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RESUMO

Atualmente o estado de Santa Catarina é o maior produtor brasileiro de mexilhdo Perna perna
cultivado, com mais de 90 % da producdo. A atividade, apesar de recente, demonstrou um
crescimento exponencial de 1990 até o ano 2000 quando alcancou a producdo com 12.000
ton., se mantendo neste patamar. A estabilizacdo na producdo estd intimamente relacionada
com questdes ligadas & obtencdo de sementes. A dificuldade de captacdo do ambiente natural
e as restricOes legais impostas para obtencdo das mesmas, juntamente com a falta de
planejamento e a falta de colocacdo de coletores artificiais ndo proporcionam a
sustentabilidade e a garantia que o sistema produtivo requer. Com o objetivo de contribuir
para a producdo de sementes em laboratorio e a sustentabilidade do cultivo, este trabalho
avaliou a eficiéncia de inducdo a desova e producdo de larvas D em Perna perna,
relacionando-as a analises macroscépica e microscopica do ciclo sexual e ao indice de
condicéo (peso seco das partes moles x 100 / peso total — peso seco da concha). No periodo de
junho de 2003 a junho de 2004 foram realizadas 11 indugdes a desova, nas quais se observou
resposta positiva superior a 50% dos animais induzidos nos meses de junho, julho e novembro
de 2003 e maio de 2004. Os valores obtidos para o indice de condi¢do variaram de 7,15 a
12,39 sendo que, nos meses citados acima, os valores foram superiores a 9. O numero de
ovacitos por fémea variou de 3.750.000 a 17.771.810 e a formagdo de larvas “D” foi superior
a 50%, exceto nos meses de setembro de 2003 e janeiro de 2004. A maior porcentagem foi de
86%, obtida no més de maio de 2004. As analises histoldgicas do tecido gonadico indicaram
replecdo de gametas coincidente com a determinacdo macroscopica do ciclo e com as épocas
de melhor inducéo a desova. Estes resultados demonstram que 0 mexilh&o Perna perna possui
um excelente potencial para reproducdo em laboratorio, durante praticamente o ano todo, sem
necessidade de maturacdo em laboratério. Além disso, periodos de maior eficiéncia
reprodutiva e de inducdo a desova que podem ser definidos por uma avaliagdo conjunta do
aspecto macroscopico com o indice de condicdo, que trazem grande economia e eficiéncia
para a producdo em laboratdrio.
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ABSTRACT

The State of Santa Catarina is actually the largest Brazilian producer of the cultivated
mussel Perna perna, with more than 90% of the production. This activity, although it
be recent, showed an exponential growth from 1990 to 2000, when it reached the
productions of 12,000 metric tons. and kept in this level. The stabilizing in the
production is closely related to questions linked to obtain seeds. The difficulty and the
legal restrictions for natural seed capture, associated to the lack of planning and the
use of artificial collectors do not give the sustenance and the guarantee that the
productive system requires. With the objective to contribute to seeds production in
laboratory and the sustenance of the cultivation, this work evaluated the efficiency of
induction to the spawning and to the production of D larvae in Perna perna, relating
them to macroscopic and microscopic analysis of the sexual cycles and to the
condition index (dry weight of the soft parts x 100 / total weight-dry weight of the
shell). In the period from June, 2003 to June, 2004 eleven spawning inductions were
made, and it was observed a positive answer superior to 50% of the animals, in the
months of June, July and November, 2003 and May, 2004. The values obtained for
the condition index varied from 7,15 to 12,39 and in the months mentioned above,
the values were superior to 9. The number of eggs per female varied from 3,750,000
to 17,771,810 and the formation of “D” larvae was higher than 50%, except in the
months of September, 2003 and January, 2004. The higher percentage was 86%
and it was obtained in May, 2004. The histology analysis of the gonad tissue
indicated gametes repletion coincident with the macroscopic determination of the
cycle and with the times of better induction to the spawning. These results shows that
the mussel Perna perna has an excellent potential for reproduction in laboratory
during almost the whole year, without laboratory maturation. In addition, periods of
higher reproductive efficiency and spawning induction can be defined by a combined
evaluation of the macroscopic aspect with the condition index that bring great
economy and efficiency for the laboratory production.



APRESENTACAO

Na Europa, o cultivo de mexilhdes, também denominado Mitilicultura,
comecou como atividade comercial organizada na Espanha por volta de 1940
(ANDREU, 1976) e, segundo Ferreira & Magalhdes (2004), expandiu-se pela Europa
(Franca, Holanda e Italia), Asia (China e Tailandia), Oceania (Nova Zelandia) e na
América do Sul (Venezuela, Chile e Brasil).

Atualmente o cultivo de moluscos tem um papel importante na industria
aquicola, com uma contribuicdo de 22% da producéo total mundial, sendo que o
mexilhdo corresponde a 40% do total de moluscos cultivados (FERREIRA &
MAGALHAES, 2004). Segundo Gosling (2002) a China figura como maior produtor
mundial, com a producdo de 608.115 ton./ano principalmente da espécie Perna
viridis. Em segundo lugar esta a Espanha produzindo cerca de 260 mil ton./ano de
mexilhdes principalmente da espécie Mytilus galloprovincialis. Na Italia, a producao
gira em torno de 130.000 ton./ano e na Francga, sdo produzidas ao redor de 51.600
ton./ano de mexilhdo da espécie Mytilus edulis e 10.600 ton./ano da espécie Mytilus
galloprovincialis. A Tailandia produz 71.000 ton/ano do mexilh&o verde, Perna viridis.
O mexilhdo Perna canaliculus, cultivado na Nova Zelandia, atinge a cifra de 71.000
ton./ano e, de acordo com Alfaro (2001), a obtencdo de sementes € feita no
ambiente natural. Nos Estados Unidos, a producdo do mexilhdo Mytilus edulis em
1987 foi de 21.000 ton., decrescendo para 9.400 ton. em 1997 (FAO, 1999). No
Brasil, especificamente no estado Santa Catarina segundo Ferreira & Magalhdes
(2004) a producdo do mexilhdo Perna perna chegou a producdo de 10.000 ton. na
safra de 2000.

Os métodos empregados no cultivo de mexilhdo diferem de uma regido para
outra e sao definidos principalmente em funcdo do ambiente e da espécie cultivada
(FERREIRA & MAGALHAES, 2004). De acordo com Spencer (2002), 15% dos
cultivos s&o realizados diretamente em contato com o fundo do mar e 85% em
sistemas suspensos que podem ser fixos (bouchots, mesa, tomateiro) ou flutuantes
(balsas e longlines).

O cultivo de fundo é empregado principalmente na Holanda, mas também é
realizado, embora em menor escala, na Alemanha, Normandia e Reino Unido. As
sementes sdo obtidas durante a despesca dos adultos, sédo selecionadas e retornam

ao fundo do mar para dar continuidade aos cultivos. O cultivo em estacas ou
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“bouchots” é utilizado principalmente na Franca, devido as caracteristicas peculiares
de ambiente de fundo lodoso, com grande variacdo de maré. Nesse caso, as
sementes sdo captadas no proéprio local de cultivo, em cordas de fibra de coco,
também em sistemas de estacas em forma de mesa, paralelas as linhas das estacas
de engorda. Ainda na Franca, cerca de 10.000 toneladas sdo produzidas em
“longlines”, utilizando a espécie Mytilus galloprovincialis cujas sementes s&o
produzidas em laboratério, pois a espécie em questdo € exdtica e ndo forma
estoques naturais naquela regiao.

A utilizacdo de balsas como sistema de cultivo, segundo Spencer (2002), €
comum em varios paises como: Australia, China, Chile, Canada, Estados Unidos da
América, India, Irlanda, Malasia, Nova Zelandia, Escdcia, Singapura e Venezuela. O
local onde esse método mais se desenvolveu foi na Espanha, implantado na regido
da Galicia, em 1946. Em 1956 a producao foi de 22.460 ton. Atualmente a producao
€ superior a 250.000 ton., realizada em mais de 3.000 estruturas (GOSLING, 2003).
O Brasil chegou a utilizar balsas em cultivos experimentais, mas, gradativamente,
foram substituidas pelos “longlines” que, atualmente, sdo o principal sistema de
cultivo no pais e no mundo.

O sistema de cultivo em “longlines”, é baseado em métodos japoneses de
cultivo de ostra e vieiras (SPENCER 2002), atualmente é praticado em diversos
paises como EscdOcia Nova Zelandia, China, Canada e Franca.

A mitilicultura catarinense, responsavel por mais de 90% da producdo
nacional, recentemente vem apresentando quedas de producdo em funcdo da falta
de colocacao de coletores de sementes por parte dos produtores e do aumento da
fiscalizacdo sobre a retirada de sementes de estoques naturais. A obtencédo de
sementes de mexilhdo Perna perna é proibida, e controlada mediante licenca
especifica.

A instabilidade na oferta de sementes caracteriza um entrave para o0
desenvolvimento da atividade. A recuperacdo dos estoques naturais de mexilhdes
em costdes rochosos é um processo lento que envolve a interacdo de diversos
organismos e que pode levar de 8 a 10 anos (DYE et al.,, 1997). Portanto €&
imprudente a utilizacdo destes estoques como forma exclusiva de obtencédo de
sementes. Além da extracdo dos estoques naturais, as sementes de mexilhdo
também podem ser obtidas através do uso de coletores artificiais ou produzidas em

laboratorio.
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De acordo com Ferreira & Magalhdes (2004), a forma mais econdmica que
menos agride o ambiente é através da utilizacdo de coletores artificiais. Para isso, é
fundamental conhecer o ciclo reprodutivo da espécie em questdo, bem como as
épocas de desova no ambiente natural em cada local e os periodos de fixacéo e
desenvolvimento das larvas, além de seus mecanismos de reconhecimento de
substrato e de metamorfose.

O uso de coletores artificiais contribui com mais de 70% do suprimento de
sementes em paises como Franga e Espanha e quase 100%, em paises como Nova
Zelandia. No Brasil, os estudos realizados até o0 momento demonstram que esta
técnica tem sido pouco utilizada, mas sugerem que pode contribuir
consideravelmente no aumento da oferta de sementes (ROSA, 1997; GARCIA,
2001). A obtencdo de sementes por meio de coletores pode ser irregular para um
mesmo local em diferentes anos, devido a variagbes macro e micro ambientais.
Surge entdo, a necessidade de estudar novas alternativas de obtencédo de sementes
que proporcionem maiores garantias para a sustentabilidade da producédo. Isto é
importante em locais onde o controle de retirada de estoques naturais tem pouco
controle e pode dificultar a manutencéo de parte da producdo, durante periodos de
recuperacao.

A producédo de sementes de mexilhdo em laboratorio, realizada em paises
como China, Franca, Inglaterra, Nova Zelandia e Estados Unidos, € o método menos
utilizado mundialmente e o mais oneroso pois, necessita de instalagcbes adequadas
e pessoal capacitado. Apesar disso, através desta técnica é possivel obter sementes
de forma sustentavel e, a exemplo dos paises onde é utilizada, pode diminuir a
extracdo dos estoques naturais e dar sustentabilidade ao sistema produtivo.

Tanto para a producdo de sementes em laboratério, assim como para
utilizacdo de coletores, informacdes referentes ao ciclo sexual sdo extremamente
importantes. Para obtencédo de gametas em ambiente controlado, a desova induzida
e a eficiéncia do processo podem ser determinadas através da quantificacdo dos
animais que eliminam gametas e do material reprodutivo liberado. Segundo Gosling
(1992), o ciclo reprodutivo de moluscos pode ser identificado principalmente através
observacfes de desovas no ambiente natural ou em laborat6rio, acompanhamento
do desenvolvimento do tecido gonadico (macro e microscopico), fixacdo de larvas no
ambiente natural e presenca de larvas na coluna d’agua.

A escala macroscopica para identificacdo dos estadios do ciclo sexual de
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Perna perna foi inicialmente proposta (LUNETA, 1969). Diversos trabalhos com
diferentes espécies de mexilhdo tém sido realizados para relacionar o ciclo sexual a
caracteristicas macroscopicas, microscopicas e indice de condicdo. Buchanan &
Babcock (1997) e Ramirez & Martinez (1999), avaliaram a desova no ambiente
natural, através da fixacdo das larvas em coletores artificiais. Vélez (1971), Seed &
Brown (1977), Hickman & lllingworth (1980), Aguirre & Ramirez (1989), Schurink &
Griffiths  (1991), identificaram variagbes no tecido gonadico através do
acompanhamento do indice de condicdo (CROSBY & GALE, 1991). A Identificacao
do ciclo reprodutivo através da analise histolégica dos gametas foi realizada por
Bayne et al. (1978), Lowe et al. (1982), Newel (1982), Rodhouse et al. (1984),
Aguirre & Ramirez (1989), Alfaro et al. (2001) e, especificamente com Perna perna
no Brasil, destacam-se os resultados (MAGALHAES, 1985 e 1998).

No Brasil, Casas (1986), Garcia (1990) estudaram o ciclo reprodutivo do
mexilhdo Perna perna obtendo resultados que contribuiram para os trabalhos de
(ARAUJO, 1995: FERNANDES, 1988). Routledge (1999) e De la Verne (2003),
trabalharam com inducdo a desova em laboratorio em bioensaios. Estes trabalhos
geraram informagfes importantes no que diz respeito a identificacdo dos estagios
larvais do mexilhdo Perna perna, capacidade reprodutiva, métodos de inducéo e
alimentagao de larvas em ambiente controlado.

Segundo dados da EPAGRI (COSTA, 2003) o cultivo de moluscos em Santa
Catarina proporciona emprego direto para mais de 1000 produtores e indireto para
mais de 5000 pessoas. Segundo SILVA et al. (2002), o desenvolvimento dos cultivos
trouxe beneficios sociais e econdmicos para a regido. A maioria dos pescadores
artesanais que iniciaram seus cultivos como uma atividade complementar de renda,
gradualmente tornaram-se aquicultores por tempo integral, o que leva a um aumento
consideravel de seu poder aquisitivo e uma melhora em sua condig&o social (ROSA,
1997).

Tendo em vista a importancia social que a atividade representa para o
estado de Santa Catarina, o potencial de crescimento e desenvolvimento da mesma,
capaz de gerar e produzir alimento de qualidade, torna-se relevante o
desenvolvimento de pesquisas a fim de investigar o potencial da producdo comercial
(grande escala) de sementes de mexilhdo em laboratério. Essa tecnologia, além
disso, é facilitada em Santa Catarina dada a existéncia, no Laboratorio de Moluscos

Marinhos da UFSC, de toda a estrutura laboratorial necessaria, além da experiéncia
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acumulada com a producdo e comercializacdo de sementes da ostra japonesa
Crassostrea gigas. Esses estudos contribuirdo de forma positiva para que, sementes
de mexilhdo possam estar disponiveis aos produtores, diminuindo 0s riscos

potenciais de dificuldade de abastecimento de sementes para 0s cultivos e
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ABSTRACT

The State of Santa Catarina is actually the largest Brazilian producer of the
cultivated mussel Perna perna, with more than 90% of the production. This activity,
although it be recent, showed an exponential growth from 1990 to 2000, when it
reached the productions of 12,000 metric tons. and kept in this level. The stabilizing
in the production is closely related to questions linked to obtain seeds. The difficulty
and the legal restrictions for natural seed capture, associated to the lack of planning
and the use of artificial collectors do not give the sustenance and the guarantee that
the productive system requires. With the objective to contribute to seeds production
in laboratory and the sustenance of the cultivation, this work evaluated the efficiency
of induction to the spawning and to the production of D larvae in Perna perna,
relating them to macroscopic and microscopic analysis of the sexual cycles and to
the condition index (dry weight of the soft parts x 100 / total weight-dry weight of the
shell). In the period from June, 2003 to June, 2004 eleven spawning inductions were
made, and it was observed a positive answer superior to 50% of the animals, in the
months of June, July and November, 2003 and May, 2004. The values obtained for
the condition index varied from 7,15 to 12,39 and in the months mentioned above,
the values were superior to 9. The number of eggs per female varied from 3,750,000
to 17,771,810 and the formation of “D” larvae was higher than 50%, except in the
months of September, 2003 and January, 2004. The higher percentage was 86%
and it was obtained in May, 2004. The histology analysis of the gonad tissue
indicated gametes repletion coincident with the macroscopic determination of the
cycle and with the times of better induction to the spawning. These results shows that
the mussel Perna perna has an excellent potential for reproduction in laboratory
during almost the whole year, without laboratory maturation. In addition, periods of
higher reproductive efficiency and spawning induction can be defined by a combined
evaluation of the macroscopic aspect with the condition index that bring great
economy and efficiency for the laboratory production.

Key-words: Perna perna, larvae, hatchery, spawning, reproductive cycle



Introducéo

Aspectos relacionados a reproducédo e producéo de larvas de moluscos em
laboratério tém sido estudados desde a década de 50 no Japéo (Ito, 1991). Segundo
Uriarti et al. (2001) e Spencer (2002) na Europa, a producdo de sementes de
bivalves teve inicio na década de 60, que segundo Gosling (2002) ocorreu em
funcdo do declinio dos estoques naturais e da escassez de sementes. Apesar da
producdo em laboratorio ser essencial em locais onde a captacdo de sementes de
espécies nativas € ineficiente e as espécies nativas ndo formem estoques, também
se mostra importante comercialmente em paises onde 0s estoques naturais suprem
a demanda do setor produtivo (Gosling, 2002). Estudos sobre o ciclo reprodutivo séo
importantes para manter os estoques naturais, propiciar 0 povoamento de regides
onde os animais ndo ocorram e repovoar areas onde ndo mais se encontram
(NARCHI, 1976). Atualmente, tem se tornado importantes para aumentar, de forma
induzida, a producéo de determinados organismos de interesse econémico.

Segundo Figueras (1989), com o crescimento do nimero de produtores e 0
aumento da producdo, aumenta a importancia e a necessidade da obtencédo de
sementes, que sdo matéria prima para o desenvolvimento dos cultivos. Atualmente a
China, Nova Zelandia e Estados Unidos, séo os maiores produtores de sementes de
mexilhdo em laboratério (Fao, 2002). Destes apenas os Estados Unidos trabalha
com espécie exotica. Segundo Gosling (2002), as técnicas utilizadas na producao de
juvenis de bivalves em ambiente controlado sdo muito semelhantes, com algumas
modificacdes em funcéo das condi¢es locais e da espécie utilizada. Para obtencéo
de gametas da grande maioria dos bivalves, a variacdo de temperatura é a mais

utilizada (Utting & Spencer,1991).



A resposta dos animais ao processo de inducdo, estd intimamente
relacionada com a condicéao fisiol6gica dos mesmos, que depende de uma complexa
inteiracao de fatores externos (temperatura, salinidade, alimento) e internos (reserva
de glicogénio, crescimento somético, vitelogénese). Para o mexilhdo Perna perna,
Lunetta (1969) propds uma classificacdo macroscopica de estadio sexual como
forma de avaliacdo de condigc&o reprodutiva. Além da andlise morfolégica do tecido
gonadico, outras formas de avaliar condicdo reprodutiva em moluscos tem sido
estudadas, como indice de Condic&o (Crosby & Gale, 1991), acimulo de glicogénio
e histologia. O IC que primeiramente tinha a finalidade de indicar padrdes
comerciais, passou a ser utilizado na identificacdo de ciclo reprodutivo como nos
trabalhos de Vélez (1971) Seed & Brown (1977), Hickman & lllingworth (1980),
Aguirre & Ramirez (1989), Schurink & Griffiths (1991).

As andlises histologicas fornecem informacdes precisas do desenvolvimento
do tecido gonéadico. Os resultados obtidos séo classificados de acordo com escalas
arbitrarias como nos trabalhos de Seed & Brown (1977), Snodden & Roberts (1997)
com Mytilus edulis e Alfaro et al. (2001) com Perna canaliculus, ou geram dados
quantitativos (estereologia), como nos trabalhos de Bayne, et al. (1978), Lowe et al.
(1982), Newel (1982), Rodhouse et al. (1984), Hawkins et al. (1985), todos com
Mytilus edulis.

Segundo Rockanski et al. (2000), em 1999 a producao do mexilhdo Perna
perna em Santa Catariana foi de 10.000 ton e, de acordo com (Ferreira &
Magalhédes, 2004), este valor se repetiu nos anos seguintes. A producao se manteve
neste patamar, fato este intimamente relacionado a diminuicdo de oferta de
sementes nos estoques naturais e aumento da fiscalizagdo e regulamentagcdo na

obtencdo das mesmas. Garcia (2001) conclui que o cultivo de mexilhdes em



Floriandpolis pode se tornar uma atividade insustentavel em relacdo a captacéo de
sementes, em funcéo do rapido crescimento da atividade e da superexploracdo dos
estoques naturais da ilha de Santa Catarina. E importante que os estoques naturais
sejam mantidos e que as areas de cultivo permanecam com qualidade ambiental,
capaz de suportar as atuais e futuras alteracbes causadas gradativamente com a
introducdo de novos cultivos, para assegurar a atividade uma estabilidade futura.
Também é importante que a producdo possa retomar o crescimento de forma
segura, sustentavel e ecologicamente correta.

Tendo em vista que a dificuldade de captacdo do ambiente natural e as
restricbes legais impostas para a obtencdo das mesmas, juntamente com a falta de
planejamento e a falta de colocacdo de coletores artificiais ndo proporcionam a
sustentabilidade e a garantia que o sistema produtivo requer, a producdo em
laboratério surge como alternativa. Com objetivo de contribuir com a producdo de
sementes em laboratdrio e com o conhecimento biolégico da espécie, este trabalho
avaliou a eficiéncia de inducdo a desova em mexilhdes Perna perna, relacionando-a
a analises de reconhecimento macroscépico do ciclo sexual, indice de condi¢céo e

andlises histologicas do tecido gonadico.

Material e Métodos

No periodo de junho de 2003 a maio de 2004 foram realizadas treze coletas
de exemplares do mexilhdo Perna perna (L.) de um mesmo lote de crescimento,
oriundos de cordas de cultivo do tipo espinhel (“long lines”) pertencentes ao
Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina
(LMM- UFSC), na praia de Sambaqui (27° 25’ S e 27° 35’ S, 48° 35" W e 48° 40’ W),

no municipio de Florianopolis/SC, Brasil.
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O numero de animais coletados para inducdo a desova variou entre 100 e
200. Para analise macroscopica, indice de condicdo e histologia foram utilizados
respectivamente 20, 20 e 10 animais por coleta. Os mexilhdes utilizados no presente
trabalho encontravam-se no Estadio Il do ciclo sexual (LUNETTA, 1969), ou seja,
animais maduros sexualmente e com maximo desenvolvimento dos foliculos das
gbnadas. O comprimento dos animais variou de 70 a 110 mm do comeco ao final do
experimento. As coletas aconteceram 24 horas antes das inducdes, periodo este
gue os mexilhdes permaneceram expostos ao ar a temperatura ambiente (21 £ 5° C)
sem receber nenhum tipo de manejo.

As inducgbes foram realizadas no LMM/UFSC. Cerca de 3 horas antes das
inducdes, os animais foram transportados em recipientes plasticos de Sambaqui
para o LMM, onde foram submetidos a remocdo mecéanica de organismos
incrustantes existentes na parte externa das conchas. As técnicas utilizadas para a
inducdo foram as descritas por Loosanoff & Davis, (1963) e Utting & Spencer,
(1991), segundo modificacdes propostas por Araudjo (1992); Araujo et al. (1993a);
Rupp (1994); Routledge (1998) e De la Verne (2003), que consistem numa
alternancia de estimulos térmicos (aumento da temperatura e dessecacao), quimicos
(presenca de gametas na agua, U.V.), e mecanicos (batidas na calha de desova).

Os animais que liberavam gametas foram imediatamente separados por
sexo e alojados em recipientes plasticos de menor volume (2 L) onde completavam o
processo de eliminacdo. Os ovocitos obtidos ao final da inducdo foram
homogeneizados e peneirados em malhas de 65 micrémetros para eliminar as
impurezas. Posteriormente foram contados com a finalidade de se obter o niumero
total de ovocitos da desova e determinar o volume de solucdo de esperma a ser

utilizado. Os espermatozoides liberados pelos machos foram misturados em um
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recipiente (2 L) e posteriormente peneirados em malha de 22 micrébmetros e
concentrados em um copo de Becker (1 L).

A fecundacdo ocorreu em recipientes com capacidade de 20 litros. Os
gametas foram homogeneizados respeitando a propor¢cdo de 10 mL de solucédo de
esperma para cada 100 milhdes de ovocitos. Passadas 24h da fecundacao, as
larvas, mantidas em tanques de 6.000 L foram contadas com a finalidade de se
obter a percentagem de larvas formadas, em relacdo ao numero total de ovdcitos
eliminados pelas fémeas.

Do total de animais coletados para desova, foram separadas amostras de
vinte animais para determinacdo do indice de Condic&o (IC) e analise morfolégica. O
IC foi determinado segundo a férmula de Crosby & Gale (1990), alterando o
multiplicador do peso das partes moles secas de 1.000 para 100, como proposto por

Lawrence & Scott (1982).

peso das partes moles (g)
IC = x 100
peso total vivo (g) — peso seco das conchas(g)

Na analise macroscopica, os mexilhdes foram abertos e a carne retirada da
concha para identificacdo do sexo e avaliacdo do estadio sexual, segundo as
descricbes de Lunetta (1969) e Magalhdes (1986). Para realizacdo da analise
histologica foram coletadas amostras da porcdo mediana do tecido gonadico,
seguindo as recomendacdes de Howard & Smith (1983). ApoOs a coleta os tecidos
foram imediatamente fixados em solu¢cdo de Davidson, sem acido acético e com

agua marinha, por 48 h em temperatura ambiente e, posteriormente, transferidos
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para alcool 70%.

O material fixado foi submetido a técnicas histoldgicas classicas baseadas
em Becak e Paulette (1976) e Howard e Smith (1983), que incluem desidratacao,
diafanizacao, inclusdo em parafina, corte (5 -7 pum) e coloracdo por Eosina aquosa e

Hematoxilina de Harris (HE).

Resultados e Discussao
Andlise Morfolbgica

Nesta etapa do trabalho, os animais analisados foram classificados em trés
estadios sexuais (llIA, 1B, e IlIC), que representam fases distintas de
desenvolvimento do tecido gonadico (Lunetta, 1969). Como pode ser visto na Figura
1, as maiores percentagens de animais no estadio sexual IllA, ocorreram nos meses
de junho, julho, agosto (2003), janeiro e maio de 2004. A ocorréncia de animais no
estadio IIIC, foi verificada nos meses de setembro (2003) e Fevereiro (2004), com 85
e 80% respectivamente. Animais no estadio sexual IlIB, foram observados somente
nos meses de margo, abril e maio (2004), ndo ultrapassando o valor de 15 % dos
animais amostrados (n=20).

Magalhdes (1998), concluiu que o cultivo apresenta a maior quantidade de
mexilhdes repletos de gametas (fase IllIA) ao longo do ano, quando comparado com
ambiente natural. Sistemas de cultivo como o “Long Line” (submerso), propiciam que
0s animais figuem constantemente submersos, portanto em maior contato com
alimento e sujeitos a menor variacdo de temperatura que os animais dos bancos
naturais, fato este que propicia um maior e mais rapido acumulo de glicogénio, que
segundo Bayne (1886) é responsavel pela maturacdo dos gametas. Em mexilhées e

outros bivalves, o glicogénio é estocado em varios tecidos do corpo, quando ocorre
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excesso de alimento (Bayne et al., 1982).
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Figura 1. Quantidade relativa de mexilh8es Perna perna, nos estadios IllIA, IlIB e llIC

do ciclo reprodutivo, provenientes de cultivo.

O ciclo reprodutivo, principalmente a fase de gametogénese, € um processo
que requer muita energia e a mobilizacdo dos nutrientes ingeridos até a gbnada é
essencial para o desenvolvimento e maturacdo da gbnada (Alvarez, 1991). Na
maioria dos bivalves este desenvolvimento ndo depende diretamente do alimento,
mas sim das reservas de glicogénio armazenadas (Nascimento et al., 1982). Isto
resulta na necessidade de estocar grandes quantidades de reservas e
subsequentemente mobilizar a energia e metabdlicos para a producao de gametas
(Mathieu & Lubet, 1993). No cultivo também se observa, segundo Magalhdes
(1985) uma maior sincronia na maturacao e menor periodo de recuperacao.

Magalhdes (1985) citou que individuos de comprimentos inferiores a 4 cm
ndo mostraram diferencas significativas quanto ao contetdo protéico, em relacdo ao
sexo ou aos diferentes estadios do ciclo reprodutivo, o que ocorreu em animais de

maior tamanho. Roadhouse, (1984) verificou estreita relacdo entre analise visual e
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dados histolégicos. Além das informagbes referentes a condi¢cdo reprodutiva, a
analise morfolégica do tecido gonadico é importante comercialmente devido a
relacdo existente entre aspecto reprodutivo e o0 rendimento de peso na

comercializacdo (Buchanam, 2001).

indice de condicdo
Os valores de indice de Condicdo obtidos no presente estudo podem ser

vistos na Figura 2.

14 4

A A A C CCACAA C CCAA A

12 1

10 4

Figura 2. Valores de indice de Condicdo para Perna perna em Santa Catarina,
referentes ao periodo de junho de 2003 a maio de 2004. As letras na
parte superior indicam a fase principal do ciclo no estadio llll, para cada
meés.

Estes valores demonstram que o mexilhdo Perna perna realiza o processo
de maturacdo gonéadica no ambiente natural durante todo o ano, e evidenciam duas
épocas preferenciais de desova. Também é possivel observar certa variacdo na

intensidade, provavelmente relacionada a disponibilidade de alimento, que por sua
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vez esta intimamente ligada a fatores ambientais como temperatura, luminosidade e
correntes maritimas. Fisiologicamente, a relacdo entre fenbmenos biolégicos e a
reproducdo é governada por mecanismos citoquimicos e hormonais, 0s quais sao
influenciados por mecanismos ambientais (Nascimento & Miraglia, 1983).

Os fatores exdgenos que mais influenciam no desenvolvimento gonadico e
no tempo de reproducdo séo as variacdes de temperatura, salinidade e quantidade e
qualidade de alimento (Giese & Pearse, 1974; Braley, 1982). Alvarez (1991) afirma
que o ciclo reprodutivo esta relacionado com as trocas sazonais de temperatura,
iniciando-se quando estas declinam ou aumentam e pode ser alterado por variacdes
anuais, adiantando ou retardando o ciclo. Velez et al. (1993) afirma que a
temperatura da agua tem uma funcdo preponderante nos processos de maturacéo
estrutural e fisiolégica dos gametas.

A variacdo observada nos valores de indice de condicdo demonstra a
variacdo da quantidade de material reprodutivo em relacdo ao volume interno da
concha, ou seja, nos meses de junho, julho e agosto os animais estavam repletos de
material reprodutivo. De agosto para setembro o IC caiu bruscamente de 12 para 8
em funcdo da desova no ambiente natural. De setembro a janeiro ocorreu maturacao
do tecido gonadico com acumulo de material reprodutivo, o que faz com que o IC
suba novamente até valores proximos a 12. Em fevereiro, nova queda no indice para
8, chegando a 7 em marco, demonstrando novamente ocorréncia de desova no
ambiente natural, esta com mais intensidade que a primeira. Abril, maio, junho, julho
e agosto (metade do outono e todo o inverno) sdao meses de maturacdo e acumulo
de material reprodutivo, fechando o ciclo. No periodo de temperatura mais baixa a
maturacdo parece ocorrer com mais intensidade que no periodo de setembro a

janeiro (primavera e metade do verao).
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Vélez & Epifanio, (1981) estudando a maturagcdo em ambiente controlado,
concluiram que a gametogénese em Perna perna pode ser inibida por altas
temperaturas (28 °C). Resultados semelhantes foram observados por Lunetta
(1969), Vélez (1971), Motta & Machado, (1974) e Berry, (1978) que concluiram que
os picos de desova do Perna perna coincidem com periodos de baixa temperatura.
FERNANDES, (1988) concluiu que os meses de maio, junho, julho e outubro séo os
meses de maior intensidade reprodutiva do mexilhdo Perna perna.

Tanto a analise morfologica quanto o indice de condi¢do foram utilizados no
presente trabalho com a finalidade de identificar o nivel de maturacdo gonadica dos
mexilhdes progenitores. As avaliacdes das desovas demonstraram como animais em
diferentes estadios de maturacdo se comportam quando induzidos.

As duas metodologias (analise morfolégica e IC) utilizadas com a finalidade
de identificar o desenvolvimento do tecido gonadico dos mexilhdes no ambiente
natural demonstraram resultados semelhantes. Nos meses em que a maioria dos
animais se encontravam no estadio sexual IllA, os valores de indice de Condic&o
foram superiores a 10. Animais com estas caracteristicas, quando induzidos a
desova em laboratério demonstraram uma resposta positiva acima de 50%. No
entanto, nos meses onde a maioria dos animais encontravam-se no estadio IlIC, os
valores de indice de condicdo foram médios, entre 7 e 10, nestes meses a eficiéncia
da desova ficou abaixo dos 50%. Nos meses onde se verificou a ocorréncia de
animais no estadio sexual 1lIB, os valores de indice de condicdo foram baixos
menores de 7, e as inducdes em laboratério ndo tiveram uma resposta satisfatoria.

Quando se procura mexilhdes progenitores para inducdo em laboratorio, é
importante que se determine o grau de maturacdo gonadico dos mesmos, porém em

ambos os métodos utilizados, os animais analisados nao participam da desova, pois
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sdo sacrificados. Porém foi possivel verificar que com uma amostra de 10 a 20 %
dos animais necessarios € possivel ter uma boa informacdo de como o grupo ira se

comportar na inducéo.

Avaliacdo das desovas

Com excecao do més de fevereiro de 2003, em todos os outros meses foi
possivel obter gametas viaveis, embora no més de dezembro de 2003 apenas 6
animais (n=100) responderam ao processo de inducdo, dos quais apenas 1 era
macho. Para os meses de junho, julho, novembro de 2003 e maio de 2004 a
porcentagem de animais desovados foi superior a 50%, com valores de 63,5%,

86,0%, 62,0% e 53,5% respectivamente (Figura 3).

BF OM ®TOTAL

AHIMAIS QUE DESOVARAM (o)

JUN JUL S SET MOV DEZ J&M FEV MAR  ABR MAL M A
MES

Figura 3. Porcentagem de animais que responderam aos estimulos a desova com a

eliminacdo de gametas (F= fémeas; M= machos).

Valores inferiores a 50% foram obtidos nos meses de setembro de 2003,
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janeiro, marco, abril e maio de 2004, em gue os valores encontrados foram de 23,5,
30, 21 e 38,5%, respectivamente. (ARAUJO, 1985) 20% ao longo do ano,
(Routledge, 1999) (De la Verne, 2002) obteve 21,22% e 36,71% de resposta a
inducdo, sendo os meses de janeiro, fevereiro, setembro, outubro, novembro e
dezembro os de maior resposta. No presente trabalho, os melhores resultados
combinam com os meses de maior indice de condicdo, exceto nos meses de
dezembro de 2003 e fevereiro de 2004, que apesar de um valor médio de IC a

resposta a inducao foi muito baixa.

Eliminacdo de gametas

O numero de ovocitos liberados pelas fémeas durante o processo de
inducéo (Figura 4) variou de 3.750.000 a 17.771.810. Routledge (1999), estudando a
desova do Perna perna em laboratério, obteve médias de 1.222.000 a 4.604.000

ovocitos liberados por fémea.
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Figura 4. Média de ovadcitos eliminados por fémea que respondeu a inducéo.
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Segundo Vélez & Martinez (1967), o mexilhdo Perna perna possui um
grande potencial biolégico, podendo eliminar até 80 milhdes de ovocitos numa
desova completa. No laboratério, € mais comum a ocorréncia de desovas parciais.

O tamanho, a idade e o peso corporal dos animais parecem influenciar no
namero de gametas liberados. No presente estudo, a diferenca de idade dos animais

foi de aproximadamente 1 ano entre o comeco e o final do experimento. Quanto
maior a idade do animal, menor sua taxa de crescimento somatico e maior energia

disponivel para os processos reprodutivos, e menor 0 tempo necessario para
recuperacao do tecido gonadico.

Magalhées et al. (1983) observaram mexilhdes Perna perna de apenas 3
cm de comprimento apresentarem gbnadas desenvolvidas e ja eliminando
gametas, Magalhdes (1998) citou que individuos de comprimentos inferiores a 4
cm ndo mostraram diferencas significativas quanto ao conteudo protéico, em
relacdo ao sexo ou aos diferentes estadios do ciclo reprodutivo, 0 que ocorreu em
animais de maior tamanho. Isto € uma evidéncia de que individuos jovens, dessa
espécie, do ponto de vista bioquimico e fisiologico, investem menos energia na
atividade reprodutiva do que animais mais velhos ou de maior tamanho.

Este aspecto importante da fisiologia reprodutiva dos mexilhdes €
corroborada por Bayne (1975), que em suas pesquisas observou que individuos
jovens de Mytilus edulis produzem uma quantidade de gametas muito inferior aquela
produzida por individuos menos jovens.

Portanto, parece ser mais eficiente a utilizacdo de individuos adultos (mais
de 1 ano) no processo de indugcédo, embora individuos de 1 ano, e comprimento de

70 mm também respondam bem ao processo.
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Com a finalidade de se obter a taxa de fecundacdo, 24 horas apos a
contagem e fertilizacdo dos ovdcitos, eram também contadas as larvas D formadas,
cujos resultados se encontram na Figura 5.

Foi possivel observar no presente trabalho, que o mexilhdo perna perna
além de possuir um alto potencial biolégico como citado anteriormente, as taxas de
formacdo de larvas “D” sobre condicdes controladas também sdo bastante

satisfatorias.

2 8 8
|
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8
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Figura 5. Quantidade relativa de larvas “D” formadas 24 horas apés a fecundacéo,

em relacdo ao numero de ovacitos liberados.

Segundo Fernandes (1988), os fatores que influenciam na sobrevivéncia e
crescimento de larvas do Perna perna em laboratorio sdo as condi¢cdes dos
reprodutores, a densidade larval, temperatura, salinidade, os processos envolvidos
na metamorfose e a concentracdo e proporcdo dos gametas utilizados na

fecundacédo. No mesmo trabalho, Fernandes obteve resultados que variaram de 31%
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a 50% de formacdo de larvas “D”, testando diferentes concentracbes de
espermatozoides na fecundacdo. ROUTLEDGE (1989), também estudando Perna
perna obteve 89, 97, 79 e 22% de formacao de larvas “D” 24 h apds a fecundacéo,
chegando a uma sobrevivéncia inferior a 1% no vigésimo dia de larvicultura.

No presente estudo, em junho de 2003, do total de ovdcitos liberados, 86%
evoluiram até o estagio de larva “D”. Nos meses de dezembro 2003, e nas duas
amostras feitas no més de maio de 2004, a formacéo de larvas foi superior a 80%
(81 e 84 respectivamente). Nos meses de julho, setembro e novembro de 2003 a
formacéao foi de 59, 50 e 58%. Em janeiro, marco e abril de 2004, foi de 40, 50 e
70%. Em fevereiro de 2004, néo foi realizada fecundacéo pois nao foi possivel obter
gametas femininos no processo de inducdo. Em ambiente controlado, onde
praticamente todas as variaveis que englobam o processo reprodutivo dos mexilhdes
pode ser manipulado e mantido constante, o que parece influenciar a formacéo de
larvas “D” é a qualidade dos gametas liberados que é um reflexo da condi¢cdo dos
progenitores. Para uma boa maturacdo em bivalves, deve-se ter grande quantidade
de glicogénio armazenado (Loosanoff & Davis, 1952). Este € utilizado principalmente
na sintese de lipideos durante a vitelogénese (Utting & Millican, 1997) e disso
depende todo o processo de maturacdo final de gametas, na formacdo em
quantidade e qualidade, o que por sua vez garantira uma boa taxa de fecundacéo e
formacdo de larvas (Breese & Malouf, 1975). De acordo com Lannan (1980) e
Muranaka & Lannan (1984), o maximo de sobrevivéncia larval de bivalves é
conseguido quando o estoque de reprodutores se encontra em estagio 6timo de
desenvolvimento gonadico.

No decorrer do cultivo larval, surgem outros fatores que podem afetar a

sobrevivéncia, como alimentacdo e enfermidades, fatores estes mais ligados ao
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ambiente ao qual as larvas sdo submetidas, do que a qualidade reprodutiva dos

progenitores.

Andlises histologicas do tecido gonadico

A realizacéo das analises histoldgicas possibilitaram a obtencéo de dados
seguros referentes a reproducdo do Perna perna que contribuiram para dar
suporte a analise macroscopica (identificacdo do estadio do ciclo reprodutivo) e
célculo do IC. De acordo com Magalhdes (1998), o inicio da maturidade sexual
nos mexilhdes Perna perna, € caracterizado pela perda do aspecto homogéneo
do manto, devido a formacdo e ramificacdo dos canais genitais e esbocos
foliculares das gbnadas, estas se formam a partir da intensa ramificacdo dos
canais genitais, cuja extremidade distal alargada foi denominada pelos
especialistas de foliculo. Os valores obtidos indicaram que, nos meses que
prevaleceram animais no estadio sexual IlIA, com IC alto 7 a 12, as respostas a
inducédo foram superiores a 60%. Esses dados sdo compativeis com as analises
histologicas do tecido gonadico (Figura 6) para esses animais, que mostram
replecdo total ou quase completa dos foliculos gonadicos, com pouco tecido
conjuntivo e gametas tanto femininos quanto masculinos ja presentes na luz dos
gonodutos. Nesses animais, fica nitido o desprendimento dos gametas femininos
da parede dos foliculos e sua forma redonda, indicando que estdo maduros e
prontos para a eliminacao.

Nos meses de setembro, fevereiro e marco, foi verificada a menor
ocorréncia de animais no estadio sexual IlIA (prevalecendo os IlIB e IlIC) e
também, os menores valores de indice de condicao, indicando um periodo pés

desova no ambiente natural, coincidente com o aspecto do tecido gonadico
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revelado pela analise histolégica. Nesses animais fica evidente a grande
quantidade de tecido conjuntivo, os foliculos total ou quase completamente
vazios. Além disso, pode-se notar também que 0s poucos gametas que restam
apresentam morfologia alterada e indicacdo de degradacdo ou reabsorcéo,

compativeis com situacdes pds-desova.

A D
B E
C F

Figura 6. Aspecto do cortes histologicos do tecido gonadico de mexilhdes (coloracao
HE) em diferentes estadios macroscoépicos IlIA, IlIB e 1lIC do ciclo sexual.

Em A, B e C (Fémeas) e D, E e F (Machos) — a barra representa 100 pm.
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Embora seja possivel a obtencdo de gametas quando animais se encontram
no periodo pos-desova, os resultados das indu¢des ndo sdo muito eficientes, além
de um menor numero de animais responder positivamente ao processo, o numero de
gametas obtidos e a fecundacéo ficam aquém do desejado.

Como o processo de reproducdo em ambiente controlado tem um custo
relativamente elevado, a busca pela maior eficiéncia € imprescindivel para a
viabilizacdo do mesmo. Isso pbde ser alcancado com os resultados deste trabalho, a
partir dos quais podemos calcular a quantidade de animais necessaria para a
inducdo, em funcdo da necessidade de larvas a serem produzidas, com base no
estadio macroscopico e no indice de condicao.

Quanto a caracterizacdo das diferentes fases do ciclo sexual, tanto no
aspecto macroscopico como microscopico, verificou-se que o0 presente estudo
corrobora os resultados ja obtidos sobre a reproducdo do mexilhdo Perna perna para
o litoral catarinense: o maior periodo de emissdo de gametas € a primavera e verao.

Estes resultados, além de acrescentar informagdes as obtidas anteriormente
em estudos da reproducdo do Perna perna, podem vir a colaborar com trabalhos
futuros, principalmente de larvicultura e assentamento. Aliando estes resultados com
as taxas de sobrevivéncia na larvicultura e posteriores taxas de assentamento,
provavelmente sera possivel determinar a eficiéncia da producdo de sementes para
o cultivo comercial, o custo total de producéo e o volume de sementes que pode ser
produzido, possibilitando assim uma alternativa sustentavel de obtencdo de
sementes para o0s produtores, propiciando uma menor pressdo sobre os estoques

naturais.
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Conclusbes

Y

— E viavel obter mexilhdes de cultivo prontos para a inducdo a eliminacdo de
gametas durante todo o ano;

— O processo de inducdo € mais eficiente em animais no estadio sexual IlIA mas
pode ocorrer em periodos em que existe predominancia de individuos IlIC;

— Os dados da andlise morfolégica coincidem com os de indice de Condigéo e com
as andlises histoldgicas, demonstrado ser esse um método pratico mas eficiente
para determinar o periodo reprodutivo do mexilhdo Perna perna;

— A maturacdo dos mexilhdes de cultivo no ambiente natural é permite bons
resultados de inducdo a desova e producdo de larvas, ndo necessitando a

realizacdo de maturacao adicional em laboratorio.
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