Rev. Biol. Trop., 26(1): 1-13,1978

Aspectos reprodutivos do rotifero Asplanchna do Brasil*

por

Luiz A. C. Bertollo**
(Recebido para publica¢ao a 14 outubro, 1976)

Abstract: Biological aspects of the brazilian rotifer Asplanchna sp., reared in the
laboratory, were studied and the mean curve of development and its connections
with the generation time of amictic females were established. The mean
generation time was around 22 hr; thus, the first offspring of an amictic female
were born, on the average, almost at the end of its active growth period.

Studies on the longevity of amictic females and on the fecundity in amictic
and mictic females were also carried out. The amictic females showed a mean
longevity of 90.30 hr and a mean fecundity of 17 female offspring. On the other
hand, an unfertilized female produced an average of 13 male offspring or, if fer-
tilized, 4 resting-eggs.

Os rotiferos do género Asplanchna sio representados por fémeas com o corpo
em forma de saco, desprovidas de pé, sendo portanto animais plantonicos (Fig. 1).
O macho manifesta um dimorfismo sexual bastante acentuado, com tamanho e
morfologia distintos dos de uma fémea. Além de reduzido tamanho, possui pro-
jecOes ou corcovas bem salientes na parede corporal, sendo duas laterais e uma no
dorso (Figs. 2 e 3). Apresenta apenas vestigios do aparelho digestivo, o qual se
degenera durante o desenvolvimento embriondrio.

Durante a copulagdo, o 6rgio copulador injeta os espermatozdides na
pseudocele da fémea, diretamente através da parede corporal (Figura 1) ndo exis-
tindo, assim, um local apropriado para a cépula.

O ciclo de vida do género Asplanchna ja foi objeto de extensa revisdo e discus-
sdo (Birky e Gilbert, 1971). A breve descrigdo que se segue € o que, em geral, é
aceito pela maioria dos autores.

Este género apresenta partenogénese (dipléide e hapldide) e reprodugio bise-
xual. Durante a fase de partenogénese diploide as fémeas (2n), denominadas amiti-
cas, produzem apenas descendentes fémeas. Certos fatores influenciam o apareci-
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mento da reproducgdo bisexual, e vérios trabalhos jd existem procurando relacionar
o surgimento dessa fase com os fatores influentes. Em Asplanchna, por exemplo,
um dos fatores importantes é o tipo de alimentagdo. Portanto, sob determinadas
condi¢es, pode ocorrer o surgimento das chamadas fémeas miticas. Estas fémeas
sofrem o fendmeno de mixia, originando dvulos hapldides que se desenvolvem em
machos (fase partenogenética hapldide).

Birky e Gilbert (1971) apresentam virias indica¢oes de que uma dieta com vi-
tamina E (a-tocoferol) induz mixia, bem como o desenvolvimento de certas pro-
jecdes ou corcovas na parede do corpo (resposta BWO - “body wall outgrowths”),
em culturas de fémeas amiticas de Asplanchna (Fig. 4).

Ao nascimento os machos jd s3o sexualmente maduros, estando aptos a co-
pular e fecundar as fémeas, ocorrendo entdo a reproducdo bisexual. Pode-se verifi-
car mais de um macho copulando com a mesma fémea, em um dado instante. Con-
forme Birky (1964) salienta, a fecundagdo s6 ocorre em fémeas miticas e jovens,
durante as primeiras horas ap6s o seu nascimento. Fémeas adultas ndo s3o fecun-
dadas, embora possa haver a copulagao.

Havendo fecundag@o surgem os ovos denominados “resting-eggs”, 2n, revesti-
dos por uma espessa casca com saliéncias (Fig. 5). Apds a postura, esses ovos po-
dem permanecer muito tempo em dorméncia sob condi¢des desfavoriveis, como
baixas temperaturas. De sua eclosio surgem apenas fémeas amiticas.

Enquanto que os animais originados dos “resting-eggs” tem seu desen-
volvimento externo, os embrides partenogenéticos, machos ou fémeas, desen-
volvem-se no interior do ttero, sendo eliminados através do poro urogenital quando
completamente formados (Fig. 6).

Em uma fase avangada do desenvolvimento embriondrio consegue-se, facil-
mente, distinguir o sexo dos embrides, devido a transparéncia da parede corporal da
fémea. Assim sendo, pode-se diferenciar as fémeas miticas das amiticas pela pre-
senga de ‘‘resting-eggs” ou de embrides machos, nas primeiras, e pela presenga de
embrides fémeas, nas segundas.

Entretanto, mesmo em uma fase inicial do desenvolvimento embriondrio €é
possivel a diferencia¢cdo das fémeas miticas e amiticas. Nessa fase, os embrides das
fémeas miticas (futuros machos) s3o geralmente menores, mas em maior niimero,
do que aqueles transportados pelas fémeas amiticas de idades semelhantes. Por
outro lado, Birky (1964) verificou que quando ocorre fecundagao a fémea mitica
passa a mostrar particulas granulares no viteldrio, apresentando uma tonalidade
acastanhada.

Birky (1964), Birky e Gilbert (1971) e Buchner et al. (1965) fornecem alguns
parametros reprodutivos de fémeas de Asplanchna brightwelli e sieboldi, prove-
nientes dos Estados Unidos e da Alemanha, mantidas sob condi¢des de laboratdrio.
No Brasil, nenhum trabalho similar havia sido elaborado com rotiferos desse género,
razao pela qual foi proposto o estudo de alguns parimetros reprodutivos como
fecundidade de fémeas amiticas e miticas, tempo de gerac¢io e longevidade de
fémeas amiticas, com o intuito de fornecer algumas informagGes sobre a biologia
desses animais, além de comparar os dados obtidos com os pré-existentes na litera-
tura.

MATERIAIS E METODOS

Os rotiferos Asplanchna sp. utilizados no presente estudo foram coletados em
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uma lagoa de oxidagao, situada nas proximidades da Universidade Federal de Siao
Carlos, S3o Paulo, Brasil.

C. W. Birky (eomunicac¢do pessoal) denomina Asplanchna brightwelli a popu-
lages onde os machos apresentam corcovas laterais ¢ dorsal e cujas fémeas
possuem uin viteldrio em forma de salsicha com nucléolos lobados (Fig. 7) e um
dente interro proeminente no “scapus” (Fig. 8). Quando alimentadas com algas,
ou em presen¢a de alfa-tocoferol (vitamina E), essas fémeas emitem a resposta
BWO. Asplanchna sieboldi apresenta machos e fémeas com as mesmas carac-
teristicas ocorrendo, contudo, uma resposta BWO bem mais acentuada. Em Gilbert
(1968) encontra-se uma boa revisao da sistémadtica desse género.

Segundo C. W. Birky (comunicagdo pessoal) a resposta BWO, ao alfa-tocofe-
rol, emitida pelos rotiferos aqui empregados, nao € a resposta tipica de A. sieboldi
nem a resposta tipica de A. brightwelli dos Estados Unidos. Parece similar a respos-
ta BWO obtida por BUCHNER com estoques da Alemanha, os quais s3o estreita-
mente relacionados com A. brightwelli dos Estados Unidos. Por outro lado, ela
também se assemelha 4 resposta BWO produzida por fémeas ocasionais de A.
sieboldi, denominadas atipicas. Assim sendo, esses rotiferos poderiam se enquadrar
entre as espécies A. brightwelli ou A. sieboldi, ou mesmo pertencerem 3 uma nova
espécie dentro desse género.

No laboratério, os animais foram mantidos em meio de cultura constituido
por uma solugdo de p6 de alface calcinada, conforme o método de Sonneborn
(1950), acrescida de bactérias e paramécios, ou outros microorganismos, conforme
a finalidade dos experimentos. As culturas de animais isolados ou em pequeno
nimero foram desenvolvidas em placas com escavagdes de cerca de 0,3 ml. Para
culturas maiores foram usadas placas com escavagGes de 1 a 7 ml. Cultdras macigas,
com grande nimero de animais, foram desenvolvidas em frascos de vidro de 50 a
250 ml. Para evitar a evaporagdo do meio de cultura, as placas foram mantidas em
cimara Umida, renovando-se 0 meio diariamente para evitar a formagao de deposi-
tos e sua turvagdo. A alimenta¢do e manutencdo das fémeas amiticas consistiu
basicamente de paramécios (Birky, 1964, 1965, 1967) inoculados no meio de cultu-
ra, juntamente com bactérias.

Mixia foi induzida com a inoculag@o de algas Chlamidomonas ou de flagelados
(possivelmente da familia Chnptomonadidac) no meio de cultura. As fémeas
miticas, utilizadas nos estudos de fecundidade, foram obtidas a partir de culturas
contendo esses flagelados ou entdo surgidas em culturas normais de fémeas amiti-
cas. Conseguiu-se também mixia com o emprego de alfa-tocoferol, conforme relata-
do por vdrios autores como Birky (1969), Birky e Gilbert (1972), Gilbert e
Thompson (1968).

As observagdes dos animais foram realizadas sob lupa e manuscados através
de pipetas Pasteur. Todos os experimentos foram realizados em condi¢Ges naturais
de luz, temperatura ambiente de 26 + 2 C, e com excesso de alimentag3o.

Curva de desenvolvimento: A curva de desenvolvimento foi obtida a partir de
medidas de 10 fémeas amiticas, escolhidas ao acaso, e mantidas em culturas indivi-
duais com o mesmo meio e idéntica quantidade de alimento. Por ocasiao das medi-
das os animais foram transferidos para uma placa escavada, com o minimo de meio
possivel para limitar sua movimentagao, voltando-os posteriormente para o meio
inicial.

As medi¢Oes foram feitas com uma escala micrométrica e no sentido antero-
posterior, portando em relagdo ao comprimento do animal. O intervalo entre as
medidas foi de 8 h, a partir do nascimento, num total de 72 h.
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Para a obten¢do de animais recém-nascidos e praticamente da mesma idade,
colocaram-se virias fémeas adultas, apresentando embriGes bem desenvolvidos, em
placas escavadas contendo meio de cultura. Assim, houve oportunidade de se conse-
guir vdrios animais recém-nascidos quase que simultaneamente. Essa mesma meto-
dologia foi empregada nos estudos de tempo de geragdo e longevidade de fémeas
amiticas.

Tempo de geragdo: Denominou-se tempo de geracdo ao tempo decorrido
desde o nascimento do animal até sua primeira cria. 185 fémeas amiticas recém-
nascidas, escolhidas ao acaso, foram isoladas em culturas individuais idénticas e o
desenvolvimento de cada fémea acompanhado até o nascimento da primeira cria. As
observagoes foram feitas em intervalos de 1 h. Considerou-se como a hora de
nascimento da cria o tempo médio entre duas observagdes consecutivas, para efeito
de diminui¢ao de erro dessa estimativa.

Longevidade: Para a determinagdo do tempo de vida foram isoladas 172
fémeas amiticas, recém-nascidas, escolhidas ao acaso. O desenvolvimento foi
acompanhado em culturas individuais idénticas, do nascimento até a morte, com
intervalos de observagdes de 1 h. Também foi adotado o critério de tempo inter-
medidrio para a estimativa da longevidade.

Fecundidade de fémeas amiticas: O nimero total de crias das fémeas amiticas
foi determinado seguindo-se o desenvolvimento de fémeas jovens, escolhidas ao
acaso, e mantidas em culturas individuais idénticas durante todo o tempo de vida.
As observagdes foram feitas em intervalos de 1 h, retirando-se das culturas os
filhotes nascidos entre os periodos de observa¢Ges. Foram empregadas 181 fémeas
nesse estudo, obtendo-se um total de 3.164 descendentes.

Fecundidade de fémeas miticas: Conforme citado anteriormente, a partir de
um certo ponto do desenvolvimento, pode-se reconhecer as fémeas miticas, inclu-
sive quanto a sua futura produgdo de machos e “resting-eggs”. Assim,
acompanhou-se o desenvolvimento de fémeas miticas fecundadas e n3o fecundadas,
escolhidas ao acaso, determinando-se, respectivamente, a producdo de ‘“resting-
eggs” e de machos por fémea. As fémeas, ainda jovens, foram colocadas em culturas
individuais idénticas, contendo paramécios. As observag¢oes foram realizadas diaria-
mente, descartando-se os machos ou ovos presentes.

O estudo da produg@o de machos foi baseado em uma amostra de 89 fémeas,
obtendo-se um total de 1.150 descendentes. Para o estudo da produgao de “resting-
eggs’” foram empregadas 154 fémeas, obtendo-se um total de 563 ovos.

RESULTADOS

Curva de desenvolvimento: Na Figura 9 encontra-se uma curva média de
desenvolvimento das fémeas amiticas. Cada ponto representa o comprimento médio
das 10 fémeas analisadas, em cada intervalo de medida.

Pode-se verificar que apds cerca de 56 h o tamanho dos animais se estabiliza,
indicando assim o término do desenvolvimento. Entretando, essa curva deve ser
encarada em relagdo a animais desenvolvendo-se em meio com abundante alimen-
tagdo (paramécios).
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Tempo de geragao, longevidade e fecundidade: No Quadro 1 encontram-se os
resultados obtidos para os parametros reprodutivos estudados, em relagdo as fémeas
de Asplanchna, juntamente com uma rdpida andlise estatistica dos mesmos. Os
valores de freqiiéncia mdxima para tempo de gera¢do e longevidade referem-se a
intervalos de classes.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos em relagdo a longevidade, tempo de geragdo e fecundi-
dade de Asplanchna sp. no presente estudo, ddo uma idéia geral de como esses
parametros podem se comportar em condi¢oes de luminosidade e temperatura em-
pregadas e com excesso da alimentag3o. Uma vez que os animais estudados foram
selecionados ao acaso, e portanto ndo pertencentes a um mesmo clone, os resulta-
dos devem ser encarados como sendo caracteristicas gerais dos rotiferos analisados.

Pelos dados resumidos no Quadro 1, pode-se verificar que, para as condigdes
em que os experimentos foram realizados, as fémeas amiticas apresentam uma
longevidade média de 90,30 + 1,31 h com um coeficiente de variagdo de 21,89%
eumtempomeédiode geragdo de 22,12 * 0,24 h com um coeficiente de variagdo de
24,60%. A comparagdo dos coeficientes de variagao desses dois parimetros permite
considerar o tempo de geragdo como sendo uma caracteristica ligeiramente mais
varidvel do que a longevidade.

A curva média de desenvolvimento (Fig. 9) revela um periodo de crescimento
intenso durante as primeiras 24 h apds o nascimento, o qual comega a declinar a
partir do segundo dia de vida. Desse modo, o primeiro filhote de uma fémea amitica
nasce, em média, quase no final desse periodo de crescimento ativo, ou seja, por
volta de 22 h, conforme os resultados evidenciam. Portanto, pode-se afirmar que o
animal inicia seu periodo reprodutivo ainda em fase de crescimento e muitos dos
descendentes surgem antes que o final do crescimento dessa fémea seja atingido.

Os resultados obtidos sobre fecundidade mostram uma média de 17 + 0,33
descendentes fémeas por fémea amitica, enquanto que as fémeas miticas apresen-
tam uma média de 13 + 0,58 descendentes machos por fémea ou, se fertilizadas,
410,18 “resting-eggs” por fémea. Um estudo comparativo dos coeficientes de
variagdo entre ess&s parimetros revela que, pelo menos nas condi¢des do experi-
mento, a fecundidade das fémeas amiticas (CV = 25,30%) é uma caracteristica
bem menos varidvel que a das fémeas miticas e que, entre essas tiltimas, a produgdo
de ovos (CV=60,43%) é muito mais varidvel que a produ¢do de machos
(CV =42,54%).

Apesar de terem apenas cerca de 24% da fecundidade das fémeas amiticas, as
fémeas miticas fecundadas ocorrem, devendo pois manter um certo grau de hetero-
geneidade genética na populagao.

Birky (1968) encontrou de 12 a 21 odcitos em fémeas imaturas de A.
brightwelli e A. sieboldi, através de contagens diretas, e considera essa variagao
como devida a reais diferengas entre os animais ou mesmo a dificuldades que tais
contagens oferecem. Além disso, as fémeas de culturas com e sem alfa-tocoferol ndo
mostraram diferengas significativas no nimero de odcitos.

Segundo Buchner et al. (1965) o nimero de odcitos presentes no ovério de
uma fémea corresponde ao nimero maximo, potencial, de descendentes. Entre-
tanto, o numero real de descendentes estd na dependéncia de fatores como alimen-
tag@o e temperatura.



Andlises

Valores

Extremos

Freqiiéncia

Mixima
Média (X)
Desvio Padrao (s)

Coeficiente de

Variagao (CV)

Tempo de
geragao (H)

14 e 58

21-23

22,12%0,24

5,28

24,60%

QUADRO 1

Pardmetros reprodutivos de fémeas de Asplanchna sp.

Longevidade (H)

34 ¢ 160

90 — 99

90,30 £ 1,31

19,48

21,89 %

Parimetros
Fecundidade de fémeas

amiticas: descendentes/fémea

2e23

20

17 £0,33

4,40

25,30%

Fecundidade de fémeas miticas

Machos/fémea

2e2l

19

13%0,58

5,49

42,54%

Ovos/fémea

lel2

410,18

2,21

60,43%
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Para algumas fémeas amiticas, conforme evidenciado no Quadro 1, observa-se
um nimero mdximo de 23 descendentes, o que indica um nimero miximo de
odcitos acima do observado por Birky (1968) em contagens diretas.

Comparando-se a produgao média de fémeas por fémea amitica (17 £+ 0,33)
com a produ¢do média de machos per fémea mitica (13 % 0,58) ndo se verifica
uma grande diferen¢a. Contudo, a produ¢do média de ovos por fémea mitica difere
bastante tanto da produ¢@o média de descendentes fémeas por fémea amitica, como
da produgdo média de descendentes machos por fémea mitica. Aqui, ocorre um
resultado médio de 4 * 0,18 ovos por fémea, o que indica que apenas uma pe-
quena parcela do total de odcitos chega a ser fecundada e a se desenvolver. Isso
talvez possa ser explicado pelo préprio esquema de reprodugdo sexuada, adotado por
esses animais. Como ja mencionado anteriormente, a fecundag¢do ocorre apenas nas
primeiras horas de vida das fémeas miticas, o que pode limitar a taxa de fecundagio.
Segundo Buchner et. al. (1967) a bipotencialidade do odcito de Asplanchna, ou
seja, a sua capacidade de se transformar em macho (na auséncia de fecundagdo) ou
em ‘‘resting egg” (quando fecundado), nao dura mais que 4 h apds o nascimento da
fémea mitica. Apos esse periodo verifica-se um bloqueio total da fertiliza¢ao, sendo
que este bloqueio ocorre simultaneamente em todos os odcitos da mesma fémea.
Cerca de 80% das fémeas miticas sdo passiveis de fecundag@o ao nascer, permane-
cendo esta propor¢do por aproximadamente 45 minutos. Buchner et al. (1967)
sugerem que o processo para o bloqueio da fertilizag@o se inicia mesmo antes do
nascimento do animal.

Em um excelente estudo critico sobre a reprodugdo de rotiferos, Birky e
Gilbert (1971) evidenciam que a mixia geralmente ocorre, na natureza, em con-
cordincia com os picos de alta densidade populacional. Nessa ocasido, as fémeas
amiticas, reprodutivamente rdpidas, sdo substituidas por fémeas miticas e machos,
com a produg¢do de “resting-eggs”’, os quais levam algum tempo para eclodir. Esse
fato pode ser encarado como um mecanismo natural de controle populacional,
havendo entao um declinio da densidade da populag@o.

No presente experimento, as fémeas miticas fecundadas apresentam, em
média, apenas cerca de 24% da fecundidade das fémeas amiticas. Conforme de-
monstrado por Lewontin (1965), para espécies colonizadoras o principal fator
atuante sobre a taxa de crescimento populacional é o tempo de desenvolvimento
embriondrio. Entretanto, para os rotiferos em estudo pode-se também estimar, com
base nos resultados obtidos, uma certa influéncia dessa diferenga de fecundidade
das fémeas miticas e amiticas nos processos de flutuag¢des populacionais. Contudo,
esses resultados devem ser interpretados apenas de maneira comparativa, uma vez
que as condig¢Oes na natureza seriam diferentes das experimentais.

Birky (1964) cita a fecundidade, longevidade e a taxa de reprodugdo de
linhagens partenogenéticas de Asplanchna, dos Estados Unidos, como parametros
bastante varidveis, mesmo dentro de um clone. Segundo suas conclusoes, a taxa de
reprodugdo varia com o gendtipo, condigdes experimentais e fisiologicas. Encon-
trou desde rotiferos apresentando reprodu¢do quase nula, até extremos opostos
com a taxa reprodutiva de 0,061 fémeas/(hora x fémea), o que significa uma
duplicag¢do do niimero de fémeas, na cultura, em cerca de 15 horas. Dentro de suas
condigOes experimentais e utilizando Paramecium aurelia como principal fonte ali-
mentar, Birky (1964) obteve para as fémeas amiticas de A. brightwelli uma longe-
vidade média de 4 a S5 dias (mdximo de 9 dias) e uma fecundidade média de 5,6
descendentes por fémea (mdximo de 15). Para as fémeas miticas, obteve uma média
de 5,2 descendentes machos por fémea (mdximo de 10) e 2-3 “resting-eggs” por
fémea.
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Observa-se que, com exce¢do da longevidade e produg@o de ovos, os dados
obtidos no presente trabalho sdo bem mais elevados daqueles obtidos por Birky
(1964) sobre fecundidade das fémeas amiticas e miticas. Talvez esses resultados
possam ser explicados por diferencas existentes entre os meios de culturas emprega-
dos nos dois experimentos, uma vez que o meio de cultura aqui utilizado possi-
velmente apresentou uma maior variedade de matéria organica. Conforme o proprio
Birky verificou, a adi¢do de substincias orgdnicas no meio de cultura (1/2 a 2 gotas
de meio de cultura de tecido em 1 ml do meio normal de cultura) aumenta substan-
cialmente a taxa reprodutiva dos animais.

Outros parametros reprodutivos de Asplanchna sao compilados por Birky e
Gilbert (1971). Os resultados ali resumidos sobre a fecundidade e longevidade de
fémeas amiticas de A. brightwelli e A. sieboldi, a partir de alguns experimentos
daqueles autores, sao menos elevados que os obtidos no presente trabalho, enquan-
to que os dados sobre tempo de geragdo sao mais elevados.

Os resultados de Buchner et al. (1965) sobre fecundidade e longevidade de
fémeas amiticas de A. sieboldi, da Alemanha, sdo os que mais se aproximam dos
dados aqui obtidos. Os animais, mantidos a 22 C, apresentaram uma fecundidade
de 16,6 descendentes por fémea e uma longevidade, de 56 a 136 horas. Entretanto,
o tempo de gera¢do obtido foi também mais elevado (29,8 horas).

Assim, as diferen¢as observadas nos parametros reprodutivos do rotifero
Asplanchna sp. empregado no presente estudo, em relagao a dados pré-existentes na
literatura, podem ser devidas tanto s condigOes experimentais utilizadas como ao
comportamento de uma nova espécie, dentro desse género.
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Fig. 1. Fémea amitica de Asplanchna sp.: vista ventral (120 X) C = coroa de cilios,
CT = cuticula, E = embrido, ES = estdmago, G = glandula gistrica, M = mus-
culatura, P = pseudocele, V = viteldrio.

Fig. 2. Macho de Asplanchnasp.:vistaventral evidenciando as duas corcovas laterais — CL

(120 X).
Fig. 3.  Macho de Asplanchna sp: vista lateral (120 X).
B = bexiga, C = coroa de cilios, CD = corcova dorsal, OC = 4rgao copulador,

P = pseudocele, SD = vestigios do sistema digestivo, T = testiculo.

Fig. 4. Fémea de Asplanchna sp: vista ventral evidenciando a resposta BWO ou corcovas
laterais — CL (120 X).



BERTOLLO: Aspectos reprodutivos do Asplanchna 9




10 REVISTA DE BILOGIA TROPICAL

RESUMEN

Fueron estudiados algunos aspectos bioldgicos del rotifero Asplanchna sp. del
Brasil, mantenidos en el laboratorio, y fue determinada la curva media de desarro-
llo, estableciéndose las conexiones de esa curva con el tiempo medio de generacion
de las hembras amicticas, que fue de cerca de 22 horas. De este modo el primer
descendiente de una hembra amictica nacid, en promedio, casi al final de su
periodo de crecimiento activo.

También fueron hechos estudios sobre la longevidad de las hembras amicticas
y estudios comparativos sobre la fecundidad entre éstas y entre las micticas. Las
hembras amicticas presentaron una longevidad media de 90,30 horas y una fecundi-
dad média de 17 descendientes. Por otro lado, una hembra mictica produjo, en
promedio, 4 huevos cuando fecundada, o 13 machos en ausencia de fecundacion.
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