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RESUMO

A reproducdo é um dos mais importantes processos fisiologicos no ciclo de vida de
qualquer espécie de bivalves. Ha diversos métodos de avaliacdo do desenvolvimento
dos gametas femininos, contudo, um dos mais precisos sugere que o formato e tamanho
dos odcitos estdo diretamente correlacionados com a viabilidade e qualidade do gameta
feminino. As ostras utilizadas no presente estudo sdo a Crassostrea rhizophorae e
Crassostrea gigas, provenientes do LMM e foram cultivadas na praia de Sambaqui.
Foram utilizadas as coletas realizadas durante os meses de outubro, novembro e
dezembro de 2014, mensalmente foram coletadas 15 ostras de cada repeticdo de cada
lote, fixadas em solucdo de Davidson e conservadas em alcool etilico 70%. Laminas
histologicas foram confeccionadas e analisadas. As fémeas foram classificadas de
acordo com seu estagio de desenvolvimento gonadico, as que estavam maduras ou em
inicio de desova tiveram o didmetro médio dos odcitos medido nas duas espécies. Esse
procedimento foi realizado em 50 o6citos selecionados aleatoriamente por amostra. As
duas espécies possuem o tamanho dos gametas diferentes, onde o0s odcitos de
Crassostrea rhizophorae apresentam 35,07 um de didmetro médio e Crassostrea gigas
39,40 pum (p<0.0001). Ao analisar a Crassostrea rhizophorae foi constatado que ndo ha
diferencgas entre as médias dos didmetros de odcitos das ostras coletadas em outubro,
novembro e dezembro (p 0.8634). Na espécie Crassostrea gigas durante o més de
outubro, a média do didmetro dos odcitos foi de 40.49 + 0.27 um, estes valores foram
maiores do que 0s meses de novembro (p<0.0001) e dezembro de 2013 (p<0.0114). As
comparacOes entre as médias do diametro dos odcitos das ostras coletadas de novembro
e dezembro ndo apresentaram diferencas estatisticas. Independente da espécie analisada
os dados demonstram que, em determinados meses, a idade da ostra exerce influéncia
no tamanho dos odcitos, evidenciando que ostras de diferentes idades podem apresentar
variacdes no desenvolvimento das células dos foliculos proporcionando diferencas no
didmetro médio dos odcitos. A obtencdo da medida do diametro médio dos odcitos de
ostras mostrou-se vantajoso devido ao acréscimo de informacdes que complementam as
analises histolégicas, contribuindo com a estimativa das melhores condi¢fes de ostras
aptas a reproducao.

Palavras-chave: Crassostrea rhizophorae, Crassostrea gigas, ostra, reproducao,

histologia.
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1 INTRODUCAO

As ostras pertencem ao filo Mollusca, classe Bivalvia (Pelecypoda) e a
familia Ostreidae (RIOS, 2009). A malacocultura tem desempenhado funcéo
socioecondémica de grande importancia na costa brasileira, promovendo empregos,
geracdo de renda e fixacdo das comunidades tradicionais em seus locais de origem
(VINATEA, 1999). Os cultivos de ostras e mexilhGes sdao mais desenvolvidos nos
Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito Santo e Santa Catarina, como o maior
produtor nacional (FERREIRA et al., 2006).

No Brasil a primeira tentativa de cultivo de moluscos foi de Crassostrea
rhizophorae em 1972 (SHELBOURNE et al., 1977), em Santa Catarina a malacocultura
surgiu no final da década de 80, apos tentativas de cultivo da ostra nativa C.
rhizophorae, no entanto sem sucesso. Com a introducgéo da Crassostrea gigas no Brasil,
a UFSC juntamente com a EPAGRI, iniciou seu cultivo no estado (FERREIRA &
NETO, 2006).

Atualmente, a ostreicultura vem se destacando com a producdo da ostra do
Pacifico, C. gigas, restrita ao Estado de Santa Catarina. Por se tratar de um animal
exotico hd auséncia de estoque natural, impossibilitando a obtencdo de sementes
diretamente do ambiente (OLIVEIRA NETO, 2007), e tornando o cultivo dependente
de sementes produzidas em laboratério (hatchery). O Estado de Santa Catarina €
responsavel por de 90% da producdo nacional de ostras cultivadas (EPAGRI, 2014),
sendo que a C. gigas é responsavel pela maior parte dessa porcentagem, esse sucesso é
gracas a producdo de sementes do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), que possibilita uma producéo regular e
em escala comercial. Nos demais estados da costa brasileira, ostras nativas sdo extraidas
da natureza de forma direta pelas comunidades litoraneas ou sdo captadas na forma de
sementes e transferidas para crescer em ambiente de cultivo, o que dificulta o
estabelecimento de uma producio regular e a consolidacio da ostreicultura (GALVAO
et al., 2009).

Segundo o relatério de 2014 da EPAGRI, em Santa Catarina a
comercializacdo de ostras (C. gigas) na safra 2014 foi de 3.670,36t, representando um

aumento de 25,17 % em relag&o a safra 2013 (2.932,5t) e batendo o recorde estadual.
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A ostra de mangue, C. rhizophorae, € uma das espécies nativas com maior
potencial para a maricultura na costa brasileira (PEREIRA et al., 2003 , NASCIMENTO
& PEREIRA , 2004) e com maior perspectivas para o desenvolvimento da aquicultura
em paises tropicais da Costa Atlantica Americana (HERNANDEZ et al., 1998). Em
Cuba a ostreicultura artesanal foi pioneira tanto na América Latina quanto no Caribe
(LAGOS et al., 2007), essa atividade teve inicio em 1970 e atualmente C. rhizophorae é
a Unica espécie comercial cultivada (BAISRE, 2014). Em Cuba a coleta de sementes
selvagens geralmente € feita com a retirada dos ramos terminais do mangue e colocando
esses ramos nas estruturas de cultivo para a engorda, além disso, usam cestas de ostras
para engorda de sementes, produzidas em laboratorios de reproducdo (hatchery)
(ZAYAS & FRIAS, 1989; BAISRE, 2004).

Estudar sobre a influéncia de alteracbes ambientais sobre a dindmica da
populacdo, além do seu crescimento e tamanho que atinge a maturidade sexual é
imprescindivel para completar o conhecimento sobre esta espécie antes de iniciar a sua
exploracio comercial (CLEDON et al., 2004). A reproducéo é um dos mais importantes
processos fisioldgicos no ciclo de vida de qualquer espécie de bivalves (ENRIQUEZ-
DIAZ, 2009). Ha diversos métodos de avaliar o desenvolvimento dos gametas em
bivalves. Eles consistem principalmente em observar a relagdo do tamanho, forma e cor
das génadas (MASON, 1958), o peso relativo da génada para peso corporal (imido ou
seco) (HUGHES-GAMES, 1977), o diametro médio de odcitos (KENNEDY &
BATTLE, 1964, MURANAKA & LANNAN, 1984); e analise dos estagios de
desenvolvimento com base em certas caracteristicas citologicas (STEELE, 1998).

A histologia fornece informagfes gerais sobre o desenvolvimento gonadal,
como variagdes sazonais nas diferentes fases da gametogénese permitindo identificar
fendmenos que possam afetar a atividade reprodutiva em bivalves (PAULET, 1990).
Varios pesquisadores correlacionaram os estagios de desenvolvimento a caracteristicas
citoldgicas reconhecidas em outros moluscos bivalves. Infelizmente, a determinagéo
dessas etapas é muitas vezes subjetiva e ha pouco consenso quanto a critérios para
estabelecer o nimero de etapas que devem ser incluidos na escala de classificacdo
(BARBER & BLAKE, 1991).

Segundo Barber e Blake (1991) uma abordagem mais completa consistiria

em aplicar pelo menos dois métodos, sendo quantitativo ou qualitativo. Eles também



13

afirmam que a histologia é imprescindivel para verificar eventos reprodutivos em
matéria de desenvolvimento dos gametas.

Este trabalho ird analisar e comparar ostras de duas espécies do género
Crassostrea, através da medida do diametro médio dos odcitos obtidas por andlise de
imagens de cortes histologicos. A analise do didmetro médio dos odcitos ajudara a
compreender melhor a biologia reprodutiva das espécies através de um comparativo
entre elas, entre 0s meses de coleta e as idades e 0s meses em um mesmo Més e numa
mesma espécie.

Este estudo estd vinculado a segunda parte do projeto de Doutorado com
titulo: “Crescimento e reprodugdo das trés espécies de ostras cultivadas do género
Crassostrea” de autoria do doutorando Carlos Henrique Aratjo de Miranda Gomes e

orientacdo do Prof. Dr. Claudio Manoel Rodrigues de Melo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento da reproducdo com base na relagéo do
tamanho do odcito e periodo reprodutivo das espécies de duas ostras do género

Crassostrea com importancia econémica no Brasil.

2.2 Objetivo Especifico

O presente estudo ird analisar o e medir o tamanho médio dos odcitos de C.
rhizophorae e C. gigas, e desse modo fazer uma comparacéo entre:
e As duas espécies;
e Entre os meses de coleta dentro de cada espécie;

e Entre ostras de diferentes idades de uma mesma espécie em um mesmo més.
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3 JUSTIFICATIVA

O cultivo de moluscos bivalves é o sistema de producdo que mais se
aproxima de um modelo de aquicultura responsavel, definido como aquele que
incorpora os principios ecologicos do funcionamento dos ecossistemas aos aspectos
sociais e econdmicos das comunidades (COSTA-PIERCE, 2002). Dentre as espécies de
ostras com importancia socioeconémica, C. gigas se destaca na aquicultura a nivel
mundial enquanto C. rhizophorae aparece como a espécie de alto valor devido sua alta
producdo proveniente da extracdo de bancos naturais da América do Sul e América
Central, além de seu cultivo em alguns paises da América Central.

A espécie exdtica C. gigas representa a maior parte da producdo de ostras
cultivadas no Brasil (EPAGRI, 2014). Entretanto ainda permanecem davidas a respeito
da espécie, devido ao fato de que a maior parte das pesquisas foram desenvolvidas em
paises de clima temperado do hemisfério norte, onde a espécie apresenta
desenvolvimento diferenciado das ostras cultivadas em regies de clima Tropical em
resposta ao tipo de ambiente.

Até o0 ano de 2006 parte dos pesquisadores consideravam que no Brasil s6
havia uma espécie de ostra nativa na costa brasileira, onde a maior parte dos estudos
consideravam todas as ostras nativas como C. rhizophorae, gerando incredibilidade em
boa parte deste estudos desenvolvidos antes deste periodo. Dentre os estudos realizados
na malacologia, temas referentes a reproducdo sdo de grande importancia pois sdo
utilizados para o estabelecimento de leis que regulam a extracdo dos animais no
ambiente natural, assim como pelo fato de gerar informacGes para atividades ligadas a
aquicultura, como as que sdo utilizadas para a producdo de sementes em laboratdrio.

O presente estudo apresenta uma metodologia complementar as avaliacfes
histoldgicas, como ferramenta para investigar o ciclo reprodutivo das espécies C. gigas
e C. rhizophorae, analisando o tamanho médio do diametro dos o6citos. Este estudo
com base na avaliacdo histologica permitira um melhor entendimento sobre a biologia
da reproducdo dessas especies em cultivo, em trés diferentes meses do periodo

reprodutivo no Sul do Brasil.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Biologico

O experimento foi realizado na unidade de campo do LMM e analisado no
Laboratério de Malacologia Experimental (LAMEX) ambos da UFSC. Foram
produzidos 6 lotes de sementes, diferindo pela data de desova e, ou, a espécie
produzida. As sementes foram produzidas em dezembro de 2012; em marco e junho de
2013 no Laboratorio de Moluscos Marinhos, do Departamento de Aquicultura da
Universidade Federal de Santa Catarina (LMM/CCA/UFSC), localizado na Barra da
Lagoa/Floriandpolis. Foram realizadas desovas simultaneas, porém separadamente, para
producdo de sementes de ostra de Crassostrea gasar e Crassostrea gigas. As sementes
de C. gigas foram obtidas a partir de reprodutores do plantel do LMM, enquanto que as
sementes de C. rhizophorae foram produzidas a partir de ostras coletadas na regido do
mesolitoral, em pedras das praias de Cacupé, Sambaqui e Santo Antbnio de Lisboa, na
Baia Norte de Florianépolis-SC (entre 27° 28°S; 48%33°W ¢ 27°S 35°S; 48°34°W). Ao
atingir o tamanho de trés milimetros foram analisadas geneticamente amostras de 30
sementes de ostra de cada lote para certificacdo da espécie e, em seguida, transferidas
para cultivo no mar, na praia de Sambaqui, Florianépolis — Santa Catarina.

4.2  Cultivo em campo

As ostras foram cultivadas na praia do Sambaqui, em lanternas no sistema
de longline, em uma regido com média de 4 m de profundidade e a aproximadamente
200 m da costa (27°29’18”S e 48°32°26”W). Este sistema consiste em um cabo mestre
de 100 m de comprimento com area de superficie correspondente a 70 m, ancorado por
poitas. Junto ao cabo mestre ficam amarrados as lanternas e os flutuadores, espagados
em 1,5 m, que as mantém suspensas. Cada lote foi distribuido em 4 lanternas do tipo
bercario, cada lanterna representava uma repeticdo que foram mantidas até o fim do
periodo experimental com a mesma identificacdo. O manejo era realizado a cada 15 dias
e consistiu na limpeza das lanternas com jato de agua sob pressdo, peneiramento e
descarte quando necessarios. Apos 60 dias de cultivo no mar as sementes foram

peneiradas e alocadas em lanternas intermediarias e posteriormente, de acordo com o
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crescimento das ostras, transferidas para lanternas de malha maior. Mensalmente as
lanternas contendo as ostras eram limpas com agua pressurizada e, a cada 3 meses, a
quantidade de ostras era ajustada de acordo com o volume ocupado por andar, na

densidade maxima de 30%.

4.3 Coletas
As coletas foram realizadas durante os meses de outubro, novembro e

dezembro de 2014, mensalmente foram coletadas aleatoriamente 15 ostras de cada
repeticdo de cada lote e de diferentes idades (tabela 1), abertas através da insercdo de
uma faca entre as valvas cortando o musculo adutor, seguido da remocéo da parte mole
contida em suas conchas. Logo apds foram fixadas em solucdo de Davidson marinho
(Shaw & Battle, 1957) por 48 horas e posteriormente transferidos para alcool etilico

70%.

OUTUBRO NOVEMBRO DEZEMBRO

_ 6 4 5
L u»n
R 9 7 8
S e

< ; 10 11

Tabela 1 - Tabela 1 - Idades das ostras coletadas em cada més

4.4 Histologia

Para confeccdo das laminas histoldgicas, o corpo mole foi seccionado em
aproximadamente sete milimetros e removido através do corte transversal iniciando na
regido préxima ao reto até os palpos labiais. Na sequéncia o material foi desidratado e
incluido em parafina. Foram realizados cortes em microtomo, com 7 um de espessura,
sendo corados com hematoxilina de Harris e eosina (HE), para classificacdo
microscopica do sexo e fase do ciclo reprodutivo. A classificacdo das fases do ciclo
reprodutivo foram baseadas nas classificagdes qualitativas (NORMAND et al. 2008;
GOMES et al, 2015), animais maduros ou em inicio de desova foram medidos. Quando
classificados foliculos em diferentes estagios em uma mesma ostra, foi realizada analise

quantitativa atraves da técnica de analise estereoldgica (RAMOS et al., 2013).
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45 Medicoes

Os machos ndo foram analisados nesse trabalho, as fémeas foram
classificadas de acordo com seu estagio de desenvolvimento, as que estavam maduras
ou em inicio de desova (fig. 1) foram analisadas e o didmetro médio dos odcitos foi
medido nas duas espécies. Esse procedimento foi realizado em 50 odcitos selecionados
aleatoriamente por amostra. As medicdes foram realizadas apenas nos 00citos que
exibiam uma vesicula germinal bem definida, para assegurar que o corte foi preciso no
centro do gameta (LANGO-REYNOSO et al. 2000).

estudo; (A) Estadgio Maduro (40x), (B) Inicio de Desova (40x). Odcito maduro (om), parede do
foliculo (pf), tecido conjuntivo (tc).

Os cortes histolégicos foram observados e fotografados sob um microscépio
Axio Imager 2 da marca Zeiss com ampliacdo de 40 x. O didmetro médio foi medido
com o auxilio do programa Microscope Software ZEN — PRO, que através de uma
ferramenta possibilita que pontos sejam colocados no entorno da célula fornecendo a
area total e o didmetro médio, os dados foram obtidos em micrémetros (pum).

4.6 Andlise Estatistica
Neste trabalho foi utilizado o programa SAS, nele foi feita a comparagéo

entre médias (Média de Quadrado Minimos) e aplicacdo do teste Tukey-Kramer. O teste
Tukey foi utilizado a fim de fazer uma comparagéo entre as médias e encontrar a menor
diferenca significativa entre elas. Nas analises foram comparadas:

e As espécies;

e Os meses analisados dentro de cada espécie;

¢ A idade das ostras dentro de uma mesma espécie em mesmo més de coleta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Comparacdo entre as especies
As duas espécies possuem o tamanho dos gametas diferentes, onde o0s

oocitos de C. rhizophorae apresentam 35,07 um de didmetro médio e C. gigas 39,40 um
(p<0.0001).
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Figura 2 - Média dos didmetros dos odcitos das espécies Crassostrea rhizophorae e Crassostrea
gigas nos meses de outubro, novembro e dezembro.

Estudos realizados com C. gigas na Costa Atlantico Francesa em Marennes-
Oléron relatam que os oo6citos medidos possuiam um didmetro médio de
34,9 £ 9,8 um com um maximo de 61,4 um para 3,3% da populacdo (LANGO-
REYNOSO et al. 2000). Em outro estudo, realizado por Ferreira em 2006, C.
rhizophorae coletadas em Nova Olinda, no municipio de Augusto Corréa — Para, o
didametro médio dos odcitos foi de 35.27 £ 9.94 um.

Essa diferenca entre as espécies pode estar relacionada a fatores ambientais
e a diferenca genética entre as populagdes, resultanto em variaces no processo
gametogénico das espécies (YAKOVLEV, 1977; LANGO-REYNOSO et al.2000; apud
FERREIRA, 2006).

5.2 Comparacao entre os meses analisados dentro de cada espécie

Ao analisar a C. rhizophorae foi constatado que ndo ha diferencas entre as
médias dos diametros de odcitos das ostras coletadas em outubro, novembro e dezembro
(p<0.8634). Isso ressalta que a espécie estad sempre reiniciando uma nova gametogénese

e estando quase sempre com gametas maduros durante o ano todo, segundo dados
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prévios, a espécie tem desova parcial e estd apta a desova em quase todos 0s meses do
ano.

Na espécie C. gigas durante 0 més de outubro, a média do diametro dos
odcitos foi de 40.49 + 0.27 um, estes valores foram maiores do que 0s meses de
novembro (p<0.0001) e dezembro de 2013 (p<0.0114). Outubro € o0 més em que ocorre
0 pico reprodutivo da espécie no local de estudo, apresentando maior quantidade de
gametas femininos viaveis a reprodu¢do, com o aumento da temperatura da agua do mar
as desovas intensificam, diminuindo a quantidade de gametas viaveis dentro dos
foliculos (informacao verbal)®, isso fica evidenciado com a diferenciacdo no tamanho
dos o6citos das ostras coletadas em novembro e dezembro. Durante os meses de
novembro e dezembro ocorre uma diminui¢do no tamanho do diametro dos odcitos, sao
0S meses em gue ndo se realiza desovas de C. gigas, a partir de reprodutores oriundos
do campo devido a dificuldade na obtencdo de gametas que resultem em larviculturas
com boa produtividade no LMM. As comparacfes entre as médias do diametro dos
odcitos das ostras coletadas de novembro e dezembro ndo apresentaram diferencas

estatisticas.

5.3 Comparacéo do tamanho de oocitos de ostras com diferentes idades da
mesma espécie por de coleta

Os dados de tamanho médio de odcitos de ostras com diferentes idades das
espécies C. gigas e C. rhizophorae demonstraram diferengas em determinados meses de
coleta. Em C. rhizophorae, no més de outubro, ndo ha diferencas entre tamanho médio
de oocitos de ostras de diferentes idades, entretanto, em novembro, as medidas dos
odcitos das ostras com 4 meses de idade foi de 34.97 +0.46 um diferindo das ostras de
7 meses com 32.74 £0.48 um (p<0.004); contudo ndo diferem das ostras com 10 meses
que apresentaram tamanho médio de odcitos de 34.30 £0.39 um (p<0.58). No més de
dezembro os valores do didmetro médio dos oocitos de ostras de diferentes idades
voltam a ndo apresentar diferencgas, variando de 33.28 £ 1.19 um a 35.48 + 0.73 pm.

Os resultados do diametro médio de odcitos de ostras da espécie C. gigas coletadas em
outubro de 2013, diferem entre ostras com 6 e 9 meses de idade, apresentando

respectivamente 41.62 +0.33 um e 39.53 £0.30 um (p<0,0001), enquanto que no més de

! Informac¢do mencionada por Carlos Henrique Araujo de Miranda Gomes durante orientacdo sobre
esse trabalho. Novembro de 2015.



21

novembro os valores se assemelham, voltando a apresentar diferengas de tamanho
meédio de oocitos em dezembro onde ostras de 5 meses, com 35.15 £1.34 pum diferem

das de 8 meses, com 40.76 +0.77 um (p<0.005) e 11 meses de idade 39.63 £0.82 um
(p<0.02) (tabela 2).

OUTUBRO NOVEMBRO DEZEMBRO

4 meses (34,97 £0,46 um)
N&o ha diferencas

Variam de 33,28 + 1,19 um
significativas

7 meses (32,74 0,48 um) 23548 + 0,73 um

C.
rhizophorae

10 meses (34,30 £0,39 um)

6 meses (41,62+0,33 um) 5 meses (35,15 £1,34 um)
Né&o hé4 diferencgas

ianificativ. 8 meses (40,76 £0,77 um)
9 meses (39,53 0,30 um) significativas

C. gigas

11 meses (39,63 +£0,82 um)

Tabela 2 - Comparacéo do tamanho de odcitos de ostras com diferentes idades da mesma espécie
por de coleta

Independente da espécie analisada os dados demonstram que, em
determinados meses, a idade da ostra exerce influéncia no tamanho dos odcitos,
evidenciando que ostras de diferentes idades podem apresentar variagdes no

desenvolvimento das células dos foliculos proporcionando diferencas no diametro
médio dos odcitos.
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6 CONCLUSOES

e Os resultados obtidos nesse trabalho apontam que o tamanho médio dos o6citos
maduros de C. gigas sdo maiores do que de C. Rhizophorae.

e As ostras nativas da espécie C. rhizophorae apresentam valores de médias dos
didmetros de odcitos semelhantes durante os meses de outubro, novembro e
dezembro.

e As ostras do Pacifico apresentam tamanho de odcito maiores durante outubro,
més em que ocorre o pico de desova da espécie.

e Ocorreram diferencas nos tamanhos médios dos odcitos entre ostras
apresentando idades diferentes. Entretanto, estas diferengas néo séo consideradas
fatores diretamente correlacionados com a idade, pois ndo ocorreram em funcao
do aumento ou diminuicéo da idade.

e A obtencdo da medida do didmetro médio dos odcitos de ostras mostrou-se
vantajoso devido ao acréscimo de informagfes que complementam as analises
histoldgicas, contribuindo com a estimativa das melhores condicdes de ostras

aptas a reproducao.
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