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RESUMO

Na obtencdo de sementes da vieira Nodipecten nodosus em laboratério, a maturagdo dos
reprodutores € uma etapa importante, ja que o estado nutricional dos reprodutores esta relacionado
com a quantidade e qualidade das larvas geradas. Neste estudo foi avaliada a utilizagao de dietas
ricas em carotendide (astaxantina) ou enriquecidas com os acidos graxos DHA e EPA na maturagao
de reprodutores de N. nodosus e seu efeito nos estagios sexuais, acumulo de astaxantina e, no
rendimento de larvas e de pré-sementes. Para isso, foi padronizado uma metodologia de extragédo de
carotendides da porgéo feminina da gbnada da vieira N. nodosus sendo a melhor solugéo extratora a
Ac=0: Hex 1:3. Foi possivel descrever macroscépica e histologicamente 4 estagios sexuais bem
definidos sendo que, os estagios sexuais de pré-desova avangada (estagio 2B, com 45,06 + 6,35
ng.mL" de astaxantina) e de desova inicial (estagio 3A, com 38,01 + 7,16 pg.mL™" de astaxantina) foi
onde se detectou as maiores quantidades desse carotendide. Na maturagao de reprodutores da vieira
N. nodosus as dietas Algamac50%, Algamac75%, Algamac100% e Cm:H.pluvialis50%, ricas em
carotendides, proporcionaram um maior acumulo de astaxantina na por¢céo feminina da génada, bem
como um efeito positivo no desenvolvimento dos estagios sexuais dos reprodutores e no rendimento
larval. Na maturagdo com dietas enriquecimento com o acido graxo, a dieta T-Isso + EPA favoreceu
a maturagao dos reprodutores, bem como um efeito positivo no rendimento de larvas “D”, pedivéliger
e de pré-sementes, 97,62 + 2,18%, 99,05 + 2,86% e 42,71 + 0,27%, respectivamente.

Palavras Chave: Nodipecten nodosus, vieira, maturagao, dieta, larvas, astaxantina, acidos graxos.



ABSTRACT

In seeds production of the scallop Nodipecten nodosus in hatchery, the broodstock maturation is an
important stage since the broodstock nutritional condition is related with the amount and quality of
larvae production. In this study it was evaluated the use of diets rich in carotenoids (asthaxantin) or
enriched with fatty acids DHA and EPA in the maturation of N. nodosus broodstock animals and its
effects in the sexual stage, asthaxantin accumulation and, in the larvae and spat vyield. For this, an
extraction methodology of carotenoids of the female portion of the N. nodosus scallop gonad was
standardized being the best extracting solution, Ac=0O: Hex 1:3 ration. It was possible to describe
macrocospically and histologically 4 well defined sexual stages. In the advanced pre-spawning sexual
stage (sexual stage 2B, with 45.06 + 6.35 pg.mL'1 of asthaxantin) and of initial spawning (sexual stage
3A, with 38.01 £ 7.16 pg.mL'1 of asthaxantin) it where detected the bigger amounts of this carotenoid.
In the broodstock maturation of the N. nodosus scallop the diets Algamac50%, Algamac75%,
Algamac100% and Cm: H.pluvialis50%, rich in carotenoids, provided the biggest accumulation of
asthaxantin in the feminine portion of the gonad, as well as a positive effect in the sexual stages
development of the broodstock animals and in the larval yield. In the maturation with diets enriched
with fatty acid, the T-Iso+EPA diet favored the maturation of the broodstock animals, as well as a
positive effect in the larvae “D” production, pedivéliger and spat yield, 97.62 + 2.18%, 99.05 + 2.86%
and 42.71 + 0.27%, respectively.

Key words: Nodipecten nodosus, scallop, maturation, diets, larvae, astaxanthin, fattys acids.



PROPOSTA DA TESE

Esta Tese nasce a partir de uma demanda do proprio Laboratério de Moluscos Marinhos
(LMM), de aprimorar as técnicas de reprodugédo em laboratério da vieira Nodipecten nodosus, visando
uma maior produgado de sementes. Em uma revisao bibliografica realizada para camardes, percebeu-
se que os carotenodides apresentavam efeito positivo na reproducao e na sobrevivéncia de larvas de
camarao, entdo, pensou-se: “porque nao testar o enriquecimento de dieta dos reprodutores da vieira
com fontes de carotendides também?”. Realizou-se, entdo, uma revisdo bibliogréfica, visando
procurar trabalhos semelhantes em moluscos, observando-se que, até o presente momento, nao
havia publicagdes acerca desse tema. A partir desta constatacdo nasceu a proposta e estudar os
efeitos dos carotendides na maturagdo e sobrevivéncia larval da vieira, uma vez que o 6rgao
reprodutivo feminino da vieria apresenta uma colocardo alaranjada, o que pode estar relacionada com
a quantidade de carotendides presentes no tecido.

Na revisédo bibliografica realizada observou-se que os carotendides, além de apresentarem
efeito positivo na maturacdo e sobrevivéncia larval de camardes, também apresentavam efeito no
sistema imunoldgicos dos animais, por seu alto potencial antioxidante. Assim, decidiu-se que, além do
efeito na reproducdo mostrava-se interessante saber o efeito dos carotendides no sistema
imunoldgico das vieiras.

E importante destacar que o carotendide avaliado neste estudo foi a astaxantina, por ser o
carotendide em maior quantidade presente na génada da vieira N. nodosus, segundo resultados
obtidos em bioensaio preliminares.

Outro aspecto observado nesta revisdo bibliografica foi a grande quantidade de trabalhos
avaliando o efeito dos lipideos na reprodugdo de moluscos em geral e por isto decidiu-se também
avaliar os efeitos dos lipideos em N. nodosus.

Para alcancar todos esses objetivos, optou-se em dividir o presente estudo em cinco

capitulos, onde:

o Capitulo lll: para a realizagdo deste estudo foi necessaria a definicdo de um protocolo de
extracdo de carotendides da gbnada da vieira, visto que até entdo, ndo havia um trabalho
definindo o melhor método para extragdo de carotendides. Foram encontrados apenas dois
trabalhos com extragdo de carotendides de pectinideos, os quais utilizaram método de extracéo
para camardes e peixes, com produtos altamente téxicos. Por isto foi necessario definir um

protocolo de extracédo de carotendides da vieira;

e Capitulo IV: Além do protocolo de extragdo de carotendides foi necessaria a descrigdo dos
estagios reprodutivos da viera N. nodosus de cultivo e a quantidade de astaxantina em cada

estagio sexual.

e Capitulo V: Neste capitulo foram realizados 3 experimentos de maturagao com duas fontes de
astaxantina, a microalga Haematococcus pluvialis seca, vendida comercialmente como Algamac

AST e viva, produzida no LMM, avaliando o acumulo de carotendides na porgcao feminina da



gbnada e o estagio sexual apds a maturagdo. Para isto foi necessaria a realizacdo de
bioensaios: (1) definicdo da melhor concentragdo de microalgas na alimentagéo de reprodutores
da vieira N. nodosus; (2) producado da microalga H. pluvialis viva no LMM, a qual demandou a
realizagdo de bioensaios para definicdo no melhor método de estresse desta microalga para a
producéo de carotendides. (3) criagdo de um sistema no LMM eficiente para a alimentagéo dos
reprodutores com a microalga seca; (4) realizagdo de um curso de bioquimica no LMM para a
capacitacao dos técnicos e alunos envolvidos no presente estudo na quantificagdo de proteina,
lipideos e carboidratos em microalgas. Neste capitulo, também foram descritos os resultados da
eliminagcdo de gametas, larviculturas (para os 3 experimentos) e assentamento (s6 para o
experimento 3) para cada tratamento testado na maturagéo, a fim de avaliar o efeito da
maturacdo dos reprodutores alimentados com dietas ricas em astaxantina na eliminagdo de

gametas e rendimento de larvas e pré-sementes.

e Capitulo VI: Neste capitulo foi avaliado o efeito dos carotendides nos parametros hemato-
imunolégicos dos reprodutores da vieira maturados com fontes de carotendides. Os parametros
hemato-imunoldgicos foram avaliados em parceria com um aluno de mestrado, Delano Schleder,
o qual desenvolveu sua dissertacdo de mestrado, gerando uma publicacéo ja aceita. Os dados
de maturagéo, acumulo de astaxantina, eliminagdo de gametas e rendimento de larvas avaliados
neste experimento foram descritos neste capitulo. Neste capitulo utilizou-se o NatuRose como
fonte de astaxantina, que é a microalgas Haematococcus pluvialis seca e tem a mesma

composicao que o Algamac AST.

o Capitulo VII: Neste capitulo foi avaliada a maturacdo de reprodutores da viera com a
implementacao dos acidos graxos DHA e EPA e seu efeito no estagio sexual, eliminagdo de

gametas e o rendimento de larvas e de pré-sementes.

Produgéo bibliografica durante o estudo relacionado ao Doutorado:
Artigos aceitos para publicagdo
1. Stuhnel, S., Lagreze, F., Ferreira, J.F., Campestrini, L. H., Maraschin, M., in press. Carotenoid

extraction from the gonad of the scallop Nodipecten nodosus (Bivalvia; Pectinidae). Brazilian

Journal of Biology. Acceped in 2008.

2. Schleder, D.D., Kayser, M., Sihnel, S., Ferreira, J.F., Rupp, G.S., Barraco, M.A., 2008. Evaluation
of hemato-immunological parameters during the reproductive cycle of the scallop Nodipecten
nodosus in association with a carotenoid-enriched diet. Aquaculture, in press. Accepted in May,
1™ 2008.

Artigo enviado para publicagdo
1. Slihnel, S., Lagreze, F., Bercht, M. Ferreira, J.F., Schaefer, A.L.C., Magalhdes, A.R.M., Maraschin,

M. The relations between the reproductive cycle, astaxanthin levels and gonadic maturation in



the scallop Nodipecten nodosus (Bivalvia; Pectinidae). Brazilian Journal of Biology. Enviado em
julho de 2008.

Resumos Publicados em Anais de Congressos

1. SUHNEL, S., LAGREZE, F., MARASCHIN, M., FERREIRA, J.F.. The effect of an enriched diet
whith Algamac AST on carotenoids accumulation during hatchery maturation of the scallop
Nodipecten nodosus (BIVALVIA:PECTINIDAE) In: XllI International Symposium on Fish
Nutrition and Feeding, 2008, Florianépolis.

2. FERREIRA, J.F., SUHNEL, S., LAGREZE, F., PEREIRA, A, SILVA, F. C., GOMES, AM.CH.,
BERCHT, M. Obtengéo de larvas de Nodipecten nodosus produzidas a partir de reprodutores
maturados com dietas enriquecidas com ALGAMAC AST In: XX Encontro Brasileiro de

Malacologia, 2007, Rio de Janeiro.

3. SCHLEDER, D.D., KAYSER, M.R., SUHNEL, S., FERREIRA, J.F., RUPP, G.S., BARRACCO, M.A.
Andlise comparativa de alguns parametros hemato-imunolégicos em reprodutores de vieira

Nodipecten nodosus antes e apés a desova In: ENBRAPOA, 2006

4. SCHLEDER, D.D., KAYSER, M.R., SUHNEL, S., FERREIRA, J.F., GARGIONI, R., RUPP, G.S.,
BARRACCO, M.A. Estudo basico do sistema imune da vieira Nodipecten nodosus (Linnaeus,
1758) do litoral de Santa Catarina In: ENBRAPOA, 2006

5. LAGREZE, F., SUHNEL, S., ZANETTE, G., PEREIRA, A., SILVA, F. C., GOMES, AM.C.H.,
FERREIRA, J.F. Estudo preliminar do consumo de microalgas pela vieira Nodipecten nodosus

In: AquaCiencia, 2006, Bento Gongalves.



22

CAPITULO | - Introdugéo Geral

1.1. Apresentagdo e Problematica

Os pectinideos sdo moluscos bivalves, da familia Pectinidae, que apresentam importancia
econdmica. Devido ao seu elevado valor comercial e a sua intensa pesca, esta espécie tem sido foco
de diversas pesquisas a nivel mundial.

No litoral brasileiro, a familia Pectinidae estd representada por 6 géneros e 16 espécies
(RIOS, 1994). Destas 16 espécies, destacam-se as espécies Nodipecten nodosus e Euvola ziczac por
serem de interrese econdmico no Pais.

Segundo estudos desenvolvidos por Rupp et al. (1992) e Manzoni e Rupp (1993), a espécie
N. nodosus apresenta um bom potencial para cultivo em ambiente natural.

Entretanto, para o éxito da atividade de cultivo e manejo pesqueiro, € fundamental que exista
um bom conhecimento sobre a biologia das espécies envolvidas (SHUMWAY, 1991).

O principal ponto critico no cultivo de pectinideos, assim como o de outros moluscos
marinhos, € a obtencédo de larvas e sementes (moluscos jovens) (HARDY, 1991). As sementes
podem ser obtidas através da captacdo no ambiente natural ou podem ser produzidas em
laboratodrios (“hatcheries”).

Pesquisas para obtencdo de sementes de N. nodosus através de coletores artificiais
colocados em ambiente natural, demonstraram que esta espécie possui uma baixa taxa de captagao,
devido a sua baixa densidade e a dispersao das populagdes (OSTINI; POLI, 1990; MANZONI; RUPP,
1993; MANZONI et al., 1996; URIARTE et al., 2001).

Os autores Loosanoff e Davis (1963) desenvolveram técnicas que beneficiaram a produgéo de
larvas de moluscos bivalves em laboratério. Atualmente, para pectinideos sao utilizadas técnicas
especificas como as de Chew et al. (1987), Bourne et al. (1989) e lllanes (1990). Essas técnicas
compreendem as seguintes etapas: obtencdo e transporte de reprodutores, condicionamento de
reprodutores, indugdo a desova, larvicultura, assentamento e metamorfose, producdo de pré-
sementes (bergario) e, finalmente, transferéncia para o mar.

Para a espécie N. nodosus, os autores Rupp (1994), Rupp (1997), Rupp et al. (2000a), Rupp et
al. (2000b), De Bem et al. (2001a), De Bem et al. (2001b), De La Roche et al.(2002), Rupp e Parsons
(2004), Rupp et al. (2004a) e Rupp et al. (2004b) estudaram as técnicas de produgcéo de sementes e
caracteristicas biolégicas da espécie.

Na reprodugao de vieiras a alta mortalidade € um ponto critico. Segundo Nicolas et al. (1996), a
mortalidade de larvas esta associada a presenga de bactérias. Lodeiros (1988) cita que as
instalagées de um laboratério sdo adequadas para a proliferagdo bacteriana, devido a presencga de
cultivos de microalgas, a presenga de matéria organica e a temperatura constante, as quais induzem
0 crescimento bacteriano. A presenga das bactérias € demonstrada pelo uso profilatico de agentes
anti-bacterianos que aumenta a sobrevivéncia nos cultivo (ROBERT et al., 1996).

Um dos métodos para controlar a proliferagdo de patégenos em "hatcheries" € a utilizacdo de
antibioticos (AVENDANO; RIQUELME, 1999; DE BEM, 1999). Cabe destacar que a utilizagdo destes

antibidticos aumenta a porcentagem de sobrevivéncia, entretanto, esta técnica normalmente gera
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cepas bacterianas resistentes aos antibidticos (FITT et al.,, 1992; MADIGAN et al. 1997). A utilizagao
de diversos tipos de antibiéticos em animais para o consumo humano esta proibida em diversos
paises com, por exemplo, nos paises da Unidao Européia.

Métodos profilaticos alternativos tém sido propostos para o controle de enfermidades na
larvicultura, como por exemplo, a utilizagdo de bactérias probidticas, limpeza dos equipamentos com
produtos naturais, entre outros.

Outra alternativa para melhorar a qualidade larval em forma direta é através da nutricdo. Cabe
destacar que, até o presente momento nao foi testado o enriquecimento de dietas para reprodutores

de Nodipecten nodosus durante a maturacéo de reprodutores com carotendides e acido graxos.

1.2. Caracteristicas bioldgicas de Nodipecten nodosus
1.2.1. Taxonomia

Classificagao da espécie Nodipecten nodosus (Figura1) segundo Smith (1991):

Phylum: Mollusca

Classe: Bivalvia
Subclasse: Pteriomorphia
Superordem: Eupteriomorphia
Ordem: Ostreoida
Subordem: Pectinina
Superfamilia: Pectinacea
Familia: Pectinidae
Género: Nodipecten

Espécie Nodipecten nodosus (LINNAEUS, 1758)
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Figura 1. Reprodutor da vieira Nodipecten nodosus. A barra representa 2 cm.

1.2.2. Distribuicao e habitat
A espécie Nodipecten nodosus, conhecida também com o nome popular de “vieira”, € o maior
dos pectinideos registrados para o litoral brasileiro (RIOS, 1994). Segundo Rupp e Parsons (2006) a
sua distribuicdo geogréfica se estende desde o sul do mar do Caribe, llhas Virgens, América Central
Sul da Peninsula de Yucatam, passando por Panama, Coldmbia e Venezuela e de forma descontinua
no Brasil, sendo encontrada em Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e Santa Catarina.
Os dados batimétricos desta espécie sdo escassos. Segundo Smith (1991) descreve a
ocorréncia de exemplares entre 10 e 15 metros e Rupp (1994, 1997), na llha do Arvoredo, Santa
Catarina, a ocorréncia entre 6 e 30 metros de profundidade. Segundo Rios (1994), os pectinideos

encontran-se sob o substrato arenoso e de algas calcarias.

1.2.3. Alimentagao

O processo de alimentagdo dos moluscos bivalves é através da filtragdo, sendo um
mecanismo que permite a remogao de materiais particulados microscépicos suspensos na coluna
d’agua.

Os filtradores se alimentam removendo o material particulado suspenso na coluna d'agua,
sua composic¢ao inclui além de fitoplancton particulas inertes que compde o detrito, podendo ser de
origem organica ou inorganica.

Os bivalves formam uma corrente de agua por suas branquias onde o alimento & coletado e

levado ao sistema digestivo através do transporte ciliar. Esta remog¢éo das particulas em suspensao
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na agua por bivalves, recebe o nome de Taxa de Clareamento, calculada através do volume de agua
liberado de suas particulas por unidade de tempo (litros/hora) (NAVARRO, 2001).

Segundo Vernet (1977), adultos de pectinideos retém com maior eficiéncia particulas
pequenas menores que 40 micrébmetros e as larvas entre 5 e 8 micrometros.

Os bivalves possuem capacidade de manter as taxas de nutrientes relativamente constantes,
balanceando e controlando as taxas de ingestao, absor¢édo de nutrientes, eliminacdo de pseudofezes
(compostas por “pellets” formados pelas particulas rejeitadas, associadas a um muco protéico) e
fezes.

Essa resposta funcional as variagdes de concentragéo de alimento foi estudada em Mytilus
edulis:

v Com alta concentragdo de alimento a taxa de filtragdo e o bombeamento de agua diminuem, a
producao de pseudofezes aumenta, mantendo uma taxa de ingestao proxima do nivel maximo;
v Com baixa concentracdo de alimento a taxa de ingestdo aumenta e se estabiliza quando as

pseudofezes sédo produzidas e ocorre um enchimento do trato digestivo.

1.2.4. Reproducgao

Nodipecten nodosus é um bivalve hermafrodita funcional (simultaneo) (RUPP, 1994;
LODEIROS et al, 1997), com desovas ao longo do ano, sendo as épocas de maior intensidade na
primavera e no verdo (VELEZ, 1987; MANZONI, 1994; MANZONI et al., 1996). Estudos
desenvolvidos por Manzoni (1994), na regidao da llha do Arvoredo mostraram que ha uma baixa
captagao de sementes desta espécie. Estes dados, somados as desovas assincronas, sugerem que 0
fornecimento de sementes, desta espécie para a produgdo comercial, seja através da produgcédo em
laboratorio.

A gbnada é uma glandula definida envolvida por um tegumento. O tegumento € composto
por: um epitélio externo, uma lamina basal e um tecido conjuntivo (tecido sub-epitelial perigonadico).
A gbnada contém gonoductos, vasos sanguineos, fibras musculares e parte do intestino. A parte
masculina da gbnada, de cor branca, esta na zona proximal e a feminina, de cor alaranjada, na
por¢do distal. Os foliculos apresentam forma de bulbo, delimitados por um tecido conjuntivo
intersticial, o qual quando o foliculo esta cheio é mais fino e quando esta vazio é mais espésso
(ROMAN et al., 2001).

O ciclo gametogénico envolve um periodo de repouso da atividade reprodutiva (periodo
vegetativo), periodo de diferenciacdo celular, de crescimento citoplasmatico, de vitelogénese
(maturagao), de desova (liberacdo de gametas) e de reabsorcdo dos gametas que nao foram
liberados na desova (BARBER; BLAKE, 1991).

A identificagao do estagio de desenvolvimento gonadico pode ser realizada por uma inspegao
visual da gbnada observando seu tamanho, coloragdo e espessura. Contudo, este método pode
conduzir a estimativas subjetivas. Outro método direto de identificacdo é o indice gonadico, obtido
através do peso da gbénada dividido pelo peso total dos tecidos moles. Este método é simples e de

aplicacdo direta, contudo o seu inconveniente é que o animal é sacrificado (ROMAN et al., 2001).
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Segundo Utting e Millican (1997), as reservas de alimento antes de entrar no processo de
vitelogénese sdo fundamentais. Estes autores também relatam que um melhor estado nutricional
aumenta a fecundidade e a qualidade dos ovos produzidos. Segundo Uriarte et al., (2001)
recentemente tem sido demonstrado que existe um efeito do estado nutricional dos reprodutores e a
qualidade das larvas resultantes.

Hernandez et al., (2000) descrevem que as larvas resultantes de progenitores alimentados
com alta proteina mostraram um crescimento superior a larvas procedentes de reprodutores
condicionados com dieta protéica normal.

Em Pecten maximus as reservas de proteinas, carboidratos e lipideos no musculo adutor e
lipideos na glandula digestiva, sdo transferidos para o desenvolvimento gonadico durante o
condicionamento de reprodutores (SOUDANT et al., 1996) em resposta ao aumento da temperatura.
De mesmo modo, a temperatura inicia o processo de gametogénese, fecundidade e qualidade dos
ovos produzidos aumentam quando sdo dados suprimentos algais (DEVAUCHELLE; MINGANT,
1991).

Segundo Wilson et al. (1996), o condicionamento de reprodutores € uma etapa importante no
processo de cultivo de bivalves em laboratério, embora nao sempre com total sucesso. Este
condicionamento é usualmente atingido pela manipulacéo de regimes alimentares e da temperatura
da agua no laboratoério.

Os moluscos bivalves apresentam ciclos estacionais de armazenamento de energia, o qual é
regulado por fatores exdgenos e enddégenos. A energia € armazenada pelos animais durante
periodos n&o reprodutivos sendo usada subsequientemente para:

v" O suporte e a manutengdo quando o alimento é escasso;

v' Produzir um incremento liquido em massa em outros periodos do ano;
v' Substituir perda de massa em outros periodos do ano;

v" Produzir gametas (BARBER; BLAKE 1985; BAYNE, 1985).

A qualidade das dietas fornecida aos reprodutores explica uma grande parte das
variabilidades experimentadas durante o cultivo de bivalves e como afeta a composi¢do dos gametas
e a qualidade das larvas (NEVEJAN et al., 2003).

Durante a ovogénese, os odécitos adquirem suas reservas de lipideos de trés fontes principais:

v" Do musculo adutor, no qual o glicogénio é convertido em lipideo. (GABBOTT 1975;
BAYNE et al., 1982; BARBER; BLAKE 1985a);

v' Da transferéncia de lipideos das reservas na glandula digestiva para a gbnada feminina
(VASSALO, 1973; BARBER; BLAKE 1981; BARBER; BLAKE 1985a);

v' Diretamente do alimento quando os adultos sdo colocados sob estresse nutricional
(GALLAGER; MANN 1986; SOUDANT et al., 1996b).

As reservas de energia, armazenadas nos odcitos, sao catabolisadas no desenvolvimento
embrionario (odcitos fertilizados) até a larva “D”. Contudo, o catabolismo de energia ocorre para
manter a larva durante o estagio transitério de consumidor endégeno para exégeno (WHYTE et al,,

1990). A sobrevivéncia de larvas de Mercenaria mercenaria e Crassostrea virginica esta altamente
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correlacionada com as reservas totais de lipideos depositados nos odcitos durante a vitelogénese
(GALLAGER; MANN, 1986).

Segundo Bayne et al. (1975), o desenvolvimento das larvas de Mytilus edulis esta
correlacionado com o nivel de lipideos nos odécitos antes de serem fertilizados. A viabilidade das
larvas de Ostrea edulis esta relacionada com o conteudo lipidico, particularmente a fragao lipidica
neutral, no momento da liberagéo das larvas (HELM et al., 1973).

Diferentes qualidades de conteldo lipidico, utilizadas em dietas no condicionamento de
reprodutores, mostraram os efeitos das deficiéncias de acidos graxos especificos em odcitos e larvas
de bivalves (UTTING; DOYOU 1992; MILLICAN; HELM 1994; SOUDANT et al., 1996a).

1.2.5. Estagios de desenvolvimento larval

O desenvolvimento das larvas de pectinideos compreende diferentes estagios. Em cada
estagio a larva de pectinideos apresenta diferentes caracteristicas. O tempo de desenvolvimento
larval pode variar em fung¢éo de diversos fatores, como por exemplo: temperatura, uso de antibidticos
e alimentagao.

Para Nodipecten nodosus o ciclo varia, segundo Rupp (1994), de 15 a 19 dias.

Os estados de desenvolvimento larval para pectinideos que podem ser vistos na Tabela 1.
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Tabela 1. Resumo com algumas das principais estruturas externas em cada estado larval e pés-larval

para pectinideos, com as dimensdes médias e o tempo de desenvolvimento.

Dimensao média

Estagio Tempo Principais estruturas
(nm)

Ovulo 60 0 Membrana vitelinea, coloragdo vermelho-
alaranjado

Trocofora 70 -80 10-12 horas  Flagelo sensitivo, ativamente nadantes

Véliger (“larva D”) 100 22 horas Velum ciliado, flagelos sensitivos

veliconcha 160-200 11 dias Umbo, velum, flagelos sensitivos,
prodissoconcha |

Pediveliger 186-250 14 dias Pé, mancha ocular, prodissoconcha | e Il, calo
do pé por onde sai 0 bisso

Pés-larva 270-295 19-21 dias Dissoconcha, branquias, pds-larvas fixadas ao

substrato ou rastejando a busca de um

substrato com o pé ativo

(Fonte: RUPP, 1994; RUPP; PARSONS, 2006)

1.3. Aspectos sobre o sistema imunolégico de Pectinideos

Os moluscos, como todos os invertebrados, dispdem de um sistema imunoldgico que os

protege contra patdgenos. Seu sistema imune esta restrito a uma imunidade inata ou natural, ndo

possuindo o sistema adaptativo altamente especifico dos vertebrados.

De forma semelhante a todos os animais, o sistema imune dos moluscos esta relacionado

principalmente ao seu sangue ou hemolinfa.

Este sistema engloba reacbes celulares,

desempenhadas pelas células circulantes ou hemacitos, reacbes humorais, onde atuam proteinas e

outras moléculas plasmaticas e reagdes integradas em sistemas multiméricos que envolvem
respostas celulares e humorais (VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001).
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Os hemdcitos sdo classificados em dois grupos celulares; aqueles que contém muitos
granulos, denominados hemdcitos granulares ou granuldcitos, e aqueles com pouco ou nenhum
granulo, conhecidos como hemacitos agranulares, hialinos ou agranulécitos (HINE, 1999).

Ha, entre os moluscos pectinideos, uma controvérsia quanto a presenca dos hemdcitos
granulares. Foi referido que, em Chlamys varia e Pecten maximus, ndo sao encontrados hemacitos
granulares na hemolinfa (AUFFRET, 1988; HENRY et al., 1990; MORTENSEN; GLETTE, 1996). No
entanto, ha relatos da presenca de granulécitos em Chlamys farreri (Liu et al., 2004), Argopecten
irrdians irradians (LIU et al., 2004; ZHANG et al., 2005; HEGARET; WIKFORS, 2005), e Argopecten
purpuratus (GONZALEZ; ARENAS, 2002; LUNA-GONZALEZ et al., 2003).

Os granuldcitos, de modo geral, parecem ser as células mais ativas na fungdo imunologica.
Embora sua composigao e fungao possam variar grandemente entre os bivalves por diversos fatores,
sdo capazes de fagocitar ativamente, produzir enzimas digestivas, gerar espécies reativas de
oxigénio, ativar o mecanismo da enzima fenoloxidade e produzir lectinas com diferentes padrdes de
ligagéo ao patdgeno (HINE, 1999). Recentemente foi identificada a presenga de hemdcitos granulares

em Nodipecten nodosus por Schleder et al. (in press).

1.3.1. Fagocitose

A principal resposta imune celular é a fagocitose, que representa a primeira linha de defesa
contra a invasdo de microorganismos. Neste processo, os agentes estranhos sédo englobados,
internalizados e destruidos imediatamente apés o contato com hemodcitos (MORTENSEN; GLETTE,
1996).

A degradagdo do agente estranho no fagossoma é procedida por uma gama de mecanismos
microbicidas, os quais podem incluir a liberagdo de enzimas degradativas e oxidativas (PIPE, 1990;
RENWRANTZ et al.,, 1996), a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e os peptideos
antimicrobianos (PIPE, 1992; ARUMUGAM et al., 2000).

Os hemdcitos podem também liberar outros compostos como parte de sua estratégia de
defesa, destacando-se entre estes as aglutininas ou lectinas e as moléculas do sistema pro-
fenoloxidase (proPO) (LUNA-GONZALEZ et al., 2003).

1.3.2. Espécies reativas de oxigénio (ERO)

As ERO sdo moléculas produzidas que possuem um papel importante na degradacdo de
microorganismos invasores, no entanto, também podem danificar o tecido do hospedeiro. Para
neutralizar os efeitos ndo desejados, existem enzimas antioxidantes como: a glutaiona-redutase, a
catalase e SOD. Ademais, tem sido reportado varios compostos de baixo peso molecular tais como: a
glutationa, carotendides e as vitaminas C e E (ROCH, 1999; VARGAS-ALBORE; BARRACCO, 2001).

Os autores Camus et al. (2002) evidenciaram o aumento na produgéo de ERO e deplecao na
defesa antioxidante (glutationa) em Chlamys islandicus expostos ao benzopireno. Hégaret e Wikfors
(2005) também observaram o incremento das ERO em Argopecten irradians irradians infectados pelo

protozoario Prorocentrum minimum.
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1.3.3. Peptideos Antimicrobianos

Em moluscos bivalves, os peptideos antimicrobianos (PAM) foram identificados, apenas muito
recentemente, na hemolinfa dos mexilhdes Mytilus edulis (CHARLET et al, 1996) e M.
galloprovincialis (MITTA et al., 2000a; MITTA et al., 2000b). Em M. galloprovincialis, por exemplo,
foram identificadas quatro classes de PAM, com diferentes isoformas: defensinas, mitilinas, miticinas
e mitimicinas (MITTA et al., 2000a).

1.3.4. Formacgao de capsulas e nodulaciao

Em bivalves, também se tem relatado a formacgéo de capsulas e nédulos, onde a invasao por
parasitas desencadeia, usualmente, uma resposta inflamatéria caracterizada pela infiltragdo de
hemocitos no tecido infectado e o encapsulamento do agente estranho. Nestes processos sao
utilizados, pelos hemdécitos, os mesmos mecanismos microbicidas da fagocitose (VARGAS-
ALBORES; BARRACCO, 2001).

1.3.5. Lectinas

As reacbes humorais sao mediadas por proteinas e outras moléculas plasmaticas presentes
no plasma dos moluscos bivalves, que atuam sinergisticamente com as reacgbes celulares, otimizando
assim a resposta imune, na qual se destacam as lectinas.

Uma das fungdes das lectinas parece ser a de participar nos mecanismos de reconhecimento
de elementos exdégenos em invertebrados, resultando na opsonizagdo e/ou aglutinagdo dos
microorganismos oportunistas e/ou patogénicos (MARQUES; BARRACCO, 2000). No que se refere
as lectinas, a ocorréncia destas moléculas na hemolinfa de bivalves foi descrita por diferentes autores
dentre eles Tunkijanukij et al., (1997) e Yakovleva et al., (2001). Contudo, n&do se tem registro da

presenca e/ou da atividade de lectinas em pectinideos, até a presente data.

1.3.6. Sistema Pro-fenoloxidase

O conhecimento detalhado sobre o sistema pro-fenoloxidase (proPO) e seu papel na
imunidade de invertebrados foi extensivamente estudado em artrépodes, notavelmente, em insetos e
crustaceos (CERENIUS; SODERHALL, 2004). Entretanto, para moluscos existem apenas alguns
poucos relatos sobre a ocorréncia deste sistema, sua ativagdo e envolvimento no sistema imune
(ASOKAN et al., 1998; MERCADO et al., 2002). Em Placopecten magellanicus e Argopecten irradians
ndo houve ativagao consistente da proPO por componentes de superficie de microorganismos. Por
outro lado, Luna-Gonzalez et al. (2003) reportaram a ativagdo do sistema proPO de Argopecten

ventricosus e Nodipecten subnodosus por componentes da parede de fungos.

1.3.7. Contagem total de hemécitos

A concentragao total de proteina (CP) na hemolinfa pode também funcionar como indicador
hemato-imunolodgico de condi¢gdo de saude em bivalves. Em pectinidios, foi evidenciado o aumento
das CP com o incremento da temperatura até 25 °C. No entanto, quando a temperatura foi elevada

até 30 °C, observou-se uma queda brusca deste parametro (LIU et al., 2004).
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Os hemogramas, representados pela a contagem total (THC — “total haemocytes count”) e
diferencial de hemdcitos (DHC - “differential haemocytes count”) funcionam como um dos
imunoparametros mais amplamente utilizado para expressar as condi¢des de saude de bivalves
(VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001), apesar das amplas variagdes tanto entre individuos
quanto entre espécies de bivalves.

O estudo feito por Bower et al. (1998) trabalhando com grupos de Patinopecten yessoensis
de diferentes localidades, e infectados pelo protozoario Perkinsus qugwadi, mostraram que alguns
grupos apresentaram um maior numero de hemécitos, enquanto outros, mesmo infectados, nao
demonstraram alteragao na quantidade destas células.

Ja na ostra Crassostrea virginca e o pecten Argopecten irradians irradians infectados pelo
dinoflagelado Prorocentrum minimum, os autores descrevem que houve um aumento significativo da
THC (HEGARET; WIKFORS, 2005).

1.4. Os carotendides
1.4.1. Histoérico

Os primeiros pigmentos foram isolados no ano de 1831, da cenoura (HUGHES, 1994). Em
1988, ja tinham sido isoladas 400 variantes estruturais de carotendides (MORETTO; FETT, 1988) e
no ano 2000 mais de 700 variantes estruturais (LORENZ, 2000).

Os carotendides sdo pigmentos naturais mais difundidos nas plantas e nos animais. Os
carotendides compreendem uma familia de compostos naturais. As variantes estruturais estdo
descritas e caracterizadas, a partir de bactérias, algas, fungos e plantas superiores, sendo estes
organismos fotossintéticos os responsaveis pela biossintese dos carotendides.

Os mamiferos, crustaceos, peixes e moluscos nao estao bioquimicamente capacitados para a
biossintese de carotendides, mas podem acumular e/ou converter precursores que obtém da dieta
como, por exemplo, a conversao de B-caroteno em vitamina A (JOHNSON; SCHROEDER, 1995).

Os carotendides sao os principais pigmentos em muitos animais aquaticos (MEYERS, 1994).
Segundo GU et al. (1997), o carotendide astaxantina (3,3'-dihydroxy-carotene-4,4'-dione) é um dos
pigmentos responsavel pela cor da carne e gbnada de muitos animais marinhos assim como, € um

agente antioxidante.

1.4.2. Estrutura

Os carotendides podem ser classificados em dois grupos:
a) carotenos, os quais séo hidrocarbonetos carotendides;
b) oxicarotendides, que contém oxigénio além de carbono e hidrogénio.

Os oxicarotenoides podem ser: xantofilas (monoois, diois, poliois), epoxidos, furandides,
metoxilas, cetonas, aldeidos, esters, entre outros (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1984).

Os principais tipos de carotendides sdo (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1984; MEYERS, 1994):
B-caroteno, y-caroteno, a-caroteno, {-caroteno, licopeno, zeaxantina, cantaxantina, astaxantina,
Zeinoxantina, esters de capsantina, bixina, crocin, criptoxantina, luteina, acido apocarotendico etil

ester, entre outros (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica de alguns carotenoides. Fonte: FONTANA (1997).

Cabe destacar que a astaxantina é o carotendide predominante em muitas espécies de
peixes marinho e invertebrados em geral (BJERKENG et al., 1992; STOREBAKKEN; NO, 1992).

As fungbes, propriedades, acdes dos carotendides estdo ligadas as suas estruturas, a qual
possui na maioria dos casos 40 carbonos (tetraterpenos) aciclicos ou aliciclicos. Estes carbonos
formam oito unidades isoprendides (com cinco carbonos — CsHg) unidos pela ligagédo do tipo “cabega-
cauda”, com excegao da posicao central, na qual a ligagao é do tipo “cauda-cauda”, produzindo uma
estrutura simétrica com reversao do plano de simetria no centro da molécula (RODRIGUEZ-AMAYA,
1984; RODRIGUES-AMAYA, 1997; PADULA, 1999). Segundo Vieira et al. (1991), os carotendides
sdo terpenos, os quais séo estruturas, onde o esqueleto € composto de unidades de cinco carbonos,
semelhante ao isopreno.

A estrutura do esqueleto dos carotendides pode sofrer diferentes modificagdes, as quais
podem ser: hidrogenacédo, dehidrogenacgao, ciclizacdo, migracdo de dupla ligagdo, encurtamento ou
extensdo da cadeia, rearranjo, isomerizagdo, introducdo de substituintes ou contaminacédo destes
processos resultando em diferentes estruturas (RODRIGUEZ-AMAYA, 1984; RODRIGUES-AMAYA,
1997; PADULA, 1999).

Os substituintes oxigenados mais comuns sdo o0s grupos hidroxilicos e epodxidos. Sao
também encontrados grupos aldeidicos (CHO), cetbnico (C=0), carboxi (CO,H), carboximetoxi
(CO,Me) e metoxi (OMe). Os epoxicarotendides e os apocarotendides (os com cadeias mais curtas)
sdo produtos iniciais da degradacdo dos carotendides (BRITTON, 1992; RODRIGUEZ-AMAYA,
1997).
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Experimentos realizados com carotendides exigem certos cuidados com a preparagao e
manipulacdo das amostras. Em particular, os carotendides séo instaveis expostos a luz, oxigénio e
temperatura, assim como a condig¢des acidas e alcalinas (OLIVER; PALOU, 2000).

Os métodos analiticos compreendem basicamente: 1) extracdo dos carotendides com
solvente organico; 2) saponificacdo alcalina; e 3) quantificagdo em espectrofotometria ou HPLC
(STANCHER et al., 1988; OLIVER; PALOU, 2000).

A identificacdo dos carotendides pode ser feita com os seguintes pardmetros (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1984):

a) ordem de diluigdo das fragbes na coluna;
b) espectros de absorgéo visivel (Figura 3);
c) valores de Rr na camada de silica gel;

d) reagbes quimicas especificas.
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Figura 3. Espectro de absor¢cdo de carotendides quimiossintéticos e microbianos (Fonte: Fontana,
1997)

1.4.3. Propriedades
1.4.3.1. Propriedades fisico-quimicas dos carotendides
As principais propriedades fisico-quimicas dos carotendides sao:
Sequestro de oxigénio singleto;
Absorcao de luz;
Facilidade isomerizado e oxidado;
Bloqueia reacgdes por radicais livres;
Lipofilico, insoluvel em agua;

Liga as superficies hidrofébicas;

AN N N N Y NN

Inibidor da peroxidagao dos lipidios.
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Além destas propriedades citadas, os carotendides cristalizam em uma variedade de formas,
onde a cor varia de laranja vermelho para violeta e quase preto, dependendo de sua forma e
tamanho. O ponto de fusdo de carotendides é alto, geralmente varia entre 130 a 220 °C (HOSANG,
2001).

1.4.3.2. Cor dos carotendides

A cor esta relacionada com a presenca de um cromaoforo constituido de uma cadeia de duplas
ligacdes conjugadas, o qual esta ligado a habilidade do carotendide de absorver a luz na regido
visivel e o seu poder corante. Para o aparecimento de coloragdo sao necessarias no minimo sete
duplas ligagdes conjugadas.

A intensidade da coloragdo aumenta do amarelo ao vermelho, conforme o numero de duplas
ligacdes. A ciclizagao diminui o efeito das duplas ligagdes situadas no anel. Um exemplo é o licopeno
que com 11 ligagdes apresenta coloragdo vermelha, ja o B-caroteno, que apresenta ciclizagao,
apresenta coloragdo amarelada tendendo para o laranja, conforme a sua concentragao
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1984; BRITTON, 1992).

Para a coloragao de crustaceos o carotendide astaxantina, mostrou ser mais eficiente quando

comparado com canthaxantina e -caroteno

1.4.3.3. Precursor da vitamina A (retinol)

Os carotendides podem ser convertidos enzimaticamente em vitamina A pela maioria dos
animais. A vitamina A, por si mesma, ndo ocorre nos vegetais, elas podem ser formadas pela
clivagem do B-caroteno (LEHNINGER et al., 1995).

Um pré-requisito para que um carotendide possa ter atividade pré-vitamina A é a presenga de
um anel B ndo substituido com uma cadeia poliénica de 11 carbonos. Dos mais de 600 carotendides
conhecidos, apenas 50 tem a atividade pro-vitamina A com base em suas estruturas, sendo o B-
caroteno a pré-vitamina A mais importante tanto em termos de biopoténcia como pela sua larga
ocorréncia (Tabela 2). Estruturalmente a vitamina A é a metade do B-caroteno com uma molécula
adicional de 4gua no fim da cadeia lateral (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).

Os carotendides aciclicos, como o licopeno, ndao sado pro-vitamina A, assim como o0s
carotendides nos quais os anéis B contém grupos hidroxilicos e epodxidos sado inativos, ja os
carotenoides com apenas um anel 3 ndo substituido, possuem aproximadamente 50% da atividade
do B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).
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Tabela 2. Atividade pro-vitamina A de alguns carotendides

Carotenoide Atividade pro-vitamina A (%)
B-caroteno 100
a-caroteno 50-54
y-caroteno 42-50
B-zeacaroteno 20-40
Criptoxantina 50-60
B-apo-8’-carotenal 72

Fonte: BAUERNFFEIND (1972)

1.4.3.4. Efeito antioxidante

A propriedade antioxidante dos carotendides é devido as duplas ligagbes conjugadas, onde
ocorre a desativagéo dos radicais livres e 0 seqliestro do oxigénio singleto (EROS espécies reativas
de oxigénio) (MIKI, 1991). A maior prote¢do € dada por aqueles carotendides que tém nove ou mais
ligacdes duplas conjugadas. O licopeno é mais efetivo antioxidante que o B-caroteno no sequiestro de
oxigénio singleto, bem como a astaxantina e a cantaxantina s&do melhores antixidantes que o B-
caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; EDGE et al., 1997; PADULA, 1999).

Em estudos feitos por Chien e Jeng (1992), verificaram uma correlagdo positiva entre os
niveis de concentracdo de pigmento nos tecidos e a sobrevivéncia de camardes alimentados com
dietas com 100 mg.kg‘1 de astaxantina, sugerindo que os carotendides funcionam como uma reserva
de oxigénio intracelular.

Segundo Kobayashi e Sakamoto (1999), demonstraram que a astaxantina purificada da
microalga de Haematococcus pluvialis, € um potente agente antioxidante in vitro sob condigbes
hidrofébicas e hidrofilicas.

Bem como, Naguib (2000) e Rengel et al. (2000), relatam que a astaxantina, que é um
ketocarotenoide oxidado a partir de B-caroteno, tem uma maior atividade antioxidante comparado

com a-caroteno, B-caroteno, luteina, lycopeno, canthaxantina e vitamina E.

1.4.3.5. Peroxidagao dos lipidios

Os carotendides em invertebrados, segundo Kurashige et al. (1990), inibem da peroxidagao
lipidica mitocondrial. Como exemplo, os atores Katsuyama e Matsuno (1988), descreveram que 0s
carotendides, em especifico a astaxantina, protegem as membranas de tilapia (Tilapia nilotica) do

dano oxidativo com a inibigao da peroxidagao lipidica mitocondrial.
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1.4.3.6. Efeito na Reproducio

Segundo Meyers (1994), larvas e alevinos de salméo, de reprodutores alimentados com dieta
sem fontes de carotendides, apresentaram menor taxa de sobrevivéncia (<15%), quando comparados
com reprodutores alimentados com dieta devidamente suplementada com carotendides.

Os autores Lorenz (1998) e Howell e Matthews (1991), indicam que em estudos com
reprodutores de camardo mostraram que animais alimentados com dietas deficientes em carotendide
apresentaram deformidade nas larvais, bem como uma baixa sobrevivéncia destas. Estas
observagbes estdo associadas a uma perda da pigmentacdo e branqueamento dos ovarios de
fémeas maturas e dos sacos vitelinos larvais. Este sinal clinico € denominado de Sindrome de
Deficiéncia de Pigmento (PDS) (D’ABRAMO, 1983; WYBAN, 1997).

Segundo Cuzon et al. (2004), a utilizagdo de astaxantina na alimentagdo do camarao
Litopennaeus vannamei proporcionou uma maior sobrevivéncia de larva nauplios.

Em estudos feitos por Chien e Jeng (1992) observaram uma maior taxa de sobrevivéncia de
P. japonicus quando alimentados com dieta suplementada com astaxantida do que com B-caroteno

ou farinha de alga.

1.4.3.7. Imuno-estimulante

Segundo Bendich (1989) e Bendich (1990), os carotendides em geral aumentam ambos os
sistemas imuno especifico e ndo especifico.

O efeito imune-estimulante dos carotendides foi evidenciado em mamiferos (DEMING;
ERDMAN, 1999; CHEW; PARK, 2004). Em peixes, Amar et al. (2004) demonstraram que uma dieta
suplementada com carotendides, ou seja, com algas Dunaliella salina e Phaffia rhodozyma ricas em
astaxantina, levou a modulagdo de alguns pardmetros do sistema imune inato da truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss).

Em invertebrados, também foi descrito o efeito imuno-estimulante de diferentes carotendides,
como € o caso do ourigo-do-mar, Pseudocentrotus depressus, em estagio reprodutivo (KAWAKAMI et
al., 1998).

1.4.4. Degradacao dos carotenodides

Os carotendides sdo moléculas altamente insaturadas e, portanto, susceptiveis a oxidagdo. A
cadeia poliénica, responsavel pelas propriedades especiais e desejaveis dos carotendides, € também
responsavel por sua instabilidade (HOSANG, 2001).

A forma mais estavel dos carotendides é a configuragao trans. Sob condi¢gdes de pH baixo e
temperatura alta, sofrem isomerizagdo para a forma cis, o0 que resulta em uma diminuigdo da cor e da
atividade de pro-vitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1984).

Os cristais sdo sensiveis a decomposi¢cao oxidativa quando expostos ao ar, assim como
insoluveis em agua, pouco soluvel em 6leos vegetais e muito sollveis em solventes clorados como
cloroférmio e diclorometano. Os cristais se dissolvem muito lentamente e sua solubilidade aumenta
com a temperatura (BRITTON, 1992). Ou seja, a sua estabilidade depende de varios fatores como

segue: disponibilidade de oxigénio, temperatura, exposi¢do a luz, atividade de &gua, presenca de
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metais, acidez/alcanilidade e a propria estrutura (SKREDE et al., 1990; NO; STOREBAKKEN, 1991;
BRITTON, 1992; RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; PADULA, 1999).

No processo de liofilizagdo dos carotendides a quantidade de agua é critica na estabilidade
dos carotendides (GOLDBLISTL et al.,, 1963). O decréscimo de umidade tende a estabilizar os
carotendides até atingir um valor limite, e a partir deste valor a estabilidade decresce rapidamente
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1984).

1.4.5. Fungdes
1.4.5.1. Nas plantas

Além da cor, os carotendides tém como principais fungdes nas plantas a absorgéo de luz nos
comprimentos de onda que a clorofila ndo absorve no processo de fotossintese (VIEIRA et al., 1991)
e a de proteger a clorofila e o aparelho fotossintético contra fotodegradacéo estando presente em
tecidos fotossintéticos, sendo em muitos casos a sua cor mascarada pela clorofila (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1997).

1.4.5.2. Nos organismos aquaticos

Os carotendides sao os principais pigmentos em muitos animais aquaticos (MEYERS, 1994),
sao lipossoluveis e alem de terem sua atividade a provitamina A, sao requeridos para o
desenvolvimento gonadico e a maturagdo (aumenta a taxa de fecundagao), a fertilizagdo (horménio
de fertilizagdo), no desenvolvimento embrionario, na ecloséo, a viabilidade larvaria, a percepgao
olfatéria e quimio-recepgao, foto-protegcdo (contra a luz UV), atividade anti-oxidante, aumenta a
tolerancia ao estresses e variagbes ambientais, aumenta a tolerancia a niveis elevados de amoénia e
baixos niveis de oxigénio na agua, estimulante do crescimento, além da transferéncia de Ca* através
da membrana (TACON 1981; TORRISSEN 1984; PETIT et al., 1991; OLSON 1993; MENASVETA et
al.,, 1994; MEYERS, 1994; MANTIRI et al., 1995; MENASVETA et al., 1995; OLSON AND OWENS
1998; FARIAS-MOLINA, 2001). Segundo Lifian-Cabello (2002) e Cuzon et al. (2004), atualmente, os

carotendides sdo considerados imuno-estimulantes.

1.4.6. Fontes
Para uma variedade de carotendides, tanto natural quanto sintético, tem sido desenvolvidas

técnicas para seu uso na aquicultura (MEYERS, 1994).

1.4.6.1. Fontes naturais

Os carotendides mais comumente encontrados nos alimentos vegetais sdo o B-caroteno
(cenoura; Daucus carota), licopeno (tomate; Lycopersicum esculentum), varias xantofilas (zeaxantina,
luteina e outras estruturas oxigenadas do milho, Zea mays; da manga, Mango indica; do mamao,
Carica papaya e da gema de ovo) e a bixina (utilizado com aditivo culinario e corante dérmico por
indigenas amazodnicos, obtido do urucum Bixa orellana). Outras ocorréncias naturais de uso culinario

sdo a capsaxantina e capsorubina (paprica, Capsicum annuum) e a crocina (agafrdo, Crocus sativus),
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excepcionalmente soluvel em agua e um dos raros glicosideos diterpénicos (C,) encontrados em

plantas.

AN N NN Y NN

Principais fontes de astaxantina e canthaxantina para dietas de salmdes (MEYERS, 1994):
Krill do Antartico;

Spirulina;

Farinha de crustaceos;

Marigold;

Pimenta vermelha (Capsicum sp.);

Alguns vegetais;

Phaffia rhodozyma;

Haematococcus pluvialis.

Principais fontes de zeaxantina, canthaxantina e luteina para dieta de peixes ornamentais

(MEYERS, 1994):

v

v
v
v
v
v

Milho;

Farinha de gluten de milho;
Alfafa;

Farinha de Marigold;
Pimenta vermelha;

Farinha de krill e de crustaceos;

A Tabela 3 descreve uma relacao das fontes de carotendides mais utilizadas na aquicultura.

1.4.6.2. Carotendides sintéticos

Os primeiros carotendides produzidos sinteticamente foram: a) ano de 1954: 3-caroteno; b)

ano de 1962: $-apo-8-carotenal; e ¢) ano de 1964: cantaxantina (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1984).

1.4.7. Usos

Os principais usos dos carotenodides na aquicultura séo:

Pigmentacao de peixes para o consumo humano (MEYERS, 1994);

Pigmentacao de peixes ornamentais (MEYERS, 1994);

Aditivo nutricional da dieta de reprodutores de crustaceos, em especifico de camarbes
(D’ABRAMO, 1997);

Aditivo nutricional da dieta de reprodutores de peixes, em especifico de salmdes (MEYERS,
1994);

Segundo Sim&o (1989), os corantes naturais ndo apresentam limite de uso para o consumo

humano, as restricdes para o uso de corantes estdo nos artificiais.
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Segundo Ono et al. (1999), ndo houve toxicidade em diferentes concentracbes de
carotendides para os animais testados. Bem como ndo se te registros de contra-indicacbes em
estudos feitos em humanos com dieta rica em astaxantina (MERA PHARMACEUTICALS, 1999;
LIGNELL, 1999; JSTERLIE et al., 1999a; JSTERLIE et al., 1999b).

Tabela 3. Fontes de carotendides e o organismo que as produz e a respectiva referéncia bibliografica.

Organismo Espécie Referéncia bibliografica
Microalgas Haematococcus pluvialis Yuan e Chen (2000)
Chlorella sp. Gouveia et al. (1996)
Dunaliella sp Boonyaratpalin et al. (2001)
Spirulina sp. Choubert (1989)
Chlorococcum sp. Zhang et al. (1997)
Levedura Phaffia rhodozyma Whyte e Sherry (2001)
Bactéria Agrobacterium aurantiacum Yokoyama e Miki (1995)
Flor Tagetes erecta Lee et al. (1978)

1.4.8. Bio-acumulagao

Os moluscos bivalves assim como outras espécies de animais aquaticos nao podem
sintetizar astaxantina, sua obtengcdo é através da ingestdo de organismos que sintetizam este
pigmento (JOHNSON; SCHROEDER, 1995).

As fungdes e a bio-acumulagdo dos carotendides nos peixes sdo afetadas por diferentes
fatores, como segue (TORRISSEN et al., 1989; TORRISSEN, 1989; MEYERS, 1994):

Fonte de pigmentos;

Forma (livre ou diester) e concentragdo dos carotendides na dieta;
Composigao da dieta;

Presencga de acidos graxos essenciais na dieta;

Tamanho dos peixes;

Estagio fisiolégico e de maturagao sexual;

Formacgao genética;

Digestibilidade;

Absorcgao intestinal;

Metabolismo;

Excrecao;

AN N NN N NN Y N N NN

Temperatura e salinidade.
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1.4.8.1. Crustaceos

Nos crustaceos a astaxantina da dieta é depositada no tegumento, na carapacga, na epiderme
e no hepatopancreas (MEYERS, 1994). No processo de maturagdo os carotendides depositados no
hepatopéancras sao transferidos para o ovavio (D’ABRANO et al., 1997).

Na bio-acumulagdo o carotendide B-caroteno pode ser bio-transformado e outras moléculas

de carotendides, como em astaxantina (Figura 4)

1.4.8.2. Peixes

A absorgdo dos carotendides ocorre no intestino com a conversao a vitamina A,
principalmente na parede intestinal. Os carotendides sao transportados pelo sangue em ligagdes nao
covalentes por lipo-proteinas sendo o figado o 6rgdo responsavel pelo metabolismo dos
carotendides. Com a maturidade sexual os carotendides sao transferidos, da carne para a pele e
gbnadas (TORRISSEN et al., 1989; MEYERS, 1994).

A deposicéo de carotendides na carne de trutas varia conforme inicia a alimentagcdo e a maturacéo
sexual (BJERKENG et al., 1992). Durante o crescimento ativo, altas concentra¢cdes de carotendides
séo depositadas na pele (MEYERS, 1994).

A bio-acumulagido dos carotendides pode variar de 6 a 25 mg.kg'1 em diferentes espécies
(MEYERS, 1994). Para trutas, uma concentragao de 6 mg.kg'1, de carne, de carotendides mostrou
ser suficiente para atingir uma coloragdo rosa satisfatéria para o mercado de carne de truta
(TORRISSEN et al., 1989).

A digestibilidade aparente dos carotendides pode variar de 13 % para astaxantina dipalmitato

em truta a 97 % para astaxantina livre em salmao do atlantico (MEYERS, 1994).

1.4.8.3. Moluscos

No etudo de Miki et al. (1982) identificou 5 tipos de carotendides em quatro espécies de
pectinideos: Astaxantina, Pectenolone, Pectenoxantina, Pectenol e Tetrol, em uma concentragao total
de carotendide de 1.56 a 7.15 mg por 100 gramas de gbnada. De mesmo modo, Escarria et al. (1989)
observou em gbnadas de Argopecten ventricosus, a presenga de Astaxantina e Luteina em ordens de
2x10° miligrama de carotendides por grama de gbnada (2x10'5 mg.g de gﬁnada'1).

Os carotendides requeridos na dieta de animais aquaticos tém a sua origem no fitoplancton,
por isto se espera que os moluscos filiradores ndao tenham limitagbes destes pigmentos quando
alimentados com dietas microalgais (FARIAS-MOLINA, 2001).
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Figura 4. Bio-transformacéo do B-caroteno em astaxantina em crustaceos (Fonte: LINAN-CABELLO
et al., 2002).

Para quantificar a quantidade de carotendides retidos pelo animal, No e Storebakken (1991),

utilizaram a seguinte férmula:

CR=(W2xC2-W1xC1)
B

Onde:

CR = quantidade de carotendides retida.

W1 e W2 = Peso médio inicial e final, respectivamente.

C1y C2 = Concentracgao inicial e final de carotendides no tecido, respectivamente.

B = Incremento em peso.
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CAPITULO II. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da utilizagdo de dietas com diferentes concentragbes de astaxantina e os acidos

graxos EPA e DHA, em reprodutores da vieira Nodipecten nodosus mantidos em laboratério e seu

efeito na maturagéo, rendimento larval e produgéo de pré-sementes.

2.2. Objetivos especificos

v

v

Padronizar um protocolo de extracéo de carotendides da porgao feminina da génada de N.
nodosus;

Padronizar e descrever os estagios sexuais da por¢ao feminina da gébnada de N. nodosus em
relagdo as caracteristicas histolégicas e a quantidade de astaxantina;

Avaliar o efeito da utilizacdo de dietas com diferentes cocentragcbes de astaxantina no
acumulo desse carotendide na gbnada e na maturagéo de reprodutores;

Analisar a sobrevivéncia de larvas e pré-sementes de N. nodosus produzidas a partir de
reprodutores alimentados com dietas com diferentes concentragdes de astaxantina;

Verificar o efeito da utilizagdo de dietas enriquecidas com os acidos graxos EPA e DHA na

maturacgao de reprodutores e no rendimento larval e de pré-sementes de N. nodosus.
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Extracao de carotendides da génada da vieira Nodipecten nodosus (Bivalvia: Pectinidae)

RESUMO
Em moluscos bivalves marinhos, carotendides insaturados estdo presentes na dieta natural, com um
importante papel em diversos processos bioldgicos, em especial na reprodugdo. A elucidagao dos

efeitos destes compostos em Nodipecten nodosus requer o desenvolvimento de um protocolo

adequado para a extragdo de carotendides das gbnadas desses animais. Para isso, gbnadas de
vieiras cultivadas (75 mm de comprimento) foram liofilizadas e maceradas em N liquido. Amostras
em triplicata com 50 mg foram coletadas para a utilizagdo em cada tratamento. Os contetidos de
carotenodides totais e astaxantina foram determinados via espectrofotometria de luz UV-visivel e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), respectivamente. O efeito da composigcdo em
organosolventes das solugdes de extracao foi testado utilizando-se acetona (Ac=0) e hexano (Hex)
em quatro proporgdes (Ac=0:Hex): 1:1, 1:3, 1:5, e 2:3, em quatro tempos de extragao: 0, 5, 10, e 15
minutos. Os resultados mostraram que o melhor rendimento de extragdo (0,312 + 0,016 pg
carotendides/mg) foi obtido com Ac=0:Hex, 1:3, por 15 minutos. Com a utilizacdo de protocolo de
extracdo exaustiva (10x), uma quantidade superior (0,41 + 0,001 ug de carotendides/mg) foi obtida de
amostras de gbnada, comparativamente aos valores obtidos em extragdes uUnicas. O conteudo de
astaxantina foi reduzido em 8,6% em testes de preservagdo deste metabdlito em extratos crus (-18

°C, 26 dias de incubagédo em atmosfera de N,).
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1. Introdugao

As vieiras sdo moluscos bivalves da familia Pectinidae que apresentam importancia
econdmica na aquicultura. Segundo a FAO (2005), a produgdo mundial de pectinideos alcangou
valores em torno de 1,27 milhdes de toneladas métricas em 2005, destacando-se a China como maior
produtor (81% da produgédo mundial).

Nos organismos aquaticos, os carotendides sdo responsaveis pela pigmentacédo dos tecidos
(Meyers 1994). Além da pigmentacdo, os carotendides sdo precursores da vitamina A (Miki et al.
1982; Farias-Molina 2001) e fundamentais para o desenvolvimento e maturacdo da génada e pelo
aumento da fertilizagdo. Proporcionam um aumento na taxa de fecundacéo, além de desempenharem
uma fungéo importante no desenvolvimento embrionario e na eclosdo (Petit et al. 1991; Olson 1993;
Menasveta et al. 1994; Mantiri et al. 1995; Farias-Molina 2001) otimizando a viabilidade larvaria e a
percepcao olfatéria e quimio-recepcao (Farias-Molina 2001). Sao agentes fotoprotetores efetivos
contra a radiagdo UV e, em fungéo de sua atividade antioxidante (Miki 1991; Miki et al. 1994; Farias-
Molina 2001), aumentam a tolerancia ao estresse ambiental, como elevado teor de amdnia e baixos
niveis de oxigénio dissolvidos na agua (Tacon 1981; Torrissen 1984; Menasveta et al. 1995; Olson
and Owens 1998). Além disso, apresenta agao estimulatéria do crescimento celular e do transporte
de Ca®* através da membrana plasmatica (Farias-Molina 2001), sendo mais recentemente
reconhecida sua agao imuno-estimulante (Lifian-Cabello 2002; Cuzon et al. 2004).

Estudos para avaliar a influencia dos carotendides na reprodugao sado importantes, em
especial em vieiras, no sistema imunoldgico (Schelder 2007), na maturagdo e na obtencdo de
gametas viaveis para o desenvolvimento larval. Devido a baixa captacdo de sementes em ambiente

natural e aos periodos de produgao de larvas e sementes em laboratério, para Nodipecten nodosus, a

maturacdo em laboratério € um fator importante para o sucesso da producdo comercial e os
carotendides podem ter uma importante fungao neste processo.

Os carotendides compreendem uma familia de compostos naturais, onde as variantes
estruturais (quimiodiversidade) estdo descritas e caracterizadas, a partir de bactérias, algas, fungos e
plantas superiores, sendo os organismos fotossintetizantes os responsaveis pela biossintese destes
pigmentos (Rodriguez-Amaya 2001).

Os carotendides sao tetraterpenos aciclicos ou ciclicos, cujas propriedades e atividades em
sistemas bioldgicos estdo ligadas a sua estrutura. Sua via biossintética utiliza como precursor o acetil-
CoA, a partir do qual sdo gerados dois intermediarios, o 4cido mevalbnico e sua forma pirofosfato, os
quais originam a unidade estruturaL basica destes metabdlitos, constituida por cinco atomos de
carbono (CsHg) e denominada isopreno (Rodriguez-Amaya 2001). Unidades de isopreno sao unidas
por ligacdo do tipo “cabega-cauda”, com excec¢ado da posigado central do composto derivado, onde a
ligacdo € do tipo “cauda-cauda”, produzindo uma estrutura simétrica, com reversao do plano de
simetria no centro da molécula (Rodriguez-Amaya 1984; Rodrigues-Amaya 1997; Padula 1999;
Rodriguez-Amaya 2001). Sao moléculas altamente insaturadas e, portanto, susceptiveis a oxidagéao,
a cadeia poliénica responsavel pelas propriedades especiais e desejaveis dos carotendides é

também responsavel por sua instabilidade (Hosang 2001).
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Os métodos analiticos para o estudo de carotendides compreendem basicamente o preparo
da amostra, a extragdo com organosolventes, a identificagdo e a quantificagdo destes metabdlitos.
Recomenda-se especial atengdo ao protocolo de extragdo, uma vez que estes compostos sio
passiveis de oxidagao, sugerindo a necessidade de protegao do extrato carotenoidico quanto a agao
de agentes oxidantes, ex., O, e suas espécies reativas (ERO) e radiagdo luminosa. Os extratos
carotenoidicos podem ser armazenados em atmosfera de N, e em auséncia de luz (Oliver e Palou
2000).

Os métodos mais utilizados para a identificagdo de carotendides sdo a espectrofotometria
UV-visivel, a espectrometria de massa e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (1H-
RMN,"C-RMN), acopladas ou no a técnicas cromatograficas (Rodriguez-Amaya 2001; Schoefs
2002). Independente da técnica utilizada, a extragdo de carotendides é altamente influenciada por
variaveis processuais, assim como pelo tipo de amostra, tipo e proporg¢do de solventes, tempo de
extracdo, condi¢gdes de estocagem, entre outros. Deste modo, deve ser considerada a utilizagdo de
varias técnicas analiticas, a comparagéo dos resultados deve ser realizada com precaugao, pois esta
pode nao ser precisa.

Miki et al. (1982) extrairam carotendides de gbnadas de quatro espécies de pectinideos

Chlamys nipponensis akazara, Pecten albicans, Chlamys nobilis, e Patinopecten yessoensis. O

protocolo utilizado incluiu a extragdo com acetona seguido da secagem com sulfato de sédio anidro.
O extrato organosolvente foi concentrado sobre pressao reduzida (rota-evaporador), cromatografado
em sistema liquido-liquido (benzeno: agua, 1:1) e recuperado na fragéo organica. A quantificagéo dos
carotendides foi realizada por cromatografia em camada delgada, utilizando acetona/benzeno (1:9) e
diclorometano/acetato de etila (4:1) como fases moveis, sequencialmente. Os carotendides
pectenolona, pectenoxantina, pectenol, astaxantina e tetrol foram identificados na fracao

carotenoidica. Em termos quantitativos, a espécie Chlamys nipponensis akazara apresentou o maior

teor de metabdlitos secundarios.

Escarria et al. (1989) extrairam carotendides de amostras de gbnadas frescas de Argopecten
circularis utilizando uma solugdo de éter de petrdleo, acetona e agua (6: 3: 1), seguido de
saponificagdo dos extratos organosolvente. A identificagdo dos carotendides foi realizada via
cromatografia em coluna (CC) e em camada delgada (CDD), em suporte de silica gel, com
cloroférmio: acetato de etila (4:1) como fase movel. Os resultados revelaram a existéncia de luteina e
astaxantina como os carotendides majoritarios nas gbnadas desta espécie.

De forma similar, Viarengo et al. (1995) extrairam exaustivamente (5x) os carotendides de

tecido fresco de branquias e glandulas digestivas de Adamussium colbecki e de Pecten jacobaeus,

com acetona e éter de petroleo. O teor de carotendides totais foi determinado a partir da leitura da
absorbancia das amostras no comprimento de onda de 451nm. Os carotenodides totais nas branquias

(0,005 ug carotendides/mg) e na glandula digestiva (0,813 ug/mg) foi maior em Adamussium colbecki

que em Pecten jacobaeus (branquias: 0,262 ug carotendides/mg, glandulas digestivas: 0,454 ug

carotenoides/mg).
Sachindra et al. (2006) analisando o conteudo de carotendides de biomassa residual do

processamento de camardes, utilizaram hexano, éter de petroleo, acetona, etil-metil-cetona, acetato
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de etila, alcool isopropilico (IPA), etanol e metanol. Também foram utilizadas solugbes de acetona:
hexano (50:50) e IPA: hexano (50:50). O extrato carotenoidico em éter de petrdleo, hexano, acetona:
hexano (50:50) e IPA: hexano (50:50) foram diretamente tratados com solugéo salina sulfato de sédio
anidro e concentrado (rota-evaporador 40°C). A absorbancia dos extratos carotenoidicos foi medida
no comprimento de onda de 468nm. A maior quantidade de carotendides totais foi obtida com a
solugao de IPA: hexano (50:50, 0,043ug carotendides/mg). Os organosolventes IPA, hexano e
acetona geraram valores de rendimento de carotendides totais de 0,040ug carotendides/mg, 0,013ug
carotendides/mg e 0,040ug carotendides/mg, respectivamente.

Em funcdo do exposto, tendo em consideracdo o efeito de diversas variaveis, como por
exemplo: metodologia de extrac&o, técnica analitica, conteudo de carotendides em uma amostra

biolégica em conexdao com estudos na biologia reprodutiva de Nodipecten nodosus, o objetivo do

presente estudo é a determinagdo do conteudo de carotendides e o efeito da composicdo de
organosolventes nas proporgdes de extragdo de carotendides da gébnada da vieira N. nodosus. Além
disso, foi estabelecido o protocolo de extragdo para estes pigmentos e a andlise de estabilidade da
astaxantina no extrato carotenoidico, avaliado em experimento com duragdo de 26 dias sob

condigdes controladas de armazenamento.

2. Materiais e Métodos
2.1. Preparo das amostras

Quinze animais (70-75 mm de altura, 18 meses de vida) cultivados em espinhel, a 2m de
profundidade, foram coletados no municipio de Porto Belo—SC (latitude 27°11'52,96"S e longitude
48°30'39,58"W). Os animais foram imediatamente transportados em caixas de isopor, com suas
valvas oclusas, para o laboratério. Com o auxilio de uma tesoura e bisturi foi retirada a porgao
feminina das gdnadas, seguido da dessalinizagdo deste material com solugdo de formiato de aménio
(0,5M). O excesso de liquido sobre a biomassa amostral foi removido utilizando-se papel de filtro,
seguido da determinagdo do peso fresco de cada gbénada (balanca Kern 430-21). As porgdes
femininas das gbénadas foram armazenadas (-18°C, 24h) e liofilizadas (Terroni Favel LT 1000/8),
seguida da determinagao do peso seco.

As amostras liofilizadas das 15 gbnadas (total de 6,44 g de peso seco liofilizado) foram
reunidas, maceradas com auxilio de gral e pistilo, e armazenadas em vidro &mbar com atmosfera

interna de N,, a -18°C, para posterior extragao dos carotendides.

2.2. Extracdo dos carotendides — efeito da composicdo em organosolventes da solucdo extratora

Quatro solucdes extratoras foram testadas, considerando-se as seguintes proporgcbes de
acetona (Ac=0, Nuclear, p.a.) e n-hexano (Hex, TediaBrazil, p.a.) 1:5, 1:1, 1:3 e 2:3. Adicionalmente,
foi testado quatro tempos (minutos) de incubagdo das amostras nas solugbes extratoras: ty, t5, tio €
t15. O tratamento ty consistiu da imersdo da biomassa amostral na solugido extratora e sua imediata
retirada, seguida de filtragdo em papel filtro. Entdo foi determinado o conteudo de carotendides totais.

Amostras (50 mg de biomassa seca) de génada foram transferidas para copos de Becker

(40mL) envolvidos com papel aluminio e acrescidas de 5 mL da solugdo extratora. Consoante ao
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tempo de extracdo, as amostras permaneceram em agitacdo (agitador magnético Fisatom),
protegidas da luz, em temperatura ambiente (23°C). Apds a extragéo, as amostras foram filiradas em
papel filtro, tendo seu volume final ajustado para 3mL, com posterior acondicionamento em frascos
ambar (~ 10mL) contendo atmosfera de N, As amostras permaneceram armazenadas em freezer (-
18°C) para posterior determinagao do teor de carotendides totais por espectrofotometria UV-visivel
(Hitachi, modelo U-1800).

2.3. Extracao dos carotendides — determinacado de protocolo de extracdo exaustiva

Posteriormente a otimizacdo da composicdo em organosolventes da solucédo extratora dos

carotendides da gbnada de Nodipecten nodosus, procedeu-se a extracdo exaustiva daqueles

pigmentos com o uso da solugcdo extratora de maior eficiéncia, ex. Ac=0: Hex, (1:3), conforme
descrito posteriormente. De maneira sequencial, foram realizadas 10 extragbes de uma mesma
amostra e, para isto, uma aliquota (50mg, peso seco) foi transferida para copo de Becker (40mL),
acrescida de 5mL de solugdo Ac=0: Hex (1:3), seguido de agitacdo (5 min, agitador magnético
Sisatom). O extrato organosolvente foi recuperado por filtragdo, em suporte de celulose sob vacuo, e
o residuo sélido foi acrescido de 5mL da solucdo extratora de forma a repetir o procedimento. O
extrato liquido contendo os carotendides foi aferido para 3mL, transferido para frasco ambar com
atmosfera de N, e armazenado em freezer (-18°C), para posterior analise do teor dos pigmentos em

estudo.

2.4. Quantificacdo dos carotendides totais

Para determinar a quantidade de carotendides totais extraidos, foi utilizada a janela espectral de 380
a 750 nm, em ftriplicata com espectrofotdmetro UV-visivel (Hitachi, U-1800). A concentracdo de
carotenoides totais foi obtida utilizando-se a Lei de Lambert-Beer e para efeito de calculos, a seguinte

equacao foi aplicada aos valores de absorbancia:

Carotendides totais (ug/mg) =_absorbéancia / ¢ x massa molecular x 1000 x volume da amostra (mL)

peso seco da amostra (mg)

Utilizou-se o valor do coeficiente de extingdo molar (g) de 31;/;)"=124000(astaxanthin) a 460 nm

(Buchwaldt & Jencks 1968) e massa molecular 596,84 (astaxantina). A absorbancia foi dividida pelo
coeficiente de extingdo molar, multiplicado pela massa molecular, multiplicada por 1000 para
transformar de mg/mL para pg/mL, multiplicada pelo volume total e dividida pelo peso seco da
amostra. Para a quantificagdo de carotendides totais realizou-se a soma dos valores de leitura das
absorbancias para os comprimentos de onda de interesse e o valor total foi aplicado a férmula acima

descrita (Minguez-Mosquera et al. 2002).

2.5. Estabilidade da amostra com os carotendides extraidos

Para avaliar a estabilidade dos carotendides em amostras dos extratos organosolventes

acondicionados e armazenados conforme acima descrito, foi realizada a extracdo de um pool de
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amostras (n=3). O protocolo de extragdo considerou a incubagcdo de amostras de biomassa (50mg
peso seco) em solugéo de Ac=0: Hex (1:3), por 15 minutos. A fragdo carotenoidica foi recuperada por
filtracdo em suporte de celulose, sob vacuo, armazenada a -18°C, em vidro ambar com atmosfera de
N,. A quantificacdo de astaxantina nos extratos carotenoidicos foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), procedendo-se a injegdo de aliquotas (10uL) imediatamente apds a

extracao (tpdia) e no 26° dia de armazenamento dos extratos (o5 dia).

2.6. Determinacdo do contelido de astaxantina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foram filtradas (filtros de 0,22um) aliquotas (300uL) das amostras, seguido da injegéo de
10uL de cada amostra em um cromatégrafo liquido (Shimzadu LC-10A), equipado com coluna (40°C)
C1s de fase reversa (Vydac-BioRad, 25cm x 4,6mm ) e detector UV-visivel, operando em leitura de
470nm. Como fase moével, utilizou-se acetonitrila: metanol (90: 10, TediaBrazil, grau HPLC), em um
fluxo de 0,8 mL/min.

A identificagao da astaxantina foi realizada com base no tempo de retencao obtido a partir da
analise de amostra padrao (0,461mg/10mL Hex, Sigma — MO, USA), sob as mesmas condi¢des
experimentais. A quantificagdo de astaxantina foi realizada calculando-se a integral da area dos picos

correspondentes e através de curva padrao externa (y = 7.044,96x, 2= 0,994).

2.7. Analise estatistica

Os valores de concentragao total de carotendides foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de LSD, assumindo-se um nivel de significAncia de 5%. Adicionalmente, os
dados dos experimentos de determinagao do efeito do tempo de incubagao e de extracdo exaustiva
foram submetidos a analise de regresséo. Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio

do programa SPSS (versao 13.0).

3. Resultados

Para a realizagdo das extragdes, as gbnadas de Nodipecten nodosus foram previamente

liofilizadas e a média do conteudo de agua nas amostras foi de 80 £ 1,6 %.

3.1. Extracdo dos carotendides — efeito da composicdo em organosolventes da solucdo extratora

Os valores de concentragdo de carotendides totais da porgéo feminina da gbénada de vieira
obtidos com a utilizagao das solugdes extratoras em estudo podem ser visualizados na Tabela 1.

A solugdo Ac=0: Hex, na propor¢do de 1:3 volumes, apresentou o melhor rendimento
(p<0,05) de extragdo de carotendides para todos os tempos de incubacgdo testados. Quando
comparado com ty (0,184 ug carotendides/mg), houve um aumento da quantidade de carotendides
totais de 19,0% (ts), 41,3% (t10) € 69,9% (t15) para esta proporcao (1:3) (Tabela 1). A capacidade de
solvatacdo e de extragdo dos metabdlitos secundarios de interesse desta solucdo se mostrou
bastante eficiente, mesmo sob condigbes virtualmente ndo adequadas de extragdo, qual seja um
pequeno tempo de contato entre a biomassa e o componente extrator, ex., t,. Tal abordagem é de

interesse, quando se busca a definigao de protocolos que viabilizem uma avaliagao rapida (screening)
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e robusta do potencial de biomassas como fontes de carotendides. Além dissto, os resultados obtidos
sob condi¢des de incubacgéo prolongada (t15) sugerem que as génadas de N. nodosus s&o ricas em
carotenoides (0,312 + 0,016 ug carotenoides/mg), um aspecto relevante nos contextos bioquimico e
nutricional, bem como para o manejo reprodutivo deste bivalve.

A analise da dindmica de extragdo de carotendides totais ao longo do tempo (Figura 1a, b, ¢
e d) revelou uma extragao continua destes metabdlitos para todas as solugdes extratoras testadas.
Ao término do periodo experimental (t45), ndo foi observada uma tendéncia de queda da concentragcéo
de carotendides, independente da composicdo em organosolventes utilizada, indicando o nao
esgotamento da biomassa como fonte destes compostos e a ndo saturagdo do meio extrator. As

proporgdes Ac=0:Hex 1:5, 1:1 e 2:3 apresentam diferencga significativa em tg t1s.
Tabela 1

Para todas as composi¢gdes houve um aumento na quantidade de carotendides ao longo do
tempo de incubagao, sendo para as solugdes extratoras Ac=0: Hex nas proporgdes 1:3 e 2:3 o tempo
de incubacado tis diferente significativamente (p<0,05) dos tratamentos t,, ts e t;o. Contudo, os
carotenoides totais em t;5 foram similares aos encontrados em t;q para as propor¢des Ac=0: Hex 1:1
e 1:5 com valores diferentes (p<0,05) em comparagdo aos encontrados em t, (Tabela 1). As
proporgoes Ac=0: Hex 1:5, 1:1 e 2:3 ndo apresentaram diferenga significativa entre si.

A analise de regressao do conteudo de carotendides na gonada de N. nodosus dos dados de
cinética de extragao para as solugbes Ac=0: Hex nas proporgdes 1:3 e 2:3 revelou uma relagao linear
(r2 0,998), para as variaveis estudadas (Figura 1b, d). Um modelo quadratico mostrou-se mais
adequado a explicagdo da relagdo entre as variaveis usando as solucbes de Ac=0: Hex nas

propor¢cdes de 1:5 e 1:1, com r? 0,997 e r* 0,986, respectivamente (Figura 1a, c).
Figura 1

3.2. Extracdo dos carotendides — determinacdo de um protocolo de extracdo exaustiva

Considerando-se que a extragdo unica de um composto, ou de uma classe de compostos,
pode levar, em um numero nao desprezivel de casos, a obtencdo de valores subestimados de
concentragdo, a utilizacdo de extragdes seqlienciais da mesma biomassa (extracdo exaustiva) foi

avaliada para as gbnadas de Nodipecten nodosus. Para tal, o protocolo de extracdo exaustiva adotou

a composi¢cao em organosolventes da solugdo extratora Ac=0: Hex 1:3, em fungdo dos maiores
valores de rendimento em carotendides totais obtidos, conforme acima descrito (Tabela 1).

Com a metodologia de extragcdo exaustiva utilizada foram extraidos 0,410 + 0,001 pg
carotendides/mg da gbnada da vieira, apos 10 extragbes. Este resultado mostrou ser maior
quantitativamente que na extragéo simples em t;s com 0,312 £ 0,016 pg carotendides/mg.

A andlise do conteudo de carotendides totais ao longo do protocolo de extracdo exaustiva
adotado revelou que os maiores valores de rendimento foram obtidos na primeira etapa da extracao

(0,223 + 0,001 pg carotendides/mg; 5 minutos de incubagdo). As extragdes subsequientes
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apresentaram teores inferiores daqueles pigmentos, conforme descrito na figura 2. Além disto, a partir
da quinta extragdo, os valores de concentragdo observados mostraram uma tendéncia de
estabilizacdo, situando-se abaixo de 0,014 pug carotendides/mg. Vale a pena mencionar, a
similaridade encontrada entre os valores do total de pigmentos em estudo para as trés primeiras
extragbes (0,308 pg carotendides/mg) quando comparada a uma extragao simples de 15 minutos de
duracdo (0,312 ug carotendides/mg). Por outro lado, através da metodologia extragdo exaustiva
(10x), foi obtido um rendimento superior (0,410 + 0,001 ug carotenoides/mg) das amostras de
gbnadas em comparagao com 0s maiores valores encontrados para uma extracdo simples, ex., 0,312
+ 0,016 ug carotenoides/mg a t45. Os protocolos de extragdo sdo onerosos, consomem muito tempo e
obviamente ndo sao ajustaveis para avaliar em forma rapida o potencial de uma amostra de biomassa
como uma fonte de compostos de interesse. Por outro lado, tal abordagem parece ser util para
analises mais detalhadas dos efeitos de metabdlicos secundarios (ex., carotendides) na biologia

reprodutiva e a interagao ecoldgica das espécies.

Figura 2

3.3. Estabilidade da amostra com os carotendides extraidos

Os carotendides, por serem compostos susceptiveis de degradacao pela acdo de fatores
ambientais como a temperatura e a radiacdo luminosa requerem condigdes adequadas de
armazenamento. Apos 26 dias de armazenamento, o conteudo de astaxantina reduziu 8.6%, de 32,55

+ 0,60 pg carotendides/mL em ty, a 29,74 + 1,69 pg carotendides/mL em tog.

4. Discussao
A definicdo de um método pratico e ndo oneroso de extragédo de carotendides da génada de
vieira é importante para estudos futuros sobre a influencia destes compostos na reproducédo de

moluscos, em especial para Nodipecten nodosus, onde a maturagdo em laboratério é utilizada para a

producéo comercial de sementes.
Neste trabalho a quantidade de carotendides totais (0,312 ug carotenoids/mg) extraidos da
gbnada liofilizada de N. nodosus foram superiores aos obtidos por Miki et al. (1982), em gbnada

fresca de Patinopecten yessoensis (0,0156 ug carotendides/mg), de Chlamys nipponensis akazara

(0,0715 pg carotendides/mg), de Chlamys nobilis (0,0360 ug carotendides/mg) e de Pecten albicans
(0,0578 pg carotenodides/mg) extraidos de génada fresca, bem como, os obtidos por Escarria et al.

(1989) para Argopecten circularis (0,00002 pg carotenoides/mg), também extraidos de génada fresca.

Nos referidos trabalhos, além de serem outras espécies de pectinideos as amostras de tecido
utilizadas para extragdo dos carotendides eram frescas e nao liofilizado o que pode explicar a
tamanha diferenga na quantidade de carotendides totais extraidos.

O processo de liofilizagao auxilia na conservagdo da amostra através da redugéo do teor de
agua desta. Além disto, em protocolos de extracdo de compostos de natureza apolar, ex.,
carotendides, o uso de material liofilizado corrobora para a obtengao de rendimentos superiores, por

minimizar o efeito de repulsdo da agua em relagéo ao organosolvente extrator.
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Diversos trabalhos descrevem a utilizacdo de organosolventes para a extragdo de
carotendides de gbdnadas de crustdceos e moluscos, como observado para as espécies de

pectinideos Patinopecten yessoensis, Chlamys nipponensis akazara, Chlamys nobilis e Pecten

albicans. Miki et al. (1982) utilizaram acetona para a extragdo a partir de amostras frescas daquele
orgao, enquanto uma solugao de acetona, éter de petrdleo e agua (6: 3: 1) foi usada em amostras de

Argopecten circularis (Escarria et al. 1989). Em ambos os trabalhos, valores inferiores de

concentracdo daqueles pigmentos foram observados, comparativamente a este estudo, indicando um
melhor desempenho para a proporgao Ac=0: Hex utilizada.

De forma similar, o uso de acetona é relatado em protocolos de extragdo de carotendides em
crustaceos (Sachindra et al. 2005; Sachindra et al. 2006). Sachindra et al. (2006) obtiveram maiores
valores de rendimento de extragao (0,040 ug carotendides/mg exosesqueleto de camarao) com a
utilizagdo de acetona em relagdo ao detectado com hexano (0,013 ug carotendides/mg exosesqueleto
de camardo). A combinagio destes dois solventes na proporgdo de 1:1 determinou rendimentos
similares ao observado com a utilizagdo de acetona isoladamente, ex., 0,038 ug carotendides/mg
exosesqueleto de camarao.

A composi¢do quimica do material amostral a ser utilizado para a extragdo de carotendides
pode ser um fator a influenciar na determinagdo do tipo de organosolvente a ser utilizado e,
obviamente, nos valores de rendimento obtidos.

Uma questdo significativa para a otimizagdo dos protocolos de extracdo tem a ver com a
composi¢cao quimica da amostra a ser extraida, considerando que o rendimento esta relacionado

diretamente coma a escolha do solvente orgénico. Para a espécie Nodipecten nodosus, Lodeiros et

al. (2001), quantificaram lipideos totais, proteinas totais e carboidratos na gbnada da vieira de
ambiente de cultivo coletadas em diferentes épocas do ano. Eles obtiveram valores em torno de 160
mg/g (peso seco) de lipideos totais na gbnada, 400 mg/g (peso seco) de proteinas totais na gbnada e
80 mg/g (peso seco) de carboidratos na génada. Avaliando os resultados obtidos por Lodeiros et al.
(2001) destaca-se a presencga de lipideo na génada onde o organosolvente apolar hexano estaria
abrindo caminho para, em conjunto com a acetona, atuarem no processo de extracdo dos
carotenodides. Avaliando a quantidade de carotendides totais extraidos com as diferentes proporgoes
em organosolventes em estudo, observa-se que a solugdo extratora Ac=0: Hex (1:3) gerou
rendimentos superiores de extragdo, comparativamente as solugdes extratora Ac=0: Hex (1:1, 1:5 e
2:3). Revelando uma melhor interagéo, para a extracdo dos carotendides da vieira N. nodosus, entre
o0 complexo quimico da matriz e a solugao extratora. Deste modo, considerando a diversidade da
composi¢cdo quimica de uma série de amostras bioldgicas em estudo e o grande numero de
combinagdes de organosolventes para a extracdo de carotendides, deve-se cuidar com a
necessidade de estabelecer protocolos para otimizagdo da extracdo de metabdlitos secundarios aqui
descritos.

No segundo experimento, o protocolo de extracdo exaustiva foi utilizado para extrair os
carotendides totais da gbnada de vieira. Os maiores valores foram obtidos no primeiro momento de
extracdo, desde que o conteldo de pigmentos tende a estabilizar-se, 0,014 ug carotendides/mg a

partir da 52 extragédo. Apesar de ser uma extragcdo demorada, a extragdo exaustiva parece apresentar
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resultados realistas do conteudo de carotendides totais (0,410 + 0,001 pg carotendides/mg) das
amostras em estudo em comparagéo aos maiores valores para uma extragao simples (0,312 + 0,016
Mg carotendides/mg em ti5). Por outro lado, para uma rapida quantificacdo destes pigmentos na
porcdo feminina da génada de N. nodosus, a extragdo com 15 minutos de incubagao utilizando a
solugao extratora Ac=0: Hex (1:3) mostrou ser um método eficiente.

Finalmente, na andlise de estabilidade da amostra, a pequena redugcdo do conteudo de
astaxantina (0,3% por dia) apdés 26 dias de armazenamento sugere que a metodologia proposta é
efetiva e util quando a capacidade analitica esta abaixo da demanda.

Os resultados obtidos neste estudo proporcionam uma metodologia pratica para extrair e

analisar os carotendides da vieira Nodipecten nodosus. Estes resultados sao de interesse, por

exemplo, para experimentos que busquem estudar as influencias destes metabdlitos secundarios no
sistema reprodutivo desta espécie e para melhorar a sua maturagao em laboratério para a produgao

comercial de larvas e sementes.
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Tabela 1. Carotendides totais (ug/mg) extraidos de gbnada feminina liofilizada da vieira Nodipecten

nodosus e tratamentos com solugdes extratora e tempos de extracéo.

Tempo de incubagao

Tempo de incubagao

Solugdo

extratora (a: h)

Carotenodides totais

(ng/mg)

Solugao extratora

(a: h)

Carotenodides totais

(ng/mg)

1:1

1:3

1:5

2:3

0 minuto (to)
0.125@" A 4+ 0.006

0.184®® + 0.004
0.105°®+ 0.010

0.125@9 W+ 0,012

1:1

1:3

1:5

2:3

5 minutos (ts)
0.200®® + 0.015

0.219®@® + 0,021
0.185@® + 0,025

0.170®9® + 0.003

1:1

1:3

1:5

2:3

10 minutos (t4o)
0.213®®9+ 0.016
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Figura 1. Carotendides totais (ug/mg) extraidos da por¢cao feminina da gbnada da vieira Nodipecten

nodosus, de acordo com a propor¢gdo de acetona(Ac=0):hexano(Hex) na solugdo extratora e nos
tempos de extragdo. Ac=0:Hex: (a) 1:1, (b) 1:3, (c) 1:5, e (d) 2:3.
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Figura 2. Extragdo exaustiva de carotendides totais (ug/mg) da porcdo feminina da gbnada da vieira

Nodipecten nodosus seguindo um protocolo de extragdes seqlienciais (10x) com a solugdo extratora
Ac=0:Hex (1:3).
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CAPITULO IV - Relagdo entre o ciclo reprodutivo, quantidade de astaxantina e estagio de

maturagdo gonadico da vieira Nodipecten nodosus (Bivalvia: Pectinidae)

Revista: Brazilian Journal of Biology (BJB)
Enviado para publicagdao em: 25 de julho de 2008
Numero da referéncia de recebimento na BJB: BJB-081/08
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Relagéao entre o ciclo reprodutivo, quantidade de astaxantina e estagio de maturagao gonadico

da vieira Nodipecten nodosus (Bivalvia; Pectinidae)

RESUMO

Este trabalho descreve o ciclo gametogénico da vieira Nodipecten nodosus mantida em ambiente de

cultivo. Para isto, durante um ano, amostras de individuos reprodutores foram coletados a cada 30
dias e submetidos a avaliagcdo macroscopica e microscopica bem como, avaliada a quantidade de
astaxantina. Para a avaliagao microscopica secgbes de 5 y da porgdo mediana feminina da gbnada
foram submetidas a metodologia de analise histolégica padrao em parafina e coloragdo HE. O
restante da porg¢ao feminina foi liofilizado para extracado e quantificagdo de astaxantina em HPLC. Na
avaliagdo microscoépica foram descritos quatro estagios bem definidos para o ciclo reprodutivo. Na
analise ao longo do ano foram observados periodos preferenciais de desova em dezembro e janeiro e
em julho, agosto e setembro. Quando analisada a quantidade de astaxantina, observou-se que os
estadios de pré-desova avancada e de desova inicial apresentaram maior quantidade desse
carotendide que os estadios de gametogénese, pré-desova inicial, desova avancada e repouso. Em
funcdo dos resultados, foi possivel estabelecer um quadro descritivo dos estagios e uma relagéo
destes com o acumulo e consumo de astaxantina como importante componente na reprodugao da

vieira Nodipecten nodosus.
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1. Introdugao

O molusco bivalve Nodipecten nodosus, da familia Pectinidae, popularmente conhecido como

vieira, é hermafrodita funcional (simultaneo) (Rupp 1994; Lodeiros et al. 1997, Freitas 2001). Animais
adultos de ambiente natural apresentam desovas ao longo do ano, sendo as épocas de maior
intensidade primavera e ver&o na regiao sul do Brasil na llha do Arvoredo (Manzoni 1994; Manzoni et
al. 1996).

Esta espécie caracteriza-se por apresentar uma gbénada definida envolvida por um
tegumento. O tegumento é composto por um epitélio externo, uma lamina basal e um tecido
conjuntivo (tecido sub-epitelial perigonadico). A gbnada contém gonodutos, vasos sanguineos, fibras
musculares e parte do intestino. A parte masculina da gbnada, de cor branca, esta na zona proximal
e, a feminina, de cor alaranjada, na porgcdo distal. Os foliculos apresentam forma de bulbo,
delimitados por um tecido conjuntivo intersticial, o qual, quando o foliculo esta cheio de gametas, é
mais fino e quando esta vazio € mais evidente e espesso. Os gonodutos sdo os canais que ligam o
foliculo ao exterior, sendo formados por um epitélio prismatico simples. Os gametas saem na
cavidade paleal através do poro urogenital (Roman et al. 2001).

Nos moluscos bivalves, durante o ciclo reprodutivo, ocorrem na gbénada diferentes
modificagdes, divididas em estagios de maturagdo. Estes diferentes estagios sexuais podem ser
visualizados por secgbes histolégicas da gbnada (Lubet 1959).

Segundo Freitas (2001), o ciclo reprodutivo da vieira N. nodosus apresenta trés estagios com
as seguintes caracteristicas: (1) repouso sexual, em que macroscopicamente observa-se massa
visceral translucida, com facil visualizagdo da alga do intestino, mas nao é possivel distinguir, na
gbnada, a por¢cdo masculina da feminina; (2) organizagdo do foliculo e multiplicacdo das células
sexuais: observa-se a multiplicagdo das células das paredes foliculares em ambos os setores,
feminino e masculino, sendo a fase de evolugdo da gbnada, com muitos oogbnias e
espermatogodnias; (3) periodo de reprodugéo, em que se observa a maturagdo gonadica, eliminagao
dos gametas e restauragado da gbénada.

Individuos de N. nodosus com 50 mm de altura (aproximadamente 6 a 7 meses apoés
fecundagao) ja se encontram maduros sexualmente e aptos para reprodugéo (Freitas 2001).

Para moluscos bivalves, varios fatores enddégenos e exdégenos determinam o tempo e a
duracdo da maturagdo (Barber and Blaker 2006). Estes fatores regulam também o balanco de
energia, a qual é armazenada pelos animais durante periodos n&o reprodutivos, sendo usada
subseqlentemente para suporte e manutengdo quando o alimento € escasso, assim como para
produzir um incremento em massa e substituir perdas em outros periodos do ano e para produzir
gametas (Barber & Blake 1985; Bayne 1985).

A identificagao do estagio de desenvolvimento gonadico pode ser realizada por uma inspegao
visual da gbnada (avaliagdo macroscépica) observando seu tamanho, coloragdo e espessura.
Contudo, este método pode conduzir a estimativas subjetivas. Outro método direto de identificagéo é
o indice gonadico, obtido através do peso seco da gdnada dividido pelo peso seco total dos tecidos
moles. Este método é simples e de aplicagao direta. Contudo o seu inconveniente € que o animal é

sacrificado (Roman et al. 2001). Além destes dois métodos ja citados, o método histolégico (avaliagao
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microscopica) é o mais preciso, sendo um método que n&o deixa duvidas do estagio sexual do animal
(Barbert and Blake, 2006).

Este estudo tem por objetivo descrever os diferentes estagios sexuais da por¢ao feminina da
gbnada da vieira N. nodosus, avaliar estes estagio ao longo de um ano em ambiente de cultivo e
avaliar a relagdo da quantidade de astaxantina na porg¢do feminina da génada com os estagios

sexuais.

2. Materiais e Métodos

Reprodutores da vieira Nodipecten nodosus (Linnaeus,1758) foram coletados na area de

cultivo experimental da EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural), localizada
em Santa Catarina (SC), regido sul do Brasil, na praia do Canto Grande, Bombinhas (27°12'5,39"S e
48°30'47,7"'N). As anadlises de carotendides, com HPLC, foram realizadas no Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal da Universidade Federal de Santa Catarina (LMBV/UFSC) e, as
analises histolégicas, no Nucleo de Estudos em Patologia em Aquicultura (NEPA) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).

2.1. Delineamento experimental

Para descrever o ciclo gametogénico da porgao feminina da génada foram coletados em
diferentes periodos, 45 animais de 70 + 5 mm de altura, 17 meses de vida, da area de cultivo
experimental da EPAGRI e realizadas secgbes histoldgicas e andlise da quantidade de astaxantina
presente na por¢ao feminina da génada.

Para o estudo dos estagios sexuais ao longo de um ano, foram coletados mensalmente 4
animais de 70 £ 5 mm de altura de uma mesma familia, mantidos na area de cultivo experimental da
EPAGRI.

Os animais, ao serem coletados, foram imediatamente transportados em caixas de isopor
para o laboratério, com as valvas oclusas. Foi realizada a avaliagdo sexual macroscopica e entao,
com o auxilio de uma tesoura e bisturi, foi retirada a por¢do feminina das génadas. Em seguida
ocorreu a dessalinizagdo deste material com solu¢do de formiato de aménio (0,5 M). O excesso de
liquido sobre a biomassa amostral foi removido utilizando-se papel de filtro. Para a histologia foi
realizada a seccao mediana longitudinal da parte feminina partindo a gbnada em duas partes e
colocado 1 parte para andlise histoldgica e outra para andlise de astaxantina. As porgdes femininas
das gonadas que foram utilizadas para anadlise de astaxantina foram armazenadas a -18 °C por 24 h

e liofilizadas (marca Terroni Favel LT 1000/8).

2.2. Histologia
Os cortes foram fixados em solugao de Davidson e armazenados em alcool 70 %. Apods

diferentes banhos em alcool etilico (de 70 a 100 %), xilol e parafina, foram entdo montados em blocos
de parafina.
Os blocos contendo as amostras de gbnada foram cortados a 5 y. As laminas foram coradas

com Hematoxilina de Harris e Eosina.
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Para a identificacdo dos estagios sexuais foram realizadas duas avaliagdes por dois
identificadores, aleatoriamente e sem identificagdo da lamina. A descrigdo dos estagios foi realizada
individualmente, pela analise microscépica com aumento de 200 e 400 vezes.

Foi padronizada uma pontuagcdo para cada estagio sexual de 1 a 6, como pode ser
visualizada no Quadro 1, para as analises.

No local de cultivo onde os animais foram mantidos, a temperatura da agua do mar foi
registrada de outubro de 2006 a novembro de 2007, através de um TidBit, modelo Optic StowAway-

TEMP, instalado no local.

2.3. Analise de astaxantina

A extragcdo de carotenodides foi realizada conforme metodologia descrita por Siihnel et al. (in
press), colocando a amostra liofilizada em um recipiente de ceramica, adicionando nitrogénio liquido,
macerando-as e retirando uma aliquota de 50 mg. A esta aliquota de 50 mg foram adicionados 5 mL
da solugdo extratora de acetona (Ac=0, Nuclear, P.A.) e n-hexano (Hex, TediaBrazil, P.A.) na
proporcdo 1:3 respectivamente, permanecendo em agitacdo (agitador magnético Fisatom),
protegidas da luz, em temperatura ambiente (23 °C). Apds a extragdo, as amostras foram filtradas em
papel filtro, tendo seu volume final ajustado para 3 mL, com posterior acondicionamento em frascos
ambar, contendo atmosfera de N, As amostras permaneceram armazenadas em freezer (-18 °C)
para posterior determinacao do teor de astaxantina.

A astaxantina foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
metodologia utilizada para analise foi conforme descrito por Siihnel et al. (in press), onde aliquotas
dos extratos carotenoidicos das amostras (300 uL) foram filtradas (fitros de 0,22 ), seguido da
injecao de 10 uL de cada amostra em cromatégrafo liquido (Shimzadu LC-10A), equipado com coluna
C4g de fase reversa Vydac (BioRad, 25 cm x 4,6 mm OJ) e detector UV-visivel, operando em leitura de
470 nm. Como fase movel, utilizou-se acetonitrila: metanol (90: 10, TediaBrazil, grau HPLC), em fluxo
de 0,8 mL/min.

A identificacdo da astaxantina foi realizada com base no tempo de retengao obtido a partir da
analise de amostra padrao (0,461 mg/10 mL Hex, Sigma — MO, USA), sob as mesmas condigbes
experimentais e calculando-se a integral da area dos picos correspondentes, através de curva padrao
externa (y = 7044,96x, r’ = 0,994).

2.4. Analise estatistica

Para anadlise da relagéo entre quantidade de astaxantina na porgcéo feminina da génada e o
estagio sexual, foi feita analise descritiva, a avaliagdo de normalidade dos erros e de homogeneidade
de variancia (Barttlet). Como as amostras ndo mostraram homogeneidade, foi relizada uma analise
nao paramétrica Kruskal Wallis e, em seguida, o teste de separagdo de médias dois a dois, o Mann-

Whitney U-test. A bibliografia de referéncia para as analises estatisticas foi a de Zar (1974).
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3. Resultados

3.1. Descricdo dos estagios sexuais

Os animais coletados encontravam-se em diferentes estagios sexuais, os quais foram
organizados em quatro estagios e realizada a descricdo macroscopica e microscopica dos aspectos
da porgao feminina da génada (Tabela 1), observando: a) primeiro os aspectos macroscépicos, como
coloragéo da gbnada, granulagéo, e aparéncia; e b) em seguida os aspectos microscopicos, como a
presenca de odcitos, paredes dos foliculos, espagos inter e intrafoliculares, canais (gonodutos),
presenca de tecido conjuntivo e lise dos gametas. Os quatro estagios descritos s&o: (estagio 1)
gametogénese; (estagio 2A) pré-desova inicial; (estagio 2B) pré-desova avangada; (estagio 3A)
desova inicial; (estagio 3B) desova avangada; e (estagio 4) repouso (Tabela 1). Estes quatro estagios
podem ser observados na Figura 1.

Nos estagios pré-desova (estagio 2) e desova (estagio 3) foram realizadas subdivisdes em A
e B, sendo A em ambos uma fase inicial e B uma fase avangada em cada estagio.

As anadlises microscopicas realizadas pelos 2 analisadores foram idénticas, ndo deixando
duvidas do real estagio em que se encontrava cada génada analisada.

O estagio de gametogénese (estagio 1) caracteriza-se pela presenca de foliculos aparentes
com paredes espessas e nao justapostas, poucos odcitos nos foliculos, sendo o aspecto dos foliculos
heterogéneo, em diferentes tamanhos. Podem ser observadas oogbnias no lado interno do foliculo.
Também se observa a presenca de tecido conjuntivo interfolicular e espagos vazios intrafoliculares.

O estagio de pré-desova inicial (estagio 2A) caracteriza-se por apresentar muitos foliculos,
repletos de gametas, sendo que os odcitos sdo alongados. A parede dos foliculos é aparente,
reconhecivel. O gonoduto apresenta-se vazio, sem a presenca de odcitos € ndo se observam
espacos intrafoliculares.

O estagio de pré-desova avangado (estagio 2B) caracteriza-se por apresentar mais oocitos
por foliculo que no estagio 2A, sendo que os odcitos sdo alongados e extremamente comprimidos; a
parede do foliculo esta muito justaposta e é de dificil visualizagdo. Ha muitos foliculos, o gonoduto
esta sem odcitos e ndo se observam espacos intrafoliculares e ou interfoliculares. Como a gbnada
esta repleta de gametas, o préprio corte, secgao histologica, ja estimula a liberagdo de gametas.

O estagio de desova inicial (estagio 3A) caracteriza-se por ser a fase inicial de eliminagao de
gametas; as paredes dos foliculos ndo estdo totalmente justapostas, sdo reconheciveis, podendo
haver presengca de gametas nos gonodutos e ha presenga de alguns espagos intrafoliculares e
interfoliculares.

O estagio de desova avangada (estagio 3B) caracteriza-se por apresentar foliculos vazios e
com formato irregular, devido a recente eliminagdo de gametas. Neste estagio o foliculo pode estar
total ou parcialmente vazio, com odcitos remanescentes, podendo-se observar lise nesses odcitos
remanescentes.

O estagio de repouso (estagio 4) caracteriza-se pela gbnada apresentar muito tecido
conjuntivo e poucos foliculos. Os foliculos remanescentes tém pequeno didmetro e a dominancia é de

conjuntivo interfolicular.
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Tabela 1

3.2 Variacdo do estagio sexual em ambiente de cultivo

Na analise histoldgica da porgcao feminina da gbnada das vieiras coletadas no periodo de
novembro de 2006 a novembro de 2007, foram observadas eliminagdo de gametas no periodo de
dezembro de 2006 e janeiro de 2007 e no periodo de julho, agosto e setembro de 2007 na praia de
Canto grande (Sul do Brasil). No restante dos meses os animais analisados estavam
predominantemente em estagio de pré-desova (Figura 2).

A temperatura da agua do mar no periodo de dezembro de 2006 a janeiro de 2007 variou de
22,64 £ 0,77 °C a 24,75 + 0,97 °C, respectivamente e de julho, agosto e setembro de 2007 de 15,84 +
1,40 °C, 16,47 £ 1,09 °C e 19,65 + 1,37 °C, respectivamente (Figura 2).

3.3 Quantidade de astaxantina em cada estagio sexual

Para avaliar a relacdo da quantidade de carotendides e o estagio sexual, foi primeiramente
realizada a avaliagcdo da homogeneidade das amostras. Como ndo sdo homogéneas (p<0,05), entdo
foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, o qual mostrou que as amostras apresentam
diferenga significativa (p<0,05). Para identificar quais estagios séo diferentes foi aplicado Mann-
Whitney U-Test comparando as amostras duas a duas. Este teste mostrou que a quantidade de
astaxantina nos estagios de pré-desova avancada estagio 2B (45,06 + 6,35 ug/mL) e de desova
inicial estagio 3A (38,01 £ 7,16 ug/mL) ndo apresenta diferencga significativa, mas sim em relagédo aos
estagios de gametogénese estagio 1 (8,31 + 0,41 ug/mL), pré-desova inicial estagio 2A (17,71 £ 4,87
pg/mL), desova avangada 3B (17,12 + 0,85 yg/mL) e de repouso estagio 4 (6,76 + 0,91 ug/mL). O
estagio de gametogénese (estagio 1) e o de repouso (estagio 4) apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) entre si e dos demais estagios. Assim como, o estagio de repouso (estagio 4) apresentou
diferenga significativa (p<0,05) dos demais estagios, apresentando a menor quantidade de
astaxantina. Os estagios pré-desova inicial (estagio 2A) e desova avangada (estagio 3B) nao

apresentaram diferenga significativa.
Figura 1
Figura 2
Figura 3
4. Discussao
Segundo Sastry (1975), os estagios no ciclo reprodutivo envolvem as interagdes entre fatores
endogenos e exogenos. Os fatores exdgenos sao principalmente: temperatura, salinidade e

abundancia nutricional. Para os fatores endégenos o autor descreve a idade, o metabolismo e os

horménios. Contudo, o estado nutricional do animal também é fundamental para este ciclo.
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Os quatro estagios reprodutivos aqui descritos e utilizados foram adotados por terem se
mostrado possiveis de reconhecimento, levando em conta o aspecto dinamico do ciclo sexual da

vieira Nodipecten nodosus.

A diferenciagdo dos quatro estagios descritos neste estudo foi realizada com base na
avaliagdo microscopica de cada estagio sexual. Esta divisdo em estagio é importante no processo de
reproducdo em laboratério, a qual facilita a identificagdo do estagio sexual dos reprodutores a serem
utilizados para producao de sementes. Nesse processo, para N. nodosus, os animais ao chegaram do
mar passam por um periodo de maturagdo, os quais sdo acondicionados em tanques e com
alimentagao diaria. A qualidade deste alimento fornecida deve ser considerada para o sucesso desta
maturacgao e posterior produgao de larvas viaveis.

Os autores Barber e Blake (1991) descrevem para os moluscos, incluindo os pectinideos, 6
estagios sexuais, sendo eles: (1) repouso (periodo vegetativo na reprodugao); (2) diferenciagao
celular; (3) crescimento citoplasmatico; (4) vitelogénese (maturagéo); (5) desova; (6) reabsorgao dos
gametas remanescentes.

O autor Sastry (1963) descreve para Argopecten ventricosus 5 estagios sexuais, sendo eles:

(1) imaturo; (2) parcialmente maturo; (3) maturo; (4) repouso. Ja os autores Villalejo-Fuerte e Ochoa
(1993) e Beninger e LePennec (1991) descrevem para esta mesma espécie os seguintes estagios:
(1) gametogénese inicial; (2) gametogénese avancgada; (3) maturo; (4) desova; (5) repouso.

Ja Barber e Blake (2006) citam que o pectinideo Pecten maximus, apresenta 7 estagios

sexuais, sendo eles: (0) imaturo; (I) desenvolvimento; (ll) diferenciagédo; (lll) recuperacgao; (IV)
preenchimento; (V) maturagao inicial; (VI) maturagdo avangada; (V1) desova parcial ou desova total.

Segundo Penchaszadeh et al. (2000), o pectinideo Amusium laurenti, apresenta 4 estagios

sexuais, sendo eles: desenvolvimento dos foliculos, foliculo cheio, desova parcial e desova total. Este
autor n&o descreve a ocorréncia do estagio de repouso para esta espécie.

Na avaliacdo e descricdo macroscépica, o estagio de gametogénese caracteriza-se por
apresentar gébnada nado tao inchada, coloragdo laranja claro e visualizacdo de granulos. Para os
estagios de pré-desova inicial (2A) e avangada (2B) nao foi observada diferenciagdo macroscopica,
apresentando ambos os estagios aparéncia inchada da génada, coloragédo laranja forte e sem
presenca de granulos. Para os estagios de desova inicial (3A) e desova avangada (3B) também nao
foi observada para a gbnada uma diferenciagdo macroscépica, apresentando nos dois casos génada
aparéncia inchada, coloracao laranja forte e a presencga de granulos. Para o estagio de repouso (4) a
gbnada apresentou aparéncia ndo inchada, com coloracdo laranja bem clara e opaca sem a presenca
de granulos.

O estagio de repouso (4) descrito neste estudo foi observado por Manzoni et al. (1996), para
N. nodosus, no periodo do inverno, contudo nao foi observado por Freitas (2001) para esta mesma
espécie. Luna-Gonzalez (1997) e Luna-Gonzalez et al. (2001) observaram para Argopecten
ventricosus no México o estagio de repouso no més de julho.

Em alguns bivalves, no estagio de repouso, o tecido conjuntivo rodeia os foliculos, o qual se

ramifica e expande de acordo com a quantidade e grau da maturagdo dos gametas (Calvo et al.



69

1998) e por isto no estagio de repouso, quando apenas existem gametas remanescentes, o tecido
conjuntivo preenche os espacos vazios interfoliculares.

O periodo de desova observado para N. nodosus neste trabalho com maiores temperaturas
da agua do mar no perido do verdo também sio observados para outras espécies de pectinideos,

como para Amusium laurenti (Penchaszadeh et al. 2000). Para Pecten maximus na Galicia (Pazos et

al. 1996), o perido de desova é observado no inverno (12,0 - 12,7 °C) e na primavera, quando a
temperatura alcanca os 16 °C.

De acordo com Manzoni et al. (1996), N. nodosus, em estudos realizados na llha do
Arvoredo/SC, apresentam desovas parciais e assincrénicas ao longo do ano, mas estas desovas nao
significam que os animais estejam desovando gametas viaveis. Eles simplesmente podem estar
eliminando gametas por fatores de estresses ambientais como temperatura. O periodo de novembro
a dezembro, para este autor (Manzoni et al., 1996) foi o de maiores valores de indice
gonadossomatico, o qual esta associado a altas temperaturas da agua. No presente estudo, na
avaliagao histolégica do estagio sexual ao longo do ano em ambiente de cultivo, pode-se observar
dois picos definidos de desova: um no verdo (dezembro e janeiro) e outro no final do inverno e
comego da primavera (julho, agosto e setembro). Os picos de desova no periodo de inverno e
primavera, com temperaturas da agua do mar menores, também foram identificados por Manzoni and
Banwart (2000).

Para avaliar a relagao entre os carotendides e os estagios sexuais, foram medidos os niveis
de carotendides na gbnada. Isto mostrou que em estagios avangados de pré-desova e inicio de
desova apresentam altos niveis de astaxantina na parte feminina da gbnada do que em estagios
iniciais de gametogénese em pré-desova, desova avangada e repouso. A maior quantidade de
astaxantina na porg¢ao feminina da gbnada no estagio de pré-desova avangado e no inicio da desova
indica que o acumulo de carotendides esta relacionado com a maturagao dos oécitos.

De acordo com Farias-Molina (2001), os carotendides sdo necessarios para a maturagao
gonadica em invertebrados. O que justificaria os maiores niveis de carotendides presentes na gbnada
quando os animais estdo em estagios reprodutivos mais avangados e tém mais gametas presentes
na gbnada (pré-desova avancgada e desova inicial), indicando a importancia dos carotendides nestas
fases.

Nossos resultados mostram que os carotendides sao necessarios para o ciclo reprodutivo da
vieira N. nodosus. Como 0s moluscos bivalves sdo incapazes de sintetizar os carotendides (Farias-
Molina 2001) é essencial que eles venham de uma dieta de fitoplancton rica em carotendides.

Ficou claro com a realizagdo deste trabalho que a vieira N. nodosus, adulta e madura,
apresenta quatro estagios sexuais bem definidos e que os estagios de pré-desova e desova podem
ser subdivididos e inicial e avangado, sendo eles: (1) gametogénese; (2A) pré-desova inicial; (2B) pré-
desova avangada; (3A) desova inicial; (3B) desova avangada; (4) repouso. Que os estagios de pré-
desova inicial e de desova avangada apresentam maior quantidade de astaxantina. N. nodosus
apresenta dois picos de desova ao longo do ano, sendo eles em dezembro e janeiro e o outro em

julho, agosto e setembro.
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Em mexilhdo, de acordo com Lunetta (1969), a coloragdo salméo alaranjada nos odécitos esta
relacionada a inclusao lipidica. Por outro lado, em N. nodosus esta coloragdo pode estar relacionada
com ambos, influéncia lipidica e da presencga de carotendides nos odcitos.

Como pode ser visto nos resultados de nosso trabalho, de acordo com os estagios do ciclo
reprodutivo e o conteldo de astaxantina, & possivel estabelecer uma relagdo muito préxima entre

estes eventos durante processos de maturagédo e desova em N. nodosus.
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Tabela 1. Descricdo histolégica dos estagios sexuais da por¢cdo feminina da gbénada da vieira

Nodipecten nodosus.

Descrigao

Nome Estagio Pontos  Descricdo microscépica o

macroscopica

Gametogenese 1 1 Poucos odcitos; Odcitos em Gobnada nao inchada;
diferentes tamanhos; Aspecto Coloracao laranja
heterogéneo; Presenca de tecido claro;
conjuntivo interfolicular; Paredes dos  Visualizagéo de
foliculos n&o justapostas; Parede do granulos.
foliculo mais espessa e presencga de
oogdnias no lado interno; Com
espacos intrafoliculares.

Pré-desova inicial 2A 2 Muitos foliculos Gonada inchada;
Foliculos repletos de gametas; Coloragéo: laranja
Odcitos alongados; forte;

Paredes dos foliculos justapostas, Sem presenga de
mas reconheciveis; Canal vazio. granulos.

Pré-desova 2B 3 Com mais odcitos por foliculos que

avangada em 2A; Odcitos alongados e
extremamente comprimidos; Parede
do foliculo muito justaposta, de dificil
visualizagao; Muitos foliculos; Canal
vazio; Qualquer estimulo ou corte ja
ha liberagdo de gametas; Sem
espacos intrafoliculares e
interfoliculares.

Desova inicial 3A 4 Fase inicial de eliminagéo de Gobnada inchada;
gametas; Paredes dos foliculos ndo Coloragéo: laranja
totalmente justapostas, forte;
reconheciveis; Pode haver presenca Presenca de
de gametas nos canais genitais; Com  granulos.
espagcos intrafoliculares e
interfoliculares.

Desova avangada 3B 5 Presenca de foliculos vazios; Foliculo
com formato irregular, devido a
recente desova; Foliculo total ou
parcialmente vazio, gametas
remanescentes.

Repouso 4 6 Poucos foliculos; Foliculos Gonada ndo inchada;

remanescentes em pequeno
didmetro; Muito tecido conjuntivo

interfolicular; Raros odcitos residuais.

Coloragéo: Laranja
claro, opaca;
Sem presencga de

granulos;
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Figura 1. Secgbes histoldgicas da gbnada feminina de Nodipecten nodosus mostrando o

desenvolvimento do ciclo gametogénico: (1) gametogénese; (2A) pré-desova inicial; (2B) pré-desova
avangada; (3A) desova inicial; (3B) desova avancada; (4) repouso. ct: tecido conjuntivo; 0o: oogdnia;
wf: parede do foliculo; oc: odcito; if: espago intrafolicular; rg: gametas remanescentes. A barra
representa 100 p.
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Figura 2. Temperatura da agua do mar durante a coleta de vieiras e estagio sexual dos
animais (N. nodosus) mensalmente (n=4). Estagios: (1) gametogenese; (2A) pré-desova

inicial; (2B) pré-desova avancgada; (3A) desova inicial; (3B) desova avancgada.
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Figura 3. Quantidade de astaxantina na porgdo feminina da génada da vieira N. nodosus,
nos estagios sexuais. Estagios: (1) gametogenese; (2A) pré-desova inicial; (2B) pré-

desova avancgada; (3A) desova inicial; (3B) desova avancgada; (4) repouso.
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CAPITULO V - Efeito de dietas com diferentes concentragdes e fontes de astaxantina na
maturagdo de reprodutores, rendimento larval e de pré-sementes da vieira, Nodipecten
nodosus (L. 1758)

Revista a qual sera enviado para publicagao: Aquaculture
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Resumo

Neste estudo, foi realizada a maturacdo de reprodutores da vieira Nodipecten nodosus com duas
fontes de astaxantina, a microalga Haematococcus pluvialis seca (Algamac AST) e viva, e avaliado o
seu efeito no estagio sexual, acumulo de astaxantina e eliminagdo e gametas dos reprodutores, assim
como na recuperagao de larvas e de pré-sementes. Foram realizados dois experimentos testando
diferentes concetragbes de Algamac AST em uma dieta compostas por uma mistura de microalgas
(Isochrysis sp., Chaetoceros muelleri e Skeletonema sp.). Um terceiro experimento foi realizado
testando o Algamac AST e a microalga H. pluvialis viva em uma concentragdo de 50 % sobre uma
dieta composta pela microalga C. muelleri. Todas as dietas foram calculadas para uma concentragao
final de microalgas de 7,5x10* células.mL™. Observou-se para os experimentos | e Il, que a
substituicdo da dieta com 50% de Algamac AST, em ambos tempos avaliados, proporcionou um
maior acumulo de astaxantina na porgao feminina da gbnada e que todas as dietas testadas
favoreceram a maturagdo gonadica. Assim como, odservou-se que o Algamac AST na dieta
favoreceu a sobrevivéncia de larvas “D” e pedivéliger. Para o experimento lll, o tratamento com a
microalga H. pluvialis viva proporcionou um maior acUmulo de astaxantina na porgdo feminina da
gbnada da vieira e uma maior porcentagem de recuperacdo de larvas “D” e pedivéliger. Estes
resultados mostraram que os carotendides apresentam um efeito positivo na recuperagéo de larvas

para esta espécie.

Palavras Chave: Nodipecten nodosus, maturagao, astaxantina, rendimento larval, recuperacao de

pré-sementes, vieira.
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1. Introdugao

A maturagao de reprodutores em laboratdrio € uma etapa importante no processo de cultivo de
bivalves (Wilson et al., 1996). Para Nodipecten nodosus, esta etapa é fundamental para garantir o
fornecimento de sementes para a produgado comercial. Pesquisas para obtencdo de sementes de N.
nodosus através de coletores artificiais colocados em ambiente natural, demonstraram que esta
espécie possui uma baixa taxa de captagdo, devido a sua baixa densidade e dispersao das
populac¢des (Ostini; Poli, 1990; Manzoni; Rupp, 1993; Manzoni et al., 1996; Uriarte et al., 2001).

Os primeiros ensaios sobre a maturagao da vieira Nodipecten nodosus em laboratério foram
realizados por Rupp (1994), obtendo 100% de sobrevivéncia dos reprodutores acondicionados em
laboratorio. De mesma forma, Velascos e Barros (2007) citam que € possivel obter uma maturagéo de
Nodipecten nodosus em laboratério.

Na maturagdo em laboratério, além da temperatura, um dos fatores fundamentais é a
alimentacao destes reprodutores durante este periodo (Roman et al., 2001). A dieta de reprodutores
em laboratério pode ser enriquecida com diferentes nutrientes, como lipideos (Soudant et al., 19963,
1996b), proteinas (Hernandez et al., 2000) e vitaminas.

Os carotendides, precursores da vitamina A (Miki et al., 1982), sdo pigmentos encontrados
nos tecidos de organismos marinhos (Meyers, 1994). Segundo Gu et al. (1997), o carotendide
astaxantina (3,3'-dihydroxy-carotene-4,4'-dione) € um dos principais pigmentos responsaveis pela cor
da carne e gbénada de muitos animais marinhos. Nos organismos marinhos, os carotendides sao
exigidos para o desenvolvimento e maturagao gonadica e para a fertilizagdo, conferindo aumento na
taxa de fecundagéo, além de desempenharem importante fungédo no desenvolvimento embrionario e
na eclosao (Petit et al., 1991; Olson, 1993; Menasveta et al., 1994; Mantiri et al., 1995; Farias-Molina,
2001).

Os mamiferos, crustaceos, peixes e moluscos nao estdo bioquimicamente capacitados para a
biossintese de carotendides, mas podem acumular e/ou converter precursores que obtém da dieta,
como por exemplo, a conversao de B-caroteno em vitamina A (Johnson e Schroeder, 1995). Para os
moluscos bivalves, o fitoplancton é a principal fonte de carotendides ingeridos na dieta (Farias-Molina,
2001). Portanto, a qualidade e quantidade de alimentos fornecidos aos reprodutores durante sua
maturagéo em laboratério, sdo fundamentais para o sucesso da reproducao.

Em pectinideos, foi demonstrada a presenga e a importancia dos carotendides para as etapas
de maturagéo gonadica. Miki et al. (1982) identificou 5 tipos de carotendides em quatro espécies de
pectinideos: Astaxantina, Pectenolone, Pectenoxantina, Pectenol e Tetrol, em concentragbes totais
de carotenodide de 1,56 a 7,15 mg por 100 gramas de gbnada. Escarria et al. (1989) observaram em
gbnadas de Argopecten ventricosus, a presenca de Astaxantina e Luteina em concentragdo de 2x10°
mg por grama de génada.

A microalga Haematococcus pluvialis é uma alga verde da ordem Volvocales, familia
Haematococcaceae, de ocorréncia mundial em condi¢des favoraveis para o seu crescimento (Passos,
2006). Esta microalga tem a capacidade de sintetizar e aculmular mais de 1% do seu peso seco em
astaxantina no citoplasma, quando na forma encistada (Cordero et at., 1996). Sua producao

comercial compreende duas etapas: a primeira de obtengdo massiva de biomassa (forma vegetativa)
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e a segunda de carotenogénese (forma encistada). O processo de carotenogénese é iniciado quando
a microalga, em sua forma vegetativa, € exposta a condicdes de estresse como a variagao de
nitrogénio e fésforo (Boussiba and Vonshak 1991; Boussiba et al., 1999) e de salinidade (Tjahjono et
al., 1994).

Portanto, uma vez que a qualidade e quantidade de alimentos fornecidos aos reprodutores
durante sua maturacdo em laboratério sdo fundamentais para o sucesso da reprodugéo, este trabalho
teve por objetivo avaliar o efeito da utilizagdo de dietas enriquecidas com carotendides, na maturagcéo

de reprodutores de N. nodosus, em laboratério, para produgao de larvas de sementes.

2. Materiais e Métodos

Os experimentos de maturacao de reprodutores e respectivas larviculturas e assentamento
foram realizados no Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina
(LMM/UFSC), localizado na Barra da Lagoa/Floriandpolis. As analises de astaxantina, com HPLC,
foram realizadas no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal da Universidade Federal de
Santa Catarina (LMBV/UFSC) e as andlises histolégicas no Nucleo de Estudos em Patologia em
Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina (NEPA/UFSC).

2.1. Delineamento experimental

Durante o estudo foi avaliado o efeito da maturagdo de reprodutores com dietas com
diferentes concentragbes de astaxantina sobre a produgdo de gametas, larvas e sementes. Para isto
foram realizados 3 experiementos (I, Il e Ill). As fontes de astaxantina foram: (i) a microalga
Haematococcus pluvialis seca, produzida comercialmente por Aquafauna/BIO-MARINENc com o
nome de Algamac AST; (ii) e a microalga H. pluvialis viva, produzida pelo LMM.

Nos experimentos | e Il (Tabela 1) foram testados 5 tratamentos em triplicata distribuidos ao
acaso, totalizando 15 unidades experimentais. No experimento Il (Tabela 2) foram testados 3

tratamentos em triplicata distribuidos ao acaso, totalizando 9 unidades experimentais.

2.2. Dietas

Nos tratamentos testados no experimento | e Il, foi padronizada uma dieta composta pela
mistura de microalgas das espécies Isochrysis sp. variedade Tahit (CCMP 1324, T-Iso), Chaetoceros
muelleri (CCMP 1316, Cm) e Skeletonema sp. (CCMP 795, Sk), nas propor¢des 50:25:25 (dieta
utilizada pelo Laboratério de Moluscos Marinhos, basal), respectivamente. Esta dieta padréo foi
utilizada também como tratamento controle (Algamac0%). No experimento Ill, o controle foi
alimentado somente com Chaetoceros muelleri (Cm). Estas microalgas foram cultivadas no meio
Guillard F/2 modificado no LMM, em agua filtrada e esterilizada, aeragcdo continua filtrada,
temperatura de 22 °C e um regime de luz de 24 h. As microalgas foram utilizadas na fase exponencial
de crescimento.

A cepa de Haematococcus pluvialis foi obtida da Colecdo de Microalgas Elizabeth Aidar da
Universidade Federal Fluminense (CMEA/UFF). O cultivo de Haematococcus pluvialis foi realizado

em duas fases. Na primeira, sob condigcbes adequadas foi estimulada a produgédo de elevadas
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densidades de células flageladas verdes. Os cultivos foram realizados em volumes de 2 L com meio
de cultura WC (Guillard and Lorenzen, 1972) e intensidade de luz média de 120 pymol photons m™s™.
No quarto dia de cultivo iniciou a fase dois (2), caracterizada pelo acumulo de astaxantina, onde as
culturas foram submetidas a estresse quimico (auséncia do nitrato de sodio no meio de cultura
utilizado na fase um). Os cultivos da fase um (1) foram inoculados em 10 L de meio de cultura e
cultivados por 10 dias antes de serem utilizados na dieta testada.

A concentragdo diaria de alimento fornecida foi de 7,5x10* célula.mL™ (5,50 mg.L'1) para
todos os tratamentos. Nos experimentos | e Il, os tratamentos foram compostos por diferentes
porcentagens da mistura de microalgas e Algamac AST (Tabela 1). No experimento Ill, os
tratamentos testados foram realizados com diferentes porcentagens da microalga Chaetoceros
muelleri, Algamac AST e Haematococcus pluvialis viva (Tabela 2).

A composicao total de proteinas, carboidratos e lipideos e a quantidade de astaxantina nas
das microalgas utilizadas esta apresentada na Tabela 3. A composi¢ao nutricional e a quantidade de
astaxantina das dietas testadas nos experimentos | e Il podem ser visualizadas na Tabela 1 e no
experimento Ill na Tabela 2.

A determinacgdo de proteina total foi realizada através do método colorimétrico, onde, 5 mg de
amostra liofilizada foram submetidas a hidrélise com 2 mL de NaOH 1N, exposicdo a ultrasom e
centrifugacao para obtengdo do extrato alcalino. A este extrato foram adicionados os reagentes para
reagdo de cor conforme descrito por Lowry et al. (1951). A determinagao de carboidrato foi realizada
por método colorimétrico onde, a 5 mg de amostra liofilizada foram submetidas a hidrélise com 1 mL
de H,SO, a 80% por 20 h, centrifugadas, diluidas e adicionado os reagentes para reagdo de cor
conforme descrito por Dubois et al. (1956). O lipideo total foi determinado por método gravimétrico
descrito por Folch et al. (1957).

2.3. Maturagao de reprodutores

Os reprodutores (70-75 mm de altura e 18 meses de idade) cultivados em espinhel, a 2 m de
profundidade, foram coletados na area de cultivo experimental da EPAGRI (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensao Rural), localizada em Santa Catarina (SC), regido sul do Brasil, na praia do
Canto Grande, Bombinhas (27°12'5,39"S e 48°30'47,7"N). Os animais foram imediatamente
transportados em caixas de isopor, com agua do mar a 23 °C, para o laboratério. No laboratério, os
animais permaneceram em jejum por 12 horas (over nigth), sendo aclimatados a temperatura de 17
°C para experimento | e a 20 °C para os experimentos Il e llI.

Para os trés experimentos de maturacdo, foram utilizados tanques de 15 L em triplicata para
cada tratamento, com aeragao constante. Foi utilizado fluxo continuo aberto de entrada de agua do
mar a uma vazdo de 333 mL.min” por animal e para alimento (microalgas diluidas na agua) de 33
mL.min™" por animal. Os tanques de maturag&o néo foram limpos durante o experimento.

Os tanques de alimentagdo foram limpos diariamente e renovado o alimento para cada
tratamento. Apds este manejo o fluxo de agua e de alimento em cada tanque de maturagdo era

regulado conforme os valores descritos acima e mantidos com aeragéo constate.



83

O Alagamac AST foi hidratado em um volume fixo de dgua salgada circulante por 12 horas e

protegido da luz a uma temperatura de 19 °C, antes de ser utilizado nos tratamentos testados.

Experimento |

Apos a aclimatagao, foram retirados os organismos incrustantes e os animais foram induzidos
a desova por diferenga de temperatura, com agua do mar tratada com UV, aclimatados novamente,
para entdo serem acondicionados nos tanques de maturagdo, em ftriplicata, para inicio do
experimento.

Este experimento teve duragao de 30 dias com duas indugdes a desova, uma com 15 dias de
maturagéo (Tq5) e a segunda com 30 dias de maturagdo (T3). A temperatura da agua para os
primeiros 15 dias de maturacao foi mantida em 16,1 £ 0,5 °C e para os 15 dias restantes em 17,6 +
0,8 °C.

Em cada tanque foram acondicionados: 1 animal para analise de astaxantina e histologia e 2
animais para desova, sendo entdo 3 animais por tanque para os primeiros 15 dias de maturagéo (T+s)

e para os 15 dias restantes (T3), totalizando 6 animais por tanque para os 30 dias de maturagéo.

Experimento Il

Neste experimento os animais ndo foram limpos e nem induzidos a desova ao chegarem no
laboratério, sendo colocados diretamente para a aclimatagdo. Apds a aclimatagéo, os animais foram
acondicionados nos tanques de maturagado, em ftriplicata e distribuidos ao acaso, para o inicio do
experimento.

Este experimento teve duragao de 15 dias com duas indugdes a desova, uma com 7 dias de
maturacéo (T7) e a segunda com 15 dias de maturagéo (T45) . A temperatura da agua foi mantida em
19,2+ 0,6 °C.

Em cada tanque foram acondicionados: 1 animal para analise de astaxantina e histologia e 2
animais para desova, sendo entao 3 animais por tanque para os primeiros 7 dias de maturacao (T7) e

3 para os 7 dias restantes (T4s5) , totalizando 6 animais por tanque para os 15 dias de maturagao.

Experimento Il

Apos a aclimatagao, foram retirados os organismos incrustantes e os animais foram induzidos
a desova por choque de temperatura, com agua do mar tratada com UV, aclimatados para entao,
serem acondicionados nos tanques de maturagéo, em triplicata, para o inicio do experimento.

Este experimento teve duragdo de 30 dias com apenas uma desova, apdés os 30 dias de
maturagao (Tzg). A temperatura para os 30 dias de maturagao foi de 20,0 £ 0,4 °C.

Em cada tanque foram acondicionados: 1 animal para analise de astaxantina e histologia e 2

animais para desova, totalizando 3 animais por tanque para os 30 dias de maturagao.

2.4. Eliminacdo de gametas
A técnica de inducéo a desova e fecundacéo foi a técnica utilizada pelo LMM, de acordo com
Rupp (1994) e Rupp et al. (2004) e adaptada pelo LMM, com estresse por retirada de organismos



84

incrustantes das valvas, exposi¢cado a agua com UV e variacdo da temperatura da dgua nos tanques
de inducgdo de 20 °C para 24 °C. O tempo de indugéo a desova foi fixado em uma hora.

Assim que os animais iniciaram a liberagdo dos gametas, estes foram separados em baldes
de 2 L, para desova. Cada tratamento foi subdividido em A e B para a fecundagdo cruzada dos
gametas dentro de cada tratamento, a qual foi realizada ao longo da desova. O gameta feminino era
quantificado, fecundado e mantido em tanques separados por tratamento para o desenvolvimento

larval.

2.5. Obtencéo de larva “D” e Larvicultura

O cultivo larval foi desenvolvido conforme técnicas utilizadas pelo LMM-UFSC, que consistem
basicamente na transferéncia dos embrides para os tanques de larvicultura; trocas de aguas a cada
48 horas; peneiramento com diferentes tamises para repicagem e eliminagdo larvas mortas;
alimentagao diaria com microalgas e temperatura da agua controlada, variando de 23 a 24 °C, nao foi
utilizado antibidtico.

Para cada tratamento foi realizada a sua respectiva larvicultura individualmente em triplicata.
Para os experimentos | e Il foram utilizados tanques de 10 L e, para o experimento lll, tanques de 14
L. A densidade inicial nos tanques de larvicultura foi de 100 o6citos.mL™” no primeiro dia para os 3
experimentos e no segundo repicada para 10 larvas.mL” (larvas “D”) para os experimentos | e Il
Para o experiemtno Ill foi utilizado 5 larvas.mL™ (larvas “D”). Os cultivos foram mantidos com aeracao
constante e fraca.

A espécie de microalga oferecida no segundo dia de larvicultura foi a Isochrysis sp. variedade
Tahit (T-Iso) na concentragéo de 0,5 x10* célula.mL™. A partir do terceiro dia: T-Iso, Paviova sp (Pav)
e Chaetoceros calcitrans (Cc), nas proporgdes 35:35:30, respectivamente, a uma concentragdo de
1x10* célula.mL™. A partir do quinto dia: T-Iso, Pav e Cc, nas proporg¢des 30:20:50, respectivamente,
a uma concentragdo de 2x10* célula.mL™. Estas microalgas foram cultivadas no meio Guillard F/2
modificado no LMM, em agua filtrada e esterilizada, aeragao continua filtrada, temperatura de 22 °C e
um regime de luz de 24 h. As microalgas foram utilizadas na fase exponencial de crescimento.

A avaliagdo do rendimento das larviculturas foi realizada com 13 dias, para os trés

experimentos, quando a as larvas encontraram-se em estagio de larva pedivéliger.

2.6. Assentamento

Somente para o experimento Il foi realizado o assentamento das larvas, desenvolvido
conforme técnicas utilizadas pelo Laboratério LMM. As larvas utilizadas para o assentamento foram
selecionadas por malha 125 e 145 micras (com pé ativo e presenga de mancha ocular) no 13° dia de
larvicultura. Para o assentamento foram utilizados coletores de malha netlon com folhas de pinus
(Pinus sp) (Zanette 2007) em seu interior. Os coletores foram previamente aclimatados, por 13 dias
com o mesmo tratamento dado as larvas durante a larvicultura, adicionando microalgas aos mesmos,
conforme metodologia descrita por Zanette (2007). As larvas selecionadas foram colocadas nos
tanques de assentamento ja contendo os coletores previamente aclimatados, na densidade de 0,71

larvas.mL™ e mantido o volume de 14 L de agua do mar com aeragao constante; trocas de aguas a
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cada 48 horas; alimentag&o diaria com microalgas e temperatura da agua controlada, variando de 23
a24°C.

As espécies de microalgas oferecidas foram: Isochrysis sp. variedade Tahit (T-Iso), Pavlova
sp. (Pav) e Chaetoceros calcitrans (Cc), nas proporgbes 30:50:20, respectivamente, a uma
concentraggo inicial de 3x10* célula.mL™ uma vez por dia.

A avaliacdo do rendimento do assentamento foi realizada com 15 dias (Suhnel, 2002) de

assentamento.

2.7. Avaliacdo do efeito das dietas

Para verificar o efeito da dieta foram realizadas analises da concentragdo de astaxantina e
identificado o estagio sexual dos reprodutores, ambos na por¢ao feminina das génadas, no inicio da
maturacgao (T,) para todos os experimentos (I, Il e lll), com quinze dias (T4s) e trinta dias (T3p) de
maturagédo para o exdperimento I, com sete dias (T;) e com quinze dias (T45) de maturagéo para o
experimento Il e com trinta dias de maturagao (T3;) para o experimento ll.

Também foi avaliada a sobrevivéncia de larvas “D” (com 24 horas de larvicultura) e
pedivéliger (com 13 dias de larvicultura) para os trés experimentos e a sobrevivéncia de pré-sementes

para o experimento Il (contagens realizadas em triplicata).

Anélise de astaxantina

A extracdo de carotenodides foi realizada conforme metodologia descrita por Siihnel et al. (in
press), colocando a amostra liofilizada em um recipiente de cerdmica, adicionando nitrogénio liquido,
macerando-as e retirando uma aliquota de 50 mg. A esta aliquota de 50 mg foram adicionados 5 mL
da solucdo extratora de acetona (Ac=O, Nuclear, P.A.) e n-hexano (Hex, TediaBrazil, P.A.) na
proporgdo 1:3, respectivamente, permanecendo em agitacdo (agitador magnético Fisatom),
protegidas da luz, em temperatura ambiente (23 °C). Ap6s a extracédo, as amostras foram filtradas em
papel filtro, tendo seu volume final ajustado para 3 mL, com posterior acondicionamento em frascos
ambar (10 mL), contendo atmosfera de N, As amostras permaneceram armazenadas em freezer (-18
°C) para posterior determinagao do teor de astaxantina.

A astaxantina foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
metodologia utilizada para andlise foi conforme descrito por Sthnel et al. (in press), onde aliquotas
dos extratos carotenoidicos das amostras (300 uL) foram filtradas (fitros de 0,22 ), seguido da
injecéo de 10 uL de cada amostra em cromatografo liquido (Shimzadu LC-10A), equipado com coluna
C4g de fase reversa Vydac (BioRad, 25 cm x 4,6 mm OJ) e detector UV-visivel, operando em leitura de
470 nm. Como fase movel, utilizou-se acetonitrila: metanol (90:10, TediaBrazil, grau HPLC), em fluxo
de 0,8 mL.min™.

A identificagdo da astaxantina foi realizada com base no tempo de retengao obtido a partir da
analise de amostra padrao (0,461 mg.10 mL" Hex, Sigma, USA), sob as mesmas condi¢des
experimentais e calculando-se a integral da area dos picos correspondentes, através de curva padrao
externa (y = 7.044,96x, r* = 0,994).
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Anédlise de Histologia

A analise histolégica foi realizada na porgéo feminina da génada dos reprodutores maturados
em cada tratamento nos trés experimentos.

Os cortes foram fixados em solugdo de Davidson e armazenados em alcool 70%. Apods
diferentes banhos em alcool etilico (de 70 a 100%), xilol e parafina, foram entdo montados em blocos
de parafina.

Os blocos contendo as amostras de gbnada foram cortados a 5 y. As laminas foram coradas
com Hematoxilina de Harris e Eosina.

Para a identificacdo dos estadios de maturagdo foram realizadas duas avaliagdes por dois
identificadores, aleatériamente e sem identificagdo da lamina. A descrigdo dos estagios foi realizada
individualmente, pela analise microscopica com aumento de 200 e 400 vezes.

Foi padronizada uma pontuagéo para cada estagio sexual de 1 a 6 (Capitulo V).

A determinacdo do estagio sexual segue padrao definido no Capitulo IV, os quais definem
quatro estagios sexuais (1-gametogénese; 2A-pré-desova inicial; 2B-pré-desova avangada; 3A-
desova inicial; 3B-desova avancgada; e 4-repouso) de acordo com as caracteristicas histolégicas da

gbnada da vieira N. nodosus.

2.8. Analise estatistica

Para comparagao entre os tratamentos, os paradmetros avaliados, acumulo de astaxantina,
estagio sexual, quantidade total de gamentas eliminados por cada tratamento, sobrevivéncia de
larvas “D” e pedivéliger e sobrevivéncia de pré-sementes foi realizada a analise descritiva, avaliagao
de normalidade dos erros e de homogeneidade de variancia (Barttlet). Analise de variancia multipla
(ANOVA) e de separacdo de médias com Teste Tukey para a comparagédo entre as médias (Zar,
1974). Utilizando programa Statistica versdo 5. Para os resultados com porcentagem (estagios
sexuais, sobrevivéncia de larvas “D”, pedivéliger e pré-sementes) o valor absoluto foi transformado

em Arcoseno para entao ser aplicado o teste estatistico.

3. Resultados
3.1. Astaxantina na porgao feminina da génada de Nodipecten nodosus

Para os trés experimentos realizados foi observado que n&o houve mortalidade dos
reprodutores ao término de cada tempo de maturacéao testado.

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados da andlise de astaxantina obtidos no
experimento |, podemos observar que houve acumulo significativo de astaxantina durante a
maturagdo uma vez que T, foi menor que T45 e T3y para todos os tratamentos testados (p<0,05). Na
avaliagdo realizada com quinze dias de maturacdo (T45) o tratamento Algamac50% apresentou a
maior concentragdo de astaxantina (p<0,05) na porgdo feminina da goénada (25,34 + 0,39 pg.mL™).
Para os reprodutores com trinta dias de maturagéo (T3g) os tratamentos Algamac50% (26,63 + 0,36
ug.mL'1), Algamac75% (26,74 + 4,43 pg.mL'1) e Algamac100% (25,33 + 1,25 |Jg.mL'1) nao
apresentaram diferenga entre si, mas sim diferenca (p<0,05) entre os tratamentos Algamac 0% e

Algamac25% na concentragéo de astaxantina na porséo feminina da génada.
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Avaliando o tempo de maturagdo no experimento | (Tabela 6), observou-se que os
tratamentos Algamac50%, Algamac75% e Algamac100% apresentaram diferenga significativa
(p<0,05) no acumulo de astaxantina entre T45 € Tz, havendo em T3y, um maior acumulo de
astaxantina na porgao feminina da génada.

No experimento Il (Figura 2) houve acumulo de astaxantina durante a maturagéo, sendo que
To apresentou menor concentragdo de astaxantina que em T; e Ty para todos os tratamentos
testados (p<0,05). Na avaliagéo realizada com sete dias de maturacao (T7) o tratamento Algamac50%
apresentou a maior concentragdo (24,79 = 5,07 ug.mL'1) de astaxantina (p<0,05). Para os
reprodutores com quinze dias de maturagdo (T1s) os tratamentos Algamac50% (25,45 + 1,54 uyg.mL™),
Algamac75% (24,70 + 3,66 yg.mL") e Algamac100% (22,00 + 2,61 pg.mL") apresentaram os
maiores concentragdes de astaxantina na porg¢éao feminina da génada.

Avaliando o tempo de maturagdo no experimento Il (Tabela 6), observou-se que os
tratamentos Algamac25% e Algamac75% apresentaram diferenca significativa (p<0,05) no acumulo
de astaxantina entre T; e T45, havendo em T45 um maior acumulo de astaxantina na porgéo feminina
da gbnada.

Na analise de regressdo realizada com os dados de acumulo de astaxantina na porgao
feminina da génada para as diferentes concentrecbes de astaxantina na dieta, experimentos | e Il,
observa-se que no experimento | somente em T3, a analise de regresséo foi significativa (p<0,05)
com R? = 0,71071 e beta positivo, B = 0,85307. No experimento Il a analise de regressao foi
significativa (p<0,05) para os dois tempos testados, sendo em T;0 R? = 0,37262 e o beta positivo, 8 =
0,63994 e em T45 0 R?=0,63108 com um beta positivo de 3 = 0,80795.

Para o experimento Il a quantidade de astaxantina na por¢do feminina da gbnada dos
reprodutores antes de iniciar a maturacdo (Tp) (6,85 £ 2,57 pg.mL1) apresentou-se diferente
significativamente (p<0,05) com os tratamentos Cm:Algamac50% (13,09 # 2,72 ug.mL") e
Cm:H.pluvialis50% (19,72 + 4,00 ug.mL"). Apés a maturagdo de trinta dias (Ts) o tratamento
Cm:H.pluvialis50%, apresentou diferenca significativa (p<0,05) dos demais tratamentos testados

(Figura 3) na concentragdo de astaxantina na porgao feminina da gbnada.

3.2. Estagios sexuais

Tanto para o experimento | quanto para o experimento Il ndo houve diferenga significativa
entre os estagios sexuais dos reprodutores nos tempos testados em cada experimento (Figura 4). No
experimento |, os reprodutores em T, apresentaram estagio de desova inicial e avangada (estagios
3A e 3B) e apos quinze (T4s5) e trinta (T3p) dias de maturagédo observa-se maturagdo da génada, os
quais apresentaram estagio sexual de pré-desova inicial e avangada (estagios 2A e 2B). Para o
experimento |l os animais em T, apresentaram estagio de pré-desova 2A, assim como apds sete (T7)
e quinze (T45) dias de maturagdo em estagios 2A e 2B.

Ja para o experimento Il (Figura 5), o estagio sexual dos reprodutores no inicio do
experimento (Ty), gametogénese (estagio 1), apresentou diferenga significativa (p<0,05) para os

tratamentos Cm:Algamac50% e Cm:H.pluvialis50%. O tratamento Cm100% ao final do experimento
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(T30) continuava no estagio de gametogénese (estagio 1) e os outros tratamentos Cm:Algamac50% e

Cm:H.pluvialis50% apresentaram estagio de pré-desova (estagio 2A).

3.3. Eliminacao de gametas

Para o experimento | (Tabela 4), apds a maturagéo de quinze dias (T+5), 0s odcitos eliminados
por todos os tratamentos ndo fecundaram. Ja para a maturacdo de trinta dias nos tratamentos
Algamac50% e Algamac75% houve fecundacdo dos gamentas, sendo o tratamento Algamac75%
diferente significativamente (p<0,05), com um total de 13.566.667 + 367,77 odcitos eliminados por um
animal, do tratamento Algamac50% com um total de 5.833.333 + 91,00 odcitos eliminados por 2
animais.

Para o experimento Il (Tabela 4), na eliminagdo de gametas apds sete dias (T7) de maturagao
o tratamento Algamac50% apresentou diferenca significativa (p<0,05) dos demais tratamentos, com
um total de 10.800.000 £ 127,05 odcitos eliminados por 4 animais. Ja para a eliminagdo com quinze
dias (T45) de maturagdo, o tratamento Algamac100% apresentou diferenga significativa (p<0,05) dos
demais tratamentos, com um total de 10.133.333 + 102,13 odcitos eliminados por 3 animais.

Para o experimento Il (Tabela 5), o tratamento Cm100% apresentou diferenca significativa
(p<0,05) dos demais tratamentos, com um total de 29.162.500 + 96,44 odcitos eliminados por 6

animais.

3.4. Rendimento larval

Neste item, Tabela 4, experimento | (T3g), 0 tratamento Algamac75% diferiu estatisticamente
(p<0,05) dos demais. No Algamac75% foi obtido um percentual de larvas “D” de 22, 51 + 2,94 %,
contra 7,39 = 3,34 % do Algamac50%. Nos demais tratamentos o resultado foi zero. A diferenga
estatistica continuou a favor do Algamac75% (p<0,05) com relag&o ao rendimento da larvicultura em
larvas aptas para o assentamento, aos 13 dias de cultivo. Foram obtidas no Algamac75% 5,47 + 1,45
% de larvas aptas para o assentamento, contra 1,11 + 0,50 % do Algamac50%.

No experimento Il (Tabela 4), a partir de oécitos da desova com sete dias de maturacgao (T-),
os tratamentos Algamac25% e Algamac50% apresentaram diferenga significativa (p<0,05) em relagao
aos demais. No Algamac25% foi obtido um percentual de 34,07 + 3,51 % de larvas “D” e no
Algamac50% 35,72 £ 2,04 %. Aos 13 dias de larvicultura, o tratamento Algamac50% apresentou o
melhor resultado (p<0,05), com 35,44 + 2,04 % de rendimento de larvas prontas para o
assentamento.

No experimento Il, T45 (Tabela 4), o tratamento Algamac100% apresentou o melhor resultado
(p<0,05), com uma porcentagem de obtencgéo de larva “D” de 36,68 + 1,81 %. Esta diferenga (p<0,05)
persistiu aos 13 dias de larvicultura, com 21,55 + 2,27 % de rendimento em larvas aptas para o
assentamento.

No experimento lll, T3, (Tabela 5), o tratamento Cm:H.pluvialis50% foi o que apresentou mais
larvas “D” (82,54 + 2,62 %) diferindo significativamente (p<0,05) dos demais. A diferenca (p<0,05)
continuou sendo mantida aos 13 dias de larvicultura, com 43,01 £ 7,71 % de rendimento em larvas

olhadas.



89

3.5. Obtencao de pré-sementes
Neste item, no experimento lll (Tabela 5), os resultados dos tratamentos nao diferiram entre
si. A obtencdo de pré-sementes aos 15 dias de assentamento, variou de 16,03 + 4,84 % a 18,59 +

3,13 % entre os tratamentos, em relacdo ao numero de larvas olhadas inicialmente estocadas.

4. Discussao

Tem sido observado para espécies marinhas que a composi¢ao de dietas tem um importante
efeito sobre a reproducédo e a qualidade dos gametas (Robinson, 1992; Samain et al., 1992).

Segundo Utting and Millican (1997), as reservas de alimento antes de entrar no processo de
vitelogénese sdo fundamentais. Estes autores também relatam que um melhor estado nutricional
aumenta a fecundidade e a qualidade dos ovos produzidos. De mesma forma, Uriarte et al. (2001)
demonstrou que existe um efeito do estado nutricional dos reprodutores e a qualidade das larvas
resultantes.

No presente estudo, os melhores rendimentos de larva “D” e pedivéligar foram obtidos para
os reprodutores com maiores concentragdo de astaxantina na por¢do feminina da gbnada, nos
experimentos | e Il (Algamac50%, Algamac75% e Algamac100%) e no experimento |l
(Cm:H.pluvialis50%) na porcdo feminina da gdnada. Estas dietas também apresentaram maiores
porcentagens de carboidratos. Contudo, segundo Navarro et al. (2000) e Navarro (2001), os moluscos
bivalves apresentam dificuldade em absorver os carboidratos. O que sugere que o carotendide
astaxantina proporcionou este efeito positivo no rendimento das larvas.

Segundo os autores Farias e Uriarte (2001) e Farias et al. (1997) dietas com maiores
quantidades proteicas proporcionam um aumento da fecundidade para Argopecten purpuratus. No
presente estudo, observou-se que os tratamentos com maior porcentagem de proteina total nas
dietas ndo foram os que apresentaram melhores resultados de aumento da fecundidade.

De mesma forma, os autores Caers et al. (1999), Martinez et al. (2000) Palma-Fleming et al.
(2002), para A. purpuratus, indicam que maior reserva de lipideos nos odcitos proporciona um efeito
positivo na sobrevivéncia larval. Contudo, no presente estudo observou-se que os melhores
rendimentos de larva foram obtidos para as dietas Algamac50%, Algamac75% e Algamac100%, as
quais apresentam menor porcentagem de lipideos totais na dieta em relagdo aos tratamentos
Algamac0% e Algamac 25%, indicando que o carotendide astaxantina proporcionou um efeito positivo
no rendimento larval.

A concentragdo de astaxantina nas diferentes dietas testadas nos experimentos | e Il foi
menor no tratamento Algamac0%, aumentando a concentracdo de astaxantina na dieta, conforme o
aumento da quantidade de Algamac AST até o tratamento Alagamac100%. Ja para o experimento Il
a maior quantidade de astaxantida na dieta foi no tratamento Cm:Algamac50% e a menor no
tratamento Cm100%.

A quantidade baixa de astaxantina obtida no tratamento Cm:H.pluvialis50% esta relacionada
a metodologia de estresse utilizada para a produgédo de carotendides na microalga Haematococcus

pluvialis. O método utilizado por este experimento de estresse com nitrogénio no meio de cultivo foi
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definido em funcao de diferentes pré-testes realizados, dos quais a metodologia citada neste trabalho
de produgdo da microalga H. pluvialis, foi a que se obteve melhor resultado de acumulo de
astaxantina na microalga encistada.

Nos resultados de astaxantina na porgdo feminina da gdénada observou-se o acumulo de
astaxantina nos reprodutores maturados tanto com as dietas com Algamac AST, quanto com a dieta
basal em relagdo aos animais em T,. As microalgas utilizadas na dieta basal, controle, apesar de
apresentar pequenas quantidades de astaxantina, estas quantidades ja foram suficientes para
proporcionar um acumulo de astaxantina na porgao feminina da génada dos reprodutores.

Para os experimentos | e Il o0 maior acimulo de astaxantina na porgdo feminina da génada foi
observado para o tratamento Algamac50% apesar de nao ser o tratamento com maior quantidade de
astaxantina. Este fato também foi observado no experimento Ill, onde apesar do tratamento
Cm:Algamac 50% apresentar maior quantidade de astaxantina, houve um maior acumulo de
astaxantina na porgao feminina da gdnada dos reprodutores no tratamento Cm:H.pluvialis50%.

Avaliando o tempo de maturagdo, no experimento |, no qual os animais foram induzidos a
eliminagdo de gametas antes do inicio da maturagdo, o maior acumulo de astaxantina na génada foi
obtido com trinta dias de maturagdo (T3) nos tratamentos com Algamac50%, Algamac75% e
Algamac100%. Para o experimento Il, onde os animais ndo foram induzidos a eliminagdo de gametas
antes de iniciar o experimento, sete dias de maturagéo (T;) foram suficientes para proporcionar um
maior acumulo de astaxantina nos tratamentos Algamac50% e Algamac100%.

A vieira, por ser um molusco filtrador, apresenta seletividade na ingestdo de particulas. Ward
et al. (1992) desmostra que Placopecten magellanicus reconhece sinais quimicos das particulas
organicas, os quais estimulam o animal a filtrar estas particulas capturando e ingerindo-as. Esta
seletividade na ingestdo de particulas pode explicar a maior preferéncia por microalgas vivas. Onde
no presente estudo observou-se o maior acumulo de astaxantina com a dieta com Haematococcus.
pluvialis. Contudo, cabe destacar que a utilizagdo de microalgas secas mostrou ser viavel para
Nodipecten nodosus. No qual, apos trinta dias de maturagao, alimentados os reprodutores com 100%
da dieta Algamac AST (tratamento Algamac100%), néo foi observada mortalidade dos mesmos e foi
observado o acumulo de astaxantina indicando que os animais ingeriram a microalga seca.

Os autores Langdon and Onal (1999) testando dietas seca (spray-dried) na alimentacgéo de
Mytilus galloprovincialis, obtiveram melhores resultados de crescimento dos animais utilizando uma
combinagdo de trés microalgas secas, Schizochytrium sp., Spirulina platensis e Haematococcus
pluvialis, comparado a uma dieta com a microalga viva Isochrysis galbana variedade Tahit (T-1so).

Para os resultados de estagio sexual, no experimento |, os reprodutores em T, apresentaram
estagio de desova inicial (3A) e avangada (3B), isto porque estes animais foram induzidos a desova
antes de iniciar o experimento. Apos a maturagao, para ambas as avaliagdes, Tq5 e T3g foi observada
uma maturagéo das génadas. Contudo, esta maturagdo manteve-se, predominantemente, no estagio
de pré-desova inicial (2A). Este estagio inicial pode estar relacionado a baixa temperatura da agua
nos tanques durante o experimento, a qual foi de 16,1 + 0,5 °C e para os 15 dias restantes em 17,6 +
0,8 °C.
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Em ambiente natural, o autor Garcia (2005) observou uma correlagcdo ente a temperatura e o
desenvolvimento gonadico de N. nodosus. O autor Rupp (1994) obteve bons resultados de maturagéo
e crescimento gonadico para N. nodosus com temperaturas de 24,0 a 27,0 °C. Da mesma forma,
Velasco e Barros (2007) utilizaram 25 °C para maturagdo desta mesma espécie em laboratorio.

No experimento I, os reprodutores ndo foram induzidos a desova e seu estagio sexual em T
foi de pré-desova inicial (2A). Para ambas as avaliagdes, T; e Tq5, observou-se que os reprodutores,
além de apresentar estagio sexual de pré-desova inicial (2A) maturaram apresentando também,
estagio sexual de pré-desova avangada (2B). A temperatura de maturagdo (19,2 + 0,6 °C) neste
experimento foi elevada em 1,6 °C em relagdo ao experimento |, proporcionando assim, uma melhor
maturacéo dos reprodutores.

Ja para o experimento lll, onde os animais foram induzidos a desova antes de iniciar o
experimento, observou-se em Ty que os reprodutores apresentaram estagio sexual de gametogénese
(1), os animais ja vieram do campo neste estagio. Apés a maturagdo em laboratdrio de 30 dias,
somente os reprodutores tratados com dieta rica em astaxantina maturaram (estagio sexual de pré-
desova inicial 2A). Isto indica que a dieta com apenas a microalga diatomacea Chaetoceros muelleri
(Cm100%) néo foi suficiente para proporcionar a maturagédo dos reprodutores.

Para pectinideos de ocorréncia na América Latina, Farias-Molina (2001) cita a utilizacdo de
dois tipos de microalgas para a maturagdo em laboratério, principalmente a microalga flagelada
Isochrysis galbana (T-Iso) e a diatomacea do género Chaetoceros. Alguns autores, como Caers et al.
(1999) e Martinez et al. (1992) para Argopecten purpuratus e Villavicencio (1997) para Nodipecten
subnodosus utilizaram mais de 3 espécies de microalgas na maturagéo de reprodutores.

Quando avaliado o efeito das dietas na eliminagdo de gametas, observa-se que o
experimento |, apds a maturacédo de 15 dias, os odcitos eliminados ndo fecundaram apods adigao de
espermatozoides, isto foi identificado por ndo apresentarem divisdo celular apés o inicio da
fecundagdo. Os animais neste experimento apresentam estagio sexual de pré-desova inicial e
avangada. Contudo, a nao divisdo celular dos odcitos indica que os gametas, mesmo maduros nao
eram viaveis. Isto pode estar relacionada a temperatua de maturacéo destes reprodutores, conforme
descrito acima.

Ja apés 30 dias de maturacdo (T3p) neste experimento, subindo 1,5 °C a temperatura de
maturacédo dos reprodutores, os tratamentos Algamac50% e Algamac75% eliminaram gametas que
fecundaram e geraram larvas viaveis.

Os valores obtidos de odécitos por desova para este estudo sdo similares aos obtidos por
Velasco et al. (2007), para N. nodosus, utilizando a mudancga de temperaturas como estimulos para
liberagdo de gametas. Contudo, observa no experimento |l, tratamento o Algamac0% (T1s) € para o
experimento lll, tratamento Cm100% (T30), que apesar dos reprodutores eliminarem uma grande
quantidade de gametas, os rendimentos de larvas pedivéliger ndo foram os melhores, mostrando que
nao ha uma relagao entre a quantidade de gametas eliminados e o rendimento de larvas.

Quando avaliado o rendimento da larvicultura para o experimento Il, tanto para larva “D’,
quanto para larvas pedivéligar com 13 dias, o tratamento Algamac 100% apresentou melhores

resultados. Cabe destacar que o tratamento Algamac25% também apresentou bons resultados de
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larva “D”, contudo apés 13 dias de larvicultura o rendimento caiu e ficou menor que os tratamentos
com maiores quantidades de astaxantina na dieta.

Para a recuperagédo de pré-sementes no experimento lll, observou-se que o assentamento
nao variou em fungido das dietas testadas na maturagdo dos reprodutores. Estes resultados sao
similares com os obtidos por Uriarte et al. (2004), os quais citam que e a dieta dada a reprodutores
afeta somente a progenie durante a fase larval e que ndo afeta a sobrevivéncia das pré-sementes.

Os resultados do presente estudo indicam que a utilizacdo de dietas ricas em astaxantina na
maturagcdo da vieira N. nodosus, favorecem o desenvolvimento gonadico da porgéo feminina dos

reprodutores. Bem como, proporcionam um efeito positivo no rendimento de larvas “D” e pedivéliger.

5. Conclusao

Este trabalho mostrou ser viavel a utilizagdo da microalga seca Haematococcus pluvialis
(dieta com 100% desta microalga seca) na alimentagdo de reprodutores da vieira N. nodosus
mantidos em laboratério por 30 dias.

Nos resultados de acumulo de astaxantina, nos experimentos | e Il os tratamentos
Algamac50%, Algamac75% e Algamac100% e no experimento Il tratamento Cm:H.pluvialis50%,
proporcionaram o maior acumulo de astaxantina na porgao feminina da génada de reprodutores da
vieira N. nodosus.

Avaliando o tempo de maturagéo, no experimento |, foram necessarios trinta dias para obter
um maior acumulo, nos tratamentos Algamac50%, Algamac75% e Algamc100%, e no experimento II,
sete dias de maturagao nos tratamentos Algamac50% e Algamac100%.

No experimento Il as dietas ricas em astaxantina favoreceram a maturagéo de N.nodosus.

A maturacdo de reprodutores de N. nodosus com a microalga H. pluvialis seca (Algamac
AST) nos experimentos | e Il favoreceu o rendimento larval. No experimento lll, a microalga H.
pluvialis viva, favoreceu um maior rendimento na larvicultura.

As dietas testadas durante a maturacdo, no experimento Il ndo afetaram a recuperagao de

pré-sementes de N. nodosus.
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Tabela 1. Descricdo da composicao das dietas utilizada em cada tratamento dos experimentos | e I,
indicando as diferentes propor¢des de dieta basal (microalgas viva: Isochrysis sp., Chaetoceros
muelleri e Skeletonema sp. nas proporgbes 50:25:25, respectivamente) e de microalga seca
Haematococcus pluvialis (Algamac AST). Quantidade de proteina total, carboidrato total e lipideos
totais em porcentagem e de astaxantina em pg.mL'1 nas diferentes dietas utilizadas para a

alimentagao das vieiras N. nodosus durante os experimentos de maturagao.

Proteina Carboidrato Lipideos Astaxantina

Tratamento Composicédo da dieta . 4
total (%) total (%) totais (%) (Mg.mL™)

Algamac0% 100% da dieta basal 26,87 15,11 31,01 3,13
(controle)
Algamac25% 75% da dieta basal e 23,33 26,05 25,01 12,56

25% de Algamac AST

Algamac50% 50% da dieta basal e 20,30 35,44 19,87 22,00
50% de Algamac AST

Algamac75% 25% da dieta basal e 17,66 43,58 15,41 31,43
75% de Algamac AST

24,20 50,70 11,50 40,86
Algamac100% 100% de Algamac AST
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Tabela 2. Descrigao da composigao das dietas utilizadas no experimento lll, indicando as diferentes
proporcdes em Chaetoceros muelleri (microalga viva), em Haematococcus pluvialis (microalga seca -
Algamac AST) e em H. pluvialis (microalga viva). Quantidade de proteina total, carboidrato total e
lipideos totais em porcentagem e de astaxantina em pg.mL’1 nas diferentes dietas utilizadas para a

alimentagao das vieiras N. nodosus durante os experimentos de maturagéo.

Tratamento Composigao da dieta Proteina Carboidrato Lipideos Astaxantina
total (%) total (%) totais (%) (ug.mL”)
Cm100% 100% de C. muelleri 28,68 17,70 24,62 2,69
(controle)
Cm:Algamac50% 50% de C. muelleri e 20,38 38,26 13,70 21,78

50% de Algamac AST

Cm:H.pluvialis50% 50% de C.muelleri e 22,64 34,27 23,86 5,38
50% de H. pluvialis viva
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Tabela 3. Porcentagem média e desvio padrao da quantidade total de proteina, carboidrato, lipideos e

astaxantina nas microalgas utilizadas nas diferentes dietas testadas.

Microalga Proteina Carboidrato Lipideos Astaxantina
total total totais (ng.mL™)
(%) (%) (%)

Isochrysis sp variedade Tahiti 26,10+1,64 1529+0,96 3249+541 3,28+0,08

Chaetoceros muelleri 28,68+1,72 17,07+7,89 2462+1,20 2,69+0,07

Skeletonema sp. 28,44+1,00 9,15+6,22 33,43+1,96 3,28+0,08

Haematococcus pluvialis viva 15,36 £ 1,26 54,26 +4,60 14,14+0,06 8,07 +0,01

ALGAMAC AST 24,2 50,7 11,5 40,86 + 1,05

"Dados fornecidos por Aquafauna Bio-Marine, Inc. para Algamac AST
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Tabela 4. Experimentos | e II: quantidade de fémeas que emitiram gametas e média e desvio padrao
(de trés contagens) da quantidade de: odcitos totais, larvas “D” obtidas e rendimentos de larvas

pedivéliger (com 13 dias de larvicultura) para N. nodosus.

Tratamentos Numero de Quantidade de oocitos Quantidade de Quantidade de
fémeas que eliminados por desova larvas “D” (%) larvas
desovaram pedivéliger (%)

Experimento | T15
* Para todos os tratamentos na fecundagao nao foi observada divisdo celular

Experimento | T30

Algamac 0% 0 0 0 0
Algamac 25% 2 9.316.667 £ 1,15° 0 0
Algamac 50% 2 5.833.333 + 91,00 7,39 +3,34% 1,11 £ 0,50°
Algamac 75% 1 13.566.667 + 367,77° 22,51 + 2,94° 5,47 + 1,45
Algamac 100% 4 7.816.667 + 61,10° 0 0
Experimento Il T7

Algamac 0% 3 3.873.332 + 100,012 21,20 + 0,58° 2,00 + 0,58%
Algamac 25% 3 5.779.999 + 148,07° 34,07 +3,51° 12,00 + 3,51
Algamac 50% 4 10.800.000 + 127,05° 35,72 + 2,04° 35,44 + 2,04°
Algamac 75% 2 3.733.332 + 136,597 17,13 £ 5,12° 15,89 + 3,72
Algamac 100% 0 0 0 0
Experimento Il T15

Algamac 0% 4 9.333.333 + 76,50° 15,31+ 0,67° 3,00 + 0,587
Algamac 25% 3 5.250.000 + 129,22° 36,40 + 2,69° 522+ 2,78
Algamac 50% 5 9.333.333 + 96,507 20,55 + 0,80° 13,33 2,33
Algamac 75% 1 4.516.667 + 90,71° 9,60 + 0,34 14,33 £ 1,86°
Algamac 100% 3 10.133.333 + 102,13 36,68 + 1,81° 21,55 +2,27°

As letras minusculas na tabela representam as diferengas estatisticamente significativa.
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Tabela 5. Experimento lll: quantidade de fémeas que eliminaram gametas, e média e desvio padrao

(de trés contagens ) da quantidade de: odcitos totais, larvas “D” obtidas, rendimentos de larvas

pedivéliger (com 13 dias de larvicultura) e obtengéo de pré-sementes de N. nodosus.

Numero de fémeas

Numero total de odcitos

Tratamento que desovaram
Cm100% 6 29.162.500 + 96,44°
Cm:Algamac 50% 4 16.666.666 + 47,57°
Cm:H.pluvialis 50% 6 28.324.999 +18,56°

Quantidade de Rendimento de larvas Quantidade de pré-
Tratamento larva “D” pedivéliger sementes

(%) (%) (%)

Cm100% 28,09 + 0,48° 27,14 +3,91° 17,68 + 0,80°
Cm:Algamac 50% 33,33+ 1,72° 23,17 + 4,507 16,03 + 4,847
Cm:H.pluvialis 50% 82,54 + 2,62° 43,01 £2,71° 18,59 + 3,13°

As letras minusculas na tabela representam as diferengas estatisticas.
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Tabela 6. Significancia estatistica (p) para as comparagdes de quantidade de astaxantina na porgéo
feminina da gbnada nos diferentes tempos de maturagéo em cada tratamento, para os experimentos |
ell

Experimento | Experimento Il
Tratamento Comparacao entre Tise Tag Comparacéao entre T, e Tys
Algamac0% p=0,152 p = 0,053
Algamac25% p=0,318 p=0,010*
Algamac50% p=0,014"~ p =0,847
Algamac75% p=0,043* p=0,009 *
Algamac100% p=0,010* p=0,156

* S50 os resultados considerados estatisticamente diferentes com p <0,050up<0,01
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Figura 1. Experimento I: média e desvio padrdo da quantidade de astaxantina na porg¢ao feminina da
gbnada de N. nodosus apdés maturagdo de 15 e 30 dias, em laboratério, com diferentes dietas
enriquecidas com Algamac AST e com dieta basal de microalgas (Algamac 0% - controle). As letras
no grafico representam as diferengas estatisticas, sendo as minusculas para o tempo Tis e as

maiusculas para o tempo T3o de maturacgao.



104

35
017 mT0 OT7 mT15
25 A
20 A B
15 1

10 A cC

Astaxantina |.|g.mL'1
(o
o
o

TO Algamac0% Algamac25%  Algamac50%  Algamac75%  Algamac100%

Tratamentos

Figura 2. Experimento Il: média e desvio padrdo da quantidade de astaxantina na porgéo feminina da
gbnada de N. nodosus apdés maturagdo de 07 e 15 dias, em laboratério, com diferentes dietas
enriquecidas com Algamac AST e com dieta basal de microalgas (Algamac 0% - controle). As letras
no gréafico representam as diferencas estatisticas, sendo as letras minudsculas para o tempo T7 e as
maiusculas para o tempo T,5 de maturacao.
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Figura 3. Experimento Ill: média, desvio padrdo e erro padrdao da quantidade de astaxantina na
por¢cdo feminina da gbénada de N. nodosus apdés maturacdo de 30 dias em laboratério com
apresentando dados iniciais (TO) e de 3 tratamentos: Cm100% (controle); Cm:Algamac 50% e

Cm:H.pluvialis 50%. As letras minusculas no grafico representam as diferencas estatisticas.
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Figura 4. Experimento | e Il: estagios sexuais da porgao feminina da gbnada da vieira N. nodosus no
inicio da maturagéo (T0O) e para as cinco dietas testadas no experimento I, apds quinze (T15) e trinta
(T30) dias de maturagéo e no experimento Il, apds sete (T7) e quinze (T15) dias de maturagdo. Onde:
(1) estagio de gametogénese; (2A) estagio de pré-desova inicial; (2B) estagio de pré-desova
avangada; (3A) estagio de desova inicial; (3B) estagio de desova avangada e (4) estagio de repouso.
To = tempo zero; 0% = Algamac0%; 25% = Algamac25%; 50% = Algamac50%; 75% = Algamac75%;
100% = Algamac100%.
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Figura 5. Experimento lll: estagios sexuais da porgdo feminina da génada da vieira N. nodosus no
inicio da maturacao (T,) e apés trinta (T3g) dias de maturacao para as trés dietas testadas. Onde: (1)
estagio de gametogénese e (2A) estagio de pré-desova inicial. As letras minusculas representam as
diferencas estatisticas.
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CAPITULO VI - Avaliagido dos parametros hemato-imunolégicos durante o ciclo reprodutivo da
vieira Nodipecten nodosus (L. 1758) em associagdo com uma dieta enriquecida com

carotenodides. Parte Il — Acamulo de astaxantina, maturagao e rendimento larval

Revista a qual sera enviado para publicagcido: Aquaculture
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Avaliagao dos parametros hemato-imunolégicos durante o ciclo reprodutivo da vieira
Nodipecten nodosus em associagdao com uma dieta enriquecida com carotendides. Parte Il —
Acumulo de astaxantina, maturagao e rendimento larval
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Resumo

Na primeira parte deste estudo foram avaliados os pardmetros hemato-imunoldgicos em reprodutores
da vieira Nodipecten nodosus maturados com dieta rica em astaxantina. Nesta parte do estudo, foram
apresentados os resultados de acumulo de astaxantina, estagio sexual, eliminagdo de gametas e
rendimento larval. Foram testadas duas dietas uma com NatuRose como fonte de astaxantina e outra
composta por uma mistura de microalgas (/sochrysis sp., Chaetoceros muelleri e Skeletonema sp.),
dieta controle na maturagdo de N. nodosus em laboratério. Nos resultados obtidos observou-se que o
tratamento com NatuRose50% apresentou 100% dos animais em estagio pré-desova avangada (2A).
No acumulo de astaxantina, observou-se uma maior quantidade de astaxantina na porgcao feminina
da gbnada de reprodutores maturados com NatuRose50%. Na eliminacdo de gametas e numero de
fémeas que desovaram observou-se que o tratamento NatuRose50% apresentou maiores valores,
assim como na obtengdo de larva “D” e no rendimento em larvas pedivéliger. Estes resultados
indicam que dietas ricas em astaxantina proporcionaram um efeito positivo na maturagédo e na

sobrevivéncia de larvas.

Palavras Chave: Nodipecten nodosus, maturacdo, dieta, rendimento larval, astaxantina,.



1. Introdugao

Os moluscos, como todos os invertebrados, dispdem de um sistema imunoldgico que os
protege contra patdgenos. Seu sistema imune esta restrito a uma imunidade inata ou natural, ndo
possuindo o sistema adaptativo altamente especifico dos vertebrados.

De forma semelhante a todos os animais, o sistema imune dos moluscos est4 relacionado
principalmente ao seu sangue ou hemolinfa. Este sistema engloba reagbes celulares,
desempenhadas pelas células circulantes ou hemdacitos, reacbes humorais, onde atuam proteinas e
outras moléculas plasmaticas e reagdes integradas em sistemas multiméricos que envolvem
respostas celulares e humorais (Vargas-Albores and Barracco, 2001). Os hemdécitos sao classificados
em dois grupos celulares hemdécitos granulares ou granuldcitos e hemacitos hialinos ou agranulécitos
(Hine, 1999). Os granuldcitos, de modo geral, parecem ser as células mais ativas na fungao
imunolégica. Embora sua composi¢do e fungdo possam variar grandemente entre os bivalves por
diversos fatores, sdo capazes de fagocitar ativamente, produzir enzimas digestivas, gerar espécies
reativas de oxigénio, ativar o mecanismo da enzima fenoloxidade e produzir lectinas com diferentes
padrdes de ligagdo ao patogeno (Hine, 1999). Para N. nodosus, Schleder et al. (in press) descreve a
presenca de ambos hemacitos granulares e hialinos.

Estudos sobre a relagao entre o estado nutricional de moluscos e o estado imunologico séo
importantes para identificar se a alimentagao fornecida a reprodutores em laboratério é adequada a
fim de obter melhores resultados reproducéo.

Para moluscos, Delaporte et al. (2003) demostraram que ostras Crassostrea gigas e clams
Ruditapes philippinarum alimentados com Chaetoceros calcitrans apresentaram maiores
concentracbes de hemocitos, de espécies reativas de oxigénio e de atividade fagocitica do que
animais alimentados com Isochrysis galbana (T-Iso) ou Tetraselmis suecica. Assim como, Hégaret et
al. (2004) demonstraram que ostras Crassostrea virginica alimentadas com Skeletonema costatum
apresentaram maior atividade fagositica do que ostras alimentadas com Tetraselmis chui ou uma
mistura de ambas as microalgas.

Em peixes, Amar et al. (2004) demonstraram que uma dieta suplementada com carotendides,
ou seja, com algas Dunaliella salina e Phaffia rhodozyma ricas em astaxantina, levou a modulagao de
alguns parametros do sistema imune inato da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

Os autores Schleder et al. (in press), mostraram que na maturagéo de reprodutores da vieira
N. nodosus alimentada com uma dieta rica em astaxantina apresentou uma tendéncia a diminui¢cao
na producdo de anios superoxidos (ROS) do que uma dieta com menores quantidades de
astaxantina.

Neste sentido, como continuacdo do trabalho desenvolvido por Schleder et al. (in press) o
presente trabalho pretende avaliar os efeitos da utilizagcdo das dietas ricas em astaxantina no estagio
sexual, acumulo de astaxantina na por¢ado feminina da génada de reprodutores e no rendimento de

larvas da vieira N. nodosus.
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2. Materiais e Métodos

Os experimentos de maturacao de reprodutores e larvicultura foram realizados no Laboratério
de Moluscos Marinhos (LMM/CCA/UFSC), localizado na Barra da Lagoa/Florianépolis e as analises
de carotendides, com HPLC, foram realizadas no Laboratério de Morfogénese do Departamento de
Fitotecnia (FIT/CCA/UFSC) e as analises hitolégicas no Laboratério de Diagnéstico e Patologia em
Aqicultura (LADPAQ/CCA/UFSC).

2.1 Delineamento experimental

Neste trabalho foi testado o enriquecimento da dieta de reprodutores de N. nodosus com a
microalga Haematococcus pluvialis seca, produzida comercialmente por NatuRose® (Cyanotech),
como fonte de astaxantina durante a maturagao de reprodutores da vieira N. nodosus.

A porcentagem de NatuRose utilizada neste experimento foi de 50%, a qual apresentou
melhores resultados em outros dois experimentos realizados (Capitulo V), nos quais foram utilizadas
5 porcentagem de substituicdo da dieta Algamac AST, outra fonte comercial de astaxantina com a

microalga seca H. pluvialis.

2.2 Dieta

Para este estudo foram testados dois tratamentos, um tratamento com NatuRose50% e outro
uma dieta basal (controle) (Tabela 1). A dieta basal foi composta pela mistura de microalgas das
espécies Isochrysis sp. variedade Tahit (CCMP 1324, T-Iso), Chaetoceros muelleri (CCMP 1316, Cm)
e Skeletonema sp. (CCMP 795, Sk), nas proporgdes 50:25:25, respectivamente, utilizada como
controle (dieta utilizada pelo Laboratoério de Moluscos Marinhos). Estas microalgas foram cultivadas
no meio Guillard F/2 modificado no LMM, em agua filtrada e esterilizada, aeragéo continua filtrada,
temperatura de 22 °C e um regime de luz de 24 h. As microalgas foram utilizadas na fase exponencial
de crescimento.

Para todos os tratamentos, a concentragao final de alimento fornecida foi de 5x10* cél.mL”
(3,66 mg.L™).

2.3. Maturagéao de reprodutores

Os reprodutores (70-75 mm de altura e 18 meses de idade) cultivados em espinhel, a 2m de
profundidade, foram coletados na area de cultivo experimental da EPAGRI (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extenséo Rural), localizada em Santa Catarina (SC), regido sul do Brasil, na praia do
Canto Grande, Bombinhas (27°12'5,39"S e 48°30'47,7"N). Os animais foram imediatamente
transportados em caixas de isopor, com agua do mar a 23 °C, para o laboratério. No laboratério, os
animais foram aclimatados a 19 °C, em jejum, por 12 horas (over nigth).

Apods a aclimatagdo, os animais foram acondicionados nos tanques de maturagéo para o
inicio do experimento. Neste experimento os animais ndo foram limpos e nem induzidos a desova ao
chegarem do mar.

Este experimento teve duragdo de 15 dias com uma indusdo a desova ao final do periodo.

Foram utilizados tanques de 10 litros, em triplicata, para cada tratamento. A temperatura da agua foi
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mantida em 19,1 + 0,4 °C, com aeragéo constante. Foi utilizado fluxo continuo aberto de entrada de
agua do mar a uma vazéao de 333 mL.min” por animal e para alimento de 33 mL.min™’ por animal.

Os tanques de alimentagdo foram limpos diariamente e renovado o alimento para cada
tratamento, apds este manejo o fluxo de agua e de alimento em cada tanque de maturagdo eram
regulados conforme os valores descritos acima.

O NatuRose foi hidratado em agua salgada antes de ser ministrado aos reprodutores. Os

tanques de alimentagdo foram mantidos com aeragéo constante.

2.4. Eliminacdo de gametas

A técnica de inducdo a desova e fecundagéao foi a utilizada pelo LMM, de acordo com Rupp
(1994) e Rupp et al. (2004) e adaptada pelo LMM, com estresse por retirada de organismos
incrustantes das valvas, exposi¢ao a agua com UV e variagdo da temperatura da agua nos tanques
utilizados para a indugéo a desova de 20 °C para 24 °C. O tempo de indugéo a desova foi fixado em
uma hora.

Assim que os animais iniciaram a liberagao dos gametas estes foram separados em baldes
de 2 L, para desova. Cada tratamento foi subdividido em A e B para a fecundagdo cruzada dos
gametas dentro de cada tratamento, a qual foi realizada ao longo da desova. O gameta feminino foi
quantificado, fecundado e mantido em tanques separados por tratamento para o desenvolvimento

larval.

2.5. Obtencao de larva “D” e Larvicultura

O cultivo larval foi desenvolvido conforme técnicas utilizadas pelo LMM-UFSC, de acordo com
Rupp (1994) e Rupp et al. (2004) e adaptada pelo LMM que consiste basicamente na transferéncia
dos embrides para os tanques de larvicultura; trocas de aguas a cada 48 horas; peneiramento com
diferentes tamises para repicagem e eliminagéo larvas mortas; alimentagéo diaria com microalgas e
temperatura da agua controlada, variando de 23 a 24 °C, n&o foi utilizado antibiético.

Para cada tratamento foi realizada a sua respectiva larvicultura individualmente, em triplicata,
em tanques de 14 litros. A densidade inicial nos tanques de larvicultura foi de 100 odcitos.mL™ no
primeiro dia e no segundo repicada para 10 larvas.mL™ (larvas “D”). Os cultivos foram mantidos com
aeracao constante e fraca.

A espécie de microalga oferecida no segundo dia de larvicultura foi a Isochrysis sp. variedade
Tahit (T-Iso) na concentracdo de 0,5x10* cél.mL™. A partir do terceiro dia: T-Iso, Paviova sp (Pav) e
Chaetoceros calcitrans (Cc), nas proporgbes 35:35:30, respectivamente, a uma concentragdo de
1x10* cél.mL™. A partir do quinto dia: T-Iso, Pav e Cc, nas propor¢oes 30:20:50, respectivamente, a
uma concentracdo de 2x10* cél.mL”. Estas microalgas foram cultivadas no meio Guillard F/2
modificado no LMM, em agua filtrada e esterilizada, aeragéo continua filtrada, temperatura de 22 °C e
um regime de luz de 24 h. As microalgas foram utilizadas na fase exponencial de crescimento.

A avaliagdo do rendimento das larviculturas foi realizada com 24 horas (larva “D”) e com 13

dias (larva pedivéliger) para os trés experimentos.
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2.6 Avaliagao do efeito das dietas

Apo6s a maturagdo de 15 dias (T5), um lote de animais foi utilizado para quantificacdo de
astaxantina e histologia da por¢éo feminina da gbnada (n=3) e outro para desova (n=21). Também foi
coletada a hemolinfa para avaliagao dos parametros hemato-imunoldgicos apresentados por Schleder
et al. (in press),

Apo6s a desova foi avaliada a eliminagao de gametas e o rendimento larval de larvas “D” (com

24 horas de larvicultura) e pedivéliger (com 13 dias de larvicultura).

Analise de astaxantina

A extracdo de carotenodides foi realizada conforme metodologia descrita por Siihnel et al. (in
press), colocando a amostra liofilizada em um recipiente de ceramica, adicionando nitrogénio liquido,
macerando-as e retirando uma aliquota de 50 mg. A esta aliquota de 50 mg foram adicionados 5 mL
da solucdo extratora de acetona (Ac=0, Nuclear, P.A.) e n-hexano (Hex, TediaBrazil, P.A.) na
proporcao 1:3 respectivamente, permanecendo em agitagdo (agitador magnético Fisatom),
protegidas da luz, em temperatura ambiente (23 °C). Apos a extragédo, as amostras foram filtradas em
papel filtro, tendo seu volume final ajustado para 3 mL, com posterior acondicionamento em frascos
ambar (10 mL), contendo atmosfera de N, As amostras permaneceram armazenadas em freezer
(-18 °C) para posterior determinagéo do teor de astaxantina.

A astaxantina foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
metodologia utilizada para analise foi conforme descrito por Sthnel et al. (in press), onde aliquotas
dos extratos carotenoidicos das amostras (300 uL) foram filtradas (fitros de 0,22 um), seguido da
injecdo de 10uL de cada amostra em cromatégrafo liquido (Shimzadu LC-10A), equipado com coluna
C1g de fase reversa Vydac (BioRad, 25 cm x 4,6 mm &) e detector UV-visivel, operando em leitura de
470 nm. Como fase movel, utilizou-se acetonitrila: metanol (90:10, TediaBrazil, grau HPLC), em fluxo
de 0,8 mL.min™.

A identificacdo da astaxantina foi realizada com base no tempo de retengéo obtido a partir da
analise de amostra padrao (0,461 mg.10 mL™" Hex, Sigma — MO, USA), sob as mesmas condi¢des
experimentais e calculando-se a integral da area dos picos correspondentes, através de curva padrao
externa (y = 7044,96x, r’ = 0,994).

Andlise histolégica

A andlise histolégica foi realizada na porgéo feminina da génada dos reprodutores maturados
em cada tratamento testado.

Os cortes foram fixados em solugdo de Davidson e armazenados em alcool 70 %. Apds
diferentes banhos em élcool etilico (de 70 a 100 %), xilol e parafina, foram entdo montados em blocos
de parafina.

Os blocos contendo as amostras de gbnada foram cortados a 5 . As laminas foram coradas

com Hematoxilina de Harris e Eosina.
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Para a identificagdo dos estagios de maturagéo foram realizadas duas avaliagdes por dois
identificadores a cegas e sem tendéncia. A descricdo dos estagios foi realizada individualmente, pela
analise microscopica com aumento de 200 e 400 vezes.

Foi padronizada uma pontuagéo para cada estagio sexual de 1 a 6 (Capitulo V).

A determinacdo do estagio sexual segue padréo definido no Capitulo IV, os quais definem
seis estagios de maturagédo (1-gametogénese; 2A-pré-desova inicial; 2B-pré-desova avangada; 3A-
desova inicial; 3B-desova avangada; e 4-repouso) de acordo com as caracteristicas histologicas da

gbnada da vieira N. nodosus.

2.7 Analise estatistica

Para comparacgao entre os tratamentos, nos parametros avaliados, acumulo de astaxantina,
estagio sexual, quantidade total de gamentas eliminados por cada tratamento, sobrevivéncia de
larvas “D” e pedivéliger foi realizada a analise descritiva, avaliagdo de normalidade dos erros e de
homogeneidade de variancia (Barttlet). Analise de variancia multipla (ANOVA) e de separagdo de
médias com Teste Tukey para a comparacdo entre as médias (Zar, 1974). Utilizando programa
Statistica versdo 5. Para os resultados com porcentagem (estagios sexuais, sobrevivéncia de larvas
“D” e pedivéliger) o valor absoluto foi transformado em Arcoseno para entdo ser aplicado o teste

estatistico.

3. Resultados
3.1 Estagios sexuais

O estagio sexual dos animais (Figura 1) em T, foi identificado como pré-desova inicial (2A),
em 33% dos animais, e avangada (2B) em 66% e apds 15 dias de maturagdo o tratamento
NatuRose0% (M0%) permaneceu em estagio sexual de Ty. Ja o tratamento NatuRose50% (M50%)
apresentou 100% em estagio de pré-desova avancgado (2B) de maturagdo. Apos a desova, apenas
33% os reprodutores no tratamento NatuRose0% (D0%) desovaram (estagio 3B), ja para o

tratamento NatuRose50% (D50%) 100% dos animais desovaram (estagio 3B).

3.2 Quantidade de astaxantina

A quantidade de astaxantina na porgao feminina da gbnada para os reprodutores (Figura 2)
em TO (10,39 £ 5,49 ug.mL'1) nao apresentou diferenga dignificativa para aos animais maturados no
tratamento NatuRose0% (M0% 12,05 + 1,49 ug.mL™). J& para o tratamento NatuRose50% (M50%
18,73 + 1,42 pg.mL") a quantidade de astaxantina foi diferente significativamente (p<0,05)
apresentando um maior acumulo de astaxantina em relacédo a TO e NatuRose0% (M0%). Apds a
desova, o tratamento NatuRose50% (D50% 8,48 + 4,66 pg.mL‘1) ndo apresentou diferenca

significativa em relagdo ao tratamento NatuRose0% (D0% 11,68 + 3,30 ug.mL™).

3.3 Eliminac&o de gametas e rendimento larval
O numero de fémeas que desovaram (Tabela 2) foi maior para o tratamento NatuRose50%
(14 fémeas) do que o tratamento NatuRose0% (6 fémeas), assim como o nimero de odcitos totais
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liberados por NatuRose50% (22.082.918 + 122,07 odcitos) foi diferente significativamente (p<0,05) do
tratamento NatuRose0% (7.366.645 + 55,56 odcitos).

Ap6s 24 horas da fecundagéo, o tratamento NatuRose50% (34,96 + 1,55 %) apresentou
diferenca significativa (p<0,05) na obtencado de larvas “D” em relagdo do tratamento NatuRose0%
(13,93 + 2,03 %). Apos 13 dias de larvicultura, o tratamento NatuRose50% (4,28 + 0,42 %)
apresentou diferenga significativa (p<0,05) no rendimento de larvas pedivéliger (Tabela 2) em relagao
ao tratamento NatuRose0% (0,66 £ 0,57 %).

4. Discusséo

Os reprodutores maturados com dieta rica em astaxantina apresentaram estagio sexual mais
avangado que os reprodutores maturados sem adicdo de NatuRose. Para este experimento a
maturagdo em laboratério com NatuRose favoreceu o desenvolvimento dos gametas femininos. Além
disso, estes dados mostraram que o maior acumulo de astaxantina foi obtido nos reprodutores
maturados com dieta rica em astaxantina.

Ap6s a eliminagao de gametas, o tratamento NatuRose50% apresentou 100% dos animais
em estagio de desova avangada (3B) indicando que os gametas estavam bem maduros e a qualquer
estimulo houve a liberagdo dos mesmos. Fato este, ndo observado no tratamento NatuRose0%, onde
apenas 33% dos animais desovaram.

Nos parametros hematoimunolégicos analizados neste experiemtno por Schleder et al. (in
press) em T0, ap6és 15 dias de maturagcdo e apds a desova, foi observada diferenca significativa
(p<0,05) para a produgdo de anios superoxidos basal entre os tratamentos NatuRose0% e
NatuRose50%, indicando que os animais alimentados com maior concentragdo de astaxantina e que
apresentaram maior acumulo de astaxantina na porgdo feminina da gbnada (tratamento
NatuRose50%) os carotendides atuaram como antioxidante no animal.

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas produzidas que possuem um papel
importante na degradagdo de microorganismos invasores, no entanto, também podem danificar o
tecido do hospedeiro. Para neutralizar os efeitos ndo desejados, existem enzimas antioxidantes
como: a glutaiona-redutase, a catalase e SOD. Além disto, tem sido reportado varios compostos de
baixo peso molecular tais como: a glutationa, carotendides e as vitaminas C e E (Roch, 1999; Vargas-
Albore e Barracco, 2001). Neste sentido os carotendides podem atuar como compostos antioxidantes.

Os autores Camus et al. (2002) evidenciaram o aumento na produgéo de ERO e deplegéo na
defesa antioxidante (glutationa) em Chlamys islandicus expostos ao benzopireno. Hégaret and
Wikfors (2005) também observaram o incremento das ERO em Argopecten irradians infectados pelo
protozoario Prorocentrum minimum.

A propriedade antioxidante dos carotendides é devido as duplas ligagbes conjugadas, onde
ocorre a desativagado dos radicais livres e 0 seqliestro do oxigénio singleto (EROS espécies reativas
de oxigénio) (Miki, 1991). A maior protecdo é dada por aqueles carotendides que tém nove ou mais
ligagbes duplas conjugadas. O licopeno é mais efetivo antioxidante que o $-caroteno no sequestro de
oxigénio singleto, bem como a astaxantina e a cantaxantina sdo melhores antixidantes que o B-
caroteno (Rodriguez-Amaya, 1997; Edge et al., 1997; Padula, 1999).
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Em estudo realizado por Chien e Jeng (1992), foi verificada uma correlagéo positiva entre os
niveis de concentracdo de pigmento nos tecidos e a sobrevivéncia de camardes alimentados com
dietas com 100 mg.kg‘1 de astaxantina, sugerindo que os carotendides funcionam como uma reserva
de oxigénio intracelular por seu sequestro de oxigénio intracelular.

Os autores Kobayashi e Sakamoto (1999), demonstraram que a astaxantina purificada da
microalga de Haematococcus pluvialis, € um potente agente antioxidante in vitro sob condigbes
hidrofébicas e hidrofilicas.

Bem como, Naguib (2000) e Rengel et al. (2000), relatam que a astaxantina, que é um
ketocarotenoide oxidado a partir de B-caroteno, tem uma maior atividade antioxidante comparado
com a-caroteno, B-caroteno, Luteina, Lycopeno, Canthaxantina e Vitamina E.

Além deste efeito antioxidante dos carotendides, a maturagao mais avangada (estagio sexual
de pré-desova 2B) observada nos reprodutores maturados com dieta enriquecida com carotendides
favoreceu também no desempenho dos reprodutores na eliminagcdo de gametas, gerando uma maior
quantidade de gametas viaveis (fecundaram com sucesso e apresentaram divisdo celular) quando
comparados com os reprodutores maturados sem a adigdo de NatuRose.

Tanto na avaliacdo das larvas “D”, com 24 horas de larvicultura, quanto apés 13 dias de
larvicultura na avali¢do das larvas pedivéliger, o tratamento enriquecido com astaxantina apresentou
melhores resultados de rendimento larval.

Para peixes também foi observado este efeito, onde segundo Meyers (1994), larvas e
alevinos de salmdo, de reprodutores alimentados com dieta sem fontes de carotendides,
apresentaram menor taxa de sobrevivéncia (<15%), quando comparados com reprodutores
alimentados com dieta devidamente suplementada com carotendides.

De mesma forma, para camaraoes, Lorenz (1998) e Howell e Matthews (1991), indicam que
em estudos com reprodutores de camardo, os animais alimentados com dietas deficientes em
carotendide apresentaram deformidade nas larvais, bem como uma baixa sobrevivéncia destas.
Segundo Cuzon et al. (2004), a utilizagdo de astaxantina na alimentagdo do camarao Litopennaeus
vannamei proporcionou uma maior sobrevivéncia de larva nauplios.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que reprodutores maturados com dietas
enriquecidas astaxantina favorecem a sobrevivéncia das larvas, assim como no acumulo de

astaxantina na gébnada feminina de reprodutores da vieira N. nodosus.

5. Conclusao

Neste estudo, a utilizacdo de dieta rica com astaxantina (NatuRose50%) na maturagéo de
reprodutores proporcionou um maior acumulo de astaxantina na porgdo feminina da génada de N.
nodosus. Além disso, um efeito positivo na maturagéo dos gamentas femininos de N. nodosus.

As dietas com H. pluvialis seca, durante a maturacdo de reprodutores de N. nodosus,

proporcionou um efeito positivo no rendimento larval.
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Tabela 1. Descricdo da composicdo das dietas utilizada em cada tratamento testado indicando as
diferentes composi¢cdes em dieta basal (microalgas viva: Isochrysis sp. Chaetoceros muelleri e

Skeletonema sp. nas proporg¢des 50:25:25, respectivamente) e em microalga seca Haematococcus
pluvialis (NatuRose®).

Nome dos tratamentos Composicao

NatuRose0% 100% dieta basal (controle)

NatuRose50% 50% dieta basal e 50% de NatuRose®
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Tabela 2. Quantidade de fémeas que emitiram gametas e média e desvio padrdo (em trés contagens)
da quantidade de: odcitos eliminados, larvas “D” (24h) obtidas e rendimento de larvas pedivéliger

(com 13 dias de larvicultura) para N. nodosus. As letras minUsculas na tabela representam as
diferencas estatisticas.

Tratamentos Numero de Total de odcitos Quantidade Rendimento de
fémeas que eliminados de larvas “D” larvas pedivéliger
desovaram (%) (%)

NatuRose0% 6 7.366.645 £ 55,56° 13,93 + 2,03° 0,66 + 0,577

NatuRose50% 14 22.082.918 + 122.07° 34,96 + 1,55° 428 +0.42°
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Figura 1. Estagios sexuais da porgao feminina da gbnada da vieira N. nodosus no inicio da maturagéo
(To) ; apds quinze dias de maturagao, para os tratamentos NatuRose0% (M0%) e NatuRose50%
(M50%); apds desova, para os tratamentos NatuRose0% (D0%) e NatuRose50% (D50%). Onde: (2A)
estagio de pré-desova inicial; (2B) estagio de pré-desova avancada e (3B) estagio de desova

avangada. As letras minusculas no grafico representam as diferengas estatisticas.
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Figura 2. Média, desvio padrédo e erro padrdo da quantidade de astaxantina na porgdo feminina da
gbnada de N. nodosus no inicio da maturagao (Ty); apés maturagédo de 15 dias em laboratorio para os
tratamentos NatuRose0% (M0%) e NatuRose50% (M50%) e, apds desova para os tratamentos
NatuRose0% (D0%) e NatuRose50% (D50%). As letras mindsculas no grafico representam as

diferencas estatisticas.
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CAPITULO VII — Efeito de dietas enriquecidas com os acidos graxos EPA e DHA durante a
maturacdo de reprodutores, sobre o rendimento larval e de pré-sementes de Nodipecten
nodosus (L. 1758)

Revista a qual sera enviado para publicagao: Aquaculture



126

Efeito de dietas enriquecidas com os acidos graxos EPA e DHA durante a maturagcao de

reprodutores, sobre o rendimento larval e de pré-sementes de Nodipecten nodosus (L. 1758).

Simone Siihnel™, Francisco Lagreze', Guilherme Zanette', Mirella da Silva Scardua®, Eduard Kraffe®,

Philippe Soudant*, Jaime Fernando Ferreira’.

Laboratério de Moluscos Marinhos/UFSC, Serviddo dos Coroas s/n, Barra da Lagoa,
Florianépolis/SC-Brasil Cep.88061-600

2L aboratério de Imunologia Aplicada a Aquicultura/UFSC
C.P. 476, Florianopolis/SC-Brasil Cep. 88040-900

*UMR CNRS 6521, Université de Bretagne Occidentale, CS 3837, Brest 29238, France

*Laboratoire des Sciences de I'Environnement Marin, UMR 6539, Institut Universitaire Européen de la

Mer, Université de Bretagne Occidentale, Technopdle Brest-Iroise, 29280 Plouzané, France

OAutor para conrrespondéncia: Simone Siihnel

Laboratério de Moluscos Marinhos - UFSC

Servidao dos Coroas s/n, Barra da Lagoa, Florianépolis/SC-Brasil Cep. 88061-600
e-mail: ssuhnel@gmail.com

Telefone: (55) (48) 3232 3279




127

Resumo

Neste estudo foi testado o enriquecimento da dieta de reprodutores da vieira Nodipecten nodosus
com os acidos graxos EPA e DHA durante a maturagao em laboratério. Para isto, os animais foram
induzidos a eliminacdo de gametas para entdo serdo acondicionados em tanques para maturagao
durante 30 dias, submetidos a 5 tratamentos: (1) Cm100%, (2) Cm+DHA, (3) T-Iso100%, (4) T-
Iso+EPA e (5) Mix (mistura das microalgas Isochrysis sp., Chaetoceros muelleri e Skeletonema sp.,
nas proporgdes 50:25:25, respectivamente). Apds o periodo de maturagdo, os animais foram
induzidos a desova para produgéo de larvas seguido do assentamento. Foi avaliado o estagio sexual
(histologia), eliminacdo de gamentas e rendimento larval e de pré-sementes. Nos resultados obtidos,
o tratamento T-Iso+EPA apresentou 100% de maturagéo, estagio 2B (pré-desova avangada), maior
rendimento em larvas "D”, pedivéliger e pré-sementes. A quantidade de odcitos liberados nao
apresentou relacdo com o estagio sexual dos reprodutores. Estes resultados indicam que a
maturagdo com a dieta T-Iso+EPA proporcionou um efeito positivo na maturagdo dos reprodutores,

assim como um maior rendimento larval e de pré-sementes em laboratério.

Palavras Chave: Nodipecten nodosus, maturagdo, enriquecimento de dieta, sobrevivéncia larval,
acido graxos EPA e DHA.
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1. Introdugao

A maturagao de reprodutores é uma etapa importante no processo de producido de sementes
de bivalves em laboratério. Esta maturagdo € usualmente atingida com a manipulacdo de regimes
alimentares e da temperatura da agua durante a maturagao (Wilson et al., 1996).

Os moluscos bivalves apresentam ciclos estacionais de armazenamento de energia, o qual é
regulado por fatores exdégenos e enddégenos. A energia € armazenada pelos animais durante
periodos ndo reprodutivos sendo usada subseqiientemente, de acordo com Barber and Blake (1985a,
1985b) e Bayne (1985) para: (a) suporte e a manutengdo quando o alimento é escasso; (b) produzir
um incremento liquido em massa em outros periodos do ano; (c) substituir perda de massa em outros
periodos do ano; (d) produzir gametas.

A maturagdo de reprodutores de bivalves em laboratério procura a maximizagdo da
fecundidade, mantendo a qualidade dos ovos e a viabilidade larval (Utting and Millican, 1997). A
qualidade das dietas fornecida aos reprodutores explica uma grande parte da variabilidade
experimental durante o cultivo de bivalves. Bem como, afeta a composi¢gdo dos gametas e a
qualidade das larvas (Nevejan et al., 2003).

Segundo Utting and Millican (1997), as reservas de alimento antes de entrar no processo de
vitelogénese sdo fundamentais. Estes autores também relatam que um melhor estado nutricional
aumenta a fecundidade e a qualidade dos ovos produzidos. Uriarte et al. (2001) citam que existe um
efeito do estado nutricional dos reprodutores na qualidade das larvas resultantes.

As reservas de energia, armazenadas nos odcitos, sdo catabolisadas no desenvolvimento
embrionario (odcitos fertilizados) até a larva “D”. Contudo, o catabolismo de energia ocorre para
manter a larva durante o estagio transitério de consumidor endégeno para exdgeno (Whyte et al.,
1990). A sobrevivéncia de larvas de Mercenaria mercenaria e Crassostrea virginica esta
correlacionada com as reservas de lipideos totais depositados nos odcitos durante a vitelogenese
(Gallager and Mann, 1986).

Segundo Bayne et al. (1975), o desenvolvimento das larvas de Mytilus edulis esta
correlacionado com o nivel de lipideos nos odécitos antes de serem fertilizados. A viabilidade das
larvas de Ostrea edulis esta relacionada com o conteudo lipidico, particularmente a fragdo lipidica
neutral, no momento da liberagao dos oécitos (Helm et al., 1973).

Diferentes qualidades de conteudo lipidico, utilizadas em dietas na maturacdo de
reprodutores, mostraram os efeitos das deficiéncias de acidos graxos especificos em odcitos e larvas
de bivalves (Utting and Doyou 1992; Millican and Helm 1994; Soudant et al. 1996a). Os acidos graxos
essencais poli-insaturados (PUFAs) docosahexaendico 22:6n-3 (DHA) e eicosapentaendico 20:5n-3
(EPA) sao importantes no crescimento e na sobrevivéncia de moluscos (Trider and Castell, 1980;
Knauer and Southgate, 1997). Contudo, os molucos bivalves ndo tem a capacidade de sintetizar os
PUFAs (Chu and Greaves, 1991), os quais s&o adquiridos através da dieta.

O presente estudo testou a utilizagdo de dois tipos de acidos graxos no condicionamento de
reprodutores de Nodipecten nodosus em laboratério e seus efeitos na maturagéo, eliminagdo de

gametas e rendimento larval e de pré-sementes.
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2. Materiais e Métodos

O experimento de maturacdo de reprodutores e subseqiiente lavicultura e assentamento
foram realizados no Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM/UFSC), localizado na Barra da
Lagoa/Floriandpolis e as analises hitolégicas no Nucleo de Estudos de Patologia em Aquicultura
(NEPA/UFSC).

2.1 Delineamento experimental

Neste trabalho foi testado o enriquecimento da dieta de reprodutores de N. nodosus, durante
a maturagdo, com os acidos graxos livres, docosahexaenosico (DHA) 22:6n-3 e eicosapentaendico
(EPA) 20:5n-3, produzidos comercialmente pela Société Polaris (Franga).

Foram testados 5 tratamentos (Tabela 1) com 3 repeticbes cada, totalizando 15 unidades

experimentais. Todos os tratamentos receberam a mesma quantidade diaria de microalga (2,38x1010
células.10 animais’1.tanque'1) variando somente o tipo de microalga usada. Um dos tratamentos
recebeu uma dieta composta pela mistura de microalgas das espécies Isochrysis sp. (T-1so),
Chaetoceros muelleri (Cm) e Skeletonema sp. (Sk), nas proporg¢des 50:25:25, respectivamente (dieta
utilizada pelo Laboratério Moluscos Marinhos). Dois dos tratamentos receberam dietas unialgais, de
Chaetoceros muelleri e Isochrysis sp. e os dois ultimos tratamentos receberam, cada qual, um tipo de
acido graxo e uma dieta com uma microalga que o carece, sendo uma a microalga C. muelleri e o
acido graxo DHA e a outra a microalga Isochrysis sp. e o acido graxo EPA. A quantidade de acidos
graxos utilizada foi adaptada dos trabalhos publicados em ostras Crassostrea gigas (Delaporte et al.
2006, 2007). No presente trabalho, foram administrados 17 mg de acido graxo livre por tanque.10
animais™.dia” (de cada um dos acidos graxos).

Estas microalgas foram cultivadas no meio Guillard F/2 modificado no LMM, em &gua filtrada
e esterilizada, aeragdo continua filtrada, temperatura de 22 °C e um regime de luz de 24 h. As

microalgas foram utilizadas na fase exponencial de crescimento.

2.2 Maturagao de reprodutores

Os reprodutores (70-75 mm de altura e 18 meses de idade) cultivados em espinhel, a 2 m de
profundidade, foram coletados na area de cultivo experimental da EPAGRI (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensao Rural), localizada em Santa Catarina (SC), regido sul do Brasil, na praia do
Canto Grande, Bombinhas (27°12'5,39"S e 48°30'47,7"N). Os animais foram imediatamente
transportados em caixas de isopor, com agua do mar a 23 °C, para o laboratério. No laboratério,
foram retirados os organismos incrustantes e os animais foram induzidos a desova por diferenca de
temperatura, com agua do mar tratada com UV, para entdo serem aclimatados por 12 horas (over
nigth) e apos isto serem acondicionados nos tanques de maturagéo para inicio do experimento. O
experimento de maturagéo teve duragao de trinta dias (T3).

Foram utilizados tanques de 15 L, em ftriplicata para cada tratamento, com 10
animais.tanque'1, aeracgao constante e fluxo continuo aberto de entrada de agua do mar a uma vazao
de 333 mL.min" por animal e para alimento de 33 mL.min” por animal. Os tanques de maturagédo nao

foram limpos durante o experimento. A temperatura da agua manteve-se em 20,0 + 0,4 °C.
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Os tanques utilizados para o alimento (microalgas) foram limpos diariamente e renovado o
alimento para cada tratamento. Apds este manejo o fluxo de entrada de agua e de alimento em cada
tanque, utilizados no experimento para maturagao, era regulado conforme os valores descritos acima.

A adicdo do acido graxo nos tratamentos era realizada fechando o sistema de agua e de
alimentacdo dos tanques de maturagao, adicionado o acido graxo e mantido o sistema de agua e
alimentacao fechado por 1 hora para todos os tanques, inclusive os que nao testaram o acido graxo.

Ap0ds este periodo, o sistema de agua e de alimentagéo era aberto e regulado o fluxo de entrada.

2.3 Eliminacdo de gametas

A técnica de inducdo a desova e fecundacédo utilizadas no presente estudo sdo de acordo
com Rupp (1994) e Rupp et al. (2004) e adaptada pelo LMM, que consistem basicamente em:
estresse por retirada de organismos incrustantes das valvas, exposi¢ao a agua com UV e variagao da
temperatura da 4gua nos tanques de indug¢ao de 20 °C para 24 °C. O tempo de indugéo a desova foi
fixado em uma hora.

Assim que os animais iniciaram a liberagao dos gametas estes foram separados em baldes
de 2 L, para desova. Cada tratamento foi subdividido em A e B para a fecundagdo cruzada dos
gametas dentro de cada tratamento, a qual foi realizada ao longo da desova. O gameta feminino era
quantificado, fecundado e mantido em tanques separados por tratamento para o desenvolvimento

larval.

2.4 Obtencéo de larva “D” e Larvicultura

O cultivo larval foi desenvolvido de acordo com Rupp (1994) e Rupp et al. (2004) e adaptado
pelo LMM, que consiste basicamente na transferéncia dos embrides para os tanques de larvicultura;
trocas de aguas a cada 48 horas; peneiramento com diferentes tamises para repicagem e eliminagéo
de larvas mortas; alimentagéo diaria com microalgas e temperatura da agua controlada, variando de
23 a 24 °C, nao foi utilizado antibidtico.

Para cada tratamento foi realizada a sua respectiva larvicultura individualmente, em triplicata,
em tanques de 14 L. A densidade inicial nos tanques de larvicultura foi de 100 odcitos.mL™ no
primeiro dia e no segundo repicada para 5 larvas.mL™ (larvas “D”) . Os cultivos foram mantidos com
aeracao constante e fraca.

A espécie de microalga oferecida no segundo dia de larvicultura foi a Isochrysis sp. variedade
Tahit (T-Iso) na concentracdo de 0,5x10* cél.mL™. A partir do terceiro dia: T-Iso, Paviova sp (Pav) e
Chaetoceros calcitrans (Cc), nas proporgbes 35:35:30, respectivamente, a uma concentragdo de
1x10* cél.mL™. A partir do quinto dia: T-Iso, Pav e Cc, nas propor¢oes 30:20:50, respectivamente, a
uma concentracdo de 2x10* cél.mL1. Estas microalgas foram cultivadas no meio Guillard F/2
modificado no LMM, em agua filtrada e esterilizada, aeragéo continua filtrada, temperatura de 22 °C e
um regime de luz de 24 h. As microalgas foram utilizadas na fase exponencial de crescimento.

A avaliagdo do rendimento das larviculturas foi realizada com 24 horas (larva “D”) e com 13

dias (larva pedivéliger) para os trés experimentos.
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2.5 Assentamento

Foi realizado o assentamento das larvas, desenvolvido conforme técnicas utilizadas pelo
Laboratério LMM. As larvas utilizadas para o assentamento foram selecionadas por malha 125 e 145
micras (com pé ativo e presenca de mancha ocular) no 13° dia de larvicultura. Para o assentamento
foram utilizados coletores de malha netlon com folhas de pinus (Pinus sp) (Zanette 2007) em seu
interior. Os coletores foram previamente aclimatados, por 13 dias com 0 mesmo tratamento dado as
larvas durante a larvicultura, adicionando microalgas aos mesmos, conforme metodologia descrita por
Zanette (2007). As larvas selecionadas foram colocadas nos tanques de assentamento ja contendo
os coletores previamente aclimatados, na densidade de 0,71 larvas.mL™" e mantido o volume de 14 L
de agua do mar com aeragao constante; trocas de aguas a cada 48 horas; alimentagao diaria com
microalgas e temperatura da agua controlada, variando de 23 a 24 °C.

As espécies de microalgas oferecidas foram: Isochrysis sp. variedade Tahit (T-Iso), Pavlova
sp. (Pav) e Chaetoceros calcitrans (Cc), nas proporgdes 30:50:20, respectivamente, a uma
concentrag3o inicial de 3x10* cél.mL™ uma vez por dia.

A avaliagdo do rendimento do assentamento foi realizada com 15 dias (Suhnel, 2002) de

assentamento.

2.6 Avaliacao do efeito das dietas

Apods a maturagao de 30 dias (T3g), para cada tratamento foi separado um lote para histologia
da por¢ao feminina da génada (n=4) e outro para desova (n=6).

Apods a desova foi avaliada a eliminagao de gametas e o rendimento larval de larvas “D” (com
24 horas de larvicultura), pedivéliger (com 13 dias de larvicultura) e pré-sementes.

Para anadlise futura, também foi coletada amostra de hemolinfa para avaliagdo dos
parametros hemato-imunoldgicos, que seréo apresentados em outro trabalho e nao faréo parte desta
Tese. Bem como, um lote de animais para analise bioquimica do musculo, da gbnada e das
branquias, a ser avaliada até o final de 2009 e que nao farao parte desta Tese, mas sim deste paper

a ser submetido a publicagao.

Anélise histologica

A andlise histolégica foi realizada na porgéo feminina da génada dos reprodutores maturados
em cada tratamento testado.

Os cortes foram fixados em solugdo de Davidson e armazenados em alcool 70%. Apods
diferentes banhos em alcool etilico (de 70 a 100%), xilol e parafina, foram entdo montados em blocos
de parafina.

Os blocos contendo as amostras de génada foram cortados a 5 Y. As laminas foram coradas
com Hematoxilina de Harris e Eosina.

Para a identificagdo dos estagios de maturagdo foram realizadas duas avaliagdes por dois
identificadores, aleatériamente e sem tendéncia. A descrigdo dos estagios foi realizada
individualmente, pela andlise microscopica com aumento de 200 e 400 vezes.

Foi padronizada uma pontuagéo para cada estagio sexual de 1 a 6 (Capitulo V).
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A determinagéo do estagio sexual segue padrdo definido no Capitulo IV, os quais definem
quatro estagios de maturagéo (1-gametogénese; 2A-pré-desova inicial; 2B-pré-desova avangada; 3A-
desova inicial; 3B- desova avangada; e 4-repouso) de acordo com as caracteristicas histolégicas da

g6nada da vieira N. nodosus.

2.7 Andlise estatistica

Para comparagéo entre os tratamentos, os pardmetros avaliados, estagio sexual, quantidade
total de gamentas eliminados por cada tratamento, sobrevivéncia de larvas “D” e pedivéliger e
sobrevivéncia de pré-sementes foi realizada a analise descritiva, avaliacdo de normalidade dos erros
e de homogeneidade de variancia (Barttlet). Analise de variancia multipla (ANOVA) e de separagao
de médias com Teste Tukey para a comparagéo entre as médias (Zar, 1974). Utilizando programa
Statistica versao 5. Para os resultados com porcentagem (estagios sexuais, sobrevivéncia de larvas
“D”, pedivéliger e pré-sementes) o valor absoluto foi transformado em Arcoseno para entdo ser

aplicado o teste estatistico.

3. Resultados
3.1. Estagios sexuais

O estagio sexual para os reprodutores (Figura 1) em Ty, foi 75% em gametogénese (estagio
1) e 25% em pré-desova inicial (estagio 2A) e apresentou diferenca significativa (p<0,05) dos
tratamentos T-Iso100%, T-Iso+EPA e do Mix. No tratamento Cm100% os reprodutores apresentaram
0 mesmo estagio sexual que em T,. Ja o tratamento Cm+DHA n&o apresentou diferencga significativa
dos demais tratamento estados os reprodutores 75% em estagio de pré-desova inicial (estagio 2A) e
25% em pré-desova avangada (estagio 2B). O tratamento T-Iso100% apresentou diferenga
significativa (p<0,05) de Ty, Cm100% e Cm+DHA, estando 50% dos animais em estagio pré-desova
inicial (estagio 2A) e 50% em pré-desova avancada (estagio 2B). J& o tratamento T-Iso+EPA
apresentou 100% dos animais estagio de pré-desova avancada (estagio 2B), sendo diferentes
significativamente (p<0,05) de To, Cm100% e Cm+DHA. O tratamento Mix também apresentou
diferenca significativa (p<0,05) de Ty, Cm100% e Cm+DHA, estando 75% dos animais em estagio de

pré-desova avangada (estagio 2B) e 25% em estagio de pré-desova inicial (estagio 2A).

3.2. Elimina¢do de gametas, rendimento larval e de pré-sementes

A porcentagem de fémeas que desovaram foi de 100% para os tratamentos Cm100%, T-
Iso+EPA e Mix, seguido de 83,3% para o tratamento T-Iso100% e de 66,6% para o tratamento
Cm+DHA (Tabela 2).

Para a eliminagao de gametas (Tabela 2), houve diferenga significativa (p<0,05) entre todos
os tratamentos testados. O tratamento Mix foi o tratamento que mais eliminou odcitos, (31.250.000 +
26,00 odcitos), seguido do tratamento Cm100% (29.162.500 + 96,44 odcitos), o terceiro tratamento foi
o tratamento T-Iso100% (13.325.000 + 13,50 odcitos), o quarto foi o Cm+DHA (11.566.666 + 91,50

o0citos) e o com menor eliminagao de odcitos foi o tratamento T-Iso+EPA (8.516.500 * 8,50 odcitos).
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Para as diferentes dietas testadas na maturagdo dos reprodutores a recuperacdo de larvas
"D”, com 24 horas de larvicultura, (Figura 2), observou-se que o tratamento T-Iso+EPA apresentou a
maior porcentagem de recuperacao (97,62 + 2,18%) apresentando diferenga significativa (p<0,05) em
relagdo os demais tratamentos. A segunda melhor porcentagem de recuperacao de larvas “D” foi do
tratamento Cm+DHA (82,38 + 0,82%) apresentando diferenga significativa (p<0,05) em relagcdo os
demais tratamentos. A terceira melhor recuperagéo de larvas “D” foi par ao tratamento Mix (36,00 +
2,00%), o qual também apresentou diferenga significativa (p<0,05) dos demias tratamentos. Os
tratamentos T-1so100% (30,48 £+ 2,18%) e Cm100% (28,09 + 0,48%), ndo apresentaram diferenga
significativa entre si (p<0,05).

Para as diferentes dietas testadas na maturagdo dos reprodutores a recuperacdo de larvas
pedivéliger, com 13 dias de larvicultura, (Figura 2), observou-se que o tratamento com melhor
resultado foi também o T-Iso+EPA (99,05 + 2,86%), sendo diferente significativamente (p<0,05) dos
demais tratamentos. O segundo melhor tratamento também foi o Cm+DHA (73,33 + 4,36%) e
apresentando diferenga significativa (p<0,05) dos demais tratamentos. O terceiro tratamento foi o T-
Is0100% (56,19 * 4,36%) nao apresentando diferenca significativa do tratamento Mix (52,38 +
1,65%). O tratamento com menor porcentagem de recuperagao foi o Cm100% (27,14 + 3,91%) de
sobrevivéncia e apresentando diferenca significativa (p<0,05) dos demais tratamentos.

Para as diferentes dietas testadas na maturacdo dos reprodutores a recuperagao de pré-
sementes, com 15 dias de assentamento, (Figura 2), observou-se que todos os tratamentos
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si. O tratamento que apresentou maior
porcentagem de recuperagdo foi, novamente, o T-Iso+EPA (42,71 + 0,27%). O segundo melhor
tratamento, na recuperagao de pré-sementes, foi o Cm+DHA (36,21 + 0,79%). O terceiro tratamento,
o T-1so100% (28,78 + 0,51%). O quarto tratamento, o Mix (21,33 + 0,76%) € a menor porcentagem de
recuperagéo o tratamento Cm100% (17,68 + 0,80%).

4. Discussao

A maturagido gonadica € um processo que requer alto gasto energético (Barber and Blake,
1991), a manipulagdo de regimes alimentares e da temperatura da agua (Wilson et al., 1996) é
fundamental para o sucesso da reprodu¢ao em laboratério.

No presente estudo, o enriquecimento da dieta de reprodutores com o acido graxo 20:5n-3
(EPA) favoreceu a maturagdo gonadica feminina. Por outro lado, em trabalho desenvolvido por
Velasco e Barros (2007), a adicdo de emulséo de lipideos na dieta de reprodutores de N. nodosus em
laboratorio apresentou um efeito negativo no desenvolvimento gonadico.

Segundo Barber e Blake (1985a) e Bayne (1985), para espécies de clima temperado, a
energia armazenada pelos animais durante periodos nao reprodutivos € utilizada, subsequentemente
para a manuten¢ao, quando o alimento é escasso, e para a produgédo de gametas.

Segundo Utting e Millican (1997), as reservas de alimento antes de entrar no processo de
vitelogénese sédo fundamentais. Durante a vitelogénese, os odcitos adquirem suas reservas de
lipideos de trés fontes principais: (a) do musculo adutor, no qual o glicogénio é convertido em lipideo.
(Bayne et al., 1982; Barber e Blake 1985a, 1985b); (b) da transferéncia de lipideos das reservas na
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glandula digestiva para a gbnada feminina (Barber e Blake 1981,1985a); (c) diretamente do alimento
quando os adultos sao colocados sob estresse nutricional (Gallager e Mann 1986; Soudant et al.
1996b). Se o animal encontra-se sobre estresse alimentar e com uma dieta insuficiente em lipideos, o
processo de vitelogénese pode ser comprometido.

Observou-se neste estudo que o estagio sexual dos animais ndo determina que ele va
eliminar mais gametas, pois no tratamento T-Iso+EPA 100% dos reprodutores apresentaram estagio
de pré-desova avancgada (estagio 2B), contudo foi o tratamento que menos eliminou gametas. Ja o
tratamento Cm100% que apresentou 75% dos animais em estagio de gametogénese (estagio 1)
elimimou 3,4 vezes mais odécitos que o tratamento T-Iso+EPA.

Estes resultados indicam que a quantidade de odcitos liberados durante a desova através de
inducdo em laboratério ndo esta relacionada com o estagio sexual, mas sim com outros fatores
endogenos que precisam ser estudados.

Nos resultados de sobrevivéncia larval o0 maior rendimento foi observado para os tratamentos
que foram enriquecidos com acido graxo, sendo o melhor resultado para T-Iso+EPA e o segundo
melhor para Cm+DHA. Estes resultados indicam que o enriquecimento da dieta dos reprodutores com
acidos graxos favoreceu a sobrevivéncia das larvas, tanto de larvas “D” quanto de larvas pedivéliger.

Estes resultados corroboram as informagdes de Uriarte et al. (2001), que citam que existe um
efeito do estado nutricional dos reprodutores e a qualidade das larvas resultantes.

As reservas de energia, armazenadas nos odcitos, sdo catabolisadas no desenvolvimento
embrionario (odcitos fertilizados) até a larva “D”. Whyte et al. 1990 cita que, para espécies de clima
temperado, o catabolismo de energia ocorre para manter a larva durante o estagio transitério de
consumidor enddgeno para exdgeno. Contudo, neste estudo observou-se que até o assentamento
das larvas foi observada diferega significativas no rendimento das pré-sementes originadas apartir de
reprodutores alimentados com dieta enriquecida com o acido graxo 20:5n-3 (EPA) e com o acido
graxo 22:6n-3 (DHA).

O autor Palacios et al. (2005), sugere que o suprimento do acido 22:6n-3 durante a
maturagédo de Nodipecten subnodosus vem direto da dieta e ndo de reservas na glandula digestiva.
Indicando a importéncia de fornecer uma dieta rica em &cidos graxos para a maturagdo de
pectinideos em laboratério.

A sobrevivéncia de larvas de Mercenaria mercenaria € Crassostrea virginica (Gallager e
Mann, 1986) e de Mytilus edulis (Bayne et al., 1975), esta correlacionada com as reservas de lipideos
totais depositados nos odcitos durante a vitelogenese e antes de serem fertilizados. A viabilidade das
larvas de Ostrea edulis (Helm et al., 1973) esta relacionada com o conteudo lipidico, particularmente
a fracao lipidica neutral, no momento da liberagédo dos odcitos.

Diferentes qualidades de conteudo lipidico, utilizadas em dietas na maturacdo de
reprodutores, mostraram os efeitos das deficiéncias de acidos graxos especificos em odcitos e larvas
de bivalves (Utting e Doyou 1992; Millican e Helm 1994; Soudant et al., 1996a).

Os acidos graxos docosahexaenoico (DHA) 22:6n-3 e eicosapentaenodico (EPA) 20:5n-3 séo
importantes no crescimento e na sobrevivéncia de moluscos (Trider e Castell, 1980). O acido graxo

20:5n-3 (EPA) nos moluscos esta relacionada a reserva de energia durante a embriogénese (fonte de
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energia) e seu contetdo maximo no animal esta ligado as fungbes especificas das membranas
mediadas por alguns fosfolipideos (Soudant et al., 1996b; Hall et al., 2002). Robinson (1992) cita que
acido graxo EPA, em moluscos bivalves, afeta a qualidade da desova e que este acido graxo é o
mais abundante durante a metamorfose. Ja o acido graxo 22:6n-3 (DHA) tem fungao, além de fonte
de energia, estrutural (Helm et al., 1991; Marty et al., 1992).

E importante destacar, que deve ser considerada a relagéo entre estes dois acidos graxos, o
que justifica os bons resultados obtidos no presente estudos para os enriquecimentos, onde a
microalga Isochrysis sp. por apresentar baixos niveis de EPA, foi enriquecida com o acido graxo EPA
e a C. muelleri, que apresenta caréncia em DHA, foi enriquecida com o acido graxo DHA. O autor
Nevenjan et al. (2003) cita que a relagdo entre os acidos graxos DHA e EPA (DHA:EPA
aproximadamente 1:2, respectivamente) é mais importante que os niveis absolutos dos dois acidos
graxos.

Estes resultados indicam que para a maturagdo de N. nodosus em laboratério € indicado o
uso de enriquecimento da dieta com acidos graxos, sendo os melhores resultados para uma dieta

composta pela microalga Isochrysis sp. e enriquecida com o acido graxo EPA (20:5n-3).

5. Conclusao

A dieta composta pela microalga Isochrysis sp. e enriquecida com o acido graxo EPA
proporcionou uma completa maturacdo dos reprodutores e apresentou melhores rendimentos de
larvas “D” e pedivéliger, assim como de pré-sementes de N. nodosus.

A quantidade de odcitos liberados durante a desova ndo esta relacionada com o estagio

sexual dos reprodutores, mas sim com outros fatores que precisam ser avaliados.
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Tabela 1. Descricdo da composicdo das dietas utilizada em cada tratamento testado indicando as

diferentes microalgas utilizadas, o enriquecimento com os acidos graxos EPA e DHA e a dieta basal

(microalgas viva: Isochrysis sp., Chaetoceros muelleri € Skeletonema sp. nas proporg¢des 50:25:25,

respectivamente).

Nome do tratamento

Composigao da dieta

Cm100%
Cm+DHA
T-1s0100%
T-Iso+EPA

Mix

100% Chaetoceros muelleri

100% Chaetoceros muelleri + acido graxo DHA
100% Isochrysis sp.

100% Isochrysis sp. + acido graxo EPA

100% da dieta basal
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Tabela 2. Quantidade de fémeas que emitiram gametas, porcentagem de fémeas que desovaram e
média e desvio padrdo da quantidade de odcitos totais eliminados apds desova de N. nodosus para

cada tratamento. As letras minusculas na tabela representam as diferencas estatisticas.

Tratamento Numero de Quantidade de fémeas que Numero médio de odcitos
fémeas que desovaram (%)
desovaram
Cm100% 6 100 29.162.500 + 96,44°
Cm+DHA 4 66,6 11.566.666 + 91,50°
T-1s0100% 5 83,3 13.325.000 + 13,50°
T-Iso+EPA 6 100 8.516.500 + 8,50OI

Mix 6 100 31.250.000 + 26,00°
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Figura 1. Estagios sexuais da porgao feminina da gbnada da vieira N. nodosus no inicio da maturagéo
(To) e para as cinco dites testadas, apés trinta dias (T39) de maturagdo para os cinco tratamentos
testados. Onde: (1) estagio de gametogénese; (2A) estagio de pré-desova inicial; (2B) estagio de pré-

desova avangada. As letras minusculas no grafico representam as diferengas estatisticas.
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Figura 2. Quantidade média e desvio padrdo do rendimento de larva “D”, larvas pedivéliger e pré-
sementes de N. nodosus em cada tratamento testado durante a maturacao. As letras minusculas a, b,
c e d representam a analise estatistica da recuperacao de larvas “D”; As letras mailsculas A, B, C e
D representam a analise estatistica da recuperacao de larvas pedivéliger; e as letras minusculas v, w,

X, Yy € z representam a analise estatistica da recuperacao de pré-sementes.
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CAPITULO VIII - Conclusdes

8.1. Conclusoes Gerais

Capitulo I

Para a extracdo de carotendides da génada da vieira N. nodosus o método mais eficiente
mostrou ser: extragdo com a solugdo extratora acetona:hexano 1:3 (Ac=0:Hex, 1:3) durante
15 minutos de incubagdo e armazenamento com atmosfera modificada com nitrogénio

gasoso a -18 °C em vidro ambar.

Capitulo IV

A vieira Nodipecten nodosus apresenta quatro estagios sexuais bem definidos, sendo eles:
(1) gametogénese; (2A) pré-desova inicial; (2B) pré-desova avangada; (3A) desova inicial;
(3B) desova avangada; (4) repouso;

A vieira N. nodosus, cultivada na localidade de Canto Grande, mostrou ocorréncia de desova
no verao, em dezembro e janeiro, € no final do inverno e comego do outono em julho, agosto
e setembro.

Em comparagdo com outros estagios, pré-desova avangada (estagio 2B) e de desova inicial
(estagio 3A) mostraram maiores niveis de astaxantina;

O carotendide astaxantina é um importante componente na maturagdo da espécie N.

nodosus.

Capitulo V

E viavel a utilizagdo de uma dieta com 100% da microalga seca Haematococcus pluvialis na
alimentacao de reprodutores da vieira N. nodosus durante 30 dias em laboratério;

Nos resultados de acumulo de astaxantina, nos experimentos | e |l os tratamentos
Algamac50%, Algamac75% e Algamac100% e no experimento Il tratamento
Cm:H.pluvialis50%, proporcionaram o maior acumulo de astaxantina na porgao feminina da
gbnada de reprodutores da vieira N. nodosus.

Avaliando o tempo de maturagéo, no experimento |, foram necessarios trinta dias para obter
um maior acumulo, nos tratamentos Algamac50%, Algamac75% e Algamc100%, e no
experimento I, sete dias de maturagéo nos tratamentos Algamac50% e Algamac100%.

No experimento lll a utilizagdo de microalgas ricas em astaxantina favoreceram a maturagao
de reprodutores da vieira N.nodosus;

A maturacdo de reprodutores da vieira N. nodosus, com a microalga H. pluvialis seca
(Algamac AST) e viva favorecem um maior rendimento na larvicultura;

As dietas testadas durante a maturacao nao afetaram a recuperacao de pré-sementes de N.

nodosus.
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Capitulo VI

e A utilizagdo de dieta rica com astaxantina (NatuRose50%) na maturacdo de reprodutores
proporcionou um maior acumulo de astaxantina na porgado feminina da génada e um efeito
positivo na maturagéo dos gamentas femininos de N. nodosus;

e O tratamento NatuRose50% proporcionou um efeito positivo no rendimento larval.

Capitulo VII
e A dieta composta pela microalga Isochrysis sp. e enriquecida com o acido graxo EPA
proporcionou uma completa maturagao dos reprodutores e apresentou melhores rendimentos
de larvas “D” e pedivéliger, assim como de pré-sementes de N. nodosus;
¢ A quantidade de odcitos liberados durante a desova nao esta relaciona com o estagio sexual
dos reprodutores, mas sim com outros fatores que precisam ser avaliados;
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8.2. Consideragoes Finais

No cultivo de moluscos bivalves, a obtencao de sementes é um fator importante para o
sucesso da produgado comercial. Para a vieira Nodipecten nodosus a obtengao de sementes é através
da producado de pré-sementes em laboratério, o que indica a importancia e necessidades de estudos
sobre os aspectos reprodutivos desta espécie.

Diversos trabalhos ja foram realizados para estudar a biologia de N. nodosus, como: Manzoni
e Rupp (1993), Rupp (1994), Manzoni et al. (1996), Rupp (1997), Rupp et al. (2000a), Rupp et al.
(2000b), De Bem et al. (2001a), De Bem et al. (2001b), De La Roche et al. (2002), Sthnel (2002),
Rupp e Parsons (2004), Rupp et al. (2004a) e Rupp et al. (2004b), Garcia (2005), Velasco e Barros
(2007), Velasco et al. (2007), Zanette (2007), entre outros. Contudo, ainda s&o necessarios estudos
sobre os fatores, exdgenos (como: temperatura, alimento e salinidade) e enddgenos (como:
hormonais, estado nutricional) que afetam a maturacdo dos reprodutores em laboratério e,
consequentemente, o rendimento de larvas e de pré-sementes.

Na alimentacao dos reprodutores, durante a maturagdo em laboratério, diferentes substancias
podem afetar o sucesso na maturagao sexual, bem como nas larvas e pré-sementes resultantes. Em
revisao bibliografica, observa-se que os carotendides atuam neste processo, bem como os lipideos,
carboidratos e proteinas.

Com o intuito de contribuir para a tecnologia da producéo de larvas e de pré-sementes em
laboratério, avaliamos o efeito da utilizagdo de dietas com diferentes composi¢cbes de astaxantina
(Capitulo V e capitulo VI) e de acidos graxos EPA e DHA (Capitulo VII), em reprodutores da vieira
Nodipecten nodosus mantidos em laboratoério e seu efeito no ciclo reprodutivo, rendimento larval e
producdo de pré-sementes. A marca comercial da microalga H. pluvialis seca utilizada no Capitulo V
foi o Algamac AST e no Capitulo VI o NatuRose, ambas fontes de astaxantina e que apresentam as
mesmas caracteristicas bioquimicas.

Para alcancar estes objetivos, foi necessario padronizar uma metodologia de extracdo de
carotenodides da porgao feminina da génada de vieira N. nodosus (Capitulo Ill) e estudar a relagao
entre os carotendides e os estagios sexuais desta espécie (Capitulo 1V).

No Capitulo Ill, foi estabelecida uma metodologia pratica para extrair e analisar os
carotenoides da vieira N. nodosus. Esta metodologia da suporte para futuros estudos que busquem
aprofundar a influencia destes metabdlitos secundarios no sistema reprodutivo desta espécie. Bem
como, a realizagdo de analises rapidas da quantidade de carotendides presentes na por¢ao feminina
da génada em um sistema de produgéo comercial.

No Capitulo 1V, foram definidos e descritos quatro estagios sexuais para N. nodosus, sendo
eles: (1) gametogénese; (2A) pré-desova inicial; (2B) pré-desova avancada; (3A) desova inicial; (3B)
desova avangada; (4) repouso. Esta descricdo da suporte a futuros estudos onde seja necessaria a
identificagdo do estadio sexual da porgao feminina da gbnada desta espécie.

Também foi avaliado quantidade do carotendide astaxantina na porgéo feminina da gbnada
em cada estagio sexual. No qual se observou que ha uma relacdo entre o estagio sexual e a

quantidade de astaxantina, os gamentas maduros apresentam maior concentragdo de astaxantina.
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Estes resultados dao suporte para futuros estudos sobre a utilizacdo de carotendides na dieta de
reprodutores durante a maturagao de N. nodosus.

No Capitulo V, foi avaliado o efeito da astaxantina na maturacao, rendimento de larvas e de
pré-sementes. Os resultados obtidos mostram que os carotendides sdo necessarios para a
maturagéo da vieira N. nodosus e que apresentam um efeito positivo no rendimento larval. Portanto,
como os moluscos bivalves s&o incapazes de sintetizar os carotendides (Farias-Molina 2001) é
essencial que eles venham de uma dieta de fitoplancton rica em carotendides. Esta dieta, de acordo
com os resultados obtidos neste estudo, pode ser composta por uma dieta basal (ver Capitulo V) e
Algamac AST, a uma proporgao de 1:1 ou por pelas microalgas C. muelleri e H. pluvialis, na
proporcao 1:1 para uma concentragao final de 7,5x10* cel.mL™". Cabe destacar, que a concentragao
de 7,5x10* cel.mL™ foi determinada apartir de bioensaio realizado com 5 diferentes concentragdes
testadas.

No Capitulo VI, observou-se que os reprodutores alimentados com maior concentragéo de
astaxantina na dieta que acumularam mais astaxantina na por¢cdo feminina da génada e que esta
maturagdo com astaxantina proporcionou um efeito positivo na recuperacgéo de larvas.

Bem como, os reprodutores maturados com a dieta rica em astaxantina e que acumularam
mais deste carotendide na porgédo feminina da génada, mantiveram niveis baixos na produgéo de
anios superoxidos basal. Esta baixa produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é importante,
pois apesar das ERO atuarem na degradagédo de microorganismos invasores, elas, também podem
danificar o tecido da vieira. Para neutralizar os efeitos os carotendides acumulados, estao atuando
como compostos antioxidantes.

No Capitulo VII, observou-se que os acidos graxos proporcionaram um efeito positivo na
maturacgdo, rendimento larval e de pré-sementes e que a combinagédo da microalga /sochrysis sp. € 0
4cido graxo EPA geraram melhores valores nos efeitos avaliados. E importante destacar, que a
combinacdo /Isochrysis sp. e EPA geraram melhores resultados, provavelmente porque esta
microalga é carente em EPA e seu enriquecimento com EPA favoreceu o balango entre a proporg¢ao
DHA:EPA na dieta.

Em resumo, tanto o carotendide astaxantina, quanto os acidos graxos EPA e DHA
proporcionaram um efeito positivo na maturacdo e no rendimento larval da vieira N. nodosus.
Observou-se um efeito positivo na recuperagdo de pré-sementes geradas apartir de reprodutores
maturados com dietas enriquecidas com acidos graxos. Além disto, observou-se que ha uma relagao
entre o estagio sexual e o acumulo de astaxantina na porgdo feminina da gbnada, onde os gametas

maturos apresentam maiores quantidade de astaxantina.
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