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Resumo

Considerando a lacuna sobre as informacdes da biologia reprodutiva dos crustaceos de agua
doce no Brasil, principalmente dos lagostins, a presente pesquisa teve como objetivo
caracterizar aspectos da dindmica da reproducdo, como a descri¢do e desenvolvimento das
gbnadas, e analisar as variacdes bioquimicas do metabolismo intermediério de Parastacus
varicosus Faxon, 1898 para relaciona-las ao periodo reprodutivo. Os animais foram
amostrados de junho de 2004 a maio de 2005 em um arroio pertencente a Bacia do Rio
Gravatai, localidade Cova do Touro, Gravatai, Rio Grande do Sul. As fémeas foram
separadas em trés estagios gonadais de acordo com a maturacdo. Todos animais
apresentaram o0s dois pares de aberturas e dutos genitais. Foram identificados
histologicamente 40 machos, 32 fémeas e 6 espécimes transicionais. Os indices
gonadossomatico (IG) e hepatossomaético (IH) foram determinados. Ocorreu um aumento
do IG e uma diminuicdo no IH, no periodo de passagem da primavera para 0 verao,
indicando uma maior atividade reprodutiva no verdo e uma possivel transferéncia das
reservas do hepatopéancreas para a gonada nesse periodo. Nas andlises bioquimicas da
hemolinfa, hepatopancreas, musculo e gonadas os niveis de glicose, glicogénio, proteinas
totais, colesterol e lipideos totais foram quantificados. As variacGes sazonais observadas
mostraram estar relacionada com o periodo reprodutivo, mostrando uma transferéncia de
parte das reservas energéticas do hepatopancreas e do musculo para o desenvolvimento das
gbnadas durante periodo reprodutivo. Nessa pesquisa portanto foi observada uma
correlagdo entre os resultados obtidos das investigacbes das gonadas e das andlises
bioquimicas indicando assim uma conexdo entre essas pesquisas e contribuindo para um

melhor entendimento da biologia reprodutiva de P. varicosus.



Introducéo

Os lagostins de dgua doce estdo reunidos na infraordem Astacidea, a qual inclui trés
superfamilias, Nephropoidea Dana, 1852 com representantes marinhos; Astacoidea De
Haan, 1841, com as familias Astacidae e Cambaridae, que reinem os lagostins do
hemisfério norte; e Parastacoidea Huxley, 1879 representada pela familia Parastacidae
Hulex, 1879. A familia Parastacidae compreende 14 géneros e 129 espécies distribuidos
pela Australia, Tasmania, Nova Zelandia, Madagascar e América do Sul, sendo que a maior
parte das espécies ocorre na regido australiana (Buckup 1999).

A familia Parastacidae, que reune os lagostins do hemisfério sul, é representada na
América do Sul pelos géneros Parastacus Huxley, 1879, Samastacus Riek, 1971 e
Virilastacus Hobbs, 1991. No Brasil ha registro apenas para o género Parastacus o qual
pode ser encontrado em ambientes limnicos das planicies, preferencialmente em areas
pantanosas e em aguas loticas de pequeno volume e correnteza fraca (Buckupr & RossI
1980, FRIES 1980; FONTOURA & Buckupr 1989a,b).

A maioria das espécies constrdi habitacdes subterraneas em forma de tuneis simples
ou ramificados que se ligam ao nivel do lencol freatico e apresentam uma ou mais aberturas
na superficie do solo. Possuem habitos noturnos, deixando suas habitagdes subterraneas em
busca de alimento no interior da &gua ou nos ambientes mais proximos; alimentam-se de
matéria organica, viva ou morta, tanto de origem vegetal como animal (FrRIES 1980,
FONTOURA & Buckup 1989b, Buckupr 1999).

Algumas pesquisas foram desenvolvidas com os parastacideos no Brasil como

Buckup & RossI (1980) que realizaram uma revisao taxonémica do género Parastacus.



Aspectos biologicos e ecoldgicos das espécies de Parastacus no Rio Grande do Sul foram
destacados em Buckup (1999) e alguns aspectos da biologia populacional e reprodutiva de
Parastacus brasiliensis (von Martens, 1869) foram analisados por FRIES (1980) e
FONTOURA & Buckup (1989 a,b).

A posicao filogenética dos lagostins de dgua doce sul americanos com relacdo aos
géneros australianos foi investigada por CRANDAL et al. (2000). Esses autores verificaram
que 0s géneros da América do Sul formam um grupo monofilético e estdo relacionados com
0s géneros australianos Paranephrops e Parastacoides.

Com relagdo a biologia de Parastacus varicosus Faxon, 1898, objeto da presente
investigacdo, ndo ha nenhuma pesquisa desenvolvida no Brasil. Entretanto, algumas
informacbes foram obtidas com esta espécie no Uruguai por AMESTOY (1983), onde
verificou o nimero de ovos, sobrevivéncia e cuidado parental. AMESTOY & ISASMENDI
(1984) analisaram o crescimento e a mortalidade desta mesma populacéo.

O lagostim P. varicosus é encontrado nos ambientes limnicos, em &guas Iénticas e
I6ticas de pequeno volume e correnteza fraca, ocultando-se sob detritos nos remansos dos
arroios ou entre as raizes da vegetacdo ciliar, construindo suas galerias nas margens ou no
fundo do leito dos cursos d’agua. Esta espécie ocorre no Uruguai, Argentina e Brasil, sendo
que nesse Ultimo com uma ocorréncia restrita a determinadas localidades nos estados de

Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Buckup 1999).



Biologia reprodutiva

Nos lagostins do hemisfério norte, representado pelas familias Astacidae e
Cambaridea, o principal carater do dimorfismo sexual externo é a forma dos pledpodos,
pois apresentam os pledpodos do primeiro somito abdominal, 0s quaisue sdo vestigiais nas
fémeas e modificados em 6rgdos copulatorios nos machos. Esses animais possuem dois
pares de aberturas genitais, o par feminino localizado no coxopodito do pereidépodo 3 e 0
par masculino localizado no pereiépodo 5 (HoLDICH & REEVE 1988). Ao contrario dos
lagostins das familias Astacidae e Cambaridae, os lagostins do hemisfério sul, representado
pela familia Parastacidae, tanto machos como fémeas ndo apresentam pledpodos no
primeiro somito abdominal, nem mesmo vestigiais (HoLwiTZ 1988).

Os lagostins do género Parastacus também apresentam, em ambos 0S sexo0s, uma
abertura genital masculina no coxopodito do pereiépodo 5 e uma abertura genital feminina
no coxopodito do pereiopodo 3 mesmo individuo. Segundo ALMEIDA & Buckup (1999)
individuos com aberturas anteriores totalmente obstruidas podem ser fémeas imaturas
enquanto que individuos com as mesmas aberturas parcialmente ou totalmente
desobstruidas, fémeas sexualmente maduras. Portanto o sexo somente é confirmado pela
analise histoldgica das gonadas. Esses animais apresentam também os dois pares de dutos
genitais, o par de oviduto conectado a abertura genital feminina e o par de vaso deferente
conectado a abertura genital masculina.

A diferenciagdo sexual nos lagostins como nas demais espécies dos crustaceos
malacostracos é controlada pela presenca ou auséncia do horménio androgénico, que atua
no aparelho sexual masculino e no surgimento dos caracteres sexuais secundarios. No

entanto, nas fémeas ndo ocorre o desenvolvimento da glandula androgénica, entdo na



auséncia do horménio androgénico o aparelho reprodutor feminino se diferencia
espontaneamente (HASEGAWA et al. 1993). Estudos revelam que os genes determinantes do
sexo masculino controlam o desenvolvimento das glandulas androgénicas e 0s genes
determinantes do sexo feminino sdo responsaveis pelo ndo desenvolvimento destas
glandulas (CHARNIAUX-COTTON & PAYEN 1985).

A intersexualidade é um fenémeno caracterizado pela presenca de caracteristicas
masculinas e femininas em um mesmo individuo de uma espécie gonocorica, protandrica
ou protogénica. Essas caracteristicas podem estar limitadas a morfologia externa ou podem
se estender a diferenciagdo das gbnadas (SAGI et al. 1996, KHALAILA & SAGI 1997).

A intersexualidade foi observada por VON MARTENS (1869) em Parastacus
brasiliensis e Parastacus pilimanus (von Martens, 1869); por FAXON (1898) em Parastacus
varicosus, Parastacus saffordi Faxon, 1898 e Parastacus defossus Faxon, 1898; e em
Parastacus pugnax (Poeppig, 1835) por LONNBERG (1898). Esse fendmeno tem sido
documentado em outros parastacideos como em especies dos géneros australianos Cherax
Erichson, 1846 (SokoL 1988, MEDLEY & ROUSE 1993, SAGI et al. 1996, KHALAILA & SAGI
1997) Engaeus Erichson, 1846 e Engaewa Riek, 1967 (HorRwiITz 1988) e no género chileno
Samastacus (RuboLPH 1995a, 1999, 2002).

A intersexualidade pode estar associada ao hermafroditismo, o qual é caracterizado
como a capacidade de um conjunto de genes de proporcionar a formacdo de gametas de
ambos os sexos. O hermafroditismo pode ser simultdneo, o qual se caracteriza pela
presenca de gobnadas de ambos 0s sexos no mesmo individuo simultaneamente ou pode ser
sequencial, sendo caracterizado pela presenca de génadas de ambos 0s sexos N0 mesmo
individuo em diferentes momentos de sua vida, podendo ser de dois tipos: a protandria e a

protoginia. Quando o primeiro sexo é o feminino a condigdo é chamada de protoginia e



quando o primeiro sexo € o masculino a condi¢do denomina-se protandria (GHISELIN 1969,
WARNER 1975).

O hermafroditismo sequencial protandrico pode ser “completo” quando todos 0s
membros de uma populacdo, em algumas espécies, se reproduzem primeiramente como
machos e, com 0 aumento da idade e tamanho se tornam fémeas; em outras espécies, nem
todos os individuos sdo mutantes de sexo, uma variavel proporcdo da populacdo €
constituida por fémeas primarias, que ndo apresentam caracteres masculinos e se
reproduzem somente como fémeas. No hermafroditismo protandrico “parcial” quando
alguns machos trocam de sexo, porém outros se reproduzem como machos durante toda a
sua vida, sendo chamados de machos primarios; também pode ocorrer a presenca de fémeas
primarias nas populaces (BAUER 1986).

Para caracterizar a evolucdo do hermafroditismo nos animais GHISELIN (1969)
prop06s trés modelos teorios: low density model, size advantage model e gene dispersal
model. O low density model vem sendo aplicado na caracterizacdo da evolugdo do
hermafroditismo simultaneo. Em um animal que apresenta caracteristicas que reduzam suas
oportunidades de copula, a probabilidade de encontrar um membro conspecifico que nao
seja do sexo oposto € muito alta, portanto nessas espécies 0 hermafroditismo simultaneo
garantiria a possibilidade de copula a cada encontro.

O size advantage model e o gene dispersal model sdo utilizados na caracterizacdo da
evolugdo do hermafroditismo sequiencial. O primeiro esta relacionado ao sucesso
reprodutivo alcancado por animais de um determinado tamanho e o gene dispersal model
esta baseado nas implicacGes que a dispersdo possa causar com alteragdes na estrutura

populacional de uma determinada espécie.



O hermafroditismo simultdneo é comum em crustaceos, como nos cefalocarideos,
nas formas sésseis, como as cracas e lepas (CHARNIAUX-COTOON & PAYEN 1985) e, tem
sido observado em camarfes do género Lysmata. Enquanto o hermafroditismo seqiencial
foi constatado em isOpodos, tanaidaceos, cracas, anfipodos, camardes, lagostins,
talassinideos e tatuiras (BROOK 1994).

Dentre as pesquisas realizadas sobre a biologia reprodutiva das espécies de
Parastacus destacam-se as desenvolvidas por RuboLPH (1995b), no Chile, com P. nicoteli,
0 qual observou a presenca de fémeas primérias e hermafroditas protandricos. No entanto,
em uma populacdo de P. pugnax, do Chile, RupoLpPH (1997) verificou apenas a presenga de
individuos intersexuados. O mesmo foi observado em uma populacdo de P. varicosus, no
Uruguai (RUDOLPH et al. 2001).

No Brasil, quanto a biologia reprodutiva dos lagostins, somente duas espécies foram
pesquisadas P. brasiliensis e P. defossus por ALMEIDA & Buckup (1997, 1999, 2000). Em
P. brasiliensis foi documentada a ocorréncia de hermafroditismo protandrico, pois foram
encontrados espécimes com células femininas e masculinas no mesmo individuo. Em P.

defossus, foi observado apenas um espécime portador de células femininas e masculinas.

Aspectos do metabolismo intermediario

As pesquisas do metabolismo intermediario em crustaceos tém demonstrado grande
variabilidade inter e intra-especifica, o que torna dificil & determinacdo de um perfil
metabolico padrdo. A variabilidade pode ser atribuida a varios fatores, podendo se destacar
0 habitat (terrestre, marinho, estuarino ou de agua doce), estdgio do ciclo de muda,
maturidade sexual (especialmente em fémeas), alimentacéo, dieta oferecida e sazonalidade

de parametros abidticos visto que estes determinam um padrdo diferencial de resposta



metabolica que se manifestard em mudancas fisioldgicas, ecolégicas e comportamentais
(CHANG & O’CONNOR 1983, KUCHARSKI & DA SILVA 1991, RosA & NUNES 2003b;
OLIVEIRA et al. 2003).

Algumas modifica¢fes bioquimicas observadas na dindmica e nos niveis de lipidios
totais durante o ciclo reprodutivo principalmente, no tecido das gnadas e hepatossomatico
foram analisadas em algumas espécies de crustaceos braquidros (PILLAY & NAIR, 1973) e
em camarfes (READ & CAULTON 1980, CASTILLE & LAWRENCE 1989, ROSA & NUNES
2003a). GIBSON & BARKER (1979) verificaram em Decapoda, um aumento do indice
gonadossomatico e uma diminui¢do no indice hepatossomatico ao longo do ano. ROSA &
NUNES (2003a) analisaram em duas espécies de camardes e uma espécie de lagosta que as
reservas organicas do hepatopancreas seriam mobilizadas para o desenvolvimento do
ovario.

O indice gonadossomatico tem sido utilizado para determinar a sazonalidade dos
ciclos reprodutivos das espécies (GRANT & TYLER 1983) e padronizar o peso das gonadas
para avaliar seus estagios de desenvolvimento. O indice hepatossomatico vem sendo
aplicado para verificar a relagdo de transferéncias das reservas do hepatopéncreas para a
gbnada durante o periodo de maturacdo, pois segundo GIBSON & BARKER (1979) o
hepatopéancreas ¢ identificado como o maior centro de reservas organicas e inorganicas em
crustaceos decépodos. Esses indices, em investigacOes da biologia reprodutiva, constituem
uma importante ferramenta na interpretacdo de mudancgas bioldgicas durante o ciclo
reprodutivo e vem sendo aplicados em pesquisas bioquimicas do metabolismo
intermediario.

Em crustaceos as concentracdes de lipidios sdo bastante elevadas, apesar de nédo

existir um tecido adiposo diferenciado, os principais locais de armazenamento de lipidios



sdo o musculo e o hepatopancreas (O’CONNOR & GILBERT 1968, CHANG & O’CONNOR
1983, HERREID & FuLL 1988, KUCHARSKI & DA SILVA 1991a). HERREID & FuLL (1988)
verificaram que os niveis de lipidios no hepatopancreas de braquilros excediam em dez
vezes os niveis de glicogénio. Diversos estudos tém demonstrado que durante periodos de
grande demanda energética, como a muda e a gametogénese, ocorre uma marcante
mobilizacdo de lipidios, principalmente aqueles presentes no hepatopancreas. No
caranguejo Chasmagnathus granulata, foi evidenciada uma variacdo sazonal dos niveis de
lipidios musculares, sendo estes mais elevados no verdo, porém os niveis de lipidios totais
no hepatopancreas somente diminuem no periodo reprodutivo (KUCHARSKI & DA SILVA
1991a).

RosA & NUNES (2003b) estudando Aristeus antennatus (Risso, 1816), Parapenaeus
longirostris (Lucas, 1846) e Nephrops norvegicus (Linnaeus, 1758), da costa de Portugal,
verificaram um aumento marcante dos niveis de lipidios totais e de colesterol no tecido das
gbnadas, estando este aumento correlacionado com o grau de maturacdo dos ovarios. Neste
mesmo estudo, os autores constataram, através da determinacdo do indice hepatossomatico
e gonadossomatico, que o aumento do conteldo de lipidios totais e de colesterol nos
ovarios ndo estava correlacionado a uma diminuicdo da reserva de gordura no tecido
hepatossomatico, sugerindo assim a dieta como fonte de lipidios e o tecido muscular como
fonte de colesterol para o desenvolvimento ovariano.

O mausculo parece ser a principal fonte de proteinas nos crustaceos e, em decapodos
0s niveis de aminoéacidos livres nos tecidos atingem valores dez vezes superiores que
aqueles encontrados em vertebrados. Diversos trabalhos sugerem que estes aminoacidos
estariam envolvidos nos processos de osmorregulacdo, estando principalmente ligados ao

controle do volume celular (GiLLES 1982, CHANG & O’CONNOR 1983). Alguns estudos



mostram uma variacdo no contetdo de proteinas durante o desenvolvimento ovariano de
crustaceos, podendo resultar de um aumento na biossintese de varias proteinas incluindo,
hormonios, enzimas e lipoproteinas envolvidas com a maturagdo das gonadas (ROSA &
NUNES 2003a, YEHEZKEL et al. 2000).

Os principais tecidos de reserva de glicogénio em crustaceos sdo o musculo, o
hepatopancreas, as branquias e os hemdcitos, porém o local de armazenamento deste
polissacarideo varia conforme a espécie (JOHNSTON & DAVIES, 1972, HERREID & FULL
1988, PARVATHY 1971). O glicogénio armazenado é utilizado nos processos de muda,
hipoxia e/ou anoxia, osmorregulagdo, crescimento, diferentes estagios de reproducdo e
durante periodos de jejum (CHANG & O’CONNOR 1983, KUCHARSKI & DA SILVA 1991a,
KUCHARSKI & DA SiLVA 1991b, RosA & NUNES 2003a, OLIVEIRA et al. 2001 2004).

A auséncia de um deposito central de glicogénio parece ser, segundo HOCHACHKA
& SOMERO (1984), uma adaptacdo de varias classes de animais a mudancas nos fatores
ambientais. NERY & SANTOS (1993) sugerem que esta independéncia em relagcdo aos
depositos centrais de glicose seria muito importante em animais de circulagdo aberta, ja que
seu fluxo sangtiineo é lento e se da sob baixa pressao, o0 que conduziria a uma distribuicdo
menos efetiva da glicose para os tecidos.

O metabolismo intermediario, em crustaceos de dgua doce é pouco estudado, onde
se destacam as pesquisas desenvolvidas com eglideos no Brasil por OLIVEIRA et al. (2003)
onde observaram as variacOes circadianas e sazonais no metabolismo de carboidratos em
Aegla ligulata Bond-Buckup & Buckup (1994) e verificaram um aumento na concentragao
de glicose na hemolinfa, especialmente na primavera, com diferencas circadianas entre

machos e fémeas, relacionadas com o periodo reprodutivo da espécie.



O perfil metabdlico de Aegla platensis Schmitt, 1942 submetidas a dietas ricas em
carboidratos ou proteinas foi pesquisada por FERREIRA et al. (2005) onde concluiram que o
aporte regular de alimento, bem como o tipo de dieta administrado determinou um perfil
diferenciado de resposta metabdlica entre os sexos e o periodo de realizacdo dos
experimentos (inverno e verdo). O efeito de diferentes niveis de lipideos em dietas
artificiais oferecidas ao lagostim Parastacidae Cherax quadricarinatus von Martens, 1868
foi pesquisado por HERNANDEZ et al. (2003). Esses autores concluiram que machos
investem as reservas de lipideos no crescimento, enquanto a utlizacdo das reservas das
fémeas concentram-se no desenvolvimento das gonadas e na vitelogénese.

Constata-se que as espécies do género Parastacus sdo pouco investigadas
permanecendo uma lacuna sobre a biologia reprodutiva, principalmente sobre aspectos
histolégicos e bioquimicos. Pretende-se, portanto, com a descricdo e as observagdes sobre a
dindmica do desenvolvimento das gdnadas, juntamente com as analises bioquimicas do
metabolismo intermediario de Parastacus varicosus fornecer subsidios para o entendimento

da biologia reprodutiva dessa espécie.



Objetivo geral

O objetivo da pesquisa foi investigar os aspectos da biologia reprodutiva do
lagostim de &gua doce Parastacus varicosus amostrados na Bacia do rio Gravatai,

localidade Cova do Touro, Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil (29°52’34”S e 51°0’52”W).

Objetivos especificos
Caracterizar o padrao sexual de P. varicosus com a descri¢do das génadas;
Caracterizar o desenvolvimento das gonadas;
Analisar as varia¢Oes bioquimicas na hemolinfa, hepatopancreas, musculo e génadas;
Correlacionar os resultados das analises bioquimicas com os dados obtidos da

histologia e indices gonadossomatico e hepatossomatico;



Materiais e Métodos

Amostras mensais de Parastacus varicosus foram realizadas no periodo de junho de
2004 a maio de 2005, em uma propriedade particular na localidade Cova do Touro,
municipio de Gravatai, Rio Grande do Sul (29°52°34”S e 51°0°52”W). Nesse local ha
tanques para criacdo de peixes e no fundo do terreno da propriedade had um arroio
pertencente a bacia do rio Gravatai.

Os espécimes foram coletados com armadilhas com iscas de figado, com pucé e,
ainda com uma bomba de sucgéo (Figura 1). As armadilhas foram colocadas nos tanques e
no arroio e retiradas apds dois dias. Em campo as amostras de hemolinfa foram obtidas,
com seringas contendo oxalato de potéssio a 10% (anticoagulante), das articulagcdes dos
pereiopodos dos animais sendo acondicionadas em caixa de isopor com gelo. Os animais
foram entdo, transportados em banho de gelo até o Laboratorio de Carcinologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Em laboratério os animais foram analisados em relacdo a aparéncia dos poros
genitais para verificar o sexo, segundo sugerido por ALMEIDA & Buckup (1999). Os
animais foram pesados em uma balanca eletrénica (BEL SSR600/ precisdo de 0,001g) e
mensurados com um paquimtero digital (precisdo de 0,01 mm) quanto ao comprimento do
cefalotorax (Figura 2).

O hepatopancreas, os musculos do abdémen e as gonadas foram retirados. Parte do
tecido das gbnadas foi destinada para analise histologica, sendo que o restante das gbnadas,

0 hepatopéncreas, os musculos e as amostras de hemolinfa foram congelados a temperatura



de —80°C para anélise bioquimica. Somente as gdnadas das fémeas foram utilizadas para a
analise fisioldgica.

Com a finalidade de caracterizar o habitat do lagostim e possivel variagdo sazonal,
foram registrados alguns parametros como temperatura da agua, pH e teor de oxigénio
dissolvido. A temperatura da agua foi obtida com termémetro de escala interna (0-100°C),
0 pH com um medidor portatil (Quimis/400H) e o oxigénio dissolvido com auxilio de um

termo-oximetro portéatil (OXI 330/SET-WTW).

Anélise das gbnadas
As gbnadas foram extraidas dos animais, pesadas em balanca eletrénica (BEL
SSR600/ precisao de 0,001g) e analisadas macroscopicamente, quanto a coloracao.
O indice gonadossomatico (IG) foi calculado para cada animal pela seguinte
equacdo (GRANT & TYLER 1983, VAZZOLER 1996):
IG = (PG/PA) x 100
onde,
PG = peso da gbnada
PA = peso do animal.
O indice hepatossomético (IH) foi calculado, da mesma forma que o indice
gonadossomatico, porém usando o peso do hepatopancreas ao invés do peso da gonada:
IH= (PH/PA) x 100
onde,
PH = peso do hepatopancreas

PA = peso do animal.



Histologia das gonadas

As gonadas foram extraidas e fixadas em Bouin ou Dubosq durante 4 horas para que
a morfologia e composicao dos tecidos fossem preservadas. Em seguida foram desidratadas
em etanol 70%, 80%, 90%, 95% e 100%, por um periodo de 30 minutos em cada
concentracao, sendo que a Ultima desidratacdo, em alcool 100%, foi realizada duas vezes.

As gobnadas foram diafanizadas em xilol, por 15 minutos e impregnadas em parafina
onde foram realizados dois banhos de 1 hora e um ultimo para a inclusdo. Apos esses
procedimentos foram realizados cortes no material de 7 um no micrétomo manual LEICA
RM 214S.

As laminas foram mantidas na estufa a 60°C por, aproximadamente, 72 horas e, em
seguida foram coradas em hematoxilina e eosina (modificado de BEHMER et al., 1976). No
processo de coloragdo seguiram-se as seguintes etapas: xilol (8 minutos), série alcodlica de
100%, 95%, 90%, 80% e 70% (1 minuto em cada concentracdo), agua destilada (5
minutos), hematoxilina (2 minutos), agua corrente (20 minutos), eosina (2 minutos) e duas
vezes no xilol (4 minutos). Apds a coloracdo as laminas foram analisadas ao miscroscopio

Optico (ver tabela I).

Analises Bioquimicas
Os métodos utilizados nas andlises bioquimicas apoiaram-se em métodos
espectrofotométricos ja padronizados para outros crustaceos no laboratério de Fisiologia

Animal da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.



Determinac6es na hemolinfa

Os niveis de glicose foram quantificados através do método da glicose oxidase com
emprego do kit da Bioclin (glicose GOD-CLIN). Os resultados foram expressos em mg/dl.

As proteinas totais foram quantificadas segundo método descrito por LOWRY (1951)
com a albumina bovina como padréo, os resultados foram expressos em mg/ml.

Os lipideos totais foram quantificados através do kit do método da sulfofosfovalina,
com os resultados sendo expressos em mg/dl.

O colesterol foi quantificado através do kit da Lab test (liquiform- Cat. 76.2), com

os resultados sendo expressos em mg/dl.

Determinac0es teciduais (hepatopancreas, gdbnadas e musculos)

O glicogénio nos diferentes tecidos foi extraido segundo VAN HANDEL (1965) e
quantificado como glicose, apos hidrélise acida (HCI) e neutralizacdo com carbonato de
sodio, utilizando-se o kit da Bioclin (glicose GOD-CLIN) (glicose oxidase). Os resultados
foram expressos em mg/g.

As proteinas totais foram quantificadas segundo método descrito por LOwWRY (1951)
com a albumina bovina como padréo, os resultados foram expressos em mg/ml.

Os lipidios totais foram extraidos pelo método do cloroférmio: metanol (2:1)
(FoLcH et al., 1957) e determinados por uso do metodo da sulfofosfovalina (FRINGS &
DUNN, 1970), com os resultados sendo expressos em mg/g.

O colesterol foi quantificado através do kit da Lab test (liquiform- Cat. 76.2),

utilizando-se o0 método de extracdo de FOLCH et al. (1957), com os resultados expressos em

mg/g.



Analises estatisticas

Para os resultados dos indices e das analises bioquimicas da hemolinfa e dos tecidos
foi aplicado o teste de analise de variancia a um critério (one-way ANOVA). Os testes de
Tuckey e Bonferroni foram utilizados quando observado uma diferenga significativa entre
as médias amostrais.

Na comparacdo entre os indices gonadossomaticos e hepatossomaticos e entre as
analises bioquimicas de machos e fémeas foi utilizado o teste de analise de variancia a dois
critérios (two-way ANOVA). O nivel de significancia adotado foi de 5%, e todas as
analises estatisticas foram realizadas com o programa SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences), verdo 11.5, para Windows.
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Figura 2: Parastacus varicosus. CC = comprimento do cefalotérax (cedida por Buckup,

1999).

Tabela I. Metodologia utilizada nas analises:

Material examinado

Tipo de analise

analise histolégica

analise bioquimica*

analise bioquimica

analise bioquimica

Gonadas indice gonadossomatico*
Hemolinfa

Hepatopancreas indice hepatossomatico
Musculo

analise bioguimica

* analise realizada somente nas fémeas
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Resumo: Caracterizagdo do padrdo sexual de Parastacus varicosus Faxon, 1898
(Crustacea: Decapoda: Parastacidae): analise macroscOpica e microscopica das
gbnadas. Os lagostins de agua doce do género Parastacus sdo intersexuados, ou seja,
apresentam caracteristicas de ambos 0s sexos no mesmo individuo. A presenca de
intersexualidade tem sido documentada em espécies hermafroditas. O objetivo da pesquisa
foi analisar as gonadas de Parastacus varicosus caracterizando seu padrdo sexual. Os
animais foram amostrados na localidade Cova do Touro, Gravatai, RS, Brasil. Foram
observados através das analises histologicas das gbnadas 40 machos, 32 fémeas e 6
espécimes transicionais. Em todos os espécimes analisados foi observada a presenca de
dois pares de aberturas e dutos genitais. Nas fémeas os ovidutos apresentam um diametro
mais largo e nos machos os vasos deferentes sdo mais desenvolvidos. As gdnadas estdo
localizadas no cefalotérax sendo compostas por duas estruturas paralelas. Nas fémeas as
gbnadas foram classificadas em trés estagios. A presenca de espécimes transicionais mostra
uma mudanca de sexo nesses animais, evidenciando a ocorréncia de hermafroditismo,
como ja observado em outras espécies de Parastacus. Nessa pesquisa, 0 padrdo sexual de
Parastacus varicosus foi caracterizado, contudo para um melhor entendimento da evolugéo
do hermafrodtismo nesse grupo de crustaceos sdo necessarios novos estudos sobre a

dinamica desse padréo.



Introducéo

Os lagostins do género Paratacus Huxley, 1879 apresentam em ambos 0s Sexos,
uma abertura genital masculina no coxopodito do pereiépodo 5 e uma abertura genital
feminina no coxopodito do pereidpodo 3. Os dois pares de dutos genitais também estdo
presentes nesses animais, o par de oviduto conectado a abertura genital feminina e o par de
vaso deferente conectado a abertura genital masculina. Individuos com as aberturas
anteriores totalmente obstruidas podem ser fémeas imaturas enquanto que individuos com
as mesmas aberturas parcialmente ou totalmente desobstruidas, sdo fémeas sexualmente
maduras (Almeida e Buckup, 1999).

A presenca de caracteristicas masculinas e femininas no mesmo individuo €
conhecida como intersexualidade e vem sendo investigada nos lagostins de agua doce do
género Parastacus (Rudolph, 1997, 2001) e em alguns géneros australianos como Cherax
Erichson, 1846 (Sokol, 1988; Medley e Rouse, 1993; Sagi et al., 1996); Engaeus Erichson,
1846 e Engaewa Riek, 1867 (Horwitz, 1988). Esse fendmeno pode se limitar & morfologia
externa ou se estender a diferenciacdo gonadal (Khalaila e Sagi, 1997) ou ocorrer em
espécies gonocoristicas com origem genética, endocrinologica ou epigenética ou em
situacBes de hermafroditismo, podendo ser uma caracteristica normal na vida de um
individuo hermafrodita (Charniaux-Cotton e Payen, 1985; Ginsburger-Vogel, 1991).

O hermafroditismo é determinado por um conjunto de genes capaz de proporcionar
a formacdo de gametas de ambos os sexos, podendo ser de carater simultaneo ou
sequencial. O hermafroditismo simultdneo é caracterizado pela presenca de gonadas de

ambos 0s sexos no mesmo individuo simultaneamente. Entretanto o seqiencial é



caracterizado pela presenca de gbnadas de ambos 0s sexos no mesmo individuo em
diferentes momentos de sua vida, podendo ser protandrico, quando o primeiro sexo € o
masculino e protogénico, quando o primeiro sexo € o feminino (Ghiselin, 1969; Warner,
1975).

O hermafroditismo protandrico foi documentado nos lagostins, Parastacus nicoleti
(Philippi, 1882) e Parastacus brasiliensis (von Martens, 1869) (Rudolph, 1995; Almeida e
Buckup, 2000, respectivamente). Em Parastacus pugnax (Poeppig, 1835) e Parastacus
varicosus Faxon, 1898, ndo foi observada nenhuma evidéncia de hermafroditismo, apenas a
ocorréncia de intersexualidade (Rudolph 1997, 2001). Essas pesquisas foram desenvolvidas
através de observagdes macro e microscopicas das gonadas.

As analises das gbnadas sdo importantes para a descrever a estrutura das génadas e,
servem para caracterizar o padrdo sexual de uma determinada espécie. Entretanto para 0s
lagostins Parastacoidea essas pesquisas sdo escassas, podendo se destacar as desenvolvidas
com os lagostins australianos, Cherax quadricarinatus von Martens, 1868 (Sagi et al.,
1996; Abdu et al., 2000) e Cherax quinquecarinatus Gray, 1845 (Beatty et al., 2005). Em
Procambarus clarkii (Girard, 1852) foi observado os estagios das gbnadas e a estrutura do
ovario por Kulkarni et al. (1991) e Ando & Makioka (1998), respectivamente.

Os lagostins do género Parastacus aléem de apresentar uma ocorréncia no Brasil,
restrita aos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul poucas pesquisas foram
realizadas sob o aspecto da dindmica da reproducédo. Visando contribuir com informagdes
sobre a biologia reprodutiva dessas espécies, a pesquisa tem como objetivo descrever
macro e microscopicamente as gonadas de Parastacus varicosus caracterizando o seu

padrdo sexual.



Materiais e Métodos

Espécimes de Parastacus varicosus foram amostrados mensalmente, no periodo de
junho de 2004 a maio de 2005, em um arroio e tanques de criacdo de peixes na localidade
Cova do Touro, municipio de Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil (29°52°33,9”S e
51°0’51,7”W). Os animais foram coletados com armadilhas com iscas (figado de boi),
colocadas no arroio e retiradas ap6s dois dias. Utilizaram-se também pucéas e uma bomba
de succao.

Os animais foram analisados quanto a aparéncia dos poros genitais pois apresentam,
em ambos 0s sexos, uma abertura genital masculina no coxopodito do pereidpodo 5 e uma
abertura genital feminina no coxopodito do pereidpodo 3. Portanto o sexo somente foi
confirmado, adicionalmente pela analise histologica das gbnadas.

As gbnadas foram extraidas, pesadas em balanca eletronica (BEL SSR600/ precisao
de 0,001g) e analisadas, macroscopicamente, quanto ao estagio de desenvolvimento dos
odcitos, classificadas segundo critérios de tamanho e cor. A seguir utilizou-se os métodos
rotineiros em técnicas histolégicas: fixacdo, desidratacdo, diafanizacdo, impregnacdo em
banhos de parafina, incluséo e cortes de 7 um no microtomo. O material foi fixado na
lamina com albumina e, por ultimo realizado a coloracdo em hematoxilina e eosina
(modificado de Behmer et al. 1976).

O material foi analisado ao microscépio Optico para a descricdo das gbnadas e
realizaram-se medi¢des dos odcitos, em cinco laminas de cada estagio, para observar o
tamanho com relagéo ao desenvolvimento. Somente 0s o6citos com nucleo foram medidos,

realizando uma média do maior e menor didmetro.



Resultados

A gbnada masculina e feminina de Parastacus varicosus é formada por estruturas
pareadas e paralelas, localizadas no cefalotorax (Figura 1). A regido anterior esta
localizada posteriormente ao estbmago e circundada pela por¢éo anterior do hepatopéncreas
e a regido posterior esta situada sob o coracéo e intestino.

Todos os animais apresentaram dois pares de aberturas genitais ou gonoporos. O par
feminino esta localizado no coxopodito do terceiro par de pereiopodo (Figura 2a) e o par
masculino no coxopodito do quinto par de pereidpodo (Figura 2b).

Os animais apresentaram também dois pares de dutos genitais, um par de oviduto e
um par de vaso deferente. O oviduto, par anterior, estende-se na direcdo das aberturas
genitais femininas e o vaso deferente, par posterior, estende-se na direcdo das aberturas
genitais masculinas (Figura 3).

Na populacdo de P. varicosus foi observado trés formas sexuais, 32 fémeas
intersexuadas, 40 machos intersexuados e 6 espécimes transicionais, ou seja, com gbnadas

apresentando células masculinas e femininas.

Fémeas intersexuadas

As gobnadas femininas foram observadas em animais com 12,55 a 37,22 mm de
comprimento de cefalotérax (CC), sendo registrado apenas duas fémeas com tamanho
inferior a 17 mm. Através da analise histologica foram observadas células femininas em um

animal com 8,9 mm de CC.



Na maioria das fémeas, as aberturas genitais anteriores estavam parcialmente ou
totalmente obstruidas enquanto as aberturas genitais do quinto par de pereiopodo
desobstruidas. Com rela¢do aos dutos genitais nas fémeas, encontram-se ligados ao par de
ovario e apresentam o par de oviduto mais desenvolvido do que o par de vaso deferente.

As gbnadas foram classificadas pelo estagio de desenvolvimento, quanto a anélise
macro e microscopica, em trés estdgios gonadais. Através das medicbes das oogonias e
oocitos foi observada uma variagdo no tamanho das células (tabela I).

O estagio 1, considerado como imaturo, representado pela gbnada branca é
caracterizado por numerosas oogonias e odcitos primarios, sendo que a maioria apresenta
um grande espaco intercelular e estdo envoltos por células foliculares. Nesse estagio, os
odcitos apresentam um citoplasma homogéneo e um ndcleo central, mas foi observado em
alguns oocitos alguns granulos de vitelo na periferia indicando assim um inicio de
vitelogénese (Figuras 4a,b).

O estagio 1, estagio em desenvolvimento, representado por uma gdnada amarela,
com odcitos primarios maiores do que no estagio l. Foi observado um maior nimero de
oocitos com granulos de vitelo e uma maior concentracdo desses granulos do que no estagio
| (Figura 4c).

O estagio em que as gdnadas encontram-se desenvolvidas foi identificado como
estagio I11. Nesse estdgio a gonada apresenta uma coloragéo verde oliva e € constituido por
um menor nimero de oogdnias e odcitos primarios. Observam-se numerosos 00citos
secundarios com granulos e plaquetas de vitelo dominando o citoplasma. A maioria das
oogonias e dos odcitos primarios estd localizada proxima a regido central enquanto que 0s

oocitos mais desenvolvidos estdo localizados na periferia. (Figura 4d).



O grau de desenvolvimento do ovério relacionado a coloracdo foi corroborado pelos
resultados das andlises histologicas. Apesar de algumas gdnadas com coloracdo branca
(estagio 1) apresentarem odcitos no inicio da vitelogénese, 0 nimero desses o6citos e a
concentragdo de vitelo foi menor. No entanto, ocorre um aumento no tamanho dos odcitos a
medida que o desenvolvimento das gbnadas avanca, devido ao maior acimulo de vitelo no

seu interior e conseqiientemente ocorre um aumento no peso das gonadas (Tabela I).

Machos intersexuados

Com relagdo a gdnada masculina de P. varicosus, foi observada em animais com
8,25 a 39,85 mm de comprimento de cefalotorax. Apresentam uma coloracéo
esbranquicada e sdo formadas por duas estruturas paralelas (Figura 3).

Todos os machos observados apresentaram os dois pares de aberturas e dutos
genitais. Ao contrario das fémeas, os machos apresentaram o par de vaso deferente mais
desenvolvido e observou-se a glandula androgénica. Os dois pares de dutos genitais sdo
retos e apresentam uma coloracdo esbranquigada, semelhante a cor do testiculo (Figura 3).

Os testiculos sdo constituidos de acinos testiculares e tabulos coletores (Figura 5
a,b). No interior dos acinos ocorre a diferenciacdo celular, espermatogonias,
espermatocitos, espermatides e espermatozoides. Esses estadgios ndo foram tdo evidentes
nos juvenis de P varicosus mas nos adultos foi observado a presenca de espermatides ou
espermatozoides. O tubulo coletor é revestido por tecido epitelial e encontram-se células
maduras no interior, espermatides ou espermatozdides (Figura 5c).

A diferenciagéo celular nas gonadas masculinas ndo foi muito evidente como nas
fémeas, portanto ndo foram determinados estadgios gonadais nos machos. Entretanto foi

possivel observar que as espermatogdnias apresentam um citoplasma escasso quando



comparadas ao citoplasma dos espermatdcitos e as espermatides apresentam um nucleo
menor do que 0s espermatocitos.

Na analise histoldgica do vaso deferente dos machos observou-se uma camada
externa de tecido muscular e uma camada interna de tecido epitelial (Figura 5d). No interior

do vaso deferente foi observado espermatoforo.

Individuos Transicionais

Na andlise histologica foram observados 6 especimes transicionais de P. varicosus
(tabela I1), pois ocorreu a presenca de células femininas e masculinas na génada do mesmo
individuo. Esse padréo sexual indica uma mudanca de sexo nesses crustaceos.

Através da analise macroscopica ndo se constatou a presenca diferenciada da
gbnada masculina e feminina (ovotesticulo) nesses espécimes. Entretanto, quatro animais
indicaram ser fémea pela presenga do ovario e dois indicaram ser macho pela observagéo
do testiculo.

Os dois pares de dutos e aberturas genitais (gonéporos) também foram observados
nesses espécimes. As aberturas genitais localizadas no terceiro par de pereidpodo
encontravam-se total ou parcialmente obstruidas, enquanto as aberturas do quinto par
totalmente obstruidas.

Quanto & analise microscépica 0s animais apresentaram o0ogonias e 00citos
primarios na regido feminina. Na regido masculina observou-se acinos testiculares e em trés

espécimes constatou-se o tabulo coletor (Figura 6).



Discussao

O lagostim de &4gua doce Parastacus varicosus como as demais espéecies desse género
(Rudolph, 1995, 1997; Almeida e Buckup, 1997, 1999), apresenta gdnadas toracicas e
pareadas. Entretanto diferem dos lagostins das familias Astacidae e Cambaridae, as quais
apresentam goénadas trilobadas (Stephens, 1952; Word e Hobbs 1958; Wielgus 1973;
Wielgus-Serafinska, 1976; Holdich & Reeve, 1988), mostrando um par de ovarios anterior
e um ovario posterior, em forma de “Y”, em Procambarus clarkii (Ando e Makioka, 1998).
Essa diferenga na estrutura das génadas, entre as familias, pode indicar uma relagdo com o
padréo sexual das espécies, sendo necessario no entanto investigacdes sob este aspecto.

A presenca de diferentes coloraces nos ovarios de P. varicosus esta relacionada ao
grau de desenvolvimento, confirmado pelos resultados das anélises histologicas. A medida
que a gbnada torna-se mais escura ocorre uma maturacdo dos odécitos. O mesmo foi
observado nos lagostins P. clarkii, C. quadricarinatus e C. quinquecarinatus (Kulkarni et
al., 1991; Abdu et al., 2000; Beatty et al., 2005, respectivamente), onde a mudanga na
coloracao se refere a transicdo para a fase seguinte do desenvolvimento das gdnadas
(Arculeo et al., 1995).

A vitelogénese é caracterizada por uma rapida deposicdo de vitelo e outras proteinas
nos odcitos, 0s quais resultam em um aumento no diametro (Eastman-Reks e Fingerman,
1985). Esse fato foi verificado na presente pesquisa, onde se observou que 0 peso dos
ovarios no estagio mais desenvolvido, representado pela gbnada madura, aumentou em
relacdo aos outros estagios e a medida que a vitelogénese avangava ocorreu um aumento no

diametro dos odcitos.



A ocorréncia de um maior nimero de oogdnias e odcitos primarios na regido mediana
das gbnadas maduras de P. varicosus e a ocorréncia de um maior nimero de 006citos
secundarios na periferia ja vem sendo observado ha longo tempo, desde King (1948) o qual
argumenta que a multiplicagdo rapida das células germinativas centrais desloca 0s 00citos
primeiramente formados para as regides periféricas dos lobos ovarianos, o que explica a
disposicdo dos o6citos em maior desenvolvimento nestas regides. O mesmo foi constatado,
em varias espécies de crustaceos, como no caranguejo Carcinus maenas (Linnaeus, 1758) e
no camarao de 4gua doce Macrobrachium acanthurus (Wiegman, 1836) (Krol et al., 1992).
A mesma disposi¢cdo também foi verificada no camardo Penaeus penicillatus (Alcock,
1905) (Oliveira et al., 1999) e recentemente no anomura Aegla platensis Schmitt, 1942
(Sokolowicz et al. 2006).

A ocorréncia de hermafroditismo também foi verificada em uma populagdo de P.
nicoleti no Chile (Rudolph, 1995). Entretanto em uma populacéo de P. pugnax no Chile e
P. varicosus no Uruguai foram encontrados apenas individuos intersexuados, sem qualquer
evidéncia de hermafroditismo (Rudolph, 1997; Rudolph et al., 2001, respectivamente) (ver
tabela 111). Esse fato pode estar relacionado ao local ou o periodo de amostragem, uma vez
que a populacdo de P. varicosus pesquisada no Uruguai foi amostrada apenas em maio.

Nossos resultados sugerem que P. varicosus provavelmente constitui um caso de
hermafroditismo protandrico, onde os individuos atuam primeiro como macho. Esse fato
foi corroborado pela ocorréncia de um maior nimero de machos com menor comprimento
de cefalotérax do que as fémeas. No entanto também foram observados machos com
tamanhos maiores, sugerindo assim, a existéncia de machos primarios, que nunca mudam
de sexo, como observado em P. nicoleti e P. brasiliensis (Rudolph, 1995 e Almeida &

Buckup, 2000, respectivamente). A existéncia de machos primarios é conhecida como



protandria parcial, fendmeno que foi descrito pela primeira vez por Bauer (1986) com o
camardo carideo Thor manningi Chace, 1972.

Pesquisas desenvolvidas com outros parastacideos mostraram a ocorréncia de
intersexualidade nos géneros australianos Engaewa e Engaeus analisados por Horwitz
(1988, 1990) onde observou uma alta proporcdo de individuos com a presenca de
gonoporos de ambos o0s sexos. Em populagbes de Cherax quadricarinatus foram
registradas freqiiéncias de 1,2 a 17% de individuos intersexuados (Medley e Rouse, 1993;
Sagi et al., 1996; Vazquez e Lopez-Greco, 2005).

A maioria das fémeas de P. varicosus apresentou 0s gonoporos femininos,
parcialmente ou totalmente obstruidos. O mesmo foi verificado por Rudolph et al. (2001)
com uma populacéo de P. varicosus no Uruguai, onde verificaram que de 142 animais, 133
apresentaram as aberturas do terceiro par de pereidépodos calcificados e apenas 9 animais
com a membrana parcialmente ou ndo calcificada indicando serem fémeas, mas pela anélise
das gonadas foi observada a ocorréncia de 83 fémeas e 59 machos. Nossos resultados
indicaram que pela observacgdo das aberturas genitais ndo foi possivel determinar o sexo em
P. varicosus, sendo necessario uma analise histologica das gbnadas.

A obstrucdo dos gonoporos femininos em P. varicosus ndo mostrou uma relagdo com a
época do ano, ao contrério de P. brasiliensis, onde Almeida e Buckup (1997) observaram
uma desobstrugdo nesses gonoporos durante o periodo reprodutivo apresentando, portanto
capacidade de oviposicdo. A desobstrucdo, segundo os pesquisadores, € adquirida apos a
muda pré-parturial, ocorrendo um gradual enrijecimento das aberturas femininas quando
perdem a capacidade de oviposic¢do. Portanto, como ndo foi observada essa desobstrucdo na
maioria das fémeas de P. varicosus no periodo reprodutivo (verdo), sugere-se que a

desobstrugdo ocorra em um periodo de tempo muito rapido anterior a copula.



A coexisténcia dos dois pares de dutos genitais em ambos 0s sexos, como observado
nesta pesquisa, pode ser uma caracteristica da fase de transicdo entre um sexo e outro de
muitas espécies protandricas (Boddeke et al., 1991). A ocorréncia do par de oviduto nos
machos pode ser explicada pelo desenvolvimento atrasado da glandula androgénica, a qual
é responsavel pela diferenciacdo sexual nesses animais (Hasegawa et al., 1993). Quando o
hormoénio androgénico comeca a atuar, é possivel que o periodo de sensibilidade dos
ovidutos ao horménio tenha passado, permanecendo nos machos. Esse fato explicaria a
presenca de ovidutos nos machos, mas ndo a ocorréncia dos vasos deferentes nas fémeas.
Restaria investigar, futuramente, a diferenciacdo sexual nesses crustaceos para entender a
presenca dos dois pares de dutos genitais.

A presenca de fémeas de menor comprimento de cefalotérax em uma populagéo sugere
que essas nunca mudam para 0 sexo masculino sendo, portanto fémeas intersexuadas
primérias (Almeida e Buckup, 2000). Nessa pesquisa foram observados apenas duas fémeas
com tamanho inferior a 17 mm de comprimento de cefalotérax sendo necessario uma
analise histoldgica das gonadas de um maior nimero de animais com menor tamanho para
verificar uma maior ocorréncia na populagdo dessas fémeas primarias.

Segundo Rudolph (1995) os modelos size advantage model e o gene dispersal model
podem ser usados para explicar a evolucdo da sexualidade em P. nicoleti. Esta espécie,
como as demais especies do género, constroi habitacdes subterrdneas apresentando assim
algumas caracteristicas morfoldgicas relacionadas com seu modo de vida, como a reducéo
no tamanho do abdémen, a auséncia de larvas e a presenca de barreiras que reduzem a
possibilidade de dispersdo, criando restricoes ao fluxo interpopulacional de genes e
reduzindo, consequentemente, a variabilidade genética, fatores que seriam responsaveis

pela evolucdo do hermafroditismo nesta espécie. Estes aspectos podem ser inferidos para P.



varicosus assim como para as demais espécies do género, porem faltam pesquisas para
entender a dindmica do hermafroditismo.

Sob o aspecto das relagdes de filogenia dos parastacideos, caracterizados por Crandall
et al. (2000), analisando os dois subclados de Parastacus, por um lado representados por P.
pugnax, P. defossus, P. brasiliensis e P. pilimanus e, por outro lado por P. nicoleti,
mostram a intersexualidade presente em todas as especies e o hermafroditismo observado
em algumas delas. No entanto, sdo necessarios estudos mais detalhados que revelem o
padrdo de sexualidade entre os grupos das especies sul-americanas e australianas,
mostrando 0s mecanismos responsaveis pela mudancga de sexo nestes lagostins de agua

doce.
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Tabela 1. Caracterizagdo macro e microscopica dos estdgios das gbnadas das fémeas de

Parastacus varicosus amostradas na localidade Cova do Touro, municipio de Gravatai, RS,

Brasil.

Caracteristicas Estagio | Estéagio Il Estagio 111
(n=18) (n=8) (n=24)
Cor da génada branca amarela verde oliva
Peso da gbnada (g) (Média + EP) 0,019 + 0,003 0,021 + 0,007 0,153 + 0,021
Variacdo do CC (mm) 12,55 a 35,08 22,97 2 34,19 24,10 a 37,06
CC médio + EP (mm) 25,27 + 1,43 28,06 + 1,35 31,19+ 0,95
Tamanho das Oogonias (um)
10,69 + 0,58 12,92 +0,69 10,14 + 1,49

(Média + EP)
Tamanho dos Od6citos Primarios (um)
(Média + EP)

Tamanho dos O6citos em

Vitelogénese Inicial (um) (Média + EP)
Tamanho dos Odcitos Secundarios (um)
(Média + EP)

242,58 + 40,92

345,42 £ 4,59

auséncia

168,33 + 19,22

461,67 £21,03

auséncia

154,86 + 17,10

auséncia

532,24 + 37,98




Tabela I1. Caracterizagdo dos especimes transicionais de Parastacus varicosus amostrados

na localidade Cova do Touro, municipio de Gravatai, RS, Brasil (CC = comprimento do

cefalotdrax).

Gonoporos Gobnada Regido feminina Regido masculina
Periodo de CcC (3° par) (caracterizacao (histologia) (histologia)
amostragem | (mm) macroscopica)
primavera 36,82 Obstruidos ~ Ovario (estagio 1)  Oogobnias e o6citos Acino testicular
primarios
primavera 35,84 Obstruidos Testiculo Oogonias e 0ocitos Acino testicular e
primarios tabulo coletor
primavera 30,02 Obstruidos Oviério (estéagio I) Oogdnias e obcitos Acinos testiculares
primarios
verao 34,05 Obstruidos Testiculo Oogonias e o6citos Acino testicular
primarios e tbulo coletor
outono 36,65 Obstruidos  Ovario (estagio I111)  Oogodnias e o6citos Acino e tibulo
primarios Coletor
outono 24,55 Obstruidos ~ Ovaério (estagio II)  Oogodnias e o6citos Acinos testiculares

primarios




Tabela I11. Padroes sexuais das 10 especies sul-americanas da familia Parastacidae. (I:

Intersexualidade; H: Hermafroditismo; G: Gonocorismo)

[ H
Samastacus spinifrons X X RUDOLPH (1995a, 1999,2002)
Virilastacus araucanius RUDOLPH & ALMEIDA (2000)
Parastacus saffordi X X TURNER (1935)
Parastacus nicoleti X X RUDOLPH (1995b)
Parastacus pugnax X RUDOLPH (1997)
Parastacus defossus X * ALMEIDA & BUCKUP (1999)
X * Noro & Buckup (com. pessoal)
Parastacus brasiliensis X X ALMEIDA & BUCKUP (1997, 2000)
RuDOLPH et al. (2001)
Parastacus varicosus X X " * presente pesquisa
THOMPSON (1982)
Parastacus pilimanus X RUDOLPH & ALMEIDA (2000)
Parastacus laevigatus X RUDOLPH & ALMEIDA (2000)
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Resumo: Dinamica do desenvolvimento das gonadas de Parastacus varicosus Faxon,
1898 (Crustacea, Decapoda, Parastacidae). O desenvolvimento das gonadas de uma
espécie pode ser avaliado pela determinacao do indice gonadossomatico e hepatossomatico.
O hepatopancreas € o maior centro de reservas em decapodos e, essas reservas podem ser
transferidas para as gonadas durante o seu desenvolvimento. O objetivo desta pesquisa foi
avaliar, no lagostim Parastacus varicosus, o desenvolvimento das gdnadas, através de
observacfes macro e microscopicas e, determinar a variacdo dos indices gonadossomatico e
hepatossomatico. Os animais foram amostrados na bacia hidrografica do rio Gravatai,
localidade Cova do Touro, Rio Grande do Sul. As génadas das fémeas foram pesadas para
a determinacdo do indice gonadossomatico e para analise histoldgica. O peso do
hepatopancreas também foi obtido para a determinacdo do indice hepatossomatico. Os
resultados dos indices mostraram uma diminuicdo do indice hepatossomatico e um aumento
do indice gonadossomatico das fémeas, no periodo de passagem da primavera para o ver&o,
0 que sugere uma possivel transferéncia das reservas do hepatopancreas para a gbnada no
periodo reprodutivo. No entanto essa diminui¢do nédo foi significativa (p>0,05), sugerindo
uma atuacao de outros tecidos como a hemolinfa e de nutrientes oriundos da dieta.

Palavras-chave: crusticeos, estagios, indice gonadossomatico, lagostim, maturacéo.



Introducéo

O desenvolvimento das gonadas, em crustaceos decapodos, pode ser acompanhado
pelas modificagbes que ocorrem nos ovarios durante o ciclo reprodutivo, onde ha
multiplicacdo de células gonadais e crescimento dos gametas para a maturacdo, ovulacdo e
oviposicdo (GRASSE 1994). Durante essas fases a gbnada feminina sofre modificacoes,
como alteracdo da cor e tamanho, enquanto a gonada masculina, as modificacbes
morfoldgicas ndo sdo tdo evidentes (CAVALLI et al. 2001, KroL et al. 1992).

O desenvolvimento das gonadas pode ser acompanhado para determinar o periodo e
0 tamanho em que o animal atinge a maturidade sexual sendo caracterizada como o
conjunto de transformagfes morfoldgicas e fisiologicas mediante as quais 0s juvenis ou
imaturos alcangam a capacidade de produzir gametas, que podem fecundar ou ser
fecundados (MANTELATTO 1997). Para os crustaceos, nem sempre existem caracteristicas
externas como cor e tamanho que, de maneira direta e inequivoca, informam sobre o
momento exato em que os individuos alcancam a maturidade sexual.

A maturidade sexual fisioldgica pode ser determinada pela andlise histoldgica das
gbnadas e ductos genitais. Essa anélise revela um desenvolvimento heterogéneo das celulas
caracterizando uma sucessdo celular, passando por varios estagios de diferenciagdo durante
0 desenvolvimento (MANTELATTO & FRANSOzO 1997). A maturidade sexual foi investigada
em varias espécies de decapodos, que ocorrem no Brasil, podendo se destacar algumas
pesquisas como de PINHEIRO & FRANSOzO (1998), LOPEZ-GRECO & RODRIGUEZ (1999),
REIGADA & NEGREIROS-FRANSOZO (1999), CASTIGLIONI & SANTOS (2001), CoBO &

FRANSOZO (2005), MURA et al. (2005) e BAPTISTA-METRI et al. (2005).



O indice gonadossomatico vem sendo utilizado como um metodo qualitativo na
determinacdo do periodo reprodutivo de uma espécie avaliando o0s estdgios de
desenvolvimento. Esse indice expressa a porcentagem que as génadas representam no peso
total do corpo dos individuos (GRANT & TYLER 1983, HAEFNER & SPAARGAREN 1993;
VAZZOLER 1996, LOPEZ-GRECO & RODRIGUEZ 1999).

O indice gonadossomatico foi avaliado, em algumas espécies de decadpodos, como no
caranguejo Chasmagnathus granulata Dana, 1851 (LOPEZ-GRECO & RODRIGUEZ 1999,
respectivamente), nos camardes Crangon crangon (Linnaeus, 1758), Metapenaeus joyneri
(Miers, 1880) e Exopalaemon modestus (Heller, 1862) (HAEFNER & SPAARGAREN 1993;
CHu 1995, OH et al. 2002 respectivamente), e nos lagostins Procambarus clarkii (Girard),
Cherax quadricarinatus (von Martens) e Cherax quinquecarinatus  Gray, 1845
(KULKARNI et al. 1991, Sacl et al. 1996, BETTY et al. 2005, respectivamente).
Recentemente SokoLowics et al. (2006) acompanhou o desenvolvimento das gonadas no
anomuro Aegla platensis Schmitt, 1942 com a aplicacao desse indice.

A sazonalidade do desenvolvimento das gbnadas estd associada com o
armazenamento de reservas organicas e minerais nos tecidos somaticos, que Sao
transferidas para a gonada durante a gametogénese (LAWRENCE 1976). Portanto, como o
hepatopancreas dos crustaceos é o maior centro de reservas organicas e inorganicas em
decapodos (GIBSON & BARKER 1979) é esperado que ocorra uma mobilizacdo dessas
reservas energéticas para a maturacdao das génadas, mostrando assim, valores dos indices
gonadossomaticos e hepatossomaticos antagOnicos, como vem sendo observado em
crustaceos decapodos (PILLAY & NAIR 1973, Kyomo 1988, HAEFNER & SPAARGAREN 1993,

CHU 1995, LOPEZ-GRECO & RODRIGUEZ 1999).



A maioria das pesquisas realizadas no Brasil sobre a biologia reprodutiva das
espécies de crustaceos vem sendo desenvolvida com crustdceos marinhos, permanecendo,
portanto uma grande lacuna no conhecimento sobre este tema com as espécies de agua
doce, principalmente dos lagostins parastacideos. Visando contribuir com informaces
referentes a biologia reprodutiva dos lagostins a presente pesquisa teve como objetivo

avaliar o desenvolvimento das gbnadas em Parastacus varicosus Faxon 1898.



Materiais e Métodos

As amostragens de Parastacus varicosus foram realizadas mensalmente no periodo
de junho de 2004 a maio de 2005 em um arroio e tanques de criacdo de peixes, em uma
propriedade particular na localidade Cova do Touro pertencente a bacia hidrogréafica de
Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil (29°52°33,9”S e 51°0°51,7"W).

Os animais foram amostrados com armadilhas com iscas de figado de boi, pucés e
uma bomba de succdo. As armadilhas foram colocadas nos locais e retiradas apds dois dias.

Em laboratério os animais foram medidos quanto ao comprimento do cefalotorax
(mm) com um paquimetro digital (Moore & Wright) e pesados em uma balanca eletronica
(BEL SSR600/ precisao de 0,001g). As génadas foram observadas quanto a coloracéo. Para
as fémeas registrou-se o peso do ovario e 0 peso do hepatopancreas, enquanto para 0s
machos foi registrado apenas o0 peso do hepatopancreas.

Os estagios de desenvolvimento dos ovarios foram separados de acordo com o grau
de desenvolvimento. O estéagio | foi representado pelo ovario imaturo e com uma coloracao
branca, o estagio Il representado pelo ovério em desenvolvimento e coloragdo amarela e 0
estagio 11, pelo ovario desenvolvido e com uma coloracdo verde oliva.

Para estimar o tamanho em que 0s animais atingem a maturidade sexual, as gbnadas
foram analisadas microscopicamente, onde seguiram as etapas de rotina em preparacdo
histologica. O material foi observado quanto a presenca de odcitos em vitelogénese
secundéria nas fémeas, enquanto nos machos foi observada a presenca de espermatides e/ou

espermatozoides.



O indice gonadossomatico (IG) e hepatossoméatico (IH) foram determinados
segundo GRANT & TYLER (1983) e VAzzOLER (1996) pelas seguintes equacdes, IG =
(PG/PA) X 100 e IH = (PH/PA) X 100, onde PG é o peso da gonada, PA é o peso do
animal e PH é o peso do hepatopéancreas.

Para os resultados dos indices foi aplicado o teste de analise de variancia a um
critério (one-way ANOVA), sendo utilizado o teste de Tuckey, quando observado uma
diferenca entre as médias amostrais. Na comparacdo entre os indices gonadossomaéticos e
hepatossomaticos foi aplicado o teste de anélise de varidncia a dois critérios (two-way
ANOVA).

O nivel de significancia adotado foi de 5% e as analises estatisticas foram realizadas

no programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), verdo 11.5, para Windows.



Resultados

O desenvolvimento das gdnadas de Parastacus varicosus foi avaliado em machos (n=
40) com um comprimento de cefalotorax (CC) que variou de 8,25 a 39,85 mm (26,81 +
0,736) com peso médio de 6,70 gramas e nas fémeas (n= 50) o CC variou de 12,55 a 37,06
mm (28,26 + 0,842) com peso médio de 7,24. Nenhuma fémea ovigera foi observada.

A amplitude do CC foi maior nas fémeas com gdnadas imaturas, sendo que as fémeas
com gonadas em desenvolvimento e desenvolvidas apresentaram, praticamente, a mesma
variacdo (tabela I). A ocorréncia de gonadas imaturas em fémeas de a partir de 12,55 até
35,08 mm sugere a ocorréncia de sucessivas desovas.

Quanto ao peso dos ovarios ocorreu um aumento significativo no estagio 11 diferindo
dos estagios | e 1l (p<0,05) (Figura 1), enquanto que 0 peso no estagio | nao diferiu do
estagio Il (p>0,05).

Nos ovarios examinados (n = 50) observou-se uma maior predominancia do estagio
I11, correspondendo a 48 %, seguido pelo estagio I com 36%, e o estagio Il com a menor
frequéncia, 16%. Esse fato pode ser observado na figura 2, onde é possivel verificar, a
presenca do estagio I11 no periodo do inverno até o verdo.

O menor valor do indice gonadossomatico (IG) foi observado no periodo do outono
(0,317) e o maior valor no verédo (3,16). O menor valor do indice hepatossomatico (IH) foi
observado, também, no outono (6,16) e o maior valor na primavera (7,29) (Figura 3).

Com relagédo aos estagios dos ovarios (Figura 4), observou-se um aumento do 1G no

estagio mais desenvolvido, estagio 11l (p<0,05). Enquanto que nos estagios | e Il néo foi



verificada uma diferenca significativa (p>0,05). O IH n&o variou (p>0,05) a medida que a
gbnada se desenvolve.

Os resultados do IG, das fémeas, mostraram um aumento significativo no veréao
(p<0,05), indicando asssim que esta espécie apresenta uma maior atividade reprodutiva
nesse periodo. Enquanto os valores do IH ndo apresentaram variacdo durante o periodo
amostral (p>0,05), embora tenha sido observada uma diminui¢do no periodo da primavera
para o verdo (p>0,05) (Figura 3).

Comparando o IH entre machos e fémeas (Figura 5) ndo foi observado uma variagdo
significativa durante as amostragens (p>0,05). Nas fémeas o maior valor foi na primavera
(7,3) e 0 menor no outono (6,16), enquanto nos machos o maior valor foi observado no
verdo (6,71) e o menor na primavera (5,86).

Na andlise histoldgica das gonadas foi observada a presenca de od6citos em
vitelogénese secundaria nas fémeas a partir de 24 mm (CC) indicando assim, uma
maturidade. Em 5 fémeas, menores que 24 mm, constatatou-se a presenca de o0citos em
vitelogénese inicial. Enquanto nas gonadas masculinas foi verificado a presenca de

espermatides ou espermatozdides em animais acima de 23 mm (CC).



Discussao

O desenvolvimento das gdnadas pode ser avaliado analisando os diferentes érgéos
que podem atuar como fonte de armazenamento e de transferéncia de reservas organicas
para o processo de maturacdo gonadal no periodo reprodutivo. O inicio da reproducdo € um
evento critico na historia de vida dos animais e esta associado com o esforco reprodutivo,
definido como a proporcdo de energia do corpo transferido para a reproducdo (LOPEZ
GRECO & RODRIGUEZ 1999).

Em crustaceos decapodos, em geral, ha armazenamento de reservas organicas no
hepatopéncreas e utilizagdo durante o desenvolvimento ovariano (PILLAY & NAIR 1973,
IBSON & BARKER, 1979, SHYAMASUNDARI & ERRI BABU 1984, Kyomo, 1988,
SPAARGAREN & HAEFNER 1994, LOPEZ GRECO & RODRIGUEZ 1999, CHU 1999, Y AMAGUCHI,
2001). Essa transferéncia de reservas para o periodo de maturacdo das génadas também foi
observada no lagostim de agua doce Cherax quinquecarinatus por LINDQVIST et al. (1999)
e BEATTY et al. (2005).

A utilizacdo das reservas do hepatopancreas durante o desenvolvimento das gdnadas
foi observada em Aegla platensis tanto nos machos como nas fémeas (SokoLowics et al.,
2006) Entretanto em trés espécies de decapodos, Aristeus antennatus (Risso, 1816),
Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846) e Nephrops norvegicus (Linnaeus, 1758) nédo foi
observado uma transferéncia das reservas do hepatopancreas durante o desenvolvimento
ovariano (RosA & NUNES 2003). Esses autores sugerem que 0s recursos do hepatopancreas

ndo sdo esgotados e, parecem ser compensados diretamente pela alimentacéo.



Em P. varicosus, embora o indice hepatossoméatico ndo tenha apresentado variagdo
significativa durante o periodo amostral foi observada uma diminui¢do no periodo do
verdo, com o aumento do indice gonadossomatico, mostrando assim uma transferéncia
parcial de reservas do hepatopancreas para as gbnadas durante o periodo reprodutivo. Esse
fato foi corroborado através das analises bioquimicas observadas por SILVA-CASTIGLIONI et
al. (em preparacdo) onde verificaram uma mobilizacdo das reservas de lipideos e proteinas.
Entretanto, o hepatopancreas nao contribui, de forma significativa, com a transferéncia de
reservas de colesterol, glicogénio e proteinas para o desenvolvimento das gonadas, durante
0 periodo reprodutivo, sugerindo assim, uma atuacdo do tecido muscular e, também uma
atuacdo do aporte de nutrientes oriundos da dieta.

O aumento do indice gonadossomatico no verdo pode estar relacionado a amostragem
somente de fémeas com goOnadas desenvolvidas. Esse fato deve-se a dificuldade de
amostragem no verdo influenciada pela baixa precipitacdo nesse periodo. A média histdrica
da precipitacdo esperada para 0os meses do verdo (dezembro a fevereiro) para a regido seria
de 99,63 mm, entretanto a média de precipitacdo nesse trimestre foi de apenas 25,83 mm
(EMBRAPA 2005). Com o déficit na precipitagcdo, os animais aprofundaram as tocas na
procura de &gua, o que dificultou a captura dos lagostins.

Através de observacdes em lagostins do género Procambarus HUNER (1988) e
GUTIERREZ-YURRUTA & MONTES (1999) verificaram que a reducdo na atividade
locomotora das fémeas ovigeras, associada com a diminuicao na atividade metabdlica, pode
explicar a menor amostragem quando comparado com as fémeas ndo ovigeras, as quais
apresentam altas taxas metabdlicas e maior atividade de forrageio. Segundo BEATTY et al.
(2005), esse argumento aliado ao grande numero de tocas ocupadas pelas fémeas ovigeras

do lagostim C. quinquecarinatus sugere uma possivel explicacdo para a reducdo na captura



dessas fémeas. A ndo ocorréncia de fémeas ovigeras em todas as amostragens de P.
varicosus e o uso das reservas de carboidratos e a diminuicdo intensa da glicemia no outono
observado por SILVA-CASTIGLIONI et al. (em preparagdo) corrobora com essas observacoes;
ja que o outono parece ser a estagdo subsequente a reproducéo.

O periodo reprodutivo, em algumas espécies de decapodos, € restrito a determinadas
épocas do ano como o0s caranguejos braquidros Chasmagnathus granulata Dana, 1851,
Cancer magister Dana, 1852 e Uca lactea (de Haan, 1835) (LOPEZ-GRECO & RODRIGUEZ
1999; SWINEY & SHIRLEY 2001, YAMAGUCHI 2001, respectivamente) e, entre varias
espécies de caranguejos de agua doce podemos destacar Aegla rostrata Jara, 1977 e Aegla
leptodactyla Buckup & Rossi, 1977 (JARA 1977, NORO & Buckup 2002, respectivamente).
Entretanto algumas espécies, como A. platensis foi observada a presenca de fémeas
ovigeras durante todo ano (BUENO & BoND-Buckup 2000), mas segundo SOKOLOWICZ et
al. (2006) ha um pico do desenvolvimento das gdnadas nos meses do outono.

Embora tenha sido observado, em um mesmo periodo, fémeas em diferentes estagios
de desenvolvimento das gbnadas e a presenca de fémeas com gdnadas maduras no periodo
do inverno ao verdo, Parastacus varicosus mostrou uma maior atividade reprodutiva no
verdo, indicando o seu inicio na primavera. Em Parastacus brasiliensis (von Martens,
1869) foi ovservado um periodo reprodutivo da primavera ao verdo (FONTOURA & BUCKuP
1989).

Concluindo, esses resultados sugerem que P. varicous apresenta uma estratégia
comportamental e de utilizacdo das reservas de nutrientes muito peculiar. No entanto
pesquisas da dindmica populacional devem-se ser implementadas com vista ao melhor

entendimento das estratégias de vida dessa espécie.
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Figura 1. Peso médio dos ovérios de Parastacus varicosus nos trés estagios de
desenvolvimento. As colunas representam a média e as barras verticais o erro padrdo da

média. As letras diferentes apontam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 2. Frequéncia dos estagios dos ovarios de Parastacus varicosus durante o periodo

amostral.
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Figura 3. indice gonadossomatico (IG) e hepatossomatico (IH) sazonal de fémeas de
Parastacus varicosus amostradas na localidade Cova do Touro, municipio de Gravatai, RS,
Brasil. As colunas representam a média e as barras verticais o erro padrdo da média. As
letras diferentes apontam diferenga significativa (p<0,05); letras maidsculas referentes ao

IG e letras minusculas referentes ao IH.
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Figura 4. indice gonadossomatico (IH) e indice hepatossomatico (IH) nos estagios de
desenvolvimento dos ovarios de Parastacus varicosus amostradas na localidade Cova do
Touro, municipio de Gravatai, RS, Brasil. As colunas representam a média e as barras
verticais 0 erro padrdo da média. As letras diferentes apontam diferenca significativa

(p<0,05); letras maiusculas referentes ao IG e letras minusculas referentes ao I1H.
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Figura 5. indice hepatossomatico (IH) dos machos e das fémeas de Parastacus varicosus
nas estacOes do ano, amostrados na localidade Cova do Touro, municipio de Gravatai, RS,

Brasil. As colunas representam a média e as barras verticais o erro padrdo da média.



Tabela 1. Estagios de desenvolvimento dos ovarios de Parastacus varicosus amostrados na

localidade Cova do Touro, municipio de Gravatai, RS, Brasil.

Estagio | Estéagio 11 Estagio 111
(n=18) (n=18) (n=24)
Coloracéo Branca Amarela Verde oliva
Peso médio (g) £ EP 0,019 + 0,003 0,021 £ 0,007 0,153 £ 0,021
Variacdo do CC (mm) 12,55 a 35,08 22,97 a 34,19 24,10 a 37,06
Média do CC + EP (mm) 25,73+1,43 28,38 £1,70 31,05+0,93

* CC: comprimento do cefalotérax (mm) dos animais.
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Resumo: VariacOes sazonais do metabolismo intermediario de Parastacus varicosus
Faxon, 1898 (Crustacea, Decapoda, Parastacidae). O objetivo da pesquisa foi analisar as
variacdes sazonais no metabolismo de Parastacus varicosus e, verificar as possiveis
relacdes com o periodo reprodutivo. Os animais foram amostrados de junho de 2004 a
julho de 2005 na bacia hidrogréfica do rio Gravatai, localidade Cova do Touro, RS, Brasil.
Amostras de hemolinfa, hepatopancreas, musculos e gbnadas foram obtidas para a anélise
de glicose, glicogénio, proteinas totais, colesterol e lipideos totais. Os indices
gonadossomatico (IG) e hepatossomatico (IH) foram determinados para verificar uma
possivel transferéncia das reservas energéticas durante o periodo reprodutivo. Embora
tenha se observado uma diminuicdo do IH com o aumento do IG, no periodo de passagem
da primavera para o verao, essa diminui¢cdo nao foi significativa (p<0,05), o que sugere que
0 aporte nutricional seja importante fonte de substrato energético para o desenvolvimento
das gbnadas. Foi observada uma variacdo sazonal nos niveis dos metabolitos analisados na
hemolinfa e nos diferentes tecidos. Entre os sexos ndao ocorreu um padrdo diferencial nas
analises dos diferentes metabolitos nos tecidos hepatossomatico e muscular (p>0,05),
sendo que na hemolinfa observou-se uma variagdo nos niveis de colesterol e lipideos totais
(p<0,05). Os resultados sugerem que a variabilidade do metabolismo de P. varicosus
parece estar relacionada com o periodo de maturacdo das gbnadas, porém outros fatores
também podem estar atuando como a disponibilidade de alimento, o padrdo de exploracdo
ambiental e as condi¢cdes ambientais, como observado para outros crustaceos.

Palavras-chave: Crustacea, Parastacidae, metabolismo, sazonalidade.



Introducéo

O lagostim Parastacus varicosus Faxon, 1898 tem uma distribuicdo no Brasil,
Uruguai e Argentina, sendo que no Brasil como as demais espécies do género estdo restritas
aos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Esse crustaceo de agua doce é
encontrado em &guas Iénticas e l6ticas de pequeno volume e correnteza fraca, ocultando-se
sob detritos nos remansos dos arroios ou entre as raizes da vegetacdo ciliar, construindo
suas galerias nas margens ou no fundo do leito dos cursos d’agua (Buckup, 1999).

Pesquisas com o género Parastacus sdo escassas, principalmente sobre a biologia
reprodutiva, onde podemos destacar as desenvolvidas no Brasil com Parastacus defossus
Faxon, 1898 (Almeida e Buckup, 1999) e Parastacus brasiliensis (von Martens, 1869)
(Fontoura e Buckup, 1989b; Almeida e Buckup, 1997, 2000). Até o momento nenhuma
pesquisa com P. varicosus foi desenvolvida sobre a reproducdo com populagdes do espaco
meridonal brasileiro.

Segundo Lopez-Greco e Rodriguez (1999) o inicio da reproducdo é um evento
critico na historia de vida dos animais e esta associado com o esfor¢o reprodutivo, definido
como a proporcao de energia do corpo transferida para a reproducdo. Entre os varios
parametros fundamentais para entender a biologia reprodutiva esta a analise das variacdes
bioguimicas do metabolismo intermediério visto que diferentes 6rgdos podem estar atuando
como fonte de armazenamento e de transferéncia de reservas organicas para 0 processo de
maturacdo gonadal no periodo reprodutivo, assim como a propria dieta do animal (Pillay e

Nair, 1973; Rosa e Nunes, 2003a)



Algumas pesquisas mostraram que respostas biologicas as variagcBes sazonais
determinam uma variagdo na composi¢cdo bioquimica dos organismos. Portanto
modifica¢des bioquimicas observadas na dindmica e nos niveis de lipidios totais durante o
ciclo reprodutivo, principalmente no tecido gonadal e hepatossomatico, foram analisadas
em algumas espécies de decapodos (Pillay e Nair, 1973; Adiyodi e Adyodi, 1979; Read e
Caulton, 1980; Teshima e Kanazawa, 1983; Castille e Lawrence, 1989; Rosa e Nunes,
20034a).

Em crusticeos as concentragdes de lipidios sdo bastante elevadas, apesar de nédo
existir um tecido adiposo diferenciado, os principais locais de armazenamento de lipidios
sdo o musculo e o hepatopancreas (O’connor e Gilbert, 1968; Chang e O’connor, 1983;
Herreid e Full, 1988; Kucharski e Da Silva, 1991a). Diversas pesquisas tém demonstrado
que durante periodos de grande demanda energética como a muda e a gametogénese ocorre
uma marcante mobilizacéo de lipidios, principalmente aqueles presentes no hepatopancreas
(Kucharski e Da Silva, 1991a, Rosa e Nunes, 2003b).

Os principais tecidos de reserva de glicogénio em crustaceos sdo o musculo, o
hepatopéncreas, as branquias e os hemdcitos, porém o local de armazenamento varia
segundo a espécie (Johnston e Davies, 1972; Herreid e Full, 1988; Parvathy, 1971). O
glicogénio armazenado é utilizado nos processos de muda, hipOxia e/ou anoxia,
osmorregulacdo, crescimento, diferentes estdgios de reproducdo e durante periodos de
jejum (Chang e O’connor, 1983; Kucharski e Da Silva, 1991a; Kucharski e Da Silva,
1991b; Oliveira et al., 2001, 2004; Rosa e Nunes, 2003a).

Algumas pesquisas mostram uma variacdo no conteGdo de proteinas durante o

desenvolvimento ovariano em crustaceos. Estas variaces poderiam resultar de um aumento



na biossintese de varias proteinas incluindo, horménios, enzimas e lipoproteinas envolvidas
com a maturacdo gonadal (Rosa e Nunes, 2003a; Yehezkel et al., 2000).

O metabolismo intermediario, em crustaceos de agua doce, foi analisado somente nos
eglideos Aegla ligulata Bond-Buckup & Buckup, 1994 (Oliveira et al., 2003) e Aegla
platensis Schmitt, 1942 (Ferreira et al., 2005, Fernandes et al., 2006). Em A. ligulata
observou-se as variagdes circadianas e sazonais do metabolismo de carboidratos e, em A.
platensis, foi observado o perfil metabolico de animais submetidos a dietas ricas em
carboidratos e proteinas, como também a variacdo sazonal deste polissacarideo.

Devido a lacuna de investigacfes do metabolismo intermediario nos crustaceos de
agua doce e também a escassez de informacGes sobre a biologia reprodutiva dos lagostins,
0 objetivo da presente pesquisa foi avaliar as variacbes sazonais no metabolismo
intermediario de Parastacus varicosus e relacionar essas variagbes com 0s eventos

reprodutivos e alguns pardmetros ambientais.



Materiais e Métodos

Amostras mensais de Parastacus varicosus foram coletadas no periodo de junho de
2004 a maio de 2005, em um arroio e em tanques de criacdo de peixes na localidade Cova
do Touro, municipio de Gravatai, Rio Grande do Sul (29°52’33,9”S e 51°0°51,7"W).
Foram utilizadas armadilhas com iscas (figado de boi), um puca e uma bomba de succéo.

Com a finalidade de caracterizar o habitat do lagostim e suas possiveis variagdes
sazonais foram registrados alguns pardmetros como temperatura da agua, pH e teor de
oxigénio dissolvido. A temperatura da agua foi obtida com termdmetro de escala interna, o
pH com um medidor portatil (Quimis/400H) e o oxigénio dissolvido com auxilio de um
termo-oximetro portatil (OXI 330/SET-WTW). Esses pardmetros amostrados mensalmente
foram agrupados por estacéo do ano, onde foram calculadas médias sazonais.

Em campo foram retiradas amostras de hemolinfa das articulagdes dos pereidpodos,
com seringas contendo oxalato de potéssio (10%), um anticoagulante, sendo congeladas
imediatamente. Os animais foram transportados em banho de gelo até o Laboratério de
Carcinologia da UFRGS, onde foram sexados. A confirmacdo do sexo foi realizada pela
observacdo da gobnada sob microscopio Optico, pois esses animais ndo apresentam
dimorfismo sexual, apresentando os dois pares de aberturas genitais, o par feminino e o par
masculino.

Os animais foram pesados em uma balanca eletronica (precisdo de 0,001g) e os
diferentes tecidos, musculo do abdémen, o hepatopancreas e as gbnadas foram removidos.
Esses tecidos foram pesados e armazenados no freezer a uma temperatura de —80° C para

uma posterior analise bioquimica.



Para verificar possiveis relacbes das analises bioquimicas com o periodo
reprodutivo da espécie foram determinados os indices gonadossomaético e hepatossomatico
pelas seguintes equacdes: 1IG= PG/PA X 100, onde PG é o peso da gbnada e o PA é o peso
do animal e multiplica-se por 100 para obter a porcentagem e IH= PH/PA X 100, onde PH
é 0 peso do hepatopancreas (Grant e Tyler, 1983; Vazzoler, 1996).

Os resultados dos indices foram analisados pela aplicacdo do teste de anélise de
variancia de uma via, com nivel de significancia de 5%. O teste de Tuckey foi utilizado,
quando observado uma diferenca entre as médias amostrais. Na comparagdo entre as
variagcdes anuais dos indices gonadossomaticos e hepatossomaticos de machos e fémeas,
durante o periodo de amostragem, utilizou-se o teste de analise de variancia de duas vias,
com nivel de significancia de 5%. As andlises estatisticas foram realizadas no programa

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versdo 11.5, para Windows.

Analises Bioquimicas

Os metodos utilizados nas analises bioquimicas da hemolinfa e de alguns tecidos de
Parastacaus varicosus apoiaram-se em métodos espectrofotométricos padronizadas para
outros crustaceos no laboratério de Fisiologia Animal da PUCRS (Oliveira et al. 2001,

2003; Fernandes et al. 2005).

1- Determinac6es na hemolinfa
a. Os niveis de glicose foram quantificadas através do método da glicose oxidase com
emprego do kit da Bioclin (glicose GOD-CLIN) . Os resultados foram expressos em

mg/dl.



b. As proteinas totais foram quantificadas segundo método descrito por Lowry (1951) com
a albumina bovina como padréo, sendo os resultados expressos em mg/ml.

c. Os lipideos totais foram quantificados através do método da sulfofosfovalina, com o0s
resultados sendo expressos em mg/dl.

d. O colesterol total foi quantificado através do kit da Lab test (liquiform- Cat. 76.2), com

os resultados sendo expressos em mg/dl.

2- Determinac0es nos tecidos (hepatopancreas, gbnadas e musculos)

a. O glicogénio nos diferentes tecidos foi extraido segundo Van Handel (1965) e
quantificado como glicose, apds hidrdlise acida (HCI) e neutralizacdo (carbonato de
sodio), utilizando-se o kit da Bioclin (glicose GOD-CLIN) (glicose oxidase). Os
resultados foram expressos em mg/g.

b. As proteinas foram quantificadas segundo meétodo descrito por Lowry (1951) com a
albumina bovina como padréo, os resultados foram expressos em mg/ml

c. Os lipidios totais foram extraidos pelo método do cloroférmio: metanol (2:1) (Folch et
al., 1957) e determinados por uso do método da sulfofosfovalina (Frings, 1970), com os
resultados sendo expressos em mg/g.

d. O colesterol foi quantificado através do kit da Lab test (liquiform- Cat. 76.2), utilizando-
se 0 método de extracdo de Folch et al. (1957), com os resultados sendo expressos em
mg/g.

Para as analises bioquimicas, durante o periodo amostral, foi aplicado o teste de
andlise de variancia de uma via, seguido do teste de comparacdo de Bonferroni. Na

comparacdo das curvas obtidas de machos e fémeas foi utilizada a analise de variancia de



duas vias. O nivel de significancia adotados foi de 5% e, as andlises estatisticas foram
realizadas com o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versdo 11.5,

para Windows.



Resultados

As analises bioquimicas foram realizadas sazonalmente, onde foram utilizados 98
animais, 62 machos e 36 fémeas para as determinacfes na hemolinfa e, amostras de 103
animais, 65 machos e 38 fémeas para as determinacfes nos tecidos hepatossomaético e

muscular (tabela I). O tecido das génadas foi analisado em 21 génadas de fémeas.

Determinac6es na hemolinfa

Nas fémeas observou-se um nivel elevado de glicose na hemolinfa nos meses do veréao,
seguida de uma diminuicdo intensa deste carboidrato no outono. No entanto as reservas de
proteinas totais apresentaram, para ambos 0s sexos, valores reduzidos durante a primavera e
verdo em relagcdo aos meses de inverno e outono (Figura 1). Com relagéo as concentragdes
de lipideos totais e colesterol na hemolinfa dos machos e das fémeas foi observado um
aumento nesses niveis durante o periodo do verao (p<0,05) (Figura 2).

Ao compararmos as concentracdes dos diferentes metabdlitos na hemolinfa, entre
machos e fémeas, verificou-se uma resposta diferencial apenas para os niveis de lipideos
totais e colesterol (p<0,05). As fémeas mostraram uma maior concentracdo das reservas de
lipideo e colestrol do que os machos, ao longo do periodo de estudo, apenas no periodo do
outono observam-se niveis mais baixos de colesterol nas fémeas. Nas analises sazonais da
glicose e das proteinas totais ndo foi observada uma resposta diferencial entre os sexos

(p>0,05).



Determinagdes no tecido hepatossomético

No tecido hepatossomatico observou-se uma variacdo sazonal em todos os metabolitos
analisados. Na figura 3 observa-se um incremento nos niveis de glicogénio, dos machos, no
inverno e no verdo (p<0,05) e, valores reduzidos na primavera e no outono. As fémeas, no
entanto, apresentaram uma diminuicdo significativa deste polissacarideo no periodo do
outono, com seus niveis aumentando gradualmente até atingirem um aumento de
concentragao no verao.

As concentracdes de proteinas totais do tecido hepatossoméatico dos machos diminuiram
nos meses do outono (p<0,05) em relacdo aos meses do verdo. As proteinas totais nas
fémeas estiveram elevadas durante o inverno, diminuindo gradualmente até atingirem
niveis mais baixos no outono (p<0,05) (Figura 3).

Na figura 4 pode-se observar uma elevacdo nos niveis de lipideos totais no periodo do
inverno para 0s machos e, no outono para as fémeas (p<0,05). A partir desse periodo foi
observada uma diminui¢do na concentracao dos lipideos totais.

O colesterol do hepatopéancreas apresentou uma maior concentragdo no inverno nos
machos (p<0,05) e uma diminuigdo nas estagdes seguintes, atingindo o menor valor durante
0s meses de outono. J& no tecido hepatossomatico das fémeas ndo foi observada uma
variacao sazonal significativa nos niveis de colesterol (Figura 4)

Em todos os parametros metabdlicos analisados no hepatopancreas, ndo foi observada

uma resposta diferencial entre os sexos (p>0,05).



Determinag0es no tecido muscular

Na figura 5 podem-se verificar as variacbes nas concentracfes de glicogénio no
tecido muscular de P. varicosus, observando-se um aumento significativo durante o inverno
no tecido dos machos, com valores significativamente reduzidos nas esta¢des subsequentes.
OscilagGes, nesses niveis, foram verificadas no tecido muscular das fémeas onde os valores
de glicogénio foram maiores na primavera e no outono (p<0,05).

As proteinas totais do musculo apresentaram niveis elevados durante os meses de
verdo, em ambos 0s sexos (p<0,05) com esses niveis diminuindo cerca de 3 vezes no
periodo do outono (Figura 5).

Nos experimentos do tecido muscular, mostrados na figura 6, observa-se uma
diminuicdo nos niveis de lipideos totais durante a primavera e 0 verdo, para ambos 0S Sex0s
e um aumento durante o outono, atingindo um valor méximo no inverno (p<0,05). Com
relacdo aos niveis de colesterol no tecido muscular foi constatada diminuicéo significativa
na primavera, para ambos os sexos. No verdo ndo foi possivel quantificar os niveis de
colesterol, pois ndo se obteve quantidade suficiente de tecido para esta dosagem (Figura 6).

Nas analises realizadas no tecido muscular ndo foi verificada uma resposta
diferencial entre os sexos (p>0,05) para os diferentes metabdtitos analisados ao longo do

ano.

Determinac6es no tecido das gbnadas

Na figura 7 observa-se um aumento das reservas de glicogénio do tecido das
gbnadas durante os meses de primavera e outono, mas uma diferenca significativa foi
verificada somente no periodo do outono; também, sendo observada uma diminuigdo desses

niveis no inverno.



As concentracdes de proteinas totais mostraram-se elevadas durante o inverno e
verdo com uma diminui¢do na primavera e no outono (p<0,05) (Figura 7).

Durante o periodo da primavera e verdo foi observado um aumento nos niveis de
lipideos totais no tecido das gbnadas, mas esse aumento ndo foi significativo (p>0,05).
Com relacdo ao conteudo total de colesterol verificou-se uma concentracdo elevada nos

meses de primavera seguida de uma intensa reducdo no outono (Figura 7).

Determinac&o dos Indices

Na determinagdo sazonal dos indices gonadossomaticos e hepatossomaticos (IG e
IH) das fémeas de P. varicosus verificou-se que, no periodo de passagem da primavera para
0 verdo ocorreu um incremento do indice gonadossomatico (p<0,05) acompanhado por uma
diminuicdo do indice hepatossomatico; contudo, tal diminuicdo ndo foi significativa (Figura
8).

Nos meses de outono observou-se o menor valor do 1G (0,317) e o maior valor nos
meses de verdo (3,16). Com relagcdo ao menor valor do IH foi no outono (6,16) e 0 maior na

primavera (7,29).

Parametros ambientais

A média sazonal obtida dos parametros ambientais, como a temperatura da agua,
oxigénio dissolvido e pH constam na tabela Il. Os valores do pH apresentaram variacdo de
6,3 a 7,0. Conforme o esperado, a temperatura da agua elevou-se no periodo do verao
(30°C) com relagdo ao inverno (17,2 °C). O oxigénio dissolvido ficou em torno de 6 mg/L,

com excecdo do verdo o qual observou-se um valor inferior.



Discussao

Nessa pesquisa, 0s resultados das analises do metabolismo intermediario de P.
varicosus mostraram que grande parte das varia¢fes sazonais parece estar relacionada com
a maturacdo das gonadas. O periodo reprodutivo de P. varicosus foi determinado pelo
indice gonadossomaético, onde foi verificado um aumento deste indice no periodo do verdo,
acompanhado por uma diminuicdo do indice hepatossomatico. Embora essa diminuigdo ndo
tenha sido significativa, o hepatopancreas mostrou contribuir com a transferéncia de
reservas energéticas para o desenvolvimento da estrutura das génadas, mas provavelmente
outros tecidos e o0s nutrientes da dieta parecem contribuir neste processo. Cabe ressaltar
que o aumento do indice gonadossomatico coincide com um aumento das reservas de
proteinas e lipideos neste tecido e com uma concomitante diminuicdo dessas revervas no
tecido hepatossomatico.

A glicose é o principal monossacarideo na hemolinfa dos crustaceos (Chang e
O’connor, 1983) sendo utilizado na sintese de quitina, de glicogénio, de
mucopolissacarideos, de ribose, de piruvato, de NADPH. Segundo Hu (1958) a glicose €
um dos principais susbtratos energéticos para 0s processos metabolicos gerais em
crustaceos. Niveis glicémicos estaveis sdo importantes para manterem as funcdes regulares
de certos tecidos e 6rgaos, como o sistema nervoso central e o muscular (Verri, et al. 2001),
sendo controlados por fatores hormonais, nutricionais e ambientais (Ferreira et al. 2005).

Nas fémeas de P. varicosus observou-se uma variagdo sazonal nos niveis de glicose
na hemolinfa, ocorrendo um aumento no periodo do verdo apenas nas fémeas. Uma

variacdo sazonal desse monossacarideo também foi observada em Aegla ligulata e em A.



platensis (Oliveira et al., 2003; Fernandes et al., 2005, respectivamente). Em A. platensis o
nivel de glicose ndo esta relacionada com as variagcdes sazonais do grau de replecdo do
estdmago visto que Bueno e Bond-Buckup (2004) observaram estdmagos cheios durante
todo o0 ano. Nessa pesquisa 0s espécimes de P. varicosus ndo foram estudados quanto ao
contetdo estomacal mas o aumento nos niveis de glicose durante o verdo somente nas
fémeas, parece estar relacionado com a utilizacdo das reservas de glicogénio do tecido
muscular e gonadal durante o periodo reprodutivo, considerando que foi observada uma
diminuicdo nesses niveis durante o ver&o.

Tanto em machos como em fémeas observa-se uma diminui¢do do glicogénio nos
meses do outono sugerindo um aumento do uso deste polissacarideo para a sintese de ATP
em um periodo subsequente a diminui¢do dos niveis de oxigénio ambiental e de elevacdo
da temperatura. Desta forma os niveis de glicogénio no hepatopancreas das fémeas de P.
varicosus parecem ndo mostrar uma relacdo com o periodo reprodutivo. Esse fato foi
observado também em Aristeus antennatus (Risso, 1816), Parapenaeus longirostris (Lucas,
1846) e Nephrops norvegicus (Linnaeus, 1758) (Rosa e Nunes, 2003a). Ao contrario de A.
platensis onde Fernandes et al. (2005) sugeriram que esta espécie armazena glicogénio no
hepatopancreas, especialmente nos meses do outono, utilizando essas reservas durante o
periodo reprodutivo.

No tecido hepatossoméatico dos machos verifica-se uma diminuicdo deste
polissacarideo no periodo que antecede a reproducdo (primavera) o que pode sugerir que
esta reserva energética esteja sendo depletada para sustentar o aumento da exploragdo
ambiental em procura das fémeas, assim como de comportamentos reprodutivos. Perfil de
resposta semelhante foi verificado por Fernades et al. (2005) estudando machos de A.

platensis.



A diminuicdo de glicogénio no tecido das génadas nos meses do inverno parece
sugerir um aumento da mobilizacdo deste polissacarideo possivelmente para a sintese de
gametas e producdo de ATP para a vitelogénese, o que é corroborado pela diminuicéo
intensa de lipideos e colesterol na hemolinfa nos meses de outono. As fémeas mostraram
um aumento da glicemia no verdo podendo ser resultado da deple¢do do glicogénio
muscular nos meses de verdo, ja a diminuicdo deste carboidrato na hemolinfa pode
correlacionar-se com o aumento de glicogénio nas gdnadas sugerindo um aumento da
captacdo de glicose e sintese de glicogénio na estrutura das gdnadas nos meses do outono.

As reservas de glicogénio sdo utilizadas nos processos de muda, hipdxia e/ou
anoxia, osmorregulacdo, crescimento, diferentes estagios de reproducdo e durante periodos
de jejum (Chang e O’connor, 1983; Kucharski e Da Silva, 1991a; Kucharski e Da Silva,
1991b; Oliveira et al., 2001, 2004; Rosa e Nunes, 2003a). Entre os tecidos analisados, nesta
pesquisa, o glicogénio foi armazenado principalmente na gonada, enquanto nos resultados
obtidos por Rosa e Nunes (2003a) no hepatopancreas e em menor extensdo no masculo.
Segundo Baden et al. (1994) em N. norbegicus a ocorréncia de deplecdo deste
polissacarideo nos masculos, durante hipoxia e inani¢do, sugere que o musculo tem um
estoque de glicogénio, mais facilmente acessivel durante este tipo de estresse. Isto poderia
explicar a variacdo sazonal de glicogénio nos masculos.

Os carboidratos, além de estarem envolvidos na producéo de &cidos nucléicos, sao
precursores de metabolitos intermediarios na producdo de energia e, sdo também
componentes de pigmentos ovarianos (Harrison, 1990). Entretanto, no tecido dos ovérios de
P. varicosus ndo foi observado um aumento de glicogénio no periodo reprodutivo (verdo),

sendo observado um aumento nos niveis de glicogénio apds esse periodo, no outono.



No verdo foi observada uma diminui¢do nos niveis de proteinas na hemolinfa, em
ambos 0s sexos. Esse fato pode estar relacionado a transferéncia dessas reservas para 0
desenvolvimento das gbnadas, visto que ocorreu um aumento das proteinas totais nesse
tecido no verdo. Fernandes et al (2005) verificaram em A. platensis uma diminuigdo nos
niveis de proteinas nos meses do outono e sugeriram estar relacionada com a vitelogénese e
também como um investimento energético na gametogénese e no comportamento dos
machos.

A variacdo sazonal do conteldo de proteinas relacionada com o desenvolvimento
ovariano pode resultar em um aumento na biosssintese de vérias proteinas incluindo
hormdnios, enzimas e lipoproteinas envolvidas com a maturagao das gdnadas (Yehezkel, et
al., 2000; Rosa e Nunes, 2003a). As proteinas além de serem componentes estruturais dos
tecidos embrionérios, podem também ser usada como combustivel nos estagios finais de
desenvolvimento como observado no desenvolvimento embriondrio de Cherax
quadricarinatus por Garcia-Guerrero et al. (2004) os quais verificaram que as proteinas sao
0s principais componentes dos ovos. Segundo Sastry (1983) a oogénese envolve uma
intensa sintese bioquimica com a mobilizacdo de lipideos e proteinas para o
desenvolvimento dos ovos.

No tecido muscular observou-se uma maior quantidade de proteinas em relacdo aos
outros tecidos analisados. A variacdo sazonal das reservas de proteinas, no tecido muscular,
pode estar relacionada com mudangas na atividade alimentar, ocorrendo uma diminuicéo
das reservas protéicas durante os periodos de inani¢cdo (Rosa e Nunes, 2003a). Segundo
Barclay et al. (1983) a maior contribuicdo dessas reservas € para a manutencdo do animal
para o metabolismo durante periodos de inanicdo, onde pequenas mudancas nos niveis de

proteinas nos muasculos abdominais séo suficientes. No tecido muscular de P. varicosus foi



observado um aumento de proteinas no verdo e uma subsequente diminuicdo no outono,
onde essas reservas provavelmente contribuiram para a manutencdo e sobrevivéncia desses
lagostins durante a escassez alimentar.

O metabolismo de lipideos em crustaceos tem demonstrado, que durante periodos
de grande demanda energética como a muda e a gametogénese, ocorre uma mobilizacao
dos lipideos, principalmente do hepatopancreas para a gonada (Pillay e Nair, 1973,
Shyamasundari e Erri Babu, 1984; Millamena e Pascual, 1990; Mourente e Rodriguez,
1991; Kucharski e Da Silva, 1991?% Palacios et al., 2000). O mesmo foi observado nos
camardes Penaeus duorarum (Gehring 1974) e Penaeus japonicus (Bate, 1888) (Guary et
al., 1974; Teshima e Kanazawa, 1983; Teshima et al., 1989).

A transferéncia de reservas lipidicas do hepatopancreas para o desenvolvimento das
gbnadas parece ocorrer nas fémeas de P. varicosus, onde a diminuicdo das reservas
lipidicas do hepatopéncreas durante o periodo reprodutivo foi acompanhada pelo aumento
dessas reservas nas gonadas, mas essa diminui¢do ndo foi tdo evidente como nas espécies
citadas anteriormente. No entanto, a mobilizagdo dessas reservas ndo foi observada para
algumas espécies de decapodos (Castille e Lawrence, 1989; Cavalli et al., 2001; Rosa e
Nunes, 2003b), pois o requerimento das reservas lipidicas para o desenvolvimento ovariano
parece ser mais dependente dos nutrientes da dieta do que das reservas do hepatopancreas
nestes animais.

O hepatopancreas em P. varicosus parece ser a principal fonte de armazenamento de
lipideos. Diversas pesquisas mostram que o hepatopancreas e 0 musculo sdo 0s principais
locais de estocagem de lipideos em crustaceos (O'Connor e Gilbert, 1968; Chang e
O'Connor, 1983; Herreid e Full, 1988). Segundo Jones e Obst (2000) os lipideos sdo as

principais reservas do hepatopéancreas do lagostim australiano Cherax destructor e, esse



6rgdo pode agir como fonte de nutrientes para mobilizacdo quando a alimentacdo é escassa
e também durante a maturacdo gonadal. Padrdo de resposta semelhante foi observado na
presente pesquisa. Sou tdo sincera contigo gostaria q vc fosse também

O colesterol na hemolinfa foi depletado no periodo do outono, este fato pode estar
relacionado com a sintese de hormdnios sexuais, visto que ambos 0s sexos apresentaram
uma resposta semelhante. Segundo Kanazawa e Teshima (1971) o colesterol é um
componente estrutural das membranas celulares e precursor dos hormonios sexuais
envolvidos no controle reprodutivo dos crustaceos.

N&o foi observada uma reposta diferencial nas reservas de colesterol no tecido
hepatossomatico das fémeas. Entretanto no tecido muscular ocorreu uma variagdo dessas
reservas mostrando uma diminuicdo significativa na primavera, podendo, novamente, estar
relacionada com o periodo reprodutivo, pois se observou um incremento nos niveis de
colesterol nesse periodo no ovério, periodo que antecede a reproducédo. Perfil de resposta
semelhante foi verificado por Rosa e Nunes (2003a) pesquisando espécies de decapodos da
costa portuguesa.

Os resultados das analises bioguimicas aliadas a facilidade de coleta nos meses de
inverno sugerem um aumento da atividade exploratéria nessa estacdo com 0 uso das
reservas lipidicas. Ja nos meses de verdo ha possivelmente um incremento da atividade
reprodutiva e o uso preferencial das reservas de carboidratos e proteinas. Huner (1988) e
Gutiérrez-Yurruta e Montes (1999) verificaram em Procambarus que a reducdo na
atividade locomotora das fémeas ovigeras associada com a diminui¢do na taxa metabdlica,
pode explicar a menor amostragem quando comparado com as fémeas ndo ovigeras. A nao

ocorréncia de fémeas ovigeras em todas as amostragens aliado ao uso intenso das reservas



de carboidratos e proteinas nos meses de verdo e outono corrobora com a determinacgéo da
maior atividade reprodutiva no verao.

Nos meses do verdo ocorreu um déficit na precipitacdo dificultando a captura dos
animais, que vivem em tocas que tendem a ser mais profundas com a falta d’ agua
concomitante com uma diminui¢do nos niveis de oxigénio. A média histérica da
precipitacdo para os meses de dezembro de 2004 a fevereiro de 2005 é 99,63 mm,
entretanto a média observada nesse trimestre foi de apenas 25,83 mm (EMBRAPA, 2005).
Portanto, neste periodo é necessario obter uma maior amostra para confirmar esses
resultados.

Nessa pesquisa, a variabilidade do metabolismo intermediario em P. varicosus mostrou
estar relacionada com o periodo de maturacdo das gdnadas, mas varios outros fatores
também podem estar influenciando, como as condi¢des do ambiente, temperatura,
fotoperidodo, estagio do ciclo de muda e alimentacdo. Portanto, a realizacdo de pesquisas
relacionando todos esses parametros pode contribuir de forma relevante para o
conhecimento da biologia e para a conservacdo de uma determinada espécie, uma vez que,
podem determinar um padrdo diferencial de resposta metabdlica, que se manifestara em

mudancgas fisioldgicas, ecoldgicas e comportamentais.
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Figura 1. Concentracdo sazonal de diferentes metabdlitos na hemolinfa de machos e fémeas de

Parastacus varicosus Faxon, 1898. a) machos; b) fémeas. As colunas representam a média e as
barras verticais o erro padrdo da média. As letras diferentes indicam diferenca significativa

(p<0,05).
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Figura 2. Concentracdo sazonal de diferentes metabolitos na hemolinfa de machos e fémeas de

Parastacus varicosus Faxon, 1898. a) machos; b) fémeas. As colunas representam a média e as

barras verticais o0 erro padrdo da média. As letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 3. Concentragdo sazonal de diferentes metabdlitos do hepatopancreas de machos e fémeas de
Parastacus varicosus Faxon, 1898. a) machos; b) fémeas. As colunas representam a média e as

barras verticais o erro padrdo da media. As letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 4. Concentragdo sazonal de diferentes metabdlitos do hepatopancreas de machos e fémeas de
Parastacus varicosus Faxon, 1898. a) machos; b) fémeas. As colunas representam a média e as

barras verticais o0 erro padrdo da média. As letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 5. Concentracdo sazonal de diferentes metabdlitos do tecido muscular de machos e fémeas
de Parastacus varicosus Faxon, 1898. a) machos; b) fémeas. As colunas representam a média e as

barras verticais o erro padrdo da media. As letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 6. Concentracdo sazonal de diferentes metabdlitos do tecido muscular de machos e fémeas

de Parastacus varicosus Faxon, 1898. a) machos; b) fémeas. As colunas representam a média e as

barras verticais o erro padrdo da media. As letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Tabela I. Rela¢do do nimero de animais amostrados para as determinacdes na hemolinfa e

nos tecidos hepatossomatico e muscular.

Hemolinfa Tecidos
Machos Fémeas Machos Fémeas
Inverno 22 14 25 14
Primavera 22 14 22 15
Veréo 7 4 7 4
Outono 11 4 11 5

Tabela I1. Observagdes sazonais dos parametros ambientais do local de amostragem de
Parastacus varicosus na localidade Cova do Touro, Gravatai, RS, no periodo de junho de
2004 a julho de 2005.



Inverno Primavera Verao Outono

Oxigénio dissolvido (mg/L) 59 6,0 4,0 6,2
pH 7,0 6,8 6,3 6,6
Temperatura da agua (°C) 17,0 22,0 30,0 19,0

Concluséo geral

Os resultados dessa pesquisa mostraram que a determinagdo do sexo, em
Parastacus varicosus, pode ser confirmada somente por observa¢Ges microscopicas das
gbnadas, onde foi possivel constatar a ocorréncia do hermafroditismo. No entanto, para
entender a dindmica do hermafroditismo serd necessario dar continuidade as investigacdes
com essa e com as demais espécies do género, para que se possa compreender a evolucao
da sexualidade nestes animais.

Através das anélises do desenvolvimento das gbnadas foi revelado que parte das
reservas energéticas do hepatopancreas sdo mobilizadas para a gonada durante o periodo
reprodutivo. Esse fato foi corroborado pelos resultados das analises bioquimicas, onde a
variabilidade do metabolismo intermediario em P. varicosus mostrou estar relacionada com

0 periodo de maturacdo das génadas. Verificou-se que, além do hepatopancreas, o tecido



muscular e a hemolinfa mostraram uma atuacdo na transferéncia das reservas energéticas
durante a maturacdo das génadas.

Os resultados das andlises bioquimicas mostraram uma correlagdo com 0s
resultados obtidos nas investigacdes macro e microscopica das génadas. Esse fato indica
uma conexao entre essas areas de pesquisas e contribui de forma significativa para um
melhor entendimento da biologia reprodutiva, cujos aspectos nunca foram abordados de

uma forma integrada neste grupo de crustaceos.

Anexos



Anexo 1. Concentragdo de glicogénio (mg g*) nos tecidos de Parastacus varicosus. Os

resultados representam a média + erro padrdo. O nivel de significancia foi de p<0,05.

Hepatopancreas Musculo Gonada
Machos Inverno 0,054 + 0,009 0,064 + 0,009
B Primavera 0,013 + 0,003 0,0081 + 0,001
Verdo 0,070 £ 0,012 0,0097 + 0,0004
Outono 0,016 + 0,022 0,0084 + 0,0012
Fémeas Inverno 0,017 + 0,003 0,0082 + 0,0008 0,031 + 0,005
Primavera 0,025 + 0,013 0,0247 + 0,0075 0,431 +0,126
Verdo 0,046 + 0,001 0,0112 + 0,0008 0,108 + 0,042
Outono 0,009 + 0,001 0,0232 + 0,006 0,511 + 0,062




Anexo 2. Concentracéo de proteinas totais (mg ml™)nos tecidos de Parastacus varicosus.

Os resultados representam a média + erro padrdo. O nivel de significancia foi de p<0,05.

Hepatopancreas Musculo Gonada
Machos Inverno 7,87 £ 0,86 15,22 + 1,45
Primavera 8,47 +0,93 13,05+ 0,87
Verédo 8,74 + 0,60 19,77 £ 1,02
Outono 4,72 +£0,87 6,51 + 0,60
Fémeas Inverno 12,55 + 1,50 18,52 + 1,56 5,82 + 0,56
Primavera 7,93+0,82 12,31+0,82 2,33+0,45
Verdo 6,43+ 0,98 19,12 + 2,07 5,50 + 0,47
Outono 3,77 £ 0,423 6,60 + 0,65 1,52 +0,35




Anexo 3. Concentracdo de colesterol (mg dI™*) nos tecidos de Parastacus varicosus. Os

resultados representam a média + erro padrdo. O nivel de significancia foi de p<0,05.

Hepatopancreas Musculo Gonada
Machos Inverno 2,87 +£0,77 0,81+0,17
Primavera 0,98 + 0,16 0,05 + 0,009
Verao 0,77 +0,19 0,773+ 0,14
Outono 0,56 + 0,10 0,40+ 0,18
Fémeas inverno 1,54 +0,27 0,72+0,12 32,38 + 8,20
Primavera 0,83+0,11 0,03 +0,01 79,08 + 18,15
Verdo 0,83+0,12 0,704 + 0,08 26,75+ 12,70

Outono 0,47 +£0,16 0,22+£0,11 4,09+£0,70




Anexo 4. Concentragdo de lipideos totais (mg dI™*)nos tecidos de Parastacus varicosus. Os

resultados representam a média + erro padrdo. O nivel de significancia foi de p<0,05.

Hepatopancreas Musculo Gonada
Machos Inverno 26,1+ 8,38 2,38 £0,79
Primavera 0,44 +1,28 0,56 + 0,05
Verédo 3,38+0,34 0,10 £ 0,01
Outono 23,99 + 4,53 1,21 +0,32
Fémeas inverno 12,44 +1,89 1,95+ 0,29 87,73+ 27,21
Primavera 9,83+1,16 0,62 + 0,03 134,65 + 28,12
Verdo 4,92 +0,56 0,13+0,03 135,17 + 67,00
Outono 33,89+ 4,21 0,79 + 0,087 63,99 + 10,31




Anexo 5. Concentracdo dos metabolitos na hemolinfa de Parastacus varicosus. Os

resultados representam a média + erro padrdo. O nivel de significancia foi de p<0,05.

Glicose Proteinas totais ~ Colesterol Lipideos totais
(mg dI™") (mg ml™) (mg dI™) (mg dI)
Machos Inverno 32,21 +4,98 0,670 + 0,059 31,2 +243 46,26 + 3,93
Primavera 16,15 + 3,33 0,059 + 0,007 14,45 + 2,00 123,21 + 22,46
Veréo 31,09 + 8,27 0,045 + 0,004 205,98 + 48,65 290,37 + 53,67
Outono 12,29 + 2,68 0,529 + 0,050 19,18 + 2,24 67,68 + 18,00
Fémeas Inverno 29,91 + 6,68 0,420 + 0,072 45,86 + 7,40 61,97 + 6,72
Primavera 18,83 +2,29 0,049 + 0,003 14,46 + 2,20 155,83 + 19,14
Veréo 59,66 + 19,96 0,050 + 0,003 370,83+ 117,51 438,28 + 122,66
Outono 12,37 + 3,14 0,527 + 0,049 15,30 + 2,25 123,79 + 26,48







