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DE DEFESA DA 1892 DISSERTACAO DE MESTRADO EM AQUICULTURA

No dia dezesete de fevereiro de:dois mil e vinte, s quinze horas, no Auditdrio da
Estacdo Marinha de Aquacultura da’ FURG, reuniu-se a Banca Examinadora de
Dissertacdo de Mestrado em Aquicultura, da NATHALIA BYRRO GAUTHIER,
orientada pelo Prof. Dr. Ronaldo Olivera Cavalli, composta pelos seguintes membros:
Prof. Dr. Ronaldo Olivera Cavalli (orientador — IO/FURG), Prof. Dr. Luis Alberto Romano
(IO/FURG), e o Prof. Dr. Gilberto Caetano Manzoni (UNIVALI - ITAJAI). Titulo da
dissertacdo: “AVALIACAO DE TECNICAS DE INDUCAQ A DESOVA DO MARISCO
BRANCO Amarilladesma mactroides {(Reeve, 1854)”. Dando inicio a defesa, o
Coordenador Adjunto do PPGAq Prof. Dr. Geraldo Kipper Foes, passou a presidéncia
da sessdo ao Prof. Dr. Ronaldo Olivera Cavalli, que na qualidade de orientador, passou
a palavra para a candidata apresentar a Dissertacdo. Apos ampla discussao entre os
membros da Banca e a candidata, a Banca se reuniu sob a presidéncia do
Coordenador em Exercicio. Durante esse encontro ficou estabelecido que as sugestdes
dos membros da Banca Examinadora devem ser incorporadas na versao final da
dissertacdo, ficando a cargo do Orientador o cumprimento desta decisdo. A candidata a
NATHALIA BYRRO GAUTHIER foi considerada APROVADA, devendo a versao
definitiva da Dissertac@o ser entregue a Secretaria do PPGAg, no prazo estabelecido
nas Normas Complementares do Programa. Nada mais havendo a tratar, foi lavrada a
presente ata, que apos lida e aprovada, sera assinada pela Banca Examinadora, pela
candidata e pelo Coordenador do PPGAg.

PROF. DR. RONALDO OLIVERA CAVALLI (ORIENTADOR - 10/FURG)

PROF. DR. LUIS AL.B P\R%%VIANO (IO/FURG)
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Resumo

O marisco branco é um bivalve marinho distribuido nas praias atlanticas do sul da
Ameérica do Sul cuja populagdo vem sendo impactada nas Ultimas décadas pela
sobrepesca, por eventos de mortalidade macica, fendmenos climaticos e pela agédo
antropogénica. Uma possivel solugédo para este problema seria a producdo de juvenis em
cativeiro. Portanto, ha a necessidade do estabelecimento de um protocolo de manutengédo
e maturacdo gonadal dos mariscos em cativeiro. Desse modo, esta dissertacdo avaliou
métodos ndo-invasivos de inducdo a desova do marisco branco. Individuos com mais de
50 mm de comprimento foram coletados nas praias de Rio Grande e S&o José do Norte,
RS, selecionados e medidos (comprimento, altura e peso). Uma série de experimentos de
inducdo a desova com ou sem condicionamento em laboratério foi realizada. Nos
experimentos com condicionamento (denominados experimentos I, Il e 111), 0s mariscos
foram submetidos a indugdo a desova através apenas da manipulagéo de temperatura com
tempo de exposicdo de 60 a 120 min. Nos experimentos sem condicionamento (IV, V e
V1), os mariscos foram mantidos no laboratorio por 45 min e posteriormente expostos a
diferentes tratamentos (manipulacdo de temperatura e/ou associada adicdo de extrato de
espermatozoides, salinidade 35, pH alcalino, adicdo de peroxido de hidrogénio) por
periodos de 60 a 210 min. Havendo desova, a quantidade de ovdcitos, zigotos e larvas
foram estimadas. Em cada experimento, o estagio das gonadas, o tamanho dos ovocitos e
a sobrevivéncia foram avaliadas. Os dados foram testados quanto as premissas
necessarias para o uso da andlise de variancia e, quando ndo atendiam essas premissas,
eram transformados. As analises foram efetuadas ao nivel de significancia de 0,05. N&do
houveram desovas nos experimentos com condicionamento. A histologia indicou que 0s
mariscos desses experimentos ndo estavam maduros, mas os diametros dos ovocitos do
experimento Il aumentaram significativamente ap0s o condicionamento. Nos
experimentos sem condicionamento também foram detectadas diferencas significativas
nas dimens@es dos ovécitos. Os mariscos do experimento IV estavam mais maduros que
os dos experimentos V e VI. Por outro lado, houveram desovas nos experimentos 1V, V
e VI e houve diferengas nas dimensfes dos ovocitos, indicando que os mariscos do
experimento IV se encontravam mais maduros que os do experimento V e V1. No entanto,
apenas no experimento 1V e V foram observadas a presenca de larvas D. A sobrevivéncia
dos reprodutores nos experimentos |, 11, e 111 foram superiores a 70% e nos experimentos
IV, V e VI foram superiores a 80%, exceto no experimento VI nos tratamentos

envolvendo peroxido de hidrogénio. Esses resultados demostram que houve um aumento
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nos ovocitos dos mariscos dos experimentos Il condicionados em laboratorio, mas a
duracdo ndo foi suficiente para total maturacdo dos gametas. Nos experimentos sem
condicionamento, a desova pode ter ocorrido devido a presenca de ovocitos e
espermatozoides maduros livres no limen. Mais estudos sdo necessarios para avaliar
isoladamente os fatores que promoveram a inducdo e devido a maioria das desovas terem
sido observadas ap0s o overnight, é necessario avaliar também a influéncia do

fotoperiodo.

Palavras-chave: Amarilladesma mactroides, reproducgéo, aquicultura.

XV



Abstract

The yellow clam is a marine bivalve distributed on the Brazilian South Atlantic beaches
whose population has been negatively impacted in the last decades by overfishing, events
of massive mortality, climate change and anthropogenic activities. One solution for this
problem is to control the production of juvenile and adult clams in laboratory. Therefore,
there is a need to establish a protocol for the maintenance and the gonadal maturation of
the yellow clam in captivity. Thus, this dissertation evaluated non-invasive techniques of
spawning induction of the yellow clam. Specimens with a minimum length of 50mm were
collected on the beaches of Rio Grande and S&o José do Norte, southern Brazil, and after
were selected and measured (length, height and weight). A series of spawning induction
experiments, with or without broodstock conditioning, were carried out. In the
experiments with conditioning (experiments I, Il and I11), the clams were submitted to
spawning induction through temperature manipulation with an exposure time of 60 to 120
minutes. In the experiments without conditioning (IV, V and VI), the clams were kept in
the laboratory for 45 min and subsequently exposed to different treatments (temperature
manipulation and/or addition of sperm extract, increased salinity, alkaline pH, addition
of peroxide hydrogen) for periods of 60 to 210 minutes. In the case of a spawning event
occurring, the number of oocytes, zygotes and D-larvae were estimated. The gonad stage
and oocyte size were evaluated through histology. The data was tested for the premises
necessary to use analysis of variance (ANOVA), and when these were not met the
premises, data transformation was performed. Analyses were performed at the level of
significance of 0.05. There were no spawning events in the experiments I, Il and I1l. The
histological analyses indicated that the clams in these experiments were not mature, but
the diameter of the oocytes in experiment Il increased significantly after conditioning. In
the experiments without conditioning significant differences in the dimensions of the
oocytes were also detected. The clams in experiment IV were more mature than those in
experiments V and V1. On the other hand, there were spawning events in experiments 1V,
V and VI and there were differences in the size of the oocytes, indicating that the clams
in experiment IV were more mature than those in experiment V and VI. However, only
in experiments 1V and V the presence of D larvae was observed. Broodstock survival
rates in experiments I, 1l, and 111 were greater than 70%, and in experiments IV, V and
VI the rates were greater than 80%, with the exception of experiment VI, in which the
treatments involved hydrogen peroxide. These results show that there was an increase in

the oocyte size of the yellow clams that were raised in laboratory-conditions from
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experiment |1, but the duration of the conditioning period was not enough for the full
maturation of the gametes. In the experiments without conditioning, spawning may have
occurred due to the presence of free mature oocytes and sperm in the lumen of the follicle.
Further studies are necessary to assess the individual factors that promoted the spawning

induction of the yellow clam, and the influence of photoperiod.

Keywords: Amarilladesma mactroides, reproduction, aquaculture.
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Introducéo

A aquicultura vem desempenhando um papel cada vez mais importante na producao
mundial de pescado. Na década de 1950, a producédo aquicola mundial era inferior a um
milhdo de toneladas, enquanto em 2016 alcancou 80,0 milhdes de toneladas (FAO, 2018).
Embora desde o ano de 2000 a aquicultura mundial j& ndo apresente as altas taxas de
crescimento anuais observadas nas décadas de 1980 e 1990, quando alcancou 10,8 e 9,5%,
respectivamente, ela continua a crescer mais rapidamente do que outros setores de
producdo de alimentos. Para o periodo 2001-2016, a taxa de crescimento anual da
aquicultura global foi estimada em 5,8% (FAO, 2018).

Nos ultimos anos, a producdo mundial de moluscos pela aquicultura cresceu
consideravelmente, tendo passado de 1 milhdo de toneladas em 1950 para 17,1 milhdes
em 2016 (FAO, 2018). Os quatro principais grupos de espécies de moluscos produzidos
pela aquicultura mundial s&o bivalves: ostras, mexilhdes, vieiras e os moluscos de areia.
Entre os gastropodos, as Unicas espécies de relevancia em termos de producdo pela
aquicultura sdo os abalones. Embora tradicionalmente a ostra do Pacifico (Crassostrea
gigas) seja a espécie com maior volume de producao a nivel mundial, recentemente duas
espécies de moluscos de areia passaram a ter um volume de produgdo maior: o berbigéo
ou vongole japonés Ruditapes philippinarum e o molusco de areia Sinonovacula
constricta (FishStat J, 2018). Além dessas, espécies com grandes volumes de producéo
sdo o “blood cockle” (Anadara granosa), os mexilhdes do Mediterraneo (Mytilus
galloprovincialis), azul (Mytilus edulis), chileno (Mytilus chilensis) e o verde (Perna
viridis), e a vieira japonesa (Patinopecten yessoensis).

Entre os varios fatores que explicam o crescimento da producdo de moluscos pela
aquicultura, podemos destacar que os moluscos se alimentam de microalgas ou material
em suspensdo, ou seja, ndo ha a necessidade de se fornecer dietas para sua alimentagéo;
que o cultivo é relativamente facil, demanda relativamente pouca mao-de-obra e pode ser
associado a producdo de outras espécies aquaticas, uma estratégia que vem sendo
amplamente incentivada nos ultimos anos; e que muitas espécies de moluscos tem ampla
tolerancia a variagGes ambientais (Helm & Bourne, 2004; FAO, 2018).

Grande parte do crescimento da producdo mundial de moluscos se baseou na
coleta de formas jovens no ambiente natural, popularmente chamadas de “sementes”, as
quais sdo transferidas para estruturas de crescimento ou engorda (Helm & Bourne, 2004;

Wisjman et al., 2018). Contudo, a redugdo dos estoques naturais devido & sobrepesca,
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degradacdo ambiental e aos fendmenos climéticos, além da crescente demanda de
sementes pela prdpria aquicultura, fez com que se intensificasse a necessidade de
producdo de sementes em laboratorio (Gosling, 2015). Logo, o controle e a manipulacao
do ciclo reprodutivo, e a consequente producéo em laboratorio, traz como vantagens uma
maior disponibilidade de sementes de moluscos, além do controle sobre o nimero e época
de ocorréncia das desovas (Costa et al., 2013). O desenvolvimento de técnicas de
producdo de sementes de moluscos bivalves em laboratério, porém, s6 passou a ocorrer
no século XX (Gosling, 2015), quando se verificou que, para algumas espécies, o periodo
de reproducéo de populagdes naturais era relativamente curto (Ojea et al., 2008). Desse
modo, o entendimento dos processos relacionados a reproducdo é primordial para o
sucesso da aquicultura da espécie de molusco bivalve desejada.

A reproducdo na maioria dos bivalves marinhos e estuarinos é um processo ciclico
regulado por uma complexidade de fatores exdgenos (e.g., temperatura, salinidade,
disponibilidade de alimento e fotoperiodo) e enddgenos (ciclos neuroenddcrinos e
gendtipos) que influenciam na maturacdo das gonadas (Bayne, 1976; Gosling, 2004). A
temperatura e a disponibilidade de alimento sdo um dos principais fatores exégenos que
afetam o ciclo reprodutivo dos bivalves (Costa et al., 2013; Gosling, 2015). A temperatura
influencia duplamente na reproducdo de espécies de aguas temperadas, pois atua
diretamente na maturacdo das génadas e é também um fator ativador da liberacdo de
material reprodutivo (Gosling, 2015). Por outro lado, em espécies de aguas tropicais, onde
a temperatura da agua é relativamente mais estavel, a flutuacdo da salinidade também
parece ter um papel sobre a ocorréncia das desovas (Gosling, 2015). A manipulagéo da
temperatura pode ser uma ferramenta eficaz na gametogénese e consequentemente na
maturacdo dos animais mantidos em cativeiro (Marshall et al., 2012). Diversos autores
(Sastry, 1963; Bayne, 1976; Utting & Millican, 1997; Helm & Bourne, 2004; Gosling,
2015) citam a temperatura como o principal fator que influencia a sincronizacdo e o
desenvolvimento do ciclo reprodutivo. Apesar de cada espécie possuir uma faixa de
temperatura ideal para maturacédo e desova, o conhecimento dessa faixa é extremamente
importante para aprimorar o condicionamento e 0 processo de maturagdo dos animais em
laboratorio (Utting, 1993).

O ciclo reprodutivo dos bivalves esta fortemente relacionado ndo so a temperatura,
mas também a disponibilidade de alimento, e ao uso e armazenamento dos nutrientes
(Bayne, 1976; Yan et al., 2010). Assim, a disponibilidade de alimento também é
reconhecida como fator determinante na reproducdo de varios bivalves (Gosling, 2004;
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2015). A reproducdo € um processo que demanda grande quantidade de energia e,
consequentemente, o desenvolvimento das gonadas depende da quantidade e qualidade
do alimento ingerido e/ou das reservas energeticas estocadas previamente (Bayne, 1976;
Delgado & Camacho, 2005). A demanda por microalgas varia entre espécies de moluscos
(Muller-Fuega et al., 2003). Em laboratério, a manutencdo dos reprodutores depende,
portanto, da disponibilizacdo de grandes quantidades de microalgas com alto valor
nutricional (Mamat & Alfaro, 2014). Os laboratorios devem manter cultivos de diferentes
microalgas a fim de poder ofertar dietas mistas, ou seja, misturas de diferentes espécies
de microalgas. A disponibilizacdo de células com diferentes tamanhos e perfis
nutricionais distintos é essencial para atender as exigéncias nutricionais nos diferentes
estagios de vida dos bivalves e, consequentemente, para a producdo de ovos e larvas em
quantidade e de qualidade (Muller-Fuega et al., 2003; Helm & Bourne, 2004; Rheault,
2012).

O alimento mais frequentemente utilizado na manutencédo e condicionamento de
reprodutores de bivalves em laboratorio € a associacdo de microalgas diatoméaceas e
flageladas (Helm & Bourne, 2004). Entre as mais utilizadas estdo as diatomaceas
(Chaetoceros gracilis, Chaetoceros calcitrans, Chaetoceros muelleri, Thalassiosira
pseudonana e Skeletonema costatum) e as flageladas Tetraselmis suecica, Isochrysis
galbana, Isochrysis (T-1SO) e Pavlova lutherii (Helm & Bourne, 2004; Gosling, 2015).
A Tabela 1 enumera as microalgas mais utilizadas e que tem apresentado resultados mais

consistentes em termos de condicionamento e maturacdo de reprodutores em laboratorio.

Para o sucesso da reproducdo de bivalves em laboratorio, hd uma série de etapas
e processos a serem observados. A fim de garantir um estoque de animais saudaveis e
reprodutivamente maduros, a selecdo de reprodutores e o condicionamento dos mesmos
em laboratério sdo etapas fundamentais (Sarkis & Lovatelli, 2007). O processo de
condicionamento do estoque reprodutor é bastante similar para a maioria dos bivalves de
interesse da aquicultura (Gosling, 2015). Nessa etapa, individuos adultos sdo confinados
a 16-24°C, salinidade acima de 25, com reposicao total e diaria da agua e o fornecimento
de microalgas de qualidade e em grande quantidade por dias ou semanas antes de serem
induzidos a desovar (Utting & Millican, 1997; Muller-Fuega et al., 2003, Gosling, 2015).
Esse periodo de condicionamento permite o desenvolvimento gonadal dos individuos
para que, quando estimulados, possam efetivamente liberar os gametas (Castagna, 1983).

A duracgdo do periodo de condicionamento pode variar entre espécies, e também depende
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da temperatura em que os animais sdo mantidos e da alimentacdo fornecida (Utting &
Millican, 1997; Gosling, 2015), por isso, é fundamental o conhecimento sobre a biologia

das espécies a serem cultivadas.

Tabela 1: Espécies de microalgas com resultados mais consistentes no condicionamento e

maturacao sexual de reprodutores de moluscos bivalves.

Espécie de bivalve Duracéo do Microalga(s) Referéncia

condicionamento

Crassostrea angulata -X- Skeletonema costatum + Anjos et al.
Chaetoceros calcitrans e (2016)
Skeletonema costatum +
Chaetoceros calcitrans +
Pavlova lutherii

Mesodesma 54 dias Isochrysis  galbana  + Zevallos &
donacium Chaetoceros gracilis + Peredo (2017)
Pavlova lutheri

Mytillus 42 dias Isochrysis  galbana e Martinez-Pita
galloprovincialis Isochrysis  galbana +  etal. (2016)

Chaetoceros gracilis

Panopea generosa 155 dias Chaetoceros muelleri e Marshall et al.
Isochrysis galbana (T-1SO) (2012)
Ruditapes decussatus 48 dias Chaetoceros calcitrans e C.  Abbas et al.
calcitrans + Tetraselmis (2018)
suecica
R. decussatus 56 dias Isochrysis galbana (T-1SO)  Matias et al.
+ Chaetoceros calcitrans (2016)

Ap0s o periodo de condicionamento, pode-se dar inicio ao processo de inducao a
desova, no qual individuos adultos, em resposta a exposi¢cdo a um ou mais estimulos,
liberam espontaneamente os gametas (Utting & Spencer, 1991). H& uma diversidade de
técnicas de inducdo a desova utilizadas em bivalves (Marshall et al., 2012; Gosling, 2015;
Lagreze-Squella et al., 2018). Estas normalmente resumem-se na manipulagdo de um ou
mais estimulos, sejam eles fisicos (temperatura e salinidade), quimicos (injecdo de

hormdnios ou neurotransmissores, e adi¢do de substancias quimicas, como peroxido de
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hidrogénio), ou bioldgicos (adi¢do de microalgas e/ou de gametas maduros na agua)
(L6pez-Sénchez et al, 2009; Aji, 2011; Arguello-Guevara et al., 2013).

O choque térmico é o estimulo mais comumente empregado por ser econdmico e
de facil utilizacdo, consistindo na aplicacdo de ciclos de temperatura quentes e frias
(Matias et al., 2009; Mamat et al., 2014; Gadomski et al.,2015; Trigos et al., 2018). O
choque térmico pode ser associado a adicdo de gametas (preferencialmente
espermatozoides) e microalgas, aumentando assim as chances de desova (Redfearn, 1982;
Hooker 1997; Costa & Patino, 2009; Costa et al., 2010; Arguello-Guevara et al., 2013;
Joaquim et al., 2014; Trigos et al., 2018). Bivalves tendem a desovar na natureza ndo so
quando a temperatura é favoravel, mas também quando ha abundancia de alimento (Aji,
2011). Por exemplo, Joaquim et al. (2014) demonstraram que a adicdo de microalgas
funcionou como um estimulo adicional ao choque térmico na inducdo a desova de
Chamelea gallina e Spidula solida. Arguello- Guevara et al. (2013) obtiveram resultados
superiores na desova de Striostrea prismatica quando o choque térmico foi aplicado
isoladamente ou associado a adi¢do de microalgas.

Como mencionado anteriormente, a adi¢cdo de gametas maduros ou o extrato de
gbnadas maduras na dgua também tem um papel positivo na indugéo a desova de bivalves
(Aji, 2011). De acordo com Heslinga et al. (1990), gametas maduros contém feromonios,
0s quais, ao serem adicionados na 4gua, induzem a desova dos moluscos. Muitos destes,
por sua vez, liberam gametas induzindo os demais a desovar, ou seja, pode ocorrer 0 que
se chama de “desova epidémica”.

Estimulos quimicos também podem ser aplicados na inducdo a desova em
bivalves, principalmente por meio de injecdes de hormdnios ou de neurotransmissores na
gbnada ou na cavidade do manto (Aji, 2011), e inoculacdo de substancias quimicas no
meio, como o perdxido de hidrogénio (H,0;). O emprego de H2O2 na inducdo a desova
se deve ao papel regulador desse composto quimico na catalisacdo de uma enzima que
ativa a sintese de prostaglandinas. Desse modo, a exposicéo a baixas concentracfes de
H>O, ativa a enzima, aumentando a sintese de prostaglandina e, consequentemente,
induzindo a desova de alguns bivalves que se encontram maduros (Morse et al., 1977,
Rose, 1990; Areias, 2012; Bantoto, 2016; Vosloo e Vosloo, 2017; Ferranti et al., 2018;
Garcia et al., 2018).

Caso nenhum estimulo tenha efeito na inducédo a desova, a extrusdo dos gametas

(ou stripping) € a técnica mais comumente utilizada (Castagna, 1983; Velasco et al.,
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2007; Tanyaros & Tarangkoon, 2016; Ayerbe et al., 2017). O stripping consiste na
abertura e separacdo das valvas com uma faca ou lamina de metal, a qual é utilizada para
cortar as gonadas, extraindo-se assim 0s gametas. Esta técnica &, portanto, invasiva e

implica no sacrificio dos reprodutores (Costa et al., 2013).

O marisco branco

O marisco branco Amarilladesma mactroides (Reeve, 1854) é um bivalve marinho
de importancia ecoldgica e econdémica na costa Atlantica da América do Sul (Coscarén,
1959; Defeo & Scarabino, 1990; McLachlan, 2018; WoRMS, 2020), onde habita as zonas
entre marés de praias arenosas do Brasil a Argentina (Coscarén, 1959; Olivier &
Penchaszadeh, 1971; Fiori & Defeo, 2006). No Brasil, sua distribuicdo concentra-se no
extremo sul do Rio Grande do Sul, enquanto na Argentina estdo distribuidos na costa
norte (Olivier & Penchaszadeh, 1971; Fiori & Morsan, 2004; Lepore, 2008). Fatores
abioticos como temperatura e granulometria do sedimento estabelecem a sua distribuicéo
geografica (Defeo et al., 1986; Cledon & Nufiez, 2010).

O antigo nome cientifico atribuido ao marisco branco era Mesodesma mactroides.
No entanto, apds Marins & Levy (1999) evidenciarem que ha uma grande distancia
genética entre essa espécie e a “macha” (Mesodesma donacium), Huber (2010) descreveu
um novo género que melhor definia as espécies do sudoeste do Atlantico. Este autor
também considerou as diferencas morfolégicas do género Mesodesma, renomeando o
marisco branco de Amarilladesma mactroides.

As valvas de A. mactroides sdo frageis, finas e alongadas, sendo que a
pigmentacdo externa da concha varia de um tom esbranquicado em exemplares jovens ao
amarelado nos adultos (Coscaron, 1959; Fiori et al., 2019). Possui um pé desenvolvido,
de grande mobilidade e que se expande a fim de permitir o enterramento no sedimento
(Coscardn 1959). O marisco branco pode ser encontrado de 1 a 40 cm de profundidade,
sendo que individuos maiores estdo enterrados mais ao fundo (Coscarén, 1959;
McLachlan et al., 1996). Os adultos apresentam um comportamento migratorio distinto
na fase adulta, regulado pela sazonalidade (Fiori et al., 2004). Nos meses frios habitam
areas mais proximas a linha de rebentacéo das ondas, e quando chegam os meses quentes
se encontram na zona entre marés e margens da praia (Chiaradia et al., 2011). Essa
migracdo macica dos mariscos para a zona entre marés ocorre na primavera, quando o

estoque se reproduz (Coscaron, 1959; Fiori & Cazzaniga, 1999; Fiori & Carcedo, 2015).
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Assim como os demais bivalves, o crescimento do marisco branco é regulado pela
qualidade e disponibilidade de alimento (Gosling, 2004; Arapov et al., 2010). Apesar de
ser um filtrador suspensivoro com preferéncia por microalgas, A. mactroides também
pode consumir detritos organicos presentes no sedimento (Coscarén, 1959; Defeo &
Scarabino, 1990). Seu sifdo inalante aspira &gua trazendo o alimento, e os produtos da
excrecdo sdo expelidos pelo sifdo exalante (Coscarédn, 1959).

O marisco branco é considerado um dos principais elementos da estrutura da
comunidade de praias Atlanticas da America do Sul (Coscardn, 1959; Fiori & Cazzaniga,
1999), sendo, na maioria dos casos, a espécie que apresenta a maior biomassa (Coscarén,
1959; Defeo et al., 1986; Herrmann et al., 2011). Em vista dessa abundancia, essa espécie
vem sendo coletada ao longo de praticamente toda a sua faixa de distribuicdo para ser
comercializada como isca para a pesca esportiva ou, mais importante, para 0 consumo
humano (Coscaron, 1959; Defeo, 1989). A exploracdo de A. mactroides como recurso
alimentar € uma prética antiga. Rosa (2006) relata que os povos indigenas que se
estabeleceram no litoral do Rio Grande do Sul h& cerca de 4.000 anos atras utilizavam
essa espécie com uma das suas principais fontes de alimento. Infelizmente, a captura
excessiva ao longo dos anos fez com que muitas populagdes entrassem em colapso
(Coscaron, 1959; Olivier et al., 1971; Defeo, 1989; Herrmann et al., 2011). Na Argentina,
0 maximo de captura (1.319 toneladas) foi atingido no ano de 1953 (Coscaron, 1959;
Fiori & Cazzaniga, 1999; Chiaradia et al., 2011), enquanto no Uruguai o pico de captura
ocorreu em 1985 com 219 toneladas. Em vista da brusca reducdo dos estoques, a
Argentina e o Uruguai proibiram a captura comercial em 1954 e entre 0s anos de 1987-
1989, respectivamente (Coscaron, 1959; Defeo, 1998; Dadon et al., 2001). No Brasil, a
captura da espécie nas praias do extremo sul do pais é tradicionalmente realizada de forma
artesanal, porém, se desconhece a existéncia de dados estimando os volumes de captura.

Eventos de mortalidade em massa também afetaram as populagdes de espécies da
familia Mesodesmatidae. O primeiro relato de mortalidade em massa de A. mactroides
ocorreu em 1993 no Brasil (Odebrecht et al., 1995) e, posteriormente, eventos similares
também foram relatados na Argentina (Fiori & Cazzaniga, 1999) e no Uruguai (Ortega et
al., 2012). A “macha” Mesodesma donacium quase desapareceu das costas peruanas nos
anos de 1997-1998 devido as oscila¢des do El Nifio e, até hoje, o estoque ndo conseguiu
se recuperar (Ortegaetal., 2012; Defeo et al., 2018). De forma similar, Defeo et al. (2018)
e McLachlan (2018) reiteraram que, mesmo que o0 estoque de A. mactroides no Uruguai

tenha se recuperado apos o periodo de proibicdo da captura, nunca alcangou os niveis de
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abundancia observados antes dos episddios de mortalidade em massa. Apesar das causas
que levam a mortalidade maciga ainda ndo tenham sido totalmente esclarecidas (Carvalho
etal., 2016; Santos et al., 2016; Vasquez et al., 2016), ha indicacdes de que poderia estar
relacionada a floracdo de algas nocivas (Odebrecht et al., 1995), contaminacdo por metais
pesados (Thompson & Sanches de Bock, 2007), ocorréncias de parasitas (Cremonte &
Figueras, 2004), virus e/ou bactérias (Carvalho et al., 2013; Vasquez et al., 2016), baixas
concentracdes de oxigénio dissolvido ou fatores climaticos (Fiori & Cazzaniga, 1999), ou
a combinacédo desses fatores (Defeo et al., 2018). Outro importante componente seriam
as acOes antropogénicas, as quais, associadas as variagcbes ambientais, poderiam afetar o
sistema imune do marisco branco e torna-lo mais vulneravel a infec¢des ou patdgenos
(Santos et al., 2016). Nesse sentido, Carvalho et al. (2015) avaliaram a resposta do
sistema imunolégico do marisco branco apds serem induzidos a uma inflamacéo aguda.
Foram observadas anormalidade nas branquias, rim e glandula digestiva, sendo que esta
ultima teve diagnostico positivo para apoptose. Por sua vez, Carvalho et al. (2016)
verificaram a auséncia de patologias, especialmente as de notificacdo obrigatdrias junto
a Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE), em individuos coletados em seis pontos
ao longo da costa do Rio Grande do Sul, Brasil.

Como consequéncia da diminuicdo da abundancia dessa espécie, Cledon & Nufiez
(2009) sugerem que formas jovens (ou “sementes”) sejam produzidas em laboratorio e,
dessa forma, seja possivel estudar a viabilidade do restabelecimento do estoque
populacional nos ambientes naturais. Outras possibilidades de uso das sementes seriam a
aquicultura deste molusco em viveiros em consorcio com camardes ou peixes, a producao
extensiva nas zonas entre marés de praias arenosas, de modo similar ao realizado na Asia
com o molusco de areia Ruditapes philippinarum, cuja producao ultrapassou 4.010.702 t
em 2016 (FishStat], 2018), ou ainda a sua utilizacdo no tratamento de efluentes de

fazendas de aquicultura em sistemas integrados.

Para que isso ocorra, porém, se faz necessario o desenvolvimento da tecnologia
de producédo de sementes de A. mactroides em laboratério. Embora membros da mesma
familia venham sendo criados experimentalmente (Gadomski et al., 2015; Ayerbe et al.,
2017; Zevallos & Toledo, 2017), estudos que tratem especificamente da producéo de
sementes de A. mactroides sdo escassos, especialmente os relacionados a reproducéo. Em
uma revisao sobre o marisco branco, publicada no final da década de 1950, Coscar6n

(1959) indica que a espécie é didica e ndo apresenta dimorfismo sexual externo. As
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fémeas tém alta fecundidade, produzindo 5 milhdes de ovos/fémea. A partir de 35 mm de
comprimento podem apresentar 6vulos maduros, mas é a partir dos 55 mm que se observa
uma maior frequéncia de individuos maduros (Coscaron, 1959; McLachlan et al., 1996;
Defeo et al., 2018). Masello (1987) estabeleceu que a primeira maturacdo sexual é
atingida quando o comprimento dos individuos esta entre 41,57 e 44,11 mm. Por sua vez,
McLachlan (2018) estimou que a maturidade sexual seria alcancada aos 43 mm. A
fertilizacdo é externa, com as fémeas expelindo ovalos maduros e os machos, 0s
espermatozdides, 0s quais seriam atraidos por estimulos quimicos até o oOvulo,
fecundando-o (Coscarén, 1959). As gonadas do marisco branco ocupam boa parte da
massa visceral (Figura 1), e estdo localizadas entre o hepatopancreas (porcao superior) e
0 pé (porcdo inferior) (Coscaron, 1959). A porc¢édo posterior do hepatopancreas envolve
parcialmente as gbdnadas e juntos formam um conjunto anatomicamente ovoide
(Christiansen, 1971).

Figura 1: Anatomia interna do marisco branco Amarilladesma mactroides (Coscardn, 1959).

Coscaron (1959) sustenta que, assim como outros moluscos, o desenvolvimento
das gbnadas é controlado principalmente pela temperatura, o que foi confirmado por

Capezzani et al. (1971) e Hermann et al. (2009). Estes autores afirmaram que o
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desenvolvimento das gbnadas e as desovas dessa espécie sdo controlados pela
temperatura. Para M. donacium, McLachlan (1996) comprovou que tanto a temperatura
da &gua quanto a disponibilidade de alimento influenciam o ciclo reprodutivo, embora
Riascos et al. (2009) relatem que mudancas sazonais da temperatura tem uma baixa
correlacdo com o ciclo reprodutivo daquela espécie. A faixa de temperatura d’agua em
que A. mactroides é naturalmente encontrado na praia do Cassino, RS, varia de 12,9 a
26,0°C (Santos et al., 2016). Por outro lado, adultos de marisco branco foram mantidos
no laboratério em temperaturas entre 18 e 25°C (Carvalho et al., 2015a, b). Coscaron
(1959) relatou que a faixa de temperatura que A. mactroides é encontrado na costa da
Argentina é comparativamente mais baixa, variando de 7,6 a 21,6°C. Ele também indica
que, naquele pais, as desovas ocorrem desde o fim de novembro até meados de margo,
qguando a temperatura oscila entre 16,8 e 21,6°C. De modo similar, Capezzani et al.
(1971) sugeriram a ocorréncia de dois periodos reprodutivos bem definidos para essa
espécie, um de maior escala na primavera e outro menos intenso no verdo, mas
ressaltaram que isso pode variar com a distribuicdo geografica. Hermann et al. (2009)
também relataram a existéncia de dois eventos reprodutivos anuais, mas o primeiro
ocorreria no inverno e o segundo, na primavera.

A primeira tentativa de reproducdo em cativeiro do marisco branco foi feita por
Coscaron (1959). Este autor afirma que a reproducdo é factivel com a extrusdo dos
gametas, técnica conhecida como stripping. Este método, porém, prescinde do sacrificio
dos reprodutores, visto que é necessario coletar gametas maduros da cavidade gonadal
(Costa et al., 2013). Mais recentemente, Santos (2019) ndo obteve sucesso ao induzir a
desova em laboratorio por meio de choques térmicos e da exposicdo ao ar. De modo
similar, a reprodugdo em cativeiro da “macha” M. donacium, espécie da mesma familia
que 0 marisco branco e que é naturalmente encontrada no Oceano Pacifico, s6 tem sido
possivel utilizando-se o stripping (Ayerbe et al., 2017). Até 0 momento, portanto, ndo se
tem conhecimento de um protocolo ndo invasivo de reproducdo em cativeiro para essa
espécie que utilize estimulos para inducéo a desova.

Apesar de ndo lidar especificamente com questdes relacionadas a reproducgédo do
marisco branco, Proverbio et al. (2019) tiveram sucesso ao manter exemplares do marisco
branco em cativeiro por 30 dias. Foram avaliados parametros como o fornecimento de
diferentes dietas, métodos de marcacdo, flutuagdo dos parametros de qualidade de &gua

durante periodo experimental e uso de substrato para a manutengdo dos mariscos.
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Objetivos

Geral

Avaliar os efeitos, associados ou ndo, da manipulacdo da temperatura, adicao de
extrato de gbnadas masculinas e a exposicédo ao peroxido de hidrogénio como indutor a

desova do marisco branco (Amarilladesma mactroides) em condi¢des de laboratdrio.

Especificos

- Desenvolver um sistema de cultivo e praticas de manejo que permitam a
manutencdo do marisco branco em laboratorio;

- Avaliar a sobrevivéncia e o crescimento dos mariscos em condicdes de
laboratério;

- Determinar o desenvolvimento gonadal dos mariscos apds o periodo de
condicionamento;

- Analisar os efeitos, associados ou ndo, de diferentes estimulos
(manipulacdo da temperatura, adigéo de extrato de gonadas masculinas e

exposicdo ao peroxido de hidrogénio) na inducdo a desova.

Material e Métodos

Anterior a realizagdo dos experimentos propriamente ditos, uma série de ensaios
prévios foram realizados com os objetivos de definir um sistema de manutencdo dos
mariscos em condicbGes de laboratério, metodologias de exposicdo dos mariscos aos

choques de temperatura e um método de marcacdo dos mariscos.

Defini¢do do modelo de unidade experimental

Como A. mactroides tem o habito de permanecer enterrado na areia (Coscaron,
1959), todos os modelos de unidade experimental (UE) aqui testados contavam com uma
camada de, pelo menos, 10 cm de sedimento arenoso. A areia foi obtida na regido entre
marés da praia do Cassino, municipio de Rio Grande, RS, nos mesmos locais de coleta
dos mariscos. A areia foi previamente peneirada em peneiras granulométricas e somente
a fragdo entre 250 e 500 um foi utilizada, visto ser esta a faixa de granulometria em que
a espécie € normalmente encontrada (Coscaron, 1959; Fiori & Carcedo, 2015). A areia
era também lavada e esterilizada com hipoclorito de sodio na concentracdo de 12 ppm

antes de ser utilizada.
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Trés modelos de UE foram confeccionados e testados (Figura 2). Os dois
primeiros consistiram em baldes plasticos com capacidade de 10 ou 22 L. A porcéo
circular do fundo dos baldes foi retirada e malhas com diferentes aberturas foram instaladas
a fim de reter acamada de areia e permitir a passagem de agua. Os baldes ficavam suspensos
na coluna da agua pelas al¢as. Cada modelo de UE contava com uma bomba de ar-4gua
(“airlift”) acoplada a parede lateral, a qual bombeava &gua do fundo do tanque de
manutencdo. Dessa forma, o airlift garantia a circulacdo permanente da agua pela camada

de areia no sentido de cima para baixo (“downwelling”), facilitando a sua oxigenagao e

diminuindo a possibilidade de ocorréncia de camadas hipoxicas ou anoxicas.

Figura 2: Modelos de unidades experimentais (A, B e C) testados para a manutengdo em
laboratorio de exemplares do marisco branco (Amarilladesma mactroides) previamente ao inicio

dos experimentos. As diferentes unidades estdo inseridas no interior do tanque de manutenc&o.

As paredes dos baldes plasticos ndo resistiram ao manejo diario e, principalmente,
a tensdo causada pelo peso. Apds alguns dias, estas UES passaram a apresentar
deformaces que impediam sua utilizagdo. Como alternativa, um modelo construido com
tubo de PVC de 15 cm de diametro, 40 cm de altura e volume util de 7 L (Figura 2C) foi
testado. Este modelo conta com as mesmas estruturas que os baldes (al¢a, fundo com malha,
camada de areia e airlift), mas, ao invés de ser suspenso na coluna da agua, ele era colocado
diretamente no fundo do tanque de manutencdo. A cerca de 10 cm do fundo, uma malha
com abertura de 200 um foi instalada para reter a camada de areia. Como pode ser
observado na Figura 2C, na porcdo inferior do modelo de UE foram feitos orificios de

cerca de 5 cm de diametro no tubo de PVC para permitir a livre passagem de agua. Dos
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trés modelos testados, este ndo apresentou deformagdes e, portanto, foi escolhido para ser

testado quanto a adaptagdo dos mariscos.

Adaptacéo dos mariscos as unidades experimentais

A partir da definigdo do modelo de UE, um pré-teste foi realizado, no periodo de
20/12/2018 a 03/01/2019, com o objetivo de avaliar a adaptacdo dos mariscos a UE e ao
sistema de cultivo e manejo propostos. Foram observadas a sobrevivéncia dos animais, 0
consumo de microalgas, a presenca/auséncia de fezes e a ocorréncia de manchas escuras
no sedimento arenoso, o que poderia indicar baixas concentragdes de oxigénio dissolvido.
Para esse pré-teste, 40 mariscos coletados na praia do Cassino foram transportados até a
Estacdo Marinha de Aquacultura (EMA). Na EMA, os individuos com conchas quebradas
e com a presenca visivel de epibiontes foram descartados. Dez mariscos foram entdo
medidos (comprimento, largura e peso total) e acondicionados em duas UEs (Figura 3).
As UEs foram colocadas em um tanque de fibra de vidro de 1.000 L com volume util de
500 L de &gua salgada (“Tanque de manutengdo”). Cada UE recebeu 5 mariscos, sendo
que seis individuos de tamanho similar foram mantidos diretamente no fundo do tanque

de manutencéo (sem sedimento e, portanto, sem a possibilidade de se enterrar).

Figura 3: Disposi¢do do sedimento arenoso na unidade experimental (A) e duas unidades
experimentais estocadas com individuos do marisco branco (Amarilladesma mactroides) no

interior do tanque de manutencéo (B).

Uma concentracdo média de 6,5 x 10* cél/mL de 1. galbana e C. muelleri foi

mantida no tanque de manutencdo ao longo dos 14 dias de duracdo do pré-teste. A
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temperatura, salinidade e a concentracdo de oxigénio dissolvido foram aferidas todas as
manhds, e as médias (+ DP) foram 21,9°C (+ 1,1), 31,3 (+ 0,9) e 7,86 mg.L (+ 0,19),
respectivamente. Apds 14 dias, os mariscos foram desenterrados, medidos (comprimento,
largura e peso total) e o sedimento foi observado quanto a existéncia de manchas
escurecidas.

As médias (x DP) iniciais e finais de comprimento, largura e peso total dos 10
individuos podem ser observadas na Tabela 2. Ndo foram observadas mortes nas UES,
mas a sobrevivéncia dos mariscos dispersos no fundo do tanque foi de apenas 16,7%.
Essa baixa sobrevivéncia nos animais mantidos no fundo do tanque reforgou a opgao por
utilizar unidades experimentais que permitissem que 0S animais permanecessem

enterrados no sedimento.

Tabela 2: Médias (£ DP) iniciais e finais de peso umido (g), comprimento total (mm) e largura
total (mm) dos mariscos brancos Amarilladesma mactroides utilizados no pré-teste que avaliou a

adaptacdo dos mesmos as unidades experimentais durante 14 dias.

Inicial Final
Peso umido 11,36 £1,62 13,67 £ 1,18
Comprimento total 51,10 £2,90 54,30 £ 1,90
Largura total 29,10+ 1,90 31,20+ 0,80

No inicio do pré-teste observou-se que 0s mariscos, ao serem colocados sobre o
sedimento, rapidamente se enterravam, o que difere do relatado por Fiori & Carcedo
(2015). Estes autores tiveram que induzir o enterramento de individuos maiores que 40
mm utilizando a aeracao/agitacdo da dgua. Ao serem desenterrados no 14° dia, pode-se
observar que 0s animais em ambas as UESs se encontravam no fundo da camada de areia,
abaixo dos 5 cm de profundidade, proximos a tela (Figuras 4A e 4B). ApGs o0 escoamento
de toda &gua das UEs, a areia ainda se encontrava imida, sem odor ou coloracéo escura.
A auséncia de pontos escuros no perfil do sedimento de cada unidade experimental indica
gue ndo houve auséncia ou baixa oxigenacdo no sedimento (Figura 4C).

A sobrevivéncia de 100% dos mariscos mantidos nas UES (em comparagdo com
apenas 16,7% dos animais no fundo do tanque), somado ao crescimento relativamente
alto dos individuos apds 14 dias, indica que as condi¢fes ambientais foram adequadas e,

portanto, que os mariscos se adaptaram as UESs e ao sistema de manutencao proposto.
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Figura 4: Posicdo dos mariscos (Amarilladesma mactroides) no sedimento arenoso das unidades

experimentais (A e B) e condicdo do sedimento ap6s 14 dias de manutencao em laboratério (C).

Variagdo da temperatura no interior do sedimento durante o choque térmico

Um dos métodos a ser investigado nessa dissertacao é o choque térmico, o qual,
como discutido anteriormente, € um dos estimulos mais comuns na inducdo a desova de
moluscos (Matias et al., 2009; Mamat et al., 2014; Gadomski et al.,2015; Trigos et al.,
2018). Para a realizacdo do choque térmico, os moluscos sdo mantidos em aguas com
temperaturas geralmente baixas e sdo abruptamente transferidos para guas mais quentes.
Entretanto, como A. mactroides se enterra no sedimento, se faz necessario avaliar quanto
tempo levara para que a temperatura de choque efetivamente alcance o interior da camada
de areia onde estdo 0s mariscos.

Com esse objetivo, trés UEs foram mantidas no tanque de manutencdo contendo
500 L de agua do mar. Uma bomba submersa (Sarlo SB 2700) levava a dgua do tanque
de manutencédo a um resfriador (chiller Gelagua 1/3 HP) utilizado para manter a 4gua do
tanque de manutencdo a 20°C. Cada UE contava com um termdmetro inserido no
sedimento para aferir a temperatura desde o inicio do choque térmico e, dessa forma,
estimar quanto tempo levaria para se atingir a temperatura almejada.

Inicialmente, as UEs eram retiradas do tanque de manutencéo e a agua contida nas
mesmas era escoada durante 1-2 min. As UEs eram ent&o imediatamente transferidas para
baldes de 30 L com agua na temperatura desejada (no caso desse pré-teste, 23°C). A
temperatura da agua do balde e do sedimento foram monitoradas em intervalos de 5 min,
durante 30 min (Tabela 3). Ao longo do pré-teste, as UEs permaneceram com o airlift

ligado.
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Tabela 3: Variagdo da temperatura (°C) da &gua dos baldes e no interior do sedimento arenoso a

cada intervalo de 5 min durante 30 min em trés unidades experimentais (UE).

Tempo Temperatura da 4gua do balde Temperatura do sedimento
(min) UE 1 UE 2 UE 3 UE 1 UE 2 UE 3
0 23,0 23,0 23,0 20,5 20,5 20,5
5 23,0 23,0 22,5 21,5 21,5 21,5
10 23,0 23,0 23,0 22,0 22,5 21,5
15 23,0 23,0 23,0 22,5 22,5 22
20 23,0 23,0 23,0 22,5 22,5 22,5
25 23,0 23,0 23,0 23,0 22,5 22,5
30 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 22,5

Como pode ser observado na Tabela 3, embora a 4gua nos baldes tenha sido
mantida relativamente constante a 23,0°C, houve um gradativo aumento na temperatura
da agua no interior da camada de areia. Foram necessarios de 25 a 30 min para que a

temperatura da dgua no sedimento chegasse a temperatura almejada (23,0°C).

Marcacéao dos animais
A fim de individualizar os mariscos e, dessa forma, tornar possivel a estimativa
de crescimento durante o periodo de manutencdo em laboratorio, diferentes métodos de
marcacdo, baseado nas metodologias propostas por Lonhart (1999) e Lemarié et al.
(2000), foram testados. Assim, as conchas dos mariscos foram marcadas com:
1) caneta piloto para retroprojetor e caneta piloto permanente;
2) esmalte de unhas;
3) caneta piloto permanente coberta com adesivo bicomponente a base de resina
epoxi (Araldite), caneta piloto para retroprojetor coberto com Araldite, e
esmalte e cobertura de Araldite;
4) caneta piloto permanente coberto com cola instantanea a base de cianoacrilato
(Super Bonder), caneta piloto para retroprojetor e cobertura de Super Bonder,
e esmalte com cobertura de Super Bonder;
5) etiqueta plastica colada com Super Bonder ou Araldite.

UEs foram mantidas individualizadas em baldes com agua do mar e aeragdo

provida por pedra porosa e por um airlift acoplado na UE. A agua dos baldes era renovada
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diariamente. Sete mariscos foram marcados e mantidos em cada UE nessas condigdes por
30 dias.

Para os testes com Araldite ou Super Bonder, apds as conchas serem marcadas
com caneta ou esmalte, a cobertura foi aplicada e esperou-se 10 min para a secagem antes
de transferir os mariscos para a UE. Apos 2, 4, 7 e 10 dias, os mariscos eram retirados da
UE para verificar a integridade da marcagdo. No caso de a marcacgéo ter desaparecido ou
estar inelegivel, um novo tipo de marcacgédo era testado. Em alguns casos, um mesmo
individuo foi utilizado para testar dois tipos diferentes de marcacao.

As combinagOes de marcacdo com caneta piloto com cobertura de Araldite e
esmalte com Araldite foram as que persistiram por mais tempo e apresentaram maior
visibilidade das marcas (Figuras 5 e 6). Desse modo, devido a maior facilidade, a
marcacgdo com caneta piloto e cobertura com Araldite foi 0 método de marcacao escolhido
para ser utilizado nos experimentos. Proverbio et al. (2019) utilizaram etiquetas de nylon
numeradas como método de marcagdo para 0 marisco branco. Embora elas tenham
permanecido intactas apos 6 dias, os mariscos do referido estudo foram mantidos sem

substrato.

Al ) 4

 adl &
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Figura 5: Mariscos brancos (Amarilladesma mactroides) com diferentes tipos de marcagéo: com
caneta piloto permanente (A) e apds 4 dias (B); com caneta piloto para retroprojetor (C) e ap6s 4
dias (D); com esmalte de unhas (E) e apés 2 dias (F), 7 dias (G) e 10 dias (H).
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Figura 6: Figura 6: Mariscos brancos (Amarilladesma mactroides) submetidos a diferentes tipos
de marcagdo: (A) com caneta piloto permanente ou esmalte de unhas cobertos com adesivo
bicomponente & base de resina epoxi (Araldite) no dia da marcacéo (imagens a esquerda) e apos
7 dias (direita); e (B) com cantea piloto permanente ou esmalte de unhas com cobertura de cola
instantanea a base de cianoacrilato (Super Bonder) no dia da marcagao (esquerda) e apds 7 dias
(imagem superior a direita).

Adaptacdo dos mariscos em tanques sem substrato arenoso

A fim de avaliar a adaptacdo dos mariscos quando mantidos em tanques sem a
adicdo de substrato arenoso, um pré-teste foi realizado em 18/10/2019. Duas
possibilidades foram testadas: a simples colocacdo dos mariscos diretamente sobre o
fundo do tanque, onde eles permaneceriam horizontalmente, e a inser¢do dos mariscos
em tubos de PVC de 40 mm de diametro e 10 cm de comprimento mantidos verticalmente
em contato com o fundo do tanque (Figura 7). Nesse caso, 0S mariscos permaneceriam
na posicao vertical, 0 que se aproxima ao comportamento da espécie no ambiente natural.
Em cada um dos tubos de PVVC foram feitos dois furos, um superior e um inferior, para
permitir que a agua circulasse no interior dos mesmos.

Para a realizacdo do pré-teste de inducdo a desova foram coletados 160 mariscos
na Barra do Estreito, praia do Mar Grosso em Sdo José do Norte, RS. No momento da
coleta, a temperatura e salinidade foram medidas (19,5°C e 25). Os intervalos de choques
foram escolhidos a partir da temperatura da agua do mar no dia da coleta, sendo testados
trés niveis: 22,5°C, 24,5°C e 26,5°C. Na EMA, os mariscos foram mantidos em um
tanque de 500 L com &gua do mar a 19°C por 45 min antes do inicio do pré-teste. Cada
choque teve duracdo de 60 min e consistiu de expor 40 mariscos a choques quentes e frio.
Inicialmente, os animais foram transferidos do tanque com agua a 19°C para recipientes
com a temperatura alvo (22,5, 24,5 ou 26,5°C), onde permaneceram por 15 min. Os
mariscos entdo retornaram ao tanque a 19°C por 15 min, sendo entdo novamente expostos
a temperatura alvo por mais 30 min. Nos 15 min finais foi adicionado 100 mL de extrato

de espermatozoide com concentragio de 2,26 x 10 espermatozoide/mL. ApoGs esses
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procedimentos, os mariscos foram mantidos separados, conforme o tratamento a que
foram expostos, e transferidos para um tanque com 250 L de &gua do mar a 19°C e
salinidade 25, provido de aeracdo constante, onde foram mantidos até a manha do dia

seguinte (o que convencionamos chamar de periodo de “overnight™).

Figura 7: Exemplares do marisco branco (Amarilladesma mactroides) dispostos diretamente
sobre o fundo do tanque e inseridos em tubos de PVC de 40 mm de didmetro mantidos
verticalmente em contato com o tanque.

Assim como no pré-teste de chogue térmico com sedimento, a temperatura da
agua foi monitorada a cada 5 min durante os 60 min de choque térmico. Apesar de
pequenas variagdes nas temperaturas com o passar do tempo, estas puderam ser corrigidas
com a adicdo de agua aquecida. Foi possivel perceber que, com a adicdo do extrato de
espermatozoides, 0S mariscos se mostravam mais ativos e também que no choque menos
abrupto (para 22,5°C), 0s mariscos se mostravam menos ativos quando comparado aos
individuos expostos a 24,5 e 26,5°C. De modo geral, e em que pese o curto periodo de
observacao, os mariscos responderam bem gquando mantidos em tanques sem a adicéo de
substrato arenoso.

No entanto, foi observado que os mariscos movimentavam incessantemente 0s pés
na tentativa de inseri-lo em um uma pequena fresta formada entre o tubo de PVC e o
fundo do tanque, o que fazia com que o pé dos mariscos deslizassem e 0 mesmo nao
ficasse totalmente na posicdo vertical. Desse modo, a estratégia de apenas colocé-los no

fundo pareceu menos estressante e por isso foi adotada.

Procedimentos experimentais

Obtencéo dos mariscos
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Além dos individuos coletados para a realizagdo dos pré-testes acima relatados,
seis outras expedicdes de coleta de marisco foram realizadas nas praias do Cassino, Rio
Grande, RS, e do Mar Grosso em S&o José do Norte, RS, nos meses de fevereiro, marco,
setembro, outubro, novembro e dezembro de 2019. Em todas as coletas, a temperatura e
a salinidade da agua foram medidas com termbémetro e refratdmetro otico,
respectivamente (Tabela 4). Em todas as oportunidades, os mariscos foram coletados na
zona entre marés com o auxilio de pas de corte, e selecionados individuos com
comprimento total superior a 50 mm. Os mariscos foram transportados em caixas

térmicas sem agua até a EMA.

Selecdo e biometria dos mariscos

Na chegada a EMA, foram descartados os mariscos com valvas quebradas, sendo
que a aparéncia externa e coloragdo das conchas, auséncia de epibiontes e parasitas, e a
atividade dos sifdes e pés tambem foram considerados como critérios de seleg&o.

Os mariscos foram secos com papel toalha, inicialmente numerados em sequéncia
apenas com caneta piloto permanente, e medidos o comprimento total (Lt) e altura total
(Ht) da concha, e 0s pesos imido e seco. O comprimento e largura foram obtidos com um
paquimetro manual com precisdo de 0,01 mm (Figura 8), sendo que individuos com Lt
inferior a 50 mm foram descartados. O peso vivo total foi medido com uma balanca
eletrobnica marca Marte (precisdo de 0,01 g). O peso seco inicial e final foram
determinados de acordo com a metodologia de Helm & Bourne (2004), em que 0s
mariscos foram sacrificados, o corpo mole foi separado da concha e ambos foram secos

em estufa a 60°C por, pelo menos, 48 horas até atingir peso constante.

Figura 8: Medidas de comprimento total (Lt) e largura total (Ht) coletadas de individuos do
marisco branco (Amarilladesma mactroides).
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O fator de condicdo (CF) € usado como um indice de bem-estar e peso/tamanho
do organismo, o qual depende de aspectos como disponibilidade e diversidade de
alimento, reserva energética, performance reprodutiva, dentre outros. Nesse estudo, CF
foi estimado para comparar a condi¢do dos mariscos no inicio e ao fim de cada
experimento. Para estimar o CF, foram feitas regressdes lineares entre o peso umido e o
comprimento total dos individuos de cada experimento (W= aLb). Para isso, o peso (W)
e comprimento total (L) foram transformados utilizando a funcdo Log(x). Desse modo,
foram estimados os coeficientes (a, b) da relacdo peso-comprimento, no qual a =
intercepto no eixo do comprimento e b = coeficiente de regressdo ou expoente do
crescimento. Os valores de a e b dos experimentos I, 1l e Il foram a =-3,23,b =251, a
= -3,46, b = 2,68, e a = - 3,40, b = 2,58, respectivamente. Os respectivos R? dos
experimentos I, Il e 11l foram 0,60, 0,59 e 0,45. Para os experimentos IV, V e VI, 0s
valores de a e b foram, respectivamente, a =-0,40, b = 2,23, a=-1,13, b =3,02, e a = -
0,22 b = 1,73 e os respectivos R? foram 0,55, 0,74 e 0,41.

O fator de condicdo (CF) foi determinado de acordo com Fulton (1911):

w
CF = ?x 1000

onde W = peso imido total (g), L = comprimento total (mm) e b = coeficiente da regressao
de cada experimento.

Adicionalmente, o indice de condicdo (CI) foi determinado através do peso seco
da carne (g) e do peso seco da concha (g) conforme Lucas & Beninger (1985):

peso seco da carne
Cl = x 100
peso seco da concha

Apds as medices, foi aplicada uma fina cobertura de Araldite na concha de cada
marisco para manter a integridade da marcacdo. Ap6s 10 min de secagem, 0S mariscos
foram colocados na agua. A marcacdo das conchas foi realizada adaptando as
metodologias propostas por Lonhart (1999) e Lemarié et al. (2000).
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Tabela 4: Data e local das coletas, numero de individuos coletados (n), comprimento total médio
(x DP; mm), temperatura (°C) e salinidade da agua nas coletas de marisco branco (Amarilladesma
mactroides) nas praias do Cassino, Rio Grande, RS, e Mar Grosso, S&o José do Norte, RS, para
utilizacdo nos seis experimentos de inducdo a desova com condicionamento (Experimentos I, 11

e 111) e sem condicionamento em laboratério (Experimentos IV, V e VI).

Experimento Data Local n  Comprimento Temperatura Salinidade
I 15/02/2019 Cassino 328 53,0+1,0 23,0 32
I 14/03/2019 Mar Grosso 100 62,3+25 24,0 28
Il 19/09/2019 Mar Grosso 128 56,7+ 2,6 18,0 24
v 07/11/2019 Mar Grosso 179 59,8 +3,1 21,0 25
\% 18/11/2019 Mar Grosso 150  58,1+3,5 22,5 28
VI 10/12/2019 Cassino 100 59,0+£23 21,8 31

Inducéo a desova com condicionamento em laboratorio

Ap0s a realizagdo dos procedimentos medicdo e marcagdo, os mariscos foram
estocados na densidade inicial de 6,0 individuos por UE, totalizando 60 individuos nos
experimentos | e I1. Por sua vez, no experimento Il inicialmente foram estocados de 7 a
8 individuos por UE.

As UEs foram inseridas em um tanque de fibra de vidro de 1.000 L, com volume
util de 500 L preenchido com agua do mar previamente filtrada (1 um) e declorada, com
temperatura média de 20,0°C e salinidade 32 (Figura 9). A temperatura de 20°C foi
mantida com auxilio de um chiller Gelagua 1 HP e uma bomba submersa Sarlo SB 2700.
Duas pedras porosas conectadas ao sistema de ar comprimido da EMA foram introduzidas
no tanque para manter as concentragdes de oxigénio dissolvido. Nos experimentos I e Il,
a renovacdo diaria de 4gua foi de 20% devido a dificuldade na producao de microalgas, e

no terceiro passou a ser de 100%.

Parametros de qualidade de 4gua

A qualidade da agua do tangque de manutencao foi monitorada durante todos os
periodos experimentais. A temperatura e salinidade da agua foram gradualmente
ajustadas para 20°C e 30-35, respectivamente, sendo, na medida do possivel, mantidas
nestas faixas. A concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura, salinidade e pH foram
medidos diariamente as 08h00min com um oximetro OxyGuard, um termdmetro de

mercurio, refratbmetro manual ATAGO e um medidor de pH de bancada Mettler Toledo,
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respectivamente. As concentracGes de amonia total e de nitrito também foram aferidas
diariamente, enquanto a concentracdo de nitrato e alcalinidade, uma vez por semana, de
acordo com UNESCO (1983), AOAC (1990) e APHA (1998), respectivamente.

Figura 9: Tanque de manutencdo e disposicdo das unidades experimentais utilizadas nos
experimentos de condicionamento do marisco branco (Amarilladesma mactroides). A direita da
imagem pode se observar o resfriador utilizado para manter a temperatura em torno de em torno
de 20,0°C.

Cultivo de microalgas e alimentagcdo dos mariscos

O indculo inicial para o cultivo das microalgas C. muelleri e I. galbana foi
gentilmente cedido pelo Laboratério de Producdo de Microalgas da EMA.

Para o experimento I, C. muelleri e 1. galbana foram produzidas em sistema batch
composto de 4 tanques de 500 L, com volume util de 230 L de 4gua do mar previamente
filtrada (1 um), salinidade 28, fotoperiodo 24 h de luz, aeracdo constante, inoculados com
meio /2 (Guillard, 1975) e 20 L de inéculo. Cerca de 15 x 10* cél/mL de I. galbana e C.
muelleri, na proporcdo de 70 e 30%, respectivamente, foi fornecida aos mariscos do
experimento I.

Para os experimentos Il e 111 foi ofertada apenas uma dieta unialgal de C. muelleri
na concentracdo de 10 x 10* cél/mL. O cultivo foi realizado em 10 carboys de 20 L
preenchidos com 18 L de agua do mar previamente filtrada (1 um), salinidade 28,
fotoperiodo de 24 h diérias de luz, aeragdo constante, inoculados com meio /2 (Guillard,
1975) e 2 L de in6culo.
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Em todos os casos, as microalgas foram fornecidas aos mariscos quando se
encontravam na fase exponencial de crescimento populacional. A fim de manter uma
constante disponibilidade de microalgas, a concentracdo era monitorada duas vezes ao
dia e, havendo necessidade, mais microalgas eram adicionadas ao tanque de manutengéo

para manter a densidade e proporcéo estabelecidas.

Experimentos de inducéo a desova com condicionamento

A partir da temperatura de manutencdo (20°C), trés experimentos com o
condicionamento dos mariscos por, pelo menos, 14 dias foram realizados. No 15° dia, os
mariscos foram submetidos a variacdo abrupta da temperatura da agua (“choque de

temperatura”) com o objetivo de induzi-los a desovar.

Experimento |

O primeiro experimento consistiu no choque de temperatura em dez UEs (n = 10)
cada uma contendo 4 mariscos. Apds 14 dias mantidas nas condi¢Bes acima descritas, as
UEs foram drenadas e transferidas para baldes plasticos contendo 22 L de 4gua do mar
nas temperaturas de 23°C (trés UEs), 26°C (quatro UESs) e 29°C (trés UEs). Os airlifts
permaneceram funcionando. A temperatura da agua dos baldes utilizados em todos 0s
choques térmicos e a temperatura dos sedimentos de cada UE foram monitoradas durante
60 min em intervalos de 5 min (Tabelas 3 e 4). Caso necessario, agua resfriada (20°C) ou
aquecida (29°C) era adicionada aos baldes com objetivo de manter estavel a temperatura
desejada. O tempo de imerséo das UEs nos baldes com temperaturas mais elevadas foi 60

min.

Experimento 11

Este experimento foi desenvolvido em duas etapas. A primeira etapa foi idéntica
ao experimento I, e consistiu em choques de temperatura em dez UEs (n = 10) contendo
de 4 a 6 mariscos por UE. No 15° dia de condicionamento, as UEs foram drenadas e
transferidas para baldes plasticos com 22 L de 4gua do mar nas temperaturas de 23°C
(trés UES), 26°C (quatro UEs) e 29°C (trés UEs). Os airlifts permaneceram funcionando.
A temperatura da agua dos baldes e no sedimento de cada UE foram monitoradas a cada
5 min durante os 60 min que os baldes permaneceram imersos nos baldes com
temperaturas mais elevadas. Quando necessario, agua a 20°C ou a 29°C era adicionada

aos baldes para manter estavel a temperatura desejada.
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A segunda etapa consistiu em manter as mesmas 10 UEs da etapa anterior no
tanque de manutengdo a 20°C por mais dois dias. No 18° dia, as UEs foram expostas,
dessa vez por 120 min, a novos choques de temperatura, sendo cinco UEs imersas baldes
a 24 °C e as outros cinco, a 26°C. A temperatura da agua dos baldes e do sedimento em

cada UE foram monitoradas no intervalo de 5 min.

Experimento 111
Neste experimento, 0 manejo e 0s procedimentos experimentais foram idénticos ao
primeiro experimento, com excec¢do das temperaturas de choque. Dessa vez, foram

testadas as temperaturas de 23, 25 e 27°C.

Analises histologicas

Com o intuito de identificar o sexo e o estadio de maturagdo gonadal em diferentes
momentos, amostras de mariscos foram realizadas e submetidas & analise histolégica. No
experimento | foram coletados 7 individuos, denominados M1, M2, M3, M4, M5, M6 e
M7, antes da exposicdo aos choques térmicos. No segundo experimento foram
amostrados 16 mariscos para andlise histoldgica: cinco no inicio do experimento (M8 ao
M12), um ap6s a sua morte (M13), cinco antes do choque térmico da primeira etapa (M14
ao M18) e cinco apds o segundo choque térmico (M19 ao M23). Dez mariscos do
experimento 1l foram coletados, sendo 5 antes do inicio do periodo de condicionamento
e 0s outros 5 ap6s os 14 dias de condicionamento (e antes da exposi¢do ao choque de
temperatura).

Os animais foram fixados em formol salino a 20% até serem processados. Os
tecidos foram cortados e colocados em cassetes devidamente identificados. As amostras
foram processadas em processador automatico Leica TP1020 com inclusdo em Paraplast.
Apo6s o emblocamento, os blocos foram seccionados a 5 pm com um micrétomo Leica
RM 2245 e corados com hematoxilina-eosina. As laminas histoldgicas foram examinadas
no microscopio Gptico Zeiss Primo Star equipado com uma camera e software AxioVision
4.8.2. e imagens foram obtidas. As gbdnadas foram classificadas em 7 estagios de
desenvolvimento adaptando-se as propostas de Masello (1987) e Hermann et al. (2009)
como descrito na Tabela 5.
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Tabela 5: Classificacdo dos estagios de desenvolvimento das gbnadas do marisco branco

(Amarilladesma mactroides) adaptada de Masello (1987) e Hermann et al. (2009).

Estagio da gbnada Descricéo
Estagio 0: repouso sexual Células imaturas aderidas as paredes dos
foliculos, presenca de tecido conectivo
abundante sem diferenciacdo, ndo ha
diferenciagéo sexual.

Estagio 1: estagio ativo inicial Foliculos pequenos e em pouca quantidade,
gbnias ainda estdo aderidas a parede, distin¢do
do sexo.

Estagio 2: estagio ativo final Multiplicacdo e aumento do tamanho dos

foliculos, espermatogdnia e espermatocito nos
machos e oogonia e ovocitos pré-
vitelogénicos nas fémeas.

Estagio 3: estagio de maturacdo inicial Foliculos aumentam de tamanho e ocupam
todo o tecido. Nas fémeas, diminui o contato
dos ovocitos com a parede celular diminui,
ficando apenas unidas pelo peddnculo que se
afina a medida que a célula atinge a
maturagdo. Nos machos, a medida que a
maduragdo avanca as células tendem a ocupar
o interior do foliculo, diminuindo o limen e as
paredes celulares ficam mais finas.

Estagio 4: estadgio maduro Foliculos de formato poligonal esta quase
cheio de gametas maduros, espermatozoides
ocupam a maioria dos foliculos e presenca de
ovocitos poligonais maduros livres no limen.

Estagio 5: estagio desova parcial Presenca de ovacitos maduros livres no limen
e espacos vazios, espermatozoides perdem
disposi¢do radial e presenca de ovdcitos
arredondados livres no lumen e espacos

vazios

Estagio 6: estagio desova total Foliculos pequenos e praticamente vazios e
degradacdo residual de gametas

Estégio 7: estagio de recuperacdo Foliculos gonadais vazios, presenga de células

com movimento ameboide entre os foliculos,
perto das paredes e no centro. S6 é possivel
distinguir os sexos, caso haja ovocitos
remanescentes deformados ou difusos,
espacos intercelulares muito amplos.

Adicionalmente, a condigdo imunoldgica dos mariscos foi estimada baseado em

Santos et al. (2016). Para isso, a hemolinfa foi obtida por puncao da cavidade pericardica
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e laminas de esfregacos foram montadas, fixadas em metanol por 10 min na geladeira e

em seguida coradas com Giemsa durante 20 min.

Experimentos de inducéo a desova sem condicionamento

Diferentemente dos experimentos anteriores, onde houve condicionamento dos
mariscos em laboratério por um periodo minimo de 14 dias, trés outros experimentos
foram realizados sem nenhuma espécie de condicionamento em laboratorio. Estes
experimentos serdo denominados experimentos 1V, V e VI.

Somente para estes trés experimentos, um total de 429 animais com comprimento
médio (x DP) de 58,94 mm (z 0,70) foi coletado na zona entre marés das Praia do Mar
Grosso e Cassino, nos municipios de Sdo José do Norte e Rio Grande, RS,
respectivamente (Tabela 4). As médias (+ DP) de temperatura e salinidade no momento
das coletas foram, respectivamente, de 21,8°C (+ 0,6) e 28,0 (x 2,5). Os mariscos foram
transportados em caixas térmicas ao laboratdrio, onde foram selecionados, lavados e
transferidos para um tanque de recepcdo com capacidade de 1.000 L, mas preenchido
com 500 L de agua com temperatura e salinidade semelhantes ao momento da coleta.
Quatro pedras porosas conectadas ao sistema de ar comprimido do laboratério foram
introduzidas no tanque para manter os niveis de oxigénio dissolvido.

Os trés experimentos consistiram na exposi¢do dos mariscos a diferentes tipos de
tratamentos, os quais foram realizados de forma abrupta (“choque”) e sem nenhuma
espécie de condicionamento prévio. Apds a exposicdo aos diferentes tratamentos, 0s
animais foram mantidos até a manha do dia seguinte (overnight), quando foi observada a
ocorréncia de desovas. Para isso, 0 contetudo dos recipientes era filtrado em uma peneira
de 25 um e trés aliquotas de 1 mL eram coletadas para verificar a ocorréncia de desovas
e fazer a eventual contagem de ovdcitos ou zigotos fertilizados com uma camara de
Sedgewick-Rafter.

Apbs o overnight, os mariscos foram secos com papel toalha e tiveram o
comprimento total, altura total, peso umido total e peso seco medidos conforme descrito
anteriormente. Os exemplares destes trés experimentos também foram amostrados para a
realizacdo de andlises histologicas da mesma forma que descrito anteriormente para 0s

mariscos dos experimentos com condicionamento.
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Experimento IV

Neste experimento foram testados trés niveis de temperatura (23, 25 e 27°C)
associados a adicdo de 100 mL de um extrato de espermatozoides obtido de trés machos.
As amostras foram diluidas em 100 mL de agua do mar em uma das temperaturas de
choque (23, 25 ou 27°C). Para mensuracao da concentracdo espermatica, amostras de 1
mL do extrato foram coletadas e fixadas em Lugol, sendo contados os espermatozoides
presentes em 5 dos 25 campos da camara de Neubauer. A concentracdo de

espermatozoides por mL foi calculada segundo a equacdo (CBRA, 1998):

s
Cspz = (¥) %100 x 0,5 x 10°

Cspz =concentracao de espermatozoides por mL

> Spz = média do total de espermatozoides contados em 5 quadrados nas duas
camaras

100 = fator de diluicdo da amostra (1:100)

0,5 x 10° = quantidade de espermatozoides em 1 mL de amostra

O experimento foi realizado em tanques pretos circulares preenchidos com 25 L
de 4gua nas mesmas condicdes do tanque de recepcdo dos mariscos. Os mariscos foram
mantidos nos tanques direto no fundo do tanque ou inseridos em tubos de PVC, conforme
a Figura 7. A exposicdo simultanea a temperatura elevada (23, 25 ou 27°C) e ao extrato
de espermatozoides teve a duracdo de 60 min e contou com um total de 40 individuos,
dos quais 20 foram colocados diretamente no fundo e 20 inseridos nos tubos de PVC.
Apo6s os 15 min iniciais, 10 animais colocados diretamente sobre o fundo retornaram ao
tanque de recepgdo, onde permaneceram por 15 min expostos a agua na temperatura de
cerca de 20°C. Estes mariscos foram entdo novamente transferidos para o tanque com a
temperatura experimental (23, 25 ou 27°C) até completar 60 min.

A concentracdo final de espermatozoides (Cf) disponivel no tanque foi
determinada dividindo o total de espermatozoides encontrado no extrato (Cspz) pelo

volume (til de 4gua do tanque durante o choque (V).
Cspz
%4

CspT =

CspT= conc. espermatozoides no tanque (esperm/mL)
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V = volume util utilizado em mL

Cspz = espermatozoides por mL

Aos 45 min finais, 100 mL de extrato de espermatozoides com concentracdo
média de 710.000, 694.000 e 862.000 espermatozoides/mL, respectivamente, foi
adicionado nos tratamentos 23, 25 e 27°C. Ap6s 60 min, os animais foram transferidos
para o tanque de recepcdo, onde foram mantidos separadamente a 21°C e aeracao
constante até o dia seguinte (overnight). Na manha seguinte foi verificada a ocorréncia

de desovas.

Experimento V

Como a temperatura e a salinidade no momento da coleta dos mariscos utilizados
neste experimento era 22,5°C e 28, respectivamente (Tabela 4), quatro tratamentos foram
propostos:

1) choque de temperatura (de 22 para 25,5°C);

2) choque de temperatura (de 22 para 25,5°C) associado a adicdo de extrato de
espermatozoides na concentracdo de 693.750 espermatozoide.mL™ a cada 30
min;

3) choques de temperatura (de 22 para 25,5°C) e de salinidade (de 28 para 35);

4) choque de temperatura (de 22 para 25,5°C) associado a adicdo de peroxido de
hidrogénio 6% em meio alcalinizado (pH 8,72).

Em cada tratamento, 20 animais foram acondicionados em caixas plasticas pretas
com capacidade de 100 L e preenchidas com 20 L (Figura 10A). Embora a duracdo dos
tratamentos tenha sido de 60 min, os mariscos de cada tratamento foram mantidos no
overnight em baldes de 20 L preenchidos com 10 L de agua e aeracao constante. Cada
tratamento teve 3 repeticbes com 6 mariscos por balde. Os baldes foram mantidos em
overnight em um banho-maria em um tanque de 1.000 L com a temperatura média de
25,5°C gracas a um termostato (Figura 11). Na manhd seguinte, o contetdo dos baldes
foi filtrado para verificar a ocorréncia de desovas e eventual contagem de ovécitos ou

zigotos fertilizados.

46



Figura 10: Exemplares do marisco branco Amarilladesma mactroides do Experimento V (A) e

V1 (B) submetidos a diferentes tratamentos de induc&o a desova.

Apds a confirmacdo da ocorréncia de desovas, o material filtrado foi transferido
para baldes individuais. Decorridas 18 h da fertilizacdo, trés aliquotas de 1 mL de cada
balde foram amostradas para estimar o nimero de ovos ndo eclodidos e de larvas
trocoforas. Os estagios larvais foram observados em microscopio Nikon E3100 e

fotografados com camera Nikon D3200 no aumento de 10 x.

Figura 11: Tanque de 1.000 L utilizado para a manutencdo dos baldes com mariscos branco
(Amarilladesma mactroides) mantidos durante a noite (overnight) apds as tentativas de inducédo a

desova nos experimentos V e VI.
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Experimento VI

Este experimento utilizou mariscos coletados na praia do Cassino, Rio Grande,
RS, e que possuiam um comprimento médio de 59,0 mm. No momento da coleta, a
temperatura e salinidade eram 21,8°C e 31, respectivamente (Tabela 4).

Foram testados 0s seguintes tratamentos:

1) choque de temperatura (de 22 para 26°C);

2) choques de temperatura (de 22 para 26°C) e pH (aumento para 9,15);

3) choque de temperatura (de 22 para 26°C) associado a adicdo de peroxido de
hidrogénio (~ 5,5 mpy);

4) choque de temperatura (de 22 para 26°C) associado a adicdo de perdxido de
hidrogénio (~ 5,5 mu) em meio alcalinizado (pH 8,83).

Cada tratamento foi realizado com trés repeticdes e 6 animais por repeticdo. A
agua utilizada em cada tratamento foi preparada previamente. Os tratamentos foram
realizados em baldes de 20 L com volume util de 10 L providos de aeracdo moderada
(Figura 10 B). Apo6s o tratamento, os baldes foram lavados e preenchidos apenas com
agua do mar e os animais foram mantidos no overnight (Figura 11).

Na manhd seguinte, o contetdo dos baldes de todos os tratamentos foram filtrados
para verificar se houve desova e fazer a contagem dos ovdcitos e zigotos fertilizados. A
contagem foi realizada em camara de Sedgewick-Rafter e as amostras foram fotografadas
com camera Nikon D3200 no aumento de 10x.

Apos a confirmacdo da ocorréncia de desova, o material filtrado foi transferido
para baldes individuais. Decorridas 18 h do provavel momento de fertilizacdo, trés
amostras de 1 mL foram retiradas de cada balde, e 0 nimero de larvas trocéforas e de

ovos nao eclodidos foram estimados.

Anélises estatisticas
Experimentos I, 1l e 111

Inicialmente, os dados foram testados quanto aos pressupostos necessarios
(Normalidade, independéncia e homocedasticidade) para a aplicacdo das analises de
variancia de uma e duas vias (ANOVA) e covariancia (ANCOVA).

A comparacao do comprimento inicial, peso total inicial, largura inicial, peso seco
final entre os tratamentos foi verificada atraves da ANOVA de uma via. A analise dos
dados de comprimento, peso total e largura final entre os tratamentos foram realizadas
através da ANCOVA. A comparacdo dos parametros largura inicial e final entre os
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experimentos foi verificada utilizando ANOVA de duas vias, tendo experimento e
temperatura como fatores. Os parametros finais de comprimento e peso foram testados
através da ANOVA ndo paramétrica e teste de Kruskal Wallis. O peso seco inicial dos
individuos dos experimentos Il e 111 foi comparado pelo teste t-Student, enquanto o peso
seco final foi comparado por ANOVA de uma via. Diferengas na sobrevivéncia entre
experimentos e entre tratamentos foram avaliados pelo teste de Qui-quadrado e pelo
método de Kaplan-Meier. As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foram construidas
usando as datas de estocagem e mortalidade de cada individuo.

O indice de condicéo foi verificado atraves de ANOVA de uma via e os fatores
de condicdo por ANOVA ndo paramétrica e teste de Kruskal Wallis. Os ovocitos medidos
foram aleatoriamente selecionados, mas sendo apenas foram considerados aqueles que o
nacleo estivesse visivel. Os didmetros dos ovocitos foram medidos usando o software
ImageJ e, para cada experimento, foram analisadas fémeas no inicio e no fim do periodo
experimental por ANOVA de uma via.

Com excecdo do comprimento inicial do experimento I, largura final do
experimento Il e do peso seco final dos experimentos, cuja normalidade e a
homogeneidade foram verificadas respectivamente através dos testes de Cochran-Bartlett
e Shapiro-Wilk, Levene e Kolgomorov, Levene e Kolgomorov, as demais analises foram
verificadas através dos testes de Levene e Shapiro-Wilk. Para a analise da ANCOVA, a
homogeneidade da declividade das retas também foi checada. Quando os pressupostos
nédo foram atendidos, foi realizada a transformacao pelo arcoseno da raiz quadrada (x) ou
log (x). A ocorréncia de diferencas significativas entre tratamentos e experimentos foi
inicialmente verificada através post-hoc Tukey HSD (parametros iniciais) ou Tukey

desigual (parametros finais).

Experimentos IV, V e VI

Os resultados de comprimento total, peso total, peso seco, largura total e fator de
condicgéo foram inicialmente testados quanto aos pressupostos de normalidade (teste de
Levene), homocedasticidade (Shapiro-Wilk) e independéncia para uso da analise de
variancia (ANOVA) de uma via nos experimentos IV e V. O fator de condigdo e 0 peso
seco foram transformados pela funcdo Log(x) para atender os pressupostos. No
experimento VI, o comprimento total foi avaliado por ANOVA ndo paramétrica e teste
de Kruskal Wallis. O sucesso da inducdo a desova foi avaliado pela presencga ou auséncia

de gametas apos o overnight. Os tratamentos de inducdo a desova nos experimentos V e
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VI foram avaliados por ANOVA ndo paramétrica e teste de Kruskal-Wallis. Os didametros
maior e menor de 15 ovocitos escolhidos aleatoriamente, mas com nucleo visivel, foram
medidos de cada fémea com o software ImageJ e avaliados por ANOVA de uma via.
Diferencas na sobrevivéncia entre os tratamentos dos experimentos foram avaliados pelo
teste de Qui-quadrado e pelo método de Kaplan-Meier.

Independente de experimento, todas as analises foram efetuadas ao nivel de
significancia de 0,05. Os dados foram analisados e plotados com os softwares Statistica
13.3, Past 3.2.1 e GraphPad Prism 8.0.

Resultados

Experimentos com condicionamento

Os valores médios das variaveis de qualidade de agua nos trés experimentos com
condicionamento podem ser observados na tabela 6. A temperatura variou de 17,7 a
20,2°C, enquanto a salinidade média, de 23,7 a 30,7. As concentracbes médias de
oxigénio dissolvido permaneceram proximas de 7 mg.L™%. As concentra¢es de aménia
total e nitrito foram relativamente estaveis e com valores nas faixas de 0,04-0,06 e 0,01-
0,08 mg.L™, respectivamente. Por sua vez, as concentracdes de nitrato se mantiveram

abaixo de 3,5 mg.L™*. A alcalinidade média sempre foi superior a 130 mg.L™.

Tabela 6: Médias (+ DP) das variaveis de qualidade de &gua nos trés experimentos com

condicionamento do marisco branco Amarilladesma mactroides com duracéo de 14 a 18 dias.

Experimento | Experimento 11 Experimento 111

Temperatura (°C) 20,17+ 0,31 19,95+ 0,23 17,69 + 1,56
Salinidade 30,73+ 0,70 29,63 + 0,50 23,71 +1,31
pH 7,80+0,24 7,71 +0,26 7,49+0,14
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 7,35+0,11 6,98 + 0,14 7,77 £ 0,62
Amonia total (mg.L™) 0,04 £ 0,02 0,06 + 0,05 0,05 £ 0,02
Nitrito (mg.L™) 0,08 £ 0,05 0,05 0,02 0,01+0,01
Nitrato (mg.L™) 3,16 £ 0,30 1,00 £1,34 2,719+2,20
Alcalinidade (mg.L™) 150,00 + 0,00 160,00 + 10,00 130,00 + 7,07

O consumo diario de microalgas por individuo, tanto de dietas bialgal como
unialgal, foi distinto entre os experimentos. No experimento I, o consumo diario da dieta
bialgal (1. galbana e C. muelleri, 70:30) variou de 1 x 103 cél/mL a 2,5 x 103 cel/mL por
individuo (Figura 12). O consumo diario de C. muelleri por individuo variou de 0,2 x 103
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a 1,7 x 103 cél/mL no experimento |1, (Figura 13), enquanto no experimento 11 oscilou
entre 0,75 x 10% a 2,4 x 103 cél/mL (Figura 14).

3000
2000

1000

>

-

10 15
Dias

Consumo diario de I. galbana e C. muelleri (cels/mi/indiv)
o
(3]

Figura 12: Média do consumo diario da dieta bialgal (Isochrysis galbana e Chaetoceros muelleri)
estimado para cada individuo (cél.mL™.individuo™) do marisco branco (Amarilladesma

mactroides) durante os 14 dias do experimento |.
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Figura 13: Média de consumo diario de Chaetoceros muelleri (cél.mL™.individuo™") do marisco

branco (Amarilladesma mactroides) durante os 17 dias do experimento II.
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Figura 14: Média do consumo diario de Chaetoceros muelleri (cél.mL.individuo™") do marisco

branco (Amarilladesma mactroides) durante o periodo de 14 dias do experimento Il1.

51



Os mariscos ndo apresentaram diferencas significativas de comprimento total
(p>0,50), peso (p=0,731) e largura (p=0,412) no inicio do experimento | (Tabela 7).
Diferencas significativas de comprimento (p=0,481), peso e largura final (p=0,058)
também ndo foram encontradas nos mariscos ao final desse experimento. Contudo, o
comprimento final dos mariscos foi influenciado em 63% pelo comprimento inicial dos
animais (F = 69,6; p<0,05).

Tabela 7: Médias (+ DP) de comprimento inicial (CTi) e final (CTf), peso umido inicial (PUi) e
final (PUf), largura inicial (Li) e final (Lf) e peso seco final (PSf) dos exemplares de marisco
branco (Amarilladesma mactroides) mantidos a 20°C por 14 dias e expostos a choques abruptos

de diferentes temperaturas (23, 26 ou 29°C) no experimento I.

23°C 26°C 29°C
CTi 52,86 £ 0,41 52,79+ 0,36 52,92 +0,43
CTf 53,39+0,25 53,21+0,22 53,05+0,25
Pui 13,27 £ 0,39 12,87 + 0,34 13,14 + 0,40
Li 28,89 + 0,27 28,46 + 0,23 28,44 + 0,27
Lf 28,92 +0,16 28,80+ 0,13 28,89 +0,17
PUf 12,59 +£0,12 12,56 £ 0,10 12,71 +0,12
PSf 4,90 +0,13 4,82 +0,10 503+0,14

Assim como no experimento I, o comprimento total inicial e final (p=0,57 e
p=0,61, respectivamente), largura inicial e final (p=0,54 e p=0,99) e peso Umido inicial e
final (p=0,47 e p=0,03) dos mariscos no experimento Il ndo se diferenciaram
significativamente (Tabela 8). O peso Umido final dos mariscos foi modulado
significativamente em 79% pelo peso inicial dos animais (F=107,52 e p=0,000001). A
largura final foi afetada pela largura inicial em 64% (F= 48,90; p=0,0000001). O
comprimento final foi afetado pelo comprimento final em 48% (p=0,000028).

No experimento IlI, foram encontradas diferencas significativas na largura
(p=0,015) e no comprimento inicial (p=0,03) dos mariscos (Tabela 9). Os mariscos do
tratamento 27°C tinham comprimento e largura inicial significativamente maiores do que
os de 25°C. Também foram encontradas diferencas significativas na largura final dos
mariscos (p=0,00007), sendo os mariscos dos tratamentos 23 e 27°C maiores que 0s de
25°C. Nao houveram diferencas significativas no peso total inicial e final dos animais
(PUi, p=0,17 e PUf, p= 0,485) dos tratamentos do experimento Ill (Tabela 5). O peso
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final foi influenciado pelo peso inicial em 64% (F=76,32 e p= 0,00000000004). O peso
seco final dos mariscos ndo diferiu entre os tratamentos (p=0,07).

Tabela 8: Média (+ DP) do comprimento total inicial (CTi) e final (CTf), peso umido inicial (PUi)
e final (PUf), largura inicial (Li) e final (Lf) e peso seco final (PSf) dos mariscos brancos
(Amarilladesma mactroides) expostos a chogues abruptos de diferentes temperaturas (23, 26 ou

29°C) no experimento 11.

23°C 26°C 29°C
CTi 61,88 + 0,59 62,25+ 0,52 62,77 £ 0,60
CTf 62,19+ 0,76 62,86 + 0,58 62,48 + 0,67
Pui 19,73 + 0,67 20,64 + 0,58 20,83+ 0,67
PUf 21,59 + 0,45 21,45+0,35 20,97 +0,40
Li 32,94+ 0,35 33,46 + 0,31 33,33+0,36
Lf 33,37+ 0,34 33,36 + 0,27 33,33+0,31
PSf 7,97 +£0,45 7,78 +0,35 7,75+ 0,40

A comparagao entre 0s mariscos dos experimentos I, Il e 1l indicou que a maioria
dos pardmetros biométricos analisados apresentaram diferengas significativas (Tabela
10). De modo geral, os mariscos do experimento Il apresentaram PUi, PUf, CTi, CTf, Li,
Lf, PSi e PSf significativamente maiores do que os individuos dos experimentos I e I11.

O indice de condicéo final (CIf) ndo diferiu significativamente entre os mariscos
dos trés experimentos (p=0,4640). Por outro lado, os fatores de condicéo inicial (CFi)
foram significativamente maiores nos mariscos do experimento | do que nos mariscos dos
demais experimentos (Tabela 10; p=0,00 e R=161,38). Do mesmo modo, houveram
diferencas significativas entre o fator de condicéo final (CFf) dos experimentos, sendo o
CFf dos mariscos dos experimentos | e Il maiores que o de Il (Tabela 10; p=0,0231 e
R=104,20).

Do ponto de vista sanitario, todos 0s animais se observaram macroscopicamente
normais, ou seja, ndo havia nenhuma indicacdo visual da ocorréncia de patologias.
Embora os esfregacos de hemolinfa ndo possam ser usados categoricamente para definir
se 0s animais estdo mais ou menos imunoestimulados, a observacdo dos aspectos
qualitativo e quantitativo das diferentes popula¢bes de hemacitos se observaram dentro
dos limites normais, conforme definido por Santos et al. (2016) para essa espécie. O

pigmento escuro observado na borda dos mantos (Figura 15) foi identificado como
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melanina, sendo normalmente encontrado em moluscos de areia como resultado da alta
atividade fagocitica.

Tabela 9: Médias (x DP) do comprimento total inicial (CTi) e final (CTf), peso umido inicial
(PUiI) e final (PUf), largura inicial (Li) e final (Lf) e peso seco final (PSf) dos mariscos brancos

(Amarilladesma mactroides) expostos a choques abruptos de diferentes temperaturas (23, 25 e

27°C) no experimento Il1.

23°C 25°C 27°C

CTi 57,27 + 0,53% 55,71+ 0,53" 57,61+ 0,532
CTf 57,23+0,28 57,06 + 0,28 56,60 + 0,30
Li 30,27 £ 0,31% 29,66 + 0,300 30,94 + 0,302
Lf 30,83+ 0,132 30,05 +0,12° 31,11+ 0,142
PUI 14,99 + 0,56 13,76 £ 0,56 15,15+ 0,56
PUf 16,48 + 0,40 16,36 + 0,43 16,03 £ 0,40
PSf 571+0,21 5,63+0,19 6,28 £0,21

Figura 15: Coleta de tecidos do marisco branco Amarilladesma mactroides realizada antes do

condicionamento dos individuos no experimento Il, onde verifica-se a presenga de melanina na

borda do manto.
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Tabela 10: Taxas de sobrevivéncia (S; %) e médias (x DP) do peso umido inicial e final (PUi e PUf; g), comprimento total inicial e final (CTi e CTf; mm),
largura inicial e final (Li e Lf; mm), peso seco inicial e final (PSi e PSf; g), indice de condicéo final (CIf) e fator de condicéo inicial e final (CFi e CFf) dos

mariscos brancos (Amarilladesma mactroides) mantidos em laboratério por, pelo menos, 14 dias e expostos a choques de diferentes temperaturas nos

experimentos I, Il e Il

Experimento |

Experimento Il

Experimento 111

S 88,3 71,8 76,6

CTi 52,66 + 0,38¢ 61,98 +0,38 2 56,84 + 0,34
CTs 53,10 + 1,37¢ 62,43+2,75% 56,89 *+ 2,68°
Li 28,36 £ 0,22¢ 32,99+ 0,232 30,24 + 0,200
Lf 28,87 +0,25¢ 33,35+0,28% 30,66 + 0,24
PUI 11,74 £ 0,34¢ 19,43 +£ 0,352 14,29 +£ 0,31
PUf 12,48 + 1,25¢ 21,26 + 3,062 16,23 + 2,57
PSi - 8,87 + 0,912 5,25 +0,49°

PSf 5,12 +0,15¢ 8,02 + 0,182 6,18 £ 0,14

CIf 24,38 + 2,02 21,08 +1,91 21,82 +1,43

CFi 0,58 + 0,042 0,31 £ 0,02¢ 0,41 £ 0,05

CFf 0,58 + 0,012 0,33 +£0,01¢ 0,48 £ 0,01
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As taxas de sobrevivéncia dos diferentes experimentos variaram de 71,8 a 88,3%
(Figura 16), ndo diferindo significativamente entre si (Chi-quadrado=2,9211 e p=0,23).
Entre as diferentes temperaturas que os mariscos foram submetidos também néo foram
observadas diferencas significativas (Chi-quadrado= 3,1625 e p=0,53), pois as taxas de

sobrevivéncia variaram de 66,7 a 77,8% (Figura 17).
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Figura 16: Curva cumulativa de sobrevivéncia de Kaplan-Meier comparando os grupos de
mariscos brancos (Amarilladesma mactroides) utilizados nos experimentos I, 1l e 11l em relagdo

a duracdo do periodo experimental (dias).
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Figura 17: Curva cumulativa de sobrevivéncia de Kaplan-Meier comparando os grupos de
mariscos brancos (Amarilladesma mactroides) submetidos as temperaturas de 23, 25, 26, 27 ou

29°C nos experimentos |, Il e 111 em relagdo a duracdo do periodo experimental (dias).
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A manipulagéo térmica néo resultou na desova dos mariscos em nenhum dos trés
experimentos com condicionamento (Experimentos I, 11 e 111).

As andlises histologicas comprovaram que todos 0s cinco mariscos amostrados ao
final do experimento | eram machos e se encontravam em estagio imaturo apés duas

semanas de condicionamento (Figura 18).

Figura 18: Seccdo histolégica da génada de um macho do marisco branco (Amarilladesma

mactroides) do experimento | apds 14 dias de condicionamento.

A andlise das laminas histologicas sugere que as gbnadas dos mariscos do
experimento 11, amostrados no inicio de periodo experimental, se encontravam em estagio
mais avancado de desenvolvimento quando comparados aos individuos ao final do
experimento | (Figura 19A). Dos cinco animais analisados no inicio do experimento,
quatro eram fémeas e um macho. Este se encontrava no estagio de repouso sexual (Figura

19B) e a fémea amostrada se encontrava em estagio de desova total (Figura 19A).

Figura 19: Secc@es histoldgicas de tecidos do marisco branco (Amarilladesma mactroides)
amostrados no inicio do experimento 1l: (A) génada de uma fémea com ovocitos residuais e
imaturos no estagio 6, ou de desova total e (B) macho no estagio 7, ou de repouso sexual.
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Ainda no experimento |1, quatro fémeas e um macho foram amostrados antes dos
choques de temperatura. A histologia da gdnada de uma dessas fémeas permite observar
ovocitos imaturos (OI), maduros (OPM) e residuais (OR), tendo os Ol o formato
peduncular e estdo aderidos a parede (Figura 8). H& uma maior quantidade de ovocitos
arredondados livres no limen e envoltos por tecido conectivo, assim como alguns
ovacitos poligonais maduros que serdo reabsorvidos (Figura 20), indicando que a fémea
se encontrava no estagio 5 (desova parcial). Por sua vez, 0 macho estava no estagio 5
(desova parcial), com a presenca de espermatogdnias e espermatozoides maduros (Figura
21).

Figura 20: Seccdo histologica da gonada de fémea do marisco branco (Amarilladesma
mactroides) ap0s o periodo de condicionamento no experimento 11, onde podem ser observados
ovacitos imaturos de formato peduncular e aderidos a parede (Ol), alguns ovocitos maduros
poligonais (OPM) e ovdcitos residuais (OR).

! 3 < < ¥ \’k‘!} l‘l’ A
Figura 21: Seccoes histologicas de machos do marisco branco (Amarilladesma mactroides) no

estagio 5 de maturacdo sexual ap6s o periodo de condicionamento (14 dias) no experimento Il,
onde podem ser observadas espermatogdnias e espermatides maduras.
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Cinco animais foram analisados antes da segunda etapa de inducéo a desova do
experimento Il. Dentre eles, trés fémeas, um macho e um hermafrodita. Uma fémea
contava com ovdcitos poligonais maduros e varios ovocitos arredondados, indicando
maturacdo inicial. O macho também apresentou espermatozoides maduros e espermatides
e espermatogo6nias maduras, mas estes sem disposicao radial caracteristicos do estagio de

desova parcial (Figura 22).

Figura 22: Secgdo histologica de macho do marisco branco (Amarilladesma mactroides) no
estagio 5 de maturagdo sexual apos o periodo de condicionamento (14 dias) no experimento I,

onde podem ser observados espermatozoides maduros, espermatides e espermatogbénias maduras.

No inicio do experimento 111, duas fémeas e trés machos foram histologicamente
analisados. Ambas as fémeas se encontravam no estagio 3, e uma das fémeas analisadas
apresentava ovocitos poligonais maduros, alguns ovdcitos imaturos aderidos a parede
folicular, parede folicular espessa e surgimento de espacos vazios (Figura 23). De modo
similar, os machos analisados também apresentavam caracteristicas do estagio sexual 3.
Um dos machos apresentava canais de espermatozoides de coloracdo lilas e bem
centralizados no foliculo. A parede folicular predominava de ninhos de espermatdcitos e
dentro do foliculo se concentravam espermatides (Figura 24). Quando comparado aos
experimentos | e I, os mariscos do experimento Il se encontravam num estadio de

maturacdo mais avangado, mas ndo maduros o suficiente para desovar.
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Figura 23: Secgdo histologica da gonada de fémea do marisco branco (Amarilladesma
mactroides) no estagio 3 no inicio do experimento Ill, onde podem ser observados ovocitos
imaturos (Ol) e varios ovdcitos maduros poligonais (OPM).

Figura 24: Seccdo histologica de macho do marisco branco (Amarilladesma mactroides) no
estdgio 3 de maturacdo sexual amostrados no inicio do experimento Ill, onde podem ser
observados espermatozoides radiais (spz) dentro do foliculo e ninhos de espermatdcitos (ns).

Assim como no experimento Il, antes de ser realizada a inducdo a desova, cinco
individuos do experimento Il foram amostrados, sendo todas fémeas. Duas delas se
encontravam no estadgio 4 de maturacdo sexual, com grande nimero de ovocitos

poligonais livres no limen (Figura 25).
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Figura 25: Seccdo histologica de fémea de marisco branco (Amarilladesma mactroides) no estagio
4 de maturacdo sexual apds 14 dias de condicionamento em laboratério e antes da exposi¢do ao

choque térmico no experimento IlI.

Os diametros maiores (DM) e menores (dm) dos ovocitos, avaliados no inicio e
ao fim do periodo de condicionamento, foram significativamente maiores no experimento

I11 do que no experimento Il (Tabela 11).

Tabela 11: Médias (+ DP) dos diametros maiores (DM) e menores (dm) dos ovécitos das fémeas
do marisco branco (Amarilladesma mactroides) no inicio e fim dos 14 dias de condicionamento
nos experimentos Il e 111, Letras superscritas maitsculas indicam diferengas significativas entre
experimentos (Teste t-Student), enquanto as minusculas indicam diferencas significativas entre

DM ou dm em um mesmo experimento (ANOVA uma via).

Experimento DM; DM dm; dm;
I 27,62 + 7,378 32,26 £ 2,718 20,31 £ 7,438> 27,04 £ 4,328
" 40,82 + 6,512 44,17 + 5,3942 31,71 £ 4,564° 36,37 + 3,8448

No experimento Il, embora tenha sido possivel medir os ovocitos de apenas uma
fémea no periodo inicial e de duas apds o condicionamento, tanto o DM como o dm foram
significativamente maiores ap6s o periodo de condicionamento em laboratério (Tabela
11). No experimento Ill, os dm foram significativamente maiores apds o periodo de
condicionamento. Por outro lado, apesar de ter sido observada uma tendéncia de aumento
do DM apos o periodo de condicionamento, essa diferenca foi apenas numerica, nao

sendo detectada diferenca significativa.

Experimentos sem condicionamento
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Os mariscos ndo apresentaram diferencas significativas de comprimento total
(p=0,86), peso total (p=0,39), largura total (p=0,94), peso seco (p=0,34) e fator de
condicdo (p=0,11) no experimento IV (Tabela 12).

Tabela 12: Médias (+ DP) de comprimento total (CT), peso total (PT), largura total (LT), peso
seco (PS) e fator de condigéo (CF) de exemplares de marisco branco (Amarilladesma mactroides)
sem serem condicionados e expostos a choques abruptos de diferentes temperaturas (23, 25 ou
27°C) no experimento 1V.

23 25 27 P
cT 60,04 % 0,67 59,62 % 0,68 60,11 % 0,67 0,86
LT 32,70+ 0,39 32,67+ 0,39 32,52+ 0,39 0,94
PT 18,95 + 0,62 18,04 + 0,62 17,81+ 0,62 0,39
0S 7,13+ 0,24 6,71+ 0,24 6,67 0,24 0,34
CF 1,98 0,47 2,09 + 0,48 2,11 + 0,47 0,11

Apesar de ndo ter sido observada a ocorréncia de desovas logo apds a exposicdo
dos mariscos aos tratamentos experimentais, na manha seguinte (overnight) foi verificada
a presenca de espuma esbranquicada na superficie da agua de alguns tanques. O volume
total do tanque foi filtrado em peneira de 25 um e observou-se a presenca de ovacitos e
zigotos fertilizados (Figura 26) e, apds 48 h, o aparecimento de larvas véliger (tipo “D”)
(Figura 27). Apesar de termos a ocorréncia de desova nos tratamentos submetidos ao
choque de temperatura associado ao extrato de espermatozoides, ndo se pode afirmar com
exatidao que tratamento levou a desova, ja que, apos a inducao térmica, todos 0s mariscos
foram acondicionados em um Unico tanque para o overnight.

As analises histologicas mostraram que, dos cinco os mariscos amostrados, quatro
eram fémeas e um era macho e todos se encontravam no estagio 5 - desova parcial
(Figuras 28 e 29). Na figura 28, pode ser observado os ovdcitos com formato poligonais
maduros livres no limen (OPM) e espacos vazios, as paredes foliculares deformadas com
rupturas e aparecimento de ovécito em degradacdao (OD). Na figura 29, a auséncia dos
canais de espermatozoides no centro do foliculo, as paredes do foliculo possuem rupturas

e presenca de elementos imaturos nas paredes.

62



Figura 26: Presenca de zigotos fertilizados no tanque de manutencéo ap6s 18 h dos mariscos
(Amarilladesma mactroides) terem sido expostos ao estimulo de variagéo abrupta de temperatura
associado a adicao de extrato de espermatozoides.

Figura 27: Presenca de larva véliger (tipo “D”) no tanque de manutengdo das larvas 48 h apds os
adultos de Amarilladesma mactroides terem sido expostos a variagdo abrupta de temperatura
associado a adicao de extrato de espermatozoides.

Figura 28: Estagio de desova parcial (Estagio 5) com ovocitos maduros poligonais livres (OM) e
ovdcitos em degradacdo (OD) de uma fémea do marisco branco Amarilladesma mactroides do
experimento 1V sem condicionamento expostos ao choque térmico associado a adi¢do extrato de
espermatozoides.
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Figura 29: Estégio de desova parcial de macho de Amarilladesma mactroides do experimento 1V
sem condicionamento expostos ao choque térmico associado a adicdo de extrato de
espermatozoides.

No experimento IV, a sobrevivéncia dos mariscos 18 h apds a inducédo a desova
ndo diferiu significativamente entre os tratamentos (Qui-quadrado = 0,5437 e p=0,7620),
tendo apresentado médias de 87,5%, 82,5% e 87,5% nos tratamentos em que se efetuou

0 choque de temperatura de 20°C para 23, 25 ou 27°C, respectivamente (Figura 30).
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Figura 30: Sobrevivéncia (%) de Amarilladesma mactroides 18 h apds a indugdo a desova
utilizando os tratamentos Temp23 (choque de temperatura de 20°C para 23°C), Temp25 (choque
de temperatura de 20°C para 25°C) e Temp27 (choque de temperatura de 20°C para 27°C) no

experimento 1V.

Assim como no experimento 1V, ndo houveram diferencas significativas entre o
comprimento (CT), largura (LT), peso umido (PU), peso seco (PS) e fator de condicédo

(CF) dos mariscos no experimento V (Tabela 13).
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Tabela 13: Médias (+ DP) de comprimento total (CT), peso total (PT), largura total (LT), peso
seco (PS) e fator de condicdo (CF) dos exemplares de marisco branco (Amarilladesma
mactroides) sem serem condicionados em laboratério e expostos a diferentes tratamentos (T =
choque de temperatura de 22 para 25,5°C; T+E = idem ao anterior associado a adi¢cdo de extrato
de espermatozoides; T+S = choque de temperatura e de salinidade; T+P = choque de temperatura

associado a adicdo de perdxido de hidrogénio) no experimento V.

T T+E T+S T+P p-valor
CT 58,41+ 0,83 57,64 £ 0,85 57,16 £ 0,94 58,82+ 0,85 0,534
LT 31,77+ 0,40 30,92+0,41 30,76 £ 0,46 31,41+£041 0,319
PU 17,59 + 0,86 15,93+ 0,89 16,09 + 0,98 16,82 + 0,89 0,539
PS 6,28 + 0,36 5,96 £ 0,37 597+0,41 6,37 £ 0,37 0,814

CF 0,080 + 0,001 0,075 + 0,002 0,079 + 0,002 0,075 + 0,002 0,253

Também ndo houveram diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia de A.
mactroides 18 h ap6s a inducéo a desova (Qui-quadrado = 2,505 e p=0,1135), tendo sido
100% no tratamento de temperatura 25,5°C e com variagédo de 83,33 a 94,44% nos demais
(Figura 31).
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Figura 31: Sobrevivéncia (%) de Amarilladesma mactroides 18 h apds a indugdo a desova
utilizando os tratamentos Temp (choque de temperatura de 22 para 25,5°C), Esperm (choque de
temperatura associado a adicdo de extrato de espermatozoides); Salin (choques de temperatura e
de salinidade 28 para 35); e pH+perox (choque de temperatura associado a adigdo de perdxido de

hidrogénio em meio alcalinizado).

Dezoito horas ap0s a exposicdo aos diferentes tratamentos, foram encontrados

ovocitos (434) e zigotos fertilizados (167) no tratamento de choque de temperatura
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associado ao pH alcalino e peréxido de hidrogénio (pH+perox). Apos 42 h, foram
observadas larvas trocofora (44) e, ap6s 66 h, larvas D (12) (Figura 32).
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Figura 32: Proporcdo (%) de diferentes estagios larvais do marisco branco (Amarilladesma
mactroides) cerca de 66 h apds a fertilizacdo no tratamento de temperatura associada a pH alcalino

e adigdo de perdxido de hidrogénio (5,5mu) no experimento V.

Assim como no experimento anterior, cinco mariscos foram amostrados para
verificacdo das gonadas, sendo duas fémeas e trés machos. Uma das fémeas se encontrava
em estagio 5, ou de desova parcial, onde foi possivel observar ovdcitos arredondados
(OR) residuais envoltos por tecido conectivo, foliculos de tamanho reduzido, presenca de
ovocitos poligonais (OPM) e poucos ovocitos imaturos (Ol) (Figura 33). Do mesmo
modo, 0 macho analisado encontrava-se em estagio de desova parcial (Figura 34), com
presenca de espermatozoides, mas ndo tdo centralizados como observado no macho
maduro e o centro do foliculo comeca a apresentar mais feixes vazios O estagio sexual
dos mariscos verificado pela histologia explica o evento de desova ocorrido, visto que 0s
mariscos ja se encontravam em desova parcial no ambiente, com gametas livres no limen

prontos para serem expelidos (“desovados”).
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Figura 33: Estagio de desova parcial (Estagio 5) com ovécitos maduros poligonais livres (OPM)
e ovocitos arredondados residuais (OR) de uma fémea de Amarilladesma mactroides antes de
ser exposta a um dos tratamentos de inducdo a desova do experimento V.

Figura 34: Seccdo histoldgica de macho do marisco branco Amarilladesma mactroides no estagio
de desova parcial (estagio 5) do experimento V antes de ser exposto a um dos tratamentos de
inducdo a desova.

De modo similar, ndo houveram diferencas significativas entre CT, LT, PU e PS
entre os mariscos do experimento VI (Tabela 14). No entanto, o CF dos mariscos do
tratamento “T” (choque de temperatura de 22 para 26°C) foi significativamente maior dos
que 0s mariscos expostos ao choque de temperatura associado a adicdo de perdxido de

hidrogénio em meio alcalinizado

Tabela 14: Médias (x DP) de comprimento total (CT), peso total (PT), largura total (LT), peso
seco (PS) e fator de condicdo (CF) dos exemplares de marisco branco (Amarilladesma
mactroides) sem serem condicionados em laboratdrio e expostos a diferentes tratamentos (T =
choque de temperatura de 22 para 26°C; T+pH = idem ao anterior associado ao aumento do pH
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para 9,15; T+P = choque de temperatura associado a adicdo de peréxido de hidrogénio; T+pH+P

= choqgue de temperatura associado a adicao de perdxido de hidrogénio em meio alcalinizado no

experimento VI.

T T+pH T+P T+pH+P p-valor
CT 58,67+3,35 5899+109 58,69+1,70 59,02+ 1,29 0,895
LT 32,09+0,26 31,92+0,29 31,21+0,35 32,21+0,34 0,174
PU 18,04+0,40 18,01+043  17,25+0,53 16,71+ 0,51 0,144
PS 7,37+0,15 7,46 £ 0,17 7,05+0,21 7,20+0,20 0,427
CF 1,05 + 0,022 1,03+0,02® 0,99 +0,02% 0,96 + 0,02° 0,007

Assim como no experimento V, a sobrevivéncia dos individuos do experimento
VI foi de 100% no tratamento de choque de temperatura. A sobrevivéncia no tratamento
de pH alcalino foi 94,4%. Contudo, nos tratamentos com a adicdo de perdxido de
hidrogénio as taxas de sobrevivéncia foram menores (55,55 a 66,67%; Figura 35). Foram,
portanto, detectadas diferencas significativas entre os tratamentos (Qui-quadrado = 18,99
e p=0,0003). Vale ressaltar que, tanto no experimento V quanto no VI, foi observado que
0s mariscos submetidos aos tratamentos com adicdo de peroxido de hidrogénio

permaneceram maior parte do tempo com suas valvas fechadas.
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Figura 35: Taxa de sobrevivéncia (%) de exemplares de Amarilladesma mactroides do
experimento VI 18 h apds a exposicao aos tratamentos de inducdo a desova (Temp = choque de
temperatura de 22 para 26°C; pH = idem ao anterior associado ao aumento do pH para 9,15; H.0;
= choque de temperatura associado a adi¢do de perdxido de hidrogénio; pH+ H,O, = choque de

temperatura associado & adi¢do de perdxido de hidrogénio em meio alcalinizado).

Vaérias desovas foram observadas no experimento VI: em uma das trés repeticdes
do tratamento choque de temperatura (de 22°C para 26°C) (3,3 ovdcitos.L ™), em uma

repeticdo do tratamento choque de temperatura associado a adi¢cdo de peroxido de
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hidrogénio em meio alcalinizado (20,0 ovécitos.L ™), em duas repeticdes do tratamento
choque de temperatura associado a adicdo de perdxido de hidrogénio (6,7 e 23,3
ovacitos.L™?) e em duas repeticdes do tratamento choque de temperatura associado ao
aumento do pH (20,0 e 46,6 ovdcitos.L ™). Nao foram detectadas diferencas significativas
entre os tratamentos (p=0,815). A densidade de ovocitos também ndo diferiu

significativamente entre os tratamentos (p=0,585) (Figura 36).

N° Ovécitos/L

B

Temp H202 pH + H202

Figura 36: Densidade (individuos.L?) de ovécitos liberados por fémeas de Amarilladesma
mactroides submetidas a diferentes tratamentos de indugdo a desova: choque de temperatura de
22°C para 26°C (“Temp”); choque de temperatura de 22 para 26°C associada ao pH 9,13 (“pH”);
choque de temperatura associado perdxido de hidrogénio (“H,0O,”); e ao choque de temperatura

associado a exposi¢éo ao peroxido de hidrogénio em pH alcalino (“pH + H,0,").

Diferentemente do experimento V, o Unico tratamento do experimento VI em que
foram observados zigotos foi o de temperatura associado ao peroxido (1,1 ovocitos.L™?)
porém nao foram observadas larvas e, dessa forma, ndo foi possivel quantifica-las.

Um total de cinco mariscos foram avaliados quanto a histologia dos seus tecidos
gonadais, sendo trés fémeas e dois machos. As analises histoldgicas constataram que a
fémea e 0 macho se encontravam respectivamente em estagios de desova parcial. A fémea
apresentava os foliculos pequenos com poucos ovoécitos poligonais e mais ovocitos
arredondados e alguns em degradacéo (Figura 37). O macho apresentava a regido central

dos foliculos parcialmente vazia com escassos espermatozoides (Figura 38).
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Figura 37: Secgdo histologica de fémea de Amarilladesma mactroides em estagio de desova
parcial (Estagio 5) com poucos ovdcitos maduros poligonais livres e maior quantidade de ovocitos
arredondados antes de ser exposta a um dos tratamentos de inducéo a desova do experimento V.

Figura 38: Seccdo histoldgica de macho do marisco branco Amarilladesma mactroides no estagio
de desova parcial (estagio 5) do experimento VI antes de ser exposto a um dos tratamentos de
inducdo a desova.

O DM dos ovacitos das fémeas do experimento 1V foi significativamente maior
(p=0,000002) do que os dos experimentos V e VI, enquanto o dm do experimento IV foi
significativamente maior (p=0,021) do que o do experimento VI, mas ndo diferiu do

experimento V (Tabela 15).

Tabela 15: Médias (+ DP) dos didmetros maior (DM) e menor (dm) de ovocitos de fémeas de
Amarilladesma mactroides dos experimentos IV, V e VI antes de serem submetidas aos diferentes
métodos de inducdo a desova. Letras superscritas indicam diferencas significativas em cada
coluna (ANOVA uma via).

Experimento DM dm
v 42,54 £ 4,278 30,37 + 4,402
\% 36,65 + 4,95° 27,27 + 3,21%
Vi 32,29 + 4,68¢ 26,93 + 2,95
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Discussao

Em que pese a grande importancia ecologica e o relativo interesse econdémico pelo
marisco branco A. mactroides (Coscaron, 1959; Defeo, 1989), estudos que tratem da
producdo de sementes dessa espécie, especialmente os relacionados a reproducdo em
laboratorio, sdo praticamente inexistentes (Santos, 2019). Recentemente, Proverbio et al.
(2019) avaliaram técnicas basicas para manutencdo de adultos de A. mactroides em
laboratorio, onde foram estudados os efeitos de diferentes dietas na sobrevivéncia e
condigdo corporal, a posicdo anatdmica e o uso do substrato. Assim, para 0
desenvolvimento desta dissertacdo, foi inicialmente necessario desenvolver, e testar, um
sistema de manutencao da espécie em laboratorio e, em um segundo momento, avaliar
praticas de manejo que oferecessem condi¢es adequadas para a sobrevivéncia e,
eventualmente, a reproducdo em cativeiro. Os resultados dos pré-testes, assim como dos
experimentos com condicionamento, sugerem que as condi¢cbes ambientais foram
adequadas e, portanto, que 0s mariscos se adaptaram tanto ao sistema de manutengéo
como ao manejo aplicado.

As variaveis de qualidade de agua permaneceram relativamente estaveis ao longo
dos diferentes periodos experimentais e respeitaram as faixas recomendadas tanto para
moluscos bivalves em geral (Utting, 1993; Helm & Bourne, 2004) como especificamente
para A. mactroides (Carvalho et al., 2015; Proverbio et al., 2019; Santos, 2019). Além da
qualidade da agua, a auséncia de pontos anoxicos na camada de sedimento arenoso ao
final dos experimentos reitera as boas condi¢cdes ambientais em que 0s mariscos foram
mantidos. O fornecimento diario de microalgas (C. muelleri e/ou I. galbana) na fase
exponencial do crescimento populacional e, mais importante, a ingestdo diaria estimada
de 1,0 a 2,5 x 10° cél.mL™ por cada exemplar de A. mactroides, também indica que a
alimentacdo provavelmente tenha sido adequada. Como resultado disso, taxas de
sobrevivéncia superiores a 70% foram obtidas e, embora os experimentos ndo tenham
sido delineados para avaliar o crescimento, em todos os casos este foi positivo. O
crescimento em bivalves é frequentemente expresso como incremento de tamanho
corporal (Bayne & Worrall, 1980). Nos experimentos I, Il e Ill, a média diaria de
incremento de comprimento foi estimado em 0,01-0,03 mm, 0,02-0,04 mm e 0,02 mm,
respectivamente. No ambiente natural, o crescimento de A. mactroides diminui com a
idade, sendo que individuos com dois a trés anos crescem entre 0,03-0,05 e 0,01-0,02
mm.dia, respectivamente (Cappezani et al., 1971). O crescimento dos mariscos no nosso

estudo, portanto, estdo de acordo com as estimativas de Cappezani et al. (1971).
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Finalmente, a anélise histoldgica das gbnadas permitiu observar um aumento significativo
no tamanho dos ovocitos mesmo 0s mariscos sendo mantidos por um curto periodo de
condicionamento, 0 que, mais uma vez, sugere gque o sistema de cultivo utilizado tenha
sido adequado.

Taxas de sobrevivéncia similares as aqui relatadas foram observadas por Mamat
(2010) em adultos de P. australis alimentados com C. muelleri (76,7%) e por Marshall et
al. (2012) em adultos de P. generosa alimentados com T-Isochrysis e C. muelleri (72%).
Contudo, a sobrevivéncia de A. mactroides alimentado unicamente com Spirulina
desidratada (0,021 g.dia) apds 14 dias (Proverbio et al., 2019) foi superior ao aqui
observado. Delaporte et al. (2003) verificaram uma grande diferenca entre a
sobrevivéncia de adultos da ostra do Pacifico C. gigas (73,4%) e de R. philippinarum
(100%) alimentados com a mesma dieta (C. calcitrans). Entretanto, no presente estudo a
concentragdo de microalgas ofertada foi inferior aos 6 x 10 cél.animal™.dia* fornecida
por Delaporte et al. (2003). Isso se alinha ao proposto por Helm & Bourne (2004) e Utting
& Millican (1997), em que a sobrevivéncia é afetada pela disponibilidade e qualidade da
dieta ofertada. Além disso, uma parcela consideravel dos mariscos brancos encontrados
mortos nos nossos estudos apresentava rupturas no manto e, por essa razdo, eram
imediatamente retirados do sistema. Por causa disso, € possivel que as mortalidades
tenham ocorrido devido a traumas ou ao estresse decorrente da coleta, transporte e
manipulacdo, bem como pelo manejo diario das unidades experimentais e animais

Uma fina camada de biofilme foi observada sobre o sedimento arenoso,
principalmente a partir da segunda semana de desenvolvimento dos experimentos. 1sso
possivelmente ocorreu devido a decantacdo das microalgas, de fezes e de outros residuos
organicos, além do proprio crescimento da comunidade microbiana. Apesar da 6tima
qualidade ambiental, um aumento na taxa de renovacdo diaria de 4gua poderia afetar a
sobrevivéncia dos mariscos, pois reduziria o biofilme formado na camada de areia,
diminuindo assim a possibilidade de proliferacdo de eventuais patégenos. Por outro lado,
a presenca do biofilme pode ser positiva, pois, além de atuar na nitrificacdo dos
compostos nitrogenados, pode também servir como suplemento alimentar (Thompson et
al., 2002). Nesse sentido, Defeo & Scarabino (1990) apresentaram a hipotese de que,
apesar de A. mactroides ser reconhecidamente um filtrador suspensivoro, em situacdes de
baixa oxigenacdo e de recirculacdo de agua, a espécie seria capaz de consumir detritos
organicos presentes no sedimento gracas a acdo do sifdo inalante. Este comportamento

alimentar alternativo também foi observado em véarios dos nossos experimentos. No
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entanto, como as concentragdes de oxigénio dissolvido nos nossos estudos foram aferidas
diariamente e sempre se mantiveram acima de 6,5 mg.L™2, é possivel que, ao contrario do
sugerido por Defeo & Scarabino (1990), a baixa oxigenacdo ndo esteja relacionado a
ocorréncia desse tipo de comportamento alimentar. A relativamente pequena circulacédo
de 4gua nas unidades experimentais associada a presenca do biofilme sobre o sedimento
talvez funcione como indutor dessa estratégia alimentar detritivora.

Como destacado anteriormente, ndo ha um protocolo de controle da reproducao
estabelecido para a espécie-alvo dessa dissertacdo. Contudo, existem praticas e
metodologias distintas quando se refere ao condicionamento de varias outras espécies de
bivalves, especialmente em relacdo a etapa inicial do condicionamento. Por exemplo,
Marshall et al. (2012) optaram por manter adultos de Panopea generosa em jejum por
trés semanas para que ocorresse a reabsor¢do dos gametas e assim o inicio do
condicionamento dos animais. Lagreze-Squella et al. (2018) induziram adultos do
berbigdo Anomalocardia brasiliana antes de comegar o condicionamento propriamente
dito e, dessa forma, fosse alcangado um estagio pds-desova uniforme em todo o estoque
adulto. Outros autores, porém, preferem realizar o condicionamento dos animais quando
estes estdo proximos a maturacdo sexual, os quais geralmente sdo coletados antes ou
durante o periodo natural de desova no ambiente (Ojea et al., 2008; Costa & Patino, 2009;
Delgado et al., 2016; Olivares-Bafiuelos et al., 2017; Zevallos & Toledo, 2017) sem
realizar jejum e nem a imediata inducdo a desova. Nessa dissertacdo, ambas as praticas
foram testadas.

Apesar de acreditarmos que o sistema de manutencdo e 0 manejo experimental
tenham provido condi¢cbes minimamente apropriadas para os exemplares de A.
mactroides, ndo houve sucesso na inducdo a desova dos mariscos condicionados por duas
semanas e posteriormente expostos a manipulacao térmica. A ndo ocorréncia de desovas
pode estar associado ao estagio de desenvolvimento das gbnadas no momento em que 0s
mariscos foram coletados no ambiente (Ojea et al., 2008; Matias et al., 2008). O insucesso
na inducdo a desova nos experimentos | e Il pode, portanto, ser explicado pela
imaturidade sexual tanto dos machos quanto das fémeas. Embora nenhuma fémea tenha
sido amostrada para as andlises histoldgicas no experimento |, todos 0s machos possuiam
gbnadas imaturas. As fémeas do experimento Il apresentavam tanto ovdcitos imaturos
(aderidos as paredes) quanto maduros (arredondados e livres no Iimen), o que indica que
se encontravam em desova parcial, enquanto os machos do experimento Il se

encontravam no estagio pos-desova. Por outro lado, as fémeas e os machos do
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experimento Il se encontravam em estagio mais avancado. Entretanto, apesar de estarem
maduras e seus ovocitos terem aumentado de tamanho durante o condicionamento, a
média do diametro maior ao final do periodo de condicionamento (44,17 pum) era inferior
ao de um ovdcito maduro, o qual, segundo Coscardn (1959), normalmente tem de 50 a
55 um. Essa faixa de tamanho esta de acordo com Santos (2019), que observou ovocitos
recém fertilizados com um didmetro médio de 51,2 um. Para M. donacium, espécie da
mesma familia que A. mactroides, os diametros maior e menor de ovocitos maduros estao
na faixa de 31-47 a 23-35 um, respectivamente (Perea & Galvez, 2015). Todos os estudos
mencionados anteriormente, assim como 0 nosso, utilizaram técnicas histoldgicas
tradicionais para avaliar tanto o estagio gonadal quanto o tamanho dos ovdcitos, o que
reforca a importancia da histologia como ferramenta valiosa e precisa na avaliagdo das
gbnadas e do estadio maturacional dos animais.

A distribuicdo geogréafica parece influenciar o ciclo reprodutivo de A. mactroides
(Cappezani et al., 1971). Masello (1987) reporta que, na costa uruguaia, a desova do
marisco branco apresenta dois picos concentrados entre outubro e dezembro e entre
fevereiro a abril. Por sua vez, Coscarén (1959) relata que as desovas em praias argentinas
ocorrem desde o fim de novembro até meados de marco. Para a costa brasileira,
infelizmente, inexistem estudos sobre a biologia reprodutiva de A. mactroides. Seria,
portanto, de extrema importancia avaliar a ocorréncia de individuos aptos a desovar ao
longo do ano e correlacionar os eventuais picos de desova com variaveis ambientais, em
especial a temperatura e salinidade, e a disponibilidade de itens alimentares (composi¢édo
quali-quantitativa da comunidade fitoplanctonica) naquele ambiente. Com base nesses
resultados, seria possivel determinar faixas recomendaveis para o condicionamento de
adultos de marisco branco em cativeiro e, eventualmente, ter mais elementos para se
estabelecer uma dieta para essa espécie.

A temperatura aqui adotada para o condicionamento dos animais, de cerca de
20°C, foi a mesma utilizada em diversos estudos de condicionamento de bivalves
(Loosanof & Davis, 1951; Matias et al., 2009; Sreedevi et al., 2014; Oliveras-Bafiuelos
etal., 2017; Trigos et al., 2018). Entretanto, estudos com M. donacium e Donax obesulus,
gue habitam as zonas entre marés de praias no Peru e Chile, utilizaram temperaturas mais
baixas (16 e 17°C) para o condicionamento. De modo similar, Santos (2019) manteve
adultos de A. mactroides durante 21 dias a 18°C. Coscaron (1959) relata que as desovas
em praias argentinas ocorrem quando a temperatura varia de 16,8 a 21,6°C. A faixa de

temperatura em que A. mactroides é naturalmente encontrado na praia do Cassino, RS,
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varia de 12,9 a 26°C (Santos et al., 2016). Por outro lado, adultos de marisco branco
foram mantidos no laboratério em temperaturas entre 18 e 25°C (Carvalho et al., 20153,
b).

A variacdo sazonal da temperatura pode afetar a duracao do condicionamento das
espécies em laboratdrio. Utting & Spencer (1991) apontam que, de forma geral, em
épocas mais frias, como no inverno, o condicionamento dos animais é mais longo que em
épocas mais quentes, podendo durar de 6 a 8 semanas para que os bivalves atinjam a
condicdo de desova. Como o ciclo reprodutivo de A. mactroides na costa do Brasil ainda
ndo foi devidamente avaliado, existe a possibilidade de que as épocas de desova da
populacdo brasileira ocorram em épocas diferentes do indicado por Coscarén (1959) e
Masello (1987) para a Argentina e o Uruguai, respectivamente, visto que a distribuicao
geografica tem um papel crucial no ciclo reprodutivo do marisco branco.

As respostas dos bivalves submetidos ao condicionamento variam amplamente
entre espécies. Santos (2019) condicionou reprodutores de A. mactroides por 3 semanas
em uma temperatura inferior a esse estudo (18°C), mas ndo obteve sucesso na desova
utilizando a manipulacdo térmica tanto com aumentos gradativos como com choques
abruptos de temperatura. Metade do estoque adulto de M. donacium, espécie da mesma
familia que A. mactroides, atingiu a maturidade sexual apds um periodo de
condicionamento de 44 dias com uma dieta mista de 1. galbana, C. gracilis e P. lutheri
(Zevallos & Toledo, 2017). Exemplares de P. australis e P. ventricosa, também da mesma
familia do marisco branco, foram condicionados respectivamente por 3 semanas e 7
semanas antes de se induzir a desova (Mamat & Alfaro, 2014; Gadomski et al., 2015).
Individuos de P. australis foram induzidos a desovar utilizando choque térmico, mas nao
houve sucesso na liberacdo dos gametas e 0s animais voltaram para o condicionamento
por mais 1 semana, e novamente foram induzidos a desova, mas, mais uma vez, ndo houve
sucesso (Mamat & Alfaro, 2014). Contudo, Hooker (1997) conseguiu induzir exemplares
de P. australis apds 23 dias de condicionamento. Mamat & Alfaro (2014) atribuiram o
insucesso na inducdo a desova ao mau condicionamento e a nutricdo dos adultos.
Exemplares de Donax obesulus que também habitam zonas entre marés, foram
condicionados em laboratorio e apenas atingiram a completa maturidade gonadal apos 4
semanas de condicionamento (Cartensen et al., 2010). Esses exemplos sugerem que a
curta duragdo, apenas 14 dias, do periodo de condicionamento nos nossos experimentos
possam ter levado ao insucesso das tentativas de indugdo a desova. Nesse sentido, vale

observar que houve um aumento do tamanho dos ovdcitos nos experimentos Il e IlI,
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sugerindo que um periodo de condicionamento mais longo poderia resultar em gametas
maiores e com maior possibilidade de sucesso na inducéo a desova.

Além da época de coleta dos mariscos no ambiente e a duracdo do periodo de
condicionamento, a baixa renovacdo da agua e nutricdo insuficiente dos animais tem
influéncia na taxa de maturagdo gonadal dos bivalves e na qualidade dos gametas
produzidos (Loosanof & Davis, 1951; Costa et al., 2013). Nesse estudo, a qualidade de
agua manteve-se dentro das faixas desejaveis para condicionamento de bivalves (Helm &
Bourne, 2004) e a quantidade de microalga ofertada foi a mesma ofertada por Santos
(2019) para o condicionamento de adultos de marisco branco. Este autor, porém, ofertou
uma dieta mista composta de Isochrysis galbana, Rhodomonas salina e Chaetoceros
muelleri. Por sua vez, Zevallos & Todelo (2017) ofertaram a adultos de M. donacium uma
dieta mista de I. galbana, C. gracilis e P. lutheri com maior concentragéo algal (2,0 x 10°
cél/mL) do que a desse estudo e apds 44 dias o0 estoque de marisco branco se encontrava
50% maduro. Gadomski et al. (2015) também forneceram uma dieta mista composta por
T. chuii, 1. galbana, P. lutheri, C. muelleri e Skeletonema marinoi na concentracao final
de 8-10 x 10° cél/mL no condicionamento de adultos de P. australis. Um fator a ser
considerado é que os animais foram mantidos em areia fina provinda do habitat natural e,
portanto, 0 pequeno espaco intersticial entre os granulos de areia favorece a colonizacao
de microrganismos e detritos, dificultando assim a passagem de agua e alimento
(McLachlan, 1982; Eagle, 1983).

De modo geral, a sobrevivéncia nos experimentos 1V, V e VI foram superiores a
80%, exceto no experimento VI nos tratamentos envolvendo perdéxido de hidrogénio.
Garcia et al. (2018) ndo observaram mortalidade nos tratamentos de 5-10mM de peroxido
de hidrogénio na inducdo a desova de abalones. Ferranti et al. (2018) relataram a
sobrevivéncia de todos os individuos expostos ao perdxido de hidrogénio nas
concentracdes de 6 e 10%. Entretanto, Flint & Than (2016) induziram corais Acropora
cerviconis utilizando peréxido de hidrogénio (2 mM) e a mortalidade foi bem elevada
apos a inducdo. Os autores reportam que o perdxido pode ter um efeito irritante, onde os
gametas sdo expelidos e os tecidos dos corais danificados, tendo um efeito contrario a
indugdo. Haque & Kwon (2016) reportaram que o mexilhdo Mytilus edulis € sensivel a
baixas concentracdes de perdxido de hidrogénio e o aumento da concentracdo desse
composto reduz o consumo de oxigénio, a atividade do pé e a producdo do bisso. No
presente estudo, a sobrevivéncia no experimento VI nos tratamentos com peroxido foi

muito inferior a encontrada por Garcia et al (2018) e Ferranti et al. (2018), o que pode
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estar relacionado a algum efeito nocivo para 0 marisco branco de modo similar ao
proposto por Haque & Kwon (2016).

Os resultados de histologia dos experimentos em que 0s animais se encontravam
em repouso (estagio 0) no experimento | e em desova total (estagio 6) no experimento 11
indicam que 0os mesmos ndo estavam aptos para a desova. Contudo, tanto os machos
quanto as fémeas se encontravam maduros (estagios 3 e 4) no experimento Ill, mas a
manipulacdo térmica sozinha ndo foi capaz de induzir a desova. Entretanto, a temperatura
associada a um segundo estimulo (exposi¢do ao H20: e/ou pH alcalino) resultou em
desovas nos experimentos 1V, V e VI. A inducdo a desova do marisco branco sem
condicionamento foi proposta justamente por ser a época do ano, segundo Coscardn
(1959), Masello (1987), Hermann et al. (2009), em que 0s animais se encontrariam
maduros nessa época no ambiente natural. Os resultados do presente estudo
demonstraram um sucesso parcial na indugdo a desova utilizando diferentes estimulos,
como a temperatura, (experimentos 1V), adi¢do de perdxido de hidrogénio em pH alcalino
(experimento V) e com tratamentos de temperatura, temperatura e pH, temperatura e
H,O, e temperatura, pH e H,0, associados (experimento VI). Entretanto, apenas nos
experimentos 1V e V foram observados estagios larvais.

Dentre os estimulos fisicos utilizados na inducgéo, o choque térmico é uma técnica
de baixo custo e fécil emprego (Matias et al.,2009; Cartensen et al., 2010), sendo
frequentemente em conjunto com a adi¢do de extrato de espermatozoides (Hooker, 1997;
Costa e Patino, 2009; Costa et al., 2010; Joaquim et al., 2014). Hooker (1997) obteve
desova de P. australis utilizando a combinacdo de choque de temperatura (de 20 para
27°C) e extrato de espermatozoides. De modo similar, Redfearn (1982) também utilizou
ciclos de choque de temperatura de 15-20 min e a adi¢do de extrato de espermatozoides
direto nos sifbes inalantes. Nesse estudo, os choques ciclicos de temperatura associados
ao extrato de espermatozoide resultaram na liberacdo de gametas tanto por machos quanto
pelas fémeas no experimento IV. Entretanto, ndo € possivel afirmar qual temperatura
aplicada teve sucesso e, por animais se encontrarem em desova parcial se o estimulo
aplicado apenas contribui para que ovocitos e espermatozoides remanescentes maduros
gue ainda ndo foram reabsorvidos fossem expelidos.

Outro estimulo utilizado na inducéo a desova de moluscos como abalones, ostras,
lapas e mariscos, e que também foi utilizado nesse estudo, é adicdo de peroxido de
hidrogénio em &gua do mar alcalina (Morse et al., 1977; Rose, 1990; Areias, 2012;
Vosloo & Vosloo, 2017; Ferranti et al., 2018; Garcia et al., 2018). Ferranti et al. (2018)
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obtiveram desovas de 10% do estoque de Patella caerulea com o emprego de perdéxido
de hidrogénio a 6%. Moss et al. (1995) obtiveram de 15% a 43% de sucesso na desova
de machos e fémeas de abalones Haliotis iris submetidos ao tratamento de peroxido a
6%.

O numero de zigotos, larvas trocofora e veliger estimados no tratamento de
peroxido e pH alcalino do experimento V foram bem inferiores ao encontrado por Ferranti
et al. (2018). Alem disso, no experimento VI, mais especificamente nos tratamentos com
exposicdo ao perdxido de hidrogénio, somente foi possivel observar os zigotos e, nos
demais tratamentos, apenas ovocitos ndo fertilizados. Esse baixo nimero e baixa
viabilidade larval pode estar relacionado a varios fatores, entre os quais podemos elencar
amanutencdo da qualidade da dgua, principalmente em relacéo a proliferacdo microbiana,
0 que ndo foi considerado nessa dissertacdo, e a ocorréncia da liberacdo de gametas
imaturos ou ndo viaveis. Vosloo & Vosloo (2017) citam que o uso do peréxido de
hidrogénio como indutor a desova do abalone Haliotis midae afetou a qualidade dos
ovocitos, embora eles ndo tenham sido liberados em agua contendo esse composto
quimico. Pode-se também considerar que a auséncia de zigotos em alguns tratamentos
possa estar relacionada a predominédncia de fémeas, visto que cada fémea de A.
mactroides tem a capacidade de liberar uma grande quantidade de ovocitos (cerca de 5,3
milhGes conforme Coscardn, 1959). Por sua vez, Matias et al. (2009) observaram o
oposto, ou seja, 0 nimero de fémeas de R. decussatus era inferior ao de machos, o que
também influenciou o sucesso da fertilizagao.

Os intervalos de tempo entre os estagios larvais estimados nos experimentos V
foram semelhantes aos relatados por Ferranti et al. (2018). Naguele estudo, cerca de 18 h
apos a fertilizacdo ainda eram observados muitos zigotos, e as larvas D apareceram apds
apenas 42 h. Santos (2019) verificou que as primeiras larvas trocoforas e larvas D de A.
mactroides apareceram respectivamente ap6s 18 e 24 horas da fertilizacdo e a larvicultura
foi realizada a 25,0+1,0°C e salinidade 32. Como mencionado anteriormente, a
temperatura é um dos fatores regulatérios e importantes na reproducdo dos bivalves e, o
desenvolvimento larval também varia com a temperatura (Helm & Bourne, 2004). No
presente estudo, o material coletado das desovas foi mantido em temperatura ambiente
(23,0+1,0°C) e salinidade 25 para que pudesse acompanhar o desenvolvimento larval.
Consequentemente, isso pode ter influenciado o desenvolvimento embrionério.

Os indices de condicdo (Cl) de bivalves refletem as mudancas no

desenvolvimento gonadal dos bivalves, aumentando quando as gonadas estdo maduras e
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diminuindo ap6s a desova como descrito, por exemplo, para Panopea generosa (Marshall
etal., 2012) e Mactra murchisoni (Notthingham & White, 2015). Nesse estudo, as medias
do CI final dos animais dos experimentos | e Il foram semelhantes as encontradas por
Hermann et al. (2009) em adultos de A. mactroides coletados nos meses de fevereiro e
marco. Por outro lado, os Cl dos experimentos I, Il e 111 foram superiores aos encontrados
de setembro e outubro e também foram superiores aos Cl encontrados por Proverbio et
al. (2019) apos 30 dias de manutencao em laboratdrio. Hermann et al. (2009) observaram
um aumento do CI no outono-inverno e uma diminui¢do na primavera-verao. Contudo,
este autor aponta que o CI ndo foi Util, j& que ndo se correlacionou significativamente
com o ciclo reprodutivo do marisco branco em ambiente natural. Em outros bivalves que
habitam zonas entre marés, como Mactra murchisoni, o Cl reflete bem o ciclo reprodutivo
no ambiente natural, aumentando quando a maioria dos individuos estdo maduros
(outubro) e diminuindo no fim da primavera e inicio do verdo quando ocorrem as desovas.
Para A. mactroides, porém, desconhecemos a existéncia de estudos em laboratério que
avaliam o ClI, principalmente em relacéo ao ciclo reprodutivo.

Em relacdo ao Cl de bivalves condicionados para indugédo a desova, Ramos et al.
(2014) n&o encontraram diferencas significativas entre os Cl da ostra de mangue
(Crassostrea gasar) alimentadas com diferentes dietas ap6s 60 dias de condicionamento.
Entretanto, Martinez-Pita et al. (2016) relataram a maturacdo das génadas, por meio de
histologia, e 0 aumento do Cl de adultos do mexilhdo Mytilus galloprovincialis
condicionados em laboratério por 5 semanas.

O fator de condicao (CF) refere-se a relacdo entre peso e comprimento dos animais
e, dessa forma, descreve a condicdo de bem-estar dos individuos, seja de diferentes sexos,
épocas do ano e locais de captura. De acordo com Fulton (1911), valores de CF iguais ou
superiores a 1 indicam uma boa condicdo, sendo que esse indice pode ser influenciado
pelo sexo, tipo e disponibilidade de alimento, estagio reprodutivo e performance
reprodutiva (Kumar et al., 2018), normalmente havendo um aumento no indice com o
aumento do peso da génada (Sa¢ & Ozolug, 2020). Ha poucos trabalhos avaliando o CF
de moluscos (Setyono, 2005; Ferreri, 2014; Sousa et al., 2017) e uma fragdo ainda menor
tratando de bivalves (Sharma et al, 2005; Kumar et al., 2018). Nessa disserta¢do, o CFi
refletia a condi¢do dos mariscos coletados no ambiente e, nesse caso, 0 CFi dos mariscos
do experimento 1 (0,58) foi superior aos dos demais experimentos. Por sua vez, o CF final
do experimento | (0,58), no qual foi ofertada uma dieta mista, foi superior aos demais.

Apesar disso, valores menores que 1 podem refletir algum estresse relacionado a escassez
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de alimento ou ao periodo de reproducdo natural (Narejo et al., 2002; Sharma et al, 2005;
Kumar et al., 2018). Isso reforca a possibilidade de que, no momento das coletas, 0s
mariscos apresentavam estagios gonadais de recuperacdo ou pos-desova, e também que a
duracéo do periodo de condicionamento possa ter sido insuficiente, resultando, assim, em
baixos CF inicial e final. De modo similar, Setyono (2005) avaliou o condicionamento de
abalones sobre diferentes temperaturas e a variacdo entre seus CF iniciais e finais foi
minima ou inexistente. Por outro lado, os CF do experimento IV foram superiores a 1 e
estdo de acordo com os resultados de Sharma et al. (2005), em que o CF de Meretrix
meretrix apresentou uma correlacdo positiva com os estagios de maturagdo gonadal. As
diferengas no CF dos lotes de marisco utilizados nessa dissertacdo podem também ser
atribuidas tanto a variacdo sazonal como aos diferentes periodos de coleta como
verificado por Sharma et al. (2005). Mais estudos, portanto, sdo necessarios para

esclarecer com maior precisao a relacdo entre CF e o estado reprodutivo de A. mactroides.

Conclusdes

Um sistema de manutencdo e uma proposta de manejo de exemplares de A.
mactroides em cativeiro foram desenvolvidos e testados com relativo sucesso. O
condicionamento dos mariscos em laborat6rio por duas semanas promoveu a maturagao
das gbnadas nos experimentos Il e Ill, mas ndo o suficiente para que 0s animais
desovassem quando estimulados por choques de temperatura. Apesar do
condicionamento ter resultado em ovocitos com didmetros maiores, estes ainda eram
inferiores ao tamanho (50-55 pm) considerado como pronto para a liberagdo (desova).
Acredita-se que um periodo de condicionamento mais longo e a oferta de uma dieta mista
de microalgas possam aumentar as chances de sucesso na inducdo a desova. Além disso,
fatores como o estagio de desenvolvimento gonadal dos mariscos no momento da coleta
no ambiente e manejo inadequado (quantidade e qualidade do alimento) podem ter
influenciado os resultados. A indugdo dos mariscos ndo condicionados resultou em
desovas. Contudo, é possivel que esse aparente sucesso na indugdo tenha ocorrido pela
liberacdo de alguns gametas maduros restantes no limen de fémeas coletadas com

gbnadas em estagio de desova parcial.
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