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RESUMO

Com o objetivo de contribuir com a tecnéloga de produgdo de sementes
de Anomalocardia brasiliana o presente estudo avaliou na reproducéo, o
efeito da temperatura e da salinidade no desenvolvimento gonédico de
animais adultos em laboratorio. Além disso, na produgdo de formas
jovens, avaliou o efeito da densidade e do tempo de cultivo de larvas e
dietas uni e bialgais na larvicultura. Avaliou também o efeito da
salinidade na bioacumulagdo e no tempo de depuracdo de Escherichia
coli no molusco de areia A. brasiliana. Nos resultados, a temperatura
utilizada no tratamento T16-25/S35, controlou a ocorréncia de desovas,
proporcionou a maturacdo dos animais e a sincronia reprodutiva dos
machos e das fémeas. Observou-se também que a salinidade ndo afetou
0 estagio sexual, tanto nos machos quanto nas fémeas. Na larvicultura,
as densidades 10 e 15 larvas.mL™ proporcionaram maior porcentagem
de sobrevivéncia das larvas. Apos o quinto dia, as larvas podem ser
transferidas para o assentamento e cultivadas com densidade de 25
larvas.cm®. Larvas de A. brasiliana apresentaram bom crescimento
guando alimentadas com a microalga Nannochloropsis oculata, tanto
com dieta unialgal quanto bialgal. Nas dietas mistas, recomenda-se as
microalgas Chaetoceros muelleri com N. oculata ou Pavlova lutheri. A
maior bioacumulagdo e maior reducdo, apés 48 horas, de E. coli na
carne do A. brasiliana foi observada na salinidade de 25.

Palavras chave: 1.Moluscos de areia; 2.condicionamento; 3.salinidade;
4.temperatura; 5.dieta.






ABSTRACT

To contribute with the knowledge on hatchery technology of
Anomalocardia brasiliana production, the present study evaluated in
reproduction, the effect of temperature and salinity on gonadal
development of adult animals in the laboratory. In the production of
juveniles, this study evaluated the effect of density and time of
cultivation of larvae and diets uni and bialgais at the hatchery. And
assessed the effect of salinity on the bioaccumulation and depuration
time of Escherichia coli in clams. In the results, the temperature used in
the treatment T16-25/S35, controlled the occurrence of spawning,
afforded the animals maturation and reproductive synchrony of males
and females. It was also observed that the salinity did not affect the
sexual stage in both males and females. In larvae, densities 10 and 15
larvas.mL™ presented higher percentage of larval survival. After the
fifth day, the larvae can be transferred to the settlement and cultured
with a density of 25 larvas.cm™. Larvae of A. brasiliana showed good
growth when fed with microalgae Nannochloropsis oculata, both as
unialgal and bialgal diet. In mixed diets, microalgae Chaetoceros
muelleri with N. oculata or Pavlova lutheri is recommended. The greater
bioaccumulation and greater reduction after 48 hours of E. coli in the A.
brasiliana flesh was observed in salinity 25.

Keywords: 1.clam; 2.conditioning; 3.salinity; 4.temperature; 5. diet.
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CAPITULO I. INTRODUGCAO GERAL
1.1 Problemética e justificativa

A aquicultura no mundo continua crescendo mais rapidamente do
que qualquer outro setor da producédo de alimentos de origem animal nos
altimos anos. De acordo com Pulvenis (2012), a producdo mundial da
aquicultura somou 63,6 milhdes de toneladas de pescado para consumo
humano em 2011, sendo deste total cerca de 10% de moluscos
marinhos. Nesta produ¢do mundial, os moluscos de areia se destacam
com o maior crescimento na producdo. Em 1990, a producdo de
moluscos de areia representava a metade da producéo total de ostras, ja
em 2010 a producéo de moluscos de areia excedeu a produgdo de ostras,
com 4,7 milhdes de toneladas (PULVENIS, 2012).

Ao longo da costa brasileira podem ser destacadas algumas
espécies de moluscos de areia explotadas: Trachycardium muricatum
(Linnaeus, 1758), sinonimia Trachycardium manoeli (Prado, 1993)
(Rios, 2009), Lucina pectinata (Gmelin, 1791), sinonimia Lucina
jamaicensis (Lamarck, 1801) (Rios, 2009), Iphigenia brasiliensis
(Lamarck, 1818), Tagelus plebeius (Lightfoot, 1786), sinonimia Solen
gibbus (Spengler, 1794) e Solen caribaeus (Lamarck, 1818) (Rios,
2009), Donax hanleyanus (Philippi, 1842), Cyrtopleura costata
(Linnaeus, 1758) e Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791).

Destas espécies citadas, o berbigdo A. brasiliana destaca-se por
sua importancia social e econdmica para comunidades tradicionais,
principalmente, nas regides Sul e nordeste do Brasil (SILVA-
CAVALCANTI e COSTA, 2011). Varios estudos sobre a biologia e
ecologia de A. brasiliana tem sido desenvolvidos ao longo do litoral
brasileiro, como no litoral de Santa Catarina (PEZZUTO;
ECHTERNACHT, 1999; ARAUJO, 2001; BOEHS; MAGALHAES,
2004), do Parand (GUISS, 1995; BOEHS, 2000; BOEHS et al., 2004,
2008, 2010), de Sdo Paulo (NARCHI, 1966, 1972, 1974 e 1976;
HIROKI, 1977; SCHAEFFER-NOVELLI, 1980; ARRUDA-SOARES
et al., 1982; LEONEL et al., 1983), do Rio de Janeiro (FIGUEREDO e
LAVRADO, 2007; MATTOS et al., 2008), Bahia (LUZ E BOEHS,
2011), de Pernambuco SILVA-CAVALCANTI e COSTA, 2009, 2011;
BARLETTA e COSTA, 2009; LAVANDER et al., 2011), da Paraiba
(GROTTA,; LUNETTA, 1980), do Rio Grande do Norte (RODRIGUES
et al. 2008), do Ceard (ARAUJO; ROCHA-BARREIRA, 2004;
BARREIRA; ARAUJO, 2005) e das Indias Ocidentais Francesas,
Antilhas (MONTI et al., 1991; MOUEZA et al., 1999).
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Para muitas comunidades litordneas o berbigdo é utilizado na
alimentacdo familiar. Essa importancia remonta a alguns milhares de
anos, e presentados pela abundancia de conchas nos Sambaquis
existentes perto dos estuarios (SCHEEL-YBERT et al., 2003).

Em Santa Catarina, foi instituida em 28 de julho de 1989, pelo
Decreto N° 533 de 20 de maio de 1992, a primeira reserva extrativista
marinha do Brasil, para a extragdo do berbigdo Anomalocardia
brasiliana, denominada Reserva Extrativista Marinha do Pirajubaé. Esta
reserva esta localizada na Baia Sul da Ilha de Santa Catarina, &rea
urbana do municipio de Floriandpolis, proxima ao aeroporto da cidade e
ocupando uma area total de 1444 ha, sendo uma fonte de trabalho e
renda para, aproximadamente, 100 familias de pescadores artesanais.

Atualmente, a comercializagdo no Brasil de A. brasiliana e de
outros moluscos de areia, é baseada na extra¢do de animais em estoques
naturais. Ainda ndo existem dados da real quantidade desse recurso
extraida por ano. Ao longo da costa brasileira a venda de berbigdo
ocorre em diferentes escalas, a qual esta limitada a disponibilidade deste
recurso nos estogues naturais. Os principais fatores que podem afetar
esta disponibilidade sdo: fatores antropogénicos, fatores ambientais e a
sobre-explotacéo.

Por se tratar de uma espécie essencialmente extraida do estoque
natural e o grande aporte de matéria organica e de nutrientes nas baias, a
qualidade microbiol6gica do animal é fundamental para o consumidor.
Uma alternativa para garantir a qualidade microbioldgica de bivalves é
através da depuracdo. Processo pelo qual o animal elimina as bactérias
presentes no trato digestivo (LEE et al., 2008). Até o presente momento
ndo foram realizados estudos sobre a depuracdo de A. brasiliana.

Outro aspecto importante sobre a explotagdo de A. brasiliana, é
apresentado por SILVA-CAVALCANTI e COSTA (2011), os quais
relatam que nas Gltimas décadas as comunidades costeiras tradicionais
tem observado uma diminuicéo do recurso (A. brasiliana) no ambiente e
uma diminui¢do do tamanho de captura. Neste sentido, a aquicultura de
A. brasiliana pode vir a ser uma alternativa a continuidade na
comercializacdo desta espécie.

No cultivo moluscos bivalves as sementes (formas jovens) podem
ser obtidas através da extracdo nos estoques naturais, da captacdo em
ambiente natural e da producdo em laboratério. No caso de A.
brasiliana, a opcdo mais viavel para obtencdo de sementes é a produgédo
em laboratdrio. Contudo, para a producdo em laboratério de sementes de
bivalves sdo necessarios conhecimentos e dominio sobre tecnologias de
condicionamento de reprodutores, de larvicultura e de assentamento.
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Estudos relacionados ao ciclo de vida de Anomalocardia
brasiliana, foram desenvolvidos por MOUEZA et al. (1999), os quais
descrevem aspectos morfoldgicos do desenvolvimento embriogénico,
larval e pos-larval. Contudo, pouco ainda se sabe sobre a reprodugdo e
larvicultura em condi¢Bes controladas, com destaque a alimentacdo,
temperatura, salinidade e densidade de cultivo dessa espécie.

Neste sentido, o presente estudo visa contribuir com as
tecnologias de condicionamento de reprodutores, de larvicultura e de
depuracéo do berbigdo Anomalocardia brasiliana em laboratério.

O desenvolvimento de tecnologias para a producdo de sementes
de A brasiliana contribuira ndo s6 com a aquicultura, mas também com
a explotagdo, através do repovoamento de &reas de extracdo e
recuperacao dos estoques naturais. Além disso, o conhecimento sobre
tecnologias de depuracdo de A. brasiliana contribuem principalmente
com a seguranca alimentar da populag&o.

1.2 Revisao bibliogréfica
1.2.1 Taxonomia, distribuicéo e habitat

Seguindo a classificagdo taxondmica de Rios (2009),
Anomalocardia brasiliana pertence:

o Filo Mollusca;

o Classe Bivalvia;

o Sub-Classe Lamellibranchia;

o Familia Veneridae;

o Género Anomalocardia;

o Espécie Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791).

Anomalocardia brasiliana é popularmente conhecida como
berbigdo, wvongole, mija-mija, sarnambi, sernambi  pequeno,
sarnambitinga, chumbinho, marisco pedra e papa-fumo (TOBIAS;
SILVA 1957; NARCHI, 1972).

A distribuicdo geografica dessa espécie se da desde as Indias
Ocidentais, Suriname até o Brasil e Uruguai (RIOS, 2009). No Brasil,
Segundo BOEHS et al. (2008) A. brasiliana é amplamente distribuido
ao longo da costa, sendo encontrado em aguas calmas de enseadas, baias
e estuarios tanto no infralitoral raso quanto nas regides entre marés,
incluindo as marismas e os baixios ndo vegetados, sendo pouco
frequente nos manguezais. (BOEHS et al., 2008). Esse molusco de areia
habita locais com A&guas calmas, com sedimento arenoso e,
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principalmente, areno-lodoso, onde se enterra superficialmente (BOEHS
et al., 2008).

HIROKI (1977) observou em condigdes controladas de
laboratério que esse bivalve tem resisténcia a baixas concentrages de
oxigénio e a presenca de sulfeto de hidrogénio. Observagdes
semelhantes foram descritas por BOEHS et al. (2008) no meio
ambiente. [Esta rusticidade de A. brasiliana favorece o seu
estabelecimento nas regides entre marés, faixas de reconhecida
variabilidade ambiental. NARCHI (1974) relatou que A. brasiliana
habita locais com pouco material em suspensdo, com sedimentos
formados por areias finas. A presenca de sifdes curtos e fundidos, com
tentaculos simples, impede o estabelecimento de A. brasiliana em areas
com frequente ressuspensdo de sedimentos (NARCHI, 1974). Por esse
motivo, A. brasiliana estaria, também, ausente em regides de
turbuléncia e alta energia ambiental, como em praias expostas e em
areas estuarinas com fortes correntes. PEZZUTO e ECHTERNACHT
(1999) relataram uma alta mortalidade de Anomalocardia brasiliana em
um estoque natural na Ilha de Santa Catarina, que sofreu forte impacto
antropico em funcdo da deposicdo de sedimentos, provenientes de
aterro. Segundo estes autores, aparentemente 0s animais morreram em
decorréncia de asfixia causada pela elevacdo da turbidez da agua.

1.2.2 Alimentacéo

O processo de alimentagdo dos moluscos bivalves ocorre através
da selecdo e transporte ativo de particulas microscépicas suspensas na
coluna da agua, como fitoplancton e particulas inertes que compde o
detrito, podendo ser de origem organica ou inorganica (NAVARRO,
2001). Esse processo é conhecido como filtracéo.

Na fase planctonica dos berbigdes (larvas), a captura de particulas
ocorre quando a larva esta movimentando-se na coluna d’agua e captura
as particulas em suspensao.

Os bivalves formam uma corrente de agua por suas branquias
onde o alimento é coletado e levado ao sistema digestivo através do
transporte ciliar. Esta remocdo das particulas em suspensdo na agua
recebe 0 nome de taxa de clareamento, calculada através do volume de
agua liberado e de suas particulas por unidade de tempo (litros/hora).
Esses organismos possuem a capacidade de manter as taxas de
nutrientes relativamente constantes, balanceando e controlando as taxas
de ingestao, absor¢do de nutrientes, eliminagdo de pseudofezes (“pellet”
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composto de particulas rejeitadas e muco protéico) e fezes (LAGREZE,
2008).

Essa resposta funcional as variacdes de concentracdo e de
qualidade de alimento foram estudadas por MACDONALD et al.
(1998), comparando bivalves da epifauna (vieira Placopecten
magellanicus) e da infauna (molusco de areia Mya arenaria). Esses
autores descrevem que com alta concentracdo de alimento a taxa de
filtracio e o bombeamento de &gua diminuem, a producdo de
pseudofezes aumenta, mantendo uma taxa de ingestdo proxima ao nivel
méaximo. Ja, com baixa concentracdo de alimento a taxa de ingestdo
aumenta e se estabiliza quando as pseudofezes sdo produzidas,
ocorrendo o enchimento do trato digestivo. Desta forma os animais
conseguem manter o balanco energético. A producdo de pseudofezes é
um mecanismo pre-ingestivo importante porque facilita o processo de
selegdo de particulas, onde as particulas de baixa qualidade nutricional
podem ser rejeitadas. Ambientes com alta concentragdo de particulas
com pouca matéria organica disponivel acarreta um maior gasto
energético e consequentemente menor energia disponivel para
crescimento e reproducdo (LAGREZE, 2008).

Em laboratdrio, a alimentacdo de reprodutores com dieta
apropriada pode manter o indice de condi¢do (relagdo do peso seco da
carne e a concha vazia), encurtar o periodo de condicionamento e
proporcionar uma maior producdo de gametas (DELGADO E PEREZ-
CAMACHO, 2003, CHAVES-VILLALBA et al., 2003). A qualidade
nutricional e a quantidade energética incorporada aos odcitos pelos
reprodutores antes da fecundacdo (UTTING e MILLICAN, 1997,
SUHNEL et al., 2012) estdo intrinsicamente ligados & embriogénese e a
sobrevivéncia larval até a fase de veliger, quando o aparelho digestivo ja
esta funcional (BANDEL, 1988; CARRIKER, 2001).

Para as formas jovens, uma dieta diversificada de microalgas tem
maior capacidade de suprir as necessidades nutricionais das larvas do
que uma dieta composta por uma Unica espécie de microalga (HELM;
LAING, 1987; THOMPSON et al., 1993). Estas diferencas estdo ligadas
aos acidos graxos essenciais.

Os &cidos graxos sdo componentes estruturais fundamentais para
animais marinhos (DUNSTAN et al., 1994; HENDRIKS et al., 2003) e
moduladores das fun¢Ges da membrana (PALACIOS et al., 2005). Sua
sintese em bivalves é limitada (LAING et al., 1990; CHU e GREAVES,
1991), sendo adquiridos através do alimento. Dentre os acidos graxos
essenciais, se destacam 0s omega-3, &cido eicosapetaendico (EPA,
20:5n-3) e o0 acido docosahexanoico (DHA, 22:6n-3).



26

Em geral, algas diatomaceas tém altos niveis de EPA e algas
flageladas de DHA (DUNSTAN et al., 1994). Em funcdo dessa
diferenca entre os niveis de DHA e EPA nas diferentes espécies, é
recomendado utilizar uma combinacdo de algas flageladas e
diatoméaceas na dieta de reprodutores (UTTING e MILLICAN, 1997;
HELM et al., 2004).

A alimentacdo de larvas de moluscos pode ser considerada um
fator importante, pois influencia a variabilidade do crescimento de
bivalves quando comparado com a temperatura ou a salinidade (HIS et
al., 1989). E importante considerar a espécie de microalga a ser
fornecida, pois nem todas as espécies de microalgas sdo ingeridas ou
digeridas pelas larvas (MARTINEZ-FERNANDEZ et al., 2004).
Espécies do género Isochrysis, Pavlova e Chaetoceros sdo as mais
utilizadas na alimentagdo de larvas de moluscos bivalves
(SOUTHGATE, 2008). Contudo, existe uma grande variedade de
espécies de microalgas marinhas com potencial para alimentagdo de
larvas em condigdes de laborat6rio. As microalgas fornecem a energia e
0s nutrientes para sintese de tecidos necessarios para o crescimento e a
metamorfose larval (SOUTHGATE, 2008).

O valor nutricional das microalgas depende de fatores como
nutrientes, luz, temperatura, salinidade entre outros. De acordo com as
condigbes de cultivo, uma mesma espécie de microalga pode ter
diferente valor nutricional (THOMPSON et al., 1992; THOMPSON et
al., 1993; THOMPSON et al., 1996).

A concentragdo de microalgas é outro aspecto que pode afetar a
eficiéncia de alimentagdo e, consequentemente, o crescimento das larvas
de moluscos bivalves (GALLAGER, 1988). Altas concentragfes de
microalgas podem colapsar o aparato digestivo levando as larvas a um
aumento das taxas de rejeicdo (GALLAGER, 1988) e deste modo inibir
0 crescimento. Outro risco é o aparecimento de outros organismos sobre
as valvas das larvas que pode desencadear uma infestacdo bacteriana e
aumento da mortalidade (TORKILDSEN et al., 2000; HELM et al.,
2004; TORKILDSEN e MAGNESEN, 2004). Por outro lado, quando a
concentracdo de alimento esta muito baixa, as larvas utilizam muita
energia e tempo para procurar alimento (McKENZIE e LEGGETT,
1991; BEIRAS e PEREZ-CAMACHO, 1994). Isso pode resultar em
baixas taxas de crescimento e tempos prolongados para o assentamento
e metamorfose (ROBERT et al., 1988; PECHENIK et al., 1990; TANG
et al., 2006).
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1.2.3 Reprodugéo

O berbigdo Anomalocardia brasiliana é um organismo didico
sem dimorfismo sexual. As gbnadas apresentam coloracdo
esbranquicada quando maturas em ambos os sexos (NARCHI, 1974,
1976; GROTTA e LUNETTA, 1980). A fertilizacdo dos gametas ocorre
na agua (BOEHS et al., 2008).

O ciclo reprodutivo de A. brasiliana no estoque natural foi
estudado na Bahia por PESO (1980), e LUZ e BOEHS (2011), no Ceara
por BARREIRA e ARAUJO (2005), em Pernambuco por LAVANDER
et al. (2011), na Paraiba por GROTTA e LUNETTA (1982), no Parana
por BOEHS (2000), em Santa Catarina por ARAUJO (2001) e em S&o
Paulo por NARCHI (1976).

Nos moluscos bivalves o ciclo reprodutivo é regulado por fatores
enddgenos e exdgenos, sendo a temperatura um dos principais fatores
exdgenos (SASTRY, 1968; BAYNE et al.,, 1976; MANN, 1979;
NEWEL et al., 1982; MURANAKA; LANNAN, 1984; BARBER;
BLAKE, 2006).

A temperatura da dgua afeta diretamente o desenvolvimento da
gbnada e o tempo de condicionamento reprodutivo (MANN, 1979;
MURANAKA e LANNAN, 1984). Este aspecto tem impulsionado o
desenvolvimento de técnicas quantitativas para determinar o tempo e a
temperatura de condicionamento para a maturagdo dos reprodutores.
Estas técnicas estdo baseadas no conceito de “temperatura acumulada
efetiva”, que ¢ calculada através da diferenca acumulada entre a
temperatura de manutencdo e a menor temperatura tedrica, onde o
desenvolvimento da gonada do animal € o “zero bioldgico”. Esta técnica
outorga uma ferramenta de manejo efetiva para indicar o tempo
requerido por um reprodutor para alcangar uma condicdo de desova
(KIKUCHI e UKI 1974; MANN, 1979).

Espécies de bivalves de clima temperado apresentam dois
periodos de desova ao longo do ano, geralmente com picos entre
primavera e outono (MC DONALD e THOMPSON, 1988).

Anomalocardia brasiliana em clima tropical apresenta ciclo
reprodutivo diferente de animas da mesma espécie que habitam clima
subtropical. GROTTA e LUNETTA (1982), avaliando duas populagtes
de A. brasiliana uma do estado da Paraiba e outra de S&o Paulo,
observaram que em maiores latitudes (Sdo Paulo, clima subtropical)
ocorrem picos reprodutivos e em menores (Paraiba, clima tropical) os
animais desovam durante todo o ano.
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Na regido sudeste, NARCHI (1976), estudando animais na Baia
de Santos (Sdo Paulo), observou que o ciclo reprodutivo de A.
brasiliana é continuo, com dois periodos de eliminacdo de gametas: um
mais longo, entre 0s meses de agosto a novembro (primavera) e outro
mais curto, de fevereiro a abril (outono), havendo ainda um periodo de
baixa emissdo de gametas, no inverno. No litoral baiano, apesar do ciclo
reprodutivo de A. brasiliana ser continuo, as épocas de maior
intensidade de eliminacdo de gametas ndo coincide entre as diferentes
populagdes (PESO, 1980).

Na regi&o sul ARAUJO (2001) registrou, na Reserva Extrativista
de Pirajubaé, em Santa Catarina, picos mais elevados de eliminacdo de
gametas no verdo e na primavera, com periodo de repouso bem definido
no inverno. BOEHS (2000) observou na Baia de Paranagud, Parana, os
maiores picos de eliminagdo de gametas também outono e primavera,
ndo sendo identificado periodo de repouso reprodutivo total.

Segundo GIESE e PEARSE (1979) a reproducdo de
invertebrados marinhos de forma continua ocorre onde h& pouca
variacdo dos fatores ambientais, como é o caso de regides tropicais e
locais de alta profundidade, nas diferentes estagfes do ano. Nestas duas
situacBes, ocorre uma estabilidade de fatores abidticos, especialmente
fotoperiodo e temperatura.

A ocorréncia de desovas ndo sincronizadas (assincronicas) em
bivalves de regiGes tropicais dificulta o processo de reproducdo em
laboratério, principalmente devido a eliminagéo indesejada de gametas.
Outra dificuldade é a indugdo a desova, como descrito por MOUEZA et
al. (1999), que testaram diferentes métodos de inducdo sem resultados
significativos.

1.2.4 Larvicultura e assentamento

Dentro das caracteristicas mais relevantes nos aspectos
morfolégicos da fase larval, apds a fecundacdo, estdo as fases
plantigradas, desde trocofora, larva “D” e véliger até a entrada na fase
bentdnica, larva pedivéliger (MOUEZA et al., 1999).

MOUEZA et al. (1999) observaram que com sete dias de
larvicultura as larvas de Anomalocardia brasiliana, em temperatura de
24-25°C entram na fase de metamorfose, quando ocorre a regressdo do
velum e a diferenciac¢do dos filamentos branquiais. Segundo esse autor,
0 processo de metamorfose ocorre sem interrup¢do ou necessidade de
substrato, enquanto que para outras espécies de bivalves, é necessario
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um estimulo, substrato ou condicdo no ambiente para provocar a
transicdo para o estagio em que os filamentos branquiais sdo funcionais.

O atraso no processo de metamorfose tem sido descrito com
maior frequéncia entre a fase pedivéliger (inicio fase bentbnica) e a
planctonica, sendo esta uma condicdo que provoca mortalidades em
outras espécies de bivalves (BAYNE, 1965, 1976; FRENKIEL;
MOUEZA, 1979; GROS et al., 1997). Nos moluscos de areia a
diferenciacdo dos sifdes é a Ultima etapa da metamorfose.

A densidade larval é um fator fundamental que deve ser
considerado, ja que o crescimento e a sobrevivéncia podem ser afetados.
Altas densidades de larvas podem dificultar a natagdo das mesmas e,
portanto, a ingestdo (tomada) de alimento. Bem como, consumir 0
oxigénio e aumentar a toxidez através da acumulagdo de dejetos
metabdlicos (YAN et al., 2006).

O desenvolvimento larval é inibido por altas concentragdes de
amonia (GEFFARD et al., 2002) e baixos niveis de oxigénio podem
resultar em menores taxas de crescimento e de assentamentos
prematuros (WANG e WIDDOWS, 1991). Densidades muito baixas
podem ndo interferir no crescimento e sobrevivéncia, mas levam a um
sub aproveitamento da capacidade instalada para producéo.

1.2.5 Temperatura

A temperatura da &gua € um fator muito importante para 0s
moluscos bivalves, afetando diferentes aspectos, como a fisiologia
energética (NAVARRO, 2001) e a reproducio (ROMAN et al., 2001),
entre outros. A temperatura é o principal regulador da gametogénese em
bivalves marinhos (BARBER e BLACKE, 2006; SASTRY, 1968),
sendo um fator primordial para o sucesso do condicionamento de
reprodutores.

Anomalocardia brasiliana €& uma espécie euritérmica
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1976). Organismos euritérmicos
(pecilotérmicos) estdo limitados por uma tolerancia térmica de
aclimatagdo; baixas temperaturas causam uma diminuicdo na atividade
celular, principalmente devido a inativacdo de proteinas, enquanto altas
temperaturas desnaturam as proteinas levando o animal a morte (VAN
DER HAVE, 2002).

O transporte de oxigénio, a respiracdo, a excrecdo e 0
funcionamento dos 6rgdos estdo correlacionados positivamente com o
aumento da temperatura, dentro da faixa de tolerancia de cada espécie,
resultando em um incremento do custo energético do metabolismo basal
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(SOMERO, 2002). Esse aumento no custo energético pode afetar o
balanco energético dos moluscos bivalves, reduzindo a energia
disponivel para o crescimento somatico, armazenamento de energia e
reproducdo (WIDDOWS e JOHNSON, 1988). Contudo, a alimentagéo e
a filtracdo também podem aumentar com o incremento da temperatura
(KITTNER e RIISGARD, 2005) o que pode influenciar na quantidade
de energia absorvida.

A resposta dos bivalves ao processo de condicionamento
reprodutivo varia muito entre as espécies. Existem evidencias de
respostas varidveis entre populagdes da mesma espécie em diferentes
zonas geograficas, como observado por IGLESIAS et al. (1996) para
Mytilus edulis e para Argopecten purpuratus (AVENDANO e LE
PENNEC, 1997).

A manipulacéo da temperatura da 4gua no condicionamento de
reprodutores em laboratério pode ser uma ferramenta importante para o
incremento da taxa de gametogénese, como ja foi observado para Tapes
phillipinarum (MANN, 1979), Crassostrea gigas (CHAVEZ-
VILLALBA et al., 2002; FABIOUX et al., 2005; ROBINSON, 1992),
Ostrea edulis (MANN, 1979) e Striostrea prismatica (ARGUELLO-
GUEVARA et al., 2013). Também pode aumentar a producdo e
sobrevivéncia larval (SANTOS et al., 1993; ROBINSON, 1992).

1.2.6 Salinidade

Anomalocardia brasiliana é uma espécie eurihalina
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1976), contudo, a mudanca brusca de
salinidade pode afetar a taxa de filtragdo nos moluscos bivalves devido
ao fechamento parcial ou total das valvas como forma de isolamento dos
6rgdos internos com 0 meio externo (SHUMWAY, 1977). Os moluscos
bivalves sdo osmoconformadores com pouca ou nenhuma capacidade
extracelular para regulacdo osmdtica (SHUMWAY, 1977). Quando o
animal continua filtrando agua em uma salinidade alterada (hipersalina
ou hiposalina) este precisa regular o volume celular (DEATON e
PIERCE, 1994; DEATON, 2001).

Os osmoconformadores, como é o caso do berbigdo A. brasiliana,
mantém o volume celular através do ganho e perda de solutos
inorganicos (SHUMWAY, 1977; SOMERO e BOWLUS, 1983). Os
mecanismos homeostaticos tem um alto custo energético,
principalmente se combinados com uma baixa taxa de clareamento
(HUTCHINSON e HAWKINS, 1992; RAJESH et al., 2001) que pode
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produzir em uma reducdo no crescimento somatico e/ou reprodutivo
(NAVARRO e GONZALEZ, 1998; NAVARRO et al., 2000).

LEONEL et al. (1983), testaram com A. brasiliana as salinidades
de 8,5, 17, 25,5, 34, 42,5 e 51 durante um periodo de 29 dias e
observaram que as salinidades de 8,5 e 51 apresentaram tempo letal
médio de 11,5 e 20,5 dias, respectivamente. Nas demais salinidades, o
berbigéo sobreviveu até o 29° dia. Segundo LEONEL (1981), citado por
LEONEL et al. (1983), o fechamento das valvas de A. brasiliana foi
evidenciado durante periodos prolongados quando os animais foram
expostos a salinidades de 2, 6, 10, 14, 18, 22, 42 e 50. A resposta de
fechamento das valvas em moluscos € um mecanismo que permite,
temporariamente, a manutencdo da hiperosmoticidade do fluido
periviseral e da hemolinfa, quando em meios diluidos (GILLES, 1972).
Contudo, ndo se sabe como essa amplitude de salinidades afeta o ciclo
reprodutivo e a depuracdo em condi¢des controladas de laboratorio.

1.2.7 Depuracéo

Uma vez que os moluscos de areia sd8o organismos que se
alimentam por filtragdo, como outros bivalves, podem acumular e
concentrar microrganismos patogénicos presentes na agua do mar.

Por habitar baias e areas estuarinas, as condi¢fes de salde dessa
espécie sdo dependentes da qualidade da dgua do mar. Normalmente
essas regides, onde ocorrem assentamentos populacionais circundantes,
estdo expostas a pressdes antropogénicas, as quais contribuem para o
aumento da contaminagdo microbiolégica e quimica nesses
ecossistemas.

A presenca de organismos patogénicos, como as bactérias
Escherichia coli, Streptococcus sp., Salmonella sp. (FORMIGA-CRUZ
et al., 2003; EL-SHENAWY, 2004), virus da hepatite A e norovirus
(CROCI et al., 2007), pode representar um risco para a salde humana e
comprometer o consumo dos moluscos. Estudos com bactérias
patogénicas, como E. coli, podem ser uma indicacdo da possivel
presenca de patdgenos entéricos e fornecer mais informagdes sobre a
seguranca das condi¢des sanitarias de moluscos e do meio ambiente.

A depuracdo é a técnica utilizada em muitas partes do mundo
para a remocdo de contaminantes microbianos de moluscos. Os animais
sdo acondicionados em tanques com agua limpa, para sua atividade de
bombeamento por um periodo de tempo, o qual varia de espécie para
espécie. Esse processo é realizado para atender normas de sanidade e dar
seguranca de qualidade para os consumidores.
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No processo de depuracdo devem ser provisionadas as melhores
condi¢cbes fisioldgicas dos bivalves para aumentar a atividade de
filtracdo ou bombeamento e maximizar a remogdo dos contaminantes
microbianos. Varidveis como temperatura, salinidade ou oxigénio
dissolvido devem ser considerados para a eficiéncia desse processo.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo geral

Contribuir com os conhecimentos sobre o condicionamento,
larvicultura e depuragdo do berbigdo Anomalocardia brasiliana.

1.3.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito da temperatura, da salinidade e da dieta na
maturacdo de reprodutores de Anomalocardia brasiliana em
condigdes de laboratério;

o Auvaliar o efeito do tempo e da densidade de larvas e a dieta na
sobrevivéncia de larvas de A. brasiliana;

e Avaliar a bioacumulagdo e o tempo de depuragdo de
Escherichia coli no molusco de areia A. brasiliana (Gmelin,

1791) em diferentes salinidades em condi¢des de laboratdrio.
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CAPITULO ILI.
EFEITO DA TEMPERATURA E DA SALINIDADE NO CICLO

REPRODUTIVO DE Anomalocardia brasiliana EM
LABORATORIO

O artigo seré enviado para publicacéo no periédico Journal of
Shellfish Research, tendo sido redigido segundo as normas da
referida revista cientifica.
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Resumo

Com o objetivo de contribuir sobre os conhecimentos para producao de
sementes do berbigdo Anomalocardia brasiliana, este estudo avaliou o
condicionamento de reprodutores em laboratério. Para isso, foram
testados trés tratamentos sobre o condicionamento dos animais, dois
com a variagdo da temperatura de 21°C para 25°C, sendo um tratamento
com salinidade 30 e o outro com 35 e, um terceiro tratamento, com
variacdo da temperatura de 16°C para 25°C e salinidade 35. Foi avaliado
o efeito dos tratamentos apds 15, 30, 45 e 55 dias de condicionamento e
ao iniciar o experimento no estagio sexual dos animais, através de cortes
histolégicos. Os resultados obtidos mostraram a viabilidade de manter
A. brasiliana em laboratério para condicionamento, bem como foram
observados animais nos 4 estagios sexuais: gametogénese, pré-desova,
desova e repouso. Com a temperatura variando de 16 a 25°C foi possivel
controlar a ocorréncia de desovas, maturar os animais e induzir a
sincronia reprodutiva dos machos e das fémeas. Observou-se, também,
que ndo houve diferenca no estagio sexual nas salinidade 30 e 35, tanto
nos machos quanto nas fémeas.

Palavras-chave: Berbigdo; estdgio sexual; reprodutores; sincronia
reprodutiva.
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1. Introducéo

A aquicultura continua crescendo mais rapidamente do que
qualquer outro setor da produgdo de alimentos de origem animal nos
altimos anos. De acordo com Pulvenis (2012), a producdo mundial da
aquicultura somou 63,6 milhdes de toneladas de pescado para consumo
humano em 2011. Das espécies de moluscos cultivadas mundialmente,
o0s moluscos de areia se destacam com 0 maior crescimento na producéo.
Em 1990, a produgdo de moluscos de areia representava a metade da
producdo total de ostras, ja em 2010 a producdo de moluscos de areia
excedeu a produgdo de ostras, com 4,7 milhGes de toneladas (Pulvenis,
2012).

No Brasil o consumo de moluscos de areia ainda é baseado na
extracdo de animais em estoques naturais. Das espécies explotadas, 0
berbigdo Anomalocardia brasiliana destaca-se por sua importancia
social e econbmica para comunidades tradicionais na regido Sul e
nordeste do Brasil (Silva-Cavalcanti e Costa, 2011). O berbigdo A.
brasiliana ocorre em regides estuarinas desde as Indias Ocidentais,
Suriname até o Brasil e Uruguai (Rios, 2009). E uma espécie
euritérmica e eurihalina, apresentando grande resisténcia a deficiéncia
de oxigénio (Schaeffer-Novelli, 1976) e uma ampla variedade de
salinidades e temperaturas.

A comercializacdo de A. brasiliana estd limitada a
disponibilidade deste recurso nos estoques naturais. Na explotagéo,
fatores antropogénicos, como poluicdo das aguas e fatores ambientais,
como enchentes, podem afetar a disponibilidade dessa espécie de
venerideo. Neste sentido, a producéo de sementes em laboratério, para o
cultivo ou repovoamento de A. brasiliana, € uma alternativa para
garantir a comercializacéo desta espécie de forma sustentavel.

Em revisdo bibliografica realizada, observa-se diferentes
estudos relacionados a ecologia e biologia de A. brasiliana. Contudo, até
0 presente momento pouco se sabe sobre o ciclo reprodutivo de A.
brasiliana em condicdes controladas de laboratério.

Na producdo de sementes de A. brasiliana em laborat6rio a
maturacdo dos reprodutores é uma etapa importante para a qualidade das
larvas geradas e a possibilidade de obter desovas fora da época do ciclo
natural de reproducdo. Fatores enddgenos e exdgenos controlam a
maturacdo de moluscos, com destaque a temperatura (Sastry, 1968;
Bayne et al., 1976; Mann, 1979; Newel et al., 1982; Muranaka e
Lannan, 1984; Barber e Blake, 2006).
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Para regibes tropicais as desovas assincronicas de bivalves
dificultam o processo de reproducdo em laboratorio. Um dos problemas
nesse processo € a ocorréncia de desovas ndo desejadas nos tanques de
maturacdo. Outra dificuldade é em relacdo a inducdo & desova, como
descrito por Mouéza et al. (1999), que testaram diferentes métodos de
inducdo sem resultados significativos.

Para contribuir com o conhecimento da reproducdo de A.
brasiliana em condigdes controladas, o presente estudo avaliou o efeito
da temperatura e da salinidade no condicionamento reprodutivo desses
venerideos.

2. Material e Métodos
2.1 Local do experimento e coleta dos animais

O experimento de condicionamento reprodutivo do berbigéo A.
brasiliana, Familia VVeneridae, foi realizado em 2011, no Laboratério de
Moluscos Marinhos da UFSC (LMM), Florianépolis, Brasil. Espécimes
de A. brasiliana com 24,65 + 1,36 mm de altura, medidas de acordo
com Caill-Milly et al. (2012), foram coletadas a 0,5 metros de
profundidade e temperatura de 18°C, na Praia da Daniela
(27°27°25,40”S; 48°32°31,51”W), Florianépolis. Apoés a coleta 0s
animais foram transportados em caixas térmicas, sem &gua, até o LMM.

2.2 Preparo dos animais e aclimatacéo

Ao chegar ao laboratério, os animais foram lavados com agua
doce potavel, imersos em solugdo de hipoclorito de sédio (NaClO a 2%)
por 10 minutos e, posteriormente, enxaguados com agua doce potéavel.
Apds higienizacdo os animais foram induzidos a eliminacdo dos
gametas para padronizacdo dos estdgios de maturagdo e evitar a
ocorréncias de desovas inesperadas durante o periodo experimental.

A técnica de eliminacdo dos gametas consistiu na exposi¢do ao
ar e ao estresse térmico. Resumidamente, os animais foram expostos ao
ar (por 2 horas), colocados em sacos de malha (0,5 mm) e
acondicionados em tanques de desova com agua salgada (filtrada a 1 um
e tratada com UV) a temperatura de 18°C e salinidade de 35. Ap6s 10
minutos, a temperatura da agua salgada nos tanques foi elevada para
24°C e os animais mantidos nessa temperatura overnight. No dia
seguinte, os animais foram transferidos para os tanques do experimento
e a temperatura e salinidade ajustadas gradativamente, durante 24 horas,
até o valor de cada tratamento. Ap6s atingir o valor desejado para cada
tratamento, os animais foram aclimatados por mais 24 horas para entdo
iniciar o experimento (DO).
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2.3 Experimento de condicionamento reprodutivo

O experimento teve duracdo de 55 dias. Utilizou-se agua
salgada filtrada a 1 um. Foram utilizados 3 tratamentos, como segue:
Tratamento T21-25/S30 - salinidade de 30, temperatura da agua salgada
inicial de 21°C e ap6s 10 dias constante em 25°C; Tratamento T21-
25/S35 - salinidade de 35, temperatura da agua salgada inicial de 21°C e
apos 10 dias constante em 25°C; e Tratamento T16-25/S35 - salinidade
de 35, temperatura da agua salgada de 16°C por 10 dias, subindo
gradativamente (0,5°C.dia™, durante 40 dias) até 25°C e mantendo-se
constante em 25°C até o término do experimento.

Para cada tratamento utilizou-se um sistema de circulagdo
fechada contendo 8 tanques de 10 L cada (unidades experimentais), com
dreno central, 1 reservatorio de decantagdo (100 L), 1 reservatdrio de
bombeamento (100 L) e 1 reservatério de alimento (200 L). No fundo de
cada tanque foi instalada uma grade plastica para manter os animais
suspensos evitando contato dos mesmos com suas fezes e pseudofezes.
Para o auxilio do controle da temperatura foi utilizado um resfriador de
agua (1/2HP) e um aquecedor elétrico de titanio acoplados a termostatos
digitais de 500W. Em cada tanque (unidade experimental) foram
acondicionados 50 animais mantidos com aeragdo constante e renovagao
de 200% por hora (330 mL.min™) de 4gua contendo o alimento. A cada
24 horas os reservatérios de alimento, decantagcdo e bombeamento foram
limpos e completados novamente com as salinidades de cada
tratamento. O sistema era religado somente ap6s atingir a temperatura
de cada tratamento. A cada 15 dias os tanques com os animais foram
limpos (lavados com &gua doce potavel).

A dieta utilizada no experimento foi composta por duas
microalgas: Isochrysis galbana (Parke, 1949) e Chaetoceros muelleri
(Lemmermann, 1898), na propor¢do 1:1. Essa dieta foi selecionada
devido ao balanco no perfil de &cidos graxos, baseado no trabalho
desenvolvido por Sithnel et al. (2012).

As microalgas foram cultivadas no LMM com meio F2
(Guillard, 1975), modificado com silicato, e coletadas na fase
exponencial de crescimento. A taxa de alimentacdo 1,5-4,0% da
biomassa (Helm et al., 2004), fornecida diariamente, foi calculada com
base no peso seco da carne do berbigdo. Essa taxa foi ajustada de acordo
com o consumo de microalgas, fazendo contagens diarias de microalgas
na agua do reservatério de bombeamento.
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2.4 Amostragem

Durante o periodo experimental cada tanque foi diariamente
sifonado, registrada a temperatura da 4gua e a mortalidade dos animais.
Para avaliar o efeito da salinidade e da temperatura foi acompanhado
microscopicamente 0 estgio sexual dos animais. Foram realizadas
amostragens (n=24) ao iniciar o experimento (DO) e, posteriormente,
quinzenais (D15, D30, D45) de cada tratamento e uma Ultima
amostragem no 55° dia (D55).

Para acompanhar o estagio sexual dos animais no ambiente
natural durante o periodo do experimento, paralelamente, a cada
amostragem (DO, D15, D30, D45 e D55), foram realizadas coletas de
animais (n=24) com tamanho médio de 24,62 + 1,25 mm de altura
(Caill-Milly et al., 2012), no estoque natural localizado na Praia da
Daniela (27°27°25,40”S; 48°32°31,51”W). Os animais foram coletados
a 0,5 metros de profundidade e registrada a temperatura da agua no local
de coleta.

2.5 Analise histoldgica

Para a analise histologica dos trés tratamentos testados e do
ambiente foi realizando corte transversal (2mm) de cada animal
amostrado (Howard e Smith, 1983) e submetido a procedimento
histolégico padrdo (Sthnel et al., 2010) com fixador de Davidson e
hematoxilina de Harris e eosina (HHE). Na avaliacdo das laminas foi
registrado o sexo e identificado o estagio sexual de cada animal. Para
avaliacdo do estdgio sexual (machos e fémeas), foram utilizados 4
estagios seguindo modelo desenvolvido por Siihnel et al. (2010) para
Nodipecten nodosus, como segue: gametogénese; pré-desova; desova e
repouso.

2.6 Anélise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o pacote computacional
SAS® (Sas, 2003). Os dados de alimentacdo foram submetidos a Analise
de Variancia (ANOVA) e teste de separacdo de médias Tukey. O estagio
sexual dos animais (dados histoldgicos) foram comparados usando t-test
com permutacdo (teste ndo paramétrico) utilizando a proc multtest
(Westfall et al., 1999) do pacote computacional SAS®.

3. Resultados
Apds 55 dias de experimento a mortalidade total por tratamento
foi baixa, com 6 animais (1,5%) no tratamento T21-25/S35, seguido de
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3 animais (0,75%) do tratamento T21-25/S30 e com 1 animal morto no
tratamento T16-25/S35 (0,25%).

O consumo de microalgas nos tratamentos T21-25/S30 e T21-
25/S35 foi homogéneo durante todo o periodo experimental, sendo a
taxa de alimentacdo de 3,68 + 0,47% e 3,68 + 0,48% do peso seco da
carne, respectivamente. Ja no tratamento T16-25/S35, registrou-se
menor consumo de microalgas nos primeiros 22 dias, sendo a taxa de
alimentacdo de 1,59 + 0,43% do peso seco da carne, significativamente
diferente (p<0,05) do consumo nos 33 dias restantes (3,95 + 0,22%).

3.1. Temperatura da agua salgada nos tanques

Para os tratamentos T21-25/S30 e T21-25/S35 a temperatura
nos primeiros 10 dias de experimento foi de 22,61 + 1,48°C e 22,62 £
1,43°C, respectivamente e, para os 45 dias restantes, de 24,80 = 0,57°C
e 24,81 £ 0,64°C, respectivamente. J& para o tratamento T16-25/S35, a
temperatura nos primeiros 10 dias foi de 16,13 + 0,31°C, elevando
gradativamente (aproximadamente 0,5°C por dia) para 25°C nos 45 dias
restantes (Figura 1). A temperatura da &gua no meio ambiente, durante o
periodo do experimento, variou de 19,30°C no inicio do periodo
experimental a 23,97°C no 55° dia (D55) (Figura 1).

[Figura 1]

3.2. Analise histolégica

Neste estudo 472 animais foram analisados na histologia. Na
avaliacdo do tecido gonadal dos animais, a proporgdo sexual de machos
e fémeas (M:F) observada foi de 1,48:1 (55,51% e 37,50%,
respectivamente) e 6,99% dos animais foram indiferenciados.

Na avaliacdo histoldgica dos machos de A. brasiliana (Figuras
2 a 5) observaram-se espécimes nos quatro estagios sexuais,
gametogéneses, pré-desova, desova e repouso (Tabela 1).

[Tabela 1]
Na avaliacdo histoldgica das fémeas de A. brasiliana (Figuras 6
a 9), também, observaram-se espécimes nos quatro estagios sexuais
(Tabela 1).

[Figuras 2-5]
[Figuras 6-9]
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Em alguns espécimes foi observado, na regido da gdnada,
somente tecido conjuntivo e alguns pontos com tecido germinativo
evidente (parede do foliculo) sem a presenca de células germinativa, ndo
sendo possivel a determinacdo do sexo do animal, sendo o sexo
indiferenciado (indeterminado).

Durante a avaliacdo microscépica, observou-se a presenga do
parasita Bucephalus sp. em um espécime (tratamento T16-25/S35), com
elevada infestacdo, causando destruicdo dos foliculos (castracdo do
animal) e impossibilitando a identificacdo do sexo (Figura 10). Um
metazoario ndo identificado, com prevaléncia de 2,5% do total de
animais analisados, foi observado infectando as branquias de
Anomalocardia brasiliana, nos 3 tratamentos e nos animais do ambiente
(Figura 11). Foi observada infiltracdo hemocitaria no tecido conjuntivo
em 58,3% dos berbigbes parasitados por este metazoario ndo
identificado.

[Figuras 10 e 11]

3.3. Estagio sexual: tratamentos T21-25/S30, T21-25/S35, T16-25/S35 e
meio ambiente

Avaliando o estagio sexual dos machos de A. brasiliana no
tratamento T21-25/S30 (Figura 12), a maioria dos animais estava em
estagio de desova (76,92%) antes de iniciar o experimento (DO), ndo
diferente de D15, D45 e D55 e, significativamente, diferente (p<0,05)
de D30. Apos 15 dias de maturacdo (D15), os machos ndo apresentaram
diferenca significativa com D30, D45 e D55, estando 50% dos animais
em estagio de pré-desova. Bem como, com 30 dias (D30) os machos, na
sua maioria, estavam em estagio de pré-desova (93,75%), nao diferente
de D45 e de D55. Com 45 dias (D45) observou-se inicio de eliminagéo
de gametas (42,86% dos machos) ndo diferente de D55, onde 63,64%
dos machos também estavam em estagio de desova.

No tratamento T21-25/S35, ndo foi observada diferenca
significativa nos estagios reprodutivos entre os tempos amostrados,
estando a maioria dos machos, ao iniciar o experimento (DO0), em
estagio de desova (57,89%). Os machos mantiveram esse estagio até o
final do experimento, com 78,57% (D15), 45,45% (D30), 80% (D45) e
66,67% (D55). A maior quantidade de machos em estagio de pré-desova
foi observada em D30 (45,45%).

No tratamento T16-25/S35, a maior parte dos machos mantive o
estagio de desova em DO e D15, sem diferenca significativa entre si,
com 5556% e 53,85% respectivamente, mas ambos (DO e D15)
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diferentes (p<0,01) de D30, D45 e D55. Com 30 dias de experimento
(D30) observou-se maturacdo dos machos, com 40% em estigio de
gametogénese e 40% em estdgio de pré-desova, ndo diferente
significativamente de D45 e D55. O estagio de pré-desova manteve-se
na maioria dos machos em D45 e D55, sem diferenca significativa entre
si, com 68,75% e 93,33%, respectivamente.

No meio ambiente, durante o periodo experimental, ndo foi
observada diferenca significativa entre os tempos amostrados, estando a
maior parte dos machos em estadgio de desova, com 55,56% em DO.
Ap6s 15 dias (D15, com temperatura da agua do mar de 21,29°C)
41,67% dos machos estavam em estagio de pré-desova e 41,67% de
desova. Mantendo-se esses estagios para D30 (22,52°C), com 35,71%
(pré-desova) e 42,86% (desova). No final do periodo experimental, em
D45 (21,04°C) e D55 (23,97°C), a maioria dos machos estava em
estagio de desova (78,57% e 85,71%, respectivamente).

[Figura 12] e [Figura 13]

Avaliando o estagio sexual das fémeas de A. brasiliana durante
o periodo experimental (Figura 13), No tratamento T21-25/S30, foi
observada diferenca significativa (p<0,05) entre DO e D45 e D55, com
50% das fémeas estavam em estagio de desova e 50% em repouso em
D0. Com 15 dias de experimento (D15), observou-se diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo a D45, estando 41,67% das fémeas em
estagio de gametogénese e o restante em estagio de repouso. Apds 30
dias (D30) observou-se inicio de desova (28,57%) com o restante das
fémeas em estagio de pré-desova 42,86% e repouso (28,57%), ndo
diferente significativamente dos demais tempos testados (DO, D15, D45
e D55). Apds 45 dias (D45), 42,86% das fémeas estavam em estagio de
pré-desova e o restante em gametogénese e desova, ndo diferindo
significativamente de D55. J4 em D55, a maioria das fémeas estava em
estagio de desova (40%).
No tratamento T21-25/S35, ndo foi observada diferenca significativa
dos estagios reprodutivos entre os tempos DO, D15, D30 e D45. Em DO
e D15 a maioria das fémeas se manteve em repouso, com 75% (DO0) e
55,56% (D15) respectivamente, estando o restante em estagio de desova,
com 25% (DO) e 44,44% (D15). Com 30 dias de condicionamento
(D30), foi observada uma leve maturacdo das fémeas, com 14,29% em
pré-desova. Contudo, nesse mesmo tempo (D30), a maioria das fémeas
estava em estagio de desova (57,14%). Com 45 dias de
condicionamento (D45), foram observadas fémeas em todos os estagios
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sexuais, com 12,50% em gametogéneses, 25% em pré-desova, 25,00%
em desova e 37,50% em repouso. J& aos 55 dias de experimento (D550s
estagios reprodutivos foram diferentes significativamente dos demais
estagios nos tempos testados (D0, D15, D30 e D45), com a maioria das
fémeas em estagio de pré-desova (76,47%).

No tratamento T16-25/S35, os tempos DO e D15, ndo diferiram
entre si, mas foram significativamente diferente (p<0,05) de D30, D45 e
D55. Em DO e D15, a maioria das fémeas estavam em estagio de
repouso, com 70 e 88,89%, respectivamente. N&o foi observada
diferenca significativa entre D30, D45 e D55. Apos 30 dias de
experimento, observou-se inicio de gametogéneses em 42,86% das
fémeas e uma maior porcentagem de fémeas em pré-desova apds 45 e 55
dias (D45 e D55), com 62,50 e 75%, respectivamente.

No ambiente, foi observada diferenca significativa (p<0,05) dos
estagios reprodutivos entre os tempos DO e D15, com 87,50% das
fémeas em estagio de repouso no tempo DO. Na amostragem realizada
em D15, a maioria das fémeas estava em estagio de desova (45,45%),
sem diferenga significativa com os estigios reprodutivos nos demais
tempos testados (D30, D45 e D55). J& em D45, 40% das fémeas
estavam em estagio de desova e 40% em estagio de repouso e em D55
em estagio de repouso (57,14%), ambos sem diferenca significativa
entre si.

Avaliando o estagio sexual dos machos coletados no meio
ambiente em cada tempo amostrado, foi observada diferenca
significativa (p<0,05) em D15 com o tratamento T16-25/S35, em D30
com T21-25/S30 e T16-25/S35 e em D45 e D55 com T16-25/S35.
Avaliando as fémeas no ambiente, foi observada diferenca significativa
nos estagios reprodutivos (p<0,05) em D15 e D45 com o tratamento
T16-25/S35 e em D55 com T21-25/S30, T21-25/S35 e T16-25/S35.

Avaliando o efeito da salinidade no estadgio sexual entre os
tratamentos T21-25/S30 e T21-25-S35, em cada tempo amostrado (DO,
D15, D30, D45 e D55), ndo foi observada diferenga significativa tanto
para 0s machos quanto para as fémeas. Ja, avaliando o efeito das
temperaturas testadas, com variagdo de 21 a 25°C (T21-25/S35) e de 16
a 25°C (T16-25/S35) foi observada diferenca significativa (p<0,05) nos
estagios reprodutivos no tempo D45.

4. Discussao

Individuos de A. brasiliana utilizados no presente estudo
apresentaram uma relacdo de machos para fémeas semelhante aos
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resultados obtidos por Boehs et al. (2008), com proporcdes de machos e
fémeas (M:F) variando de 1,15:1 a 1,61:1.

No presente estudo, os animais coletados no estoque natural em
D45, a qual foi realizada na época da primavera, mostraram uma maior
porcentagem em estagio de desova. Esses dados corroboram com o0s
obtidos por Aradjo (2001), que observou em populacdes de A.
brasiliana, do estoque natural na regido sul do Brasil
(Floriandpolis/SC), picos reprodutivos na primavera e no outono.

Anomalocardia brasiliana em clima tropical apresenta ciclo
reprodutivo diferente de animas da mesma espécie que habitam clima
sub-tropical no Brasil. Contudo, no estudo realizado por Grotta e
Lunetta (1982) onde foram avaliadas duas populacfes de A. brasiliana,
uma da Paraiba e outra do estado de Sao Paulo, foi observado que em
maiores latitudes (S&o Paulo) ocorrem picos reprodutivos e, em menores
(Paraiba) os animais desovam durante todo o ano. Segundo Giese e
Pearse (1974), para moluscos a reproducdo de forma continua ocorre
onde h& pouca variagdo dos fatores ambientais, como é o caso de regites
tropicais. Nesses ambientes os bivalves utilizam o excesso de energia
para reproducado, ocorrendo varios picos reprodutivos ao longo do ano.

Em regides temperadas os bivalves sdo submetidos a forte
variacdo de temperatura e de disponibilidade de alimento ao longo do
ano, de tal forma que a reproducédo é estacional, com um a dois picos
reprodutivos por ano (Helm et al., 2004), geralmente, com picos entre
primavera e outono.

A temperatura e a disponibilidade de alimento sdo os principais
fatores que afetam a reproducdo de moluscos bivalves. O efeito dessas
variaveis é complexo e depende especificamente do ganho e gasto
energético no ambiente natural (Bayne e Newell, 1983). A maturacdo
gonadal dos moluscos € um processo que requer um alto gasto
energético (Barber e Blake, 1991).

A temperatura € o principal fator que influencia a gametogénese
em bivalves marinhos (Barber e Blake, 2006). Em A. brasiliana foi
observado por Aradjo (2001) um aumento da gametogénese com o
aumento da temperatura na regido sul do Brasil, onde as temperaturas da
agua variam de 16 a 30°C ao longo do ano (Suplicy et al., 2003). Com a
variacdo da temperatura de 9°C, no tratamento T16-25/S35, foi
observada uma sincronia reprodutiva. Essa sincronia reprodutiva ndo foi
observada nos animais coletados no estoque natural e nos outros dois
tratamentos, onde a variagao da temperatura foi menor (4°C).

A reducdo no consumo de alimento observada nos animais no
tratamento T16-25/S35 pode estar relacionada com baixa temperatura e
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a sua influéncia na taxa de filtracdo. Segundo Kittner e Riisgard (2005)
a temperatura e a taxa de filtracdo em bivalves apresenta uma relagdo
linear positiva dentro do intervalo de tolerncia de cada espécie. Este
fato foi observado no tratamento T16-25/S35, onde o consumo de
microalgas foi maior apds a temperatura de 18°C.

A salinidade também pode afetar significativamente o
desenvolvimento reprodutivo nos moluscos bivalves. Uma salinidade
inapropriada produz o fechamento das valvas como resposta tipica para
0 isolamento dos Orgdos internos de um ambiente hiposalino ou
hipersalino (Shumway, 1977; Elston et al., 2003). Esse fechamento das
valvas de A. brasiliana foi observado por Leonel (1981) durante
periodos prolongados quando os animais foram expostos a salinidades
de 2, 6, 10, 14, 18, 22, 42 e 50.

Quando ocorre aclimatacdo a uma determinada salinidade
(dentro do admissivel para cada espécie) ocorre um gasto energético
para a manutencdo do volume celular através do ganho ou perda de
solutos inorganicos (Shumway, 1977; Shumway e Youngson, 1979).

Em baixas salinidades, o aumento da demanda metabélica pode
se transformar em um déficit energético, principalmente quando
combinado com a diminuicdo da taxa de clareamento (Rajesh et al.,
2001). Um déficit energético pode acarretar uma diminuigdo no
crescimento somatico ou reprodutivo (Navarro et al., 2000). No caso de
A. brasiliana as salinidades testadas no presente estudo ndo afetaram o
ciclo reprodutivo quando testadas nas mesmas condigdes de
temperatura. Estas salinidades estdo dentro da faixa sugerida por Leonel
et al. (1983), onde A. brasiliana suporta, durante 29 dias, uma variacdo
de salinidade entre 17 e 42. Leonel et al. (1983) também observaram que
nas salinidades extremas de 8,5 e 51, o tempo de sobrevivéncia é menor,
11,5 e 20,5 dias, respectivamente.

Outro aspecto importante no condicionamento bivalves de
clima tropical, em condi¢des de laboratério, é a ocorréncia de desovas
espontaneas. No presente estudo, através da variacdo da temperatura
realizada no tratamento T16-25/S35, foi possivel controlar a ocorréncia
de desovas e maturar os animais. Desta forma, com o controle da
ocorréncia de desovas pode facilitar o planejamento de desovas para a
producdo de sementes do berbigdo ao longo do ano.

A producdo de sementes de A. brasiliana em laborat6rio além
de ser importante para aquicultura é fundamental para viabilizar a
realizacdo de estudos sobre o repovoamento dessa espécie, fazendo
melhor uso desse recurso natural. Futuros trabalhos devem ser
desenvolvidos para testar o controle da temperatura no condicionamento
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reprodutivo de animais em distintas zonas geograficas do Brasil onde
esta espécie ocorre naturalmente.

5. Concluséo

O condicionamento reprodutivo de Anomalocardia brasiliana
utilizando o regime de temperatura variando de 16 e 25 °C mostrou ser
efetivo para evitar ocorréncia de desovas durante o periodo
experimental. Também demonstrou a possibilidade de controlar o ciclo
reprodutivo. As salinidades de 30 e 35 ndo diferiram entre sim nos
estagios sexuais.
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Tabela 1. Descricdo microscopica dos estagios sexuais dos machos e das
fémeas do berbigdo Anomalocardia brasiliana.

Nome Abreviagéo Fémeas Machos

Gametogénese GA Presenca de diferentes Presenga de diferentes
linhagens de células linhagens de células
germinativas (oogonias) germinativas
junto a parede do (espermatogonias,
foliculo; Presenca de espermatocitos) junto a
poucos odcitos, aderidos  parede do foliculo; poucas
ou nao, na parede do espermatides e
foliculo; oécitos em espermatozéides no
diferentes tamanhos; foliculo.
aspecto heterogéneo. Parede do foliculo mais
Presenca de tecido espessa; Com espagos
conjuntivo inter e intrafoliculares;
intrafolicular evidente; Tecido conjuntivo inter e
parede do foliculo mais intrafolicular evidente.
espessa; Com espagos
intrafoliculares.

Pré-desova PS Na fase inicial, o6citos Na fase inicial, presenca de

presentes tanto na parede
quanto no limen do
foliculo; presenca de
od6citos com formato
arredondado; ainda pode
ocorrer presenca de
células germinativas;
pouco ou nenhum tecido
conjuntivo inter e
intrafolicular.

Na fase avancada, 0s
foliculos estavam
distendidos e repletos de
odcitos; muitos foliculos;
gonoduto (canais
genitais) vazio; pouco ou
nenhum tecido
conjuntivo inter e
intrafolicular; sem
espacos interfolicular e
intrafoliculares; com
qualquer estimulo ou
corte ja ha liberacdo de
gametas.

espermatozdides
intrafolicular sem ou com
flagelo eosinofilos
evidentes na direcdo do
limen do foliculo; ainda
pode ocorrer presenca de
células germinativas;
Pouco ou nenhum tecido
conjuntivo inter e
intrafolicular.

Na fase avancada, muitos
foliculos; foliculos repletos
de gametas; gonoduto
vazio; pouco ou nenhum
tecido conjuntivo inter e
intrafolicular; sem espacos
inter e intrafoliculares.
Com qualquer estimulo ou
corte ja ha liberacéo de
gametas.
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Desova SP Na fase inicial, presenca  Na fase inicial, presenca de
de odcitos nos foliculos; espermatozdides nos
paredes dos foliculos foliculos; paredes dos
reconheciveis; espacos foliculos reconheciveis;
intrafoliculares junto a espagos intrafoliculares
parede e ltmen do junto a parede e lGmen do
foliculo; pode haver foliculo; pode haver
presenca de gametas nos  presenca de gametas nos
gonodutos. gonodutos.

Na fase avancada, Na fase avancada, poucos
presenca de poucos espermatozdides no limen
od6citos no limen do do foliculo ou foliculo
foliculo; com espacos parcialmente vazio, com
interfoliculares; foliculo espermatozdides
com formato irregular, remanescentes; foliculo
devido a recente desova; ~ com formato irregular,
pode-se observar foliculo  devido a recente desova;
parcialmente vazio, com  com espacos inter e
odcitos remanescentes. intrafoliculares.
Pode-se observar Pode-se observar presenca
presenca de hemdcitos de hemocitos fazendo a
fazendo a fagocitose dos  fagocitose dos
o6citos remanescentes. espermatozdides
remanescentes.
Repouso RE Poucos ou nenhum Poucos ou nenhum

odcito remanescente.
Poucos foliculos;
foliculos remanescentes
colapsados e com
pequeno diametro; muito
tecido conjuntivo inter e
intrafolicular.

espermatozdide
remanescente.

Poucos foliculos; foliculos
remanescentes colapsados
e com pequeno diametro;
muito tecido conjuntivo
inter e intrafolicular.
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Figura 1. Temperatura didria registrada durante os 55 dias de
experimento nos tanques de maturacgdo (tratamentos T21-25/S30, T21-
25/S35 e T16-25/S35) no laboratério e no meio ambiente (Praia da
Daniela, Floriandpolis, Brasil).
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Figura 2 a 9: Fotografias microscopicas dos estagios sexuais dos machos
(figuras 2 a 5) e das fémeas (figuras 6 a 9) do berbigdo Anomalocardia
brasiliana, coletadas em Floriandpolis, Brasil. Fig. 2 - gametogénese
(GA); Fig. 3 - pré-desova (PS); Fig. 4 - desova (SP) Fig. 5 - repouso
(RE). Barra = 200 pum. Onde, ct: tecido conectivo; gc: células
germinativas; go: gonoduto; if: espago intrafolicular; it: espacgo
interfolicular; oc: odcito; 0o: oogbnia; rg: gametas remanescentes; st:
espermatozoides; wf: parede do foliculo.

Figura 10 e 11. Fotografia microscdpica de condicdo e parasita
registrado na avaliacdo histoldgica de espécimes do berbigdo
Anomalocardia brasiliana, Praia da Daniela, Florian6polis, Brasil. Fig.
10, esporocisto (sp) e cercaria (ce) de Bucephalus sp. infectando o
tecido gonadico de A. brasiliana. Fig. 11, metazoario (ceta) ndo
identificado infectando a branquia de A. brasiliana. Barra =200 pum.
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Figura 12. Estagio sexual (%) das fémeas e dos machos de A. brasiliana
condicionados em laboratdrio (tratamentos T21-25/S30, T21-25/S35 e
T16-25/S35) e coletadas no meio ambiente nos 5 tempos de amostragem
(DO, D15, D30, D45 e D55) durante o periodo experimental, em dias.
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RESUMO

Com o objetivo de contribuir com a tecnologia de producéo de sementes
do berbigdo Anomalocardia brasiliana em laboratério, avaliou-se a
densidade e a dieta no cultivo larval e o tempo de larvicultura de A.
brasiliana. Para isto foram realizados 4 experimentos, como segue:
experimento 1: avaliagdo das densidades 10, 15, 30 e 50 larvas.cm™ na
larvicultura; experimento 2: avaliacdo do tempo de larvicultura para o
assentamento nas densidades de 25 e 50 larvas.cm’?; experimentos 3 e 4:
efeito de dietas uni e bialgal na larvicultura. Os resultados
demonstraram ser vidvel a larvicultura desse venerideo em alta
densidade, sendo o melhor resultado com 10 larva.ml™. As larvas podem
ser transferidas para o assentamento com 5 dias de cultivo em densidade
de 25 larvas.cm™ Observou-se que os animais alimentados com dieta
bialgal apresentaram maior sobrevivéncia e crescimento. A combinagdo
Chaetoceros muelleri com Nannocholopsis oculata ou Pavlova lutheri
apresentou-se como a melhor opcdo para alimentagdo de larvas de A.
brasiliana.

Palavras-chave: Berbigdo; véngole; marisco; densidade; tempo de
larvicultura; alimentagéo; larva.
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INFLUENCE OF DIET, DENSITY AND TIME OF LARVICULTURE
ON THE CLAM Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) IN
HATCHERY.

ABSTRACT

To contribute with the Anomalocardia brasiliana production technology
of clam seeds in a hatchery, this study evaluated the density, time and
diet on larval rearing of clam. For this 4 experiments were performed as
follows: Experiment 1: evaluation of densities 10, 15, 30 and 50
larvas.cm? in the larviculture; Experiment 2: evaluation of the
larviculture time to settlement at densities of 25 and 50 larvas.cm™;
Experiments 3 and 4: effect of diets uni and bialgal in the larviculture.
Results showed that is possible to culture this clam in high densities. As
well, the larvae can be transferred to settlement within five days of
larviculture at a density of 25 larvae.cm™. Assessing the diets tested
during larviculture, it was observed that larvae fed with bialgal diet had
higher survival and growth. The combination Chaetoceros muelleri with
Nannocholopsis oculata or Pavlova lutheri presented itself as the best
option for feeding larvae of A. brasiliana.

Key words: carib pointed-venus clam; density; larviculture period,;
feeding; larvae.
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INTRODUCAO

O Brasil apresenta mais de 20 espécies de moluscos de areia,
sendo Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) a espécie que mais se
destaca por seu importante papel socioecondémico para a regido litoranea
brasileira (RIOS, 2009). A. brasiliana ocorre desde as Antilhas até o
Uruguai (RIOS, 2009), com ampla distribuicdo ao longo da costa
brasileira, principalmente em enseadas, baias e estuarios (BOEHS et al.,
2008). Este venerideo é popularmente conhecido como berbigao,
vongole, mija-mija, sarnambi, sernambi pequeno, sarnambitinga,
chumbinho, marisco pedra e papa-fumo (NARCHI, 1972).

Na costa brasileira, a comercializagdo desse molusco de areia
esta baseada no extrativismo em estoques naturais. Essa atividade é
realizada em diferentes escalas e, principalmente, por comunidades
litordneas, sendo, em alguns casos, a fonte de proteina mais importante
na alimentacao familiar (Lagreze F., observacéo pessoal).

Os principais fatores que podem afetar a disponibilidade de A.
brasiliana sdo: sobre-explotacéo, fatores antropogénicos (tais como a
poluicdo das aguas) e fatores ambientais (como, por exemplo,
enchentes). A producdo de sementes desse molusco em laboratério pode
ser uma alternativa para essa limitagdo, favorecendo o sucesso tanto da
extracdo em estoques repovoados quanto do cultivo.

Estudos sobre aspectos ecolégicos (BOEHS et al., 2008), ciclo
reprodutivo (LUZ e BOEHS, 2011) e patoldgicos (SUHNEL et al., in
press) de A. brasiliana, tem sido realizados ao longo da costa da
América Central e do Sul. Contudo, pouco ainda se sabe sobre o cultivo
dessa espécie, com destaque a producao de sementes em laboratério.

No estudo realizado por MOUEZA et al. (1999) avaliaram-se
aspectos morfologicos do desenvolvimento larval de A. brasiliana.
Entre as caracteristicas mais relevantes apds a fecundacéo, estéo as fases
plantigradas, desde trocofora, larva “D” ou véliger até a fase bentdnica,
que é a larva pedivéliger. A. brasiliana, assim como outros venerideos
(HELM et al., 2004) ndo necessita de um substrato consolidado para
iniciar a metamorfose na fase de assentamento.

As larvas de molusco na fase planctbnica sdo sensiveis aos
fatores ambientais, que podem afetar o crescimento e a selecdo do
método de cultivo. Os fatores temperatura, salinidade, dieta e densidade
de cultivo também afetam o assentamento e a metamorfose (LIU et al.,
2006). Em sistemas de producdo em laboratério, a densidade pode ser
controlada e tem uma grande influéncia na sobrevivéncia de larvas de
moluscos bivalves (DEMING e RUSSELL, 1999; LIU et al., 2006;
YAN et al., 2006).
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A alimentacgdo de larvas de moluscos pode ser considerada um
fator chave, pois influencia a variabilidade no crescimento de bivalves
quando comparado com a temperatura ou a salinidade (MARSHAL et
al. 2010). Avaliando o efeito da temperatura, salinidade e da dieta no
crescimento das larvas de Ostrea edulis (ROBERT et al., 1988), Mytilus
galloprovincialis e Crassostrea gigas (HIS et al., 1989), mais de 70%
da variancia no crescimento foi explicada pelo estado nutricional das
mesmas.

Na alimentagdo de moluscos é importante considerar a espécie
de microalga a ser fornecida, pois nem todas sdo ingeridas ou digeridas
pelas larvas (MARTINEZ-FERNANDEZ et al., 2004). Espécies do
género Isochrysis, Pavlova e Chaetoceros sdo as mais utilizadas na
larvicultura de bivalves (SOUTHGATE, 2008). Contudo, existe uma
grande variedade de microalgas marinhas com potencial para
alimentacdo de larvas em condi¢cdes de laboratério. As microalgas
fornecem a energia e os nutrientes para sintese de tecidos necessarios
para o crescimento e metamorfose larval (SOUTHGATE, 2008).

A produgdo comercial de formas jovens de moluscos bivalves
tem, entre outros, o propo6sito de otimizar o método de cultivo e
incrementar a producdo por unidade, utilizando uma menor quantidade
de &4gua e com custos minimo. Com o objetivo de contribuir com a
tecnologia da producdo de sementes de berbigdo em laboratério, este
estudo avaliou a densidade na larvicultura e no assentamento, o tempo
de cultivo e a dieta de larvas do berbigdo A. brasiliana em condic¢des de
laboratério.

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

Animais adultos (24,65 + 1,36 mm) de A. brasiliana foram
coletados na zona entre marés da praia da Daniela, Florianopolis, Brasil
(27°27°25,407S; 48°32°31,51”W) e transportados para o Laboratorio de
Moluscos Marinhos (LMM) (Universidade Federal de Santa Catarina),
localizado na Barra da Lagoa, Floriandpolis, para realizacdo dos
experimentos de larvicultura.

Obtengao das larvas “D”

Os animais adultos do berbigdo A. brasiliana, ao chegarem ao
LMM, foram lavados em solucdo de hipoclorito (2%) e aclimatados em
tanque de corpo tronco-conico de 200 L contendo agua do mar filtrada
(1 wpm), esterilizada com ultravioleta (UV), salinidade de 35 e
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temperatura de 24°C. Os animais foram acondicionados em quatro sacos
de malha com 0,5 kg de berbigdo em cada saco, totalizando 2 kg em 200
L. Ap6s 24 horas de aclimatacdo, os animais foram induzidos a
eliminagdo dos gametas por choque térmico com o aumento da
temperatura de 24 a 28°C bruscamente e, em seguida, mantendo em
28°C por 15 horas (overnight). Apds o periodo de 15 horas, 0os embrides
foram coletados e transferidos para um tanque (100 L), contendo agua
do mar filtrada a 1 um, esterilizada com UV, salinidade de 35 e
temperatura de 25°C, mantidos por 24 horas até larva “D”. Apds este
periodo as larvas, foram coletadas com peneira (35 um) e utilizadas nos
experimentos.

Experimento 1: avaliacio da densidade de larvas na larvicultura

Foram testados quatro tratamentos: 10, 15, 30 e 50 larvas.mL™*
(larva “D”) em delineamento inteiramente casualizado com trés
repetigdes. Para cada densidade, as larvas “D” foram colocadas em
tanques (15 L) utilizando volume de 12 L de agua do mar filtrada (1
um), esterilizada com UV, salinidade de 35 e temperatura de 25°C. Foi
instalado em cada tanque um filtro “banjo” (HELM et al., 2004
[estrutura composta por uma secgéo transversal de 5 cm de cano de PVC
(100 mm de diametro) tampado com malha (35 pm) de cada lado e com
uma saida em PVC (20 mm de didmetro) até a lateral do nivel superior
da &gua do tanque], para a renovacdo da &gua sem precisar retirar as
larvas. Foi utilizado sistema de aeragdo constante nos tanques de
larvicultura, para manter a circulagéo da agua.

No manejo da larvicultura, a renovacdo total da agua dos
tanques foi realizada a cada 24 horas, sem retirar as larvas do tanque e o
peneiramento a cada 48 horas, com eliminacdo de larvas mal formadas
ou mortas e higienizagdo de todo sistema, utilizando solucdo de
hipoclorito de sodio (2%). A alimentacdo diaria foi composta pela
microalga Isochrysis galbana, na concentragdo de 2 x 10* células.mL™
nos dois primeiros dias, e pelas microalgas I. galbana e Chaetoceros
muelleri  (1:1), na concentracdo de 5 x 10* células.mL™, até larva
pedivéliger.

Apbs sete dias de larvicultura, foi avaliada a sobrevivéncia das
larvas pedivéliger.

Experimento 2: avaliacdo da densidade de larvas no assentamento,
cultivadas por 5 e 7 dias de larvicultura

Neste experimento foi testado o assentamento de larvas com
idade de 5 e de 7 dias (5d e 7d, respectivamente) em duas densidades de
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assentamento: 25 larvas.cm™® (D25) e de 50 larvas.cm™ (D50) em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (dois fatores
tempo e densidade) com trés repeti¢cdes. As larvas “D” foram colocadas
nos tanques (100 L) em densidade de 10 larvas.mL™ e agua do mar
filtrada (1 pum), esterilizada com UV, salinidade de 35, temperatura de
25°C e aeragdo constante. Em cada tanque foi instalado um “banjo”
lateral para renovacdo de 4gua. O manejo da larvicultura e a alimentacéo
das larvas foi realizado como descrito anteriormente para o experimento
1.

Apo6s cada tempo de larvicultura, 5 e 7 dias, as larvas retidas na
malha de 120 um foram separadas, quantificadas e colocadas para
assentamento em cilindros de PVC (200 mm de didmetro), com malha
(90 um) no fundo, acomodados em tanques (100 L). No assentamento
foram utilizadas 7.850 larvas.cilindro™ para densidade de 25D e 15.700
larvas.cilindro™ para densidade de 50D. Cada tanque continha trés
cilindros e funcionava com sistema de “airlift” para a circulacdo da
agua e do alimento em fluxo descendente (downwelling). Nesse sistema
foi utilizada 4gua do mar filtrada (1 pm), esterilizada com UV,
salinidade de 35 e temperatura de 25°C. A alimentacdo durante o
assentamento foi diaria, composta pelas microalgas |. galbana e C.
muelleri (1:1) a uma concentracdo de 7 x 10* células.mL™.

No manejo do assentamento foi realizada troca de &gua total a
cada 48 horas. Ap6s 12 dias de assentamento, 0s animais, ja em fase de
pré-sementes, foram retirados dos cilindros para avaliacdo da
sobrevivéncia.

Tanto para 0 experimento 1 quanto para o experimento 2, a
determinacdo da sobrevivéncia das larvas pedivéliger e das pré-sementes
foi realizada com auxilio de cimera de Seddewick Rafter e de
microscdpio de luz. Para a contagem, em triplicata, uma amostra (1 mL)
homogeneizada do recipiente (500 mL), contendo as larvas e agua do
mar, foi retirada para quantificar o total de larvas vivas presentes.

Experimentos 3 e 4: avaliacdo da dieta de microalgas

No experimento 3 foi testada dieta unialgal na larvicultura de A.
brasiliana, sendo 5 espécies de microalgas testadas: I. galbana (Iso),
Rhodomonas salina (Rh), Chaetoceros calcitrans (Cc), C. muelleri
(Cm) e Nannochloropsis oculata (Na). Além das microalgas, foi
utilizado um grupo de controle com larvas sem alimento (SA). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes.
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No experimento 4 foram testadas 8 dietas bialgais, na proporcao
1:1, compostas pelas seguintes microalgas:

Tratamento Iso-Cc: Isochrysis galbana e Chaetoceros calcitrans;
Tratamento Iso-Cm: Isochrysis galbana e Chaetoceros muelleri;
Tratamento Rh-Cc: Rhodomonas salina e Chaetoceros calcitrans;
Tratamento Rh-Cm: Rhodomonas salina e Chaetoceros muelleri;
Tratamento Na-Cc: Nannochloropsis oculata e Chaetoceros calcitrans;
Tratamento Na-Cm: Nannochloropsis oculata e Chaetoceros muelleri;
Tratamento Pav-Cc: Pavlova lutheri e Chaetoceros calcitrans;
Tratamento Pav-Cm: Pavlova lutheri e Chaetoceros muelleri;
Tratamento controle (SA): sem alimento.

O experimento 4 foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticGes. Para ambos 0s experimentos, as larvas
“D” foram colocadas em bequeres de vidro (unidades experimentais),
contendo 400 mL de dgua do mar filtrada (1 um), esterilizada com UV,
salinidade de 35 e temperatura de 25°C, cada um foi povoado com 2.000
larvas (5 larvas.mL™). Os bequeres foram colocados em “banho-maria”
(tanque de 50 L) para manter a temperatura (25°C) em todas as
unidades. Os bequeres foram mantidos sem aeracdo. A troca total de
agua foi realizada a cada 48 horas, com o peneiramento das larvas
utilizando malha 35 um e o alimento foi fornecido diariamente. A
quantidade de células de cada espécie de microalga testada foi ajustada a
cada troca de agua de acordo com o crescimento doas animais,
observado de amostras de larvas de cada unidade experimental,
conforme descrito para Tapes philipinarum (HELM et al., 2004).

O tempo de larvicultura foi fixado em 7 dias para os dois
experimentos. Apds este periodo, todas as larvas de cada tratamento
foram retiradas, fixadas (Formol 10%) e armazenadas em tubos
eppendorff (2 mL) para posterior avaliagcdo. Para avaliacdo, o contelido
liquido de cada eppendorff foi homogeneizado, pipetado 1 mL e as
larvas contadas em camara de Seddewick Rafter com microscopio de
luz. De cada tubo, foi quantificado em 100 larvas o nimero total de
larvas consideradas “vivas” (com os orgdos intactos) e “mortas” (com
concha vazia efou tecido em processo de necrose) (O'CONNOR et al.,
2012). Das larvas “vivas” foi medido (n=30) o comprimento (um) de
concha (SL). As medicGes foram realizadas em microscépio 6ético
acoplado a cAmera digital (Leica DS50) utilizando software de medicéo
(Leica, Camera Software). Além disso, foi calculado o crescimento total
médio das larvas, através da diferenca entre o valor de comprimento de
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concha no inicio do experimento (n=30) e o comprimento da concha no
final do experimento, apds 7 dias de larvicultura.

Microalgas

As microalgas utilizadas no presente estudo foram cultivadas
em sistema semi-continuo com meio Guillard F/2 modificado pelo
LMM, utilizando &gua filtrada (0,2 um) e esterilizada (UV), aeragdo
filtrada (0,22 um) com CO; (aproximadamente 2%), temperatura de
22°C e um regime de luz de 24 horas. As microalgas foram coletadas na
fase exponencial de crescimento.

Para determinar a quantidade de células necessarias para cada
dieta foi utilizado o peso seco das microalgas (NELL e O’CONNOR,
1991; NELL et al., 1994). Antes de iniciar os experimentos, foi avaliada
a presenca/auséncia do Vibrio sp. nas algas, utilizando Agar TCBS
(Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose) (O’CONNOR et al., 2011). As
espécies de microalgas utilizadas no experimento 3 e 4, estdo
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Microalgas utilizadas nos experimentos 3 e 4, tamanho
(comprimento e largura em pm) e peso seco descritos por NELL e
O’CONNOR (1991).

Espécies Tamanho (um) Peso seco
_ (Hg.célula™®
Comprimento Largura
Rhodomonas salina 11,4+15 6,9+1,2 60+1,4
Isochrysis sp., variedade Tahiti 85+1,6 54+11 19+4,3
Pavlova lutheri 6,9+14 49+0,8 23+41
Chaetoceros calcitrans 40+0,9 3,1+0,6 15+3,3
Chaetoceros muelleri 74+12 54+11 20+ 3,8
Nannochloropsis oculata 5011 45+0,9 21+438

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote
computacional SAS® (SAS, 2003).

Realizou-se testes de homogeneidade de variancia das médias
ede distribuicdo normal dos erros para todas as varidveis estudadas
(sobrevivéncia e comprimento da concha). Os dados de sobrevivéncia
(experimento 1, 3 e 4) e comprimento de concha (experimentos 3 e 4)
foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) de um fator,
quando observadas diferencas entre os tratamentos (havendo mais de
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dois tratamentos), foi aplicado o teste Tukey de separacdo de médias. Os
dados de sobrevivéncia (experimento 2) foram submetidos a Anéalise de
Variancia fatorial (dois fatores: tempo e densidade) e posteriormente
realizou-se o desdobramento da interagdo (tempo vs. densidade) .

RESULTADOS

Teste de homogeneidade de variancia e normalidade

Ndo observou-se heterogeneidade de variancia entre 0s
tratamentos ou desvio da normalidade dos erros nos dados analisados,
em todos os experimentos. Assim, utilizou-se analise de variancia para
todos as varidveis estudadas (sobrevivéncia e crescimento).

Experimento 1

Avaliando a sobrevivéncia das larvas ap6s sete dias de
larvicultura, ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos. Foi observada maior sobrevivéncia para a densidade de 10
larvas.mL™, com 77,78 + 10,39% e menor para 50 larvas.mL™, com
37,78 = 14,99% (Figura 1). Ao final do experimento ndo foram
observadas larvas retidas na malha de 120 um para 30 e 50 larvas.mL ™.
Ja para os tratamentos de 10 e 15 larvas.mL™, 70 a 80% do total de
larvas encontravam-se retidas em malha de 120 um, com a maioria na
fase de pedivéliger. Quando analisado o nimero final de larvas para
cada densidade ndo foram observadas diferencas significativas (p<0.05).
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Figura 1. Média e desvio padrdo da sobrevivéncia das larvas do
berbigdo Anomalocardia brasiliana com 7 dias de larvicultura para as 4
densidades testadas: 10, 15, 30 e 50 larvas.mL™.
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Experimento 2

Pela analise de variancia fatorial ndo houve diferenca entre as
densidades de cultivo, contudo houve diferenca significativa (p<0,05)
entre 0 tempo e a interacdo (densidade vs. tempo). Através do
desdobramento da interacdo observa-se que, no tempo de 5 dias, a
sobrevivéncia das larvas cultivadas na D25 foi significativamente
(p<0,05) superior (75,16 + 16,57) aquela observada na D50 (45,64 +
4,25). No tempo 7 dias, a sobrevivéncia na D50 foi superior (38,42 £
5,92) aquela observada na D25 (19,39 + 4,25). Analisando o tempo em
cada densidade, verifica-se que na D25 a sobrevivéncia das larvas foi
significativamente (p<0,05) superior (75.16 + 16,57) com 5 dias em
relacdo a 7 dias de larvicultura (19,39 + 4,25). Contudo, ndo houve
diferenca na sobrevivéncia larval entre 5d (45,64 + 4,25) e 7d (38,42 +
5,92) quando a densidade de cultivo era D50. (Figura 2).
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Tratamentos

Figura 2. Média e desvio padrdo da sobrevivéncia das larvas do
berbigdo Anomalocardia brasiliana na fase de assentamento com 5 e 7
dias de larvicultura em duas densidades, 25 e 50 larvas.mL™ (D25 e
D50, respectivamente).

Experimento 3 e 4

As andlises bacteriolégicas mostraram auséncia do Vibrio sp.
nas microalgas utilizadas no experimento 3 e 4. Avaliando a
sobrevivéncia de larvas ap6s sete dias de larvicultura, ndo foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos com dieta unialgal (Figura
3A). A maior sobrevivéncia foi verificada para a dieta Na, com 46,42 +
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10,87% e as menores ocorreram para as dietas Rh e Cm, com 22,47 £
6,63% e 23,54 + 15,81%, respectivamente.

Os tratamentos com dieta bialgal ndo apresentaram diferencas
significativas. A maior sobrevivéncia foi observada para a dieta Pav-
Cm, com 72,67 + 18,58% e as menores para as dietas Na-Cc e Rh-Cc,
com 12,00 + 1,73% e 13,00 £ 7,00%, respectivamente. A sobrevivéncia
das larvas sem alimento (Sa) na dieta unialgal foi de 38,00 + 13,00% e
para bialgal 23,00 + 11,00%.

Quando avaliado o comprimento de concha ap6s sete dias de
larvicultura no experimento com dietas unialgal, verificou-se diferenca
significativa (p<0,05) dos animais alimentados com a dieta Cc em
relacdo as demais, com comprimento médio de 160,15 £ 18,03 pm
(Figura 4A). J& para as larvas alimentadas com as dietas Iso e Na nédo
diferiram entre si, mas apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
com as demais dietas testadas, com comprimento médio de 142,63 +
8,10 um e 134,02 £ 10,61 pum, respectivamente. O menor comprimento
de concha foi para larvas alimentadas com Cm, ndo significativamente
diferente de Rh e sem alimento, sendo inferior as larvas sem alimento.

Para as dietas bialgais, os melhores resultados de comprimento
de concha foram observados para as dietas de Na-Cm, Pav-Cc e Pav-
Cm, com 168,72 + 6,22 pm, 165,67 £ 2,09 um e 164,65 £ 2,30 pum,
respectivamente que apesar de ndo diferirem entre si, diferiram
significativamente (p<0,05) em relacdo as demais dietas (Figura 4B). As
larvas que apresentaram os menores valores de comprimento de concha
foram para aquelas alimentadas com Rh-Cc, Rh-Cm e o tratamento sem
alimento, sendo estas diferentes significativamente (p<0,05) das demais
dietas.

Avaliando o crescimento total (Tabela 2), onde a altura inicial
para todos os tratamentos foi de 104,25 + 4,15 um, larvas alimentadas
com uma dieta unialgal Cm (altura final 88,82 + 20,00 um) resultaram
em um valor negativo. O mesmo ocorreu com o tratamento sem
alimento (altura final 103,68 + 12,31 um). Ja nos tratamentos com dietas
bialgais, todos os tratamentos apresentaram valores positivos, incluido o
tratamento sem alimento.

Quando comparados o crescimento total entre os dois
experimentos pode se observar valores de até 71,87 um para dieta Na-
Cm, superior ao maior valor da dieta unialgal Cc, com 44,90 pm.
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Figura 3. Média e desvio-padrdo da sobrevivéncia das larvas do
berbigdo Anomalocardia brasiliana alimentadas com dietas unialgais
(A) e com mistura de duas algas (B) ap6s 7 dias de larvicultura. Onde,
Cc: Chaetoceros calcitrans; 1so: Isochrysis galbana; Cm: Chaetoceros
muelleri; Na: Nannochloropsis oculata; Rh: Rhodomonas salina; Pav:
Pavlova lutheri; e Sa: sem alimento.
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Figura 4. Média e desvio-padrdo do comprimento de concha das larvas
do berbigdo Anomalocardia brasiliana alimentadas com dietas unialgais
(A) e com mistura de duas algas (B) ap6s sete dias de larvicultura.
Onde, Cc: Chaetoceros calcitrans; Iso: Isochrysis galbana; Cm:
Chaetoceros muelleri; Na: Nannochloropsis oculata; Rh: Rhodomonas
salina; Pav: Pavlova lutheri; e Sa: sem alimento.
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Tabela 2. Crescimento total médio (diferenca entre o tamanho inicial e
final) das larvas do berbigdo Anomalocardia brasiliana ap6s 7 dias de
larvicultura utilizando dietas unialgal e bialgais. Onde, Cc: Chaetoceros
calcitrans; Iso: Isochrysis galbana; Cm: Chaetoceros muelleri; Na:
Nannochloropsis oculata; Rh: Rhodomonas salina; Pav: Pavlova
lutheri; e SA: sem alimento.

Dieta Crescimento total médio da larva (um)
Unialgal

C. calcitrans 55,90 £ 9,42
I. galbana 38,38 + 2,49
C. muelleri -15,42 + 16,68
N. oculata 29,76 £ 3,30
R. salina 6,69 £ 4,80
SA -0,57£2,18
Bialgal

Iso-Cc 53,46 £ 6,01
Iso-Cm 53,06 + 3,86
Na-Cc 45,00 £ 5,98
Na-Cm 71,87 £5,08
Pav-Cc 68,82 £ 0,44
Pav-cm 67,81+ 1,89
Rh-Cc 32,91 8,75
Rh-Cm 29,74 £ 4,72
SA 20,89 £ 2,93

DISCUSSAO

Na larvicultura de bivalves, LOOSANOFF e DAVIS (1963)
observaram que em alta densidade ha um efeito deletério no crescimento
e na sobrevivéncia causado pelas frequentes colisbes entre as larvas,
resultando em um consumo descontinuo de alimento, pois, diante do
choque, as larvas fecham as valvas e ndo se alimentam das microalgas.

O aumento do nivel de metabolitos, como aménia, a competicao
por alimento entre as larvas e susceptibilidade a doencas sdo também
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efeitos observados quando hd um aumento na densidade larval
(URIARTE et al., 2001). A densidade de larvas afetou a sobrevivéncia
de Meretrix meretrix (LIU et al., 2006) e de Ruditapes philippinarum
(YAN et al., 2006). Para ambos estudos, as densidades préximas de 10
larva.mL™ apresentaram melhores resultados de sobrevivéncia e de
crescimento.

Normalmente o alimento é um fator limitante no crescimento
em altas densidades de cultivo. No presente estudo a alimentacdo foi
fixada para todos os tratamentos o que pode ter influenciado no
desempenho das larvas em densidades maiores por uma maior
competitividade devido a uma menor disponibilidade de microalgas. Por
outro lado elevada concentragdo pode sobrecarregar o sistema digestivo
levando a um incremento das taxas de rejeicdo das algas (GALLAGER,
1988). Outro risco que acompanha o excesso de alimento é o fato de que
0 excesso de fezes, pseudofezes e algas ndo consumidas se acumulem no
tanque aumentando o crescimento bacteriano e consequentemente
afetando a sobrevivéncia (HELM et al., 2004; TORKILDSEN e
MAGNESEN, 2004).

A densidade no assentamento estd relacionada, entre outros
fatores, com o sistema de cultivo utilizado. No assentamento de
moluscos de areia sdo sugeridas densidades de 100 a 150 larvas.cm™
(HELM et al., 2004; JONES et al, 1993) para larvas de T.
philippinarum. Segundo LIU et al. (2011), a densidades de 20 a 320
larvas.cm’ n&o afetou a taxa de metamorfose de larvas de Clinocardium
nutallii. Contudo, estes autores sugerem que a taxa de ocupagdo da
superficie da malha ndo seja maior que 100% da area em sistema
descendente ou “downwelling”.

Nos sistemas de fluxo descendente devem-se evitar altas
densidades, as quais podem criar zonas mortas de fluxo, diminuindo o
crescimento das pré-sementes ou causando mortalidades.

No assentamento de A. brasiliana, assim como para outros
venerideos, as larvas se fixam umas as outras ou nas paredes do tanque
através do bisso. Isso impossibilita a utilizacdo de fluxo ascendente nos
tanques de assentamento (como é realizado com ostras) devido a
formacdo de aglomerados e, consequentemente, perdas pelo fluxo de
drenagem.

MOUEZA et al. (1999) relatam que o processo de metamorfose
de A. brasiliana inicia no sétimo dia de larvicultura a 25°C e termina
com a diferenciacdo do sifdo no décimo quinto dia. Contudo, observou-
se no presente estudo que o tempo de larvicultura, também a 25°C, pode
ser reduzido para cinco dias quando o assentamento é realizado em
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baixa densidade (ver figura 1). A menor sobrevivéncia foi observada em
D25 com 7 dias de larvicultura.

As larvas pediveliger de A. brasiliana ndo necessitaram de
substrato para metamorfose (MOUEZA et al., 1999), ndo passando por
atraso decorrentes da busca de um substrato para se fixar. Esse atraso na
metamorfose causa mortalidades em outras espécies de bivalves
(BAYNE, 1965, 1976; FRENKIEL e MOUEZA, 1979; GROS et al.,
1997). Com os resultados obtidos no presente estudo, verificou-se que é
possivel transferir as larvas de A. brasiliana ainda na fase plancténica
(com 5 dias de larvicultura em densidade de 25 larvas.cm™) para o
sistema de assentamento onde ocorrerdo as subsequentes mudangas para
metamorfose. Esta metodologia facilita o sistema de produgdo de
sementes, terminando mais cedo a etapa de cultivo larval.

Outro aspecto que afeta a sobrevivéncia das larvas é a dieta
utilizada na larvicultura. Dietas diversificadas de microalgas apresentam
maior capacidade de suprir as necessidades nutricionais das larvas
quando comparadas a utilizagdo de uma Unica espécie de microalga
(HELM e LAING, 1987; THOMPSON et al., 1993). Isso corrobora o0s
resultados obtidos no presente estudo, onde ndo foi observada diferenca
na sobrevivéncia de larvas sem alimento e tratamentos unialgal. Muitas
das reservas armazenadas na gametogénese de moluscos sdo utilizadas
durante a embriogénese (GALLAGER e MANN, 1986; WHYTE et al.,
1990). Apds a embriogénese, durante a fase larval até o assentamento,
aumenta a demanda por fontes exdgenas de nutrientes (PERNET et al.,
2003). Na auséncia de alimento, segundo YAN et al. (2009), as larvas se
comportam como um sistema metabdlico fechado, que é
predominantemente alimentado pelas reservas energéticas enddgenas.
Mesmo sendo ministrada uma espécie de microalga, isso ndo foi
suficiente para suprir as exigéncias nutricionais das larvas.

A ingestdo das células estd relacionada diretamente com o
tamanho da larva de moluscos (LORA-VILCHIS e MAEDA-
MARTINEZ, 1997). Por exemplo, larvas veliger (menores de 150 pm)
podem se alimentar com algas de até 16 um e larvas veliger maiores
(com mais de 200 pm) com microalgas de até 30 um (SOMMER et al.,
2000; BALDWIN e NEWELL, 1995). No presente estudo, as larvas
alimentadas com dieta unialgal de Rhodomonas salina e de Chaetoceros
muelleri tiveram um crescimento baixo e até negativo (CM) devido,
provavelmente, ao tamanho dessas microalgas em relacdo as outras
algas testadas (Tabela 1). E possivel observar que os valores médios de
crescimento com CM tem uma alta variabilidade o que pode indicar que
as larvas com mais reserva tenham sobrevivido os 7 dias de experimento
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e que estas representaram as menores larvas no inicio do experimento, o
mesmo pode ter ocorrido com as larvas sem alimento. LORA-VILCHIS
e MAEDA-MARTINEZ (1997) observaram que larvas de Argopecten
ventricosus-circularis, com altura aproximada de 95 pm, ndo
conseguem ingerir as algas que possuem espiculas como Chaetoceros
calcitrans e C. muelleri e, por sua vez, até o sétimo dia de vida as larvas
ndo conseguiram ingerir Tetraselmis suecica (8-9 um) ou Thalassiosira
pseudonana (10-11 pum).

Além do tamanho da célula, deve ser considerada a
digestibilidade da microalga. A qual esta relacionada com a estrutura da
parede celular e a morfologia da alga. Em geral, as espécies flageladas
sdo de facil digestdo, como é o caso de P. lutheri e I. galbana (LE
PENNEC e RANGEL-DAVALOQOS 1985; LORA-VILCHIS e MAEDA-
MARTINEZ, 1997).

O género Nannochloropsis €é citado como microalgas de baixa
digestdo, ainda que ingerida facilmente, possivelmente devido &
presenca da parede celular de glicoproteina (LORA-VILCHIS e
MAEDA-MARTINEZ, 1997; MARTINEZ-FERNANDEZ et al., 2004).
Contudo, RONQUILLO et al. (2012) observaram que juvenis da ostra
Ostrea edulis apresentaram maior crescimento quando alimentados com
uma mistura de P. lutheri e N. oculata. Da mesma forma, O’CONNOR
et al. (2011), observaram que as melhores taxas de crescimento e
metamorfoses de larvas da ostra Ostrea angasi foram obtidas utilizando
dietas contendo N. oculata. Os resultados obtidos no presente estudo
corroboram com esses autores, onde as dietas contendo N. oculata
mostraram o melhor crescimento das larvas, sendo a melhor dieta
composta por essa microalga e C. muelleri.

CONCLUSOES

Os resultados do presente indicam que a larvicultura de A.
brasiliana em sistema estatico com trocas de &gua diarias e
peneiramentos a cada 48 horas deve ser realizada com densidades
iniciais entre 10 e 15 larvas.mL™. Recomenda-se utilizar dietas mistas,
com as microalgas C. muelleri e N. oculata ou P. lutheri. Apds o quinto
dia, as larvas podem ser transferidas para o assentamento em densidade
de 25 larvas.cm™.

A utilizagdo de dieta unialgal com as microalgas R. salina e C.
muelleri ndo sdo recomendadas para alimentacdo de larvas de A.
brasiliana.



78

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a CAPES/UFSC pelo suporte financeiro e bolsa
de doutorado. Ao Ministério de Pesca e Aquicultura pelo suporte
financeiro através do projeto “Gente da Maré” (Termo de Convénio
056/2008). Ao CNPq pelo apoio financeiro (Processo 477309/2011-9) e
pela concessao da bolsa de produtividade em pesquisa ao Ultimo autor.

REFERENCIAS

BALDWIN, B.S. e NEWELL, R.ILE. 1995 Relative importance of
different size food particles in the natural diet of oyster larvae
(Crassostrea virginica). Marine Ecology Progress Series, 120: 135-
145.

BAYNE, B.L. 1965 Growth and the delay of metamorphosis of the
larvae of Mytilus edulis (L.) Ophelia, 2: 1-47.

BAYNE, B.L.; THOMPSON R.J.; WIDDOWS, J. 1976 Physiology: I.
In: BAYNE, B.L. (ed) Marine mussels: their ecology and physiology.
London: Cambridge University Press. 506p.

BOEHS, G.; ABSHER, T.M.; CRUZ-KALED, A.C. 2008 Ecologia
populacional, reproducdo e contribuicdo em biomassa de
Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) (Bivalvia:Veneridae) na Baia
de Paranagua, Parand, Brasil. Boletim do Instituto de Pesca, 34(2): 259
- 270.

BREESE, W.T. e MALOUF, R.E. 1974 Hatchery Manual for the Pacific
Oyster. Corvalis, Oregon State University, Sea Grant College, Program,
22p. Publ. No ORESU-H75-002.

DEMING, CJ.; RUSSELL, M.P., 1999. Assessing manipulations of
larval density and culling in hatchery production of the hard clam,
Mercenaria mercenaria. J. Shellfish Res. 18: 99-105.

DONALDSON, J. 1991 Commercial production of microalgae at Coast
Oyster Company. In: FULKS, W. e K.L. MAIN (eds). Rotifer and
microalgae culture systems, Proceedings of a US-Asia Workshop,
Honolulu, Hawaii, January 28-31, 1991. The Oceanic Institute, Hawaii,
USA, 229-236.



79

FRENKIEL, L. e MOUEZA, M. 1979 Développement larvaire de deux
Tellinacea, Scrobicularia plana (Semelidae) et Donax vittatus
(Donacidae). Marine Biology, 55: 187-195.

GALLAGER, S.M. e MANN, R. 1986 Growth and survival of larvae of
Mercenaria mercenaria (L.) and Crassostrea virginica (Gmelin)
relative to broodstock conditioning and lipid content of eggs.
Aquaculture, 56: 105-121

GROS, O.; FRENKIEL, L.; MOUEZA, M. 1997 Embryonic, larval and
post-larval development in the symbiotic clam, Codakia orbicularis
(Bivalvia: Lucinidae). Invertebrate Biology, 116: 86-101.

HELM, M.M. e LAING, I. 1987 Preliminary observations on the
nutritional value of “Tahiti Isochrysis” to bivalve larvae. Aquaculture,
62: 281-288.

HELM, M.M.; BOURNE, N.; LOVATELLI, A. 2004 Hatchery Culture
of Bivalves. A Practical Manual. FAO Fisheries Technical Paper No.
471. FAO, Rome. 177p.

HIS, E.; ROBERT, R.; DINET, A. 1989 Combined effects of
temperature and salinity on fed and starved larvae of the Mediterranean
mussel Mytilus galloprovincialis and the Japanese oyster Crassostrea
gigas. Marine Biology, 100: 455-463.

JONES, G.G.; SANFORD, C.L.; JONES B.L. 1993 Manila Clams:
Hatchery and Nursery Methods. Innovative Aquaculture Products Ltd.
Skerry Bay, Lasqueti Island BC VOR 2J0, Canada 73. Disponivel em;
<http://www.innovativeagua.com/Publication/clam.pdf> Acesso em: 20
dez. 2013.

LE PENNEC, M. e RANGEL-DAVALQS, C. 1985 Observations en
microscopie a epifluorescence de I’ingestion et de la digestion d’algues
unicellulaires chez des jeunes larves de Pecten maximus (Pectinidae,
Bivalvia). Aquaculture, 47: 39-51.

LIU, B.Z.; DONG, B.; TANG, B.J.; ZHANG, T.; XIANG, J.H. 2006
Effect of stocking density on growth, settlement and survival of clam
larvae, Meretrix meretrix. Aquaculture, 258: 344-349.



80

LIU, W.; PEARCE, C.M.; ALABI, A.O.; BEERENS, A.; GURNEY-
SMITH, H. 2011 Effects of stocking density, ration, and temperature on
growth of early post-settled juveniles of the basket cockle,
Clinocardium nuttallii. Aquaculture, 320(1-2): 129-136.

LOOSANOFF, V. e DAVIS, H.C. 1963 Rearing of bivalve larvae.
Advances in Marine Biology, 1: 1-136.

LORA-VILCHIS, M.C. e MAEDA-MARTINEZ, A.N. 1997 Ingestion
and digestion index of catarina scallop Argopecten ventricosus
circularis, Sowerby Il, 1842, veliger larvae with ten microalgae species.
Aquaculture Research, 28(12): 905-910.

LUZ, J.R. e BOEHS, G. 2011 Reproductive cycle of Anomalocardia
brasiliana (Mullusca: Bivalvia: Veneridae) in the estuary of the
Cachoiera River, Ilhéus, Bahia. Brazilian Journal of Biology, 71(3):
679-686.

MARSHAL, R.; McKINLEY, S.; PEARCE, C.M. 2010 Effects of
nutrition on larval growth and survival in bivalves. Reviews in
Aquaculture, 2: 33-55.

MARTINEZ-FERNANDEZ, E.; ACOSTA-SALMON, H.; RANGEL-
DAVALOS, C. 2004 Ingestion and digestion of 10 species of
microalgae by winged pearl oyster Pteria sterna (Gould, 1851) larvae.
Aquaculture, 230: 417-423.

MOUEZA, M.; GROS, O.; FRENKIEL, L. 1999 Embryonic, larval and
postlarval development of the tropical clam, Anomalocardia brasiliana
(Bivalvia, Veneridae). Journal of Molluscan Studies, 65: 73-88.

NARCHI, W. 1972 Comparative study of the functional morphology of
Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) and Tivela mactroides (Born,
1778) (Bivalvia, Veneridae). Bulletin of Marine Science, 22: 643-670.

NELL, J.A. e O’CONNOR, W.A. 1991 The evaluation of fresh algae
and stored algal concentrates as a food source for Sydney rock oyster,
Saccostrea commercialis (Iredale & Roughley), larvae. Aquaculture, 99:
277-284.



81

NELL, J.A.; O’CONNOR, W.A.; HEASMAN, M.P.; GOARD, L.J.
1994 Hatchery production for the venerid clam Katelysia rhytiphora
(Lamy) and the Sydney cockle Anadara trapezia (Deshayes).
Aquaculture, 119: 149-156.

O'CONNOR, S.; MOLSCHANIWSKYJ, N.; BOLCH, CJsS,;
O CONNOR, W. 2012 Dietary influence on growth and development of
flat oyster, Ostrea angasi (Sowerby, 1871), larvae. Aquaculture
Research, 43(9): 1-11.

PERNET, F.; TREMBLAY, R.; BOURGET, E. 2003 Biochemical
indicator of sea scallop (Placopecten magellanicus) quality based on
lipid class composition. Part Il: larval growth, competency, and
settlement. Journal of Shellfish Research, 22: 377-388.

RIOS, E.C. 2009 Compendium of Brazilian Sea Shells. Rio Grande, RS:
Evangraf. 676p.

ROBERT, R.; HIS, E.; DINET, A. 1988. Combined effects of
temperature and salinity on fed and starved larvae of the European flat
oyster Ostrea edulis. Mar. Biol. 97: 95-100.

RONQUILLO, J.D.; FRASER, J.; McCONKEY, A. 2012 Effect of
mixed microalgal diets on growth and polynsaturated fatty acid profile
of European oyster (Ostrea edulis) juveniles. Aquaculture, 360-361: 64-
68.

SOMMER, F.; STIBOR, H.; SOMMER, U.; VELIMIROV, B. 2000
Grazing by mesozooplankton from Kiel Bight, Baltic Sea, on different
sized algae and natural seston size fractions. Marine Ecology Progress
Series, 199: 43-53.

SOUTHGATE, P.C. 2008 Pearl oyster culture. In: SOUTHGATE, P.C;
LUCAS, J. (Eds.) The pearl Oyster. Elsevier 1st Ed., p. 231-272.

SAS Institute Inc., 2003. SAS OnlineDoc® 9.1. Cary, NC: SAS Institute
Inc.

SUHNEL, S.; IVACHUK, C.S.; SCHAEFER, A.L.C.; THOMSON,
C.A.; MEYER, G.R.; MACIEL, M.L.T.; MARTINS, M.L.; RUIZ, R.A;
FIGUERAS, A.; JOHNSON, S.C.; GURNEY-SMITH, H.J;
MAGALHAES, A.R.M. Evaluation of perkinsiosis, bonamiosis and



82

marteiliosis in commercial marine bivalves in southern Brazil. Journal
of Shellfish Research submetido em setembro de 2013 e aceito em
dezembro de 2013.

THOMPSON, P.A.; GUO, M.; HARRISON, P.J. 1993 The influence of
irradiance on the biochemical composition of three phytoplankton
species and their nutritional value for larvae of the Pacific oyster
Crassostrea gigas. Marine Biology, 117: 259-268.

TORKILDSEN, L. e MAGNESEN, T., 2004. Hatchery production of
scallop larvae (Pecten maximus) - survival in different rearing systems.
Aquac. Int. 12:489-507.

URIARTE, I.; FARIAS, A.; CASTILLA, J.C. 2001. Effect of antibiotic
treatment during larval development of the Chilean scallop Argopecten
purpuratus. Aquaculture Engineering, 25: 139-147.

UTTING S.D. 1986 A preliminary study on growth of Crassostrea
gigas larvae and spat in relation to dietary protein. Aquaculture, 56:
123-138.

UTTING, S. e SPENCER, B.E. 1991 The hatchery culture of bivalve
mollusc larvae and juveniles. MAFF Lab. Leaflet, Fish. Res. n. 68,
Directorate of Fisheries Research, Lowestoft, UK. 31p

WALNE, P.R. 1970 Studies on the food value of nineteen genera of
algae to juvenile bivalves of the genera Ostrea, Crassostrea,
Mercenaria and Mytilus. Fishery Investigations. London: H.M.S.O.,
series 2, 26(5): 62

WHYTE, J.N.C.; BOURNE, N.; GINTHE, N.G. 1990 Biochemical and
energy changes during embryogenesis in the rock scallop Crassadoma
gigantea. Marine Biology 106: 239-244.

WIDDOWS, J. 1991 Physiological ecology of mussel larvae.
Aquaculture, 94:147-163.

YAN, X.; ZHANG, G.; YANG, F. 2006 Effects of diet, stocking
density, and environmental factors on growth, survival, and
metamorphosis of Manila clam Ruditapes philippinarum larvae.
Aquaculture, 253(1): 350-358.



83

YAN, X.; ZHANG, Y.; HUO, Z.; YANG, F.; ZHANG, G. 2009 Effects
of starvation on larval growth, survival, and metamorphosis of Manila
clam Ruditapes philippinarum. Acta Ecologica Sinica, 29: 327-334.



84

CAPITULO IV.

BIOACUMULACAO E DEPURACAO DE Escherichia coli NO
MOLUSCO DE AREIA Anomalocardia brasiliana EM
DIFERENTES SALINIDADES

O artigo seréa enviado para publicagéo no periddico Journal of Food
Protection, tendo sido redigido segundo as normas da referida
revista cientifica.
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar a eficiéncia de um sistema de
depuracdo de E. coli no berbigdo A. brasiliana utilizando diferentes
niveis de salinidade. Foi utilizada a cepa de E. coli ATCC-25922 para
contaminar 0s berbigbes previamente coletados de estoque natural,
localizado na Praia da Daniela, em Floriandpolis. Os berbigdes foram
aclimatados por 6 h, seguido de um periodo de 18 h de contaminacéo
com E. coli. O experimento de depuracdo foi desenvolvido no
Laboratério de Moluscos Marinhos da UFSC, em sistema de
recirculacdo de agua fechado. Foram realizadas contagens de E. coli nos
tempos 0, 12, 24, 36 e 48 h ap6s a contaminagdo em animais depurados
com salinidade de 30 (S30), 25 (S25) e 20 (S20) e para a salinidade de
35 (S35) nos tempos 0, 12 e 24 h. Os parametros fisico-quimicos da
agua foram monitorados antes, durante e ap6s o processo de depuracéo.
Apbds 48 h de depuracdo, a maior diminuicdo de E. coli na carne foi
observada para a salinidade S25, com a reducdo de 3,20 ciclos
logaritmicos. Enquanto que ap6s 24 h, a salinidade com maior
diminuicdo foi S35, com a reducdo de 2,59 ciclos logaritmicos. Apds 24,
36 e 48 h, a menor reducdo foi observada para salinidade S20.
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INTRODUCAO

O molusco de areia Anomalocardia brasiliana € um molusco
apreciado em vadrias regifes, especialmente na costa brasileira. Este
bivalve ¢ conhecido com diferentes nomes populares, como berbigdo”,
“vongole”, “mija-mija”, “sarnambi”, “sernambi-pequeno’,
“sarnambitinga”, “chumbinho”, “marisco-pedra” e “papa-fumo” (22,
13). Esta espécie possui a distribuicio desde as Antilhas (indias
Ocidentais) até o Uruguai, ocorrendo ao longo de toda a costa brasileira
(17). Esta espécie tem importancia soécio-econbémico, sendo
comercializada em diferentes escalas ao longo da costa brasileira,
principalmente pelas comunidades costeiras, que o consomem também
na dieta familiar.

A. brasiliana habita 4guas calmas nas regides litoraneas e no
infra-litoral raso, incluindo manguezais e baixios ndo vegetados com
sedimento arenoso e/ou areno-lodoso. Esse bivalve enterra-se,
superficialmente, no sedimento (3).

Atualmente, a comercializacdo de A. brasiliana ao longo da
costa brasileira é baseada na extracdo em estoques naturais. Uma vez
que os moluscos de areia sdo organismos que se alimentam por remogéo
das particulas suspensas na coluna d’agua (NAVARRO, 2001) como
outros bivalves, podem acumular e concentrar microorganismos
patogénicos presentes na dgua do mar. As condi¢cdes de salde dessa
espécie sdo dependentes da qualidade da 4gua do mar.

Normalmente, as baias e areas estuarinas, onde ocorrem
assentamentos populacionais circundantes, estdo expostas a pressoes
antropogénicas, as quais contribuem para o aumento da contaminacao
microbiolégica e quimica desses ecossistemas. A presenca de
organismos patogénicos, como bactérias coliformes Escherichia coli,
Streptococcus sp., Salmonella sp. (9; 6), virus da hepatite A e norovirus
(5), pode representar um risco para a salde humana e comprometer o
consumo desses moluscos. Neste caso, a pesquisa com bactérias
patogénicas, como E. coli pode ser uma indicacdo da possivel presenca
de patégenos entéricos e fornecer mais informacdes sobre a seguranca
das condigdes sanitarias de moluscos e do meio ambiente, uma vez que
A. brasiliana, é euritérmica e eurihalina, demonstrando grande
resisténcia a deficiéncia de oxigénio (19).

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
bioacumulacéo e o tempo de depuracdo de E. coli no molusco de areia
A. brasiliana exposto a diferentes salinidades.



87

MATERIAIS E METODOS

Espécie de moluscos e localizacéo

Este estudo foi realizado com animais adultos de A. brasiliana
(Gmelin, 1791), com 25-35 mm de comprimento, coletados em margo
de 2011 na Praia da Daniela, Floriandpolis, Brasil (27°27°32,46”S e
48°32°37,16”W).

O experimento de depuragdo foi realizado no Laboratério de
Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). As analises e o cultivo da bactéria E. coli foram realizados no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LMA/UFSC).

Preparacéo da bactéria Escherichia coli

A estirpe da bactéria E. coli (ATCC 25922), utilizada no
experimento, foi cultivada em 10 ml de caldo triptona de soja (TSB,
Oxoid, Basingstoke, UK) a 37°C durante 18 a 24 h. As culturas
enriquecidas foram semeadas individualmente em agar triptona de soja
(TSA, Oxoid, Basingstoke, UK) e incubados a 37°C por 18 a 24 h. Uma
col6nia da placa de TSA foi retirada e enriquecida em 50 ml de TSB a
37°C durante 18 h. A cultura enriquecida de E. coli foi colocada em um
tubo de centrifuga estéril e centrifugada a 3000 x g durante 15 min
(MCD HT-2000, Formosa, Replblica da China). As células
sedimentadas foram ressuspensas em 50 ml de solugdo salina estéril
(0,9%) para produzir uma cultura de cerca de 4 x10® UFC.ml™, de
acordo com o padrdo de McFarland (bioMe'rieux, Marcy [I'Etoile,
Franga).

Contaminagdo dos moluscos de areia com Escherichia coli

Os animais, apds a coleta, foram transportados para o
Laborat6rio de Moluscos Marinhos em caixas isotérmicas. No LMM os
animais foram aclimatados por 6 h em tanque (250 litros) contendo agua
do mar filtrada (1 pm), esterilizada com UV, com temperatura de 24 +
0,5°C e saturacdo de oxigénio de 6,5 + 0,5 mg.I*, controlada com
multipar@metro (modelo YSI-550A, YSI, Inc., Yellow Springs, OH). A
aclimatagdo dos animais foi realizada em quatro salinidades: S35
(salinidade de 35); S30 (salinidade de 30); S25 (salinidade de 25 —
salinidade controle, pois era a mesma do local de coleta dos animais no
estoque natural); e S20 (salinidade 20).

Para cada salinidade, ap6s aclimatacéo (Ti), os berbigbes foram
divididos em dois grupos, o grupo contaminado (n=300), animais
expostos a contaminacdo com a bactéria E. coli e o grupo controle
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(controle negativo, n=100), animais ndo expostos a contaminacdo. No
grupo contaminado, os berbigdes foram infectados adicionando a
bactéria E. coli no tanque de depuracgdo (350 litros) a uma concentragdo
final de 10° a 10* NMP.100ml™. O tempo de exposicdo para
bioacumulacdo das bactérias foi de 18 h. Os animais do grupo controle
foram identificados (com tinta acrilica vermelha) e transferidos para
outro tanque (350 litros) e mantidos nesse tanque durantes as 18 h. Ap6s
esse periodo, os moluscos de ambos o0s grupos (contaminados e
controle) foram removidos, separadamente por grupo, dos tanques, as
valvas foram lavadas, removidos os materiais aderidos a parte externa
das valvas e higienizados em solucéo de hipoclorito de sddio diluido em
agua doce (0,5%). O tanque de depuracao foi higienizado, lavando-se
com &gua doce, clorando com hipoclorito de sodio (0,5%) e, em
seguida, enxaguando com agua doce e 4gua do mar filtrada (1 um),
esterilizada com UV. Apds o processo de higieniza¢do os animais foram
transferidos para o tanque de depurag&o.

Experimento de depuragao

O sistema de depuracdo instalado no LMM consistiu de tanque
de depuracdo (350 litros), filtros de polipropileno de 3 ¢ 5 um (3M do
Brasil), bomba centrifuga, sistema de aeracdo (tubo venture) e lampadas
UV (modelo Q884-23, Quimis). A depuracdo foi realizada em sistema
fechado (recirculagéo), com a agua do mar filtrada (1 pum), esterilizada
com UV, fluxo de 4gua do mar de 7 litros.min™ no tanque de depuracéo
com temperatura inicial de 24,3 + 1,1°C e saturacdo de oxigénio de 6,5
+ 05 mgl' A temperatura e saturacdo de oxigénio foram
acompanhadas durante o periodo do experimento de depuragdo, com
multiparametro (modelo YSI-550A, YSI, Inc., Yellow Springs, OH).

Apds o periodo de contaminagdo e a higienizagdo dos animais e
do tanque de depuragdo, os animais, de ambos 0s grupos controle e
contaminados, foram colocados em cestas plasticas (3 cestas para cada
grupo) 90 mm suspensas acima do nivel do fundo do tanque de
depuracdo para minimizar a recontaminacao.

O experimento depuragdo foi realizado em quatro salinidades
S35, S30, S25 e S20, separadamente. Para as salinidades S30, S25 e S20
foram testadas quatro tempos de depuracdo 12, 24, 36 e 48 h e para
salinidade S35 dois tempos: 12 e 24 h.

Analise da bactéria Escherichia coli
A analise microbiologica de E. coli em amostras de carne
moluscos foram realizadas de acordo com a metodologia descrita na
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American Public Health Association (1), utilizando método do nimero
mais provavel em séries de trés tubos multiplos. Para analise da 4gua do
mar foi utilizada a técnica de cinco tubos multiplos, descrita no manual
Métodos Padrdes de Exame de Agua e Esgoto [Standards Examination
of Water and Wastewater - APHA/AWWA/WEF (2)].

Os animais e a agua do mar foram amostrados antes da
bioacumulacdo (Ti), ao iniciar a depuragdo (TO) e apos 0 processo de
depuracdo nos tempos 12 (T12), 24 (T24), 36 (T36) e 48 (T48) h.

A anélise de E. coli na carne dos animais contaminados foi
realizada em trés amostras (n=3) formadas por um pool de 15 animais
cada. Para os animais ndo contaminados, a andlise foi realizada em 1
pool, formado por 15 animais. Para formag&o do pool, os animais foram
coletados aleatoriamente de cada grupo e colocados em saco estéril. A
andlise de E. coli na da agua do mar foi realizada em 100 ml de &gua
colocada com recipiente com tampa (1 litro) de polipropileno estéril. As
amostras (carne e agua) foram transportadas para o Laborat6rio de
Microbiologia de Alimentos (LMA) em caixas térmicas com gel-packs
congelados para manter uma temperatura em torno de 7°C.

Analise de Escherichia coli na carne do berbigéo

Apds chegarem no LMA, os moluscos foram imediatamente
lavados com escova sob dgua potavel corrente e secados ao ar livre em
bandejas plasticas previamente desinfetados com alcool 70%. Apos a
secagem, as valvas foram abertas com faca estéril e a carne e o liquido
intervalvar foram transferidos assepticamente para saco estéril e
formado os pools (15 animais). Amostras de 25 g de cada pool foram
diluidas em 225 ml de &gua peptonada (0,1%) e subsequentemente
desintegrada e homogeneizada. A partir dessa diluigdo 1/10, foi
transferido 1 ml das diluicdes (107, 10, 107%) para cada tubo (série de 3
tubos para cada diluicdo) contendo Caldo de Lauril Sulfato Triptose
(LST) e incubados a 35°C durante 48 h. Dos tubos de LST, que
mostraram turvagdo e produgdo de gas, 100 ul foram transferidos para
tubos contendo Caldo Escherichia coli (EC) e incubados em banho-
maria (45°C) por 48 h. Os tubos de EC que mostraram turvagdo e
producdo de gas foram inoculados em placas de Agar Eosina Azul de
Metileno (EAM) por esgotamento e inoculados a 35°C por 24 h. As
colénias tipicas de E. coli foram submetidas a série bioquimica (Indol,
Vermelho de Metila, Voges Proskauer e Citrato - IMVIC). As contagens
de E. coli foram realizada através da tabela do Nimero Mais Provavel
(NMP).
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Analise de Escherichia coli na agua do mar

Para analise da presenca de E. coli na agua do mar, assim que
as amostras chegaram no LMA, a agua foi inoculada em uma série de 5
tubos com Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) duplamente
concentrado, seguida de duas séries de 5 tubos com LST em
concentracdo normal, adicionando-se em cada série de 5 tubos 10, 1 e
0,1 ml da &gua de cultivo respectivamente, e incubados a 35°C por 48 h.
Os tubos que apresentaram turvagdo e produgdo de gés foram repicados
para tubos com Caldo Escherichia coli (EC) e incubados em banho-
maria a 45,5°C por 24 h. Os tubos de EC com turvacdo e producéo de
gas, foram inoculados em placas de Agar Eosina Azul de Metileno
(EAM) por esgotamento e incubados a 35°C por 24 h. As coldnias
tipicas de E. coli foram submetidas a série bioquimica (Indol, Vermelho
de Metila, Voges Proskauer e Citrato (IMVIC). As contagens foram
realizadas através da utilizacdo da tabela do NMP, para series de cinco
tubos por diluicdo (10, 1 e 0,1 ml), secdo 9221C (2).

Analise estatistica

Os resultados dos exames microbiolégicos foram transformados
em logaritmo na base 10 (logio) (16). As andlises estatisticas foram
realizadas com o software SAS. As populagdes bacterianas em moluscos
nos diferentes tempos de amostragem foram analisadas com ANOVA e
teste Tukey de separacdo de médias com p<0,05. Para analisar a redugéo
de E. coli na carne de A. brasiliana foi aplicado teste t pareado na
reducdo dos ciclos logaritmos entre os tempos de depuragédo testados,
considerando como Hgy: D=0 e Hy: DA).

RESULTADOS

O sistema de depuracdo desenvolvido no presente estudo
mostrou ser adequado para o molusco de areia A. brasiliana, o qual
manteve sua atividade de filtracdo durante todo o periodo experimental,
observado pela grande quantidade de fezes e pseudofezes no fundo do
tangue no momento da limpeza.

Bioacumulacdo de Escherichia coli nos berbigbes

Antes da exposicdo dos berbigdes A. brasiliana a bactéria E.
coli, a carne dos animais mostrou concentragcdes com valores 0,48 logio
NMP.g™ (S30, S25 e S20) e 1,33 logio NMP.g ™ (S35).

Para todas as salinidades testadas foi observada bioacumulagéo
da bactéria E. coli na carne dos berbigdes. A salinidade 35 salinidade
apresentou valores mais elevados de E. coli, 5,32 + 0,76 logi NMP.g'1
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(20,8 x10* NMP.g™), significativamente diferente (p<0,05) da salinidade
20, que apresentou menor valor de E. coli apds a contaminacdo, 2,42 +
0,23 log;o NMP.g™ (0,02 x10* NMP.g™%). Os resultados para salinidade
S20 foram significativamente diferente (p<0,05) das salinidades S30 e
S25, com 4,91+ 1,18 logio NMP.g™ (8,1 x10* NMP.g™) e 4.70 + 0.50
logio NMP.g™ (5,0 x10* NMP.g™), respectivamente.

Temperatura e pH da 4gua do mar no experimento de depuragéo

A temperatura e o pH da 4gua do mar no tanque de depuracéo,
medidos durante o periodo experimental, ndo apresentaram variacao
significativa (Tabela 1).

Mudancas na populagdo de Escherichia coli nos animais ndo
contaminados artificialmente

A populagdo de E. coli nos animais ndo expostos &
contaminacéo iniciou com valores baixos para as salinidades S35, S30 e
S20 (0,79 logi, NMP.g™, 0,48 log, NMP.g™ e 0,48 log;; NMP.g™,
respectivamente) e com valores mais elevados para S25 (2,66 logio
NMP.g™).

As salinidades S35 e S30 apresentaram aumento na populacdo
de E. coli durante todo o periodo de depuracdo em relacdo a TO. Para a
salinidade S35, T12 apresentou populacéo de 1,56 log;, NMP.g™ e T24
de 2,46 logio NMP.g'l. Para a salinidade S30, T12 e T36 também foi
observada a mesma concentragdo de bactérias, com 1,54 logio NMP.g ™%,
em T24 2,46 log;o NMP.g™ e em T48 1,88 logyo NMP.g ™.

A salinidade S25 em relagdo a TO, apresentou um aumento na
concentracdo de E. coli no tempo T24 (3,04 logi, NMP.g?) e uma
reducio em T12, T36 e T48 (2,38 log;o NMP.g™, 1,63 logio NMP.g™ e
0,96 log;o NMP.g™, respectivamente).

Na salinidade S20 as contagens mantiveram-se baixas ao longo
dos tempos de depuracdo testados com 0,48 logio NMP.g1 em T12,
0,30 logyo NMP.g™  em T24 e T48 e 0,56 log,o NMP.g™ em T36.

Mudangcas na populacdo de Escherichia coli nos animais
contaminados artificialmente

Os valores de E. coli na carne do berbigdo A. brasiliana para as
salinidades e tempos de depuracdo testados podem ser visualizados
Figura 1.

Para a salinidades 35 (S35), o valor mais baixo de carga
bacteriana foi observado apés 24 h (T24) de depuragédo (2,73 = 0,78
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logio NMP.g™), significativamente diferente (p<0,05) de TO (5,32 + 0,76
logio NMP.g™).

Para S30, o valor mais baixo de carga bacteriana f0| observado
apds 36 h (T36) de depuragdo (2,42 £ 0,35 logip NMP.g° ) diferente
significativamente (p<0,05) de TO (4,91 + 1,18 logy, NMP.g™).

Em S25, o menor valor da carga bacteriana foi observado apds
48 h (1,50 + 0,39 log;o NMP.g™), diferente significativamente (p<0,05)
de TO (4,70 + 0,50 log;p NMP.g™). Bem como nesta salinidade a
depura(;ao ap6s T12 (2,70 + 0,42 logio NMP.g™h), T24 (2,87 + 0,86 logyg
NMP.g?) e T36 (257 + 0,58 log;, NMP.g™) foram diferente
significativamente (p<0,05) de TO.

Para a salinidade 20 (S20), o menor valor da carga bacteriana
foi observado apés 48 h (1,26 + 0,23 logi, NMP.g™). Nessa salinidade,
tanto T12 (1,33 + 0,03 log:o NMP.g™) quanto T48 diferiram (p<0,05) de
TO (2,42 + 0,23 log;o NMP.g™).

Redugdo de Escherichia coli na carne de Anomalocardia brasiliana

Os resultados da analise da reducéo de ciclos logaritmos estdo
apresentados na Tabela 2. Para a salinidade 35 (S35) a redugédo de E.
coli foi 5|gn|f|cat|va (p<0,05) diferente entre TO e T24 (2,59 logio
NMP.g%). Em S30, ndo foi observada redugdo significativa entre os
tempos testados e com relacdo a TO. J& para S25, foi observada
diferenca significativa (p<0, 05) entre TO e todos os tempos testados
(T12 com 1,99 Ioglo NMP.g™, T24 com 1,83 |Oglo NMP.g?, T36 com
2,13 log;o NMP.g™ e T48 com 3,20 logi, NMP.g™"), bem como entre
T12 e T48 (1,20 logso NMP.g'l). Para S20, a reducéo significativa
(p<0,05) foi observada entre TO e os tempos T12 (1,09 logi, NMP.g™),
T36 (0,95 logio NMP.g™) e T48 (1,16 log;o NMP.g™).

DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho que avalia a capacidade do berbigdo
A. brasiliana bioacumular e depurar E. coli em diferentes salinidades.
Os parametros de temperatura, pH e oxigénio utilizados no presente
estudo estdo dentro dos valores sugeridos pela FAO (10) para a
depuracdo de moluscos bivalves em geral.

Trabalhos desenvolvidos avaliando a bioacumulacdo de
bactérias em moluscos bivalves mostram que a quantidade de particulas
suspensas na agua tem um efeito maior do que a densidade bacteriana.
Plusquellec et al. (15) sugere que a acumulacdo bacteriana em
mexilhGes esta mais influenciada pela densidade de particulas na agua
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do que pela densidade bacteriana. Bem como, Cabelli e Hefferman (4)
observaram que a acumulacgdo de E. coli no molusco de areia americano
(Mercenaria mercenaria) ndo depende da concentracdo bacteriana na
agua, mas sim na relagéo entre E. coli e o total de particulas ingeriveis
no intervalo de 4 x10" a 3 x10” células.100ml™. No presente estudo, a
bioacumulacdo variou em funcéo da salinidade, pois a dgua utilizada na
contaminacdo dos berbigbes estava livre de outras particulas.

Devido a ocorréncia de chuvas extremas, € comum os berbigbes
A. brasiliana ficarem expostos a baixas salinidades, necessitando assim,
mecanismos de adaptagdo que permitam sobreviver nesses ambientes
alterados. Segundo Leonel et al. (11), A. brasiliana sobrevive entre
salinidades de 17 a 42,5 durante 29 dias de exposi¢do, contudo isso ndo
significa que essa espécie tenha as mesmas respostas fisiolégicas nas
diferentes salinidades. No presente trabalho, observamos que o berbigao
A. brasiliana bioacumulou menos na salinidade 20, a qual esta préxima
do valor limite de salinidade, 17. Nas salinidades maiores (S25, S30 e
S35), os animais responderam melhor a bioacumulagéo.

No processo de depuracéo, a salinidade de 25 apresentou uma
reducdo significativa em todos o0s tempos testados, sendo a maior
reducdo de ciclos logaritmicos apds 48 h de depuragdo, enquanto que a
salinidade 35 ap6s 24 h. J& a salinidade de 20, a redugéo foi significativa
apés 12, 36 e 48 h, sendo o maior valor observado para T48. Na
salinidade 20, a reducdo ndo foi significativa em T24 provavelmente
devido a uma recontaminacdo dos animais. Outros estudos tem
demonstrado que 48 h sdo suficientes para reduzir E. coli a valores aptos
para consumo no molusco de areia Egeria radiates na Nigéria (7).

A salinidade pode afetar as taxas de filtragdo nos moluscos. Os
moluscos bivalves sdo osmoconformadores com pouca ou nenhuma
capacidade extracelular para regulagdo osmotica (20). Fanshawe (8)
observou que o mexilhdo Mytilus edulis exposto a salinidade de 32
acumulou maiores valores de E. coli e em menos tempo do que os
animais expostos a salinidade de 20 e 16. Neste mesmo trabalho,
Fanshawe (8) observou que ao final da depuracdo na salinidade de 32
houve uma reducgdo de 3 ciclos logaritmicos e para a salinidade de 20 e
16 uma reducdo de 1 e 2 ciclos, respectivamente.

Ostras do género Crassostrea sdo em geral eurihalinas e
habitam aguas rasas. Experimentos com Crassostrea commercialis
mostraram que a depuracéo de E. coli dos tecidos € lenta e inconsistente
em salinidades de 16 e 20 quando comparadas com 32-36 ou 43-47 (18).
Love et al. (12) observaram que a melhor salinidade para depuracgéo foi
de 28 para M. mercenaria.
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No processo de depuracdo foi observada bioacumulacdo da
bactéria E. coli na carne dos animais ndo expostos ao indculo nas
salinidades maiores (S25, S30 e S35). Esse fato provavelmente ocorreu
devido ao contato com as fezes e pseudofezes provenientes dos animais
contaminados. Ramos et al. (16), testando a depuracdo de ostras
Crassostrea gigas contaminadas com Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
vulnifucus, também observam contaminag¢do dos animais ndo expostos
ao inoculo por estarem expostos as fezes e pseudofezes dos animais
contaminados. Segundo Timoney e Abston (21) observaram que a
bactéria E. coli estava aderida as fezes e pseudofezes do moluscos de
areia M. mercenaria, de forma fisica e ndo por ligagdo ibnica. Neste
sentido, para assegurar a eficiéncia da depuracdo é importante que o
desenho de uma planta depuradora assegure que 0s biodepdsitos nao
sejam resuspendidos ou que lotes de animais a serem depurados sejam
misturados.

Os resultados apresentados no presente estudo sugerem que a
salinidade de 25 proporcionou ao berbigdo A. brasiliana um maior
conforto fisiolégico observado através da maior bioacumulagdo e uma
depuracdo mais eficiente com a maior reducdo de E. coli da carne. A
salinidade de 20 provocou um aparente estresse nos berbigbes e
possivelmente precisariam um maior periodo para aclimatagdo para
realizar um teste de bioacumulacéo e depuracao.

Novos testes devem ser realizados para avaliar a capacidade de
depuracdo desta espécie em salinidades maiores, como as que Sao
registradas no nordeste do Brasil no periodo de secas, onde este recurso
é altamente explotado.
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Figura 1. Média e desvio padrdo do logaritmo na base 10 do NMP de
Escherichia coli na carne do molusco de areia Anomalocardia
brasiliana ao longo do tempo (Ti: inicio da bioacumulagdo; TO; inicio
da depuracdo; T12: ap6s 12 h de depuracdo; T24: ap6s 24 h de
depuracdo; T36: ap6s 36 h de depuracdo; e T48: apds 48 h de
depuracdo) para as quatro salinidades testadas (S35, S30, S25 e S20).

S35
621 ~&-S30
~*—S25

571 =520

Escherichia coli (Log,, NMPg)

Tid Tom T120 T247 T36@ T487

bioacumul lagaol depuragion
Tempos amostrados

Tabela 1. Médias de temperatura e pH nos tanques de depuragdo durante
0 periodo experimental. As letras mindsculas mostram diferencas
significativas (p<0,05) aplicando ANOVA e teste Tukey para separacao
das médias.

Tempo de depuracéo Temperatura (°C) pH

TO 24,30 +1,12° 8,05+0,14°
T12 23,35+0,83° 7,96 +0,12°
T24 24,38 +1,08° 8,00+ 0,07°
T36 25,25 +0,83° 8,00+ 0,08°

T48 24,33 +0,47° 8,21+0,13°
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Tabela 2. Resultados da andlise (teste t) da reducdo de Escherichia coli
na carne do berbigdo Anomalocardia brasiliana entre os diferentes
tempo de depuracdo para cada salinidade testada. Sendo: * = p<0,05; ns
= ndo significativo; - = ndo realizado.

TO

T12

T24

T36

T48

TO

T12

T24

T36

T48

S25

S35

TO

T12
T24
T36
T48

S20

ns

*

ns
ns
ns

*

ns

ns
ns

*

ns
ns

ns

*
*
ns
ns

S30

ns
ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns

*

ns

ns
ns

ns
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CAPITULO V.
CONSIDERACOES FINAIS
CONCLUSOES GERAIS

A través dos resultados obtidos no experimento de
condicionamento  reprodutivo  observa-se ser possivel manter
reprodutores de Anomalocardia brasiliana em laboratério por um
periodo de 55 dias. Com a variacdo da temperatura realizada no
tratamento T16-25/S35 foi possivel controlar o ciclo reprodutivo e a
ocorréncia de desovas nos animais. Esses dados sdo importantes para
futuros estudos sobre a sincronizagdo reprodutiva de A. brasiliana em
laboratério. Um regime adequado de temperatura e de alimentacdo é
fundamental para o planejamento das desovas do berbigdo para a
producdo de sementes ao longo do ano. Essa producdo pode viabilizar o
cultivo e a realizacdo de futuros estudos sobre o repovoamento dessa
espécie para um melhor uso desse recurso natural.

Sugere-se que a larvicultura de A. brasiliana seja realizada com
densidades iniciais entre 10 e 15 larvas.mL™. Apés o quinto dia, as
larvas podem ser transferidas para o assentamento e cultivadas com
densidade de 25 larvas.cm™. Larvas de A. brasiliana apresentaram bom
crescimento quando alimentadas com a microalga N. oculata, tanto com
dieta unialgal quanto bialgal. Nas dietas mistas, recomenda-se as
microalgas Chaetoceros muelleri com Nannocholopsis oculata ou
Pavlova lutheri. Como dieta unialgal, as microalgas Rhodomonas salina
e Chaetoceros muelleri ndo sdo recomendadas para alimentacdo de
larvas de A. brasiliana.

Os resultados obtidos de maior bioacumulagdo e de maior
reducdo, apds 48 horas, de E. coli na carne do A. brasiliana na
salinidade de 25, sugerem que essa salinidade proporcionou ao berbigdo
um maior conforto fisiol6gico. A salinidade de 20 pode ter provocado
um aparente estresse nos berbigdes. Para uma maior bioacumulagéo e
uma depuracdo mais eficiente é necessario testar um periodo maior de
aclimatagdo nessa salinidade.

SUGESTOES
Futuros trabalhos devem ser desenvolvidos para testar o

controle da temperatura na maturacdo de A. brasiliana em distintas
zonas geograficas do Brasil onde esta espécie ocorre naturalmente.
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Sugere-se também, testar diferentes dietas no condicionamento
reprodutivo de berbigdes utilizando dietas secas e outras espécies de
microalgas.

Com o objetivo de aumentar a capacidade de produgdo desta
espécie futuros trabalhos devem ser desenvolvidos avaliando a produgéo
de larvas de berbigdo em sistemas intensivos. Sugere-se estudos sobre o
efeito da temperatura e da salinidade no cultivo larval e no assentamento
e da dieta no assentamento.

Novos testes devem ser realizados para avaliar a capacidade de
depuracdo desta espécie em salinidades maiores, como as que sdo
registradas no nordeste do Brasil no periodo de secas, onde este recurso
¢ altamente explotado. Também, recomenda-se testar um periodo maior
de aclimatacdo para salinidades préximas ao limite de tolerancia, como
20 e 40. Outro aspecto importante para ser testado é o efeito da
temperatura na depuracao.
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