UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

JULIANA MIDORI HUY

EFEITOS DE SALINIDADE NA MORFOLOGIA DOS ORGAOS DE KOLLIKER DE
PARALARVAS DE Octopus vulgaris (CUVIER, 1797) E COMPARACAO ENTRE
DUAS ESPECIES: Octopus vulgaris E Octopus insularis (LEITE E HAIMOVICI, 2008)

PONTAL DO PARANA - PR

2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

JULIANA MIDORI HUY

EFEITOS DE SALINIDADE NA MORFOLOGIA DOS ORGAOS DE KOLLIKER DE
PARALARVAS DE Octopus vulgaris (CUVIER, 1797) E COMPARACAO ENTRE
DUAS ESPECIES: Octopus vulgaris E Octopus insularis (LEITE E HAIMOVICI, 2008)

Monografia apresentada como requisito a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Oceanografia, no Centro de Estudos do
Mar, Setor de Ciéncias da Terra,
Universidade Federal do Parana.

Orientadora: Prof. Dra. Erica Alves
Gonzalez Vidal

PONTAL DO PARANA - PR

2013



TERMO DE APROVACAO

Juliana Midori Huy

“Efeitos de salinidade na morfologia dos Orgios de Kolliker de
paralarvas de Octopus vulgaris (Cuvier,1797) e comparacio entre duas
espécies: Octopus vulgaris e Octopus insularis (Leite ¢ Haimovici,2008)”

Monografia aprovada como requisito parcial para a obtengdo do grau de
Bacharel em Oceanografia, da Universidade Federal do Paran, pela
Comissdo formada pelos professores:

v /\
Marco Fabi %Corréa-CEM/UFPR
Witine

MSc.Verdnica Maria Oliveira-CEM

Prof.

/A
Prof.Dr’. Eric onzilez Vidal-CE PR

Pontal do Parana, 16 de janeiro de 2013




CATALOGACAO NA FONTE:
UFPR / SIBI - Biblioteca do Centro de Estudos do Mar

H987e

Huy, Juliana Midori

Efeitos de salinidade na morfologia dos 6rgéos de Kélliker de paralarvas de Octopus
vulgaris (Cuvier, 1797) e comparacéo entre duas espécies: Octopus vulgaris e Octopus
insularis (Leite e Haimovici, 2008). / Juliana Midori Huy. — Pontal do Parana, 2013.

41f.; 29 cm.

Orientadora: Profa. Dra. Erica Alves Gonzalez Vidal.

Monografia (graduagé@o) — Curso de Oceanografia, Centro de Estudos do Mar,
Setor de Ciéncias da Terra, Universidade Federal do Parana.

1. Osmorregulacéo. 2. Ecologia experimental. 3. Ultraestrutura. Titulo. Il. Vidal,
Erica Alves Gonzalez. lll. Universidade Federal do Parana.

CDD 594.56




O importante é ndo parar de questionar. A curiosidade tem

sua propria razdo de existir.

(Albert Einstein)



RESUMO

A classe Cephalopoda é composta por invertebrados com alto grau de
desenvolvimento. Os polvos alvos deste estudo, pertencentes a familia
Octopodidae, apresentam uma estratégia de vida na qual ha producdo de
grande quantidade de ovos de pequeno tamanho e, ao eclodirem, apresentam
individuos plancténicos que durante um periodo de sua vida ocupardo um nicho
ecolégico diferente dos adultos. Nestes individuos, denominados paralarvas, é
possivel verificar a existéncia de ultraestruturas semelhantes a tufos,
denominados Orgdos de Kolliker (OK). Varias hipoteses existem a fim de
investigar a funcionalidade destas estruturas, tais como auxilio na flutuabilidade ,
osmorregulacdo e mecanismo de defesa contra predadores, as quais se
relacionam a sobrevivéncia durante a fase planctonica. Este trabalho tem como
objetivo comparar e descrever a distribuicdo e diametro médio dos OK em
paralarvas recém-eclodidas de Octopus vulgaris sob diferentes condi¢cdes de
salinidade, bem como comparar a ultraestrutura dos OK em duas espécies que
habitam areas costeiras: O. vulgaris e O. insularis, fazendo uso de imagens de
microscopia eletrbnica de varredura. Foram observadas diferencas entre o
diametro médio dos tufos em O. insularis de comprimentos de manto desiguais,
assim como diferencas entre diametro médio de O. insularis e O. vulgaris
controle. As variacdes observadas entre o diametro dos tufos de paralarvas de
O. vulgaris sob diferentes condi¢des de salinidade n&o foram significativas. Por
outro lado, a diferenca na ocorréncia de OK irrompidos na superficie da
epiderme é evidente quando comparados os tratamentos de salinidade 20 e 37
com o tratamento controle. A presenca de estruturas irrompidas ao longo do
corpo dos animais parece estar diretamente relacionada a salinidade do
ambiente e a osmorregulacdo, importante mecanismo fisiolégico para

sobrevivéncia em agua salgada.

Palavras-chave: Osmorregulacao, ecologia experimental, ultraestrutura.



ABSTRACT

The class Cephalopoda consists of invertebrates with a high degree of
development. Octopuses target of this study, belongs to the family Octopodidae,
have a life strategy of producing large quantities of small sized eggs and a
planktonic hatchling that during a period of their life will occupy a different
ecological niche from the adults. In these individuals, called paralarvae, it is
possible to note ultrastructures like tufts, called Kolliker's Organs (KO). Several
hypotheses exist to investigate the functionality of these structures, such as aid in
buoyancy, osmoregulation and defense mechanism against predators, all
relating its existence to survival in the plankton. This paper aims to describe and
compare the distribution and average diameters of Kolliker's Organs in Octopus
vulgaris under different salinities and compare the KO ultrastructures of two
species that inhabit coastal areas: O.vulgaris and O. insularis making use of
images of scanning electron microscopy. Differences were found between the
average diameter of the tufts of unequal mantle lengths of O. insularis, as well as
differences between mean diameter of O. insularis and O. vulgaris control
treatment. Variations between the diameters of the tufts of O. vulgaris paralarvae
under different salinities conditions did not show meaningful differences. On the
other hand, the difference at the occurrence of erupted KO on the surface of
epidermis is visible when comparing 20 and 37 salinities treatments with control
treatment. The presence of erupted structures along the body of the animals
seems to be directly related to salinity and osmoregulation, important

physiological mecanism for survival in salt water.

Keywords: Osmoregulation, experimental ecology, ultrastructure
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1 INTRODUCAO

A classe Cephalopoda é composta por invertebrados com alto grau de
desenvolvimento que apresentam cérebro e sistema nervoso bem desenvolvido,
olhos com lentes, pupilas e pélpebras, além de comportamento complexo e
capacidade de aprendizagem (HANLON & MESSENGER, 1996; DE GROOT, 1995).
Sao encontrados em 4guas marinhas e estuarinas, com ocorréncia tanto em regides
tropicais e temperadas, quanto polares (NORMAN, 2003).

A ordem Octopoda, representada pelos polvos, é caracterizada por
organismos que possuem corpo globular saculiforme, concha vestigial, quatro pares
de bracos e auséncia de tentaculos (RUPPERT et al., 2005). A maioria das espécies
vive associada ao substrato marinho, enquanto outras sdo nadadoras livres e vivem
na coluna d’agua (NORMAN, 2003).

Entre os polvos bentbnicos, o polvo comum Octopus vulgaris (Cuvier,1797)
pertence a familia Octopodidae e é considerado um dos invertebrados mais bem
estudados. E uma espécie neritica, cosmopolita de aguas tropicais e temperadas,
com ocorréncia desde a linha de costa até a borda externa da plataforma continental,
em profundidades de até 200 m, sendo encontrado em uma variedade de habitats,
como rochas, grama e recifes de corais (VAZ-PIRES et al, 2004). Individuos adultos
podem atingir 25 cm de comprimento do manto e pesar até 8 Kg (HAIMOVICI et al.,
2009). Devido a sua ampla distribuicdo, estudos consideraram durante muito tempo
que Octopus vulgaris representaria na verdade um complexo de espécies
semelhantes que habitam aguas temperadas e tropicais (NORMAN, 2003), porém,
pesquisas recentes de observagBes morfologicas e investigacbes filogenéticas
indicam que esta € uma espécie monoespecifica (GUERRA, 2010). Para reproducéo,
o macho possui um brago modificado contendo o hectocotilo, um 6rgdo em forma de
colher, localizado na ponta do terceiro braco, esquerdo ou direito, que transporta os
espermatoforos (SWEENEY et al.,1992). Durante a copula, o hectocotilo é inserido na
cavidade do manto da fémea, onde os espermatoforos sdo depositados no interior do
ducto genital (RUPPERT et al., 2005). Durante a postura, as fémeas produzem um
anico aglomerado de ovos contendo de 100 a 500 mil ovos (MANGOLD, 1983).

Quando estes estao completamente desenvolvidos, medem aproximadamente 2,7 x
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1,1 mm e ao eclodir, as paralarvas medem cerca de 2,9 mm de tamanho total
(VILLANUEVA, 1995).

Outra espécie de polvo bentdnico é Octopus insularis Leite e Haimovici, 2008,
cuja ocorréncia se da ao longo da costa nordeste do Brasil, em aguas rasas tropicais e
no entorno das ilhas oceénicas (LEITE et al., 2008). Apresenta porte médio, com
comprimento de manto menor que 120 mm (LEITE et al. 2007), chegando a pesar
aproximadamente 1300 g, com bracos relativamente curtos e robustos e pele rugosa
marrom avermelhada (LEITE et al., 2009a). Pode ser encontrado ao longo do ano todo
e sua abundancia varia de acordo com caracteristicas fisicas do habitat, como
profundidade e substrato - rochoso, arenoso, de cascalhos e recifes, ndo ocorrendo
em substrato lamoso (LEITE et al., 2009b). E uma espécie que apresenta alta
fecundidade, com a postura de pequenos ovos (LEITE et al., 2007) e por se tratar de
uma espécie descrita recentemente, aspectos referentes a sua biologia e ecologia séo
ainda pouco conhecidos.

Os polvos pertencentes a familia Octopodidae apresentam duas estratégias
de vida no que se refere a reproducao (BOLETZKY, 1992). Na primeira, a fémea
desova poucos ovos relativamente grandes que, ao eclodirem, produzem individuos
muito semelhantes aos adultos e ocupam de imediato o habito de vida benténico. Na
segunda, adotada pelas espécies alvo deste estudo, hd producdo de grande
guantidade de ovos de pequeno tamanho - chegando a centenas de milhares - que ao
eclodir apresentam individuos plancténicos, que durante um periodo de sua vida
ocupardo um nicho ecoldgico diferente dos adultos de sua espécie. Esses individuos
sdo denominados paralarvas, que significa ‘falsa’ larva, pois os cefalépodes
apresentam desenvolvimento direto, sem metamorfose como larvas de peixe e
artropodes (YOUNG & HARMAN, 1988). ApoOs esse periodo, ha uma transicao
morfoldgica, ecoldgica e comportamental na qual os filhotes passam do modo de vida
plancténico para o bentonico (VILLANUEVA & NORMAN, 2008).

De acordo com Villanueva & Norman (2008) as paralarvas de Octopus sao
caracterizadas por bragcos pobremente desenvolvidos, poucas ventosas, padréo de
cromatéforos simplificado e musculatura transparente. Ao longo da cabeca, bragos,
sifdao e principalmente do manto das paralarvas de alguns polvos da subordem
Incirrata, é possivel verificar a existéncia de ultraestruturas semelhantes a tufos,

denominados Orgdo de Koélliker (OK) por terem sido descritos por Kolliker (1844).
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Cada orgéao € constituido por trés componentes estruturais: um foliculo ectodérmico
de células especializadas, com um citoblasto basal e varias células foliculares laterais,
um fasciculo extracelular de cerdas canulares — tufo de Kolliker — secretado pelo
citotoblasto e um grupo de musculos mesodérmicos obliqguamente estriados, que
provavelmente auxiliam na projecao e retracdo de cada tufo, assim como na abertura
das cerdas canulares (FIGURA 1). Os tufos sdo desenvolvidos dentro dos foliculos
epidérmicos durante a embriogénese para mais tarde irromper pela superficie da
epiderme (BOLETZKY, 1973; BROCCO et al., 1974).
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FIGURA 1: Representacio esquematica do Orgéo de Kolliker. Fonte: Brocco et al., 1974

A funcédo dos OK ainda € desconhecida, porém varias hipéteses ja foram
propostas. Ao estudar paralarvas de polvos, Naef (1923) propds que estas estruturas
podem auxiliar no modo passivo de transporte plancténico na coluna d’agua, assim
como servir de base para a formacao de estruturas mais complexas presentes na pele

de juvenis e adultos. Além disso, como o eixo principal de cada tufo € obliqguamente
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orientado em relacdo a superficie da pele, com a parte apical do tufo apontando em
direcdo a regido anterior, foi sugerido por Boletzky (1966) e Mangold et al. (1971), que
esta disposicdo, juntamente com o0 movimento de contragdo de manto por
jato-propulsdo, ajudaria o animal a se mover em uma Unica direcdo e sair da
membrana do coérion durante a eclosdo. Outra hipdtese sugere que, devido aos
movimentos de expansao e retracdo dos OK, estas estruturas poderiam aumentar a
area da superficie do corpo do animal, auxiliando na flutuacdo das paralarvas na
coluna d’agua (BOLETZKY, 1973).

Outra observacao intrigante sobre os OK refere-se a capacidade de reflexao
das cerdas. Pequenos pontos de iridescéncia dermal sdo geralmente observados em
algumas partes do corpo das paralarvas, como nas membranas que cobrem os olhos
e visceras, devido a acdo de tecidos reflexivos (iridoforos) (VILLANUEVA &
NORMAN, 2008). Villanueva (1995) ao observar essa reflexdo nas cerdas dos OK
sugeriu que os mesmos poderiam funcionar como um mecanismo de camuflagem
ideal para a sobrevivéncia no plancton. O mesmo autor, em estudo com paralarvas
cultivadas desde a eclosdo até o assentamento, observou o fato de que a densidade
de OK tende a aumentar no periodo que encobre o final do desenvolvimento
embrionario e a vida plancténica. Porém, quando os individuos assumem o modo de
vida bentbnico, Boletzky (1973) notou o desaparecimento destas estruturas.

Mazzini (2010) realizou um estudo comparando a estrutura dos OK presentes
em duas espécies de paralarvas plancténicas: Octopus vulgaris e Argonauta nodosa,
gue habita dguas oceanicas e apresenta modo de vida pelagico. Foram encontradas
diferengas no didmetro dos tufos entre individuos de mesma espécie com diferentes
idades, assim como diferencas entre as espécies estudadas. De acordo com o autor,
a grande abundancia de OK em O. vulgaris e a diferenca entre o diametro médio dos
tufos entre as espécies podem estar relacionadas a diferenca de habitat das espécies.

Da Silva & Vidal (2005) sugeriram que estas estruturas podem estar
relacionadas a um mecanismo de osmorregulacdo. A salinidade € uma variavel de
grande importancia ecoldgica em areas costeiras e valiosa para se compreender 0s
padrées anatdmicos, fisiolégicos e comportamentais dos organismos marinhos
(SHMIEGELOW, 2004). A fim de obter mais informacdes sobre o funcionamento dos
OK, este trabalho explora, através de experimentos realizados em laboratodrio,

bY

mudancgas relacionadas a morfologia e distribuicdo dos tufos em paralarvas
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submetidas a diferentes condi¢fes de salinidade.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta e a morfologia dos OK de paralarvas de Octopus vulgaris
sob diferentes condi¢Bes de salinidade e comparar a morfologia dos 6rgéos entre

duas espécies: Octopus vulgaris e Octopus insularis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a distribuicdo e diametro dos OK em paralarvas de O. insularis
utilizando imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Comparar a morfologia dos OK de paralarvas de Octopus vulgaris
recém-eclodidas e submetidas a trés condicdes de salinidades (20, 34 e 37), fazendo
uso de MEV.

Comparar o diametro médio dos tufos de OK em paralarvas de Octopus

vulgaris e Octopus insularis com imagens de MEV.

3 METODOLOGIA

3.1 AQUISICAO DAS PARALARVAS

3.1.1 Octopus vulgaris



Para aquisicdo de paralarvas, um sistema de cultivo foi construido no
Laboratorio de Cultivo de Cefaldépodes e Ecologia Experimental (LacCef) do Centro de
Estudos do Mar, Universidade Federal do Paran&. O sistema, do tipo fechado com
recirculacdo de agua, consiste na distribuicdo de agua entre dois tanques, sendo um
retangular que abrigava a fémea reprodutora (dimensoées 1,6 x 0,4 x 0,3m com volume
de 192L) e outro circular (diametro de borda 1,22m, 0,95m de diametro de fundo e
profundidade de 0,50m, 500L de volume), onde ficavam as paralarvas
recém-eclodidas em salinidade 34 e 24°C de temperatura da agua. As ultimas foram
entdo transferidas para tanques cilindricos de larvicultura com o auxilio de um
container de vidro, porém, a amostragem foi realizada diretamente no tanque circular
(FIGURA 2). A fim de diminuir as concentra¢des de aménio (NH,") total e de outros
compostos toxicos nos tanques de cultivo, a gua que circula no sistema passou por
um filtro biolégico, de dimensdes 1,8 x 0,6 x 0,3 m, composto por substrato de conchas
maceradas, ideal para a fixacdo de bactérias Nitrossomonas (nitrificantes),
responsaveis por transformar amoénio em nitrito, e bactérias Nitrobacter, que
transformam o nitrito em nitrato.

No dia 09 de outubro de 2012, uma fémea matura de aproximadamente 1,5 Kg
foi capturada da regido do Complexo Estuarino de Paranagua - Parana e acomodada
no tanque retangular pertencente ao sistema. A postura dos ovos iniciou em 06 de

novembro e a eclosao das paralarvas ocorreu entre 19 e 26 de novembro.



|' Tanque 1l

FiltroBiologico = |e=m=ee-

1
i
] Saida de
- >
agua

Entrada de
agua

Tanques de

Filtro larvicultura

Biologico

FIGURA 2: Esquema do sistema de cultivo para O. vulgaris

3.1.1.1 Delineamento experimental

A fim de verificar o funcionamento e morfologia dos OK de paralarvas de
Octopus vulgaris sob diferentes condicdes de salinidades, foi montado um sistema
experimental que consistia em seis recipientes de vidro com dimensdes de 11 cm de
altura, 21 cm de diametro superior e 15 cm de diametro inferior, com volume de 1,5L.
Cada recipiente consistia em uma réplica e cada tratamento de salinidade continha
trés réplicas (FIGURA 3).



FIGURA 3 : Esquema experimental com trés réplicas para cada tratamento

Para cada réplica, 30 paralarvas recém-eclodidas foram coletadas
aleatoriamente do tanque circular utilizando uma pipeta plastica de 3 ml, com a ponta
cortada para ndo causar danos aos animais. Estas eram entdo acomodadas nos
recipientes de vidro. A aeracéo foi colocada no meio do recipiente, dentro de canos de
PVC (2 cm de diametro e 9 cm de altura) cortados e encapados com uma malha fina,
possibilitando a circulacdo da agua sem a presenca de bolhas, que podem também
danificar a epiderme dos animais.

Trés condic¢des foram testadas, um tratamento de salinidade 37, outrode 20 e 0
controle com salinidade 34. As salinidades 37 e 20 foram escolhidas para melhor
observacdo da resposta funcional dos OK, visto que podem ser consideradas
condi¢cdes extremas, enquanto a salinidade 34 é caracteristica do habitat dessa
espécie. A salinidade de 37 foi ajustada com o acréscimo de sal marinho Coralife®
em agua previamente clorada e neutralizada utilizada no sistema de cultivo. Para a
salinidade 20, a agua utilizada para o sistema foi diluida com agua doce neutralizada
com anticloro instantaneo (hiposulfito de sédio, uma gota por litro) até atingir o valor
desejado.

Uma hora apls as paralarvas terem sido transferidas para o sistema

experimental, 15 exemplares de cada réplica foram amostrados aleatoriamente com



uma pipeta plastica de 3 ml e anestesiados com a mesma agua utilizada em cada
tratamento em temperatura média de 4°C, na qual ha diminuicdo da resposta as
perturbacdes devido a queda do metabolismo da paralarva. Apoés este procedimento,
os individuos foram fixados de acordo com a metodologia de KARNOVSKI (1965),
ideal para analises de MEV por conservar as ultraestruturas da epiderme. Para o
controle, 15 paralarvas foram amostradas diretamente do tanque circular,

anestesiadas e fixadas.

3.1.2 Octopus insularis

As paralarvas foram obtidas em janeiro de 2012, de uma fémea, acomodada
no sistema de cultivo montado no LacCef para abrigar reprodutores de Octopus
insularis capturados no Rio Grande do Norte. O sistema consistia em dois tanques
retangulares, com dimensoées 1,6 x 0,4 x 0,3 m e 0,69 x 0,51 x 0,3 m e um circular com
diametro superior de 1,22 m, inferior de 0,95 m e 0,58 m de altura, interligados a um
filtro bioldgico de volume 325L (FIGURA 4). Os individuos recém eclodidos foram
amostrados do tanque retangular maior, onde estava a fémea provedora, com
salinidade 32 e temperatura 26°C. Apés a amostragem, as paralarvas foram
fotografadas e preservadas.

Para este estudo, foram utilizadas paralarvas previamente fixadas, sem que
houvesse a possibilidade de realizar o mesmo trabalho experimental realizado com O.
vulgaris. Por esse mesmo motivo, a metodologia utilizada para preservar as amostras
diferiu entre as duas espécies. Enquanto os individuos de O. vulgaris foram fixados
com uma solugéo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% com tamp&o cacodilato
0,8M, ideal para a preservacao de estruturas e analise em MEV, as paralarvas de O.

insularis foram fixadas diretamente em alcool 70%
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FIGURA 4: Esquema do sistema de cultivo para O. insularis. Fonte: Elias, 2012

No total, foram enviadas a MEV cinco paralarvas recém eclodidas de O.
insularis, porém, devido ao pequeno tamanho dos espécimes, dois foram perdidos

durante o processo de ponto critico.

3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para o processamento em MEV, realizado no Centro de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal do Parana, as amostras de O. vulgaris e O.
insularis passaram por um processo de desidratacdo em série alcoodlica. Cada
amostra foi deixada em alcool 70% por um periodo de 10 minutos, e assim
sucessivamente em alcool 80%, 90% e 100%. O Ponto Critico foi realizado em um
equipamento nomeado Bal-Tec CPD 030 e a metalizacdo em um SCD 030 Balzers.

As imagens foram obtidas com o microscopio Jeol JSM 6360 LV.
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3.3 TRATAMENTO DOS DADOS

Para a andlise de diametro do tufo de O. insularis, medidas de diametro de 20
tufos aleatérios e CM (apds o processo de ponto critico e metalizagdo, com o manto ja
desidratado) de trés paralarvas foram obtidas de imagens de MEV. Na analise entre
tratamentos de O. vulgaris, foram medidos um total de 32 OK de seis paralarvas de
cada tratamento (salinidades 37 e 20). Para as paralarvas do tratamento de controle,
foi possivel medir apenas dez tufos, devido a auséncia de OK visiveis (que ja
romperam a epiderme) (TABELA 1). Em ambas as analises, quando os dados
apresentaram 0s pressupostos para realizacdo de uma andlise paramétrica, o teste
utilizado foi Analise de Variancia (ANOVA); quando ndo paramétricos, foram
analisados com o teste de Kruskal-Wallys. Apenas a comparacao entre O. vulgaris
tratamento controle e O. insularis foi realizada com um teste de Mann-Whitney. A
densidade de tufos foi medida através da contagem de estruturas visiveis em uma

area de 10*um?.

TABELA 1: NUmero amostral

Espécie N° de paralarvas N° Total de tufos medidos
O. insularis 3 60
O. vulgaris salinidade 34 3 10
O. vulgaris salinidade 37 6 32
0. vulgaris salinidade 20 6 36

Todas as medicdes foram realizadas no programa Adobe Photoshop 7.0.1.e

as andlises estatisticas no programa R 2.15.2.

11



4 RESULTADOS

4.1 Octopus insularis

4.1.1 Distribuicdo de OK ao longo da epiderme

Todas as paralarvas de O. insularis apresentaram OK irrompidos ao longo do
corpo, sendo que ndo foi observada ocorréncia de tufos abertos. Na primeira
paralarva, de 894 um de CM, uma grande quantidade pdde ser observada na regiao

dos bracos e cabeca, 20 e 13 tufos/10*um? respectivamente, e na regido dorsal do
manto (FIGURA 5

FIGURA 5: A) Paralarva de O. insularis. B) OK na regido superior do manto. C) OK na regido
da cabeca e bracos.

12



Na segunda (565 pum de CM) ocorreu grande aglomeracdo no manto (22
tufos/10*um?) com 2 OK irrompidos na regido da cabeca e falta de extrusdo de OK nos
bracos (FIGURA 6).

FIGURA 6: A) Paralarva de O. insularis com aglomeracdo de OK na regido superior do manto.
B) Detalhe da aglomeragéo dos OK no manto.
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Por ultimo, a terceira paralarva (694um) apresentou bracos com grande
quantidade de OK (12 tufos/10*um?) e distribuicdo homogénea ao longo do manto
(FIGURA 7).

FIGURA 7: A) Paralarva de O. insularis com vitelo externo. B) Distribuicdo
homogénea de OK na regido do manto. C) Grande quantidade de OK
presente nos bracos.

4.1.2 Andalise de diametro dos tufos

A fim de testar a normalidade e homocedasticidade, testes de Shapiro-Wilk

14



(p>0,1103) e Bartlett (p>0,8376) foram aplicados nos dados referentes as medidas de
diametro dos tufos. Aceitos os pressupostos, o teste de ANOVA demonstrou haver
diferenca entre os didametros dos tufos (p<0,00006). O teste post hoc de Tukey
demonstrou que as paralarvas de 894 um e 565 um de CM apresentaram médias
semelhantes (8,3 e 8,6 um, respectivamente), porém o individuo com CM de 694 um
exibiu diametro médio maior (10,1 um) que as duas outras (FIGURA 8) (TABELA 2).
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FIGURA 8: Boxplot do diametro médio dos OK em paralarvas de O. insularis
demonstrando diferengas significativas entre o individuo de 694 um de CM e as
demais paralarvas
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TABELA 2: Medidas de CM, diametro dos tufos, médias e desvios padrdes de
paralarvas de O. insularis

CM (um) Didmetro (um) Média Desvio Padréo
73
7,8
10,1
10,7
7,3
7,0
7,9
7,0
7,6
83
7,3
8,7
9,2
8,0
7,8
83
8,9
8,8
10,9
7,8
89
6,9
9,6
10,7
83
9,7
85
9,3
9,3
7,5
7,9
10,1
8,0
8,7
73
7,9
8,8
7,2
7,8
10,1
9,8
83
9,4
6,8
9,9
9,8
12,0
12,0
9,8
694 109 10,1 um 1,35 um

12,0
10,3
10,9
12,0
10,9
9,4
8,9
8,7
10,6
9,4

894 8,3 um 1,15um

565 8,6 um 1,08 um
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4.2 Octopus vulgaris.

4.2.1 Presenca, distribuicdo e diametro dos OK em paralarvas sob condi¢c6es normais

de salinidade

As paralarvas do tratamento controle, no qual os individuos estavam sob
condi¢cbes normais de cultivo, com temperatura de 24°C e salinidade 34 apresentaram
poucos OK ao longo do corpo (2 tufos/10*um?) . Foram analisadas imagens obtidas de
quatro paralarvas, sendo que em uma houve auséncia de OK visiveis. Em todas
houve ocorréncia de deformidade na regidao da cabega, com aparéncia de “dobras”
(FIGURA 9A, B) e presenca de OK ao longo dessa area em trés paralarvas, nas quais
os tufos eram aparentemente salientes, porém, permaneciam abaixo da epiderme,

sem conseguir rompé-la (FIGURA 9C).
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FIGURA 9: A) Paralarva de O. vulgaris de tratamento controle. B) Detalhe da formacgéo de
“dobras” na regido da cabeca e presenca de OK. C) Presenca de OK sob a epiderme, sem
rompimento.

Ao longo do manto, os OK estavam distribuidos homogeneamente, sendo
possivel identificar sua presenca apenas através de marcas sob a superficie da
epiderme, com ocorréncia de somente um tufo semiaberto entre as amostras
(FIGURA 10). As paralarvas de tratamento de salinidade 34 apresentaram 10,4 um de
didmetro médio dos tufos (TABELA 3).

18
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FIGURA 10: A) Paralarva de O. vulgaris com OK distribuidos homogeneamente na regido do
manto. B) Detalhe da presenca de OK sem romper a epiderme. C) Tufo aberto na regido do
manto.

TABELA 3: Medidas do diametro dos OK em salinidade 34

Tratamento | Diametro (um) Média Desvio Padrao
10,9
14,5
11,2
8,0
34 8,4 10,4 um 1,9 um
11,0
9,6
9,6
10,9

4.2.2 Presenca, distribuicdo e diametro dos OK em paralarvas sob salinidade 37

Em todas as seis paralarvas analisadas em salinidade 37, OK ao longo do

manto, cabeca e bragos puderam ser observados. A maior concentracdo (8
19



tufos/10*um?) ocorreu no manto, com tufos aparentes fechados, semiabertos e tufos

ainda sob a superficie epitelial ou em processo de rompimento (FIGURA 11).
.k.'\ . .3‘ 1‘<‘ X
VR

FIGURA 11: A) Paralarva de O. vulgaris proveniente do tratamento de salinidade 37,
maior presenca de OK no manto. B) Detalhe de tufos semiabertos, fechados e tufos
sob a epiderme. C) Tufos novos rompendo a epiderme da parte superior do manto.

Em algumas paralarvas de tratamento de salinidade 37, houve a mesma
deformidade presente nas condi¢cdes de controle, com enrugamento da regido da
cabeca e manto (FIGURA 12A) e presenca de OK abaixo da superficie da epiderme
(FIGURA 12B). As paralarvas de tratamento de salinidade 37 apresentaram 11,9 pum
de didmetro médio dos tufos (TABELA 4).
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FIGURA 12: A) Paralarva de O. vulgaris com enrugamento na regido do manto e cabeca em
paralarva de salinidade 37. B) OK abaixo da superficie da epiderme.

TABELA 4: Medidas do didametro dos OK em salinidade 37

Tratamento Diametro (um) Média Desvio Padrao
11,2
7,5
9,3
10,3
11,5
14,0
16,4
15,4
11,0
13,8
11,4
11,4
9,8
8,0
14,3
14,8
12,9
10,3
11,2
14,0
8,2
13,3
9,2
11,7
8,5
14,6
8,6
13,4
13,0
9,8
17,9
13,6

37 11,9 pm 2,6 um
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4.2.3 Presenca, distribuicdo e diametro dos OK em paralarvas sob salinidade 20

As paralarvas provenientes do tratamento de salinidade 20 apresentaram
uma maior densidade de OK visiveis ao longo do corpo (13 tufos/10*um?). Na regido
dos bracos, os tufos estavam tanto fechados quanto semiabertos, sem apresentar um

padréo de distribuicdo ao longo da superficie da epiderme (FIGURA 13).
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FIGURA 13: Presenca de tufos fechados e semiabertos nos bracos das paralarvas
de O. vulgaris

Na regido do manto foi encontrada a maior concentracdo dos 0Orgaos
(FIGURA 14A), com distribuicdo homogénea e equidistante ao longo de toda a
superficie, 17 tufos/10*um?, (FIGURA 14B). Foi possivel perceber tanto a presenca de
OK expostos, que ja romperam a epiderme, quanto tufos ainda sob a epiderme,
préoximos uns aos outros (FIGURA 15).
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FIGURA 14: A) Paralarva de O. vulgaris com maior concentracdo dos 6rgaos na regiao do
manto. B) Detalhe da distribuigdo dos OK.

FIGURA 15: Paralarva de O. vulgaris com presenca de OK expostos, com tufos abertos, e
tufos sob a epiderme

FIGURA 16: A) Presenca de tufos abertos na regido ventral proxima ao sifédo de O. vulgaris. B)
Detalhe dos OK completamente abertos.
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Sob este tratamento, houve maior ocorréncia de tufos semiabertos, sendo que
uma paralarva apresentou tufos completamente abertos na regido ventral, proxima ao
sifao (FIGURA 16). As paralarvas neste tratamento de salinidade apresentaram 12,8
pum de didmetro médio dos tufos (TABELA 5)

TABELA 5: Medidas do diametro dos OK em salinidade 20

Tratamento Diametro (um) Média Desvio Padrao
9,9
9,5
9,1
9,5
9,5
9,6
10,2
9,0
10,9
7,1
7,6
7,6
8,3
12,8
12,7
14,8
12,2
8,9
20 10,0 12,8 um 5,1 um
13,3
11,3
9,3
13,3
14,9
14,9
12,9
14,9
22,5
27,8
22,0
17,0
27,5
13,5
13,8
14,8
7,8
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4.3 COMPARACAO ENTRE TRATAMENTOS

Testes de normalidade e homocedasticidade, Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente, demonstraram que mesmo apos transformacédo das medidas de
diametro de tufos em logaritmo, estas confirmaram se tratar de dados nao
paramétricos (p<0,05). A comparacdo entdo foi realizada com o teste de
Kruskal-Wallys, que revelou ndo existir diferencas entre o diametro médio dos
diferentes regimes de salinidade (p<0,5287), sendo 11,9 um em salinidade 37, 10,4
pm em 34 e 12,8 uym em 20. (FIGURA 17).
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FIGURA 17: Boxplot do diametro médio dos OK de paralarvas de O. vulgaris em
diferentes salinidades, demonstrando ndo haver diferencas significativas entre os
tratamentos.

4.4 COMPARACAO ENTRE ESPECIES

Por se tratar de dados ndo paramétricos, o teste utilizado para comparar o

diametro de tufos de O. vulgaris, incluindo os tratamentos, e O. insularis foi o de
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Kruskal-Wallys, no qual as diferencas observadas entre as meédias foram
significativas (p<0,000008245) (FIGURA 18). O. insularis apresentou diametro médio
dos tufos (8,5 um) significativamente menor com relacdo a O.vulgaris de tratamentos
37 e 20 de salinidade (11,9 e 12,8 um, respectivamente) e marginalmente menor se
comparado com O. vulgaris controle (10,4 um) (analisado posteriormente pelo teste

de Mann-Whitney, apresentou p-valor <0,01).
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FIGURA 18: : Boxplot do diametro médio dos OK em paralarvas de O. vulgaris e O.
insularis de salinidade 32, demonstrando diferencas significativas entre O. insularis e
tratamentos 20 e 37 e marginalmente significativa com O. vulgaris 34.

5 DISCUSSAO

Com relacao a presenca, distribuicdo e morfologia dos OK em paralarvas de
O. vulgaris submetidas a diferentes condi¢gbes de salinidade, nota-se uma ocorréncia
incomum de tufos nos individuos do tratamento controle (34). Mazzini (2010)
encontrou tufos espalhados ao longo do manto, cabeca, bracos e olhos em todas as
paralarvas, enquanto neste trabalho, foi possivel visualizar apenas a presenca dos

orgdos ainda abaixo da superficie da epiderme, com alguns tufos aleatérios
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irrompidos. As paralarvas de ambos os trabalhos foram obtidos de sistemas de cultivo,
com salinidades 34, porém, as temperaturas diferiram, sendo de 21 — 22°C as
estudadas por Mazzini (2010) e 24°C as analisadas neste presente estudo.

Boletzky & Hanlon (1983) verificaram que O. vulgaris apresenta pouca
tolerancia a baixas concentracdes de sal, sendo que a concentracdo minima toleravel
€ de 27. As paralarvas dos tratamentos de salinidade 37 e 20 apresentaram ampla
distribuicdo de tufos ao longo do manto, sendo que estes estavam tanto semiabertos
ou fechados quanto abaixo da superficie epitelial ou em processo de rompimento da
epiderme. E possivel que tal fato possa representar a necessidade de adi¢do de
orgaos irrompidos na interface com o ambiente em resposta a baixa ou alta salinidade.

Quando comparados tratamentos e controle, verifica-se uma média de
didmetro de tufos semelhantes, porém ao analisar a distribuicdo e presenca de OK
fica evidente o numero crescente de tufos que irromperam a superficie devido a
mudanca de salinidade, corroborando a hipotese sugerida por da Silva & Vidal (2005)
de que estas estruturas podem estar relacionadas a um mecanismo de
osmorregulacdo. Além disso, a robustez dos OK pode nao exercer tanta importancia
no que se refere a salinidade, quanto a quantidade espalhada pelo corpo, visto que
nao ha diferenca entre os diametros.

Apesar das trés paralarvas de O. insularis submetidas a MEV apresentarem
OK, foi possivel observar que os tufos ndo apresentam um padrdo de distribuicdo
homogénea ao longo do corpo, com a formacdo de aglomeracdes em regibes
especificas, em cada individuo. Devido ao pequeno numero amostral (3 exemplares),
nao é possivel determinar de fato se este padrao € natural da espécie ou é resultante
das condi¢cbes ambientais as quais os individuos foram submetidos durante o
desenvolvimento embrionario, como por exemplo, a qualidade da &gua, presenca de
compostos nitrogenados, circulacdo dos tanques, temperatura ou salinidade. E
importante ressaltar que durante a incubacdo, o sistema de cultivo sofreu uma
infestacdo de fungos, fazendo com que um grande numero de ovos fosse perdido. Por
outro lado, este padrao de aglomeracao pode ser resultado tanto de um mecanismo
de defesa que se mostrou eficiente para a sobrevivéncia dessas paralarvas, quanto
mera coincidéncia na presenca e extrusdo dos OK.

A andlise de diametro médio dos tufos em O. insularis mostrou a paralarva de

694 um apresentou diametro médio (10,1 um) relativamente maior, enquanto as de
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565 um e 894 pm possuem médias semelhantes (8,6 e 8,1 um, respectivamente). E
importante ressaltar que a paralarva de maior didametro médio de tufos ainda
apresentava vitelo externo, o que indica que este individuo teve uma eclosdo
prematura, ou seja, € mais novo e ndo possui a mesma idade que as outras duas
paralarvas de idade e diametro de tufos semelhantes. Assim sendo, a diferenca de
diametro observada pode estar relacionada com a importancia dos OK em individuos
mais novos ou ao padrédo ciclico no qual existe a diminuicdo do didmetro dos 6rgaos
seguido pelo aumento com o surgimento de novos 6rgaos, como descrito por Mazzini
(2010).

A comparacéo entre O. vulgaris e O. insularis sob condi¢Bes de laboratério
mostra uma diferenca marginal entre as médias de didmetro de tufo. E possivel que tal
fato possa estar relacionado a diferenca de temperaturas do que a salinidade
propriamente dita. Quando comparadas, as médias dos diametros sao inversamente
proporcionais ao aumento da temperatura, sendo de 9 um em O. insularis mantido a
26°C, 11 pm em O. vulgaris mantido a 24° e 13 um em O. vulgaris mantido entre
21-22°C descrito por Mazzini (2010), sendo que todos estes individuos sao
paralarvas recém eclodidas (a paralarva de O. insularis que eclodiu precocemente
nao foi incluida nesta analise devido a diferenca de idade). De acordo com Boletzky
(1989), a temperatura € um dos principais fatores que influenciam o desenvolvimento
dos embrides de cefalépodes, além de influenciar varios aspectos metabdlicos, como
a taxa de utilizacdo de vitelo (BOUCHAUD, 1991; VIDAL et al., 2002; 2005) e
consumo de oxigénio (PARRA et al., 2000). Segundo a hipétese de Forsythe (1993),
confirmada através dos estudos de Vidal et al. (2002) e (2005) para as paralarvas de
lulas, a temperatura exerce grande influéncia no crescimento dos cefalopodes e das
paralarvas em especial, consequentemente, a robustez dos tufos pode tanto
representar uma resposta de adaptagdo a condi¢cdes metabdlicas impostas pela
temperatura como também um mecanismo que auxilie na termorregulacdo para
crescimento acelerado durante a fase planctonica e consequente assentamento, visto
gue, ao assumir o modo de vida bentdnico, existe o desaparecimento gradual dos OK
(BOLETZKY, 1973).

E importante salientar que as amostras de paralarvas de O. insularis e O.
vulgaris utilizadas neste estudo nao foram preservadas utilizando a mesma

metodologia. Enquanto os individuos de O. vulgaris foram fixados com uma solucao
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de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% com tampé&o cacodilato 0,8M, ideal para a
preservacdo de estruturas e analise em MEV, as paralarvas de O. insularis foram
fixadas diretamente em alcool 70%, o que tornou visivel a degradacao da superficie
da epiderme e pode ter ocasionado a perda de algumas estruturas de OK.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A osmorregulacdo é um importante mecanismo de sobrevivéncia para
animais marinhos e variacdes de salinidade podem afetar diretamente a extruséo,
distribuicdo e quantidade dos OK presentes na superficie da epiderme das paralarvas,
por outro lado, a robustez dos OK parece estar muito mais relacionada a variacdes na
temperatura da agua, parametro que demonstra ser de grande importancia e deve ser
testado em novos experimentos.

A funcédo dos OK ainda permanece obscura, porém, este estudo apresentou
dados que abrem caminhos para novos trabalhos experimentais a fim de testar outras
importantes variaveis, como temperatura, pH, concentracdo de oxigénio dissolvido e
disponibilidade de nutrientes, que influenciam diretamente na ecologia desses
animais em zonas costeiras, e a consequente resposta funcional destas
ultraestruturas as modificacdes no ambiente em que vivem.

Por fim, a ecologia experimental se mostra como uma importante ferramenta
de aquisicdo de conhecimento e compreensdo de padrdes bioldgicos antes
desconhecidos.
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