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RESUMO

Os representantes da classe Oligochaeta sdo de grande importancia para 0s ecossistemas
dulciaquicolas, pois além de participarem do processo de mineralizacdo da matéria organica,
fazem a mistura do sedimento, transportando substancias profundas para a superficie e
tornando-as disponiveis a biota. Dentre os oligoquetas que habitam ambientes limnicos,
destaca-se a familia Tubificidae, na qual diversas espécies representantes sdo amplamente
estudadas como indicadoras de ambientes poluidos (por exemplo, Tubifex tubifex,
Limnodrilus hoffmeisteri e Branchiura sowerbyi). A biologia dessas espécies tem sido objeto
de pesquisas em diversos paises, porém no Brasil, apesar dos relatos de ocorréncia, hd uma
caréncia consideravel de trabalhos sobre este assunto. Com isso, 0 presente trabalho teve
como objetivo estudar os atributos biologicos de L. hoffmeisteri e B. sowerbyi, oriundos de
ambientes aquaticos brasileiros. Para tanto, foram realizados dois experimentos com L.
hoffmeisteri: o primeiro para avaliar a influéncia da temperatura na reproducédo e o segundo a
influéncia da biomassa corporal na producédo de casulos. Além destes, duas populacGes, de 30
organismos cada, cultivadas a 25 £ 1°C e em duas fracdes granulométricas de areia, foram
observadas durante um periodo de 25 semanas, contadas a partir da eclosdo do jovem, para
verificar o tempo de maturacdo sexual, crescimento e reproducdo da espécie. Ja para B.
sowerbyi, uma observacdo de 52 semanas foi realizada para uma populacéo de 30 individuos
mantida a 25 = 1°C, tendo como objetivos verificar também a taxa de crescimento, tempo de
maturacao sexual e taxa de reproducado. A partir dos resultados, verificou-se que a temperatura
tem influéncia na reprodugdo de L. hoffmeisteri, com maior producdo de casulos a
temperaturas mais elevadas (25 + 1°C). Para alguns autores esse fato pode ser utilizado como
um parametro para indicar poluicdo térmica em regides temperadas. Além da temperatura, a
biomassa corporal também teve influéncia na producdo de ovos, sendo esta diretamente
proporcional ao peso corporal do organismo. Com as observagOes realizadas durante as 25
semanas, foi possivel determinar (valores para areia fina e média respectivamente): tempo de
eclosédo (8 a 12 dias, para os dois substratos testados), taxa média de crescimento diario (2,14
+ 0,75 e 2,04 + 0,42%), tempo de maturacdo sexual (7,17 £ 2,93 e 9,00 = 2,00 semanas) e
namero de casulos produzidos por adulto por dia (0,37 + 0,22 e 0,23 + 0,24 casulos) de L.
hoffmeisteri. De acordo com os resultados, ndo foi possivel afirmar que a espécie se
desenvolva melhor em areia de granulometria fina ou média. JA a espécie B. sowebyi,

apresenta dois ciclos anuais de reproducdo, sendo o primeiro mais expressivo que o segundo



em relacdo ao numero de casulos, visto que a postura foi constante durante o primeiro ciclo e
inconstante no segundo. Os resultados do presente estudo revelaram aspectos sobre os
atributos bioldgicos de duas espécies de tubificideos (L. hoffmeisteri e B. sowerbyi), ainda
pouco estudadas no pais, 0s quais podem ser incorporados em futuros estudos ecoldgicos.
Palavras-chave: Branchiura. Limnodrilus. Reproducéo. Tubificidae.



ABSTRACT

The organisms of the Oligochaeta Class are very important for the aquatic ecosystems,
because they both participated in the organic matter mineralization and mixed the sediment,
transporting substances deep into the surface, making them available to the biota. Among the
limnic oligochaetes, stands the family Tubificidae, in which several species are widely
recognized as indicators of organic pollution in aquatic environments (eg. Tubifex tubifex,
Limnodrilus hoffmeisteri and Branchiura sowerbyi). The biology of these species has been
researched in many countries, but in Brazil, despite the reports of occurrence, there is a lack
of studies on their biologies. Thus, the present work aimed to gather information about
biological attributes of L. hoffmeisteri and B. sowerbyi from Brazilian aquatic environments.
To this end, two experiments involving L. hoffmeisteri were conduced, the first for assess the
influence of the temperature on the reproduction and the second the influence of the biomass
body on the production of cocoons. In spite of these experiments, two 30-individual
populations, cultured in two granulometric fractions of sand and kept at 25 + 1°C, were
observed, during 25 weeks for verify the time spent for reach the maturity, growth and
reproduction rate, for the two types of substrate. For B. sowerbyi, a 52-week observation was
made for a 30-individual population, aiming to verify the same objectives describes for the
other species. From the results, verified that the temperature has great influence on the
reproduction of L. hoffmeisteri, a great production of cocoons was recorded at high
temperatures. For some authors, this fact could be used as a parameter to indicate thermal
pollution in temperate regions. Besides the temperature, biomass body also had an influence
on eggs production, which is directly proportional to the weight of the organisms. From the
observations during the 25 weeks, it was possible to determine (for fine sand and medium
sand, respectively): hatching time (8 to 12 days, for both sediments), the mean specific daily
growth rate (2.14 £ 0.75 e 2.04 £ 0.42%), maturation time (7.17 £ 2.93 e 9.00 £ 2.00 weeks)
and the mean number of cocoons laid per adult per day (0.37 £ 0.22 e 0.23 £ 0.24 cocoons)
for of L. hoffmeisteri. According the results, it isn’t possible to affirm that this species
develops better in one of the substrates types tested. B. sowerbyi, according the results of the
52 weeks of observation, shown two annuals reproductive cycles, the first been more
expressive, in the number of cocoons, than the second, since the posture of cocoons was
constant during all the first cycle and inconstant during the second one. The results of the
present work revealed important aspects of the biological attributes of two tubificids species



(L. hoffmeisteri and B. sowerbyi), little studied in Brazil, that should be incorporated into
futures ecologies researches.

Keywords: Branchiura. Limnodrilus. Reproduction. Tubificidae.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A Classe Oligochaeta possui representantes nos ambientes terrestre, marinho e dgua
doce. Os oligoquetas desempenham duplo papel na cadeia trofica, pois participam do
processo de mineralizagdo da matéria organica nao assimildvel (KIKUCHI ¢ KURIHARA,
1982), e servem de alimento para outros animais como, por exemplo, peixes (KOSIOREK,
1974) e insetos aquaticos (LODEN, 1974), sendo que alguns grupos sdo predadores de outros
invertebrados. Os oligoquetos também participam do processo de bioturbacdo do sedimento,
transportando substancias profundas para a superficie, tornando-as disponiveis a biota
aquatica (DAVIS, 1974), além de, através da excre¢do de amonia, aumentar a concentragdo de
nitrogénio no ambiente (LOTESTE e MARCHESE, 1994).

Os oligoquetas sdo organismos hermafroditas, possuem gonadas distintas e varios
orgaos reprodutivos limitam-se a alguns segmentos corporais genitais. Na maioria dos grupos
aquaticos existe um segmento ovariano seguido por um segmento testicular, e estes estdo,
freqiientemente, situados na regido do clitelo, que ¢ uma estrutura reprodutiva caracteristica
de oligoquetas que se encontram na fase reprodutiva. A fecundagdo ¢ cruzada, quando ocorre
troca mutua de espermas (RUPPERT e BARNES, 1996).

Poucos dias apos a copula, secreta-se um casulo para deposicdo dos ovos, formado
por uma substincia resistente, semelhante a quitina, secretada pelo clitelo. Depois de
formado, o casulo desliza para frente sobre a extremidade anterior, 8 medida que o organismo
desloca-se para tras. Os ovos sao depositados no interior do casulo pelos gondporos femininos
durante o seu deslocamento. Apos liberados, as extremidades do casulo se contraem e se
selam. Os oligoquetas jovens emergem do casulo em tempo que pode variar de alguns dias a
meses, dependendo da espécie e das condi¢des ambientais (RUPPERT e BARNES, 1996).

Além da reprodugdo sexuada, descrita acima, comum a todos os oligoquetas, a
reproducao assexuada para algumas espécies da familia Naididae ¢ mais frequentemente
observada (LOCHHEAD e LEARNER, 1983; JUGET et al., 1989; MARTIN et al., 2008).
Este tipo de reprodugdo se da por divisdo do organismo em dois ou mais novos individuos,
seguido por regeneragdo (paratomia). Nao raramente, forma-se uma nova zona de fissdo antes
mesmo de ocorrer a divisdo do individuo antigo. Essas divisdes “retardadas” produzem
cadeias de individuos também chamados de zodides, processo denominado arquitomia
(RUPPERT e BARNES, 1996; MARTIN et al., 2008).

Dentre os oligoquetas que habitam ambientes limnicos destaca-se a familia

Tubificidae, na qual diversas espécies representantes sao amplamente estudadas como
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indicadoras de ambientes poluidos, como ¢ o caso das espécies cosmopolitas Tubifex tubifex
(Miiller, 1774) e Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862 e da espécie tropical Branchiura
sowerbyi Beddard, 1892, que s3o comumente encontradas em substratos de ambientes
aquaticos enriquecidos organicamente (PENNAK, 1978).

A capacidade do sedimento em acumular compostos faz deste compartimento um dos
mais importantes na avaliagdo do nivel de contaminacao desses ambientes (ESTEVES, 1988),
sendo que o grau de contaminagdo do substrato e da 4gua é comumente avaliado através da
analise da concentragdo de compostos quimicos; entretanto, esta analise ndo revela a bio-
disponibilidade e nem os seus efeitos negativos sobre a biota aquatica. Nesse enfoque, estudos
tém sido realizados para se desenvolver técnicas que utilizem atributos bioldgicos, que
complementem a avaliagdo quimica (REYNOLDSON, 1994). Casellato et al. (1992)
ressaltam que para se utilizar uma espécie em estudos de ecotoxicologia, que tem por objetivo
avaliar o grau de contaminacdo do sedimento de rios e lagos por poluentes, torna-se
necessario, primariamente, o conhecimento de seus atributos bioldgicos. Reynoldson (1994)
observou que concentragdes de algumas substancias quimicas na dgua e/ou sedimento
causaram diminui¢do no nimero de casulos e um aumento na mortalidade da espécie T.
tubifex. O autor ressalta também a importincia destes testes bioldgicos, ja que apenas
avaliagdes quimicas ndo foram capazes de detectar algumas substincias nocivas a estes
organismos.

Segundo Keilty et al. (1988), a utilizacdo de respostas biologicas e comportamentais
de oligoquetas a estimulos de contaminantes do sedimento, para avaliacdo do impacto dos
poluentes em comunidades bentdnicas, ¢ promissor; pois, informagdes sobre a biologia do
grupo, tais como sobrevivéncia, crescimento e reproducdo podem ser obtidas em laboratdrios
com equipamentos simples (WIEDERHOLM et al., 1987).

Consideraveis contribuigdes para o entendimento da distribui¢do, assim como, das
estratégias demograficas de algumas espécies importantes se dao através de observagodes e
culturas laboratoriais mantidas sob condi¢des controladas (KOSIOREK, 1974; BONACINA
et al.,, 1987). Segundo Bonomi e Pasteris (2006), somente estudando culturas contendo
individuos de mesma idade é que se pode gerar um real progresso no entendimento das
caracteristicas da biologia da populacdao. O estudo dessas culturas ¢ o melhor procedimento
para a constru¢do de tabelas de vida, um dos principais métodos usados por ecologistas para
relatar informagdes especificas sobre sobrevivéncia e fecundidade.

A seguir sera feita uma breve revisdo sobre a biologia das duas espécies de

oligoqueta, Limnodrilus hoffmeisteri e Branchiura sowerbyi, foco deste estudo.
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1.1 Limnodrilus hoffmeisteri

O Tubificidae L. hoffmeisteri ¢ um oligoqueta aquatico comum e abundante em
diversas partes do mundo (KENNEDY, 1965) e amplamente utilizado como indicador de
ambientes organicamente poluidos, onde ¢ frequentemente encontrado em elevada abundancia
numérica (PAOLETTI e SAMBUGAR, 1984; VERDONSCHOT, 1989; FINOGENOVA,
1996, ALVES e LUCCA, 2000; ALVES et al., 2006; MARTINS et al., 2008). Estes locais
sdo caracterizados por apresentarem uma baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, o que
impossibilitaria a sobrevivéncia desses organismos se nao fosse a presenga da hemoglobina,
responsavel pelo transporte do oxigénio, no sistema sanguineo desses animais (PANIS et al.,
1996). Essa espécie pode também ser encontrada em ambientes preservados, ou com uma
menor contribuicdo de matéria organica e elevadas concentragdes de oxigénio dissolvido,
porém, em menor niumero de individuos por unidade de area quando comparado aos sistemas
anteriormente citados (ALVES et al., 2008).

Estudos tém sido realizados para compreender a biologia dessa espécie (KENNEDY,
1965; ASTON, 1973; FISHER e BEETON, 1975; REYNOLDSON, 1987; PASTERIS et al.,
1999; RABURU et al., 2002), porém, esses trabalhos t€m mostrado resultados divergentes,
principalmente com relag@o a taxa de crescimento e ao numero de casulos e ovos encontrados.
Essa divergéncia estd relacionada a falta de padronizacdo das metodologias utilizadas nos
experimentos, o que dificulta a obtencdo de informacdes sobre os fatores que influenciam a
sua distribui¢do, comportamento, fisiologia e reproducdo (FISHER e BEETON, 1975;
SOBHANA e NAIR, 1984). Vale ressaltar que as pesquisas envolvendo o ciclo de vida desse
tubificideo se concentram em regides temperadas, enquanto hd uma caréncia de estudos sobre
seus atributos reprodutivos em regides tropicais (RABURU et al., 2002).

Kennedy (1966), ao estudar a historia de vida de L. hoffmeisteri, levantou a hipotese
de que os individuos dessa espécie nao se reproduzem antes de um ano de vida e que o ciclo
completo ¢ de, aproximadamente, dois anos. O autor observou também que as condi¢des
ambientais locais influenciam tanto no crescimento e maturacao sexual quanto na reproducao,
sendo que a maior influéncia pode estar relacionada a produtividade do habitat. A
temperatura, segundo o autor, também € um fator importante que pode regular a produgao de
ovos e casulos durante as estagdes do ano. Aston (1973) verificou que esta variavel causou
maior efeito na reproducdo dessa espécie quando comparada a concentragdo de oxigénio
dissolvido na 4gua, que ndo interferiu na postura de ovos. Em seu estudo observou ainda que,

ap6s cinco semanas, houve maior produ¢do de embrides a temperatura de 25°C, quando
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comparado com as outras testadas (5, 10, 15, 20 e 30°C), porém, devido a grande variagdo
encontrada, os resultados ndo apresentaram diferenca significativa. Ao final do experimento,
Aston (op. cit.) notou ainda a presenca de um numero maior de individuos maduros, nas
temperaturas de 25 ¢ 30°C, do que havia sido colocado no inicio, o que, para o autor, indicou
que, nessas temperaturas, essa espécie € capaz de desenvolver-se do embrido até a maturidade
sexual em um tempo inferior a cinco semanas, tempo muito inferior a hipdtese de Kennedy
(1966).

Trabalhar com L. hoffemeisteri ndo é uma tarefa facil, principalmente com relagdo a
identificacao dos organismos. Os jovens dessa espécie sao semelhantes aos de outras espécies
desse género, sendo necessario atingirem a maturidade sexual para uma correta identificacao
(BRINKHURST ¢ MARCHESE, 1989), ¢ para completar, os casulos de L. hoffmeisteri sido
muito semelhantes aos de outros tubificideos, o que impossibilita a sua distingao
(KENNEDY, 1966). Além disso, ficam cobertos por particulas finas de sedimento, o que
dificulta a sua localizacdo no substrato (ASTON, 1973; LAZIM et al., 1989).

Aston (1973) observou, em seus experimentos, média de, aproximadamente, 5,00
ovos por casulo para L. hoffmeisteri mantidos a 15, 20 e 25°C, e notou que o nimero de
casulos produzidos nos dois experimentos (o primeiro envolvendo diferentes temperatura e o
segundo, diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido) foram diferentes entre si. No
segundo estudo, ele relatou uma média de 1,35 ovos por casulo, valor este inferior ao
encontrado para o primeiro experimento, para a temperatura de 15°C, relatado anteriormente.
Essa diferenca, segundo o autor, pode estar relacionada a diferencas entre o peso médio dos
individuos utilizados, ja que no primeiro experimento, o peso médio foi de 10,5 mg contra 3,5
mg do segundo. Entretanto, nenhum outro trabalho que pudesse comprovar essa hipotese foi
encontrado, o que motivou a realizacdo do experimento que serd apresentado no Capitulo 2

desta dissertacao.

1.2 Branchiura sowerbyi

A espécie B. sowerbyi apresenta grande potencial para o monitoramento das
condigdes ecologicas de ambientes limnicos tropicais, por ser nativa, apresentar alta taxa de
fecundidade e tolerar baixas concentragdes de oxigénio, e também, assim como L.
hoffmeisteri, é associada a ambientes enriquecidos organicamente (ASTON, 1968; ASTON,
1973; ASTON e MILNER, 1981).
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A espécie produz casulos transparentes e relativamente grandes (2—4 mm de
comprimento) contendo de um a oito ovos (ASTON, 1968). Os embrides apresentam um
desenvolvimento precoce dos filamentos branquiais (um par por segmento) na regido
posterior do corpo, caracteristica peculiar dessa espécie (BONACINA et al., 1994), o que
facilita sua identificacdo entre os demais organismos dessa familia. Além da especializagao
respiratdria, essa espécie possui também especializagdes neuro-sensoriais que maximizam a
detec¢do de vibragdes do substrato, toque e deslocamento de dgua, aumentando o sucesso na
fuga contra predadores (DREWES ¢ ZORAN, 1989).

Apesar de ser um tubificideo de clima tropical, também ¢ encontrado em alguns rios
e lagos de paises temperados, onde ¢ comumente utilizado como indicador de polui¢ao
térmica (ASTON, 1968; BONACINA et al., 1994). De acordo com Aston (1968) ainda nao
estd clara a origem da espécie, podendo ser Asidtica ou Sul-americana. Na Europa, essa
espécie foi introduzida juntamente com plantas aquaticas oriundas de paises tropicais, o que
explica sua ocorréncia abundante em jardins botanicos europeus. Este autor verificou que o
crescimento e reproducdo de B. sowerbyi sao influenciados pela temperatura, € constatou que
nao hé atividade reprodutiva da espécie em temperaturas inferiores a 10°C, dado confirmado
por Bonacina et al. (1994). Esta ¢ uma temperatura limiar (Ty) elevada para a reproducao
quando comparada a de espécies cosmopolitas como, por exemplo, L. hoffmeisteri (T = 4°C)
e T. tubifex (To = 0°C) (BONACINA et al., 1987), o que limita a distribuigdo da espécie a rios
e lagos que apresentam temperatura média superior a 10°C.

Ainda com relagdo a temperatura, Aston et al. (1982) e Bonacina et al. (1994)
mostraram que os maiores indices de crescimento e reprodugdo de B. sowerbyi sdo atingidos a
temperatura de 25°C, podendo dobrar sua populagdo em um periodo menor que duas
semanas. Marchese e Brinkhurst (1996) constataram que a maior taxa de produgdo de casulos
foi atingida a temperatura de 30°C, e o maior numero de jovens por casulo a 25°C. Em
culturas de casulos, a esta temperatura, o desenvolvimento completo do embrido e posterior
eclosdo do jovem leva, aproximadamente, trés semanas (NASCIMENTO e ALVES, 2008).

Além da temperatura, a concentragdo de matéria organica no sedimento, segundo
Aston e Milner (1981), ¢ um fator que interfere na reproducdo e crescimento da espécie. Os
autores verificaram que o lodo ativado, produto resultante de tratamento de efluentes,
misturado a areia, na concentragdo de 33%, promove boas condi¢des para o cultivo desses
organismos, por outro lado, concentragdes elevadas de lodo ativado (66% ou superiores)
diminuem a sobrevivéncia, reprodugdo e crescimento dos organismos, o que pode estar

relacionado a diminui¢do do oxigénio dissolvido devido a alta taxa de decomposigao.
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Essa espécie, normalmente encontrada em elevada abundancia nos ambientes
aquaticos (ALVES e STRIXINO, 2000; RABURU et al., 2002; PAMPLIN et al., 2005;
DORNFELD et al., 2006), quando cultivada em condigdes laboratoriais (25°C), apresenta
uma baixa taxa de eclosdo, como relatado por alguns autores (34,4% - Marchese ¢ Brinkhurst
(1996), 31,0% - Ducrot et al. (2007) 44,93% - Nascimento e Alves (2008)) , entretanto, com
elevada taxa de sobrevivéncia dos jovens, podendo chegar a 96% de acordo com Ducrot et al.
(2007). Sua maturidade sexual ¢ atingida em, aproximadamente, 35 dias, com uma média
diaria de crescimento de 0,58 mg-dia ' (MARCHESE ¢ BRINKHURST, 1996). Apos atingir a
maturidade sexual, os organismos apresentam uma média de postura de 0,17 casulos-dia™
(DUCROT et al., 2007). A expectativa de vida desta espécie ainda ¢ imprecisa; estima-se um
intervalo entre 18 (ASTON, 1968) e 36 meses (DUCROT et al., 2007). A imprecisdo pode
estar relacionada ao grande esforco e dificuldade nas observagdes desses organismos durante

um longo periodo.

1.3 Importancia do Estudo

A biologia de B. sowerbyi tem sido objeto de estudo em diversos paises, como
Argentina (MARCHESE e BRINKHURST, 1996), Estados Unidos (NAQVI, 1973;
DREWES e ZORAN, 1989), Franca (DUCROT et al., 2007), Itadlia (CASELLATO et al.,
1992; BONACINA et al., 1994) e Gra-Bretanha (ASTON, 1973; ASTON e MILNER, 1981;
ASTON et al., 1982; ASTON, 1984). No Brasil, apesar dos relatos de ocorréncia da espécie
(TAKEDA, 1999; ALVES e STRIXINO, 2000; PAMPLIN et al., 2005; DORNFELD et al.,
2006; OLIVEIRA, 2006), h4 uma caréncia consideravel de estudos sobre a sua biologia. Para
L. hoffmeisteri existem pesquisas sobre taxa de respiracdo (BRINKHURST et al., 1972;
CHAPMAN et al., 1982), taxa de defecagdo (APPLEBY e BRINKHURST, 1970) e
crescimento (BRINKHURST et al., 1972; REYNOLDSON, 1987) da espécie, no entanto, ha
falta de estudos com populagdes oriundas de regides tropicais, visto que os relatos se
concentram em paises de clima temperado.

De acordo com Reynoldson et al. (1996), populacdes distintas podem apresentar
diferencas em sua biologia, como observado pelos autores ao estudarem T. tubifex de
localidades diferentes (América do Norte e Espanha). Eles observaram diferencas na
producdo de casulos, taxa de crescimento e resisténcia a diferentes toxicos. Esse estudo
justifica a importancia de se estudar atributos bioldgicos de uma determinada espécie mesmo

que estes ja tenha sido gerados em outras regides. O conhecimento dos atributos bioldgicos de
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uma espécie, segundo Casellato et al. (1992), ¢ essencial para subsidiar estudos relacionados a
ecologia aplicada, como por exemplo, a ecotoxicologia.

Com isso, a presente dissertacdo teve como objetivo estudar os atributos bioldgicos
de L. hoffmeisteri e B. sowerbyi, oriundos de ambientes aquaticos brasileiros, sob condi¢des
laboratoriais, e com isso fornecer informagdes, visando minimizar as lacunas existentes sobre

a biologia desses organismos em regides tropicais.



18

2 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA REPRODUCAO DE Limnodrilus
hoffmeisteri CLAPAREDE, 1862 (OLIGOCHAETA, TUBIFICIDAE)

Apesar da espécie Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862 ser amplamente
reconhecida como indicadora de ambientes aquaticos organicamente poluidos (PAOLETTI e
SAMBUGAR, 1984; ALVES e LUCCA, 2000; ALVES et al., 2006), pouco se conhece sobre
seus aspectos bioldgicos. De acordo com Raburu et al. (2002) as pesquisas envolvendo o ciclo
de vida dessa espécie se concentram em regioes temperadas, enquanto ha uma caréncia de
estudos sobre seus atributos reprodutivos em regides tropicais. Kennedy (1966), Aston (1973)
e Pasteris et al. (1999) s@o uns dos poucos autores que relataram informagdes sobre a
reproducdo e crescimento da espécie. Dentre estes, apenas Aston (1973) avaliou a influéncia
da temperatura sobre a reproducdo de L. hoffmeisteri, verificando uma maior influéncia na
reproducdo comparada a concentragdo de oxigénio dissolvido, porém ndo concluiu em qual
temperatura a espécie apresenta maior taxa reprodutiva.

Apesar dessa informacdo, resultante de pesquisas em regides temperadas, sdo
necessarios estudos sobre os atributos reprodutivos de populagdes tropicais de L. hoffmeisteri,
pois diferentes populacdes podem apresentar diferentes biologias, como observado por
Reynoldson et al. (1996) em experimento envolvendo Tubifex tubifex (Muller,1774) coletados
no Canada e Espanha. Segundo os autores existem diferengas na producdo de casulos, taxa de
crescimento ¢ resisténcia a diferentes toxicos entre as populagdes oriundas das duas
localidades

No Brasil, estudos ecologicos mostraram que L. hoffmeisteri pode ser encontrado em
diversos ambientes aquaticos, cujas temperaturas, medidas no ato da coleta, variam entre 14 e
26°C (CARVALHO e UIEDA, 2004; RIBEIRO e UIEDA, 2005; ALVES et al., 2006;
FUSARI e FONSECA-GESSNER, 2006; PIEDRAS et al., 2006; ALVES et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivo comparar a taxa de reprodugdo de L.
hoffmeisteri mantidos em trés diferentes temperaturas sob condigdes laboratoriais, € com isso,
testar a hipotese de que essa espécie apresenta maior taxa de reproducdo a temperaturas mais

elevadas.
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2.1 Materiais e Métodos

Os exemplares de L. hoffmeisteri foram coletados em um corrego urbano, altamente
eutrofizado (corrego do Sao Pedro, 21°45°46”S e 43°22°00”W), localizado no municipio de
Juiz de Fora (MG-Brasil). Amostras de sedimento foram obtidas com uma draga de Petersen,
conduzidas para o Laboratério de Invertebrados Bentonicos da Universidade Federal de Juiz
de Fora e lavadas em dgua corrente (peneira de malha 0,25 mm). O substrato desse corrego €,
predominantemente, arenoso e, de acordo com Dias et al. (2007), as propriedades fisicas e
quimicas da agua foram: oxigénio dissolvido 5,19 mg.L", pH 8,24, condutividade 161 uS.cm’
e temperatura 21,2°C.

Setenta e cinco individuos adultos (com clitelo visivel) foram selecionados, pesados
em balanga de precisdo (0,1 mg) e acondicionados em 15 béqueres de 250 mL (cinco
individuos por béquer), contendo 100 mL de areia (graos variando entre 1,00 e 0,25 mm) e
100 mL de 4gua desclorificada e aerada. Em cada béquer foi adicionado 0,1 g (peso seco) de
racdo para peixes (alconBASIC®) como fonte de matéria organica. Os béqueres foram
divididos em trés grupos de cinco e cada grupo foi mantido a uma determinada temperatura
(15,20 e 25 £ 1°C) por 21 dias. Durante este periodo, houve apenas o ajuste no nivel da dgua.

A areia utilizada no experimento, coletada no Rio do Peixe (21°54°37”S e
43°33°24”W), localizado em Juiz de Fora (MG-Brasil) foi previamente analisada em
microscopio estereoscopico para remogao de invertebrados.

Ao final dos 21 dias, o sedimento foi lavado em peneira de malha 0,25 mm e
analisado sob microscopio estereoscopico para contagem dos casulos, jovens e adultos. Foram
verificados o peso final dos adultos e as relagdes casulos por adulto por dia e ovos por casulo.

O teste de Kurskal-Wallis foi utilizado para comparar as varidveis peso final dos
adultos, relagdes ovos por casulo, jovens por adulto e numero de jovens, entre as temperaturas
(distribui¢do nao paramétrica comprovada pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk, p<0,05).
Para comparar o nimero de casulos, ovos e a relagdo casulos por adulto por dia, entre as
temperaturas, o teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, foi utilizado (teste de
normalidade Shapiro-Wilk, p > 0,05).

2.2 Resultados

Durante o experimento, foi registrada sobrevivéncia de 96, 92 e 100% nas

temperaturas de 15, 20 e 25°C, respectivamente. A média dos pesos inicial e final nas trés
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temperaturas foram: 6,63 = 1,28 ¢ 8,01 + 1,60 mg; 6,84 + 1,86 ¢ 7,51 £ 2,38 mg; 6,87 +2,49 ¢
9,37 + 2,96 mg (para 15, 20 e 25 + 1°C, respectivamente). Nao houve diferenga significativa
entre os pesos finais para as temperaturas testadas (p > 0,05).

O numero de casulos e de ovos encontrados estd apresentado no Grafico 1. A
aplicacdo do teste ANOVA, para comparar o numero total de casulos, mostrou diferenca
significativa entre as temperaturas (p < 0,05), e, através do teste de Tukey, foi possivel
constatar que a Unica diferenga ndo significativa foi entre 15 ¢ 20 + 1°C (p > 0,05).

O nimero de jovens e as relagdes ovos-casulo™, casulo-adulto-dia™ e jovens-adulto™
estdo apresentados na Tabela 1. Nao foi detectada diferenca significativa entre o niamero de
ovos por casulo entre as temperaturas. Na Foto 1 € possivel observar um casulo de L.
hoffmeisteri. Ao final do experimento foi encontrado um maior numero de jovens a
temperatura de 25°C.

Tabela 1 — Valores médios (£ desvio padrio) de ovos-casulo™, casulos-adulto-dia™ e jovens-adulto™, e

numero total de jovens de Limnodrilus hoffmeisteri mantidos a 15, 20 e 25 + 1°C. Nas linhas, letras

iguais significam que ndo houve diferenca significativa entre os valores (Testes estatisticos: H — teste
Kruskal-Wallis; F — teste ANOVA).

Temperatura (°C) Teste Estatistico
15 20 25 H F
Ovos-casulo™ 2,78 (£0,35) 2,70 (£0,98) 3,80 (£2,36) 1,0018* -
Casulos-adulto-dia” 0,109 (£ 0,04)" 0,074 (£ 0,04)" 0,213 (£ 0,04)° - 17,8152%*
Jovens-adulto™ 0,00 (£ 0,00)* 0,08 (+£0,03)™ 1,08 (£ 0,64)° 8,8358%* -
Ntmero de jovens 0* 2% 27° 8,8358%* -

*-p>0,05; ** -p<0,05.
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Grafico 1 — Numero total de casulos (coluna Foto 1 — Casulo de Limnodrilus hoffmeisteri
preta) e de ovos (coluna branca) produzidos (Oligochaeta, Tubificidae) (barra = 1 mm).

por Limnodrilus hoffmeisteri cultivados a 15,
20e25+ 1°C.
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2.3 Discussao

O presente estudo mostrou que a maior producao de ovos e casulos de L. hoffmeisteri
ocorreu quando cultivados a 25°C, o mesmo observado por Aston (1973) em condigdes
laboratoriais. Aston et al. (1982) e Bonacina et al. (1994) observaram, a essa temperatura,
uma maior producdo de casulos para a espécie tropical Branchiura sowerbyi Beddard, 1892
(Tubificidae). Ja para a espécie Tubifex tubifex, Aston (1973) observou maior produgdo de
ovos entre 10 e 25°C. A relag@o ovos por casulo ndo apresentou diferenca significativa entre
as temperaturas, o mesmo tendo sido observado por Aston (1973); entretanto, em seu
trabalho, encontrou média de, aproximadamente, 5 ovos por casulo, enquanto no presente
estudo, foi obtido uma média de 3,25 ovos por casulo. Marchese e Brinkhrust (1996) e
Nascimento e Alves (2008) observaram para B. sowerbyi, cultivados a 25°C, uma rela¢do
ovos por casulo inferior ao observado para a espécie em estudo (1,94 + 0,13 ¢ 1,21 £+ 0,08,
respectivamente).

A presenca de jovens de L. hoffmeisteri ao final do experimento sugere que o tempo
necessario para o completo desenvolvimento do embrido ¢ inferior a 21 dias. Nascimento e
Alves (2008) observaram que o desenvolvimento embrionario de B. sowerbyi a 25° foi de 15
dias. O maior numero de jovens na temperatura mais elevada se deve ao fato de que o
aumento da temperatura acelera o desenvolvimento embriondrio, ou seja, quanto maior a
temperatura menor o tempo de desenvolvimento, porém, existem temperaturas limites as
quais, quando excedidas, podem inviabilizar os ovos (RABINOVICH et al., 20006).

A espécie L. hoffmeisteri, oriundos de uma populagio brasileira, exibe maior taxa de
reprodugdo a temperatura mais alta (25°C), similarmente ao observado por Aston (1973) para
essa espécie, e por Aston et al. (1982), para a espécie tropical B. sowerbyi. Por outro lado, T.
tubifex apresenta maior taxa de crescimento quando cultivados a entre 10 e 13°C
(REYNOLDSON, 1987). Para Aston (1973), a maior produgdo de ovos, juntamente com o
menor tempo gasto entre a postura do casulo e a eclosdo do jovem a temperaturas mais
elevadas faz de L. hoffmeisteri um bom indicador de polui¢@o térmica em regides temperadas,
visto que o aumento do numero de casulos ird favorecer um aumento na densidade dos
organismos. O tubificideo B. sowerbyi ja ¢é utilizado para esse fim nessas regides, pois de
acordo com Bonacina et al. (1994) essa espécie, nativa de regides tropicais, ndo se reproduz
em temperaturas inferiores a 10°C, o que limita seu desenvolvimento a ambientes aquaticos

com temperaturas mais elevadas.
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3 RELACAO ENTRE BIOMASSA E POSTURA DE Limnodrilus hoffmeisteri
CLAPAREDE, 1862 (OLIGOCHAETA, TUBIFICIDAE)

Espécies de oligoquetas limnicos sdo reconhecidas como importantes fontes de
alimento para algumas espécies de insetos aquaticos (LODEN, 1974) e de peixes
(KOSIOREK, 1974; GOPHEN et al., 1998; RAHMAN et al., 2006). De acordo com Riera et
al. (1991), oligoquetas tubificideos sdo uma das principais fontes de alimento de carpas
(Cyprinus carpus). Yan et al. (2004) ressaltam que oligoquetas configuram-se numa rica fonte
de alimento, por possuirem aproximadamente 90% do peso seco constituido de proteinas e
gorduras. A biologia de espécies de tubificideos tem sido amplamente estudada (KENNEDY,
1966; ASTON, 1973; ASTON e MILNER, 1981; LOCHHEAD e¢ LEARNER, 1983;
BONACINA et al., 1989a,b; JUGET et al., 1989; NASCIMENTO e ALVES, 2008). Autores
tais como Naqvi (1973), Reynoldson (1994), Marchese e Brinkhurst (1996), Pasteris et al.
(1999), Rodriguez et al. (2006) e Ducrot et al. (2007) tém utilizado informagdes sobre
atributos reprodutivos de espécies deste grupo para discutir questdes relacionadas a
ecotoxicologia. De acordo com Nebeker et al. (1984), Casselato et al. (1992) e Chapman
(2001), o uso de oligoquetas em pesquisas desta natureza ¢ um tanto promissor.

O Tubificidae Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862 ¢ um oligoqueta aquatico
comum e abundante em diversas partes do mundo (KENNEDY, 1965), e amplamente
utilizado como indicador de ambientes organicamente poluidos (PAOLETTI e SAMBUGAR,
1984; VERDONSCHOT, 1989; FINOGENOVA, 1996; ALVES e LUCCA, 2000; ALVES et
al., 2006; DORNFELD et al., 2006; MARTINS et al., 2008). Os resultados de diversos
estudos sobre a biologia dessa espécie (KENNEDY, 1965; ASTON, 1973; FISHER e
BEETON, 1975; REYNOLDSON, 1987; PASTERIS et al., 1999; RABURU et al., 2002) tém
mostrado divergéncias, principalmente com relacdo a taxa de crescimento e ao nimero de
casulos e ovos encontrados. Este fato estd relacionado a falta de padronizagdo de
metodologias, o que dificulta a repeticdo dos experimentos e, consequentemente, a obtencao
de informagdes sobre os fatores que influenciam a sua distribuicdo, comportamento, fisiologia
e reproducdo (FISHER e BEETON, 1975; SOBHANA e NAIR, 1984).

Uma das maiores generalizagdes sobre a biologia de uma espécie ¢ que o sucesso
reprodutivo estd positivamente relacionado ao maior tamanho corporal (WILLIAMS, 1975 in
LEVITAN, 1991). De acordo com Aston (1973), o tamanho corporal dos organismos da

espécie L. hoffmeisteri utilizados em seus experimentos pode ter sido o principal fator para
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explicar a diferenga no nimero de ovos e casulos encontrados. A partir dessa observacao, o
presente trabalho teve como objetivo verificar a hipotese de que maior biomassa implica em

maior producdo de ovos e/ou casulos para a espécie L. hoffmeisteri.

3.1 Materiais e Métodos

Os exemplares de L. hoffmeisteri foram coletados em um cérrego urbano,
organicamente poluido (corrego do Sao Pedro, 21°45°46”S e 43°22°00”W) (MARTINS et al.,
2008), com sedimento predominantemente arenoso, localizado no municipio de Juiz de Fora
(MG-Brasil). Amostras de sedimento foram obtidas com uma draga de Petersen, conduzidas
para o Laboratério de Invertebrados Bentdnicos da Universidade Federal de Juiz de Fora e
lavadas em agua corrente (peneira de malha 0,25 mm). Os organismos, foram triados vivos
em caixa de luz, selecionados sob microscopio estereoscopico (Carl Zeins), pesados em
balanga analitica (0,1 mg de precisdo) e separados em dois grupos:

Grupo A: 25 individuos com peso aproximado de 6 mg, com clitelo visivel e
presenca de ovos no ovissaco.

Grupo B: 25 individuos com peso aproximado de 12 mg, com clitelo visivel e
presenca de ovos no ovissaco.

Cada grupo foi composto por cinco béqueres, de 250 mL (cinco individuos por
béquer) contendo 100 mL de areia (graos variando entre 0,25 e 1,00 mm) e 100 mL de 4dgua
desclorificada e aerada. Em cada béquer foi adicionado 0,1 g (peso seco) de ragdo para peixes
(alcon BASIC® — MEP200 Complex) como fonte de matéria organica, apenas no inicio do
experimento. Os tratamentos foram mantidos em incubadoras tipo B.O.D (EletroLab® EL
101) a 15 + 1°C por 21 dias (condi¢des semelhantes as utilizadas por Aston 1973) e, durante
este periodo, houve apenas o ajuste no nivel da agua.

A areia utilizada no experimento, coletada no Rio do Peixe (21°54°37”S e
43°33°24”W), localizado em Juiz de Fora (MG-Brasil) foi previamente analisada em
microscopio estereoscopico (aumento 40x) para remogao de invertebrados.

Ao final dos 21 dias, o sedimento foi lavado em peneira de malha 0,25 mm e
analisado sob microscopio estereoscopico (aumento de 40x) para contagem dos casulos,
jovens e adultos. Para contagem dos ovos, os graos de areia aderidos ao casulo foram
retirados com auxilio de um estilete (Figura 1). Foi verificado o peso final dos adultos,
numero de casulos e ovos, nimero de casulos por adulto por dia, ovos por casulo e taxa média

de crescimento diario (Gy%), sendo esta calculada de acordo com Reynoldson (1987):
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Gw% = [(LnW, — LnW,) x 100] x t!

onde, W; = biomassa (mg) inicial; W, = biomassa (mg) final; e t = tempo em dias.

Para comparacdo das varidveis (peso médio inicial e final dos adultos, nimero de
casulos, nimero de ovos, relagdo ovos por casulo, casulos por adulto por dia e G,%) entre os
tratamentos foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com 5% de significancia, pelo programa
Biostat 5.0. Para verificar uma possivel correlagdo entre o nimero de ovos por casulo € o peso

dos adultos, foi realizada Regressao Linear Simples.

3.2 Resultados

O peso médio inicial e final e a taxa média de crescimento diario estdo apresentados
na Tabela 2. Ao final do experimento o percentual de sobrevivéncia foi de 93,3 e 100% nos
tratamentos A e B, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre a taxa média de

crescimento didrio nos dois grupos (p > 0,05).

Tabela 2 — Peso médio timido (inicial e final), e taxa média de crescimento diario de Limnodrilus
hoffmeisteri, mantidos a 15 = 1°C por 21 dias.

Grupo A Grupo B
Peso médio inicial (mg)* 6,63 +1,28 12,44 + 3,99
Peso médio final (mg)* 8,01 +1,60 15,89 £ 5,97
Taxa Média de Crescimento Diario (Gw%) 0,9036 1,1661

* - Teste Mann-Whitney: p < 0,05.

O namero de casulos e de ovos encontrados ¢ mostrado no Grafico 2. Nao houve
diferenca significativa entre o niumero total de casulos (p > 0,05) nos tratamentos, porém o
nimero de ovos postos pelos oligoquetas no tratamento B foi significativamente superior ao
encontrado no tratamento A (p < 0,05). A relagdo ovos por casulo foi de 2,78 (+ 0,35) e 7,45
(£ 2,50) nos tratamentos A e B respectivamente (p < 0,05). Regressao Linear Simples positiva
(p = 0,0015) foi observada entre a relagao ovos por casulo e o peso médio dos organismos
(Grafico 3). Diferenga significativa (p > 0,05) foi encontrada para o numero de

casulos-adulto-dia™ entre o tratamento A (0,109 + 0,037) e B (0,160 + 0,041).



Foto 2 — Casulos de Limnodriulus
hoffmeisteri (Oligochaeta, Tubificidae), um
envolto com areia (superior) e outro apds a
retirada da areia (inferior). (barra = 1 mm).
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Grafico 2 — Numero de casulos e niimero de ovos postos por
Limnodriulus hoffmeisteri nos tratamentos A (peso médio inicial
6,63 = 1,28 mg) e B (peso médio inicial 12,44 + 3,99 mg).
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Gréfico 3 — Regressdo linear simples entre o peso médio de
Limnodriulus hoffmeisteri (Oligochaeta, Tubificidae) e o nimero
de ovos por casulo produzidos a 15 = 1°C (p < 0,05).

3.3 Discussao

O crescimento e a reproducdo sdo processos que competem por recursos, € envolvem
riscos para o organismo (LEME, 2006). Gastos energéticos alocados na reprodu¢ao podem
resultar em limitagdes do crescimento devido ao direcionamento de recursos energéticos para
fins reprodutivos e ndo para o ganho de massa corporal (WILLIANS, 1966; CALOW, 1979).
Porém, de acordo com Tuomi et al. (1983), um organismo pode superar essas limitagdes de
crescimento de duas maneiras: (a) intervalo de tempo entre as desovas para que o organismo
possa armazenar energia suficiente para ovopositar com sucesso sem interromper seu
crescimento e (b) alimentacdo continuada durante o periodo de reproducgdo; essa ultima
condi¢do pode explicar a taxa média positiva de crescimento didrio observada no presente
estudo, mesmo havendo postura de casulos. Segundo Kennedy (1966), em ambientes ricos em
matéria orgénica, a reprodugdo de L. hoffmeisteri acontece durante todo o ano, com taxa
maxima de reprodugdo sexuada na primavera e verdo, quando ha, também, um aumento na
produtividade do habitat.

De acordo com Aston (1973) e Lazim et al. (1989), os casulos de L. hoffmeisteri

ficam cobertos por particulas finas do sedimento, dificultando sua detec¢do no substrato, fato
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observado no presente estudo. Provavelmente, essa caracteristica confere maior protecao
contra organismos que possam prejudicar o desenvolvimento dos embrides. Aston (1973)
observou média de, aproximadamente, 5,00 e 1,35 ovos por casulo ao estudar L. hoffmeisteri
com peso médio de 10,50 e 3,50 mg, respectivamente, mantidos a 15°C. Estes valores,
juntamente com resultados obtidos no presente estudo (2,78 e 7,45 ovos-casulo™, para pesos
médios de 6,63 e 12,44 mg, respectivamente) mostram correlacdo positiva entre a biomassa
dos organismos desta espécie e o nimero de ovos por casulos.

Paris e Pitelka (1962) encontraram relacdo positiva entre o tamanho da fémea do
isopodo terrestre Armadillidium vulgare Latreille, 1804, e o numero de jovens gerados. Vreys
e Michiels (1995) e Ilano et al. (2004) observaram correlacdo positiva entre o tamanho do
genitor ¢ o numero de ovos/casulos produzidos pelo gastropodo Buccinum isaotakii (Kira,
1959) e pela planaria Dugesia gonocephala (Girard, 1850). Esses trabalhos confirmam a
correlagdo positiva entre biomassa e reproducdo para alguns grupos de invertebrados. Vale
ressaltar, no entanto, que esta relacdo ndo ¢ regra, visto que, segundo Levitan (1991), para
organismos sésseis e/ou com fertilizagdo externa, a densidade populacional tem uma maior
influencia no sucesso da fertilizacdo do que o tamanho corporal. Para o autor, pode ser
incorreto assumir que maior tamanho e maior produgdo de gametas traduz em maior sucesso
reprodutivo, quando o sucesso da fertilizagdo ¢ ignorada.

No estudo de Nascimento e Alves (2009), o aumento da temperatura gerou aumento
no numero de casulos de L. hoffmeisteri, enquanto que o numero de ovos por casulo foi
semelhante em todos os tratamentos. No presente trabalho, o numero de casulos foi
semelhante estatisticamente, enquato o niimero de ovos por casulo foi maior para organismos
com maior biomassa. A elevacdo da temperatura acelera o metabolismo dos organismos e
gera aumento no nimero de eventos reprodutivos (HOWE, 1967) que, em oligoquetas, podem
ser representados pelo niimero de casulos produzidos. Por outro lado, o aumento na biomassa
corporal leva a uma maior fertilidade (fertilizagao interna), o que gera maior numero de ovos
por individuo (VREYS e MICHIELS, 1995). De acordo com Vreys e Michiels (1995),
individuos com massa corporal maior podem investir maior quantidade de energia na
reproducdo, e, por isso, t€ém um maior sucesso reprodutivo que co-especificos de menor
tamanho. Pianka e Parker (1975) atentam para o fato de que, para animais em que a idade e o
tamanho corporal sdo positivamente correlacionados (crescimento indeterminado), o maior
sucesso reprodutivo pode estar relacionado a idade do organismo e ndo somente a biomassa.

Na maioria dos casos, ap6s atingir a maturidade sexual, o valor reprodutivo pode diminuir
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com a idade dos organismos, porém, a disponibilidade de recursos pode retardar esse processo
(PIANKA e PARKER, 1975).
De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir que L. hoffmeisteri

apresenta uma correlagdo positiva entre biomassa corporal € nimero de ovos.
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4 ASPECTOS REPRODUTIVOS DE Limnodrilus hoffmeisteri CLAPAREDE, 1862
(OLIGOCHAETA, TUBIFICIDAE), CULTIVADOS EM DOIS SUBSTRATOS
ARENOSOS

Espécies de oligoquetas sdo importantes fontes de energia para diversas espécies de
peixes de 4gua doce (KOSIOREK, 1974; RIERA et al., 1991; GOPHEN et al.,, 1998;
RAHMAN et al., 2006) e comumente utilizadas como indicadoras de polui¢do organica de
ambientes aquaticos Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862 (PAOLETTI e SAMBUGAR,
1984; ALVES e LUCCA, 2000; ALVES et al., 2006; MARTINS et al., 2008), no entanto, ha
poucas informagdes sobre fatores que influenciam a distribui¢do, comportamento e
reproducao dessa espécie (FISHER e BEETON, 1975; SOBHANA e NAIR, 1984).

Entre varios fatores, tais como as caracteristicas fisicas e quimicas da agua, o
substrato ¢ essencial para a sobrevivéncia e reproducdo dos oligoquetas, Aston e Milner
(1981), por exemplo, relatam a importancia do sedimento para a sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo de tubificideos, pois facilita o deslocamento, alimentagdo e sustentagdo dos
organismos durante os movimentos respiratdrios. De acordo com Sauter e Giide (1996), o
tamanho dos graos do substrato influencia a distribuicdo das espécies de oligoquetas. Estudos
ecoldgicos t€ém mostrado uma correlagdo positiva entre a abundancia do tubificideo L.
hoffmeisteri e o sedimento fino, com granulometria menor que 0,21 mm (SAUTER e GUDE,
1996; ALVES e STRIXINO, 2000). Contudo, Moore (1979) ressalta a importancia da matéria
organica na distribui¢do desses animais, pois o aumento desta eleva a quantidade de algas e
bactérias, fonte de alimento para oligoquetas.

O presente trabalho teve com objetivo verificar a influéncia de duas fragdes
granulométricas de areia na reprodugdo e crescimento de L. hoffmeisteri, sob condi¢des

laboratoriais.

4.1 Materiais e Métodos

Os exemplares de Limnodrilus hoffmeisteri utilizados no experimento foram obtidos
da cultura mantida no Laboratério de Invertebrados Bentonicos da Universidade Federal de
Juiz de Fora (Juiz de Fora, MG, Brasil) sob condi¢des de temperatura e luminosidade
ambiente.

A areia utilizada no experimento, coletada no Rio do Peixe (21°54°37”S e

43°33°24”W), localizado em Juiz de Fora (MG-Brasil) foi previamente analisada em
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microscopio estereoscopico (aumento 40x) para remogao de invertebrados. Para este estudo, a
areia foi separada em fragdo média (0,250 — 1,00 mm) e fina (0,057 — 0,250 mm) pelo método
de peneiramento (SUGUIO, 1937).

O estudo foi realizado em béqueres de 250 mL, contendo 100 mL de substrato (areia
fina ou areia média), 100 mL de agua (desclorificada e aerada) e 0,1 g de ragdo para peixes
(alconBASIC®) como fonte de matéria organica. Para a produgdo dos casulos, foram
utilizados doze béqueres (seis com areia fina e seis areia média), contendo cada, cinco
individuos maduros, mantidos em incubadora, tipo D.B.O., a 25 + 0,1°C. A cada dois dias,
durante o periodo de 20 dias, o substrato de cada béquer foi lavado em peneira com malha de
0,250 mm e analisado sob microscopio estereoscopio, para a coleta e contagem dos casulos.

Com uma pipeta de Pasteur (3 mL), os casulos foram coletados e acondicionados em
béqueres de 100 mL, contendo 25 mL de substrato (areia fina ou média, de acordo com o
substrato em que foram coletados) e 25 mL de agua desclorificada e aerada. Os recipientes
contendo os casulos foram mantidos em incubadora a 25 + 0,1°C ¢ analisados, sob
microscopio estereoscopico, a cada dois dias para observagdo e contagem das eclosdes.

Trinta individuos juvenis, que apresentavam movimentagdo normal e sem
deformidades no corpo, foram selecionados para observacao do crescimento € maturagdo
sexual em cada tipo de substrato. Para cada tipo de substrato, seis béqueres de 250 mL,
contendo cada cinco individuos foram analisados semanalmente, durante 25 semanas (175
dias), registrando-se o peso dos individuos e nimero de ovos e casulos. Para isso, o substrato
foi lavado em peneira de malha de 0,250 mm e analisado em microscopio estereoscopico.
Com o intuito de evitar o estresse, os organismos foram retirados com auxilio de um estilete,
antes da lavagem da amostra, e colocados em uma placa de Petri contendo apenas agua
desclorificada. Apos a coleta dos casulos, os organismos foram colocados em novo substrato,
com 0,1 g de racdo para peixes, para re-acondiconamento dos individuos.

Para cada tratamento foram determinados: tempo gasto entre a postura do casulo e
eclosdo dos jovens, taxa média de crescimento diario, tempo de maturagdo sexual, nimero de
casulos por adulto por dia e numero de ovos por casulo. A taxa média de crescimento diario

(Gw%) foi calculada de acordo com Reynoldson (1987):

Gw% = (LnW, — LnW;) x 100t ™!

onde, W1 = biomassa (mg) inicial; W2 = biomassa (mg) final; e t = tempo em dias.
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O teste t foi utilizado para comparar o tempo médio gasto entre a postura do casulo e
eclosdo dos jovens e do tempo médio de maturagdo sexual entre os tratamentos. Utilizando o
aplicativo Biostat 5.0, o teste de Mann-Whitney foi empregado para comparar o crescimento
médio, nimero médio de ovos por casulo e nimero médio de casulos por adulto semanal entre

os dois tipos de areia.

4.2 Resultados

Foram coletados 115 casulos para areia fina e 101 para areia média. O tempo gasto
entre a postura do casulo e eclosdo dos jovens estd apresentado no Grafico 4. Observou-se que
na areia 84,83% dos jovens eclodiram entre 8 e 12 dias apos a postura, o mesmo observado

para areia média 83,67% (p > 0,05).
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Graéfico 4 — Tempo entre a postura do casulo ¢ eclosdo dos jovens de Limnodrilus
hoffmeisteri (Oligochaeta, Tubificidae) cultivados em areia média (0,250 — 1,000
mm) e areia fina (0,057 — 0,250 mm) a 25 + 1°C.

No Grafico 5 estdo apresentados os crescimento médios observados para L.
hoffmeisteri nos dois tratamentos. Diferenca significativa (p < 0,05) entre os pesos médios foi
observada para as semanas 7, 8, 9, 11, 12, 15, 18, 19, 20, 22, 23, 24 ¢ 25. Na Tabela 3
observa-se as taxas médias de crescimento diario (Gy%) para os dois tratamentos ao final das

25 semanas.
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Grafico 5 — Peso médio (+ desvio padrdo) de Limnodrilus hoffmeisteri (Oligochaeta, Tubificidae)
cultivados em areia fina (0,057 — 0,250 mm) e areia média (0,250 — 1,000 mm) a 25 + 1°C.

O tempo de maturagcdo sexual (postura do primeiro casulo) variou entre 3 e 10
semanas (média 7,17 £ 2,93) de vida para os organismos mantidos em areia fina, e de 6 a 11
semanas (média 9,00 £+ 2,00) para areia média (p > 0,05). O numero médio de casulos por
adulto por semana (Grafico 6) foi semelhante (p > 0,05) entre os tratamentos nas semanas 10,
18, 19, 20, 21, 22, 24 ¢ 25. O ntimero médio de ovos por casulo, registrado semanalmente, ¢
mostrado no Gréafico 7; a média total (ovos por casulo) e o nimero de casulo por adulto por

dia estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Numero médio de ovos por casulo (+ desvio padrdo) e de casulos por adulto por dia (+
desvio padrdo) e taxa média de crescimento didrio [antes da primeira postura (Gw%ap)) € apos as 25
semana (Gw%))] (+ desvio padrdo), observados para Limnodrilus hoffmeisteri cultivados em areia
fina (0,057 — 0,250 mm) e areia média (0,250 — 1,000 mm) a 25 = 1°C durante 175 dias.

Areia fina Areia média
M¢édia Variagdo M¢édia Variacdo
Ovos-casulo™ 3,19 (£ 0,91) 1-11 2,85 (= 1,36) 1-17
Casulo-adulto-dia™ 0,37 (£ 0,22) 0,23 (£ 0,24)
GwW% (ap)* 1,80 (= 0,32) 1,53 (£ 0,37)
Gw%(g) 2,14 (£0,75) 2,04 (£ 0,42)

*p <0,05.

Diferenca significativa (p > 0,05) para o nimero de ovos por casulo semanal entre os

tratamentos foi observada para 3, 4, 5, 6, 7, 8 ¢ 23" semanas.
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Grafico 6 — Namero médio de casulos por adulto por semana de Limnodrilus hoffmeisteri
(Oligochaeta, Tubificidae), cultivados em areia fina (0,057 — 0,250 mm) e areia média (0,250 —
1,000 mm) a 25 £+ 1°C.
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Gréafico 7 — Média semanal de ovos por casulo de Limnodrilus hoffmeisteri (Oligochaeta,
Tubificidae), cultivados em areia fina (0,057 — 0,250 mm) ¢ areia média (0,250 — 1,000 mm) a 25 +
1°C.

4.3 Discussao

O tempo de desenvolvimento embriondrio e posterior eclosdo dos jovens de L.
hoffmeisteri, de acordo com os resultados de Nascimento ¢ Alves (2009), foi inferior a 21 dias
a 25°C, o que pode ser comprovado neste experimento que mostrou que mais de 80% dos
jovens eclodem no periodo de 8 a 12 dias ap6s a postura do casulo. Esse tempo ¢ inferior ao
observado para a espécie Branchiura sowerbyi Beddard, 1892 (14 a 16 dias) em condig¢des
semelhantes de temperatura (NASCIMENTO e ALVES, 2008).
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Aston (1973) observou que L. hoffmeisteri é capaz de se desenvolver do embrido a
maturidade em menos de cinco semanas; os resultados obtidos corroboram essa observacao,
visto que o tempo compreendido entre a postura do casulo, desenvolvimento embridnario,
ecolsdo dos jovens e maturidade sexual, totalizou, aproximadamente, quatro semanas e meia.
A média do tempo de maturagdo sexual foi superior a sete semanas, provavelmente
relacionado ao estresse do manuseio semanal dos organismos, que, segundo Marchese e
Brinkhurst (1996), pode retardar seu desenvolvimento quando comparado ao manuseio a cada
duas semanas (observagao feita para a espécie B. sowerbyi). Para L. hoffmeisteri, observagdes
semanais sao necessarias, considerando que apods as duas semanas, ja haveria um grande
nimero de jovens eclodidos, o que dificultaria a verificagdo do nimero de ovos por casulo.

Marchese e Brinkhurst (1996) observaram crescimento negativo, para B. sowerbyi,
apos a postura do primeiro casulo, fato ndo observado para L. hoffmeisteri no presente estudo,
uma vez que a taxa de crescimento positiva foi praticamente constante durante todo o
experimento, mesmo apos atingir a maturidade sexual e realizar posturas. De acordo com
Sebens (1987), alguns invertebrados, incluindo oligoquetos, podem exibir um crescimento
indeterminado, ndo apresentando uma assintota na curva de crescimento. Ao que tudo indica,
a espécie foco deste estudo parece apresentar esse padrdao de crescimento, porém, € necessario
um maior tempo de observacdo para se chegar a uma conclusdo sobre qual seria o seu modelo
de crescimento (determinado ou indeterminado).

Alves e Strixino (2000) relataram uma correlacdo positiva entre a abundancia de L.
hoffmeisteri ¢ a fracdo fina do sedimento (< 0,210 mm) da lagoa do Diogo (Luiz Antdnio,
SP), o que demonstra afinidade desta espécie pela fragdo fina. Aston e Milner (1981)
obtiveram melhores resultados em um experimento ao misturar areia fina (0,072 — 0,250 mm)
e areia média (0,250 — 1,000 mm) em esgoto ativado (produto resultante do tratamento do
esgoto, contendo 78% de matéria organica), comparados a outras fracdes granulométricas
testadas (esgoto ativado puro, areia grossa, argila e lama). No presente trabalho, os
organismos mantidos em areia fina apresentaram maior peso ao final das 25 semanas, porém,
mesmo com peso inferior, na ultima semana o niamero de casulos por adulto foi superior no
tratamento areia média. O peso médio dos individuos cultivados em areia fina foi superior em,
praticamente, metade do tempo observado, e o nimero de casulos também foi maior durante
quase todo o experimento, comparado a areia média. Essas observagdes sugerem que o
sedimento fino seja adequado para o cultivo dessa espécie, porém, como a taxa média de
crescimento diario (Gy%), o nimero médio de casulos postos por adulto por dia e o nimero

médio de ovos por casulo, ao final do experimento, ndo apresentaram diferengas entre os
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tratamentos, nao foi possivel afirmar que essa espécie se desenvolva melhor em areia de
granulometria fina ou média. Em ambientes naturais a distribuicdo dessa espécie ¢
influenciada por um conjunto de fatores como tipo do substrato (SAUTER e GUDE, 1996;
ALVES e STRIXINO, 2000), temperatura (ASTON, 1973; ASTON et al., 1982; BONACINA
et al., 1994; NASCIMENTO e ALVES, 2009), oxigénio dissolvido (ASTON, 1973; FISHER
e BEETON, 1975) e, talvez o mais importante, a concentracdo de matéria organica (MOORE,
1979; BINGHAM e MILLER, 1989).
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5 CICLO REPRODUTIVO DE Branchiura sowerbyi BEDDARD 1892
(OLIGOCHAETA, TUBIFICIDAE), CULTIVADO SOB CONDICOES
LABORATORIAIS

A espécie Branchiura sowerbyi Beddard, 1892 ¢ comumente encontrada em
ambientes de dgua doce enriquecidos organicamente em regides tropicais € temperadas,
sendo, nessa ultima, utilizada como indicadora de polui¢do térmica (ASTON, 1968). A
biologia dessa espécie foi foco de muitos estudos, por exemplo, Aston e Milner (1981) e
Aston et al. (1982) estudaram as condic¢des ideais para a criagdo da espécie em esgoto ativado;
Casellato (1984) estudou o ciclo de vida e o caridtipo da espécie e Casellato et al. (1987)
verificaram as caracteristicas histologicas durante a gametogénese; Bonacina et al. (1994)
estudaram a ecologia populacional da espécie no cultivo em massa e sugeriram um modelo
matematico para estimar os parametros demograficos da espécie em ambientes naturais;
Ducrot et al. (2007) fizeram um estudo longo mostrando aspectos importantes sobre sua
biologia visando a utiliza¢do desta espécie em testes ecotoxicologicos (outros trabalhos sobre
a especie, ver: ASTON, 1984; DREWES e ZORAN, 1989; CASELLATO et al.,1992;
MARCHESE e BRINKHURST, 1996; NAQVI, 1997).

A grande maioria dos trabalhos citados anteriormente foi realizada em regides
temperadas, locais em que esta espécie, segundo Aston (1968), ¢ exdtica. No Brasil, estudos
realizados em ambientes Iénticos e reservatorios mostram que B. sowerbyi esta entre as
espécies mais abundantes dentre os organismos bénticos (ALVES e STRIXINO, 2000;
PAMPLIN et al., 2005; DORFELD et al., 2006). De acordo com Raburu et al. (2002), em
pesquisa no lago Naivasha (Kenya), esse tubificideo apresentou elevada produtividade anual
(7,43 g de matéria seca por m”) comparada ao oligoqueta Limnodrilus hoffmeisteri (0,65 g de
matéria seca por m’). Esses trabalhos mostram a grande importancia da espécie na
comunidade bentdnica de ambientes aquaticos tropicais.

Devido ao seu maior tamanho e elevada produtividade, comparado a outras espécies
de tubificideos (YAN e WANG, 1999; RABURU et al., 2002), essa espécie desperta grande
interesse comercial como alimento vivo para peixes. Diversos trabalhos mostram que
oligoquetas aquaticos representam uma porg¢ao significativa da dieta de algumas espécies de
peixes (RIERA et al., 1991; GOPHEN et al., 1998; RAHMAN et al., 2006). LIETZ (1987)
defende o potencial que esses animais tém para serem comercializados como alimento vivo
para peixes, por serem facilmente cultivados em grande escala e resistentes a variacdes na

temperatura e nivel de oxigénio dissolvido.
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Outro interesse eminente, ¢ o uso de B. sowerbyi em estudos ecotoxicologicos
(KEILTY et al., 1988; MARCHESE e BRINKHURST, 1996; DUCROT et al., 2007) , por ser
de facil manuseio (MARCHESE e BRINKHURST, 1996) e estar presente em ambientes
aquaticos onde Tubifex tubifex (Miiller, 1774), comumente utilizado nestes estudos, ¢
encontrado em baixa densidades ou nao estd presente (DUCROT et al., 2007). Segundo
Casellato et al. (1992), para se utilizar uma espécie em estudos de ecotoxicologia, com o
objetivo de se avaliar o grau de contamina¢do do sedimento de rios e lagos por poluentes,
torna-se necessario, primariamente, o conhecimento de seus atributos bioldgicos.

O presente estudo teve como objetivo relatar informagdes sobre a biologia

reprodutiva e crescimento de B. sowerbyi, em condigdes laboratoriais.

5.1 Materiais e Métodos

Os exemplares de Branchiura sowerbyi utilizados no experimento foram obtidos da
cultura mantida no Laboratorio de Invertebrados Bentonicos da Universidade Federal de Juiz
de Fora (Juiz de Fora, MG, Brasil) sob condigdes de temperatura e luminosidades ambiente. A
procedéncia desses organismos, bem como a metodologia de coleta, estd descrita em
Nascimento e Alves (2008).

A areia utilizada no experimento, coletada no Rio do Peixe (21°54°37”S e
43°33°24”W), localizado em Juiz de Fora (MG-Brasil), foi previamente analisada em
microscopio estereoscopico (aumento 40x) para remocdo de invertebrados. A fracao
granulométrica da areia utilizada foi de 0,25 a 1,00 mm, obtida pelo método de peneiramento
(SUGUIO, 1937).

O estudo foi realizado em béqueres de 250 mL, contendo 100 mL de substrato, 100
mL de 4gua (desclorificada e aerada) e 0,1 g de ragdo para peixes (alconBASIC®) como fonte
de matéria organica. Para a producao dos casulos, foram utilizados seis béqueres, contendo
cada, cinco individuos maduros, mantidos em incubadora, tipo D.B.O., a 25 £ 0,1°C. A cada
dois dias, durante o periodo de 20 dias, o substrato de cada béquer foi lavado em peneira com
malha de 0,25 mm e analisado sob microscopio estereoscopio, para a coleta e contagem dos
casulos.

Com uma pipeta de Pasteur (3 mL), os casulos foram coletados e acondicionados em
béqueres de 100 mL, contendo 25 mL de substrato e 25 mL de 4gua desclorificada e aerada.

Os recipientes contendo os casulos foram mantidos em incubadora a 25 £+ 0,1°C e analisados,



38

sob microscopio estereoscopico, a cada dois dias para observagdo e contagem das eclosdes
dos jovens.

Trinta individuos juvenis, que apresentavam movimentagdo normal e sem
deformidades no corpo, foram selecionados para observacdo do crescimento e maturagao
sexual. Durante 52 semanas (364 dias), seis béqueres de 250 mL, contendo cada um cinco
individuos, foram analisados semanalmente para se registrar o peso dos individuos e o
numero de ovos e casulos. Para isso, o substrato foi lavado em peneira de malha de 0,250 mm
e analisado em microscopio estereoscopico. Com o intuito de evitar o estresse, 0S organismos
foram retirados com auxilio de um estilete, antes da lavagem da amostra, e colocados em uma
placa de Petri contendo apenas dgua desclorificada. Apos a coleta dos casulos, os organismos
foram colocados em novo substrato, com 0,1 g de racdo para peixes, para re-acondiconamento
dos individuos.

Para cada tratamento foram determinados: tempo entre a postura do casulo e eclosdao
dos jovens, taxa média de crescimento diario, tempo de maturagdo sexual, nlimero de casulos
por adulto por dia e nimero de ovos por casulo. A taxa média de crescimento diario (Gy%)

foi calculada de acordo com Reynoldson (1987):

Gw% = (LnW, — LnW;) x 100t ™!

onde, W1 = biomassa (mg) inicial; W2 = biomassa (mg) final; e t = tempo em dias.

5.2 Resultados

O percentual de eclosdo igual a 33,08% foi determinado a partir de 67 casulos
(contendo 1,99 + 0,21 ovos-casulo” em média) de B. sowerbyi. Durante os 20 dias de coleta
dos casulos nao houve registro de morte dos adultos. O tempo entre a postura e a eclosdo dos
jovens estd apresentado no Grafico 8, verificando-se que 90,91% dos jovens eclodiram entre

12 e 18 dias apds a postura, sendo que mais de 60% entre 14 ¢ 16 dias.
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Gréfico 8 — Tempo entre a postura do casulo e eclosdo dos jovens de Branchiura
sowerbyi cultivados em areia média (0,250 — 1,000 mm) a 25 + 1°C.

Crescimento positivo foi observado até 98 dias de vida dos organismos (Grafico 9) e
apods esse periodo houve uma estabilizacdo do peso. A partir do 252° dia, foi registrado uma
maior oscilacdo no peso dos animais. O tempo médio para atingir a maturidade sexual
(postura do primeiro casulo) foi de 40,83 (£ 6.88) dias, variando de 35 a 49 dias, sendo
registrado peso médio de 17,56 (£ 4,57) mg na semana da primeira postura. Nesse mesmo
periodo foi observado crescimento médio individual de 0,41 (£0,09) mg-dia”, uma taxa média
de crescimento diario (Gw%) de 6,98% (£ 0,91), e ao final dos 364 dias a G% foi de 0,91%
(£ 0,04).

Como observado no Gréfico 10, a postura de casulos comegou na quinta semana e
durou até a 24 semana, retornando na 31? semana, porém com um menor nimero de casulos
por adulto e inconstante entre as semanas, caracterizando dois momentos distintos na
reproducao. O numero de ovos por casulo variou de 1 a 6, média de 1,73 (£ 0,57), e a média
de casulos por adulto por dia foi de 0,12 (+ 0,13). O percentual de sobrevivéncia foi de 100%
ao final do primeiro ciclo reprodutivo (25* semana), diminuindo lentamente até 63% ao final

do experimento.
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Grafico 9 — Peso médio de Branchiura sowerbyi (Oligochaeta, Tubificidae) cultivados em areia média
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Grafico 10 — Numero de casulos por adulto ¢ média de ovos por casulo semanal de Branchiura

sowerbyi cultivados em areia média (0,250 — 1,000 mm) a 25 + 1°C.

5.3 Discussao

A espécie Branchiura sowerbyi, cultivada em condi¢des laboratoriais, apresenta

baixa taxa de eclosdo, como ja relatado por Marchese e Brinkhurst (1996) e Nascimento e
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Alves (2008) (34,4 e 44,3% respectivamente). De acordo com Wisniewsky (1979) a baixa
taxa de eclosdao dos jovens de tubificideos pode estar relacionada com o ataque de
microorganismos que podem prejudicar o desenvolvimento do embrido. Entretanto, mais
estudos s3o necessarios para verificar se essa baixa taxa de eclosdo ¢ intrinseca a espécie ou
esta relacionada com a vulnerabilidade dos casulos.

O tempo de 12 e 18 dias, entre a postura do casulo e a eclosdo do jovem, foi
semelhante ao encontrado por Bonacina et al. (1994) e Nascimento e Alves (2008), para a
mesma temperatura, ¢ superior ao observado para a espécie Tubifex tubifex, cultivados a
24°C, que foi de 10 a 12 dias (KOSIOREK, 1974).

A taxa de crescimento dos individuos de B. sowerbyi foi elevada nas primeiras
semanas de vida, entretanto, inferior aos 0,58 mg-dia™ relatado por Marchese e Brinkhurst
(1996) nos primeiros 35 dias, quando atingem a maturidade sexual. Segundo estes autores e
Ducrot et al. (2007), a partir do inicio da produ¢do dos casulos, um crescimento negativo pode
ser observado devido a utilizacdo de reservas energéticas na producdo dos ovos, porém, no
presente estudo, os organismos mantiveram taxa de crescimento positiva por onze semanas
apods atingirem maturidade, ¢ so6 a partir dai, uma estabilidade no peso foi observada. Para
Tuomi et al. (1983) a alimentacdo continuada durante o periodo reprodutivo, como foi no
presente estudo, pode evitar o crescimento negativo dos individuos.

O peso médio em que se deu a postura do primeiro casulo foi semelhante ao
observado por Marchese e Brinkhurst (1996) a 25°C, aproximadamente 20 mg, no entanto, foi
bem inferior & média encontrada por Ducrot et al. (2007), 84,1 (+6,5) mg, para a mesma
espécie a 24°C e menor densidade de organismos por frasco. A média de ovos por casulo foi
inferior ao observado por Aston et al. (1982) e Marchese e Brinkhurst (1996), 2,82 (+ 0,87) e
1,94 (+ 0,13), respectivamente, e superior aos 1,21 (£ 0,08) relatado por Nascimento e Alves
(2008) para organismos mantidos a 25°C.

Aston (1968), ao estudar o efeito da temperatura no ciclo de vida de B. sowerbyi,
observou que a postura dos casulos coincidia com os meses mais quentes do ano e concluiu
que a variagdo sazonal da temperatura influencia a reproducdo. Posteriormente, Aston e
Milner (1981) e Sobhana e Nair (1984) comprovaram os efeitos da temperatura na reproducao
da espécie. Quando cultivado em condigdes controladas, B. sowerbyi apresentou dois ciclos
de postura anual, com duracdo de aproximadamente 105 dias, e um intervalo entre eles de
aproximadamente 52 dias (DUCROT et al., 2007), semelhante ao encontrado no presente

estudo.
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De acordo com Ducrot et al. (2007), o primeiro ciclo reprodutivo ¢ sincronizado, ou
seja, todos os organismos se encontram na fase reprodutiva, ja o segundo nio apresenta esta
peculiaridade, sendo que apenas alguns organismos reproduzem. Para Pianka e Parker (1975),
animais de mesma idade diferem nas expectativas de vida e reprodu¢do futura, individuos
com um esforco reprodutivo acima da média gera maior nimero de descendentes em curto
prazo, no entanto, aumenta o seu risco de morte € a0 mesmo tempo diminui o valor
reprodutivo para um préximo ciclo, o contrario de um individuo com um valor reprodutivo
abaixo da média, mas com uma maior taxa de sobrevivéncia. Para esses autores, variagdes
desse tipo numa populacdo podem resultar aparentemente numa inexplicavel variagdo
individual no esforco reprodutivo em cada faixa etéria.

Ducrot et al. (2007) enfatizam que, por causa da ndo sincroniza¢do dos ciclos
reprodutivos entre os individuos, a segunda fase reprodutiva ndo seria um bom parametro
(endpoints) para ser utilizado em testes envolvendo substancias toxicas, ao contrario das
médias de ovos por casulo, casulos por adulto por dia, tempo de maturagdo sexual e intervalo
entre as posturas; que sdo pontos que estdo de acordo com os relatos na literatura e por isso
sdo bons parametros para serem avaliados em testes toxicologicos sub-letais.

Os resultados deste trabalho mostram aspectos da biologia de B. sowerbyi, os quais
podem ser incorporados em futuros estudos ecoldgicos envolvendo esta espécie, ainda pouco

estudada em ambientes aquaticos brasileiros.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos experimentos e observagdes realizados no presente trabalho foi possivel
aprofundar o conhecimento sobre a biologia e reproducdo das duas espécies de tubificideos
em condi¢des laboratoriais. Considera-se que a criagdo das duas espécies em laboratério foi
bem sucedida, ao final dos experimentos, uma vez que a popula¢do nos aquarios de criagdo
manteve-se estavel, numericamente falando, sendo possivel coletar animais e casulos durante
todo o periodo experimental.

A espécie Limnodrilus hoffmeisteri se mostrou muito adaptada ao modo de criagdo
adotada, tanto nas culturas quanto nos experimentos. Vale ressaltar, que apesar da resposta
positiva a cultura, algumas dificuldades foram encontradas, principalmente com relagdo aos
casulos dessa espécie que, ao serem produzidos, graos de sedimento foram aderidos
externamente em sua parede (fato que ocorre naturalmente na espécie), formando uma
protecdo e camuflagem, o que dificultou muito a localizacdo desses no sedimento. Entretanto,
apos varios testes e analises, foi possivel treinar a visdo para encontra-los em meio a areia.

Outra dificuldade encontrada na pesquisa foi a contagem dos ovos no interior dos
casulos, ja que essa protecdo externa impede a visualizacdo dos embrides por transparéncia, o
que demandou a retirada desse material utilizando duas agulhas pequenas, com cuidado para
ndo perfurar o casulo e correr o risco de inviabiliza-lo.

Além dos casulos, os jovens recém eclodidos também representaram um grande
desafio para a pesquisa. Seu pequeno tamanho e fragilidade exigiram um manuseio delicado
para ndo lhes causar danos; desta forma, optou-se pela ndo pesagem desses filhotes nas
primeira duas semanas.

Em relagdo a espécie Branchiura sowerbyi, considera-se uma vantagem, para o
pesquisador, o fato de que os casulos desta espécie, ao contrario dos de L. hoffmeisteri, ndo
apresentam graos de substrato aderidos a parede, sendo estes facilmente reconhecidos no meio
da areia. Outra vantagem ¢ o fato de serem transparentes, o que facilita a contagem dos ovos
sem a necessidade de manused-los. Os jovens recém eclodidos sdo relativamente grandes e
resistentes, o que favorece o seu manuseio sem lhes causar danos.

A partir dos resultados e da experiéncia adquirida no presente trabalho, pretende-se
avancar com as pesquisas das duas espécies de tubificideos em condi¢des laboratoriais, tendo

em vista utilizar esse conhecimento em estudos biologicos e ecologicos mais aplicados.
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Cocoon production and hatching rates of Branchiura sowerbyi Beddard
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ABSTRACT. Branchiura sowerbyi Beddard, 1892 is a Tubificidae species abundant in tropical limnic environments
and associated with sediments rich in organic matter and elevated temperatures. The present study aimed at
obtaining information on laying and hatching rates of B. sowerbyi cocoons under laboratory conditions. In order
to do this, specimens of B. sowerbyi were placed in beakers (250 ml) containing clay sediment and distilled water
and kept at 25°C. The obtained cocoons were placed in beakers of 100 ml and kept in conditions similar to the
mature individuals. Fifty seven cocoons were collected, with a mean of 0.13 cocoons-individual’-day”' and 1.21
(+0.08) eggs-cocoon’. Hatching time was approximately two weeks and hatching rate was 44.93%. The results
obtained were different from the ones found by other authors for B. sowerbyi. According to the literature,
different populations of the same species can present distinct biological aspects, such as the number of cocoons,
hatching rates and growth.

KEY WORDS. Hatching time; number of eggs per cocoons; number of cocoons per individual per day.

RESUMO. Producio de Casulos e Taxa de Eclosdo de Branchiura sowerbyi Beddard (Oligochaeta: Tubificidae).
Branchiura sowerbyi Beddard, 1892 é uma espécie de Tubificidae abundante em ambientes limnicos tropicais,
freqlientemente associada a sedimento rico em matéria organica e a elevadas temperaturas. O presente estudo
teve como objetivo obter informacdes sobre postura e taxa de eclosao de casulos de B. sowerbyi, em condicOes
laboratoriais. Para isso, exemplares da espécie foram acondicionados em béqueres (250 ml), contendo sedimento
argiloso e agua destilada, mantidos a 25°C. Os casulos foram separados em béqueres de 100 ml e mantidos em
condicOes similares aos individuos adultos. Foram coletados 57 casulos, uma média de O,I3 casulos-individuo
ldia”, contendo 1,21 (+0,08) ovos-casulo’ em média. O tempo de eclosdo foi aproximadamente duas semanas e
a taxa de eclosdo foi 44,93%. Os resultados obtidos mostraram-se diferentes daqueles encontrados por outros
autores para B. sowerbyi. Os dados gerados no presente estudo podem ser considerados passos importantes para
a observacdo de caracteristicas da biologia reprodutiva da espécie, B. sowebyi, encontrada no sedimento de
ambientes aquaticos brasileiros.

PALAVRAS-CHAVE. Ntimero casulos por individuo por dia; nimero ovos por casulo; tempo de eclosio.

Branchiura sowerbyi Beddard, 1892 is a Tubificidae spe-
cies that is abundant in tropical limnic environments and fre-
quently associated with organically rich sediments (Aston 1973,
AstoN & MiLNer 1981), and high temperatures (ReynoLbsoN 1987).
As the use of Tubificidae has become promising in ecotoxicology
studies (NEBeker et al. 1984, Casserato et al. 1992), this species
has the potential for monitoring the ecological conditions of
limnic environments.

The biology of B. sowerbyi has extensively been studied in
many countries, such as Argentina (MARCHESE & BRINKHURST 1996),
the United States (Naqvi 1973, Drews & Zoran 1989), Italy (CasseLato
et al. 1992, Bonaciva et al. 1994) and Great Britain (Aston 1973,

1984, Aston & Miiner 1981, AstoN et al. 1982). In Brazil, however,
despite the numerous accounts of the species occurrence (TAKEDA
1999, Awves & Strixivo 2000, PamrLiN et al. 2005, DornreLD et al.
20006), there is a considerable lack of studies on its biology.

Studies on the biological aspects of B. sowerbyi from sedi-
ments of Brazilian aquatic environments is justified by the fact
that different populations may also have different biology, as
observed by ReynoLpsoN et al. (1996) when studying Tubifex tu-
bifex (Miiller, 1774) (Tubificidae) found in North America and
Spain. The aim of this study was to gather information on both
cocoon production and hatching rates of B. sowerbyi under labo-
ratory conditions.

Revista Brasileira de Zoologia 25 (1): 16-19, March, 2008
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Figures 1-2. Cocoons of B. sowerbyi right after laying (1) and (2). White bar = 3 mm.

MATERIAL AND METHODS

Specimens of B. sowerbyi were collected in the sediments
of Lagoa do Diogo, in the margins of Mogi-Guacu River, situ-
ated in the Jatai Ecological Station, Sdo Paulo (Brazil). After be-
ing collected, the specimens were brought into the laboratory,
where they were reared in aquariums until the beginning of the
experiment, which occurred from October 2006 to January 2007.

In order to observe the production of cocoons, six 250
ml beakers containing 100 ml each of clay substrate and 100mL
of aired distilled water, were filled with five adult individuals
each. The beakers were then kept in a B.O.D incubator at 25°C
for 15 days. The clay substrate, which has previously been ana-
lyzed for the presence of the organisms, was obtained from
Milho Branco stream at Santa Candida Biological Reserve, in
Minas Gerais (Brazil).

All beakers were observed every two days for the pres-
ence of cocoons during the 15-day period. In order to count
the number of cocoons, the substrate was rinsed with the aid
of a 210pm mesh sieve (Marchese & Brinkhurst 1996) and then
analyzed under a stereoscopic microscope. Cocoons could then
individually be pinched and placed into 10 individual 100 ml
beakers containing 25 ml each of substrate and aired distilled
water (AstoN 1984). The number of cocoons per individual per
day and eggs per cocoon were determined.

The recipients containing the cocoons were kept in in-
cubators at 25°C for seven days and later analyzed every two
days so to observe both the hatching time and rate.

RESULTS

Fifty-seven cocoons were collected in fifteen days, a mean
number of 0.13 cocoons-individual!-day!. The number of eggs
per cocoon varied between 1 and 4, and the mean number was
1.21 (£0.08) eggs-cocoon™ (Tab. I). In figures 1 and 2, one can
observe B. sowerbyi cocoons right after laying. Due to transpar-
ency, it is possible to see the eggs inside the cocoon.

The hatching time varied between 10 and 20 days. The

majority of the cocoons, however, hatched in a 14 to 16-day in-
terval. The hatching rate was 44.93% (Tab. I). In figure 3, one can
observe a cocoon containing an individual just before it hatched.

@ B v x .
Figure 3. Cocoon of B. sowerbyi (arrow) containing an individual
just before hatching. White bar = 3 mm.

DISCUSSION

The number of cocoons per individual per day was be-
low the one previously found by MarcHEsE & BRINKHURST (1996),
which was 0.17 (+£0.02) at 25°C.

The number of eggs per cocoon was also below the one
previously found by Aston et al. (1982) and MARCHESE & BRINKHURST
(1996), which were 2.82 (£0.47) and 1.94 (£0.13), respectively.
In cocoons containing two or more eggs, generally only one
was found to be viable, just as it has previously been reported by
MARCHESE & BRINKHURST (1996).

The first hatchings occurred in 14 to 16 days, what agrees
with the period of time observed by BonaciNa et al. (1994) for

Revista Brasileira de Zoologia 25 (1): 16-19, March, 2008
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Table I. Number of cocoons, number of eggs, number of eggs per
cocoon, number of hatchings and hatching rate of cocoons (per
beaker and total) obtained in a 15 day observation period of 30 B.
sowerbyi specimens maintained at 25°C.

Beaker 0 g cocsam .+ Hatchings 7T
1 9 10 1.11 (20.35) 8  0.8000
2 4 5 1.25(x0.50) 1 0.2000
3 4 8  2.00 (+1.41) 4 0.5000
4 4 4 1.00 (+0.00) 1 0.2500
5 9 12 1.33(0.54) 7 0.5833
6 6 7 1.17(0.34) 2 02857
7 12 13 1.08(£0.29) 5 0.3846
8 5 5 1.00 (+0.00) 0  0.0000
9 2 2 1.00 (+0.00) 1 0.5000

10 2 3 1.50 (20.71) 2 0.6667

Total 57 69  1.21(x0.08) 31 0.4493

Egg/cocoon relationship + standard deviation.

this species but differs from the one found by Kosiorek (1974)
for T. tubifex, which was found to occur in 10 to 12 days. Our
results show that B. sowerbyi embryos took a maximum of three
weeks to develop into the adult form at 25°C. After a 3-week
period no hatching was observed.

The hatching rate found in this study overcame the 34.4%
observed by MARCHESE & BRINKHURST (1996) at the same tempera-
ture. According to Wisniewski (1979), the development rate of
some Tubificidae cocoons can be improved by placing them 2
to 5 cm depth into the sediment, because at this depth co-
coons are less vulnerable to microorganisms present in the water
that can jeopardize the embryo’s development.

The results of this study differ from those found by other
authors (Aston et al. 1982, MarcHESE & BrinkHURST 1996) for B.
sowerbyi. According to the findings of ReynoLbson et al. (1996)
for T. tubifex, different populations of one given species may
present difference in some biological features, such as number
of cocoons per individual, as well as hatching and growth rates.

In this study, it was possible to determine important re-
productive characteristics of B. sowerbyi, such as the relation-
ship between the number of cocoons-individual!-day! and
number of eggs-cocoon’, as well as hatching rate, which are
undoubtedly relevant features for the observation of the re-
productive aspects of B. sowerbyi found in sediments of Brazil-
ian aquatic environments.
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ABSTRACT. The tubificid worm Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862 is widely used as an indicator of organic pollu-

tion in aquatic environments. Nevertheless, little is known about its biology. The present work aimed to compare the

reproductive rate of L. hoffmeisteri raised at three different temperatures (15, 20 and 25°C). Seventy-five adult individu-

als were kept in fifteen 250 ml beakers (five individuals per beaker) containing sand and dechlorinated tap-water each.

Beakers were arranged so as to form three groups of five. Each group was kept in a given temperature for 21 days.

Results show that worms raised at 25°C produced a significantly larger number of eggs compared to those raised either

at 15 or 20°C, as observed in the tropical tubificid Branchiura sowerbyi Beddard, 1892 .

KEY WORDS. Cocoons; eggsper cocoon; reproductive rate; tubificid.

Although Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862 is
widely recognized as an effective indicator of organically pol-
luted aquatic environments (PAoLETTI & SAMBUGAR 1984, ALves &
Lucca 2000, ALves et al. 2006), little is known about its biology.
Research on this species’ life cycle concentrates mostly on tem-
perate latitudes, yet there is a lack of studies in the tropical
regions. Kennepy (1966), AstoN (1973) and Pasteris et al. (1999)
are some of the few authors who concentrated their efforts on
investigating both the reproduction and growing rates of L.
hoffmeisteri. Among those authors, only Aston, (1973) evalu-
ated the effect of the temperature on the reproduction rate of
this species. The author found that temperature, rather than
the dissolved oxygen concentration, most affected reproduc-
tion, even though he did not provide the precise temperature
at which the species showed the highest reproduction rate.

Despite this information, resulting from research in tem-
perate regions, studies on the reproductive attributes of tropi-
cal populations of L. hoffimeisteri are necessary because differ-
ent populations may also have different biologies, as observed
by ReynoLpsoN et al. (1996) when studying Tubifex tubifex (Miiller,
1774) from Canada and Spain. They observed differences in
cocoon production, growth rate and resistance to different
contaminants.

In Brazil, ecological studies have shown that L. hoffineisteiri
could be found in aquatic environments in which water tem-
perature ranges between 14 and 26°C (CarvatHo & Uiepa 2004,
RBero & Utepa 2005, Awves et al. 2006, Fusart & FONSECA-GESSNER
2006, Piepras et al. 2006, Arves et al. 2008).

The present work compares the reproduction rate of L.
hoffmeisteri raised at three different temperatures, and, hence
tests the hypothesis that it exhibits greater reproduction rate
at higher temperatures.

Limnodrilus hoffimeisteri were obtained from the Sao Pedro
stream, in the city of Juiz de Fora (21°45’46"”S and 43°22’00”"W),
southeastern Brazil. The sediment of this stream is predominantly
sandy and, in agreement with Dias ef al. (2007), the physical
and chemicals properties of the water were: dissolved oxygen
5.19 mg.l"!, pH 8.24, conductivity 161 pS.cm™ and temperature
21.2°C. A sample was made by selecting 75 fully clitellate adult
individuals. The worms were then weighted using a 0.1 mg pre-
cision balance and transferred to 250 ml beakers containing 100
ml of 0.25-1.00 mm sand, 100 ml of dechlorinated tap-water
and 0.1 g (dry weight) of fish food supply used in fish culture.
Five individuals were placed in each beaker, for a total of 15
beakers. The beakers were arranged so that to form three groups
of five. Each group was kept in a B.O.D. incubator at a given
temperature (15, 20 or 25°C) for 21 days. During this period,
water was added to the beakers only if needed.

Sand used in this experiment was collected in the Peixe
river (21°54’37”S and 43°33’24”W), located in the city of Juiz
de Fora (Minas Gerais, Brazil). Before being used in the experi-
ment, undesirable invertebrates were removed with the aid of
a stereoscopic microscope.

By the end of the 21 day, sediment was rinsed with the
aid of a 250 pm mesh sieve and then screened for the presence
of coccons, immatures and adults with the aid of a stereoscopic

ZOOLOGIA 26 (1): 191-193, March, 2009
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microscope. It was possible to determine important reproduc-
tive characteristics of L. hoffimeisteri, such as the weight of indi-
viduals at adulthood and the number of cocoon-adult’-day!
as well as the number of eggs cocoon'.

The Kruskal-Wallis test was used to compare the final
weigths of adults, number of eggs per cocoon, young per adult
and number of young, among the tested temperatures (non-
parametric distribution showed by the Shapiro-Wilk normal-
ity test, p < 0.05). To compare the number of cocoons and eggs
and the relation cocoons per adult per day, among the tem-
peratures, the ANOVA test, followed by Tukey test, was used
(Shapiro-Wilk normality test: p > 0.05).

The survival rates of the worms raised at 15, 20 and 25°C
were 96, 92 and 100%, respectively. The average weights of the
worms, initial and final, were: 6.63 + 1.28 and 8.01 + 1.60 mg;
6.84 + 1.86 and 7.51 + 2.38 mg; 6.87 £ 2.49 and 9.37 + 2.96 (at
15, 20 and 25°C, respectively). The final weights did not differ
significantly according to the temperature (H =4.8530, p >0.05).

Both the number of cocoons and the number of eggs are
shown in figure 1. The ANOVA comparing the total number of
cocoons showed significant differences between the tempera-
tures (F = 17.78, p < 0.05), and the Tukey test showed that only
the differences between 15 e 20°C were not significant (p > 0.05).
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Figure 1. Total number of cocoons (black column), and eggs (white
column) produced by Limnodrilus hoffmeisteri raised at 15, 20 and
25°C.

The number of young and the relations eggs-cocoon’,
cocoons-adult-day?! and young-adult?, with the temperature,
are shown in table I. No significant difference was found in
the number of eggs-cocoon! among the tested temperatures
(Tab. I), as observed by Aston (1973). However, in his work,
Aston (1973) found an average of five eggs per cocoon, while
in the present study we obtained an average of 3.25 eggs per
cocoon. Both MarcHeseE & BrRINkHRUST (1996) and NasciMeNTO &
Arves (2008) have observed that Branchiura sowerbyi Beddard,
1892 produced fewer eggs per cocoon at 25°C in relation to L.
hoffmeisteri in this study (1.94 + 0.13 and 1.21 + 0.08, respec-
tively).

Figure 2 shows a cocoon of L. hoffmeisteri. By the end of
the experiment, the greatest number of young was found at
25°C. The presence of young individuals of L. hoffmeisteri sug-
gests that the species needs less than 21 days to complete the
full embryonic development. Nascimento & Arves (2008) have
observed that the embryonic development of B. sowerbyi took
15 days at 25°C.

Figure 2. Limnodrilus hoffmeisteri cocoon. Bar = 1 mm.

The present study shows that, similarly to what Aston
(1973) has previously observed under laboratory conditions,
the largest production of eggs and cocoons of L. hoffmeisteri
occurred when the worms were raised at 25°C. Aston et al. (1982)
and BonaciNa ef al. (1994) observed, at the same temperature, a
larger production of cocoons for the tropical B. sowerbyi. For

Table I. Mean values (+ standard deviation) of eggs-cocoon!, cocoons-adult-day’ and young-adult' and total number of youngs of L.
hoffmeisteri raised at 15, 20 and 25°C. In the lines, equal letter means that there's no significant difference between the values. Statistical

test: (H) Kruslkal-Wallis test, (F) ANOVA test.

Temperature (°C)

Statistical test

15 20 25 H F
Eggs-cocoon’ 2.78+0.35 2.70+0.98 3.80 £ 2.36 1.0018* -
Cocoons-adult-day’ 0.109 + 0.04° 0.074 + 0.04° 0.213 £ 0.04° - 17.8152**
Young-adult! 0.00 + 0.00° 0.08 + 0.03® 1.08 + 0.64° 8.8358** -
Number of youngs 02 2@ 27° 8.8358** -

*p > 0.05 ** p<0.05.
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the species T. tubifex, however, Aston (1973) observed a larger
production of eggs between 10 and 25°C.

The species L. hoffmeisteri, derived from a Brazilian popu-
lation, exhibit greater reproduction rate at higher temperatures
(i.e. 25°C), as found by Asrton (1973), for this species, and by
AstoN et al. (1982), for the tropical species B. sowerbyi. On the
other hand, T. tubifex exhibits a higher growth rate when raised
between 10 and 13°C (ReyNoLDsON 1987).
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