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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo investigar as variacdes que ocorrem
nos ovérios do camardo Macrobrachium olfersi durante a época reprodutiva, por
meio de andlises morfohistolégicas em nivel macro e microscépico. As fémeas em
periodo reprodutivo foram capturadas no Rio Ribeira de Iguape, litoral sul do estado
de Sao Paulo, Brasil. As observacdes macroscépicas permitiram a determinacdo de
trés fases de maturacdo gonadal: a) em desenvolvimento (ED), onde os ovarios
apresentaram coloragdo variando de verde claro a verde oliva, estando apoiados na
parte posterior do estdmago encobrindo toda esta regido, b) desenvolvido (DE), com
coloragdo verde escura e preenchendo toda a cavidade cefalotoracica dorsal e c)
desovado (DV), com coloracdo pardo-amarelada e tamanho menor em relacdo as
demais fases, estando apoiado somente sobre o hepatopancreas. A andlise histologica
permitiu classificar os ovécitos em estiagios que variam de I a V de acordo com o
tamanho, o aspecto citoplasmatico, a observagdo da vesicula germinal e a granulacio
do vitelo. Verificou-se que na fase de maturacdo dos ovérios designada como ED,
observou-se a presenca de ovoécitos do estdgio I ao IV, na fase DE encontraram-se,
somente, ovécitos do estagio V e na fase DV, foi observado ovécitos dos estdgios I a
III. Os resultados do presente estudo demonstraram todas as fases do ciclo
vitelogénico de M. olfersi durante a época reprodutiva. Sendo detectados cinco
estagios celulares durante as trés fases de desenvolvimento gonadal, porém em

quantidades variadas.
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ABSTRACT

The present study had the objective to investigate the modifications in
Macrobrachium olfersi prawns ovaries during reproductive season through macro
and microscopic morphological analysis. The females were captured in Ribeira de
Iguape River (south coast of Sdo Paulo, Brazil). By macroscopic observation three
gonadal maturation phases could be determined: a) in maturation/in development
(ID), ovaries that present a coloration that varies from light green to olive green; b)
developed/mature (DE), presenting dark green color and c) totally spawned (SP),
presenting yellowish brown color and smaler than in the other phases, being located
on the hepatopancreas. By histological analysis oocytes could be classified in stages I
to V according to the size; the cytoplasmatic aspect; the germinal vesicle and the
yolk granulation. It was found that on the maturation phase of the ovaries known as
ID, was observed the presence of oocytes from stage I to IV, at the DE phase, was
founding only oocytes of stage V and at the DV phase, was observed oocytes of
stages I to III. The results of this study showed all phases of the vitellogenic cycle of
M. olfersi during the reproductive season. Being detected five cellular stages during

the three phases of gonadal development, but in varying amounts.
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I. INTRODUCAO

Caracterizagao Geral dos Caridea

Os crusticeos representam um grupo bem conhecido de invertebrados, com
mais de 67.000 espécies descritas, sendo encontrados em todas as profundidades de
ambientes aquaticos, tais como, marinhos, salobros e de 4gua doce, além de alguns
poucos no ambiente terrestre (BRUSCA; BRUSCA, 2007).

Os Decapoda representam uma das ordens de maior sucesso adaptativo dentre
os crustaceos, com mais de 14.700 espécies viventes, distribuidas em mais de 2.700
géneros e com ampla distribuicdo mundial (DE GRAVE et al., 2009). Segundo
Martin e Davis (2001), os decdpodos estdo reunidos em duas subordens:
Dendrobranchiata: que compreende a infraordem Penaeidea; e Pleocyemata:
representados pelas infraordens: Stenopodidea, Caridea, Astacidea, Thalassinidea,

Palinura, Anomura e Brachyura.
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De acordo com Fiedler (2000), existem trés grupos de decdpodos conhecidos
como camardes: os Penaeidea, os Stenopodidea e os Caridea. Os Penaeidea possuem
branquias dendrobranchiadas e os trés primeiros pares de pereiépodos quelados. As
fémeas ndo carregam os ovos no abdomen e as larvas eclodem como nauplius. Os
camardes Stenopodidea também apresentam os tré€s primeiros pares de pereiépodos
quelados, porém suas branquias sdo tricobranquiadas. Nos camardes Caridea,
somente os dois primeiros pares de pereidpodos sdo quelados e as branquias sdo
filobranquiadas. Além disso, se distinguem também morfologicamente dos outros
camardes por apresentarem o segundo somito abdominal expandido, recobrindo,
parcialmente, o primeiro e o terceiro somitos, a escama antenal mais alargada, o
segundo par de pereibpodos geralmente mais espesso e desenvolvido que os demais e
o corpo, geralmente, curvado (BLISS, 1990; BAUER, 2004).

Por ocasido da reproducdo, em ambos os grupos (Stenopodidea e Caridea) as
fémeas incubam os ovos no abddémen, os quais ficam aderidos aos seus pledpodos.
Apb6s o desenvolvimento embriondrio, as larvas eclodem na forma de zoea
(PINHEIRO; HEBLING, 1998).

A infraordem Caridea compreende um grupo de importancia relevante, com
representantes nos ambientes marinho, estuarino e dulcicola, sendo representada por
mais de 3.260 espécies, agrupadas em 18 superfamilias e 39 familias (DE GRAVE et
al., 2009). Entre os Caridea, encontram-se os camardes da familia Palaemonidae
Samouelle, 1819, que sdo conhecidos popularmente como camardes de dgua doce.
De acordo com Tiwari (1955), admite-se que os palemonideos tenham se originado,
de ancestrais marinhos no comec¢o do Pleistoceno, conquistando, posteriormente, a

dgua doce. A partir desta hipdtese, acredita-se que ocorreu uma adaptacdo de
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algumas espécies para ambientes totalmente dulcicolas, enquanto que a maioria
depende de dgua salobra para o desenvolvimento larval (JALIHAL et al., 1981;
NEW; SINGHOLKA, 1982).

A familia Palaemonidae é uma das mais representativas no mundo, em
relacdo ao nimero de espécies, pois somente o género Macrobrachium possui cerca
de 240 espécies (DE GRAVE et al.,, 2009), muitas delas de grande importancia
econdmica. No Brasil, esta familia estd representada pelas subfamilias
Euryrhynchinae com o género Euryrhychus e a subfamilia Palaemoninae com os
géneros Cryphiops, Macrobrachium, Palaemon, Palaemonetes e Pseudopalaemon,
totalizando 32 espécies (MELO, 2003).

O género Macrobrachium possui 18 espécies: M. acanthurus (Wiegmann,
1836); M. amazonicum (Heller, 1862); M. birai (Lobao, Melo & Fernandes, 1986);
M. borellii (Nobili, 1896); M. brasiliense (Heller, 1862); M. carcinus (Linnaeus,
1758); M. denticulatum (Ostrovski, Fonseca & Silva-Ferreira, 1996); M. ferreirai
(Kensley & Walker, 1982); M. heterochirus (Wiegmann, 1836); M. holthuisi
(Genofre & Lobao, 1978); M. iheringi (Ortmann, 1897); M. inpa (Kensley &
Walker, 1982); M. jelskii (Miers, 1877); M. nattereri (Heller, 1862); M. olfersi
(Wiegmann, 1836); M. petronioi (Lobao, Melo & Fernandes, 1986); M. potiuna
(Miiller, 1880); M. surinamicum (Holthuis, 1948), que se distribuem em todas as
grandes bacias hidrogréficas do pais (MELO, 2003).

Os camardes do género Macrobrachium apresentam caracteristicas que
comprovam que eles foram se modificando gradativamente durante o processo de
conquista do ambiente de dgua doce, ou ainda que estejam passando por

modificagdes, em decorréncia da exploracdo deste habitat (JALIHAL et al., 1993).
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Entre tais caracteristicas, estdo a reduc@o no tamanho dos adultos e a perda do
dimorfismo sexual; o aumento no tamanho dos ovos, com proporcional redugdo de
sua quantidade; a eclosdo de larvas grandes e com pereidpodos e pledpodos
funcionais; a independéncia da salinidade para a metamorfose; a reducdo tanto do
nimero de estigios larvais como a duracdo desses periodos € o aumento da
porcentagem de sobrevivéncia larval (JALIHAL et al., 1993).

De acordo com Hancock (1998), as espécies de camardes que habitam
ambientes marinhos e estuarinos produzem grande nimero de ovos, porém de
tamanhos reduzidos. Isto se explica pela alta concentragdo de sais presentes nestes
ambientes, que reduz a quantidade de 4dgua dos ovos em decorréncia do processo
osmotico. As espécies que habitam ambientes limnicos 1€nticos produzem ovos de
tamanho e ndmero intermedidrio e as espécies que vivem préximas as cabeceiras de
riachos produzem um reduzido nimero de volumosos ovos.

De modo geral, os camardes do género Macrobrachium exibem varios tipos
de desenvolvimento. Jalihal et al. (1993), baseando-se no nimero de estdgios larvais
de viérias espécies de Macrobrachium, definiram trés tipos bdsicos de
desenvolvimento:

- Tipo I: Prolongado ou Tipo Normal - com 8 a 20 estigios larvais.
Representado, principalmente, por espécies geralmente encontradas em estudrios e
rios. As espécies migram dos rios para os estudrios durante a época de reproducéio,
buscando uma alta salinidade para o sucesso de sua metamorfose. Este grupo inclui
espécies de tamanhos médios e grandes (50 a 320 mm) e, geralmente, exibem
dimorfismo sexual, onde os machos sao maiores e providos de segundos quelipodos

maiores e/ou robustos. Exemplos: M. acanthurus, M. carcinus e M. olfersi.

Natalia Giovannetti
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- Tipo II: Parcialmente Abreviado - com 2 ou 3 estdgios. Geralmente, os
individuos habitam rios, corregos e aguas represadas. Sdo geralmente camardes de
tamanho médio (25 a 70 mm) e ndo exibem caracteristicas de dimorfismo sexual.
Exemplos: M. borellii, M. nattereri e M. potiuna.

- Tipo III: Completamente Abreviado - com somente 1 estdgio, tipo
representado por duas espécies da India, que apresentam tamanho médio (30 a 65
mm) e a espécie ndo exibe dimorfismo sexual (M. hendersodayanum e M. dayanum).

Sendo assim, o ciclo de vida das espécies do género Macrobrachium que
dependem de dguas salobras é similar, podendo ser resumido da seguinte forma: o
cruzamento ocorre logo ap6és a muda pré-nupcial das f€meas. Apds um
comportamento de corte, os machos depositam um espermat6foro préximo ao poro
genital feminino e os dvulos sdo fertilizados a medida que vao sendo eliminados para
a camara incubadora abdominal, formada pelas pleuras dos somitos que compdem o
abddmen. Nestas espécies, ap6s o periodo de incubacdo, as larvas eclodem, sendo
geralmente planctonicas, passando por uma série de metamorfoses, até atingirem
forma semelhante a do adulto, quando sdo chamadas de pds-larvas (VALENTI,
1984). Ja as espécies que sdo totalmente dulcicolas, apresentam periodo de
desenvolvimento embriondrio mais lento e prolongado, viabilizado pela riqueza de
material nutritivo presente nos ovos. A eclosdo das larvas ocorre de forma mais
gradual, sendo essas bentdnicas e lecitotréficas (BOND; BUCKUP, 1982; MELO;
BROSSI-GARCIA, 1999).

As fémeas de M. olfersi produzem numerosos ovos pequenos, € a larva
planctotréfica passa por 12 estdgios de zoea, antes de atingir a fase de pds-larva

(DUGGER; DOBKIN, 1975).
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Macrobrachium olfersi ndo é uma espécie de interesse comercial, porém
exerce um importante papel ecolégico como integrante da cadeia tréfica, servindo de
alimento para vdrias espécies de invertebrados e de peixes. Alguns estudos foram
desenvolvidos com essa espécie, destacando-se os de Dugger e Dobkin (1975) que
investigaram o desenvolvimento larval; McNamara et al. (1980) analisaram o
metabolismo respiratdrio durante o ciclo de muda da fase larval; Freire e McNamara
(1995), realizaram a microanatomia e ultraestrutura das branquias. Outros estudos
estdo relacionados com a biologia populacional e reprodutiva, tais como os de Barros
(1995), que apresentou dados bioldgicos; Ammar et al. (2001), que caracterizaram os
aspectos reprodutivos; Mossolin e Bueno (2002 e 2003), investigaram
respectivamente, a biologia reprodutiva na qual incluiram alguns aspectos
histolégicos das gdnadas, e o crescimento relativo do segundo pereidopodo; Miiller et
al. (2003), definiram os estddios de desenvolvimento embrionario; Nazari et al.
(2003), compararam a fecundidade, tamanho dos ovos e volume da massa de ovos de
M. potiuna e M. olfersi; Miiller et al. (2004), analisaram vdrias caracteristicas
embriondrias em condi¢des controladas de laboratério; e Simdes-Costa et al. (2005),
analisaram as caracteristicas morfologicas do embrido e o periodo de

desenvolvimento embriondrio.

Caracterizacdo Estrutural das Gonadas

Nos decédpodos, o aparelho reprodutor das fémeas é constituido por um par de
ovdrios associado aos ovidutos, que se abrem nos gondporos localizados na base do

terceiro par de pereidpodos (KROLL et al., 1992).
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Atualmente, sabe-se que em crusticeos decdpodos, o amadurecimento das
gonadas e a desova ndo sdo fendmenos controlados apenas por mecanismos
endogenos, sendo bastante dependentes de fatores ambientais como temperatura,
regime pluviométrico e fotoperiodo (CARVALHO, 1978; VALENTI, 1984).

Os ovdrios dos crusticeos apresentam diferentes fases de maturacgao,
constituindo o seu ciclo reprodutivo (CHANG; SHIH, 1995). O estudo desse ciclo é
fundamental para que haja melhor controle do crescimento e da reproducdo de
animais mantidos em cativeiro ou ainda, para estoque de reprodutores (KROLL et
al., 1992; MEDINA et al., 1996). Apesar das observacdes macroscépicas auxiliarem
na classificacdo dos estdgios da maturacdo ovariana, o conhecimento morfolégico do
desenvolvimento gonadal, auxilia na aplicacdo pratica do manejo de reprodutores nas
larviculturas de camardes (SAGI; RA’ANAN, 1985).

Durante a maturacdo, as goOnadas dos crusticeos apresentam varias
modificagdes de tamanho e de coloragdo, que sdo macroscépicamente detectaveis, de
acordo com os estigios de maturacio gonadal (PEREZ, 1984). A coloragio dos
ovérios resulta do acimulo de vitelogenina, que contém pigmentos do tipo
carotendides (CHARNIAUX-COTTON, 1980).

Em espécies do gé€nero Macrobrachium, os ovéarios, quando totalmente
desenvolvidos, se encontram apoiados dorsalmente no estdmago e no
hepatopancreas, logo atrds dos olhos, podendo adentrar até o primeiro segmento
abdominal (LING, 1969).

Em decdpodos, a ovogénese foi amplamente estudada por microscopia de luz
(YANO, 1988; MEDINA et al.,, 1996). Entretanto, estudos das estruturas

reprodutivas dos decdpodos vém sendo realizados com auxilio da microscopia Em
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eletrdnica de varredura e de transmissdo, o que tem auxiliado para o melhor
entendimento do ciclo reprodutivo das espécies (KROLL et al., 1992). Neste sentido,
destacam-se os trabalhos de O’Donovan et al. (1984), que estabeleceram por meio de
microscopia de luz e eletrdnica uma relacdo entre o crescimento dos ovdcitos e as
células foliculares de M. rosembergii; o de Felgenhauer et al. (1988), que
investigaram a morfologia dos 6rgdos reprodutores do camarao Procaris ascensionis,
utilizando as microscopias eletronicas de varredura e de transmissdo; e o de Téth e
Bauer (2008), que utilizaram a microscopia eletrdnica de varredura para realizar a
determinac¢do do sexo dos camardes carideos Synalpheus paraneptunus.

Pouco se conhece sobre a atividade gonadal dos palemonideos, podendo-se
destacar alguns estudos morfolégicos referentes aos estdgios ovarianos de M.
acanthurus (GOMES et al., 1979; CARVALHO, 1980; CARVALHO; PEREIRA,
1981); sobre o desenvolvimento ovariano de M. amazonicum (CHAVES;
MAGALHAES, 1993; RIBEIRO, 2006), e a biologia reprodutiva de M. olfersi, onde
as gonadas de ambos os sexos foram examinadas histologicamente (MOSSOLIN;
BUENO, 2002).

Sendo assim, o presente trabalho com as gdnadas femininas de M. olfersi
utilizando andlises morfohistoldgicas, trouxe informagdes que, certamente,
permitiram acompanhar, com maior precisdo, as modificacdes ovarianas durante o
seu desenvolvimento e vitologé€nese, permitindo, inclusive, a caracterizacdo dos seus

diferentes estdgios.
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II. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi caracterizar morfologicamente e
histologicamente os estigios pelos quais passam as gdnadas femininas do camardo de
dgua doce Macrobrachium olfersi durante a época reprodutiva. Além disso, as
células germinativas foram descritas e caracterizadas de acordo com as fases de
desenvolvimento, fornecendo assim, dados sobre o processo reprodutivo dessa

espécie.
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III. MATERIAL E METODOS

III.1. Caracterizagao da Regido:

O Rio Ribeira de Iguape é formado pela confluéncia dos rios Ribeirinha e
Assungui, no Estado do Parand e termina na regido do mar Pequeno em Sao Paulo.
Sua bacia hidrogréfica abrange uma area de 23.930 km? distribuidos nos Estados de
Sdo Paulo (60%) e Parana (40%) (CAMARGO et al., 1972).

A extens@o do Rio Ribeira de Iguape € cerca de 500 km, sendo 340 km em
territério paulista atravessando terrenos graniticos e sedimentares (CAMARGO et
al., 1972; TAKINO; TREVISAN, 1979). No alto e médio curso ocorrem corredeiras,
enquanto que a porcdo baixa da bacia apresenta um fluxo mais lento e grande
sinuosidade, sendo comum a ocorréncia de enchentes anuais no verao e a formacao

de terrenos pantanosos ao redor de seu curso (CAMARGO et al., 1972).
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De acordo com a classificagio proposta por Troppmair (1975), o trecho do rio
estudado pertence a regido ecolédgica Litoral Sul, que abrange uma area de 7.000 km?
entre a escarpa da Serra do Mar e o Oceano Atlantico. A topografia € quase plana e a
altitude raramente atinge os 50m, grande parte da vegetacdo primitiva foi substituida

por culturas de banana, arroz e cha (TROPPMAIR, 1975).

II1.2. Descricao da Espécie em Estudo

III.2.1. Diagnose:

Segundo Melo (2003) Macrobrachium olfersi (Figura 1C) possui as seguintes
caracteristicas morfoldgicas:

Rostro reto ou dirigido um pouco para baixo, alcangando o fim do pedinculo
antenular; margem superior com 12-15 dentes, 4 ou 5 colocados atrds da 6rbita, todos
regularmente divididos; margem inferior com 3-4 dentes. Espinho hepatico menor do
que o antenal. Telso com margem posterior aguda que é ultrapassada pelo par interno
de espinhos superiores, com muitas setas entre estes. Segundos pereidpodos dos
machos adultos fortemente desiguais na forma e tamanho; o maior alcanga com todo
o carpo ou parte do mero além do escafocerito; dedos com hiato e mais longos do
que a palma, face cortante com largo dente proximal e face externa com linhas de
pequenos espinulos longitudinais, fortes espinhos na margem inferior do dedo fixo;
dentro da face cortante, grande niimero de setas; palma alongada, um pouco
comprimida e com forte pubescéncia aveludada; carpo pouco menor do que a palma

nos adultos e tdo longo quanto o mero; carpo e mero com linhas de espinhos,
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menores € mais densos dorsalmente; quelipodo menor alcanga apenas com parte do

carpo além do escafocerito.

II1.2.2. Distribuicdo Geografica:

M. olfersi apresenta a seguinte distribuicdo geografica: Carolina do Norte,
Florida e Texas (introduzida), América Central, Coldmbia, Venezuela, Guiana,
Suriname e Brasil (Pard, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Paran,

Santa Catarina e Rio Grande do Sul) (MELO, 2003).

II1.2.3. Hébitat:

M. olfersi ocorre em dguas transparentes, com vegetacdo marginal e substrato
de areia. Requer altas salinidades para completar o ciclo de vida e alcancarem o

estado adulto. Sdo animais crepusculares (MELO, 2003).

II1.3. Método de Coleta:

Os espécimes de M. olfersi foram coletados no Rio Ribeira de Iguape, na
cidade de Registro, SP, Brasil, no ano de 2009 (Figura 1A).
As coletas foram efetuadas utilizado-se peneiras com malha de 2 mm com o

objetivo de capturar os individuos associados a vegetacdo marginal parcialmente

submersa (Figura 1B).
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Os exemplares coletados foram levados ainda vivos em recipientes com dgua
do local de coleta para o LABCRUST (Laboratério de Biologia e Cultivo de

Crustaceos) na UNESP — Registro, SP, Brasil.

I11.4. Procedimentos Laboratoriais:

A determinacdo do sexo foi efetuada com base no exame dos caracteres
sexuais secundarios. As fémeas foram reconhecidas pela auséncia do apéndice
masculino, pela visualizagdo dos ovdrios por transparéncia e pela presenca de ovos
quando ovigera.

As gdnadas foram observadas macroscopicamente por transparéncia, para a
deteccdo dos estdgios do desenvolvimento gonadal, de acordo com Mossolin e
Bueno (2002).

Posteriormente, as fémeas foram previamente anestesiadas por choque
térmico, utilizando-se de um recipiente com 4gua e gelo. Logo em seguida, a
carapaca foi cortada com uma tesoura para a exposi¢do dos ovarios. Estes foram
retirados em sua totalidade sob um estereomicroscopio e fixados em paraformaldeido
4% durante 24 horas.

Ap6s a fixacdo, o material permaneceu durante 2 horas em tampao fosfato de
sodio, em seguida foi desidratado em banhos de 15 minutos em cada séries de dlcoois
em concentragdes de 70-95%. Apés esse procedimento, o material foi transferido
para resina de embebicdo onde permaneceu por 24 horas. A inclusio foi realizada em

histo resina Leica e os blocos, depois de polimerizados em estufa (37°C), foram
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seccionados com 5 um, em micrétomo Leica RM 2145. As sec¢des foram recolhidas

em laminas de vidro, colocadas em estufa a 37°C e submetidas a coloragao.

Técnica da Hematoxilina de Harris - Eosina Aquosa (Segundo JUNQUEIRA;

JUNQUEIRA, 1983):

As laminas, contendo as secc¢des histoldgicas, foram coradas com
hematoxilina de Harris durante 10 minutos, lavadas em dgua corrente por 5 minutos,
para retirada do excesso e reacdo do corante e, a seguir, foram coradas com eosina
durante 5 minutos. Apds nova lavagem em agua corrente, as ldminas foram secas a
temperatura ambiente e montadas em Bélsamo do Canadd, para posterior observacio
e documentacdo fotografica em fotomicroscopio Motic BA 300 acoplado a

microcomputador.
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FIGURA 1. A. Mapa da regido do Vale do Ribeira com a localizacdo dos pontos de
coleta no municipio de Registro. B. Procedimento de coleta para a amostragem com
peneira. C. Exemplar macho de Macrobrachium olfersi com comprimento de

carapaca de 18,3mm.
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IV.RESULTADOS

O sistema reprodutor feminino de Macrobrachium olfersi apresenta
caracteristicas comuns aos carideos, sendo composto por um ovario bilobado e por
dois ovidutos. O ovario encontra-se apoiado dorsalmente sobre o hepatopancreas e
quando totalmente desenvolvido, cobre o estdmago; os ovidutos (Figura 3B) sdo
estruturas transparentes, revestidas por um epitélio simples cuibico, localizados
dorsoventralmente na por¢do posteromediana do cefalotérax, e fazem a conexdo
entre as gonadas e a abertura dos gondporos. Estas aberturas situam-se na base das
coxas do terceiro par de pereiépodos.

Os ovarios, quando desenvolvidos, constituem a por¢cao interna mais
desenvolvida do sistema reprodutor. Sofrendo alteracdes de coloragc@o, volume e
consisténcia a medida que os ovdcitos avangam o processo de maturagio.

Pela andlise macroscépica dos ovdrios durante a época reprodutiva foi

possivel detectar trés fases de maturacdo gonadal, designados por:

Natalia Giovannetti



25
Resultados

a) Em desenvolvimento (ED): os ovdrios apresentam coloragdo variando de
verde claro a verde oliva, dependendo do grau de desenvolvimento dessa fase e com
a presencga de cromat6foros em sua regido dorsal, sendo possivel sua visualizacdo por
transparéncia através da carapaca. Sdo tdrgidos e encontram-se apoiados na parte
posterior do estdmago, encobrindo toda a regido do hepatopancreas (Figura 3A);

b) Desenvolvido (DE): ovarios com coloragdo verde escuro, com a superficie
dorsal rica em cromatéforos. Estdo mais tirgidos e volumosos que o estdgio anterior,
preenchendo toda a regifo cefalotoricica dorsal e se estendendo da base do rostro até
o inicio do primeiro segmento abdominal, sendo facilmente observado por
transparéncia através da carapaca (Figura 4A);

c) Desovado (DV): caracteriza-se por ovdrios de coloracdo pardo-amarelada
com presenca de muitos cromatéforos em toda superficie. O tamanho é menor em
relacdo as demais fases estando apoiado somente sobre o hepatopancreas, nio
alcancando a regido do estdmago. Esta fase é encontrada, somente, nas fémeas

ovigeras e refere-se a pds-eliminagdo total dos ovdcitos (Figura 5A).

Histologia

As células germinativas encontradas em M. olfersi foram classificadas em
estagios de desenvolvimento que variaram do I ao V, levando-se em considera¢io o
seu tamanho, aspecto citoplasmatico, a observagdo da vesicula germinal e a presenca
de granulos de vitelo (Figura 2), onde:

Estagio I — caracterizado pela presenga de ovogonias (Figuras 3C e 5C),
pequenas células germinativas, arredondadas e com citoplasma homogéneo, escasso,

basoéfilo e agranular.
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A vesicula germinal (nicleo) mostrou-se evidente e ocupando quase todo o
volume da célula. Nao sdo observados nucléolos (Figura 3C).

As células foliculares estdo arranjadas sob a forma de epitélio simples, e
variam de escamosas a ctbicas. Este epitélio envolveu agrupamentos de ovogdnias
(3 ou 4) (Figura 2).

Ovogonias no estagio I foram encontradas em fémeas nas fases de maturacao
gonadal ED e DV (Tabela 1).

Estagio II — esses ovocitos (Figuras 3C e 5C) apresentam tamanho maior
quando comparados aos do estagio I, tendo ainda a forma arredondada.

O citoplasma, nesse estdgio encontra-se mais volumoso, quando comparado
ao estdgio anterior, apresentando pouca granulacdo, mas mesmo assim ainda com
aspecto homogéneo e intensa basofilia (Figura 5C).

A vesicula germinal apresenta-se esférica, localizada no centro da célula e
com cromatina dispersa, sendo possivel a observacdo de um ou mais nucléolos
(Figura 3C).

Ao redor de cada ovdcito, ao contrdrio do que observa-se nos de estdgio |
existe um epitélio folicular simples com células semelhantes aquelas descritas no
estagio I (Figuras 2, 3C e 5 C), ou seja variando de escamosa a cubica, envolvendo o
ovdcito individualmente.

Os ovdcitos deste estdgio foram observados em fémeas nas fases ED e DV
(Tabela 1).

Estagio III — os ovdcitos estdo em vitelogénese inicial indicada pelo ligeiro
aumento da quantidade de granulos de vitelo no citoplasma e apresentando

crescimento gradativo e diminuicdo da basofilia (Figura 5D).
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A vesicula germinal ainda é observada na regido central, apresentando
nucléolo evidente.

Nesse estagio de desenvolvimento, cada ovdcito estd envolvido por um
epitélio folicular simples cubico (Figuras 2 e 5D).

Este estagio foi pouco observado, sendo encontrado apenas em fé€meas nas
fases ED e DV (Tabela 1).

Estagio IV — nesse estdgio os ovdcitos apresentam-se grandes, com
citoplasma repleto de granulos de vitelo predominantemente localizados na regido
periférica e com diversos tamanhos e intensidade de coloragdo, resultando numa
acidofilia citoplasmadtica (Figura 3D).

Nesse estdgio ainda é observada a vesicula germinal em torno a um
citoplasma baséfilo (Figura 3D). Os nucléolos nao sao mais evidentes.

As células foliculares estdo presentes formando um epitélio simples
€scamoso.

Ovécitos IV foram encontrados apenas em fémeas da fase ED (Tabela 1).

Estagio V — sdo ovdcitos (Figura 4B) ja maduros, e que ja atingiram o
tamanho maximo deste estudo, com citoplasma repleto de grandes e densos granulos
de vitelo (Figura 4D) preenchendo-o e ndo sendo mais visualizada a vesicula
germinal (Figura 4C).

As células foliculares formam um epitélio simples escamoso ao redor de cada
ovdcito.

Este estdgio foi encontrado somente nas fémeas com gdnadas na fase DE

(Tabela 1).
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FIGURA 3. Macrobrachium olfersi. (A) Vista macroscépica do ovario na fase de
maturacdo “Em Desenvolvimento”, mostrando os cromatéforos = seta e ovario = ov;
(B-D) Seccdes histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina evidenciando os
ovdcitos nos diferentes estdgios de desenvolvimento (I, IT e TV). B. Ovdcitos e
oviducto = ovd. C. Ovdcitos I e II, vesicula germinal = vg, células foliculares = cf,
nucléolo = nu e granulos de vitelo = gv dentro do citoplasma dos ovdcitos. D.
Detalhes dos ovdcitos IV, células foliculares = ¢f, nucléolo = nu, vesicula germinal =

vg e granulos de vitelo = gv.
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FIGURA 4. Macrobrachium olfersi. (A) Vista macroscépica do ovario na fase de
maturacdo “Desenvolvido”, mostrando os cromatéforos = seta e ovario = ov; (B-D)
Seccdes histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina evidenciando os ovécitos V.
B. Ovécitos = 00. C. Ovécitos V e células foliculares = cf. D. Detalhes dos ovécitos

V, células foliculares = cf, granulos de vitelo = gv e células musculares = cm.
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FIGURA 5. Macrobrachium olfersi. (A) Vista macroscépica do ovario na fase de
maturacdo “Desovado”, mostrando os cromatéforos = seta e ovario = ov; (B-D)
Seccdes histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina evidenciando os ovdcitos
nos diferentes estdgios de desenvolvimento (I, II e III). B. Sec¢do histoldgica
mostrando a zona proliferativa = zp. C. Ovdcitos I e II, vesicula germinal = vg,
células foliculares = c¢f, nucléolo = nu. D. Detalhes dos ovdcitos III, células
foliculares = cf, vesicula germinal = vg e grinulos de vitelo = gv e células

musculares = ¢cm.
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Tabela 1: Caracterizacdo das fases de desenvolvimento gonadal e sua relagdo com as células

germinativas das fémeas de Macrobrachium olfersi.

A Caracteriza¢do Macroscépica Das Gonadas Estagios
Gonadas Coloracio/Localizacio)
(Coloragao/Localizagdo I . mwo v
Verde claro para verde oliva
ED Ocupam grande parte da cavidade dorsal do + ++ + A+ -

cefalotérax

Verde escuro
DE , - - - s
Ocupam toda a cavidade dorsal do cefalotérax

Pardo-amarelada
DV ) ++ A+ + - -
Ocupam a regido dorsal do hepatopancreas

(+++) Frequentemente observado, (++) médio observado; (+) raramente observado (-) ausente.
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V. DISCUSSAO

A andlise macroscopica externa das gdnadas € um critério utilizado por
alguns autores como recurso para selecionar fémeas em periodo reprodutivo de
espécies de paleomonideos capturados em ambiente natural (CARVALHO;
PEREIRA 1981; MEDINA et al., 1996). No entanto, esses autores acreditam que
esse critério possa causar confusdes quanto as andlises, j4 que o mesmo pode
identificar diferentes tons de cores na gdnada estando o ovario no mesmo estigio de
maturacao.

A andlise histologica das gdnadas e ductos genitais também pode ser utilizada
para se reconhecer a maturidade sexual fisiolgica das espécies, onde pode ser
revelado um desenvolvimento heterogéneo das células, passando por vérios estigios
de diferenciacdo durante o desenvolvimento (MANTELATTO; FRANSOZO, 1997).

O desenvolvimento das gonadas, em crusticeos decdpodos, pode ser
acompanhado pelas modificacdes que ocorrem nos ovdrios durante o ciclo
reprodutivo, em que hd multiplicacdo de células gonadais e crescimento dos gametas

para a maturacio, ovulacio e oviposicio (GRASSE, 1996). Durante essas fases, a
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gbnada feminina dos crusticeos, sofre modificagdes como alteracdo da cor, tamanho
e textura dos ovdrios, conforme seu grau de amadurecimento (O’ DONOVAN et al.,
1984) sendo que essa coloragdo € resultado do acimulo de vitelogenina e da presenca
de conteido de pigmentos carotendides (CHARNIAX-COTTON, 1980). Em M.
olfersi, assim como em M. amazonicum (RIBEIRO, 2006) e em M. acanthurus
(CAVALHO; PEREIRA, 1981), os ovérios, a medida que amadurecem, apresentam
coloragdo esverdeada. J4 em M. rosenbergii, os ovarios maduros tém coloracdo
alaranjada (CHANG; SHINH, 1995; MARTINS et al., 2007). Esta diferenca de cor
se deve, ao tipo de pigmento que € assimilado pelo animal, os quais devem
possivelmente ser espécie especificos (RIBEIRO, 2006).

A variacdo da coloragao tem sido utilizada para elaborar diferentes escalas do
desenvolvimento ovariano (CAVALHO; PEREIRA, 1981; PINHEIRO;
FRANSOZO, 1998; MARTINS et al., 2007). Para M. olfersi foi possivel determinar
por meio da andlise macroscopica trés padrdes de coloracdo e tamanho durante as
fases de maturagcdo gonadal. Mossolin & Bueno (2002) determinaram cinco estdgios
(fases) de desenvolvimento gonadal para essa espécie, sendo que o primeiro estagio
foi referente as fémeas adultas com ovdrios em repouso e com coloragdo
transparente. Este estdgio ndo foi descrito no presente estudo pelo fato de serem
fémeas que ndo estdo aptas a reproducdo. J4 os estagios Il e III, se referem a fase ED
e os estagios IV e V a fase DE do presente estudo.

As observacdes microscOpicas demonstraram a existéncia de cinco tipos
celulares (estdgios I a V) presentes nos ovdrios nas trés fases de maturacdo de M.
olfersi. Nos estudos realizados por Chaves e Magalhdes (1993) e Ribeiro (2006) com

M. amazonicum e Meeratana e Sobhon (2007) para M. rosenbergii, esses estagios
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foram classificados como: ovogonias, ovdcitos pré-vitelogénicos, ovdcitos em
vitelogénese inicial, ovocitos em vitelogénese avangada e ovdcitos maduros. A
andlise histoldgica efetuada por Mossolin e Bueno (2002) nos ovarios de M. olfersi
nao revelou todas as fases de desenvolvimento dos ovocitos, sendo detectado
somente as ovogonias e os ovdcitos pré-vitelogénicos. Além disso, os autores nao
efetuaram a descric@o desses ovdcitos o que impede uma comparacao morfoldgica.

Kroll et al. (1992), consideraram a vitelogénese como um processo que retne
compostos orginicos e inorganicos do vitelo para o desenvolvimento do ovdcito e
afirmaram que tal substincia consiste de Aagua, proteinas, lipidios e nutrientes
necessdrios ao desenvolvimento do embrido e material estrutural para os tecidos.

O desenvolvimento dos ovdcitos e sua distribuicio na gdénada foram
caracterizados por seu progressivo amadurecimento do centro para a periferia. Tal
fato mostrou-se essencialmente similar ao descrito por Carvalho e Pereira (1981) em
M. acanthurus e Chaves e Magalhdes (1993) em M. amazonicum.

No estdgio I, as ovogodnias foram encontradas na regido central do ovério que
segundo Browdy (1989) é chamada de zona germinativa ou zona de proliferacdo do
ovério. A localizag@o central dessa zona também foi observada em outras espécies de
Macrobrachium (CARVALHO; PEREIRA 1981, CHAVES; MAGALHAES 1993,
VERDI, 1995), mas pode variar entre as espécies de decapodos, como observado nos
camardes peneideos Penaeus setiferus por King (1948) e Penaeus stylirostris por
Bell e Lightner (1988), nos quais mencionaram que a zona germinativa se localiza na
regido medial e ventral de cada 16bulo ovariano.

As mudancgas observadas nas células do estdgio I para o estdgio II foram

muito bem marcadas. Segundo Quackenbush (1991), as células aumentam
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drasticamente em tamanho e peso, pois indicam a producdo de vitelo. Como
conseqiiéncia desta produgdo, ocorre uma gradativa substituicdo da basofilia pela
acidofilia que pode ser explicada pela natureza do vitelo que se deposita,
concomitante a reducdo das organelas citoplasmdticas da fase pré-vitelogénica
(estagio ITI) (CHAVES; MAGALHAES 1993). Barreto et al. (2008) também
observaram que as ovogOnias e os ovocitos | de Panulirus echinatus apresentaram
citoplasma fortemente positivo a hematoxilina, e com o desenvolvimento das
gbnadas, o citoplasma apresentou reducdo da sua caracteristica positiva a
hematoxilina, tornando-se eosinéfilo no estagio de ovdcito II. Ja na fase madura os
ovdcitos apresentaram citoplasma fortemente reativo a eosina, apresentando
ovdcitos completamente repletos de granulos de vitelo em todo o foliculo ovariano.

No estagio II, observaram-se ovécitos com nicleos contendo um ou mais
nucléolos em fémeas com gdnadas na fase em desenvolvimento e desovada. Tal fato
também foi verificado por Ribeiro (2006) para M. amazonicum, no qual os ovarios
no estdgio II de maturacdo apresentaram ovdcitos pré-vitelogénicos com nicleo
apresentando mais de um nucléolo. No entanto, Chaves e Magalhdes (1993),
analisando essa mesma espécie, descreveram a existéncia de um tnico nucléolo
presente nos ovacitos pré-vitelogénicos.

No presente estudo observou-se que ocorreu uma multiplicacdo das células
foliculares em torno do ovdcito no estagio II, atendendo ao aumento do volume
ovocitdrio, similar ao constatado em M. amazonicum por Chaves e Magalhaes
(1993). Quanto a forma que adquirem durante a maturacdo, elas se mantém planas,
assim como verificado em M. acanthurus por Carvalho e Pereira (1981) e em M.

amazonicum por Chaves e Magalhaes (1993).
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Os ovdécitos no estiagio Il foram comumente encontrados em duas fases de
maturacio (em desenvolvimento e desovada) de M. olfersi. Essas células apresentam
vesiculas corticais incolores e dispersas pelo citoplasma, semelhantemente ao que
fora descrito para os ovdcitos de Pandalus kessleri por Quinitio et al. (1989), para M.
rosenbergii por Chang e Shih (1995) e para M. amazonicum por Ribeiro (2006).

Ainda no estagio III, os ovdcitos de M. olfersi se apresentaram envoltos por
células foliculares, descritas também em diversas espécies de decdpodos como
Penaeus japonicus (YANO; CHINZEI 1987), M. rosenbergii (CHANG; SHIH,
1995) e M. amazonicum (RIBEIRO, 2006). O papel das células foliculares ainda é
discutido e de acordo com Chang e Shih (1995), o formato e o tamanho destas
células estariam intimamente relacionados com a sua atividade biossintética.
Segundo Adiyodi e Subramoniam (1983) as células foliculares nos crusticeos sdo
fundamentais na captacdo de proteinas de vitelo para dentro dos ovdcitos. No
peneideo P. japonicus foi demonstrado por Yano e Chinzei (1987) que a vitelogenina
pode ser sintetizada nas células foliculares que sdo secretadas na hemolinfa e
captadas pelos ovdcitos. Pelo fato das células foliculares que rodeiam os ovécitos de
M. olfersi apresentarem uma alteracdo na forma e no tamanho durante as diferentes
fases de maturagdo, pode-se sugerir que ocorra uma atividade de sintese semelhante a
encontrada por Yano e Chinzei (1987) em P. japonicus.

Na fase de maturacdo dos ovarios de M. olfersi designada como ED (em
desenvolvimento) observou-se a presenca de ovdcitos do estdgio I ao IV, sendo o IV
(ovécitos em vitelogénese avancada) predominante. Tal caracteristica também foi
observada para M. rosenbergii (CHANG; SHIH, 1995) e para M. amazonicum

(RIBEIRO, 2006). Carvalho e Pereira (1981) também detectaram esse fato para M.
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acanthurus, no entanto, estes autores subdividiram essa fase de maturacdo em trés
estagios, referidos como estddio II.1, I1.2 e 1.3 os quais apresentaram aspectos
caracteristicos do crescimento e amadurecimento dos ovodcitos, sendo distintas
microscopicamente as fases de pré-vitelogénese, vitelogénese inicial e vitelogénese
avancada o que justificou a divisdo em subestagios.

Na fase mais avangada de maturacdo gonadal (desenvolvida) de M. olfersi,
encontraram-se, somente, ovdcitos do estigio V, estes com grande deposi¢cdo de
vitelo no citoplasma. Essa deposicdo de vitelo distribuida por todo o citoplasma dos
ovocitos maduros também fora descrita para M. acanthurus (CARVALHO;
PEREIRA, 1981), P. kessleri (QUINITIO et al., 1989), M. rosenbergii (CHANG;
SHIH, 1995) e M. amazonicum (RIBEIRO, 2006).

Na fase de pos-eliminacao total dos ovécitos (desovada) de M. olfersi, foi
observado ovdcitos dos estdgios I a III, sendo os ovdcitos III pouco observado nessa
fase, enquanto os ovdcitos II foram bastante observados. De acordo com Meeratana e
Sobhon (2007), durante essa fase, em M. rosembergii, o ovario fica com aspecto livre
e vazio com muitas células foliculares e restos de tecidos conectivos. Além disso,
aparecem grupos de ovogdnias no centro do ovario e a maioria das células foliculares
retorna a forma original ovéide. Tais eventos também foram observados em M.
olfersi.

Os resultados do presente estudo demonstraram todas as fases do ciclo
vitelogénico de M. olfersi durante a época reprodutiva. Sendo detectados cinco
estagios celulares durante as trés fases de desenvolvimento gonadal, porém em
quantidades variadas. Na fase de maturacdo em desenvolvimento, as células do

estagio IV (ovdcitos em vitelogénese avancada) apareceram em grandes quantidades,
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seguidas das células dos estdgios I (ovogdnias), I (ovocitos pré-vitelogénicos) e 111
(ovécitos em vitelogénese inicial) em menores quantidades e com auséncia de células
do estigio V (ovdcitos maduros). Nas gonadas desenvolvidas, ocorreram apenas
células do estagio V. Na fase desovada, foi observada grande quantidade de células
no estdgio II, seguida das células no estdgio I, poucas no estiagio III e auséncia do

estagio V.
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VI.  CONCLUSOES

1) Por meio da anédlise macroscOpica foi possivel determinar trés padrdes de
coloragdo para os ovarios de Macrobrachium olfersi. Tais padrdes estdo relacionados
com o grau de desenvolvimento do ovario (fases de maturacdo), sendo ED (em
desenvolvimento) de coloragdo verde claro, DE (desenvolvido) verde oliva e DV

(desovado) de colorag@o pardo-amarelada.

2) As observagdes microscOpicas das gonadas femininas de M. olfersi
demonstraram a existéncia de células germinativas em cinco estigios celulares

(estagios I a V) presentes nos ovarios durante as trés fases de maturacgao.

3) As mudangas observadas nas células do estdgio I para o estdgio II foram
bem distintas, as células aumentam drasticamente em tamanho e peso, indicando a
producdo de vitelo, e conseqiiéntemente, ocorrendo uma gradativa substituicdo da

basofilia pela acidofilia.
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4) A multiplica¢do das células foliculares em torno do ovdcito a partir do
estagio II, estd relacionada com o aumento do volume ovocitirio e com a alteracdo
na forma e no tamanho dessas células que passam da forma arredondada para a

achatada.

5) Na fase “em desenvolvimento” observaram-se ovocitos nos estdgios I a
IV, na fase mais avancada de maturacdo gonadal (desenvolvida), encontraram-se,
principalmente, ovécitos do estigio V e na fase desovada, foram observados os
ovdcitos dos estdgios I a III. Tais eventos estdo relacionados com o ciclo da
vitelogénese, na qual apds a desova o ovdrio inicia novamente a producdo dos

ovdcitos para uma nova postura.
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ABSTRACT

The present study had the objective to investigate the modifications in
Macrobrachium olfersi prawns ovaries during reproductive season through macro
and microscopic morphological analysis. The females were captured in Ribeira de
Iguape river (south coast of Sao Paulo, Brazil). By macroscopic observation three
gonadal maturation phases could be determined: a) in development (ID), ovaries that
present a coloration that varies from light green to olive green; b) developed/mature
(DE), presenting dark green color and c) totally spawned (SP), presenting yellowish
brown color and smaler than in the other phases, being located on the
hepatopancreas. By histological analysis oocytes could be classified in stages [ to V
according to the size; the cytoplasmatic aspect; the germinal vesicle and the yolk
granulation. Stages I, II and III were observed in females SP, stage IV and V only in

females in DE phase.

KEY WORDS: reproductive system, germ cells, gonadal maturation, oocytes,

Macrobrachium olfersi.
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INTRODUCTION

In decapods, the female reproductive system is constituted by one pair of
ovaries associated to the oviducts, which open onto gonophores in the base of the
third pair of pereiopods (KROLL et al., 1992).

Currently, it is known that within this animal group, the gonad maturation and
spawning phenomena are not only controlled by endogenous mechanisms, which are
deeply dependent of favorable environmental factors such as temperature,
pluviometric rate and photoperiod (CARVALHO, 1978; VALENTI, 1984).

According the literature data in decapods life cycle they have different
maturation stages constituting the reproductive cycle (CHANG & SHIH, 1995). The
knowledge about this cycle is imperative for a better control of growth and/or
reproduction of animals kept in captive or even for the reproductive stock (KROLL
et al., 1992; MEDINA et al., 1996). Although the macroscopic observations may
help distinguish and performed the classification of ovarian maturation stages, it is
necessary the use of morphological tools to understand the gonadal development,
considering that it helps on the practical application both in the reproductive
management, as in the shrimp larvicultures (SAGI & RA’ANAN, 1985).

During the maturation process, the crustacean gonads show several
macroscopic modifications, either in size or color of their ovaries (PEREZ, 1984).

In decapods, the oogenesis has been often studied by light microscopy
techniques (YANO, 1988; MEDINA et al., 1996; BARRETO et al., 2008). Little is
known about the gonadal activity of the palaemonids, highlighting the morphological

studies performed with the stages of ovarian of M. acanthurus (GOMES et al., 1979;
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CARVALHO, 1980; CARVALHO & PEREIRA, 1981), about the ovary
development in M. amazonicum (CHAVES & MAGALHAES, 1993; MARTINS et
al. 2007) and oocyte classification of M. rosenbergii (MEERATANA e SOBHON,
2007).

Concerning the species M. olfersi, studies carried out by some investigators
must have special attention. Dugger & Dobkin (1975) investigated their larval
development; McNamara et al. (1980) analyzed the respiratory metabolism during
the cycle of molt in the larval stage; Freire & McNamara (1995) performed the
macro anatomy and ultrastructure of gills; Mossolin & Bueno (2002, 2003)
investigated, respectively, the reproductive biology including some histological
aspects of the gonads and the relative growth of the second pereiopod; and finally,
Simdes-Costa et al. (2005) analyzed the morphological characteristics of the embryo
and the embryonary developmental period.

The aim of this study was to characterize morphologically and histologically
the stages through which the female gonads of the freshwater prawns
Macrobrachium olfersi pass during the reproductive period. Furthermore, the germ
cells will be described and characterized during the development stages, thus

providing data on the reproductive process of this specie.
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MATERIAL AND METHODS

Specimens of Macrobrachium olfersi were collected in Ribeira de Iguape
river, located in the city of Registro (24°26°15°LS; 47°48°45°LW), SP, Brazil, and
were brought still alive within bowls containing water from the site of collecting
directly to the Crustaceans Biology and Cultivation Laboratory, which belongs to
UNESP and is located in Registro, SP — Brazil — where they were identified
according to Melo (2003). In the macroscopic analysis, ovaries were observed by
transparence on live animals, followed by removal of the organs, and detected
modifications of colors and size, according to the work of Mossolin & Bueno (2002).
Subsequently, females were separated and anesthetized with a chilling treatment in a
bowl with cold water, and after they were dissected for the removing the ovaries,
which were immediately fixed in 4% paraformaldehyde and were subjected to the
histological analyses at the Histology Laboratory of the Biology Department
UNESP, located in Rio Claro, SP — Brazil.

For ovaries analysis they were dehydrated in a series of several ethanol
concentrations, embedding into a resin during 24 h, and transferred to plastic molds
previously filled with the catalyst Leica resin. After the resin polymerization, the
material was sectioned in a Leica RM 2145 microtome, and the sections were placed
in glass slides, followed by the staining with hematoxilin and eosin, according to the

procedures of histological routine techniques JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).
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RESULTS

The female Macrobrachium olfersi reproductive system presents caridean
characteristics, being composed by a bilobed ovary and two oviducts. The ovary is
dorsally located on the hepatopancreas and covers the stomach when completely
developed. The oviducts are transparent structures, covered by a simple cubic
epithelium, dorsoventrally located in the postmeridian compartment of the
cephalotorax and connect the gonads and the gonophores opening located in the basis
of third pair of pereiopod thighs.

The ovaries constitute the most developed internal part of the reproductive
system presenting color, size and consistency alterations as the oocytes advance in
the maturation process.

Macroscopic analysis of the ovaries during the reproductive phase enabled us
to detect three gonadal maturation phases named as follows: a) In development (ID):
ovaries show light green to olive green coloration, depending on the development
stage of this phase and show chromatophores in the dorsal region, which can be seen
through carapace transparency. They are turgid and are found in the posterior part of
the stomach, covering the entire hepatopancreas region; b) Developed / mature (DE):
present dark green color and dorsal surface rich in chromatophores. They are more
turgid and voluminous than in the previous stage filling the entire dorsal
cephalotoracic region and extending from the region between the eyes to the first
abdominal segment, being easily observed by carapace transparency; and c) Spawned
(SP): characterized by yellowish brown ovaries containing several chromatophores

all over the surface. Smaller in comparison to the other phases laying on the
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hepatopancreas and not reaching the stomach region. This stage corresponds to the

total post-elimination of the oocytes.

Histology

The oocytes found in M. olfersi were classified in different stages of
development which vary from I to V according to the size; the cytoplasmatic aspect;
the germinal vesicle and the yolk granulation.

Stage I: characterized by the presence of oogonia: small round-shaped cells,
and homogeneous, scant, little-basophilic and agranular cytoplasm.

The germinal vesicle (nucleus) was evident, occupying almost the entire cell
volume. No nucleoli were found.

Follicular cells were arranged as simple epithelium varying from squamous to
cubic and covering oogonia groupments (Fig. 1). Stage 1 cells were found in females
those were in gonadal maturation phases referred to as “in development” and
“spawned” (Table 1).

Stage I1: Oocytes (Fig. 2C, 4C) are bigger than in Stage I and are still round-
shaped.

The cytoplasm, now more voluminous, has a fine granulation, a more
homogeneous aspect and intense basophily (Fig. 4C).

The germinal vesicle is spherical, located the cell center and showing
disperse chromatin; one or more nucleoli can be found. Follicular cells with similar
stage I morphology can be found around each oocyte (Fig. 1, 2C). Oocytes in this
stage could be found in females which have gonads in “in development / in

maturation” and “spawned” stages. (Table 1)
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Stage III: Due to slight increase in the number of yolk granules disperse in
the cytoplasm, these germ cells, now in initial vitellogenesis, present a gradate
growth and decrease in basophily (Fig. 4D). The germinal vesicle is still in the
central region presenting evident nucleolus.

Oocytes in this stage are surrounded by a follicular cell layer with oval nuclei
(Fig. 1, 4D). This stage was found in females in “in development / in maturation”
and “spawned” maturation phases (Table 1).

Stage IV- In this stage the oocytes are big, with the cytoplasm full of yolk
granules predominantly located in the peripheric region and with different sizes and
intensities of color, resulting in cytoplasmatic acidophily (Fig. 2D). A germinal
vesicle surrounded by a still basophilic cytoplasm is found in this stage (Fig. 2D) and
the nucleoli are not evident anymore. Follicular cells are present, forming an
epithelium than those observed in the previous stages. Stage IV oocytes were only
found in females in “in development/in maturation” phase (Table 1).

Stage V in this stage the oocytes are mature, reaching their maximum size
due to the presence of big and dense yolk granules which fill all the cytoplasm
preventing the visualization of the germinal vesicle (Fig 3C). Follicular cells have
more condensed and very flat nuclei. This stage was found exclusively in females

with developed/mature gonads (Table 1).
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DISCUSSION

The size, color and texture of crustacean ovaries vary according to the level
of maturation (O’DONOVAN et al., 1984) and the coloration result from the
accumulation of vitellogenin containing carotenoid pigments (CHARNIAX-
COTTON, 1980). In Macrobrachium olfersi, as well as in Macrobrachium
amazonicum (RIBEIRO, 2006) and Macrobrachium acanthurus (CAVALHO &
PEREIRA, 1981), the ovaries show greenish color as they become more mature. For
Macrobrachium rosenbergii mature ovaries present orangish color (CHANG &
SHINH, 1995; MARTINS et al., 2007). This difference in color is due to the type of
pigment that is ingested by the animal, which might be species-specific. (RIBEIRO,
2006).

The variation in color has been used in the elaboration of different scales of
the ovarian development (CARVALHO & PEREIRA, 1981; PINHEIRO &
FRANSOZO, 1998; MARTINS et al., 2007). For M. olfersi it was possible to
determine by macroscopic analysis three patterns of coloration and size during
gonadal maturation phases. Mossolin & Bueno (2002) determined five stages
(phases) of gonadal development for this species, the first stage relating to adult
females with ovaries at rest with transparent color, which was not described in this
study because they are females who do not are suitable for reproduction. Already the
stages II and III, refer to the ID phase and the stages IV and V to the DE phase of this
study.

This study brought microscopic observations of M. olfersi ovaries in three

gonadal maturation phases, where the oocytes were classified in five development
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stages, I to V, according to morphological parameters, the size; the cytoplasmatic
aspect; the germinal vesicle and the yolk granulation.

The development of oocytes and their distribution in the gonads were
characterized by their progressive maturing from the center to the periphery. Such
fact is essentially similar to the one described by Carvalho & Pereira (1981) in M.
acanthurus and Chaves & Magalhaes (1993) in M. amazonicum.

In M. olfersi, oocytes in stage I there were oogonia in the central region of the
ovary that, according to Browdy (1989), is called germinative or proliferation zone.
The central localization of this zone was also observed in other Macrobrachium
species (CARVALHO & PEREIRA 1981, CHAVES & MAGALHAES 1993,
VERDI, 1995), varying among the different species of decapods, as it could be seen
in Penaeus setiferus penaeidae shrimps by King (1948) and Penaeus stylirostris by
Bell & Lightner (1988), that according to some authors would also be the
germinative zone located in the medial region ventral region of each ovarian lobule.

There were significant morpho-histological changes in oocytes I comparing to
oocytes II mainly regarding follicular epithelium, which became individualized,
involving each oocyte II separately, unlike oocytes I, which were always involved in
groups (3 or 4) by follicular epithelium. As they advance in maturation, oocytes
increase in size and as a consequence the basophile was substituted by cytoplasmatic
acidophily, due to the greater number of yolk components deposited (lipids, proteins
and carbohydrates).

Data obtained in this study show that there was an increase in the number of
follicular cells involving each oocytes in stage II due to the increase of oocytes

volume similarly to what has been found in M. amazonicum by Chaves & Magalhaes
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(1993). As for the shape these formerly cubic cells became plainer during maturation
and the same happened to M. olfersi as verified in M. acanthurus by Carvalho &
Pereira (1981) and in M. amazonicum by Chaves & Magalhaes (1993).

The role of follicular cells as well as their mitotic potential in decapods has
been discussed and according to Chang & Shih (1995), the shape and size of these
cells would be closely related to their biosynthetic activity. According to Adiyodi &
Subramoniam (1983) crustacean follicular cells are critical in the captation of yolk
proteins to the interior of the oocytes. In P. japonicus penaeidae Yano & Chinzei
(1987) showed that vitellogenin (yolk protein) could be synthesized in the follicular
cells, in addition top being secreted in hemolinphe. The fact that the follicular cells
which surround M. olfersi oocytes present alterations in shape and size during
different oocytes maturation phases suggests that these divide only in the initial
vitellogenis period and after that go through morphological changes, which explains
the change form cubic to scaly due to the increase of oocytes. These cells can also
be involved in the synthesis of yolk elements, as well as corium (oocyte proteic
membrane) similarly to what has been found by Yano & Chinzei (1987) in P.
Jjaponicus.

In oocytes II there were germinal cells containing one or more nucleoli in the
females with gonads in phase ID and SP confirming Ribeiro (2006) that studing M.
amazonicum verified oocytes II with germinative cells presenting more than one
nucleoli. However, Chaves & Magalhdes (1993), analyzing the same species,
described only one nucleoli in oocytes II germinal vesicle (pre-vitellogenic).

Oocytes in stage III were frequently found in two phases of maturation (“in

development” and ‘“spawned”) of M. olfersi females in phases ID and SP and
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presented bigger yolk granules disperse in the oocytes cortex and negative to the
stainers used in the test similarly to what had been described for Pandalus kessleri
oocytes by Quinitio et al. (1989), for M. rosenbergii by Chang & Shih (1995) and for
M. amazonicum by Ribeiro (2006).

In stage III the oocytes were individually covered by follicular epithelium
also found in several decapod species such as Penaeus japonicus (YANO &
CHINZEI 1987), M. rosenbergii (CHANG & SHIH, 1995) e M. amazonicum
(RIBEIRO, 2006).

At the stage of ovarian maturation of M. olfersi designated as ID (in
development) revealed the presence of oocytes from stage I to IV, and IV (oocytes in
advanced vitellogenesis) predominant. This characteristic was also observed for M.
rosenbergii (CHANG & SHIH, 1995) and M. amazonicum (RIBEIRO, 2006).
Carvalho & Pereira (1981) also found that fact to M. acanthurus, however, these
authors subdivided this phase of maturation in three stages, referred to as stage II.1,
I1.2 and 1I.3, which showed the characteristic features of growth and maturation of
oocytes, being microscopically distinct phases of pre-vitellogenesis, early
vitellogenesis and vitellogenesis advanced so as to justify the division into substages.

In the DE phase, most advanced in gonadal maturation of M. olfersi, was
found, mainly, oocytes in stage V, with the cytoplasm filled by yolk granules
confirming findings by other authors who studied other species as M. acanthurus
(CARVALHO & PEREIRA, 1981), P. kessleri (QUINITIO et al., 1989), M.
rosenbergii (CHANG & SHIH, 1995) and M. amazonicum (RIBEIRO, 2006).

In the phase of post-elimination total of oocytes (spawn) of M. olfersi, was

observed oocytes of stages I to III, the oocytes III were little observed at this stage,
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while oocytes II were widely observed. According Meeratana & Sobhon (2007), the
ovary of M. rosembergii right after spawning appears loose and empty. It contains
collapsed ovarian pouches with only strands of follicular cells and connective tissue
remaining and the most of the follicular cells return to their original ovoid shape. In
addition, groups of oogonia at the central ovarian core are frequently seen. Such all
events were also observed in M. olfersi.

The results of this study showed all phases of the vitellogenic cycle of
M. olfersi during the reproductive season. Being detected five cellular stages during
the three phases of gonadal development, but in varying amounts. In the maturation
phase in development, cells of stage IV (oocytes in advanced vitellogenesis)
appeared in large quantities, followed by cells of stages I (oocytes), II (pre-
vitellogenic oocytes) and III (oocytes in initial vitellogenesis) in a few quantities and
with no cells of stage V (mature oocytes). In the developed gonads, occurred only
cells of stage V. In the spawn phase, we observed large number of cells in stage II,
then cells in stage I, few in the stage III and absence of the stage V. Data also
showed that the five stages happened during the three gonadal maturation phases,
however in different amounts: in ID phase oocytes IV were more abundant, followed
by I, I and III in smaller number; in phase ID, stage IV cells were found in great
numbers, followed by stage I, II e III and where V were not present. In DE gonads
only oocytes V were present and in SP phase there were great numbers of oocytes II,

followed by I and a few III, V were not present.
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Figure 2. Macrobrachium olfersi general view of the ovary at the developing stage
(macroscopic view and histological sections stained with hematoxylin and eosin)
showing oocytes at different developmental stages (I, IT and IV). A. Macroscopic
view: chromatophores= arrow, ovary= ov. B. Histological section showing oocytes
and oviduct= ovd. C. Histological section showing oocytes I and II, germinal
vesicle= gv, follicular cells= fc, nucleoli= nu and yolk granules= yg inside the
oocytes cytoplasm. D. Detail of oocytes 1V, follicular cells= fe, nucleoli= nu and

yolk granules= yg.
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Figure 3. Macrobrachium olfersi general view of the ovary at the developed stage
(macroscopic view and histological sections stained with hematoxylin and eosin)
showing oocytes at the developmental stage V. A. Macroscopic view:
chromatophores = arrow, ovary= ov. B. Histological section showing oocytes= o00.
C. Histological section showing oocytes V, follicular cells= fc. D. Detail of oocytes

V, follicular cells= fe, yolk granules= yg and muscle cells= mc.
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Figure 4. Macrobrachium olfersi general view of the ovary at the spawned stage
(macroscopic view and histological sections stained with hematoxylin and eosin)
showing oocytes at different developmental stages (I-IITI). A. Macroscopic view:
chromatophores = arrow, ovary= ov. B. Histological section showing the
proliferative zone= pz. C. Histological section showing oocytes I and I, follicular
cells= fe, germinal vesicle= gv and nucleoli= nu. D. Detail of oocytes III, follicular

cells= fe, yolk granules= yg, germinal vesicle= gv and muscle cells= mec.
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Table 1: Characterization of gonadal development phases and their relation to Macrobrachium olfersi

females germ cells.

GONADS MACROSCOPIC CHARACTERIZATION OF STAGES
GONADS (COLORING/LOCALIZATION) I o 1m v Vv
D Light Green to Olive Green color b o4 4 4t -
Occupy great part of the dorsal cephalotoracic cavity
Dark Green
DE - - - -

Occupy the entire dorsal cephalotoracic cavity
Yellowish-brown

SP Occupy the dorsal region of the hepatopancreas o i i

(+++) Very observed, (+ +) mean observed; (+) little observed and (-) was not observed.
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