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Ourico-do-mar

Utilizacao didactica do ouri¢o-do-mar para o estudo de
fendmenos biolégicos fundamentais

Objectivo

Gragas as caracteristicas biolégicas do ourico-do-mar é possivel, na escola,
com alguns instrumentos, percorrer o caminho do desenvolvimento histérico
do conhecimento cientifico e experimentar descobrir um fenémeno biolégico
perfeito e fascinante: a desova e a observagao de gametas, a interaccao
entre os gametas, a inseminacao artificial, o desenvolvimento do embriao
e o processo de hibridagao.

Introducao

Os ourigos-do-mar tém sido utilizados como o organismo modelo para o
estudo da embriologia desde o final do século XIX: Oscar Hertwig e Ernst H.
Haechel foram os primeiros a observar o fendmeno da fecundagao, a fusao
do espermatozéide com o 6vulo, para formar uma célula do novo organismo.
Theodor Boveri estudou duas espécies de ourico-do-mar e concluiu
que todos os cromossomas foram necessarios para o desenvolvimento
embrionario normal. Hans Driesch, da Stazione Zoologica de Napoles,
executou a primeira experiéncia na qual demonstrou a totipotencia das
células estaminais primitivas: ele separou os primeiros dois blastémeros do
ourico-do-mar e observou a formacao de duas larvas completas

A utilizacdo do Ourigo-do-mar na escola

Para a actividade didactica utilizamos duas espécies diferentes de ourigo-
do-mar: Paracentrotus lividus e Arbacia lixula.
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Filo Echinodermi Filo Echinodermi
Classe Echinoidei Classe Echinoidei
Ordem | Diadematoidi Ordem | Diadematoidi
Familia | Echinidi Familia | Echinidi
Género | Paracentrotus Género | Arbacia
Espécie | Paracentrotus lividus Espécie | Arbacia lixula

A superficie é dura e o esqueleto rijo, formado por placas de calcario e é
denominado de teca. O corpo é coberto de espinhos. O Paracentrotus lividus
tem espinhos fortes, agucados e finos, o Arbacia lixula tem espinhos longos
e grossos.

O corpo tem uma simetria pentarradiada e tem pequenos pés ambulacrarios
com ventosas, que funcionam através de pressao hidraulica e que facilitam
alocomocgao, a captura de alimentos e a fixagao ao fundo do mar. O orificio
anal e o genital estdo localizados na parte de cima do ourico-do-mar. A
boca assemelha-se a uma garra e esta localizada na parte inferior; tem 5
laminas que se assemelham a dentes virados para dentro e denominados de
lanterna de Aristételes. Os ourigos-do-mar comem plantas e matéria animal.
Os 6vulos ou esperma sdo libertados por cinco gondporos.

A fecundacdo é externa. Os sexos sdo separados e nao existe dimorfismo
sexual. A espécie Paracentrotus lividus habita o Mediterraneo e o Atlantico
oriental da Escécia as Canarias.

Os Arbacia lixula habitam o Mediterraneo e o Atlantico oriental ao longo
da costa portuguesa.

Equipamento e materiais necessarios para cada pessoa ou
grupo

Instrumentos
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* Microscépio estereoscopico com sistema de iluminacao
integrado para luz incidente e transmitida

e Microscépio

» Pipetas de Pasteur de vidro e de plastico

e Seringa

e Luvas

Materiais

» KCl (cloreto de potassio) 0.5 M
¢ laminas com uma cavidade

¢ laminas com duas cavidades

¢ lamelas

* 4 erlenmeyers (100 ml)

» 4 erlenmeyers (50 ml)

e 4 erlenmeyers (10 ml)

e tubos de ensaio

» varetas de vidro

e aquario ou tanque com filtro

e agua do mar ou solucdo de sal do mar
« ventilador individual

* 10 Paracentrotus lividus

* 10 Arbacia lixula

Antes de comecgar

Sempre que trabalhar com ourigos-do-mar utilize luvas.

Conselhos para o transporte e preservagao

Os ouri¢os-do-mar podem ser transportados num saco térmico ou numa
caixa de poliestireno com gelo seco para que a temperatura dentro do
recipiente esteja sempre baixa (4° C). E possivel deixa-los durante um dia
num frigorifico sem agua. Apds esse periodo devem de ser colocados num
aquario para fauna maritima ou num recipiente com ventilagdo, sendo
necessario mudar a agua todos os dias.

Actividades de ensino
Actividade 1: Induzir a desova dos gametas

1 No periodo de maxima maturidade dos gametas é possivel conseguir
a desova dos gametas simplesmente abanando os ourigos-do-mar
algumas vezes. Se esta operagao nao resultar, pode experimentar
injeccdes de cloreto de potassio (KCl) até cerca de iml no celoma
do ourigo-do-mar. E necessario ter cuidado para inserir a agulha da
seringa nas partes laterais da boca da lanterna de Aristételes. Abane
ligeiramente os animais e passado alguns minutos sera possivel
observar a cor dos gametas que se libertam. O cloreto de potassio
causa a contraccao dos musculos das gonadas e, por consequéncia, a
desova dos gametas.

2 Se os gametas forem cor de laranja e cor-de-rosa (Paracentrotus
lividus) ou de uma cor castanha avermelhada (Arbacia lixula)
sdo 6vulos e devem ser recolhidos num erlenmeyer com cerca
de 100 ml de agua do mar. Para tal, deve colocar os ourigos-
do-mar ao contrario (o dnus deve estar virado para baixo).

Se os gametas forem de cor branco-sujo (Paracentrotus lividus) ou bege
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(Arbacia lixula) sao espermatozdides que devem ser recolhidos com um
conta-gotas de vidro e colocados num tubo de ensaio em gelo. Este
sémen "seco e ndo activo" pode ser conservado no frigorifico durante
alguns dias a temperatura de 4°C. Assim que a desova dos gametas
tiver terminado, pode colocar os ourigos-do-mar num aquario.

Actividade 2: Observacao dos gametas

3 Os 6vulos submersos na solucao de agua do mar irdo flutuar até ao
fundo. Mexa levemente a suspensao e retire algumas gotas com a
pipeta de plastico (é possivel reconhecer os 6vulos ao olho nu). Neste
momento, pode colocar os 6vulos numa pequena placa de Petri e
pode observa-los ao microscopio. Desta forma, podera verificar o seu
tamanho e forma.

4  Deseguida, podera estuda-los mais aprofundadamente: coloque uma
gota da suspensao na cavidade da lamina e cubra com uma lamela. De
seguida, pode observar os évulos com o microscopio 6ptico. Aconselha-
se que os observe primeiro com uma ampliagdo menor. Depois pode
colocar no campo de visdo o objecto que pretende pesquisar e alternar
as lentes para uma ampliagdo muito maior. Com uma ampliagdo de
400Xx pode ver o cdrtex com os granulos corticais do nicleo do évulo.
Além disso, pode distinguir, gracas as grandes dimensdes do nicleo,
os 6vulos imaturos (odcitos primarios) dos 6vulos maduros prontos
para a fertilizacao.

5  Paraobservar os gdmetas masculinos, coloque uma gota de suspensao
na cavidade da lamina de vidro e dilua uma pequena quantidade de
esperma com1a 2 ml de agua do mar. De seguida, coloque a lamela e
observe ao microscépio 6ptico: com uma ampliagdo de 10 vezes comeca
a ver a forma que se assemelha a uma semente e o movimento espiral
dos espermatozdides. Ao aumentar a ampliagdo, pode reconhecer
melhor as suas partes: a cabeca e a cauda.

6 ATENCAO: Para evitar a contaminacio, é necessario etiquetar e utilizar
um conta-gotas diferente para fazer a suspensdo dos évulos e dos
espermatozoides.

Actividade 3: Fecundagao, observacao da interaccao 6vulo-
espermatozodides

7  Prepare a suspensao de espermatozoéides, adequada para a fecundagao,
diluindo uma pequena gota de esperma com cerca de sml de agua
do mar (a cor deve ser quase branco-sujo). Esse esperma nao pode
ser guardado e deve utiliza-lo rapidamente ja que a capacidade de
fecundagao diminui com o passar do tempo. Para que a experiéncia seja
bem sucedida, aconselhamos a utilizagao de uma baixa concentragao
de esperma para reduzir a possibilidade de polispermia.
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8 Agite a suspensao de 6vulos, que tém tendéncia de ficar no fundo do
copo, recolha uma gota com a pipeta de Pasteur de plastico e coloque-a
na cavidade da lamina de vidro.

9 Adicione lateralmente, na extremidade da lamina de vidro, uma gota
de suspensao de esperma (pipeta de vidro).

10 A fecundagdo desencadeia imediatamente um conjunto de eventos,
sendo o mais significante a formacao da membrana de fecundagao.

1 E possivel seguir este interessante fenémeno. De facto, apds alguns
segundos, com uma ampliagdo pequena do microscopio, sera facil
reconhecer os évulos fecundados: estao rodeados por uma espécie
de auréola. Com uma maior ampliacdo sera possivel acompanhar a
interaccdo dos gametas: os pequenos espermatozdides com uma
actividade frenética dirigem-se rapidamente na direccao do évulo e
competem pelo “grande 6vulo”.

Actividade 4: observagao do desenvolvimento embrionario
de Paracentrotus lividus

12 Para esta actividade é preferivel utilizar o Paracentrotus lividus, ja que
o0 seu 6vulo é mais transparente do que o évulo do Arbacia lixula e,
portanto, & mais facil visualizar o desenvolvimento do embrido.

13 Transfira 4oml da solu¢do de 6vulos e iml da suspensdo de
espermatozodides para o erlenmeyer de soml, abane cuidadosamente
para ajudar ao contacto entre os gametas. Retire uma gota da suspensao
em intervalos regulares e coloque-a delicadamente na cavidade de vidro
para a observagao ao microscépio.

Copyright © Angela Crimi e Anna Pascucci, 2007
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14 Para uma oxigenacao suficiente dos embrides é necessario, de vez em
quando, substituir a solucao de dgua do mar e abanar a suspensao para
evitar a falta de oxigénio aos dvulos fertilizados(ou, alternativamente,
coloque dentro do copo uma pequena pedra porosa usada na
oxigenagdo de aquarios). A duragdo da segmentacgdo e, em geral, do
desenvolvimento do embrido, depende da temperatura da agua que
deve estar entre 10 °C e 15 °C.

e 0 a 30 segundos ap6s a inseminagao: os
espermatozédides ligam-se aos 6vulos
¢ Apds 30 a 60 segundos: pode observar a
formagdo da membrana de fecundagao.
¢ Ap6s 30 a 50 minutos: pode observar a formagao
dos dois primeiros blastémeros.
e Ap6s cerca de 3 horas e meia: o embrido tem cerca de 64 células
¢ Depois de cerca de 10 horas: a blastula tem cerca de 600 células
¢ Depois de cerca de 20 horas: ocorre a fase de
gastrula com a formagao de arquéntero.
¢ 48 horas depois: pode observar a larva, denominada de pliteo.

Actividade 5: Cruzamento entre duas espécies diferentes

Para esta experiéncia utilize uma ldamina com duas cavidades:
Coloque uma gota da suspensdo de 6vulos de Arbacia lixula numa
concavidade, e na outra coloque uma gota de suspensdo de évulos de
Paracentrotus lividus.
Adicione uma pequena gota de suspensao de esperma da espécie oposta
em ambas as cavidades; Sera possivel observar que:

Os espermatozéides de Paracentrotus lividus ndo conseguem fecundar os
6vulos de Arbacia lixula.

Os espermatozodides de Arbacia lixula conseguem fecundar os 6vulos de
Paracentrotus lividus.
Misture uma gota de suspensao de 6vulos de Arbacia lixula e uma gota
de suspensdo de 6vulos de Paracentrotus lividus numa cavidade da lamina
Adicione a suspensao de espermatozéides de Arbacia lixula.
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Serd possivel observar o seguinte:

¢ Osespermatozédides de Arbacia lixula conseguem rapidamente fertilizar
os 6vulos de ambas as espécies

¢ Num erlenmeyer de soml misture metade da suspensao de évulos de
Arbacia lixula e metade da suspensao de 6vulos de Paracentrotus lividus.
De seguida adicione a suspensdo de espermatozédides de Arbacia lixula.
Podera observar que os 6vulos fecundados de Paracentrotus lividus nao
conseguem completar o desenvolvimento embrionario; em especial ird
notar que quase todos irdo abortar na primeira fase do desenvolvimento.
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Tempo

Estas actividades demoram cerca de 3 horas ou mais.

Referéncias bibliograficas
http://www.stanford.edu/group/Urchin/contents.html
http://raven.zoology.washington.edu/celldynamics/downloads/urchinlab.html

http://www.marymt.edu/~hoegler/biolab/devbio/seaurch.html

Agradecimentos

Este protocolo pratico foi adaptado para o projecto Volvox, financiado
ao abrigo do 6° Programa-Quadro da Comissao Europeia.




