes em quatro categorias: Fémea Jovem (Fj) e Fémea Adulta (Fa)
(Figura 5); Macho Jovem (Mj) e Macho Adulto (Ma) (Figura 6).

Do total de fémeas capturadas, 32,14% foi classificada como jovem (FJ), sendo a
maioria adulta. As fémeas jovens foram caracterizadas pelas diferencas de coloracéo no tergo
(marrom: 117-75-61) e abdémen (cor bege predominante: 188-158-103). Os pledpodos ndo
estdo totalmente desenvolvidos, apresentam cerdas curtas, coloragdo branca e encontram-se
alojados internamente na cavidade abdominal. O abddémen é semicircular, ndo recobrindo a
totalidade dos esternitos toracicos. O quelipodo direito sempre maior que o esquerdo,
apresentando-se pouco desenvolvido, quando comparado visualmente aos machos.

As fémeas adultas apresentaram coloracao vinho, tanto nos tergos, quanto no abdémen
(96-49-35 e 151-62-32), respectivamente. Os pledpodos estdo totalmente desenvolvidos com
cerdas ultrapassando o limite recoberto pelo abddémen, com coloracdo avermelhada. O
abdémen ¢ ovalado (semicircular), levemente concavo e recobre todos os esternitos toracicos.

Na Tabela 2, estdo dispostos os valores méximo, minimo, médias e desvios

encontrados para as principais medidas aferidas durante o estudo.
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Figura 5: Maturidade morfoldgica de fémeas do G. castelnaui: Morfologia e aspecto de coloragdo para as fémeas jovens (FJ)
e fémeas adultas (FA).

Tabela 2: Mensuragdes — Comprimento e largura (cm) e Peso (g) definidas para fémeas jovens e adultas de G. castelnaui,
capturadas em um trecho do Rio Pajel, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015. Legenda: N: nimero
de individuos analisados; LC: Largura da carapaga, (CC) - Comprimento da carapaga, (CQ) — Comprimento do quelipodo,
(LQ) — Largura do quelipodo, (L5 e L4) — Largura do 4° e 5° segmento abdominal, (DP) — Desvio padrdo.

JOVEM PESO LC ©C ©Q LQ L5 L4 | ADULTA PESO LC ©C €0 LQ L5 14
N 17 18 1% % E] 18 14 N w3 3 T 3
MAX 1312 319 283 233 094 211 LIE MAX 346 457 408 358 17 34 348
MIN 17 118 12 0% IR D48 062 MIN 1615 330 303 M8 06 226 2m;
MEDIA 614 234 209 139 06 128 140 | MEDIA 3837 386 34T XM 138 1§78 29
DF 574 184 104 175 147 200 L9l DP 70 131 113 137 115 0gE 1

Do total de machos capturados, 35,48% foram classificados como jovens e 64,52%,
como adulto. Os padres de coloragdo do tergo e abddémen, tanto dos jovens como dos
adultos, variaram de acordo com o grau de desenvolvimento. A maioria dos machos jovens
apresentou nos tergos coloracdo em tons de marrom (102-81-53) e abddmen de bege escuro a
amarelado (138-111-59). Nesse estagio, o abdémen dos machos se encontra selado ao
esternitos toracicos e os gonopddios sdo reduzidos. Embora, o quelipodo direito dos jovens
seja mais desenvolvido que o esquerdo, essa diferenga de tamanho n&o é tdo aparente.

Os machos adultos apresentaram como principal caracteristica o corpo com
predominio de cores variando em tons de vinho: tergos (101-49-41) e abdémen (126-36-36).
Outra caracteristica marcante encontrada foi em relacdo ao comprimento do quela (CQ)
direito (maximo de 4,96 cm e minimo de 2,36 cm, com média de 3,87+11,64 cm),
visivelmente mais desenvolvida que a esquerda. O abddémen triangular ndo se encontra selado

aos esternitos toracicos.
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Além dos valores anteriormente descritos para as fémeas (tabela 2), podem ser
observados na (tabela 3), os valores de maximo, minimo, medias e desvios encontrados para
as principais varidveis mensuradas: quelipodos (direito) e para o 5° e 4° segmento abdominal

dos machos adultos do G. castelnaui.

Figura 6: Maturidade morfoldgica de machos do G. castelnaui: Morfologia e aspecto de coloragéo para 0s machos jovens
(MJ) e machos adultos (MA).

Tabela 3: Medidas - Comprimento e largurao (cm) e peso (g) obtidas para os machos jovens e adultos de G. castelnaui,
capturados em um trecho do Rio Pajed, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015. Legenda: N: nimero
de individuos analisados; (LC) — Largura da carapaga, (CC) - Comprimento da carapaga, (CQ) — Comprimento do quela,
(LQ) — Largura do quela, (L5 e L4) — Largura do 4° e 5° segmento abdominal, (DP) — Desvio padrao.

JOVEM PESO LC €C C€Q LQ LS 14 | ADULTO PESO LC €C €O 1O 15 14
N I [ I 1 9 9 w10 N 9 2 1 W 19 w0
MAX 1063 292 25 222 1 L1815 MAN 3071 43 464 4% 23 16 2
MIN LIl 105 092 052 018 036 04l MIN 1333 344 206 236 094 125 136
MEDIA 478 19 174 117 03 082 09 | MEDIA 249 383 337 387 195 148 18D
DP 405 148 141 171 212 108 1M DP__ 543 060 092 164 140 040 04D

A observacdo das caracteristicas macroscopicas e microscopicas das estruturas

externas e internas permitiu classificar os individuos, como segue:

- Fémea imatura: Macroscopicamente, as gonadas em desenvolvimento apresentam coloracdo

esbranquicada e, microscopicamente, ndo apresentam odctios maturos nas génadas.
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- Fémea matura: o abdémen recobre totalmente os esternitos toracicos, os pleépodos bem
desenvolvidos apresentam cerdas. As goOnadas apresentam coloracdo alaranjada (ndo
desovada), com odcitos maturos ou transparentes (desovada), apresentando o6citos atrésicos e

estagios iniciais de desenvolvimento celular.

- Macho imaturo: comprimento do quelipédo é muito inferior a largura do cefalotorax,
abdémen selado aos esternitos toracicos; Macroscopicamente a génada apresenta aspecto
flexivel e coloracdo branca opaca. Microscopicamente o0s individuos ndo apresentam

espermatoforos no vaso deferente anterior, nem tampouco nos ductos.

-Macho maturo: o comprimento do quelipédo ultrapassa a largura do cefalotérax e o abdémen
ndo se encontra selado aos esternitos, os pledpodos estdo bem desenvolvidos. Apresenta
enrijecimento nas goénadas, coloracdo branca com aspecto enovelado. O vaso deferente
posterior possui espermatoforos e nos ductos eventualmente também foram encontrados

espermatéforos.

Ao classificar todos os espécimes por categorias e pelo intervalo de classes, foi
possivel observar a presenga de individuos maturos dentro do intervalo 313,5 e se estendendo
até a classe de comprimento 4,515. J& os individuos jovens foram encontrados dispostos entre

os intervalos de classe 111,5 a 2,513, respectivamente.

Figura 7: Maturidade morfoldgica do Goyazana castelnaui coletado no rio Pajed, Floresta/PE, no periodo de setembro de
2014 a agosto de 2015. (*) O asterisco indica diferenca significativa (p>0,05) entre a frequéncia de individuos coletados.
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A andlise estatistica comprovou haver diferenca singificativa (p < 0,05) na relacéo
peso total (PT) e largura da carapaca (LC) para Fj x Fa e Mj x Ma. A partir da regressao
potencial entre as categorias e sexo foi observada alometria negativa entre as variaveis ($1<3),
ou seja, ao longo do desenvolvimento corpdreo 0s espécimes aumentam em maior proporgao

a largura da carapaca com relacdo ao peso (Figura 8).

Figura 8: Representacéo grafica da dispersdo de pontos entre a relacdo PT x LC, do Goyazana castelnaui coletados no rio
Pajed, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.
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A relacdo entre LC x CC para os estagios: fémea jovem (FJ) x fémea adulta (FA) e
macho jovem (MJ) x macho adulto (MA) apresentou diferenca estatistica (p<0,05). A mesma
relacdo observada para Fémea jovem (FJ) x Macho jovem (MJ) e Fémea adulta (FA) x Macho
adulto (MA), estatisticamente ndo houve diferencas significativas (p>0,05). Foi observado
para todos 0s estagios um crescimento alométrico negativo (<1), com valor mais acentuado
para as fémeas adultas (§ = 0,5838).

Graficamente, pode ser observada, com base na distribuicdo dos pontos, uma
separacao entre os individuos jovens de ambos 0s sexos com relacdo aos espécimes adultos.
Os valores isométricos comprovam que a largura da carapaca se desenvolve em maior

proporcao, quando comparada ao comprimento da carapaca (Figura 9).
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Gréfico 9: Regresséo linear da relagdo LC x CC, para os estagios de desenvolvimento do Goyazana castelnaui coletados no

rio Pajed, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.
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As relagdes existentes entre Largura da carapaca (LC) e comprimento do quelipodo

(CQ) direito dos individuos maturos, principalmente dos machos adultos, sdo indicadores de

dimorfismo sexual, onde apresentaram proporcdes no crescimento mais acentuado das quelas

do que os individuos jovens de ambos 0s sexos, bem como, para as fémeas adultas. Para todos

0s estagios de desenvolvimento a relagdo LC x CQ estatisticamente, apresentou diferenca

significativa (p<0,05) (Figura 9). Desta maneira, observagGes visuais das quelas permitem

diferir machos adultos dos demais individuos, e de acordo com o modelo de regressao linear

estabelecido, os machos apresentaram um crescimento alométrico postivo (f>1), ou seja, a

largura da carapaca cresce na mesma proporcao que o comprimento do quelipodo.
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Figura 10: Regressdo linear da relagdo LC x CQ, para os estagios de desenvolvimento do Goyazana castelnaui coletados no
rio Paje, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.
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Analisando a relacdo entre a LC e a Largura do 4° segmento abdominal, foram
observadas diferencas estatisticas significativas para os estagios de desenvolvimento e entre
0s sexos (p<0,05). Com base nessa relacao, foi possivel observar quatro grupos distintos, em
que, préximo a origem (menores tamanho) as retas se encontram e seguem caminhos
divergentes, onde as diferencas sdo mais nitidas na transi¢do de jovens para adultos. Embora,
existam diferencas entre machos e fémeas ao longo do desenvolvimento, em que as fémeas
apresentam a largura do 4° segmento abdominal mais desenvolvido que os machos, ficou
evidenciado um crescimento alométrico negativo (B<l) para todos os grupos, ou seja, a
largura da carapaca cresce em maior proporc¢do, quando comparado com o desenvolvimento

do 4° segmento abdominal.
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Figura 11: Regressdo linear da relagdo LC x LSA, para os estagios de desenvolvimento do Goyazana castelnaui coletados no
rio Paje, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.
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Das 56 fémeas analisadas histologicamente, 19,64% foram classificadas como
imaturas; 35,71% em maturacdo; 33,93% se encontravam maturas e 17,86% no estagio
desovado. Quando observada a distribuicdo dos estagios maturativos ao longo de um ano
(Figura 12), percebe-se que o periodo reprodutivo se estende de agosto a fevereiro, com maior
frequéncia de fémeas maturas entre os meses de setembro e dezembro. O periodo de desova
foi entre setembro e janeiro. Durante esse periodo, foi observada a presenca de fémeas com
gbnadas macroscopicamente desovada e microscopicamente no estadgio desovada em
maturacéo.

Ja os individuos classificados no estagio imaturo foram encontrados entre fevereiro a
agosto, com maior frequéncia observada em fevereiro, junho e julho, representados por 50%
do total de individuos coletados, respectivamente, sugerindo o provavel periodo de
recrutamento.

Dos 31 machos analisados (Figura 13), 64,52% foram classificados na categoria
machos maturos, sendo observados durante todo o periodo amostral. Desse total, 35,48%
foram classificados como jovens, sendo encontrados no periodo de fevereiro a agosto.
Observa-se 0 mesmo periodo de recrutamento para ambos 0S Sexos.

Quando analisada a pluviometria (Figura 12), observa-se um periodo chuvoso de
novembro a abril, com as maiores quantidades de chuva observadas em novembro/14 (56
mm) e fevereiro/15 (67,80 mm). Ja os menores indices foram observados em setembro/14
(1,70 mm) e agosto/15 (2,00 mm). A média anual observada para as chuvas no municipio foi
de 17,7 mm. E possivel que o inicio do periodo chuvoso (novembro) seja o gatilho para a
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diminuicdo das desovas, com um tempo de aproximadamente 2 meses para a cessao da
atividade. Entretanto, o recomeco das desovas ndo acompanham a estiagem.

Os valores médios obtidos para temperatura foi de 27°C. Nota-se que o aumento da
temperatura em agosto coincide com o inicio do periodo de desova, com término em
fevereiro, que € 0 més em que se notou uma diminui¢do da temperatura. Havendo um forte
indicativo de que a espécie estudada tem preferéncia para desovar no verdao, o maior indice de
fémeas maturas ocorre no mesmo periodo, aumentando a possiblidade de desova.
Consequentemente, individuos imaturos e um elevado percentual de fémeas em maturagédo
foram encontrados entre fevereiro a agosto. Machos maturos foram encontrados durante todo
periodo amostral, independente do periodo seco ou chuvoso, entretanto, altos indices
pluviométricos acarretou a diminuicdo desses individuos, e um maior percentual de machos

imaturos foram encontrados (Figura 13).

Figura 12: Relacdo entre o periodo reprodutivo com base na observa¢do microscépica das gbnadas das fémeas do G.
castelnaui e varidveis ambientais coletadas no rio Pajeu, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.
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Figura 13: Relagdo entre o periodo reprodutivo com base na observacdo microscdpica das gonadas dos machos do G.
castelnaui e variaveis ambientais coletadas no rio Pajeu, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.
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Analisando os resultados dos trés modelos logisticos utilizados para determinar o
tamanho de primeira maturagdo morfologica e gonadal do G. castelnaui, observou-se que para
ambos 0s sexos, 0 modelo trés foi o que representou melhor a populacdo amostrada, tanto
para 0 LCsp, quanto para 0 LCg, uma vez que os coeficientes de determinacdo (R?)
apresentaram valores mais altos (Tabela 4 e 5). Para esses modelos selecionados, os valores
de LCso foram os menores encontrados. As fémeas apresentaram maturidade morfoldgica com
LC de 3,17cm (R2 = 83,20). J& a maturidade gonadal ocorre em tamanho inferior, com LC de
2,84cm (R2 = 83,29). Para 0s machos, observou-se a mesma tendéncia, em que a maturidade
morfoldgica ocorre quando os individuos possuiam um LC de 3,0 (R2 = 76,19) e 2,84 cm (R2
= 83,00), morfoldgico e gonadal, respectivamente. Para 0 LCgqg 0 terceiro modelo foi o que
melhor representou o tamanho de menor maturacdo final. Morfologicamente, a maturagédo
final para as fémeas e os machos ocorre com LCgg de 3,85 cm (R? = 83,20) e 3,65 cm (R? =
76,19), respectivamente. Ja a maturidade gonadal final ocorre primeiro que a morfoldgica,
onde os valores de LCgg obtidos para ambos os sexos foram de 3,51 cm (R? = 83,29) e 3,52

cm (R2? = 83,00), respectivamente.

Tabela 4: Modelos logisticos utilizados para obtencdo do tamanho de primeira maturagdo (LCsq € LCgo) de fémeas do
Goyazana castelnaui, coletadas em um trecho do Rio Pajed, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.

2 morfolégico € gonadal
Modelo LCs(em) LCy(cm) R®ajustado LCsy(cm) LCy(cm) R* ajustado
M;-1-e-§1c B 3,78 4,50 74.24 3.31 3.92 81.49
My=1—g= 0 1 3.80 425 81.44 3.50 3.95 79,53

M= 1/1 + e, P8¢ 3.17 3.85 83.20 2,84 3.51 83.29




114

Tabela 5: Modelos logisticos utilizados para obtengdo do tamanho de primeira maturagdo (LCsy € Lgg) de machos do
Goyazana castelnaui, coletadas em um trecho do Rio Pajed, Floresta/PE, no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.

& morfolégico ¢ gonadal
Modelo LCyx(cm) LCyxpicm) R®ajustado LCs(cm) LCyp(cm) R* ajustado
Me-1 —e-%LCi‘ 3.64 431 71,11 332 3.93 81,77
M;=1-¢ = 0"\ 3.72 415 76.19 3.50 3.96 80.01
M:=1/1+eb"AE 3.0 3,65 76.19 2,84 3,52 83,00

4. DISCUSSAO

Ao longo do desnevolvimento ontogenético do G. castelnaui variacdes no crescimento
das estruturas corpdreas foram comumente observadas entre machos e fémeas e entre jovens e
adultos, sendo que essas variag¢des se tornam mais acentuadas quando os individuos se tornam
adultos. Essas diferencas foram também descritas por Hartnoll (1974), ao analisar as variacoes
de crescimento de estruturas secundarias em caranguejos. De acordo com este autor, ainda na
fase pre-puberal, ambos os sexos possuem caracteres primarios que permitem a distincdo
sexual. Ap6s a muda puberal, observa-se o aparecimento dos caracteres secundarios,
ocasionado pela alta taxa de crescimento de algumas estruturas (quelipodos para os machos e
abdémen para as fémeas), que aumentam expressivamente (HARTNOLL, 1982).

A proporcdo sexual do G. castelnaui diferiu significativamente da proporcao esperada.
Tal dado pode ser explicado devido ao método de captura utilizado e/ou pelo fato dos machos
geralmente apresentarem maior agilidade.

Na visdo de Wenner (1972) dificilmente a proporcéo de 1:1 é encontrada para espécies
de caranguejos. Porém, Negeiros-Fransozo et al. (1999) explica que esse desvio é causado
devido as diferencas de longevidade, mortalidade e taxa de crescimento para machos e
fémeas, embora, Santos e Botelho (2002); Silva e Oshiro (2002); Cobo e Fransozo (2005) ao
estudar o G. cruentata ndo tenham encontrado diferengas significativas na proporcéo
mendeliana. Resultado também encontrado por Shinozaki-Mendes (2008) ao estudar o ciclo
reprodutivo do Cardisoma guanhumi, no municipio de Aracati, litoral leste do Estado do
Ceara. A autora explica que uma proporcéo sexual equilibrada (proximo de 1:1) é um forte
indicativo de equilibrio natural ao longo do ano, em que ndo ocorre segregacdo sazonal. Em
adicdo, Massunari et al. (2005) ao avaliar o crescimento relativo do Uca maracoani, na Baia
de Guaratuba, Parand, encontrou uma proporc¢éo equilibrada para espécie.
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A relacdo da Largura do cefalotérax (LC) de ambos os sexos do G. castelnaui, indica
que as fémeas apresentam um maior tamanho assintético (méximo: 3,19 a 4,97 mm) quando
comparados com os machos (méximo de 2,92 a 4,34 mm). Corroborando com esta afirmacao,
Taddei e Herrera (2010) ao avaliar o crescimento do Dilocarcinus paggei Stimpson, 1861 em
uma represa localizada em Barra Mansa/SP, reportam o (LC) para fémeas maior que para 0s
machos.

Entretanto, essa relagédo de comprimento entre 0s sexos ndo parece ser um padréo para
os Brachyuras em geral, fato este comprovado por (Venancio e Leme, 2010; Lima et al.;
2012), ao estudar os aspectos bioldgicos do Trichodactylus petropolitanus e T. fluviatilis,
respectivamente, encontraram o tamanho do (LC) similar para as duas espécies de ambos 0s
sexos. Em adicdo, outros trabalhos relacionados a estrutura populacional de caranguejos
dulcicolas demonstram que a largura do cefalotérax dos machos é maior do que a das fémeas,
por exemplo: Amaral et al. (2014) para Ucides cordatus; Santos (2013) e Lira et al. (2012)
para Goniopsis. cruentata (Latreille, 1803); Shinozaki-Mendes (2011) para o Cardisoma
guanhumi (Latreille, 1825); Carvalho et al. (2011) para Callinectes ornatos (Ordway, 1863);
Oliveira et al. (2011) para Aegla platensis (Schmitt, 1942); Bueno e Shimuzu (2009) para
Aegla franca (schmitt, 1942); Zimmermann (2009) para o Trichodactylus panoplus (Von
martens, 1869); Ferreira e D’incao (2008) para Callinectes sapidus (Rathbun, 1896); Viau et
al. (2006) para Aegla Uruguayana (Schmitt, 1942); para a Aegla logirostri (Bond-Buckup e
Buckup, 1994) Colpo et al. (2005); para o C. guanhumi Rivera (2005); Taddei e Pinheiro
(2005) e Alarcon et al. (2002) para Trichodactylus fluviatilis (Latreille, 1828); Pinheiro et al.
(2003) para C. ornatus; Silva e Oshiro (2002) para C. guanhumi; Liu e Li (2000)
Candidiopotamon rathbunae (Mann, 1914) e Gherardi e Micheli (1989) para o Potamon
potamios Palestinenses (Bott, 1970).

Dentre os Brachyura, geralmente os machos possuem tamanho superior aos das
fémeas, Hartnoll, (1982) comenta em seu trabalho que isso acontece devido ao gasto
energético que ocorre durante o periodo reprodutivo destas, causando um retardamento no seu
crescimento.

Em contrapartida, os resultados encontrados no presente trabalho indicam uma
possivel estratégia reprodutiva utilizada pelas fémeas do G. castelnaui. Essa diferenca pode
estar relacionada a forma de cépula, em que as espécies que copulam com a carapaca rigida
ndo ha a necessidade dos machos ficarem “guardando” as fémeas por um longo periodo, ndo
sendo necessario atingir tamanhos superiores. Deste modo, uma fémea mais larga é capaz de
desenvolver mais o6citos maturos, que ocupam um maior volume, e incubar um maior

numero de ovos (Hines, 1989). A explicacdo para ter sido encontrada fémeas maiores no
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presente trabalho pode estar relacionado segundo Liu e Li (2000) ao reduzido numero de
mudas realizadas anualmente e devido a distribuicdo agregada observada para ambientes
Iénticos atribui aos machos um tamanho menor.

A combinacdo desses fatores pode ser a causa sutil das fémeas de G. castelhaui
atingirem tamanho superior. De acordo com Hines (1989), a fecundidade em decapodas esta
diretamente relacionada com o tamanho corpdreo. Atrelado a isto, o autor explica que 0s
caranguejos dulcicolas apresentam desenvolvimento direto, consequentemente, 0S 0VOS
possuem um diametro maior quando comparados aos caranguejos marinhos e por isso, as
fémeas necessitam de uma cavidade maior.

A comparacdo dos animais com relacdo ao peso mostrou que 0os machos apresentaram
peso superior ao das fémeas (méximo: 10,63 a 39,71 e 13,12 — 37,46 ) respectivamente. Fato
este comprovado quando se observa o valor da constante de crescimento alométrico (§), maior
para 0s machos, caracterizando um maior ganho de peso. Essa diferenca pode ser ocasionada,
de acordo com Pinheiro e Taddei (2005) em reflexo ao maior tamanho e crescimento
alométrico dos quelipodos dos machos adultos.

Para a espécie estudada o quelipodo direito apresentou maior variacdo de comprimento
para ambos 0s sexos ao longo do periodo estudado

Justificando um maior desenvolvimento para o quelipodo direito dos machos do G.
castelnaui, Vannini e Sardini (1971) e Liu e Li (2000), afirmaram que a principal fungéo do
quelipodo nos machos é auxilia-los em disputas, bem como na imobilizacdo das fémeas
durante a copula. Taddei (2009) confirma em seu trabalho a heteroquelia para os machos de
D. paggei atribuindo aos quelipodos grande importancia com relacdo aos aspectos
comportamentais. Para regides estuarinas Pope (2000) ao estudar o género Uca comenta que o
quelipodo mais desenvolvido nos machos serve de estimulo para atragéo das fémeas.

Para as fémeas adultas, apesar da alometria negativa na relacdo LCxCQ, foi observado
um crescimento somatico no quelipodo direito, embora o indice de significancia tenha sido
menor quando comparado com 0s machos adultos, por esse motivo acredita-se que o
desenvolvimento do quelipodo direito para as fémeas néo esta relacionado a reproducéo. Fato
este reportado para outras espécies de caranguejos, como exemplo: D. pagei Stimpson, 1861
(TADDEI, 1999); D. pagei e Sylviocarcinus australis (MANSUR et al., 2005);
Chasmagnathus granulates Dana,1851 (GREGATI, 2005).

No presente trabalho, apesar do crescimento alométrico negativo, onde a largura da
carapaga cresce em maior propor¢do quando comparado ao comprimento, ndo foram
observadas diferencas significativas entre a largura da carapaca em ambos 0s estagios de

desenvolvimento, ou seja, existe certa similaridade na conformacao dessa estrutura ao longo



117

do desenvolvimento, impossibilitando a distingdo com base nessa relacdo. A causa dessa
similaridade pode ser causada por fatores nutricionais, disponibilidade de alimento e genética
(TZENG, 2004). Ja Fairbairm e Preziosi (1996) explicam que essa auséncia de diferengas
estatisticas quanto ao tamanho da carapaca pode estar relacionada a migracdo diferencial,
mortalidade entre os sexos e o isolamento geografico.

A comparacdo entre machos e fémeas através da observagcdo da regido ventral
(abdémen), demonstrou ser um bom parametro a ser utilizado para separagdo entre 0s Sexos.
Ao se comparar a largura do 4° segmento abdominal em individuos com diferentes tamanhos,
foi possivel observar diferencas até mesmo nos menores exemplares, tornando-se mais
evidente & medida que os individuos se desenvolvem e tornam-se adultos. Tal caracteristica
pode ser observada na relacdo LC x LA, principalmente para fémeas adultas que apresentaram
largura da carapaga (LC) similar ao dos machos, enquanto a Largura do 4° segmento
abdominal (LA) das fémeas exibe um maior crescimento.

O dimorfismo no crescimento do abdémen em Brachyura, geralmente, esta
relacionado as func@es reprodutivas (CABO e FRANSOZO, 1998). Tal fato foi observado
para as fémeas adultas de G.castelnaui que apresentaram essas diferencas. Esse dimorfismo
encontrado para a espécie é um forte indicativo de que as fémeas ao longo do
desenvolvimento se preparam para abrigar os ovos e futuros juvenis na camara incubatoria.
Em consonancia, Hartnoll (1982), descreveu que para décapodos braquitros, o abdémen das
fémeas exibe um aumento pronunciado, o que possibilita a fixacdo dos ovos nos pledpodos e
protecdo destes durante a incubacao, 0 mesmo foi observado por Shinozaki-Mendes (2012) ao
acompanhar o desenvolvimento do C. danae em laboratorio. Em adicdo, Shinozaki-mendes
(2008), ao estudar a biologia reprodutiva do C. guanhumi, relata que a conformacéo e largura
do abdébmen nos caranguejos pode ser um recurso facilitador para estudos biométricos. A
diferenciacdo dos sexos pode ser determinada ainda como o animal vivo, a partir da
observacdo dessas estruturas, a qual representa um dos parametros mais confiaveis.

O periodo reprodutivo nos crustaceos pode ser caracterizado como “continuo”, ou seja,
as espeécies se reproduzem durante o ano inteiro ou “sazonal”, onde a reproducdo dos
individuos € limitante a um determinado periodo do ano, sob condi¢cBes ambientais favoraveis
(SASTRY, 1983). Considerando essa classificagéo sugerida pelo autor, pode-se inferir que o
periodo reprodutivo do G. castelnaui para regido estudada é classificada como sazonal, tendo
em vista que foram observadas fémeas maturas em um periodo prolongado.

A descricdo do ciclo reprodutivo é sempre determinada com base no desenvolvimento
gonadal feminino (Duffy e Thiel, 2007), uma vez que 0s machos quando amadurecem

possuem estoque de espermazoides. Devido a esta caracteristica, individuos classificados
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como adultos serdo comumente encontrados, e por isso, a maturidade dos machos €
determinada com base no tamanho, independente da época do ano. No presente trabalho, esta
afirmacdo é comprovada graficamente (Figura 12), onde individuos adultos foram observados
durante todo o periodo amostral.

De acordo com Sastry (1983), a estacdo reprodutiva prolongada para a maioria das
espécies de caranguejo de regides tropicais e subtropicais € comumente observada, opinido
compartilhada por Goées (2000) ao estudar a biologia do caranguejo Eriphia gonagra na
regido de Ubatuba, S&o Paulo; Litulo (2005) ao descrever os aspectos reprodutivos para Uca
annulipes no sudeste de Mocambique; Benetti (2007) ao estudar a biologia reprodutiva U.
vocator e Baptista-Metri et al. (2005) ao estudar a biologia populacional e reprodutiva do
Callinectes danae no Balneério Sangrila, Parand. Em contrapartida, Silva e Oshiro (2002a,b),
Moura e Coelho (2003) e Cobo e Fransozo (2003) ao avaliarem o periodo reprodutivo do
Goniopsis cruentata em trés estados brasileiros descreveram que o periodo reprodutiva desta
espécie é continuo. Em adicdo, Reis et al. (2014) ao avaliar o crescimento e reproducdo da
espécie supracitada em uma area de manguezal em Ubatuba, S&o Paulo, reportou essa mesma
caracteristica reprodutiva.

O periodo reprodutivo para crustaceos pode ser influenciado por fatores bidticos e
abioticos. Os parametros abidticos como temperatura, fotoperiodo, salinidade e
disponibilidade de alimento sdo considerados por Sastry (1983) limitantes. De acordo com
Cobo e Fransozo (2003) esses fatores exercem maior influéncia em espécies de caranguejos
terrestre e semiterrestre. No presente trabalho, realizado com uma espécie caracterizada como
tal, foi observado relacdo entre a pluviometria, temperatura e o periodo reprodutivo. Sastry
(1983) para o Ucides cordatus e Pinheiro e Fransozo (2002) para o Arenaeus cribrarius
reportam um periodo reprodutivo sazonal, onde a maior quantidade de fémeas com gonadas
maturas ocorreu em apenas cinco meses do ano de novembro a margo, os resultados
estabelecidos pelo autor revelam maior percentual de fémeas maturas no verdo. Corroborando
com os resultados encontrados por Dudley e Judy (1971) para C. sapidus nos EUA; Paul
(1982) para C. ornatus e C. toxotes (México); para Portunus pelagicos Campbell e Fielder
(1986) na (Australia); Batory et al. (1987) para o P. pelagicos (Phillipinas); Pinheiro e
Fransozo (1994) A. cribrarius; Santos (1994) para P. spinimanus (Brasil).

Em contrapartida, o periodo reprodutivo de alguns brachyura pode variar de acordo
com a localidade. Alguns trabalhos realizados demonstram que nos paises com latitudes
elevadas o periodo reprodutivo de algumas espécies de Portunidae ocorre principalmente
durante o inverno: Liocarcinus depurator Fernandez et al. (1991) (Espanha); Macropipus
tuberculatus Abell6 (1989) (Espanha).
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Além desses fatores, Hartnoll (1982) relata que para algumas espécies nem sempre a
muda puberal esta relacionada com a maturacdo das génadas, e que ela pode ser responsavel
apenas pelo aumento do tamanho corpdreo, ap6s um determinado nimero de mudas. A
producdo de gametas pode ocorrer antes dos individuos atingirem a maturidade morfologica,
tornando-se primeiramente maturos fisiologicamente. A maturidade fisiologica foi observada
antes da morfoldgica por Corgos e Freire (2006) para a espécie Maja brachydactyla (Blass,
1922); Linhares (2010) para U. cordatus; Shinozaki-Mendes et al. (2011) para o C. guanhumi.

Vale salientar que o0s aspectos maturacionais de uma espécie ndo podem ser
determinados apenas pela maturidade gonadal (aptiddo de produzir gametas). Corgos e Freire
(2006) apontam que para obtencdo de dados mais robustos e satisfatdrios, faz-se necessario
realiza-la em conjunto com a maturidade morfolégica, incluindo o0s aspectos
comportamentais.

No presente trabalho, todas as caracteristicas do periodo reprodutivo do G. castelnaui
puderam ser elucidadas, com forte indicativo de que ndo ha segregacdo espacial para ambos
0S Sexos, uma vez que, todos os estadgios maturacionais foram encontrados (SCHRAM, 1986).

E importante enfatizar que a espécie estudada encontra-se listada na International
Union for Conservation of Nature (IUCN) com pouco preocupante. Os dados existentes na
literatura para o G. castelnaui ainda sdo insuficientes e levando em consideracdo o baixo
namero de individuos coletados no presente trabalho, eleva a possibilidade de a espécie estar
mal classificada. Dessa forma, estudos sobre os aspectos ecolégicos e biol6dgicos sdo vitais

para 0 conhecimento e preservacao da espécie.
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6. COMENTARIOS CONCLUSIVOS

Ambos o0s sexos do G. castenaui, capturados em um trecho do Rio Pajed, apresentam
células germinativas e formacéo distintas das génadas, sendo possivel identificar os estagios

maturacionais tanto nas fémas, quanto nos machos.

A analise macroscoépica das estruturas externas, bem como a observacdo do aparelho
reprodutor da espécie permitiu determinar que existe diferenca na coloragdo dos individuos ao
longo do crescimento corpéreo e desenvolvimento gonadal. A medida que os individuos
mudam a coloragdo das estruturas externas (tergos e abdémen), a coloracdo das gonadas se
intensifica, permitindo a identificacdo dos estadgios maturativos.

A analise microscopica é indispensavel para identificar com maior acuracia os estagios
de desenvolvimento, principalmente no estagio desovado, em que a caracteristica da gbnada é
muito parecida com o estagio imaturo. Sendo indispensavel para determinar o tamanho de

primeira maturacéo e o tipo de desova.

A analise histoquimica das gbnadas se mostrou como uma importante ferramenta para
identificacdo da composicdo celular das células germinativas e componentes somaticos. O
contraste das reacOes histoquimicas das células aos diversos corantes permitiu a determinacdo

dos estagios com maior precisdo e acuracia.

Os machos, uma vez que se tornam maturos estdo sempre prontos a reproducao,
enquanto que as fémeas apresentam variacdo sazonal, sendo o periodo de maior atividade
reprodutiva entre setembro a dezembro. A maturacdo das gonadas (maturidade fisioldgica)
parece ocorrer antes da muda puberal (processo de marca o inicio da fase adulta), que foi
determinada como base nas medidas morfométricas (maturadade morfologica).

Ao longo do periodo amostral foi capturada uma maior quantidade de fémeas do G.
castelnaui. Em relacdo a largura da carapaca as fémeas sdo maiores que os machos e a relacdo
com base na regressdo potencial para ambos 0s sexos comprovou alometria negativa em
relacdo a largura da carapaca (LC) x incremento de peso. As fémeas apresentaram maior

tamanho e menor peso, quando comparadas com 0s machos.

Apos a classificacdo dos individuos em categorias, pode-se observar a predominancia

de machos e fémeas adultas ao longo do periodo amostral, exceto para 0 més de marco.
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A identificacdo de machos e fémas por meio da observacdo do abddmen se mostrou
uma ferramenta Util para determinacdo dos sexos, onde 0s machos apresentam abdémen com
formato triangular ndo recobrindo totalmente os esternitos toracicos, enquanto que nas fémeas
esta estrutura se apresenta em formato semicurcular e ovalado, recobrindo totalmente os

esternitos toracicos.

Foi observada forte relacdo entre os fatores abidticos (pluviosidade e temperatura) e o
periodo reprodutivo do G. castelnaui. O inicio do periodo chuvoso é o gatilho para a
diminuicdo das desovas, entretanto, o recomeco das desovas ndo acompanham a estiagem. O
aumento da temperatura coincide com o periodo de desova, um indicativo que a espécie tem

preferéncia para desovar no veréo.

Com os resultados obtidos no presente trabalho, acredita-se ter elucidado uma
importante etapa no ciclo reprodutivo do G. castelanui. Entretanto, novos estudos sdo
indispenséveis para o completo entendimento da dindmica reprodutiva da espécie, tendo em
vista a grande dificuldade de obtencdo dos espécimes em ambiente natural. Os resultados aqui
apresentados revelam a necessidade do desenvovimento de pequisas com base em
experimentos em laboratorio, principalmente relacionados ao cultivo e dentre outros que se

julgarem importantes para melhor entendimento da biologia do G. castelnaui.
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