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Resumo

A Paxyodon syrmatophorus (MEUSCHEN, 1781) da ordem Unionida, pertence a
familia Hyriidae, representante da tribo Prisodontini, esta ultima endémica da bacia
amazobnica, Guianas e Orinoco. O ciclo reprodutivo dos representantes dessa
familia apresenta pouco ou nenhuma variagdo sazonal, em virtude da sua
localizac&o tropical, uma vez que ficam expostos a uma temperatura relativamente
constante. O presente estudo visa compreender o desenvolvimento gonadal da
espécie Paxyodon syrmatophorus, do rio Maratauira, localizado ao redor da ilha de
Tabatinga no estado do Para. Uma vez que a literatura enfatiza uma grande
exploracédo desse recurso, com fins industriais para produg¢do de botdes. Um total
de 366 animais foram coletados pelo método de busca ativa, no periodo de julho de
2016 a agosto de 2017, a maré escolhida era a de sizigia. Os animais selecionados
apresentaram diferentes tamanhos, o comprimento total minimo encontrado foi de
19 mm e o maximo 106 mm. A abundancia dos animais encontrados foi maior entre
43 mm e 75 mm de comprimento total. A proporcdo sexual foi M:F 1,68:1 e no
periodo de julho e dezembro de (2016) e margo (2017) houve uma proporgéao
significativa de machos (X?=6,54, gl=1, p <0.05, X?=7,53, gl=1, p < 0.05 e X*=11,56,
gl=1, p < 0.05, respectivamente). O didmetro dos ovocitos maduros foi maior nos
meses de novembro 2016 e julho (2017). A desova desses animais ocorre ao longo
do ano é continua, sdo animais dioicos, porém por alguma razdo ainda
desconhecida, podem surgir animais hermafroditas atipicos, sendo considerado um

evento ocasional.

Palavra-chave: Prisodontine, Unionida, desenvolvimento gonadal.



Abstract

The Paxyodon syrmatophorus (MEUSCHEN, 1781) of the order Unionida, belonging
to the family Hyriidae, representative of the Prisodontini tribe, is the last endemic of
the Amazon basin, Guianas and Orinoco. The reproductive cycle of representatives
of this family shows little or no seasonal variation due to their tropical location, as
they are exposed to a relatively constant temperature. This study aims to understand
the gonadal development of the species Paxyodon syrmatophorus, from the
Maratauira River, located around Tabatinga Island in the state of Para. Since the
literature emphasizes a large exploitation of this resource, with industrial purposes
for bud production. A total of 366 animals were collected by the active search
method, from July 2016 to August 2017, the tide chosen was that of sizigia. The
selected animals presented different sizes, the minimum total length found was 19
mm and the maximum 106 mm. The abundance of animals found was greater
between 43 mm and 75 mm in total length. The sex ratio was M: F 1.68: 1 and in
July and December (2016) and March (2017) there was a significant proportion of
males (X2 =6.54, gl =1, p <0.05, X2=7.53,gl=1, p<0.05and X2=11.56,gl=1,p
<0.05, respectively). The diameter of mature oocytes was higher in November 2016
and July (2017). The spawning of these animals occurs throughout the year is
continuous, they are dioecious animals, but for some unknown reason, atypical

hermaphrodite animals may appear, being considered an occasional event.

Keyword: Prisodontine, Unionida, gonadal development.
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1 INTRODUGAO

A ordem Unionoida representa um grupo de moluscos ecologicamente
diversa e geograficamente difundida. S&do popularmente conhecidos por “mexilhdes
de agua doce”, apresentando seis familias (Unionidae, Margaritiferidae, Hyriidae,
Etheriidae, Mycetopodidae, Iridinidae) (GANGLOFF et al., 2006).

De acordo com Hohn e Marcondes (2002) os bivalves limnicos ocorrem
naturalmente nos bancos de areia do rio Maratauira e as suas conchas ficam
espalhadas pelas margens dos rios gerando indicios que desde épocas pré-
cabralinas a comunidade conhecia e apreciava os moluscos que sido encontrados
nessa regiao. Clavijo (2017) menciona a sua importancia para fazer enfeites,
botdes, cosméticos e na producdo de ragcdo animal. Beasley (2001) destaca que a
Paxyodon syrmatophorus é a espécie mais abundante e mais explorada no rio

Tocantis para fazer botdes a partir de suas conchas.

A necessidade de compreender a biologia e ecologia deste grupo de
organismos € bem compreendida por com Callil e Junk (2000) que avaliaram o papel
funcional de algumas espécies de bivalves limnicos e gastropodes que ocorrem no
Pantanal, frente a incorporagdo e biomagnificagdo de mercurio e verificaram a
auséncia de dados relacionados a esse grupo. Para Garner et al., (1999) através da
investigacéo sobre a biologia reprodutiva de uma espécie € possivel compreender
a sua historia de vida. Avendafio e Le Pennec (1997) enfatizam esses dados como
um requerimento basico para gestdo dos bancos naturais e aplicagado de normas de

conservacgao e/ou exploracao de espécies.

Beasley et al (2000) definiu apenas dois estagios de maturagdo para
Paxyodon syrmatophorus, “em desenvolvimento” e “maduro”, enquanto Calil e
Mansur (2003) para um representante da mesma ordem e da zona tropical,
classificou em 5 estagios de diferenciagédo celular. Segundo Fryer (1961) o ciclo
reprodutivo desses animais apresenta pouco ou nenhuma variacado sazonal, em
virtude da sua localizacao tropical, uma vez que ficam expostos a uma temperatura

relativamente constante.

A literatura ainda é muito escassa com relacdo a informacdes sobre a

biologia reprodutiva dessa especie, portanto o objetivo do trabalho visa
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compreender o desenvolvimento gonadal da Paxyodon syrmatophorus encontrado

em um banco natural localizado na ilha de Tabatinga, Abaetetuba-Pa.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo Geral

O presente estudo visa compreender o desenvolvimento gonadal da espécie
Paxyodon syrmatophorus, do Rio Maratauira, localizado na cidade de Abaetetuba,
no estado do Para.

2.2 Objetivo Especificos

e Diferenciar o sexo;

e Estimar a proporgao sexual;

e Descrever a anatomia gonadal;

e Determinar se a espécie € mondica ou dioicas;

e Identificar os estagios de maturacgao;

e (Calcular a abundancia e o tamanho das células germinativas femininas e

e Examinar o tipo de desova.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sistematica

Para Moore (1969) o filo Mollusca € composto por sete classes, todas com
representantes marinhos, das quais apenas Gastropoda e Bivalvia possuem
representantes de agua doce. Os bivalves liminicos sdo popularmente conhecidos
como naiades e pertencem a Ordem Unionida (BoGAN E ROE 2008) conforme Graf
e Cummings (2006) na ordem Unionida, a familia com o maior numero de espécies
€ a Hyriidae. A maioria das familias € representada por apenas poucos géneros ou
espécies (MCMAHON E BOGAN 2001)

Bivalves de agua doce s&o um grupo monofilético e representam pelo menos
19 familias em trés subclasses de bivalves. A maioria das familias é representada
por apenas poucos géneros ou espécies (MCMAHON E BOGAN 2001) e estédo

distribuidos pela América do sul,
Reino: Animalia
Filo: Mollusca
Classe: Bivalvia
Ordem: Unionida
Familia: Hyriidae
Género: Paxyodon (Meuschen, 1781)

Espécie: Paxyodon syrmatophorus
(Meuschen, 1781) (Figura 1)
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Figura 1: Morfologia externa de Paxyodon syrmatophorus.

Fonte: http:/www.benthos.eu
3.2 Distribuicao Geografica

A espécie Paxyodon syrmatophorus faz parte da tribo Prisodontini que é
endémica da regido amazoénica, Guianas e Orinoco, de acordo com Bonneto,
1967.A Paxyodon syrmatophorus € encontrada na Guiana Francesa, Guiana,
Venezuela e no Brasil, nesse ultimo ocorre nos estados do Para, Amazonas, Mato
grosso, Rondodnia e Tocantins, segundo Mansur e Valer (1992)

3.3 Morfologia

Bivalves sdo moluscos sem cabecga tém um unico pé e a massa visceral, dois
pares de branquias e os sexos sao tipicamente separados. Cada individuo tem dois
valvas em torno do corpo composto de calcio carbonato, seja como calcita ou cristal
aragonitico em sua estrutura (McMahon e Bogan 2001

Mata et al., (2019) afirmam que as diferencas de forma entre os mexilhdes
de agua doce da Amazdnia concordam com as espécies de outras regides, devido
uma extensa variagdo na hidrodindmica. De acordo com Levine et al., (2013) o
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tamanho e a forma das conchas desses bivalves influenciam diretamente na sua
escavacgao e no desalojamento de maneiras complexas que precisam de um estudo
mais detalhado. Os representantes da ordem Unionida s&o morfologicamente
variaveis, dificultando a identificacdo de espécies e dificultando os esforgos de
conservagao. Morais et al., (2013) sugerem que a morfologia das conchas de
bivalves da ordem Unionida pode ser influenciada pelas caracteristicas de fluxo de

agua de cada habitat.

3.4 Habitat e habitos alimentares

De acordo com McMahon e Bogan (2001) os bivalves de agua doce sao
filtradores e muitas espécies se encontram em grandes agregagoes e alimentam-
se principalmente de algas azuis-verdes, diatomaceas, bactérias, particulas finas
organicas e absorvem metais pesados. Fraga et al., (2007) enfatiza a importancia
do papel dos bivalves limnicos nos processos ecoldgicos fluviais, a partir do

consumo de diferentes recursos alimentares.

3.5 Importancia ecolégica e econémica

Segundo Vidigal et al., (2005) diante ou prevendo os impactos ambientais é
fundamental conhecer a biodiversidade, para justamente avaliar os impactos
antropicos, atuando na manutengdo e conservagdo ambiental. Vaughn e
Hakenkamp (2001) enfatizam essa importancia ecoldgica para os bivalves, uma vez
que sao animais filtradores, atuam na diminui¢ao da turgidez da agua aumentando

a penetragao de luz no meio, logo favorecem toda a fauna aquatica local.

Com relacao a importéncia econémica Clavijo (2017) enfatiza a importancia
das conchas para a producao de zooartesanatos, principalmente na producao de
botdes, ressaltando o valor das pérolas produzidas por esses animais de agua doce.
Segundo Anthony e Downing (2001) por volta de metade do século XIX o Estados
Unidos teve uma produgao anual de mais de 5,75 milhdes de botdes advindos da
concha de bivalves limnicos. Na década de 90 Beasley (2001) enfatiza que houve
uma grande exploragado de Paxyodon syrmatophorus justificada pelo uso de sua

conchas na fabricacao de botdes.
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3.6 Reproducgao de bivalves tropicais

Segundo Coe (1943) a diferenciagao sexual entre os bivalves limnicos sofre
uma intensa variagéo, indo desde espécies dioicas a hermafroditas funcionais. Para
Nelson e Allison (1940) que estudaram bivalves marinhos a ovulagdo comeca a
partir de um “start” hormonal, esse horménio é carregado pelo espermatozoide e
adentra nas fémeas através do fluxo de agua, podendo ser uma estratégia de

localizac&o dos parceiros através de mediadores bioquimicos

De acordo com Kat (1984) grande parte dos representantes dos bivalves
limnicos apresentam uma fase larval denominada gloquidio, as mesmas ficam
presas as bolsas marsupiais localizadas nas branquias e posteriormente precisam
encontrar um hospedeiro, geralmente trata-se de peixes e a fixagdo ocorre nas
branquias até a metamorfose. Mansur et al., (1987) identificou dois tipos de
gloquidio para a familia Hyriidae, um apresenta desenvolvimento parasitario nas
branquias dos peixes e o0 outro desenvolvimento completo até a fase de pds larva
dentro dos marsupios. Em um estudo de Beasley e Tagliaro (2004) com a Castalia
ambigua, o gloquidio apresenta uma forma sub triangular, com coloragao
transparente e aspecto poroso e possui um gancho triangular na por¢ao ventral da
valvula. Segundo Beasley et al., (2005) no rio Tocantins as fémeas de Paxyodon
syrmatophorus surgiam com larvas encubadas nas demibranquias entre fevereiro e
setembro e o tamanho da ninhada variou ao longo desse periodo, com tamanhos
médios de 36.779 larvas por fémea gravidica em junho e 13.774 larvas por fémea

gravidica em fevereiro.

De acordo com alguns trabalhos descritos na literatura, o tipo de desova da
maioria dos representantes de bivalves tropicais da familia Hyriidae € do tipo
continua e as desovas ocorrem no periodo mais seco e com o nivel do rio mais
baixo, como uma estratégia de sobrevivéncia, deste modo a probabilidade de
ocorrer sucesso na fecundagao é muito maior, do que quando os rios estdo em um
nivel alto (BEASLEY et al., 2000 ; MEYER et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

41 Area de estudo

A pesquisa foi realizada em um banco natural que se localiza ao norte da ilha
de Tabatinga, pertence a bacia hidrografica do rio Maratauira
(1°41°41.94”S5,48°53°2.22”’W), localizada no municipio de Abaetetuba, Para (figura
2). De acordo com dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) a
precipitacdo média anual na Regido Hidrografica (RH) Tocantins-Araguaia € de
1.774 mm, a sua disponibilidade hidrica & de 5.447 m3/s, e a vazao média é de
13.779 m3/s. Segundo a Agéncia Nacional de Aguas (2015) o municipio pertencente
a Regido Hidrografica Tocantins-Araguaia, a mesma possui uma area de
aproximadamente, 920 mil km? (10,8% do territério nacional)

A precipitacdo é caracterizada por periodos sazonais diferentes: um chuvoso
que se estende de janeiro a maio e outro menos chuvoso de junho a dezembro e a
temperatura varia pouco ao longo do ano, com média de 27,5 °C de acordo com
Lima et al (2005). A maior parte da populagéo (76%) esta concentrada nos centros
urbanos, principalmente na unidade hidrografica do Tocantins. A densidade
demografica € de 9,3 hab./km?> menor que a meédia brasileira (22,4 hab./km) e
Abaetetuba esta entre as principais cidades dessa Regido hidrografica.

Figura 2- Mapa da localizagdo do ponto de coleta no rio Maratauira, Amazdnia oriental, norte do

Brasil.
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4.2 Coleta de campo

No total 366 bivalves limnicos da espécie Paxyodon syrmatophorus foram
coletados, entre julho de 2016 e agosto de 2017. Exemplares de referencia foram
depositados na colegdo de moluscos do Museu de Histdéria Natural Instituto Leibniz
de Pesquisa Evolutiva e da Biodiversidade de Berlim (Museum fiir Naturkunde
Leibniz-Institut fiir Evolutions- und Biodiversitétsforschung in Berlin) com 0 numero
de referéncia 9082349023. A metodologia de coleta consistia em esperar o
momento em que a maré de Sizigia estaria baixa o suficiente para que pudesse
efetuar o mergulho e tatear o fundo para fazer a retirada dos animais do substrato
com o auxilio das maos (Figura 3). Ainda em campo os bivalves eram abertos com
0 auxilio de um abridor de ostras e eram colocados no fixador Bouin por um periodo
de duas horas e em seguida troca-se para alcool 70%, os mesmos foram
transportados para o Laboratério de Ecologia Aquatica Tropical do Instituto Socio
Ambiental de recursos Hidricos da Universidade Federal Rural da Amazdnia para
os devidos procedimentos.

Figura 3: Coleta de Paxyodon syrmatorphorus no rio Maratauira Abaetetuba-PA.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Procedimento em laboratoério

4.3.1 biometria

Comprimento Total (LT) e Altura (h) foram obtidas de cada individuo, em
milimetros (mm), usando um paquimetro digital Caliper 150mm/6 e precisdo de
0,01mm (figura 4). O comprimento total é a distancia entre a borda anterior e
posterior da concha e a altura € a maior medida entre 0 umbo e a porgao ventral da
concha. Com relagao as medidas de peso: Peso total (Mt), peso da concha (Ms) e
peso da massa visceral (Mv) utilizou-se uma balanga de precisdo de trés digitos

decimais e a unidade expressa em gramas (Q).

Figura 4: Autora do presente trabalho realizando a morfometria de Paxyodon no Instituto Federal de

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.3 Histologia

Para o estudo do ciclo reprodutivo extraiu-se um total de 366 animais no
periodo de julho (2016) a agosto (2017). No laboratério realizou-se a mensuragéo
morfométrica e massa molhada fixada em etanol. Com base na metodologia de
Howard et al., (2004) retirou-se uma fatia do tecido dorso ventral do molusco e foi

realizado um corte de aproximadamente 5 mm de espessura com o auxilio de um
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bisturi, cada corte foi colocado no cassete devidamente codificado e armazenado

em um frasco com alcool 70%, para posterior inclusdo em parafina (Figura 5)

Figura 5: Etapas prévias da inclusdo em parafina. a- visao interna da concha com a massa total
(MT) b- sifao/manto e branquias (SM), ¢- massa visceral (MV) incluindo o pé (P), d-fatia do tecido
dorso ventral (FD), e- corte de 5mm da fatia do dorso central, f- cassete (CS) devidamente codificado
e armazenado (ID).

d e

¢

Corte 5 mm

Fonte: elaborada pelo autor

A desidratagao dos tecidos ocorreu de forma gradual e crescente
e 1 hora etanol 80%
e 1 hora etanol 90%
e 1 hora etanol 96%
e 1 hora etanol 100%

e 1 hora xilol

Durante a inclusao em parafina a estufa encontrava-se a 68 °C e os tecidos
passaram por 3 submersdes na parafina, com duracdo de 20 minutos cada. Os
tecidos foram colocados em moldes de acgo inoxidavel com a secao transversal
voltada para baixo. Os cortes no micrétomo foram realizados com 5 ym de

espessura. Essas secgdes foram colocadas em banho maria de 45 a 50 °C
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posteriormente retirando o material com as laminas. Finalmente os cortes foram

depositados em uma estufa a 60 °C para secagem por 24 horas.

Os corantes utilizados nos procedimentos histolégicos foram a Hematoxilina

e a Eosina (HE).

a) Material necessario para a solugdo de Hematoxilina de Harris (Junqueira e
Junqueira 19832)

Hematoxilina 259

Alcool 100% 25 ml
Alumen de aménio ou potassio 50 g

Agua destilada 500 ml
Oxido vermelho de mercurio 1,259
Acido acético 20 ml

b) Material necessario para solugéo de Eosina (Junqueira e Junqueira 1983b)

Eosina soluvel em agua 19

e Agua destilada 100ml

c) Para corar pecgas incluidas em parafina é necessaria a retirada da parafina e a

hidratacdo da peca. O procedimento teve por base Junqueira e Junqueira
(1983b) e Kim et al., (2006)

10 min Xilol

10 min Xilol Il

5 min Etanol 100 %

5 min Etanol 90 %

5 min Alcool 80 %

5 min Alcool 70 %

3 min Passagem agua corrente
5 min Hematoxilina

3 min Passagem agua corrente
2 min Eosina

3 min Passagem em agua corrente
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Passagem rapida em etanol 70%, 80% e 90% respectivamente.
2 min Etanol 100% |

2 min Etanol 100% I

3 min Xilol Il

3 min Xilol

d) Montagem da lamina
Este processo implica em depositar uma gota de fixador de laminula sobre o
corte que esta aderido a lamina de vidro e em seguida cobrir com uma laminula.
Nesta etapa deve-se evitar as bolhas de ar que se formam na resina durante a
colocacédo da laminula. Apdés a secagem ja é possivel observar os cortes no
microscopio
e) Definicdo dos estagios gonadais
A metodologia de Calil e Mansur (2007) foi utilizada foi utilizada para a
classificagdodos estagios gonadais: I- Inatividade sexual, Il-Proliferagao celular, Il
Diferenciacédo celular, IV-Eliminagdo e V-Esgotamento (Tabela 1).

Quadro 1: Descrigbes qualitativas usadas para avaliar os estagios do desenvolvimento
sexual da Paxyodon syrmatophorus no rio Maratauira, Abaetetuba- PA.

Estagios Caracterizagdo dos estagios
Fémea Macho
- Caracteristico de individuos jovens e auséncia de indicios
I- Inatividade sexual . o~
foliculares, portanto sem distingéo de sexo.

Os foliculos masculinos

Os foliculos femininos apresentam
apresentam células aciddfilas: células bascfilas que
11- Proliferagdo celular LA pequenas e c‘Iel preenchem .
tamanho uniforme (ovogénias) todo o espago intrafolicular
e distribuicdo na periferia do (espematogénias)
foliculo. Caracteristico a presenga de

morulas espermaticas.

As células gametogénicas
estdo organizadas na porgao
periférica do foliculo é
possivel observar
espermatogodnias
e espermatocitos

Células pavimentosas
ocupando
1I- Diferenciagéo celular todo o foliculo e com o nicleo
evidente. Ocorréncia de
vitelogénese.

Grande quantidade de
espermatozoides. Intensa
Além da presencga de ovulos produgao de substancia

R maduros amarela translucida no epitélio
IV- Eliminagdo . .
pode ocorrer simultaneamente dos gonodutos. Ocorréncia de
a produgao de ovogonias. esferas de espermas
"Spermaballs”.

Eliminagao dos gametas total, Eliminagao total dos gametas,

ou ocorrencia de ovulos em porém pode ocorrer
V- Esgotamento ) g
processo de lise ou fragmentos de foliculos
reabsor¢ao.

Fonte: Adaptado de Callil e Mansur 2007.
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44 Analise dos dados

A identificagdo dos sexos, a descri¢cao das fases de desenvolvimento gonadal
como também das células germinativas e foram verificadas através de visualizagbes
histolégicas pelo microscépio Zeiss Primo Star, com ampliagdes de 40x equipado
com a camera Nikon D300, que capturou as imagens histolégicas. (Figura 6)

Figura 6: Etapa das visualizagdes histologias e captura de imagem

]

Fonte: elaborado pelo autor

A proporgao sexual foi verificada pelo teste x?, de acordo com a metodologia
descrita por Vazzoler (1996) afim de testar as possiveis diferengas na proporgao
sexual entre machos e fémeas. Considerando g.l.=1, valores de X? > 3,84 indicam
diferencas significativas. Onde Ho, nega a existéncia de diferencas entre as
proporgcdes de machos e fémeas e Ha indica que a propor¢ao de machos e fémeas
nao sao iguais, utilizando o software Microsoft Excel 2016 para as analises.

([0-E]-0,5)2

x2=xk=1 E
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Diante das imagens das génadas capturadas com o auxilio do microscopio
de luz acoplado com camera digital cAmera Nikon D300 utilizando-se 0 aumento de
40X para o registro, de acordo com Herrmann et al (2009) foi possivel definir a
abundancia de ovocitos em cada gbnada feminina seccionada a partir da contagem
sobre uma superficie de 1mm? por area dos ovécitos que se encontravam dentro da
area demarcada.

A prioridade para definir a selegdo dos ovadcitos levou em consideragao
Vazzoler (1996) na qual os ovadcitos priorizados eram os que apresentavam o nucleo
evidente, que se vao tornando mais numerosos e volumosos. Para posteriormente,
estabelecer os meses com maior abundancia de ovécitos. O software Imaged 1.51k
foi utilizado para realizagdo do procedimento de contagem e o software Microsoft
Excel 2016 para as analises de dados.

A metodologia descrita por Herrmann et al., (2009) com adaptagdes, foi
usada para medir didmetro dos ovocitos, priorizados aqueles em que o nucleo
estava evidente, calculando duas medidas perpendiculares, formando um angulo
de 90°, em 10 ovdcitos por fémea, analisando no software ImagedJ 1.51k.
Proporgao sexual

O desenvolvimento gonadal foi definido pelos métodos de variagao temporal

da frequéncia de estagios de maturagao, analise de coorte ovocitarias.
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5 RESULTADOS

5.1 Biometria

A analise do comprimento total teve como resultado uma variagao de 19,14
mm a 106 mm, com média de 55,45 mm + 15,45 A classe de comprimento mais
abundante estava entre 43-75 mm (Figura 7) n&o apresentou diferengas
significativas entre o tamanho de machos e fémeas (T=1,6518 gl=220 p=0,0431). A
média do comprimento total de fémeas foi 56,61 mm e dos machos de 57,84 mm.
A média da massa total umida foi 4,08 g + 2,41 e a média da massa visceral

incluindo o pé foi de 1,86 g +1,14.

Figura 7: Distribuicdo em classes de comprimento das conchas, coletados durante o periodo entre
julho (2016) e agosto (2017) no rio Maratauira, llha de Tabatinga.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5.3 Histologia

5.3.1 Diferenciacao do sexo

Através de visualizagdes microscopicas dos foliculos gonadais masculinos e
femininos nas laminas foi possivel diferenciar os sexos, o complexo hematoxilina e
eosina apresentaram 6timos resultados, a hematoxilina corou os machos, com seus
foliculos em definidos, a fase de espermatogénese (SG) ocorre na periferia do
foliculo enquanto os espermatozoides (SZ) ja formados estao no centro do foliculo
(Figura 8) e a eosina as fémeas com as ovogonias (OG) numerosas na parede do
foliculos, a fase de pré-vitelogenese (PV) e vitelogenese sdo bem visualizadas
mostrando o distanciamento dos ovécitos da parede folicular e os ovocitos maduros
com nucleo evidente(Figura 9). Além disso foi possivel verificar a ocorréncia de
apenas 1 (um) individuo hermafrodita (Figura 10) e apenas 1 (um) animal com uma
desorganizagao histoldgica no tecido gonadal (Figura 11) e um total de 46 bivalves

foram classificados como indeterminados, por erro de corte.

Figura 8: Macho de Paxyodon symartophorus. SG- Espermatogénese, SZ- espermatozoide

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 9: Fémea de Paxyodon symartophorus. OM- Ovécito Maduro, OV- Ovogonias, PV- Pré-
vitelogénese V- vitelogénese

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 10: Unico representante hermafrodita do total de amostras de Paxyodon syrmatophorus. As
elipses destacam os foliculos femininos, enquanto o retangulo destaca os foliculos masculinos.

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura11: Alteracao histoldgica na gbnada de Paxyodon syrmatophorus.

Fonte: elaborado pelo autor

5.3.2 Proporcgéao sexual

Para a analise do desenvolvimento gonadal foram utilizados 318 animais,
sendo 118 fémeas e 200 machos. A proporgao sexual de machos para fémeas
apresentou uma razao sexual de M:F 1,68:1 (Figura 12) permitindo afirmar que se
trata de uma espécie dioica, apesar de ocorrer um evento de hermafroditismo
atipico. No periodo de julho e dezembro de (2016) e margo (2017) houve uma
proporgao significativa de machos (X2=6,54, gl=1, p < 0.05, X?= 7,53, gl=1, p <0.05
e X?=11,56, gl=1, p < 0.05, respectivamente) (Tabela 1).
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Tabela 1: Proporgao sexual de machos e fémeas de Paxyodon syrmatophorus ao longo do estudo.

Frequéncia absoluta Fréquencia relativa

Meses Total Esperado X2 Proporgao Sexual (M:F)
Fémeas Machos Freq. (F) Freqg. (M)
jul/16 5 17 22 4,24 8,50 1 6,55 3,4:1
ago/16 14 13 27 11,86 6,50 13,5 0,04 0,92:1
set/16 1 13 24 9,32 6,50 12 0,17 1,18:1
out/16 8 15 23 6,78 7,50 1,5 2,13 1,87:1
nov/16 4 9 13 3,39 4,50 6,5 1,92 2,251
dez/16 6 20 26 5,08 10,00 13 7,54 3,33:1
fev/17 19 1 30 16,10 5,50 15 2,13 0,59:1
mar/17 4 21 25 3,39 10,50 12,5 11,56 5,25:1
abr/17 1 12 23 9,32 6,00 11,5 0,04 1,09:1
mai/17 9 17 26 7,63 8,50 13 2,46 1,89:1
jun/17 10 18 28 8,47 9,00 14 2,29 1,80:1
jul17 8 17 25 6,78 8,50 12,5 3,24 2,121
ago/17 9 17 26 7,63 8,50 13 2,46 1,89:1
Total 118 200

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 12: Proporgéo sexual entre os machos e fémeas da Paxyodon syrmatophorus encontrado
no rio Maratauira, Abaetetuba- PA.

100%
90%
80%
70%
60%
50%

40%
30%
20%
10%

0%
ju ago set out nov dez fev mar abr mai jun jul ago

2016 Fémeas mMachos 2017

Fonte: elaborado pelo autor
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5.3.3 Identificagao dos estagios de maturagao

A classificagédo dos estagios de diferenciacéo celular teve como base Callil e
Mansur (2007) sofrendo algumas adaptagdes para se adequar as caracteristicas do
Paxyodon syrmatophorus. Portanto baseado nos aspectos histoldgicos
visualizados, foram classificados 5 estagios de desenvolvimento gonadal em
fémeas e machos: I- Inatividade sexual, II- Proliferacao celular, lll- Diferenciacéo
celular, IV- Eliminagdo e V- esgotamento.

O fato de alguns animais serem classificados como indeterminados, se deu
nao pela inatividade sexual e sim por uma falha de processamento do material no
corte de 5mm com o bisturi, cortando outras partes do animal.

Portanto do total amostrado, 91 % foram utilizados para as analises do ciclo
reprodutivo. Desse total nenhum apresentou o estagio de Inatividade sexual, todos
ja apresentavam desenvolvimento nas gbnadas, esse fato pode ser atribuido ao
método de amostragem por busca ativa e coleta manual, método que dificultou a
coleta de individuos jovens que ficam enterrados no substrato. Por conseguinte, as
amostras apresentaram apenas os estagios de Proliferagao celular, diferenciagao

celular, eliminagéao e esgotamento (Figura 1).
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Figura 13: Estadios do desenvolvimento gonadal feminino (A, C, E, G) e masculino (B, D, F, H) de
Paxyodon syrmatophorus no rio Maratauira, Abaetetuba-PA: Proliferacdo celular feminina (A) e
masculina (B), diferenciacdo celular feminina (C) e masculina (D), eliminagdo feminina (E) e
masculina (F), esgotamento feminino (G) e masculino (H). Ovogbnias (OV) na periferia do foliculo,
desenvolvimento dos ovdcitos (DO), foliculo feminino (FF), vitelogénese (V), espermatozoides (SZ),
foliculo gonadal masculino (FM), espermatogénese (SG), ovdcito maduro com o nucleo evidente
(OM), gonoduto masculino (GM), tecido conjuntivo (TC), intestino (I), mérulas espermaticas (ME),
“spermabolls” (SB), diverticulos digestivos (DD). 40x.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Na espécie Paxyodon syrmatophorus as gbnadas foram encontradas entre
os diverticulos digestivos e o pé. Sua estrutura é toda ramificada e dispersa na
porcdo mais central da massa visceral e os foliculos apresentam aparéncia mais
esférica no estagio de proliferacdo celular e quando ele se encontra maduro as
formas podem variar um pouco, uma vez que os ovocitos amadurecem, crescem de
tamanho e acabam por vezes se comprimindo um contra o outro, evidenciando as
mais variadas formas. Com relagdo aos gonodutos, como trata-se de uma espécie
dioica, os mesmos sao independentes.

Os foliculos das gbnadas masculinas sao delimitados e separadas por tecido
conjuntivo. Nas laminas analisadas havia células em diferentes estagios de
diferenciacdo e formagdo de espermatozoides. As espermatogbnias e
espermatdécitos ficaram agrupados na porcao periférica do foliculo, enquanto as
espermatides e espermatozoides localizaram-se mais no centro, na luz do foliculo.
E foram observadas moérulas espermaticas no estagio de proliferagédo celular, pois
a presenga das mesmas é muito caracteristica na fase inicial da espermatogénese.

Através dos analise dos cortes histologicos foi constatado que o tecido da
parede gonadal depende do grau de desenvolvimento da propria gbnada, se
apresenta de forma espessa nos estagios inicias de desenvolvimento e fica mais
delgado nos estagios de eliminagao e esgotamento, ou seja, nos estagios finais de
maturacao.

Nas fémeas as ovogolnias circundam a parede folicular (OV) e os ovdcitos
em pré-vitelogénese e vitelogénese (V) afastam-se da parede folicular a medida que
vao ganhando volume. Os ovécitos maduros se apresentam livres na luz do foliculo
(OM) e na fase do esgotamento foi observado sempre vestigios de foliculos
gonadais (FE) que se apresentavam de forma atipica e murchos, tanto nas fémeas
Como nos machos.

Nos foliculos masculinos os estagios de proliferagcao celular foram marcados
pela presenca das morulas espermaticas (ME). Na fase de diferenciagao celular as
espermatogdnias, espermatocitos e espermatides ficaram dispostas de forma
gradual da periferia para o interior do foliculo (SG), enquanto que os
espermatozoides ficam no centro do foliculo (SZ) durante a eliminagdo houve
formacgao das “spermaballs”(SB) e gonodutos (GM) estavam visivelmente cheios de
espermatozoides (Sz) ao contrario da fase de diferenciagdo na qual os gonodutos

apresentavam-se livres.
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A andlise histolégica demostrou que os machos de Paxyodon syrmatophorus
apresentam eliminagédo continua de gametas, com maior intensidade no periodo
menos chuvoso. A proliferagao celular esteve presente em quase todos os meses
estudados (Figura 14).

As fémeas também apresentam uma eliminagdo continua de gametas na
populagao ao longo do periodo, indicando maiores frequéncias no més de novembro
(2016) fevereiro / abril e agosto (2017), ou seja, se distribui bastantes ao longo do
periodo estudado (Figura 15)

A proliferagéo celular foi observada no periodo menos chuvoso nos meses
de agosto e outubro (2016) e o esgotamento apresentou um pico mais elevado em
dezembro (2016).

O estagio de diferenciagao celular foi observado ao longo de quase todos os
meses tanto para os machos quanto para as fémeas (Figura 15). Os estagio de
inatividade sexual foi desconsiderado, uma vez que o menor animal apresentava
atividade sexual.

Figura 14: Relagédo percentual dos individuos de Paxyodon syrmatophorus do Rio Maratauita,

Abaetetuba- PA, caracterizados nos diferentes estagios de desenvolvimento gonadal: |- Inatividade
sexual, lI- Proliferacao celular, lll- diferenciagao celular, IV-EliminagaoV-esgotamento.
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5.3.4 Abundancia e tamanho das células germinativas femininas

Paxyodon syrmatophorus apresentou um total de 14.507 ovdcitos
distribuidos em 4 estagios de desenvolvimento sexual, ocorreram 3 picos de
maturacdo durante o periodo, o primeiro em agosto (2016) seguido da maior
abundancia em margo (2017) e a ultima em junho (2017). Os declinios se

apresentam em novembro (2016), abril, maio e agosto (2017) (figura 16).
Figura 15: Abundéancia dos ovdcitos de Paxyodon syrmatophorus do Rio Maratauira,
Abaetetuba- PA.
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Fonte: elaborada pelo autor

De acordo com a distribuicao e frequéncia das classes de comprimento dos
ovaocitos é possivel observar diminuicdo dos tamanhos modais, que sao visualizados
ao longo do periodo, e sugerem eventos de desova. A primeira ocorre entre julho e
agosto (2016) onde ha diminuigao dos ovocitos da classe entre 96-106 um. A segunda
entre dezembro e fevereiro com diminuicdo das mesmas classes da desova anterior.
A terceira entre fevereiro e margo (2017) com a supresséo dos ovocitos de classe 80-
93 um. O quarto evento ocorre entre maio e junho (2017) nas classes 93-106 ym e por
fim a ultima desova € vista entre julho e agosto (2017) representando na supressao da

classe 80-93 um (Figura 16)
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Portanto as fémeas de Paxyodon syrmatophorus apresentou no estudo 5

eventos de desova, sendo considerada continua ao longo do periodo.

Figura 16: Distribuicdo mensal de tamanho e frequéncia de ovécitos de Paxyodon syrmatophorus
coletados no rio Maratauira, Abaetetuba-PA. As diminui¢des dos tamanhos modais de ovécitos
indicam eventos de desova indicados pela seta.
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O didmetro maximo do ovdcito encontrado foi de 124,34 ym e 0 minimo de
14,38 um e a média foi de 74,53+ 24,43.

N&o ha diferenca no diametro dos ovdcitos ao longo dos meses, no que se
refere aos maduros (gl=12, f=1,12 P=0,35 <0,05) e os maiores valores médios dos

didmetros sdo encontrados nos meses de novembro e julho (Figura 17).

Figura 17: Diametro (um,) dos ovdcitos de Paxyodon symartophorus ao longo do periodo estudado.
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Fonte: elaborado pelo autor

5.3.5 Analise da coorte ovocitaria

Para todos os meses estudados foi realizada a analise das médias dos
didmetros dos ovécitos de acordo com seu estagio de maturagdo. Sendo eles,
Proliferacao celular(A) Diferenciacao celular (B) Eliminagéo (C) Esgotamento (D).

O més de maio apresentou as maiores médias de ovdcitos dentre o periodo
de estudo 97,99 + 19,4 equivalente ao estagio esgotado. No periodo de margo
(2017) foi visualizada a menor média equivalente a 18,41 £ 3,48 para o estagio de
diferenciagao celular (B) provavelmente esta relacionado com a retomada de um

processo gonadal.
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E possivel observar uma grande variagdo quanto ao desvio padr&o resultando

em uma alta variagdo quanto ao tamanho dos ovdcitos (Tabela 3)

Tabela 3: Resultados da estatistica descritiva dos diametros de ovécitos da espécie Paxyodon
syrmatophorus, onde: frequéncia absoluta de fémeas (N) e os estagios de desenvolvimento sexual:

Proliferagéo celular (A) Diferenciagéo celular (B) Eliminagéo (C) Esgotamento (D).

Més

Jul-16

Ago-16

Set-16

Out-16

Nov-16
Dez-16

Fev-17
Mar-17

Abr-17

Mai-17

Jun-17

Jul-17

Ago-17

Fonte: elaborado pelo autor

Lt

62,88
68,38
73,79

48,16
43,46
53,31
44,96
69,26

57,59
51,35
54,22
47,96
58,68
46,7
57,96
58,18
64,54
68,66

60,36
40,23
55,23
52,31
47,55
65,43
63,16
40,16

62,32
46,31
44,45
63,61
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padéao(um)

73,31 £25,12
67,46 + 24,31
84,92 + 22,23

69,63 t 8,46
40,12 £ 33,03
83,41+24,96
45,95 £ 13,83
50,55 + 24,75

22,19 £ 10,81
80,52 £ 20,17
69,11 £ 25,95
95,77 £21,4
90,24 + 11,86
20,6 £ 15,34
78,77 £ 7,32
33,14 + 26,32
18,41 + 3,48
87,01 £ 41,59

79,05 + 29,39
58,64 + 29,39
67,58 + 27,93
97,99+19,4
60,41 + 34,41
86,42 + 31,11
96,21 + 36,42
54,86 + 26,61

44,66 £ 15,67
83,01 £ 26,48
76,59 + 26,63
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6 DISCUSSAO

6.1 Biometria
A classe de comprimento mais abundante estava entre 43-75 mm indo de

acordo com os resultados de Meyer et al., (2014) que registrou uma maior
abundancia de individuos na classe de comprimento superior a 41 mm e Beasley et
al., (2000) entre 61 a 70 mm, o mesmo analisou 240 moluscos com comprimento

total minimo de 20 mm e maximo de 81 mm.

O tamanho minimo encontrado de 19 mm se tratava de um individuo macho
ativo sexualmente, assim como Meyer et al., (2014) registrou um tamanho minimo
de 14 mm no estagio sexual ativo e 0 menor molusco encontrado por Beasley et al.,
(2000) também ativo tinha 23mm de comprimento. Ao mesmo tempo que é
surpreendente como animais tdo pequenos apresentam as génadas desenvolvidas,
e perfeitamente justificavel, visto que esses animais pertencem a tribo Prisodontini
que é endémica da bacia amazbnica (Bonneto, 1967). Fryer (1961) enfatiza que
ciclo reprodutivo desses animais apresentam pouco ou nenhuma variagcéo sazonal,
em virtude da sua localizagao tropical, favorecendo a maturagao sexual dos animais
mais cedo, uma vez que ficam expostos a uma temperatura relativamente

constante, sendo a reproducao afetada por outras variacdes espaciais.

O método de amostragem que consiste na coleta manual no substrato,
dificulta a extragdo de individuos jovens que ficam enterrados no substrato. Esse
meétodo também foi utilizado por Beasley et al., (2000) e Meyer et al 2014; Levando-
se em consideracdo que no local de coleta o nivel do rio ndo descia o suficiente
para deixar o banco de moluscos a mostra, ou suficientemente baixo para facilitar a
retirada dos que ficavam mais enterrados no substrato. Sendo assim, era
necessario realizar mergulhos para coletar os bivalves, dificultando a melhor

exploracao da area.

6.3 Histologia

6.3.1 Diferenciacdo do sexo

Em um estudo realizado por Callil (2013) com o Anodontites trapesialis que

pertence a Ordem Unionida a diferenciagao entre os gametas masculino e feminino



43

foi correlata com os resultados encontrados, os machos coraram com hematoxilina
e 0s gametas femininos evidenciaram bem melhor a Eosina. Beasley et al., (2000)
também usou o complexo hematoxilina-eosina, apresentando similar resultado, e
encontrou apenas dois individuos hemafroditas. Meyer et al., (2014) descreveu a as
gbnadas como uma estrutura arborescente, semelhante as glandulas, os ovécitos
tem forma de esfera ou sacular e a sua localizagao esta entre o intestino e a porgao
postero dorsal do pé. Barreira e Araujo (2005) caracterizam as gbénadas como
estruturas relativamente simples, sendo a gbnada constituida por um par de
glandulas, que quando maduras, se expandem por entre a glandula digestiva e a
regido superior da massa visceral, as gbnadas sao semelhantes a uma rede de

tubos ramificados, que se reunem em um ducto comum.

6.3.2 Proporg¢ao sexual

Apenas um individuo hermafrodita foi encontrado, sendo considerado um
evento ocasional, porém a literatura ainda n&o mostra explicacbes para o
hermafroditismo atipico na familia Hyriidae. E esses resultados estdo de acordo com
os trabalhos publicados para a familia Hyriidae (COE, 1943; MEYER et al., 2012;
MEYER et al., 2014). A proporgdo sexual de Beasley et al, (2000) diferiu
significativamente de uma propor¢cdo de 1:1 e foram encontrados apenas dois
hermafroditas. Vale (2002) investigando a Castalia ambigua (Lamarck, 1819)
encontrou entre 487 bivalves, um exemplar hermafrodita. Callil (2003) em A.
elongatus representou 2,53 % hermafroditas. Avelar et al., (1991) estudou a Castalia
undosa undosa (Martens, 1827) do rio Pardo, Sao Paulo; e verificou que entre os

66 espécimes analisados, dois eram hermafroditas.

6.3.4 Estagios de maturagao

De acordo com McElwain e Bullard (2014) os foliculos maduros sao
ampliados com o aumento dos ovocitos e os este exibem perimetro com grénulos
eosindfilos e pequenos nucleos irregulares e maioria se localiza na luz do foliculo,
nos machos a baixa atividade gametogénica foi evidenciada pelas morulas

espermaticas ocupando os foliculos.



44

Beasley et al.,, (2000) classificou os estagios de maturagdo gonadal em
apenas dois: em desenvolvimento e maduro, enquanto Callil e Mansur (2007) para
a mesma Ordem classificou em 5 estagios de desenvolvimento, estes os quais o
presente trabalho teve como base para a sua classificagdo: Inatividade sexual,
proliferagdo celular, diferenciagdo celular, eliminagdo e esgotamento. Entretanto
todos os individuos coletados apresentavam atividade sexual e o estagio de
inatividade foi desconsiderado, uma vez que que os individuos analisados ja

apresentavam atividade sexual, levando em consideragao apenas os demais.

Como se trata de um sistema reprodutor mais simples, ndo ha tantas
peculiaridades entre os bivalves limnicos e marinhos e as classificacbes para esses
estagios sexuais por vezes sdo sincronizados, Barreira e Araujo (2005) classificou
a estagios da Anomalocardia brasiliana em “Indiferenciado”, “em Maturagao”,

LL 1

“Maduro”, “em Eliminacao” e “Eliminado”.

Nas amostras examinadas as moérulas espermaticas estavam presentes em
grande quantidade no estagio de proliferagao celular ou em foliculos que continham
um numero menor de espermatozoides, fato também evidenciado por Meyer et al.,
(2014) e Callil e Mansur (2007) que descrevem os foliculos para esse estagio como
uniformes e com poucas ou nenhuma diferenciagcdo celular, e a presencas das

morulas espermaticas é fundamental para classificar como estagio inicial.

6.3.5 Abundancia e tamanho das células germinativas femininas

Sastry (1975) elaborou dois conceitos sobre o tempo de desenvolvimento
dos eventos nos ciclos reprodutivos de uma populacdo, considerando sincronica
aquela na qual os individuos apresentam estagios de desenvolvimento gonadal
semelhantes, enquanto que a assincrénica deve-se ao fato da populacéo
apresentar constantemente individuos com gametas maduros e apresentam
periodos em que a populacao esta proliferando e eliminando as células sexuais, é
um fato bem visto na zona tropical. Muito bem evidenciado por Beasley et al (2000)
que os ovocitos classificados como “em desenvolvimento” apresentaram altos
indices em setembro (1997) e diminui gradativamente até dezembro (1997) e houve
dois picos de produgdo no més de outubro (1997) e abril (1998) para os ovécitos

classificados como maduros.
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Para Callil (2003) a maturagao gonadal dos 6vulos ocorreu durante o periodo
entre janeiro e abril. E a mesma foi identificada pelo aumento no didmetro das
células, uma vez que os ovécitos possuem em média diametro de 15 um, e os
ovulos maduros podem atingir até 62,5 ym de didmetro com valor médio em torno
de 45 um.

Beasley et al. (2000) informa que a fertilizagado provavelmente ocorre no final
da estagdo seca, entre Setembro e dezembro, quando o lancamento do
espermatozoides e 6vulos maduros coincidem, fato que deve estar relacionado a
estratégias de vida desses animais, uma vez que se os gametas sao liberados no
periodo menos chuvoso, os rios estdo em um nivel mais baixo e a probabilidade de

apresentar sucesso na fecundagao que € externa é muito mais alta



46

7 CONCLUSAO
Paxyodon syrmatophorus é uma espécie na qual o macho esta em maior
numero que a fémea, a maior abundancia ocorre nas classes de tamanho 43 a 65

mm. E n&o ha diferenga no comprimento total entre os sexos.

Apresentam sexos separados e pode ocorrer hermafroditismo atipico ou
ocasional, sem explicagdo ainda na literatura. Os individuos coletados ja

apresentavam atividade sexual, mesmo com um tamanho tdo pequeno 19 mm.

As visualizagdes histolégicas evidenciaram os diferentes estagios de
desenvolvimento gonadal ao longo dos meses. O didmetro maximo do ovdcito
encontrado foi de 124,34 um e o minimo de 14,38 ym e nao ha diferencga no diametro
dos ovdcitos ao longo dos meses, no que se refere aos maduros. Evidenciando a
atividade continua das génadas.

A desova distribui-se ao longo do periodo estudado, sendo melhor evidenciada
entre os meses: julho e agosto (2016), dezembro (2016) e fevereiro (2017), fevereiro
e margo (2017), maio e junho (2017) e julho e agosto (2017) o tamanho das classes

dos ovadcitos maduros liberados variou de 80 a 106 pm.
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8 RECOMENDACOES

Para determinar o tamanho de primeira maturagdo e conhecer melhor a
especie estudada, recomenda-se a utilizagdo de um equipamento nas coletas, air-
lift que possui capacidade de aspirar os fundos lamosos e capturar os bivalves que
ficam mais enterrados no substrato, sendo assim os juvenis seriam capturados com

mais facilidade.

Complementar o presente estudo sobre o desenvolvimento gonadal da
Paxyodon syrmatophorus no que tange o ciclo de vida larval dos gloquidios,

verificando quanto tempo leva da fertilizagao até a fixagdo dos juvenis no substrato.

Realizar trabalho de analise de sanidade micro parasitaria, visto que os

animais servem de alimento.
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