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RESUMO

Holoturoides como Holothuria (Halodeima) grisea possuem elevada importancia ecologica e
interesse econdémico, o0 que torna essencial o conhecimento sobre sua biologia reprodutiva afim
de subsidiar futuras propostas de manejo e conservacdo. O presente estudo avaliou diferentes
métodos de analise da condigdo reprodutiva (macro e microscopicos) dessa espécie em
Armacdo do Itapocoroy (Penha, SC) nas estacfes de primavera e verdo. Trinta e quatro
especimes foram coletados entre novembro/2022 e fevereiro/ 2023 (Licenca MMA/SISBIO
6821) e transportados até o Centro de Maricultura do CTTMAr (UNIVALI) onde foram
pesados, mensurados e dissecados para extracdo de gbnadas (analise histoldgica) e parede do
corpo (indice gonadal). Dados sobre a coloracdo, dimensdes dos tubulos gonadais (DTG),
descricdes dos estagios gametogénicos (EG) e biometria dos ovécitos (DM: didametro médio)
foram obtidos por observaces visuais, medi¢Ges sob microscopio estereoscopio e de
fotomicrografias dos preparados histoldgicos. A razdo sexual (RS) foi testada () e calculados
os indices gonadal (Peso Total - IGPT e da Parede do Corpo - IGPC) e o de maturidade (IM -
scores dos EG). Todos os dados quando testados estatisticamente (software R) utilizaram
ANOVA s bifatoriais (sexo e estacdo) adotando-se 5% de significancia. A RS total ndo diferiu
de 1:1sendo 107, 219 e 3 indeterminados (14,43 cm 2,16 cm e 116,04 g + 24,51). As gbnadas
apresentaram 11 padrdes de coloragdo com menor variabilidade cromatica nos individuos
maduros (fémeas: tonalidades rosadas e machos: bege e creme). O IGPC foi maior que o IGPT
com forte influéncia sazonal (valores maiores na primavera). Cinco estagios foram observados
(Proliferacéo ou “crescendo”, Prematuro, Maduro, Emissdo e P6s-desova) com predominancia
das fémeas nos estagios iniciais/intermediarios na primavera e 0s maiores valores do IM
associados aos estagios de emissdo (primavera) e pds-desova (verdo) para ambos 0s sexos. Um
total de 4.813 ovocitos (5,54<DM>105,68 um) foram mensurados e duas modas representativas
identificadas (17 e 58 um) para a construcao dos seguintes intervalos de tamanho: ovocitos em
crescimento (DM<17 um) e em vitelogénese (17<DM<58 um) e maduros (DM>58 um), com
os dois primeiros prevalecendo na primavera. Na populacdo de Armacéao de Itapocoroy foram
observadas mudangas na condicdo reprodutiva entre estacbes, com gonadas em
amadurecimento e maturacdo na primavera, € eliminacdo macica dos gametas até a exaustdo no
verdo confirmando dados pretéritos. Pequenas variagfes interanuais sd@o possivelmente
moduladas por fatores ambientais, que também contribuem para distingdes no fitness individual
observados. Quanto aos métodos utilizados aponta-se que embora as macroscopicas sejam Uteis

como ferramentas preliminares, elas se apresentam limitadas na assertividade, principalmente



se utilizadas isoladamente; desta forma € essencial a combinacao dessas metodologias. Indica-
se a utilizacdo do IGPC como ferramenta mais sensivel a biomassa gonadal e menos
influenciada por variagcGes metabdlicas e comportamentais. Salienta-se que a determinacdo das
dimensdes os tubulos gonadais (comprimento, didmetro e espessura) devem considerar 0
padrdo de crescimento e processos de reabsorcdo dos mesmos. Reafirma-se que a validagdo
histologica dos aspectos microanatémicos do tecido gonadico e a avalicdo temporal da
citometria ovocitaria (células a fresco) trazem maior precisao nas interpretacfes da condicdo
reprodutiva (e argumentacdes sobre as estratégias de historia de vida) nos estudos reprodutivos
em holoturoides.

Palavras-chave: Andlises Macro e Microscépica; Biologia Reprodutiva; Citometria; Estagios
Gametogénicos; Histologia Gonadal; Indice Gonadal (Gonadossomatico) e Ttbulos
Gonadais.



ABSTRACT

Holothuroids such as Holothuria (Halodeima) grisea are of high ecological importance and
economic interest, which makes knowledge about their reproductive biology essential in order
to support future management and conservation proposals. This study evaluated different
methods of analyzing the reproductive condition (macroscopic and microscopic) of this species
in Armacao do Itapocoroy (Penha, SC) during the spring and summer seasons. Thirty-four
specimens were collected between November 2022 and February 2023 (MMA/SISBIO License
6821) and transported to the CTTMAr Mariculture Center (UNIVALI), where they were
weighed, measured, and dissected for gonad extraction (histological analysis) and body wall
(gonadal index). Data on coloration, gonadal tubule dimensions (DTG), descriptions of
gametogenic stages (EG), and oocyte biometry (MD: mean diameter) were obtained through
visual observations, measurements under a stereoscopic microscope, and photomicrographs of
histological preparations. The sex ratio (SR) was tested (¥2) and the gonadal indices (Total
Weight - IGPT and Body Wall - IGPC) and maturity indices (IM - EG scores) were calculated.
All data, when tested statistically (R software), used two-factor ANOVAs (sex and season)
adopting 5% significance. The total SR did not differ from 1:1, with 103, 219, and 3
indeterminate (14.43 cm = 2.16 cm and 116.04 g + 24.51). The gonads presented 11 color
patterns with less chromatic variability in mature individuals (females: pink tones and males:
beige and cream). The IGPC was higher than the IGPT with a strong seasonal influence (higher
values in spring). Five stages were observed (Proliferation or “growing,” Premature, Mature,
Emission, and Post-spawning) with a predominance of females in the early/intermediate stages
in spring and the highest IM values associated with the emission (spring) and post-spawning
(summer) stages for both sexes. A total of 4,813 oocytes (5.54<DM>105.68 pm) were measured
and two representative modes identified (17 and 58 um) for the construction of the following
size ranges: growing oocytes (DM<17 um) and in vitellogenesis (17<DM<58 um) and mature
(DM>58 um), with the first two prevailing in spring. In the Armacéo de Itapocoroy population,
changes in reproductive condition were observed between seasons, with gonads maturing in
spring and massive elimination of gametes until exhaustion in summer, confirming previous
data. Small interannual variations are possibly modulated by environmental factors, which also
contribute to the observed distinctions in individual fitness. Regarding the methods used, it
should be noted that although macroscopic methods are useful as preliminary tools, they are
limited in their accuracy, especially when used in isolation; thus, it is essential to combine these

methodologies. The use of IGPC is recommended as the most sensitive tool for gonadal biomass



and the least influenced by metabolic and behavioral variations. It should be noted that the
determination of the dimensions of the gonadal tubules (length, diameter, and thickness) must
consider their growth pattern and reabsorption processes. It is reaffirmed that histological
validation of the microanatomical aspects of gonadal tissue and temporal evaluation of oocyte
cytometry (fresh cells) provide greater accuracy in the interpretation of reproductive status (and

arguments about life history strategies) in reproductive studies in holothurians.

Keywords: Macroscopic and Microscopic Analysis; Reproductive Biology; Cytometry;
Gametogenic Stages; Gonadal Histology; Gonadal (Gonadosomatic) Index and Gonadal

Tubules.
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1. INTRODUCAO

Os equinodermos destacam-se entre o0s invertebrados marinhos pela diversidade
morfolégica, ampla distribuicdo geogréfica e relevante papel ecoldgico, englobando classes
como Asteroidea (estrelas-do-mar), Ophiuroidea (ofiurdides), Crinoidea (crinoides),
Echinoidea (equindides) e Holothuroidea (holoturdides). Esses organismos ocorrem desde
ambientes costeiros rasos até grandes profundidades oceédnicas. A maioria das espécies
apresenta sexos separados (didicos) e auséncia de dimorfismo sexual. (ABDEL-RAZEK et al.,
2005; XAVIER, L. A. R., 2010; BUENO et al., 2018).

A classe Holothuroidea, que compreende os pepinos-do-mar, reine mais de 1.600 espécies
distribuidas em 25 familias e sete ordens, das quais aproximadamente 50 ocorrem no Brasil
(OLIVEIRA, 2005; BUENO et al., 2018; PRATA et al., 2024). Esses organismos apresentam,
como caracteristica distintiva, simetria bilateral na fase adulta e endoesqueleto reduzido,
modificado em um anel calcério constituido por placas e ossiculos, conferindo ao corpo textura
mole e flexivel (NAVARRO, 2012; MARTINS, 2012) Apresentam habito predominantemente
bentbnico, com baixa mobilidade, e capacidade de reproducéo tanto sexuada quanto assexuada;
em muitas espécies, a liberagdo de gametas diretamente na coluna d’agua constitui o principal

modo reprodutivo (ARSAD et al., 2017).

Do ponto de vista ecoldgico, os holoturoides desempenham papel fundamental na fauna
bentbnica, atuando como importantes bioturbadores em habitats de fundo inconsolidado, onde
contribuem para a ciclagem de nutrientes e a estruturacdo do sedimento (VERGARA-CHEN et
al, 2015; PRATA et al., 2024). S8o reconhecidamente sensiveis tanto a estressores naturais
quanto as pressdes antropicas (ABDEL-RAZEK et al., 2005). Além de sua importancia
alimentar e ecoldgica, esses organismos sdo utilizados na medicina tradicional oriental e na
atualidade vem despertando crescente interesse cientifico no que tange as propriedades
farmacologicas associadas a moléculas bioativas com atividades antibacterianas, antifungicas e
antitumorais (PASQUINI et al 2022; BAHIDA et al, 2022; MIRANDA e TAVARES, 2024;
MIRANDA et al., 2025; TAVARES et al., 2025).

A classe reune ainda dezenas de espécies exploradas comercialmente em todo o mundo e o
maior volume das pescarias concentram-se em espécies tropicais dos géneros Parastichopus,
Stichopus, Isostichopus, Holothuria, Actinopyga, Bohadschia e Thelenota (TORAL-GRANDA
et al., 2008; PEREIRA, 2017; PONTE e FEITOSA et al., 2019; PRATA et al., 2024). Os



principais produtos sdo parede do corpo cozida e/ou desidratada (conhecidas como “béche-de-
mer", (13
“iriko” e “kuchiko”) (MIRANDA e TAVARES, 2024; MARTINS et al., 2025). Devido a suas

dimensdes, a parede do corpo apresenta a maior disponibilidade de biomoléculas e o elevado

trepang”, ou “hai-some”) e as gonadas e/ou musculatura processadas (‘“konowata”,

teor proteico deste compartimento gera uma demanda exorbitante nos mercados asiaticos que
sustenta redes comerciais internacionais de cerca de uma centena de paises (VERGARA-CHEN
et al, 2015; BAHIDA et al, 2022; MARTINS et al.; 2025). Esse cenério elevou a demanda
global e, consequentemente, a exploracdo da atividade pesqueira desses organismos cuja
sobrepesca vem sendo relatada desde o final do século XX (CONAND e BYRNE, 1993;
GUISADO et al, 2012; ROBINSON e LOVATELLLI, 2015; PONTE e FEITOSA et al., 2019;
RUPP et al., 2021).

A vulnerabilidade das populacdes de pepinos-do-mar em todo mundo é representada
principalmente pelo baixo recrutamento e reproducdo dependente da densidade e que tem
colapsado diversos estoques naturais (RAMIREZ-GONZALEZ et al., 2020; VENANCIO et al,
2022; PURCELL et al, 2023; MARTINS et al., 2025). Estudos sobre a reproducdo de
invertebrados marinhos, como os holoturoides sdo uma importante fonte de informacéo para a
potencial exploragdo sustentavel desses recursos, proposicdo de planos de manejo, épocas de
defeso e mesmo para analisar o potencial uso de novas espécies tanto nas pescarias quanto
producdo aquicola (MUTHIGA et al., 2008; BUENO et al., 2015; RUPP et al., 2021).

No Brasil a espécie Holothuria (Halodeima) grisea Selenka, 1867 distribui-se sob um
extenso gradiente latitudinal e suas densidades populacionais sdo altamente varidveis em
substratos rochosos e areno-rochosos de areas rasas (MENDES et al., 2006; BUENO et al.,
2015; LEITE-CASTRO et al., 2016; RUPP et al.,2021; RUPP et al., 2024). O conhecimento
sobre a reproducdo de H. (H.) grisea no pais data de menos de uma década e esta concentrado
em apenas duas populacdes na regido sul (Parana e Santa Catarina) (BUENO et al., 2015;
TAVARES et al., 2025; MIRANDA et al., 2025.) e uma no Nordeste (Ceara) (LEITE-CASTRO
et al., 2016). De modo geral os individuos dessas populacdes exibem picos de liberagdo de
gametas nos meses mais quentes do ano e uma reducdo da atividade do inverno até o inicio da
primavera. O desenvolvimento larval é planctonico (inferior a 20 dias) e bifasico, em condicdes
de laboratorio o recrutamento e a fase jovem (comprimento < 8 cm) séo atingidos em cinco
meses (MARQUES, 2016; RUPP et al., 2021). A maturidade sexual pode ocorrer acima dos
13 cm de comprimento total (MARTINS et al., 2025).



Embora H. (H.) grisea ainda ndo integre formalmente o mercado pesqueiro no Brasil, 0
comércio de centenas a toneladas de individuos € generalizado ao longo da costa, de modo
predominantemente ilegal e com inimeras lacunas regulatérias (SOUZA JR et al., 2017;
PONTE e FEITOSA et al, 2019; RUPP e MARENZI, 2021; AQUINO-SOUZA, 2023
MARTINS et al., 2025). Iniciativas em cultivos experimentais, visando uma futura producéo
sustentavel e principalmente a conservacdo dos estoques naturais ainda é incipiente no pais
(RUPP et al., 2021).

Nesse contexto, a transi¢cdo de um recurso potencial para uma exploragdo manejada de forma
sustentavel exige, obrigatoriamente, o dominio de sua biologia reprodutiva. Diversos métodos
sdo utilizados na avaliacdo da reproducdo dos holoturoides sendo ampla também a discussdo
sobre a assertividade das ferramentas na determinacéo das condi¢des in situ e entre localidades
(RUPP et al., 2024; RUPP et al., 2025; TAVARES et al., 2025). A combinacao de técnicas como
a avaliacdo da participacdo das gbnadas sobre o peso animal (indice gonadossomatico ou
Gonadossomatico), a caracterizacdo de aspectos relacionados a cor, didmetro ou espessura e
comprimento dos tubulos gonadais, as andlises histoldgicas para a descricdo dos eventos
gametogénicos e determinacdo do status de maturidade (Iindice de Maturidade), além da
avaliacdo citométrica da populacdo ovocitaria integram um conjunto robusto se utilizados de

modo combinado em prol da temética apresentada.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes métodos
macro e microscopicos nos meses de maior condicdo reprodutiva (primavera e verdo) da
populacdo de H. (H.) grisea na Armacdo do Itapocoroy (municipio de Penha, SC) trazendo
ainda um panorama argumentativo sobre as ferramentas utilizadas nos estudos sobre

reproducdo no género Holothuria.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

Armacéo do Itapocoroy esta localizada no municipio de Penha (Fig. 1), no setor costeiro
centro-norte do estado de Santa Catarina, sul do Brasil (26°46°10>> S e 48°49°10°> W). E uma
baia protegida com 6,7 kmz2 de extensao, profundidade maxima de 15m, e um tempo de descarga

de maré de 3,6 dias. Apresenta baixo hidrodinamismo composta por leito rochoso suavemente



inclinado e um fundo arenoso composto por sedimentos grosseiros (BAIXO, 2015; VANZ et
al., 2018; RUPP et al., 2021). O clima regional é classificado como Cfa, de acordo com Kdppen-
Geiger (clima subtropical imido ou clima temperado [C], chuvoso durante todo o ano [f] com
verdo quente [a]) (ALVARES et al., 2013).
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Figura 1 — Mapa de localizagdo da area de coleta dos espécimes na Armacéo do Itapocoroy, municipio

de Penha, Santa Catarina, Brasil Fonte: autores (2024).

2.2 Procedimentos de Campo

As coletas dos espécimens de H. H. grisea foram realizadas por meio da Licenca
MMA/SISBIO n° 6821, emitida em nome de Guilherme Sabino Rupp, pesquisador da Empresa
de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) referente a projeto de
pesquisa em parceria com a Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI), financiada pela
Fundagdo de Amparo & Pesquisa e Inovacdo do Estado de Santa Catarina (FAPESC) - Chamada
Universal n® 12/2020.

Um total de 34 exemplares foram cedidos para a execugédo do presente estudo em campanhas
de amostragem nos meses de novembro de 2022 (n=14; coleta de primavera) e fevereiro de
2023 (n=20; coleta de verdo). Os organismos foram coletados manualmente por busca ativa na
regido do entremarés, em areas de substrato rochoso-arenoso, selecionando-se aqueles que

apresentavam maior tamanho em estado de relaxamento. A seguir, 0s espécimes foram



transportados para o Centro de Maricultura do CTTMar (UNIVALI/SC), e entdo anestesiados
em solucdo de cloreto de magnésio a 7% diluido em agua do mar por algumas horas antes do

processamento.

2.3 Procedimentos laboratoriais

No CTTMar cada exemplar foi submetido aos procedimentos propostos por Rupp et al.
(2021). Apds a identificacdo individual, os organismos foram anestesiados em solucédo de
cloreto de magnésio diluida em dgua marinha (7 mg/L). A seguir foi mensurado o comprimento
total utilizando uma régua graduada (mm) e o peso umido foi determinado em balanca digital
Quimis BG 400 (0,001 g).

Com a confirmacéo da perda do tbnus muscular e da auséncia de resposta a estimulos tateis
foi realizada a dissecacdo para remocao dos 6rgaos. Durante essa etapa foram obtidos o peso
da parede do corpo (g) e peso Uumido das gbnadas (g), com o registro do(s) padréo(des) da

coloracdo das gbénadas in natura.

Os tufos de tubulos gonadais foram dispostos em uma placa de Petri, com escala graduada
(mm), organizados de forma alinhada para melhor visualizagédo. Sob iluminagéo de LED branca
e com o auxilio de um microscopio estereoscopico, foram registrados em média trés campos

por exemplar.

Para a obtencdo do diametro (mm) dos tubulos gonadais, uma linha horizontal foi tracada
para orientar a sequéncia de mensuragdo (Figura 2), visando registrar as medidas préximas a
primeira bifurcacdo dos tubulos individuais, a fim evitar medicdes repetidas. Em média foram
mensurados 12 tubulos por tufo gonadal. O didametro de cada tabulo foi obtido através da
medida do eixo perpendicular com o auxilio do programa ImageJ (Fiji), e, posteriormente
calculada a média dos didmetros para cada individuo.



Figura 2 —Procedimento de mensuracdo do diametro dos tlbulos gonadais. (A) Registro da mensuracéo

dos tGbulos sob estereomicroscépio, utilizando papel milimetrado como referéncia de escala; (B)
Ampliacdo de um tGbulo gonadal maduro para mensuragdo do didmetro (mm). A linha azul tracejada
indica a orientacdo da sequéncia de mensuragdo, enquanto as linhas vermelhas representam as medidas

realizadas. Escala: 0,5 cm Fonte: autores (2024).

Apdbs o processamento inicial e os registros fotograficos, as gbnadas foram devidamente
acondicionadas em frascos plasticos com solucdo fixadora de formalina 10% para posterior
processamento no Laboratorio de Biologia Marinha (LABMAR) na Universidade Estadual do

Parana - campus de Paranagua (PR).

2.4 Procedimentos histol6gicos

Apos a fixacdo do orgdo (cerca de 48 horas) os tlbulos gonadais foram conservados em
solucdo de alcool 70%. Porcdes do tecido foram retiradas e submetidas a uma sequéncia
crecente de imersdes em etanol para desidratacdo, seguida de xileno para diafanizacdo e
posterior impregnacao com parafina a 65° C por 12 horas. Os cortes histolégicos (5 pum) foram
realizados em micrétomo rotativo manual (tipo Minot), e posteriormente corados com solucao
de Hematoxilina e Eosina (HE) (TAVARES et al., 2025).



2.5 Sexagem microscépica e citometria

Os preparados histolégicos foram observados e fotografados com o auxilio de um
microscopio optico de luz (Olympus® CX43) equipado com sistema de captura de imagem
(software EP50v). Em média foram registrados seis campos visuais de cada lamina/animal. A
sexagem dos individuos e a identificacdo estagios gametogénicos seguiu 0S critérios
estabelecidos para a mesma populacdo em Tavares et al, 2025. O diametro dos gametas
femininos (odcitos integros) foi obtido através da medida dos eixos perpendiculares utilizando
programa de processamento de imagem ImageJ-Fiji (detalhes em TAVARES et al, 2025).

2.6 Analises Estatisticas

A proporcao tedrica de sexo 1:1 foi testada (fémea: macho) por meio do teste Qui- quadrado
(x) considerando a amostra total no periodo do estudo. Os padrdes de coloragdo (por sexo e
estacdo) foram tabulados e transformados em frequéncia relativa (%) para a construcdo dos

graficos comparativos.

As analises relativas indice gonadossomatico e o didmetro dos tubulos foram avaliadas
utilizando Anova bifatorial (fatores sexo e estacdo). O indice gonadossomatico (IG) foi
calculado a partir das seguintes equacdes: IGPT = (peso umido das gbnadas X peso umido
total)/100 e IGPC = (peso Umido das gbnadas X peso Uumido da parede do corpo)/100
(TAVARES et al, 2025). Os dados do IGPT e IGPC foram analisados por meio de uma ANOVA.

A frequéncia de estagio foi determinada com base na proporcao de gdnadas em cada fase do
desenvolvimento gametogénico, conforme a classificacdo proposta por Tavares et al (2025).
Cada estagio foi expresso em porcentagem e apresentado por sexo e estacdo. O indice de
Maturidade (IM) foi calculado pela formula M1 = X (ni x si)/N para a determinagéo de um score
reprodutivo (por sexo e estagdo) de acordo com Navarro et al (2012), Benitez-Villalobos et al,
(2013). Onde: n; = numero de individuos em cada estagio, s; = pontuagdo atribuida a esse

estagio, N = numero total de espécime coletados por més.

Os intervalos das classes do diametro médio (DM) foram calculados pela regra de Sturges
(Sturges, 1926) e as frequéncias relativas das classes de tamanho foram plotadas em um grafico
de distribuicdo por estacdo. As principais coortes foram identificadas usando o método

Bhattacharya (software FISAT Il - Ferramentas de Avaliacdo de Estoques Pesqueiros da FAO-



ICLARM, 1.2.2) (Sparre e Venema, 1997). O método foi utilizado para analisar a progressdo
modal e determinar as coortes representativas de DM ao longo do tempo e, subsequentemente,
delimitar os intervalos caracteristicos dos estagios de oogénese (BENITEZ-VILLALOBOS et
al., 2013; TAVARES et al., 2025; MIRANDA et al., 2025).

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R versdo 4.4.2 (2024-10- 31) (R.
CORE TEAM, 2024), e as diferencas foram consideradas significativas ao nivel de 5% (p-valor
< 0,05).

3. RESULTADOS

A sexagem (identificacdo por meio das observacfes microscopicas dos preparados
histoldgicos) dos 34 exemplares de H. (H.) grisea coletados, distinguiu 10 machos (38,2%), 21
fémeas e 3 indeterminados (3,0%). A analise da proporcdo sexual ndo diferiu de 1:1
(X(1,34)=1,48;p=0,2).

O comprimento total dos individuos analisados (quadro 1) apresentou média de 14,43+2,16
cm, (10 a 19,4 cm). O peso médio total registrado para os exemplares foi de 116,04+ 24,51
(189,62 a 81,79).

Quadro 1 — Média dos parametros biométricos por estacdo do ano e sexo de Holothuria

(Halodeima) grisea coletados na Armacéo do Itapocoroy, Penha, Santa Catarina, Brasil.

Média do peso Média do Sexo Estacao
comprimento
108,54 + 24,68 14,00 +£ 1,84 F
Primavera

112,69 £ 31,45 13,50 + 2,02 M

102,57 + 32,80 15,80 £ 2,29 F

112,16 + 14,46 14,00 + 2,84 M Verdo
116,55 + 18,09 1450 £ 0,71 |

Foram registrados um total de 11 padrbes de coloracdo com fémeas apresentando maior
frequéncia de tonalidades rosadas, e machos com maior associagdo a coloragdes bege e creme

(Figuras 3 e 4). Na primavera, observou-se um padrdo mais homogéneo de coloragdo. Todas as



fémeas apresentaram coloracdo rosa salmdo (100%), enquanto todos os machos foram

classificados como creme (100%), ndo havendo registro de outras categorias cromaticas.

No verdo, os padrdes de coloragdo apresentaram distingdes entre sexos; as fémeas exibiram
maior diversidade cromética, com predominancia da coloracao rosa (41,7%), seguida por bege
e rosa/translucido (ambas com 16,7%). Nos machos, a coloracdo bege foi mais frequente (40%),
enguanto ciano/creme, creme e transltcido apresentaram frequéncias semelhantes (20% cada).
Os individuos indiferenciados concentraram-se principalmente nas categorias ciano/creme
(66,7%) e creme (33,3%).
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Figura 3 — Frequéncia relativa dos padrdes de coloracdo da gbnada por sexo (fémeas, machos e
indeterminados) e estacdo do ano em Holothuria (Halodeima) grisea coletados na Armacdo do
Itapocoroy, Penha, Santa Catarina, Brasil.



Figura 4 — Registros macroscépicos das gonadas de Holothuria (Halodeima) grisea obtidos sob

estereomicroscopio, evidenciando diferentes categorias de coloracdo de espécimes coletados na
Armacéo do ltapocoroy, Penha, Santa Catarina, Brasil. (1) Rosa salméo; (2) Ciano/creme; (3)
Ciano/rosa; (4) Rosa translicido; (5) Rosa; (6) Creme; (7) Vérias; (8) Rosa translucido; (9)
Ciano. As imagens apresentadas representam 8 das 11 categorias de coloracdo identificadas no

estudo.

O diametro médio dos tubulos (figura 5) oscilou entre 0,019 mm a 0,238 mm (0,076+0,033
mm). As diferencas entre os sexos foram significativas (F(2,978)=19,47;p<0,0001), com as
fémeas apresentando as maiores dimensdes (0,084+0,037 mm) em compara¢do aos machos
(0,067+0,024 mm). N&o foram detectadas diferencas na interacdo entre sexos e estacdes.
(F(1,935)=0,002;p=0,88).
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Figura 5 — Distribui¢do do didmetro dos tibulos gonadais (mm) por sexo (indiferenciado, macho
e fémea) em Holothuria (Halodeima) grisea coletados na Armacdo do Itapocoroy, Penha, Santa

Catarina, Brasil

As variacdes do Indice Gonadossomatico (IG) foram analisadas sob duas perspectivas: a
influéncia sazonal (considerando o Peso Total — IGPT e o Peso da Parede do Corpo — IGPC, este
ultimo apenas para os dados de verdo de 2023), e entre denominadores (Peso Total vs. Parede do
Corpo - IGPC).

A analise do investimento reprodutivo revelou uma forte influéncia sazonal sobre o IGPT
(Figura 6). A ANOVA bifatorial (estacdo e sexo) demonstrou que apenas a estagdo do ano é o
fator preponderante no desenvolvimento das génadas (F1,29=22,66;p<0,001), com 0s maiores
valores registrados na primavera (média de 4.00 % + 1.79 n=14) em relacdo ao verdo (média de
1.54% + 1.06). Nao foi observada interacdo significativa entre sexo e estacdo (F1,29
=0,44;p=0,05; n=20), indicando um padrdo de maturacao sincronizado. O fator sexo também néo

apresentou interacdo significativa (F2,29=2,90;p=0,07).
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Figura 6 — Variacdo do indice gonadossomatico baseado no peso total (IGPT) entre as estagGes
do ano em Holothuria (Halodeima) grisea coletados na Armacédo do Itapocoroy, Penha, Santa
Catarina, Brasil

Adicionalmente, apenas para os espécimes coletados em fevereiro de 2023, comparou-se a
sensibilidade do uso de diferentes denominadores no calculo do indice (IGPT vs. IGPC) (figura
7). O IG calculado com base na parede do corpo (IGPC) foi superior ao calculado pelo peso total
(IGPT) (F1,34=9,23:p=0,004), apresentando médias de 3,5+2,46 e 1,6+1,04, respectivamente. E
importante ressaltar que, independentemente da métrica utilizada, ndo foram observadas
diferencas entre 0s sexos para o periodo amostrado (p>0,05).
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Figura 7 — Comparag&o entre o indice gonadossomatico baseado no peso total (IGPT) e o indice
gonadossomatico baseado no peso da parede corporal (IGPC) por sexo (machos e fémeas) em
Holothuria (Halodeima) grisea coletados na Armacdo do Itapocoroy, Penha, Santa Catarina,

Brasil.

Na diagnose dos eventos gametogénicos foram observados cinco estagios para fémeas e
machos (Proliferacdo, Prematuro, Maduro, Emissdo e Pds-desova) com base na arquitetura dos
tibulos, o grau de ocupacdo de gametas no limen, a presenca de células fagocitarias, a

quantidade e o crescimento/amadurecimento dos gametas.

A distribuigéo percentual dos estagios de desenvolvimento gonadal variou entre as estagdes
analisadas (Figura 8). Na primavera de 2022, observou-se predominancia de individuos em
estagios iniciais e intermediarios do ciclo reprodutivo. As fémeas apresentaram maior
frequéncia no estagio prematuro (55,6%), seguido por emisséo (33,3%) e proliferacdo (11,1%).
Entre os machos, o estdgio maduro foi predominante (60%), seguido pelos estagios prematuro
e emissdo, ambos com aproximadamente 20%. N&o foram registrados individuos nos estagios

pos-desova e esgotado para nenhum dos sexos durante esse periodo.



No verdo de 2023, houve um deslocamento do padrdo para estdgios mais avancados do
desenvolvimento gonadal. As fémeas concentraram-se nos estagios emissdo (41,7%) e pos-
desova (41,7%), enquanto o estdgio crescendo representou cerca de 16,7%. Os machos
apresentaram distribuicdo mais homogénea, com registros nos estagios proliferacdo (20%),
prematuro (20%), emissdo (40%) e pos-desova (20%). Houve a ocorréncia de individuos
classificados como esgotados, representados exclusivamente por individuos de sexo
indeterminado (100%). O estagio maduro nao foi observado nesse periodo. Os maiores valores

do Indice de Maturidade (IM) para as fémeas ocorreu no vero, e para 0s machos na primavera.
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Figura 8 — Indice de maturidade e frequéncia relativa dos estagios de desenvolvimento gonadal
(GDS) por sexo, registrados na primavera de 2022 e no verdo de 2023, em Holothuria (Halodeima)

grisea coletados na Armacéo do Itapocoroy, Penha, Santa Catarina, Brasil.

Foram mensurados 4.813 ovacitos, com didmetros variando de 5,54 a 105,68 um com duas
modas representativas: 17 ¢ 58 um. A evolucdo do gameta feminino desse modo pode ser

categorizada nos intervalos crescimento (DM<17 pum), em vitelogénese (17 < DM <8 um) e

maduro (DM>58 pum).



Na primavera a maioria dos ovocitos estdo em amadurecimento (65%), com poucos
elementos maduros (19%) ou em crescimento (13,5%) com elevado numero de gametas
(n=4047 células) intensa producdo. No verdo ha uma acentuada queda no nimero de gametas
(n=766) onde cerca de metade dos ovdcitos ainda se encontram em vitelogénese (47,5%); as
proporcbes de gametas maduros (28,2%) e em crescimento (24,2%) aumentam

consideravelmente em relacdo a estacdo anterior (figuras 9 e 10).
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Figura 9 — Distribuicdo da frequéncia do didametro médio dos ovocitos de Holothuria (Halodeima)
grisea durante a primavera de 2022, na Armacdo do ltapocoroy, Penha, Santa Catarina, Brasil. As
linhas verticais indicam os limites entre as classes associadas aos diferentes estagios de

desenvolvimento ovocitario.



Fevereiro 2023 (n=766)
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Figura 10 — Distribuicdo da frequéncia do diametro médio dos ovocitos de Holothuria
(Halodeima) grisea durante o verdo de 2023, na Armacdo do Itapocoroy, Penha, Santa Catarina,
Brasil. As linhas verticais indicam os limites entre as classes associadas aos diferentes estagios de

desenvolvimento ovocitario

4. DISCUSSAO
Condicao reprodutiva de Holothuria (Halodeima) grisea

Entre os periodos analisados foram observadas mudancas nas condi¢cdes reprodutivas dos
individuos da populacdo de Armacdo de Itapocoroy. A expressiva presenca de gbnadas em
amadurecimento e maturacdo na primavera (novembro de 2022) reforca informacdes pretéritas
que consideram a estacdo um periodo preparatério do ciclo reprodutivo, caracterizado por
investimento energético para o crescimento celular e vitelogénese (nas fémeas) antes da
eliminagdo macica dos gametas no verdo (BUENO et al., 2015; LEITE-CASTRO et al., 2016;
MIRANDA et al., 2025; TAVARES et al., 2025).

Por sua vez no final da estacdo subsequente (marco de 2023) a maior parte dos organismos
encontravam-se eliminando seus gametas ou ja no final desse processo, e a presenca de
individuos indeterminados (classificados como esgotados) aponta para sinais de exaustdo da
atividade reprodutiva (MEZALI et al., 2014; BUENO et al., 2015; LEITE-CASTRO, 2016).



Processos de reabsorcdo das gbnadas que inviabilizam a diferenciagdo sexual sucedendo ou
concomitantes ao estagio pos-desova sdao comuns dentre os Aspidochirotida (RAMOFAFIA et
al., 2000; RASOLOFONIRINA et al., 2005; GAUDRON et al., 2008; ARSAD et al., 2017).

Deste modo reitera-se que o maior (sendo 0 mais importante) periodo reprodutivo de H. (H.)
grisea nesse trecho da costa catarinense ocorreu entre dezembro a fevereiro. Na avaliacdo
pretérita (2019 e 2020) da mesma populacdo feita por Tavares et al. (2025) a atividade se
prolongou até maio e portanto especula-se a existéncia de pequenas varia¢fes interanuais na
extensdo (mas ndo na periodicidade), possivelmente modulado por fatores ambientais como a
disponibilidade tréfica (recursos energéticos) (MARQUET et al., 2017; VENANCIO et al.,
2022).

Esse cenario pode justificar também diferencas no fitness individual, quando observados 0s
registros de comprimento total e peso Umido total (menores) e participacdo em peso das gdbnadas
(maiores) no periodo anterior (2019 e 2020), o que sugere compromissos de transferéncia de
recursos (trade-offs) entre os compartimentos somatico e o reprodutivo (BENITEZ-
VILLALOBOS et al., 2013, AVILA-POVEDA et al., 2022).

Analises macroscopicas — cor e dimensdo dos tubulos gonadais

A coloracdo das gbnadas dos holoturoides é amplamente utilizada como ferramenta
macroscopica preliminar da sexagem e do estado reprodutivo dos individuos. As relacfes
observadas entre coloracdo dos tGbulos, maturidade do 6érgdo e sexo (gbnadas femininas
predominantemente rosadas e masculinas em tons bege ou creme) corroboram os padrbes
descritos para o género Holothuria (DESPALATOVI et al., 2004; BUENO et al., 2015; LEITE-
CASTRO et al., 2016; ARSAD et al., 2017; RUPP et al., 2021).

A maior homogeneidade nos padrdes de colora¢do do 6rgdo coincidem com momentos no
ano de grande sincronia no desenvolvimento gonadal entre individuos e sexos
(DESPALATOVI et al., 2004; BUENO et al., 2015; LEITE-CASTRO et al., 2016; TAHRI et
al., 2019; TAVARES et al., 2025). NO presente estudo a diversidade cromatica na primavera
— especialmente entre as fémeas — revela a coexisténcia de diferentes estagios gametogénicos

na populagéo, em oposicédo ao final do verao.

Apesar de sua utilidade para triagens em campo, a coloragdo gonadal apresenta limitacdes

evidentes, sobretudo nos periodos de maior heterogeneidade reprodutiva (MARQUET et al.



2017; MIRANDA e TAVARES, 2024; MIRANDA et al., 2025.) e se utilizada de forma isolada
(PASQUINI et al., 2022). Contudo essas observacgdes visuais ndo devem ser descartadas, mas
sim aprimoradas. O uso de equipamentos como o colorimetro digital (sistema CIELAB) foi
proposto por Pasquini et al. (2019) e a padronizacdo por meio de escalas cromaticas existentes
foram sugeridas por Miranda e Tavares (2024) e Miranda et al. (2025) e podemassim reduzir a
subjetividade da classificacdo visual. Quando associada as descricdes microscopicas e ao indice
gonadossomatico, as descri¢des de cores dos tubulos gonadais dos pepinos-do-mar desempenha
papel relevante como ferramenta inicial de triagem, especialmente em estudos aplicados ao
manejo de populacgdes naturais e cultivo (RUPP et al., 2021; TAVARES et al., 2025).

Outra métrica usual em holoturoides é a determinacdo das dimensGes macroscopicas dos
tubulos gonadais (p. ex. espessura ou diametro e comprimento); descri¢cbes sobre o arranjo
anatdmico (padrdo de ramificacdo ou dicotimizacdo) sdo indicadores estruturais do
desenvolvimento reprodutivo e informagdes quanto a consisténcia e opacidade também
agregam elementos (ainda que subjetivos) para um panorama mais detalhado da condigéo
reprodutiva dos individuos (MUTHIGA et al., 2009; BENITEZ-VILLALOBOS et al., 2013;
BUENO et al., 2015; LEITE-CASTRO et al., 2016; MIRANDA et al., 2025).

Importante salientar que uma das principais limitagcdes na determinacéo do comprimento dos
tibulos é a variabilidade no padréo de crescimento dos tubulos (Modelo de Recrutamento de
Tubulos em SMILEY, 1988) descritos para algumas espécies de holoturoides. Segundo alguns
autores a detec¢do de células germinativas é dependente do tamanho do tabulo (HAMEL et al.,
1993; RASOLOFONIRINA et al., 2005; MERCIER e HAMEL, 2009; DEMEULDRE e
EECKHAUT, 2012) e a absor¢do ou ndo dos tibulos gonadais apds a eliminacdo de gametas
podem gerar interpretacdes erréneas (ASHA e MUTHIAH, 2008; GAUDRON et al., 2008;
MARQUET et al., 2017; MIRANDA et al., 2025; TAVARES et al., 2025)

De modo geral as maiores dimensdes estdo associadas aos estagios de maturagcdo e emissao
de gametas e 0os menores a pds-desova. Dimensdes intermediarias a grandes também poder ser
registradas em estagios de recuperacéo e inicio da gametogénese onde processos de alocacao
de recursos contribuem para o maior desenvolvimento da parede tubular (CARBONI et al.,
2013; TAVARES e MIRANDA, 2024; MIRANDA et al., 2025). Diferencas entre sexos e as
dimensdes dos tubulos variam entre espécies, sendo comum registros tubulos femininos

maiores, como provavel resposta a elevada demanda energética em prol da oogénese



(RASOLOFORINA et al., 2005; BAHIDA et al., 2022; MIRANDA e TAVARES 2024,
TAVARES et al., 2025).

Para H. (H.) grisea as dimens@es dos tubulos (didmetro ou espessura) descritas no presente
estudo (Santa Catarina), por LEITE-CASTRO et al., 2016 e MIRANDA et al., 2025 (Parand)
(Ceara) diferenciam grosseiramente na métrica utilizada, o que evidencia a necessidade de

padronizacdo para que comparacdes sejam possiveis entre as populacdes no pais.

Nos resultados do presente estudo a auséncia de interacdo entre sexo e estagdo do ano com
relacdo ao didmetros dos tdbulos gonadais de H. (H.) grisea reforga a interpretacdo de que
embora seja uma ferramenta sensivel para indicar o grau de desenvolvimento gonadal deve
interpretada de forma integrada a analise histoldgica (SANTOS et al., 2015; RAMOS-
MIRANDA et al., 2017 TAVARES et al., 2025), atuando como parametro complementar na
caracterizacdo do ciclo reprodutivo pelo menos nessa espécie.

Indices fisiolégicos — indice gonadossomatico ou gonadossomatico (IG ou 1GS)

A avaliacdo do indice representa uma ferramenta corriqueira nos estudos de reproducdo dos
equinodermos e muitas vezes utilizada exclusivamente para inferir padrGes sazonais de
investimento gonadal e sincronizacdo reprodutiva (TAVARES e BORZONE, 2006; MUTHIGA
et al., 2009). Apesar de sua ampla utilizacdo nos holoturoides (GAUDRON et al., 2008;
DISSANAYAKE e STEFANSSON, 2010; ARSAD et al., 2017; ROGERS et al., 2018;
TOLON e EUGIN, 2019; BAHIDA et al., 2022), o indice é fortemente influenciado pelo peso
hidrico corporal, estado nutricional dos individuos e processos de recuperacdo das génadas
(DRUMM e LONERAGAN, 2005; RASOLOFONIRINA et al., 2005; BENITEZ-
VILLALOBOS et al., 2013). A maioria dos autores recomenda a sua interpretacdo associada
as descricBes microanatdmicas do tecido gonadal (RASOLOFORINA et al., 2005; BENITEZ-
VILLALOBOS et al., 2013; SANTOS et al., 2015; BAHIDA et al., 2022; TAVARES et al.,
2025).

Uma solucdo bastante usual na literatura € que a participacdo das gonadas sobre o peso
animal seja calculada em relacdo ao peso Umido (ou desidratado) da parede corporal, 0 maior
compartimento das holoturias, considerado um parametro bastante confiavel para o tamanho
dos organismos (RAMOFAFIA et al., 2000; RASOLOFONIRINA et al., 2005; MUTHIGA et
al., 2009; DISSANAYAKE e STEFANSSON 2010) eliminado assim possiveis distor¢des
quanto a interpretagdo do esfor¢o reprodutivo.



No presente estudo as variagdes do indice analisadas considerando desenvolvimento gonadal
versus o Peso Total (IGPT) e o peso da parede do Corpo (IGPC) evidenciaram a influéncia
sazonal das ferramentas sobre o desenvolvimento das gdbnadas. Ambos os indices apresentaram
valores significativamente mais elevados na primavera (correspondendo ao acUimulo de
reservas e células no periodo pré-emissdo de gametas) e com quedas acentuadas no verdo, com
a liberagcdo dos gametas sucedida pela exaustdo da condicdo reprodutiva, padrdo confirmado
para demais congéneras (MUTHIGA et al., 2009; DISSANAYAKE e STEFANSSON, 2010;
ARSAD et al., 2017).

Na comparacdo entre denominadores (Peso Total vs. Parede do Corpo) a superioridade
numeérica do IGPC evidencia sua maior sensibilidade a biomassa gonadal por isolar o0 peso
somatico estrutural (parede do corpo) das variagbes causadas por fluidos celomaticos e
conteddos digestivos - componentes do peso total realgcadas ainda por mudancgas sazonais no
comportamento e metabolismo animal (RASOLOFORINA et al., 2005; MUTIGA et al., 2009;
LEITE-CASTRO et al., 2016). Nos resultados obtidos por Tavares et al. (2025) para a mesma
populacdo nenhuma mudanca significativa nos dois indices foi associada aos eventos
gametogénicos, nem observada qualquer interacdo entre sexo ou meses, o que reforca a ideia
sobre variabilidade individual e interanual e reiterando novamente a necessidade de

combinacdo de métodos nos estudos sobre reproducdo do grupo.

Analises microscopicas — estagios de desenvolvimento gonadal, indice (score) de maturidade

e citometria dos gametas femininos.

A validacdo histologica para a descricdo e categorizacdo dos eventos (e estagios)
gametogénicos e aspectos microanatdbmicos dos tubulos gonadais sdo as mais importantes
ferramentas de analise das condigdes reprodutivas dos holoturoides e devem sempre
acompanhar as andlise macrosopicas, menos robustas (LEITE-CASTRO, 2016;
RASOLOFORINA et al., 2005; BUENO et al., 2015; HUANG et al., 2018; ROGERS et al.,
2018; TAVARES et al., 2025). Ademais configuram-se como técnicas que pormenorizam
aspectos teciduais e celulares, como o grau de replecdo do lumen dos tabulos, a presenca de
células somaticas (fagocitarias), o crescimento e amadurecimento das células germinativas
(gametas). Tais processos recebem terminologias um pouco diversificadas entre os autores,
principalmente no detalhamento das fases iniciais e finais do ciclo reprodutivo
(RASOLOFONIRINA et al., 2005; BUENO et al., 2015; ROGERS et al., 2018; LEITE-
CASTRO et al., 2016; PASQUINI et al., 2022; TAVARES et al., 2025).



As descricOes dos eventos gametogénicos de H. (H.) grisea observados no presente estudo
(primavera e verdo) evidenciaram a variacdo sazonal. Para a determinacdo dos individuos
indeterminados as anlises histolégicas sdo fundamentais e detalham melhor o periodo pds-
desova (GHOBADYAN et al., 2012; MEZALI et al., 2014; MARQUET et al., 2017). Uma
métrica complementar a categorizacdo dos estagios desenvolvimento gonadal histologicas é o
calculo do status de maturidade animal ou indice de Maturidade (IM), realizado apds um
escalonamento dos estagios onde 0s maiores scores sdo dados aos estagios finais do ciclo
reprodutivo (emissdo e pds-desova) indicando o apice do fenbmeno ao longo do ano
(RASOLOFORINA et a., 2005; BENITEZ-VILLALOBOS et al., 2013; ARSAD et al., 2017).
Na comparacdo entre os resultados do presente estudo e os dados pretéritos (Tavares et al.,
2025) confirma-se o verdo como a estacdo de maior condicdo reprodutiva para a populacédo de

Armacdo de Itapocoroy.

Por fim, as informagdes quali-quantitativas geradas nas avaliagOes citométricas da dimenséo
dos gametas femininos além de fornecer dados numéricos sobre a evolucdo temporal da
oogénese é palco investigativo sobre esforco parental e a qualidade do ovécito feminino em
equinodermos, inferindo importantes argumentacdes sobre as estratégias de historia de vida,
como taxas de fecundidade, sobrevivéncia e sucesso larval (MORAN et al., 2013; RAKAJ et
al., 2018). Para o género Holothuria a biometria do gameta feminino tem sido atil nas
comparac0es entre populacées (BUENO et al., 2015; LEITE-CASTRO etal., 2016, TAVARES
et al., 2025) e as congéneres (RASOLOFONIRINA et al., 2005; ASHA e MUTHIAH, 2008;
NAVARRO et al., 2012; BENITEZ-VILLALOBOS et al., 2013; HUANG et al., 2018;
ROGERS et al., 2018).

De acordo com Tavares et al., (2025) uma importante ressalva sobre medicGes citométricas
estd no fato de que as realizadas a fresco (in vitru) fornecem dimensdes distintas daquelas
observadas em preparados histologicos, uma vez que a retracdo do volume celular apos as
técnicas de fixacdo, hidratacdo, desidratacdo e diafanizacdo comprometem comparagdes
exequiveis. Na populacdo de Armacao do Itapocoroy, sob condi¢des experimentais Rupp et al.
(2021) registrou ovocitos vitelogénicos frescos de 135,8um (+6,7 pum) contrastando aos
menores valores observados nas preparagdes histologicas de Tavares et al. (2025) (entorno de

80 um) e no presente estudo (maximo de 105,68 pm).

N&o obstante a avalicdo da oogénese no presente estudo confirma um padréo bimodal na

distribuicdo do didmetro médio dos ovdcitos; a presenca de diferentes coortes ao longo do ciclo



reprodutivo € um padrdo comumente observado em espécies com reprodugdo continua ou
parcialmente continua (RASOLOFORINA et al., 2005; BENITEZ-VILLALOBOS et al., 2013;
BUENO et al., 2015; SANTOS et al., 2015; LEITE-CASTRO, 2016; PASQUINI et al., 2022).
A predominéancia de ovdcitos em vitelogénese na primavera indica acimulo de reservas no
periodo que antecede a maturidade méxima enquanto que ao final do verdo a redugdo em
numero e dimens@es celulares evidenciam a ocorréncia do evento de liberacdo dos gametas.
Reitera-se aqui a elevada sensibilidade da citometria para a caracterizacdo da dindmica
reprodutiva dessa espécie (TAVARES et al., 2025).

Como sintese desta discussao o quadro | a seguir retne as informacGes nas duas ultimas
décadas sobre as ferramentas utilizadas em analises macro e microscépicas nos estudos sobre
reproducdo no género Holothuria e no quadro Il sdo apresentadas as terminologias utilizadas
nos estagios de desenvolvimento gonadal. Notadamente € observado a preferéncia dos autores
pela combinacdo de métodos e as ferramentas mais validadas estdo associadas ao melhor
desempenho (maior sensibilidade e elevado grau de assertividade) na avalicdo critica dos
multiplos contextos da reproducédo desse grupo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo integrada de mdltiplas ferramentas para analise da condicdo reprodutiva
demonstrou-se fundamental para a compreensdo abrangente da dindmica reprodutiva de
Holothuria (Halodeima) grisea. Os resultados obtidos nas estacbes mais quentes consolidam a
primavera como periodo estratégico de preparacdo reprodutiva, marcado por intenso
crescimento celular, vitelogénese e amadurecimento gonadal, enquanto o verédo se estabelece
como o principal intervalo de emissdo gamética, seguido por reorganizacdo estrutural e
reabsorcdo parcial dos tubulos gonadais. Ainda que o padrdo sazonal seja consistente, as
diferencas observadas entre anos indicam que a extensdo temporal dos eventos reprodutivos
pode ser modulada por variaveis ambientais e por respostas fisioldgicas individuais, refletindo

ajustes adaptativos relacionados ao fitness.

No &mbito metodologico, os resultados reforcam que abordagens macroscopicas, embora
amplamente utilizadas, apresentam limitacdes inerentes quando aplicadas de forma isolada. A
avaliacdo visual da coloracdo dos tubulos gonadais constitui ferramenta prética e
operacionalmente vantajosa em triagens de campo, especialmente durante periodos de maxima
maturidade, quando a sincronia populacional reduz a ambiguidade interpretativa. Contudo, sua

subjetividade imp&e restricbes analiticas significativas. Nesse sentido, a incorporacdo de



escalas cromaticas padronizadas e de instrumentos como colorimetros representa avanco

metodoldgico necessario para elevar a reprodutibilidade e comparabilidade dos dados.

De maneira semelhante, as anélises biométricas dos tubulos gonadais (espessura, didmetro e
comprimento) revelam sensibilidade ao estagio de desenvolvimento gonadal, mas ndo estdo
isentas de limitagdes. O padrdo de crescimento tubular, a dicotomizagdo, os processos de
recrutamento e reabsorcdo pds-desova e a elevada variabilidade interespecifica podem
comprometer interpretacdes. Assim, embora informativas, tais métricas devem ser
compreendidas como indicadores complementares, e ndo como critérios diagndsticos absolutos

da condicdo reprodutiva.

O Indice gonadossomatico demonstra sensibilidade as variagbes sazonais do
desenvolvimento gonadal, sendo o indice baseado no peso da parede corporal (IGPC) mais
consistente ao minimizar interferéncias do peso hidrico e do conteddo digestivo
metodologicamente. Sua maior sensibilidade a biomassa reforca a recomendacéo de sua adogéo
prioritaria em estudos futuros, sobretudo quando o objetivo envolve comparagdes sazonais ou

interanuais mais refinadas.

Em contrapartida, as abordagens microscopicas consolidam-se como o eixo central e mais
robusto da avaliacdo reprodutiva. A histologia permite a identificacdo inequivoca dos estagios
gametogénicos, e o detalhamento das transformacdes microanatdmicas. O indice de maturidade
(IM) e a citometria dos ovdcitos ampliaram a precisdo das interpretacdes, evidenciando padrédo
bimodal de desenvolvimento e alta sensibilidade na deteccdo das fases de acimulo e liberacao

de gametas.

De forma geral, os resultados reforcam que a combinacao de métodos macro e microscopicos
constitui a estratégia mais confiavel para a caracteriza¢do da condicéo reprodutiva de H. (H.)
grisea. A padronizacdo metodoldgica e a integracdo de ferramentas quantitativas e qualitativas
sdo essenciais para fortalecer comparagdes interanuais, subsidiando estratégias de manejo,

conservacao e eventual cultivo da espécie no litoral brasileiro.
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