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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a taxa de assentamento larval e recuperagdo de
sementes de ostras da espécie Crassostrea brasiliana, em laboratério, através do uso de coletores
plasticos, Epinefrina (CgH13NO; C4H¢O¢) € pbé de concha em tanques de assentamento. Foram
utilizados coletores plasticos de polipropileno, presos a armagdes de bambu. O material foi escolhido
devido a boa maleabilidade, o que facilita o destacamento das sementes. Foram realizados dois
experimentos, o primeiro entre fevereiro e abril de 2008, e o segundo entre novembro e dezembro de
2008 no Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina. No primeiro
experimento testaram-se coletores de plastico arranhado consorciado com pé de concha em um
tanque de assentamento, enquanto que no segundo foram utilizados dois tanques de assentamento,
um contendo os coletores de plastico consorciado com pd de concha e apenas pé de concha, e no
outro tanque utilizou-se epinefrina como estimulador da metamorfose. Foi realizada a quantificagdo
das larvas assentadas nos coletores plasticos e a taxa de recuperacédo e integridade das sementes
apos o destacamento das mesmas. No primeiro experimento recuperou-se 48,83% de sementes em
relagéo as larvas D utilizadas. Deste percentual 4,9% assentaram em coletores plasticos e 43,93%
em po6 de concha. No segundo experimento a porcentagem de sementes assentadas em relagéo ao
total de larvas utilizadas foi de 55,78% com o uso de epinefrina, 78,62% no tratamento com coletor
mais p6 de concha e de 58,33% no tratamento s6 com p6 de concha. Assim, verifica-se que o uso de
coletor mais p6 de concha resulta em maior recuperagédo de sementes se comparado com os demais
tratamentos.

Palavras chaves: Assentamento, larva, Crassostrea brasiliana, coletores, sementes.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the larval settlement and seed recovery rates of the Crassostrea
brasiliana oyster in the laboratory, through the use of plastic collectors, Epinephrine (CgH13NO;
C4HeOs) and dust shell in settlement tanks. The collectors were made of polypropylene plastic and
were attached to bamboo frames. The material was chosen due to its good flexibility, which facilitates
the deployment of seeds. Two experiments were done, the first experiment was conducted between
February and April 2008, and the second between November and December 2008 at the Laboratory
of Marine Molluscs, at the Federal University of Santa Catarina. In the first experiment tested
collectors made of scratched plastic with dust shell in a settlement tank, while in the second we used
two settlement tanks, one of them containing the collectors of plastic intercropped with dust shell and
dust shell only, and another tank was used as epinephrine stimulates metamorphosis. We performed
the quantification of the larvae settled on plastic collectors and the rate of recovery and integrity of
seed after detaching them. In the first experiment 48.83% of the seeds were recovered from the D
larvae used. Within this percentage, 4.9% settled in plastics collectors and 43.93% in dust shell. In the
second experiment the percentage of seed settled on the total number of larvae used was 55.78%
with the use of epinephrine, 78.62% in the treatment using dust shell plus collector and 58.33% in the
treatment only with the dust shell. Thus, it appears that the use of the plastic collector plus the dust

shell results in higher seed recovery when compared with other treatments.

Key words: settlement, larvae, Crassostrea brasiliana, collectors, seed.



INTRODUGAO

No Brasil a aquicultura representa uma revolugéo no setor primario nacional e vem crescendo
em torno de 20% ao ano. Nesse panorama, a malacocultura ou cultivo de moluscos bivalves, vem
apresentando uma alta taxa de crescimento (11,8%) na dultima década, principalmente, com a
produgcdo de mexilhdes (Perna perna) e ostras (Crassostrea gigas) (BORGHETTI et al., 2003). A
atividade contribuiu com mais de 15 milhdes de toneladas em 2003 na producdo mundial de
pescados. No Brasil, a producao de ostras em 2003 foi de 2.843 toneladas (FAO, 2005), sendo que a
maior parte (92,3%) foi da ostra introduzida do Pacifico, Crassostrea gigas, cultivada principalmente
no estado de Santa Catarina (IBAMA 2005). Porém, esta espécie ndo tem potencial, para o cultivo
nas regides norte e nordeste do pais, em virtude da temperatura das aguas serem mais altas. Nestas
regides a ostra nativa € uma boa opg¢ao de cultivo.

Existem, até o momento, pelo menos, duas espécies de ostras nativas de interesse comercial
descritas, Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828) e Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1819).
Segundo Rios (1994), C. brasiliana (Lamarck, 1819), C. rhizophorae (Guilding, 1828) e C.
paraibanensis (SINGARAJAH, 1980) s&o sinonimias, constituindo, portanto, a mesma espécie.
Entretanto, outros estudos (ABSHER, 1989; IGNACIO et al., 2000; LAPEGUE et al., 2002; LAZOSKI,
2004) demonstraram a existéncia de duas ou mais espécies de ostra do género Crassostrea nos
estuarios brasileiros. (IGNACIO et al. 2000) analisaram populagdes do Parana e do Rio de Janeiro e
demonstraram a diferenciacdo genética de dois grupos, C. rhizophorae e C. brasiliana, além de
comprovar as observagbes de Absher (1989) que C. rhizophorae ocorre em geral na regiao entre
marés e alcanga um tamanho bastante inferior a C. brasiliana, que normalmente ocorre no infralitoral

e em fundos lodosos.

Contudo, para viabilizar o cultivo da ostra nativa é necessario que se desenvolva métodos

eficientes de larvicultura e assentamento em laboratério.

No Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), o assentamento da ostra Crassostrea gigas € feito com p6 de concha ou com o uso de
Epinefrina (CoH13NO3 C4H6Os), a qual é utilizada como estimulador da metamorfose e apresenta bons
resultados na taxa de assentamento. A epinefrina é dissolvida em agua destilada, na proporg¢ao de
0,33 g de epinefrina para 1 litro de dgua destilada, e diluida (1:9) em agua do mar tratada. Porém, em
larviculturas de pequeno volume, o uso de Epinefrina tem se mostrado ineficaz, pois em geral, ndo
permite que todos os animais tenham possibilidade de assentar ao mesmo tempo. Além disso, para
uma acao eficaz da epinefrina, sdo necessarias mais de uma aplicagdo sobre as larvas aptas a
assentar, e este processo, causa grande estresse nas larvas contribuindo para o aumento da
mortalidade que podera causar a contaminagao dos tanques de metamorfose (SILVA, 2007).

Um método habitual de estimular e aumentar o sucesso da metamorfose de larvas de ostras
€ 0 uso de produtos quimicos. O uso de neurotransmissores, tais como L-DOPA (L-3,4-dihidroxi-
phenlyalaninne), epinefrina, e aménia (NH;3) tem demonstrado eficiéncia no aumento da taxa de
assentamento de larvas de ostras do género Crassostrea (COON et al.,, 1985, 1990a,b; FITT e
COON, 1992).
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Beiras e Widdows (1995), em seu estudo realizado na Espanha, utilizando epinefrina como
componente quimico para a metamorfose de larvas de Crassostrea gigas, concluiram que a
exposicao a epinefrina, numa concentragdo de 10 M por 15 minutos foi suficiente para promover
mais de 80% de assentamento larval.

Garcia-Lavandeira e colaboradores (2005) testaram o efeito da epinefrina, dissolvida em
0,005 NHCI e diluida (1:9) em agua estéril MilliQ (10'3 M), sobre a metamorfose de Ostrea edulis em
diferentes concentracdes, e obtiveram o melhor resultado (55,86% de assentamento) utilizando
epinefrina em uma concentragdo de 10~ M. Outro estudo (KINGZETT et al. 1990) testou o efeito de
epinefrina, em diferentes concentragbes (10'4, 10°e 10° M) por 60 minutos obteve resultados entre
10 e 16% na metamorfose de larvas de Patinopecten yessoensis. Por outro lado, Doroudi e
Southgate (2002) utilizando epinefrina nas concentracdes de 102,10, 10* e 10° M por 24 horas
sobre o efeito nas taxas de assentamento larval de Pinctada margaritifera obteve resultados quase
nulos na taxa de assentamento larval.

Da mesma forma, o uso de p6é de concha como substrato para o assentamento, também,
oferece risco de contaminagao dos tanques de assentamento. O pd de concha dificulta a limpeza dos
detritos nas trocas de agua, podendo favorecer o desenvolvimento de um ambiente nocivo as larvas e
pré-sementes. Assim, para se atingir o aproveitamento maximo das larvas obtidas em pequenas
larviculturas, busca-se alternativas nas técnicas e materiais para o assentamento das larvas. Nesse
contexto, uma alternativa é o uso de coletores artificiais nos tanques de assentamento.

Diferentes tipos de coletores podem ser utilizados como substrato para o assentamento
larval, tais como: telhas de barro, pé de concha ou conchas de ostras inteiras e materiais plasticos
diversos (garrafas de Poli tereftalato de etila, placas de cloreto de polivinila (PVC) dentre outros
(HELM et. al. 2006).

Um estudo realizado na Venezuela utilizando garrafas plasticas Pet (Poli tereftalato de etila),
como coletores de larvas de ostras Crassostrea rhizophorae, demonstrou que esse tipo de material
pode ser muito eficiente para o assentamento das sementes, por estas serem facilmente destacadas,
devido a boa flexibilidade do material, diferentemente do principal coletor utilizado no pais, a telha
(BUITRAGO; ALVARADO, 2005).

A utilizagdo de placas plasticas, como substrato, para o assentamento larval da ostra
Crassostrea iredalei, foi testada por Devakie e Ali (2002), que obtiveram a melhor taxa de
assentamento com o uso de plastico aspero sem biofilme (37,6£2,2%), seguido pelo uso de plastico
aspero com biofilme (27,1+1,8%), e plastico liso com biofilme (22,0+2,1%). A pior taxa se deu com o
uso de plastico liso sem biofilme (11,0+1,2%). O material plastico também foi testado com um extrato
de tecido de diversas espécies de bivalves, e as melhores taxas de assentamento larval foram com
extrato de tecido de C. iredalei e Crassostrea belcheri (28,3+3,9% e 26,115,5%, respectivamente),
seguido com extrato de tecido do mexilhdo Perna viridis (15,7+1,4%) e a ostra Saccostrea cucullata
(12,943,6%).

Testando a utilizacdo de placas de PVC, em diferentes posicdes, com ou sem revestimento
de pasta de cimento sobre o assentamento de larvas de Saccostrea commercialis, Holliday (1996),

mostrou que as taxas de assentamentos nas placas de PVC posicionadas horizontalmente foram
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superiores (60,2-76,6%) aquelas obtidas com placas posicionadas verticalmente, onde a taxa foi de
apenas 0,71%.

Para avaliar o tempo que larvas de Crassostrea gigas com idade de 17, 20, 23 e 26 dias
levaram para se fixarem nos coletores, Collet et al. (1999) utilizaram placas de PVC cobertas com
cera e uma segunda camada de resina de poliéster e os resultados obtidos mostraram que as larvas
levaram 1, 4, 2 e 4 dias, respectivamente, para se assentar.

Com a utilizagao de diferentes coletores plasticos, para o assentamento larval de Pinctada
maxima Taylor et al. (1998) observaram resultados superiores com o uso de coletores de corda de
polipropileno quando comparado a placas de PVC. Contudo, os autores ressaltaram que os coletores
de PVC oferecem vantagens quanto ao crescimento das sementes, devido ao fato de terem uma
maior area de superficie. Também foi observado que a posi¢cao horizontal favorece o assentamento
larval.

Assim para possibilitar o maximo de eficiéncia na obtencado de sementes em um sistema de
pequeno volume, uma alternativa € o uso de coletores plasticos, consorciado com p6 de concha nos
tanques de assentamento. Os coletores podem ser dispostos na coluna da dgua, sem contato com o
fundo, oferecendo uma grande area de superficie de assentamento, e devido a sua grande
maleabilidade, permitem o facil destacamento das sementes, evitando as perdas das mesmas por
competicdo ou contato durante o crescimento no coletor. Outra caracteristica fundamental destes
coletores é que eles permitem o assentamento de larvas de diferentes idades, deixando-as livres, ndo
causando estresse, contaminagdes como com o uso de p6 de concha e epinefrina.

Assim, este estudo, busca avaliar o uso destas estruturas, bem como de epinefrina, para o

assentamento de larvas de ostras nativas em laboratoério.
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Taxas de assentamento larval e recuperagao de sementes da ostra Crassostrea brasiliana com

uso de diferentes sistemas de indugao a metamorfose

Renata Cristina Silveira, Francisco Carlos da Silva, Carlos Henrique de Aradjo Miranda Gomes, Jaime

Fernando Ferreira, Claudio Manoel Rodrigues de Melo

Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina, Serviddo dos Coroas,
s/n, Barra da Lagoa, CEP 88061-600, Floriandpolis, SC/Brasil

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a taxa de assentamento larval e recuperagédo de
sementes de ostras da espécie Crassostrea brasiliana, em laboratério, através do uso de coletores
plasticos, Epinefrina (CgH13NO; C4HsOg) € pé de concha em tanques de assentamento. Foram
utilizados coletores plasticos de polipropileno, presos a armagdes de bambu. O material foi escolhido
devido a sua boa maleabilidade, o que facilita o destacamento das sementes. Foram realizados dois
experimentos, o primeiro entre fevereiro e abril de 2008, e o segundo entre novembro e dezembro de
2008 no Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina. No primeiro
experimento testaram-se coletores de plastico arranhado consorciado com p6é de concha em um
tanque de assentamento, enquanto que no segundo foram utilizados dois tanques de assentamento,
um contendo os coletores de plastico consorciado com pd de concha e apenas p6 de concha, e no
outro tanque utilizou-se epinefrina como estimulador da metamorfose. Foi realizada a quantificagao
das larvas assentadas nos coletores plasticos e a taxa de recuperacgao e integridade das sementes
apos o destacamento das mesmas. No primeiro experimento recuperou-se 48,83% de sementes em
relacdo as larvas “D” utilizadas. Deste percentual 4,9% assentaram em coletores plasticos e 43,93%
em po6 de concha. No segundo experimento a porcentagem de sementes assentadas em relagéo ao
total de larvas utilizadas foi de 55,78% com o uso de epinefrina, 78,62% no tratamento com coletor
mais po6 de concha e de 58,33% no tratamento s6 com pd de concha. Assim, verifica-se que o uso de
coletor mais pd de concha resulta em maior recuperagdo de sementes se comparado com os demais
tratamentos.

Palavras chaves: Assentamento, larva, Crassostrea brasiliana, coletores, sementes.
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TITLE: Larval settlement and seed recovery rates of the Crassostrea brasiliana oyster with the use of
different metamorphosis induction systems

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the larval settlement and seed recovery rates of the Crassostrea
brasiliana oyster in the laboratory, through the use of plastic collectors, Epinephrine (CgH13NO;
C4HgOg) and dust shell in settlement tanks. The collectors were made of polypropylene plastic and
were attached to bamboo frames. The material was chosen due to its good flexibility, which facilitates
the deployment of seeds. Two experiments were done, the first experiment was conducted between
February and April 2008, and the second between November and December 2008 at the Laboratory
of Marine Molluscs, at the Federal University of Santa Catarina. In the first experiment tested
collectors made of scratched plastic with dust shell in a settlement tank, while in the second we used
two settlement tanks, one of them containing the collectors of plastic intercropped with dust shell and
dust shell only, and another tank was used as epinephrine stimulates metamorphosis. We performed
the quantification of the larvae settled on plastic collectors and the rate of recovery and integrity of
seed after detaching them. In the first experiment 48.83% of the seeds were recovered from the D
larvae used. Within this percentage, 4.9% settled in plastics collectors and 43.93% in dust shell. In the
second experiment the percentage of seed settled on the total number of larvae used was 55.78%
with the use of epinephrine, 78.62% in the treatment using dust shell plus collector and 58.33% in the
treatment only with the dust shell. Thus, it appears that the use of the plastic collector plus the dust

shell results in higher seed recovery when compared with other treatments.

Key words: settlement, larvae, Crassostrea brasiliana, collectors, seed.
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1. INTRODUGAO

A utilizacdo de telhas de barro, pé de concha ou conchas de ostras inteiras, materiais
plasticos diversos (garrafas de poli tereftalato de etila (PET), placas de cloreto de polivinila (PVC),
coletores feitos de varas de bambu, cascas de coco, amianto e pneus podem ser utilizados como
substrato para o assentamento larval de moluscos bivalves (DEVAKIE, 1993; HELM et. al., 2006). Em
alguns estudos estes materiais, antes de serem utilizados, recebem diferentes tipos de tratamentos
para “atrair’ a larva para fixacdo e posteriormente facilitar seu destacamento dos coletores.

Devakie e Ali (2002) testaram a utilizacdo de placas plasticas com diferentes texturas na
presenca e auséncia de biofilme, como substrato para o assentamento larval da ostra (Crassostrea
iredalei). A melhor taxa de assentamento larval foi com o uso de plastico aspero sem biofilme com
37,612,2% de sucesso, seguido pelo uso plastico aspero com biofilme 27,1+1,8%, e pelo uso de
plastico liso com biofilme 22,0+2,1%. A pior taxa se deu com o uso de plastico liso sem biofilme
(tratamento controle). Substrato plastico com um extrato de tecido de diversas espécies de bivalves
foi, também, testado por Devakie e Ali (2002) para o assentamento larval. Ladminas plasticas com
extrato de tecido de C. iredalei e Crassostrea belcheri promoveram taxas de assentamento larval
superiores (28,31+3,9% e 26,11+5,5%, respectivamente) quando comparado aquelas com extrato de
tecido do mexilhdo Perna viridis (15,7+1,4%) e a ostra Saccostrea cucullata (12,9+3,6%).

Em outro estudo Holliday (1996) utilizando placas de PVC, em diferentes posi¢cdes, com ou
sem revestimento de pasta de cimento sobre o assentamento de larvas de Saccostrea commercialis,
mostrou que a taxa de assentamento nas placas de PVC posicionadas horizontalmente foi de 76,6%
(23,8 larvas/cm?). Contudo, quanto as placas foram posicionadas verticalmente a taxa de
assentamento foi de, apenas, 0,71% (0,2 Iarvas/cmz). O assentamento larval nas placas posicionadas
horizontalmente cobertas com a pasta de cimento foi de 60,2% (18,7 larvas/cm?).

Collet et al. (1999) testaram placas de PVC cobertas com cera e uma segunda camada de
resina de poliéster para avaliar o tempo que as larvas de Crassostrea gigas levaram para se fixarem
nos coletores. Os resultados obtidos mostraram que as larvas com idade de 17, 20, 23 e 26 dias
levaram de 1, 4, 2 e 4 dias, respectivamente, para assentarem nos coletores.

Em estudo para testar diferentes coletores plasticos, foi concluido que coletores de corda de
polipropileno sdo superiores as placas de PVC para o assentamento (TAYLOR et al., 1998). Contudo,
os autores ressaltaram que os coletores de PVC oferecem vantagens quanto ao crescimento das
sementes, devido ao fato de terem uma maior area de superficie. Também foi observado que a
posicao horizontal favorece o assentamento larval.

A utilizagao de garrafa PET, como coletor em ambiente natural, é bastante difundida, em
especial, pela sua flexibilidade e baixo custo. Neste sentido, um estudo realizado com Crassostrea
rhizophorae na Venezuela com 20 coletores feitos desse material, cortados longitudinalmente
formando uma area superficial de 1.8 m?, obteve 326 sementes assentadas por m?, em um periodo
de um més, realizado no ambiente natural (BUITRAGO e ALVARADO, 2005).
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Além da utilizagao de substratos, para promover o assentamento das larvas de ostras, o uso
de neurotransmissores, tais como L-DOPA (L-3,4-dihidroxi-phenlyalaninne), epinefrina, e amonia.
Entre estes, se destaca o uso de epinefrina.

Beiras e Widdows (1995) utilizando epinefrina como componente quimico para a
metamorfose de larvas de Crassostrea gigas, concluiram que a exposigdo a epinefrina, numa
concentracdo de 10 M por 15 minutos foi suficiente para promover mais de 80% de assentamento
larval. Em outro estudo (Garcia-Lavandeira et al., 2005) epinefrina dissolvida em 0,005 de NHCI e
diluida (1:9) em agua estéril foi utilizada para induzir a metamorfose de Ostrea edulis. Os autores
obtiveram 55,86% de taxa de assentamento expondo as larvas a 10° M de epinefrina por 48h. Por
outro lado, Doroudi e Southgate (2002) testou epinefrina nas concentragdes 1072, 102, 10 e 10° M
por 24h sobre o efeito nas taxas de assentamento larval de Pinctada margaritifera e nao obteve
resultados satisfatorios.

No Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), o assentamento da ostra Crassostrea gigas € feito com p6é de concha ou com o uso de
Epinefrina (CoH13NO3 C4H6Os), a qual é utilizada como estimulador da metamorfose e apresenta bons
resultados na taxa de assentamento. A epinefrina é dissolvida em agua destilada, na propor¢ao de
0,33 g de epinefrina para 1 litro de agua destilada, e diluida (1:9) em agua do mar tratada Porém, em
larviculturas de pequeno volume o uso de epinefrina tem se mostrado ineficaz, pois em geral, ndo
permite que todos os animais tenham possibilidade de assentar ao mesmo tempo. Além disso, para
uma acao eficaz da epinefrina, sdo necessarias mais de uma aplicagdo sobre as larvas aptas a
assentar e este processo causa grande estresse nas larvas contribuindo para o aumento da
mortalidade que podera causar a contaminagédo dos tanques de metamorfose (SILVA, 2007). O uso
de p6 de concha como substrato para o assentamento, também, oferece risco de contaminagao dos
tanques de assentamento. O pé de concha dificulta a limpeza dos detritos nas trocas de agua,
podendo favorecer o desenvolvimento de um ambiente nocivo as larvas e pré-sementes. Assim, para
se atingir o aproveitamento maximo das larvas obtidas em pequenas larviculturas, busca-se
alternativas nas técnicas e materiais de assentamento em pequenas densidades. Nesse contexto,
uma alternativa € o uso de coletores artificiais nos tanques de assentamento.

O uso de coletores plasticos no assentamento das larvas € uma opgao interessante. Estes
coletores podem ser dispostos na coluna da agua, sem contato com o fundo, oferecendo uma grande
area de superficie de assentamento e, devido a sua grande maleabilidade, permitem o facil
destacamento das sementes, evitando as perdas das mesmas, por competicdo ou contato durante o
crescimento no coletor. Outra caracteristica fundamental destes coletores é que eles permitem o
assentamento de larvas de diferentes idades, deixando-as livres, ndo causando estresse,
contaminagdes como com o uso de pé de concha e epinefrina.

Assim, dois experimentos (o primeiro no periodo entre fevereiro e abril de 2008, e o0 segundo
entre novembro e dezembro de 2008) foram conduzidos no Laboratério de Moluscos Marinhos da
Universidade (LMM) Federal de Santa Catarina (UFSC) para testar uso de coletores de polipropileno,

po6 de concha e epinefrina sobre a taxa de assentamento de larvas de ostras nativas em laboratdrio.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desovas

Na desova foram utilizados animais da espécie Crassostrea brasiliana, provenientes do
Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Floriandpolis, Brasil (27°35’ S e 48°32° W).

Foram utilizados, respectivamente, 400 e 310 animais no primeiro e segundo experimento.
Primeiramente os animais foram raspados e escovados. Em seguida, mantidos por 1 hora em agua
doce com 25%o de hipoclorito de s6dio, em um tanque de 500 litros para higienizagdo. Depois foram
enxaguados com agua doce e agua salgada tratada (filtrada a 1 ym e esterilizada com irradiagao
ultravioleta — UV), e mantidos no tanque por mais 40 min., sob uma vazao minima de 10 I/min. de
agua do mar, para retirada de impurezas e rejeitos (fezes e pseudofezes). Neste instante, 10 animais
foram separados do grupo, desconchados manualmente com o auxilio de uma faca e sexados com o
auxilio de microscopio, para avaliar a condicdo de maturagéo do lote. Para sexagem uma amostra de
pequenas por¢des do material gonadico foi coletada com auxilio de uma Idmina de bisturi e colocada
sobre uma lamina de microscopia a qual foi observada ao microscopio. Apds a sexagem, fémeas e
machos foram colocados em baldes separados e raspados com auxilio de bisturi para extragdo dos
gametas. Apds a raspagem, foi realizado o peneiramento das solugdes obtidas para separar os
gametas dos tecidos somaticos. Para tanto, foi utilizada uma peneira com tela de 60 ym. Para o
restante dos animais, o estimulo a desova prosseguiu com quatro intervalos de 3 a 5 min. de
exposicéo ao ar, intercalados com 20 min. de imersdes em agua do mar tratada corrente (minimo de
10 I/min.). A cada imersdo foi acrescido 2°C na agua salgada, até atingir a temperatura de 28°C,
quando entdo as ostras foram transferidas para o tanque de 6.000 litros com agua do mar tratada e
temperatura de 26°C. No tanque, foram despejadas sobre os reprodutores, a cada 20 min., quatro
doses de aproximadamente 1,5 litros do concentrado de gametas, extraidos dos dez animais sexados

anteriormente, encerrando o estimulo a desova.

2.2 Avaliagao das desovas

Vinte e quatro horas apds a indugédo, os tanques de 6.000 litros foram esvaziados e o
conteudo sélido foi retido em peneiras com tela de 35 um. Este conteldo foi selecionado utilizando
um conjunto de peneiras com tela de 120, 55 e 35 ym. Deste peneiramento retiveram-se apenas as
larvas que permaneceram na tela de 55 ym. As mesmas foram concentradas em um balde contendo
12 litros de agua do mar tratada. Para quantificagdo das larvas D, foram coletadas trés aliquotas de
0,5 ml com o auxilio de uma pipeta. Em seguida cada aliquota foi diluida em provetas contendo 5 ml
de agua do mar. Apés homogeneizar, foram feitas trés novas amostragens de 0,5 ml da solugéo e
foram colocadas em laminas de Sedwick-Rafter onde, com auxilio de microscépio, foi realizada a

quantificacdo. O numero de larvas D foi calculado pela média das trés contagens.
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2.3 Larviculturas

As larviculturas foram conduzidas em tanques de 6.000 litros utilizando um sistema de
larvicultura estatico (batch). A agua do mar utilizada foi filtrada a 1 ym e irradiada com ultravioleta
(UV). As trocas de agua e limpeza do tanque ocorreram a cada 48 horas. Para limpeza foi utilizado
suco de dois limdes tahiti (Citrus aurantifolia) médios, batidos em liquidificador e diluidos em 3 litros
de agua doce. Na alimentacdo foram fornecidos diferentes tipos de microalgas unicelulares. No
primeiro experimento, até o terceiro dia de vida, as larvas foram alimentadas somente com Isochrysis
sp. TISO (CCMP 1324) a uma densidade de 3 x 10* células/ml. Entre o terceiro e o quinto dia de
larvicultura uma mistura de Isochrysis sp. TISO (CCMP1324) e Paviova sp (CCMP 459) foi fornecida
as larvas a uma densidade de 2 x 10* células/ml. Do sexto dia em diante uma mistura de Isochrysis sp
TISO (CCMP 1324), Skeletonema sp (CCMP 795), Pavlova sp (CCMP 459) e Chaetoceros calcitrans
(CCMP 1315) foi fornecida as larvas. Neste periodo a densidade fornecida foi aumentada
gradativamente de 4x10* até 10x10* células/ml. No segundo experimento foram utilizadas trés
espécies de microalgas ndo sendo utilizada a Isochrysis sp. TISO (CCMP 1324). No primeiro dia, as
larvas foram alimentadas com uma mistura de Chaetoceros calcitrans (CCMP 1315), Pavlova sp
(CCMP 459) e Chaetoceros muelleri numa concentracdo de 2,0 x 10* células/ml. Entre o segundo e o
ultimo dia de larvicultura uma mistura de Paviova sp (CCMP 459) e Chaetoceros muelleri foi fornecida
as larvas. Neste periodo a densidade fornecida foi aumentada gradativamente de 2 x 10* até 9 x 10*
células/ml.

A selecgéo das larvas aptas ao assentamento (estagio pedivéliger) foi realizada com o auxilio
de peneiras com telas de 145, 210, 230 e 390 ym. O numero de larvas aptas ao assentamento,
selecionadas em peneiras com telas de 210 e 230 um, foi estimado por meio de peso (onde 1 g
correspondeu a aproximadamente 57.000 larvas). As larvas foram reunidas em pedacos de tela de
nylon, retirado o excesso de agua com papel toalha e pesadas. Descontado o peso dos tecidos,
obtiveram-se as quantidades de larvas.

Apds a quantificagdo, as larvas reunidas na tela de nylon, foram acondicionadas em beckers
com agua do mar e mantidas em geladeira sob temperatura entre 4 a 11°C por 72h no primeiro
experimento e 48h no segundo.

O objetivo de se manter as lavara na geladeira (a baixa temperatura) €& diminuir o
metabolismo das larvas, provocando estresse, acelerando assim o seu assentamento. Apds esse
periodo, as lavas foram retiradas da geladeira e, aproximadamente, 2.244.000 e 630.000 larvas

pedivéliger foram utilizadas no assentamento do primeiro e segundo experimento, respectivamente.

2.4 Assentamento

Apo6s serem retiradas da geladeira, as larvas foram transferidas e distribuidas igualmente nos
baldes de assentamento de 20 litros, cujo fundo foi substituido por tela de nylon de 170 ym. No
primeiro experimento foram utilizados 12 baldes e, aproximadamente, 187.000 larvas por balde. No
segundo experimento foram utilizados 21 baldes com cerca de 30.000 larvas por balde. Os baldes

foram acondicionados em tanques de 1.300 litros com sistema “Air Lift", método que consiste na
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elevagdo da agua numa captacdo mediante a injegdo de ar comprimido, através tubos de pequeno
didmetro. O ar comprimido injetado cria uma emulsdo com a agua, provocando a circulagéo de agua
dentro do tanque.

As trocas de agua dos tanques e limpeza das telas dos baldes ocorreram a cada 24 horas.
Para obter a salinidade adequada para a espécie Crassostrea brasiliana, a salinidade da agua do mar
fitrada a 1 ym e irradiada com ultravioleta (UV) utilizada durante o assentamento, foi medida
diariamente e corrigida para aproximadamente 27%. acrescentando-se agua doce. Para rapida
remogdo do cloro presente na agua doce foi utilizado cerca de 1 grama de tiossulfato de sédio
(Na,S,03) em cada tanque de assentamento.

Para o assentamento das larvas foram utilizados coletores plasticos de polipropileno,
constituidos por quadrados de oito x oito cm. Cada coletor foi composto por trinta placas plasticas
com espagamento de 0,5 cm entre elas, unido por uma vara de bambu que foi passada pelo centro
das placas. Aos baldes de 20 litros foram adicionados os coletores. Além dos coletores foi adicionada
uma fina camada de p6 de concha, aproximadamente 15 g sobre a tela dos baldes. O pé de concha
constitui-se de conchas de ostras moidas e peneiradas, onde é utilizado o pé com tamanho inferior a
390 e superior a 230 ym, clorado e maturado em agua do mar tratada, para formagéo de biofilme.

No primeiro experimento foram utilizados 48 coletores plasticos e pd de concha em 12 baldes
de 20 litros. Neste experimento os coletores receberam trés tratamentos: a. Coletores banhados em
calda de cal (proporcéo de 1:2 de cal e agua, respectivamente), sem maturacdo (CSM); b. Coletores
banhados em calda de cal com maturagdo (CCM); c. Coletores ndo banhados em calda de cal e sem
maturagdo (tratamento controle). Foram colocados quatro coletores por balde, um de cada
tratamento, sendo que, um tratamento se repetiu. Os coletores banhados em calda de cal foram
preparados antecipadamente, e permaneceram secando por aproximadamente 30 horas antes de
serem utilizados. A maturacdo dos coletores, para criacdo de biofilme, foi realizada durante quatro
dias em tanque com agua do mar tratada, alimento e aeragdo. O pé de concha permaneceu 72 horas
em maturacdo. Para a alimentagao, durante a fase de assentamento, foram fornecidas dois tipos de
microalgas /Isochrysis sp. TISO (CCMP1324) e Chaetoceros muelleri na propor¢dao de 3:7 numa
concentracao final de 6x10* células/ml.

No segundo experimento, foram utilizados dois tanques de 1.300 litros. Em um tanque, foram
testados os coletores dos tratamentos CSM, CCM e tratamento controle (do primeiro experimento)
acondicionados em 15 baldes, num total de trés coletores de cada tratamento por balde. Nos outros
trés baldes foram utilizados apenas p6 de concha sobre a tela (sem coletores). Neste experimento a
maturagcdo dos coletores, para criagdo de biofilme, foi realizada da mesma forma que no primeiro,
porem por cinco dias. O pé de concha foi clorado 96 horas e maturado em agua do mar tratada por
aproximadamente 72 horas. Em outro tanque foram acondicionados 3 baldes, onde o assentamento
foi realizado com o uso de Epinefrina (CgH43NO; C4HgOg) como estimulador da metamorfose. A
epinefrina foi dissolvida em agua destilada, na proporgéo de 0,33 g de epinefrina para 1 litro de agua
destilada, e diluida (1:9) em 4gua do mar tratada. Foram realizados trés banhos de epinefrina, a cada

48 horas, com duragao de aproximadamente 3 horas (homogeneizando a cada hora).
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Para a alimentacdo, durante a fase de assentamento, foram fornecidas dois tipos de
microalgas Pavlova sp (CCMP 459) e Chaetoceros muelleri na proporgéo de 3:7 numa concentragao
final de 6x10* células/ml. No ultimo dia do assentamento (18° dia no primeiro experimento e 17° dia
no segundo experimento) todas as sementes assentadas nos coletores, foram destacadas
manualmente, e acondicionadas em diferentes recipientes, contendo alcool absoluto. Posteriormente,
com o auxilio de microscopio Optico, foram quantificadas e avaliadas quanto a sua integridade
(conchas quebradas). As sementes assentadas no p6 de concha, também foram acondicionadas em
recipientes contendo alcool absoluto, para posteriormente serem contadas e avaliadas por
amostragem. Foram utilizadas 10 amostras de cada balde e obteve-se a média do numero de

sementes assentadas no p6 de concha por balde.
2.5 Andlises Estatistica

Os experimentos foram realizados com um delineamento inteiramente ao acaso. As analises
estatisticas foram feitas utilizando o método dos minimos quadrados e o pacote computacional SAS
(2003). A comparagéo das médias foi realizada utilizando teste t via permutagéo ao nivel de 5% de

probabilidade.
3. RESULTADOS

Foram obtidos aproximadamente 23.000.000 e 74.600.000 larvas “D” ap6s 24 horas da
fecundagao, no primeiro e segundo experimento, respectivamente. No final das larviculturas obteve-
se 7.847.960 e 10.102.680 larvas aptas a assentar, perfazendo rendimentos de 34,1% e 13,5%, em
cada experimento, respectivamente. Destas, 2.244.000 e 630.000 larvas foram utilizadas nos
experimentos um e dois, respectivamente.

As larviculturas do primeiro e segundo experimento duraram, respectivamente, 18 e 24 dias,
desde a fecundacdo dos ovdcitos até as larvas atingirem o estagio pedivéliger.

A temperatura média da agua dos tanques de larvicultura foi 25,3°C + 0,80 no primeiro
experimento e 23,1°C £ 1,3 no segundo experimento, a salinidade da agua de ambas larviculturas foi
de aproximadamente 27%o. As larvas permaneceram nos tanques de assentamento por 18 e 17 dias,
no primeiro e segundo experimento, respectivamente.

A temperatura média da agua do tanque de assentamento no primeiro experimento foi de
26,1°C = 1,19 e a salinidade foi de aproximadamente 27%.. No segundo experimento a temperatura e
salinidade média da agua do tanque de assentamento com os coletores foram de 24°C + 0,93 e
27,4%0 £ 1,79, respectivamente. No tanque com epinefrina, a temperatura média e salinidade da agua
do tanque, foram de 24°C + 0,91 e 26,9%o + 1,89, respectivamente.

Para o primeiro experimento nao foi verificada diferenca significativa (P>0,05) entre a média
(3.043 + 1.125) de sementes destacadas do tratamento controle (coletores nao banhados em calda
de cal e sem maturagédo) e a média (2.357 + 989) de sementes destacadas do tratamento CSM

(coletores banhados em calda de cal sem maturagdo) ou a média (3.737 + 1.308) de sementes
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destacadas do tratamento CCM (coletores banhados em calda de cal com maturagdo). Contudo,
houve diferenga significativa (P<0,05) entre a média (2.357 + 989) de sementes do tratamento CSM e
a média (3.737 + 989) do tratamento CCM. Os coletores banhados em cal e sem maturagao
apresentaram numero de sementes assentadas inferiores aos demais. A melhor taxa de
assentamento larval foi no tratamento CCM. A porcentagem de sementes néo danificadas assentadas
nos coletores em relagéo ao total de larvas utilizadas foi de 1,3% + 0,53 no tratamento CSM, 2,0% +
0,70 no tratamento CCM e de 1,6% + 0,60 no controle. No pé de concha (adicionado ao fundo de
cada balde) observou-se uma taxa de assentamento médio de 43,93% + 12,72 em relagéo ao total.
Assim, verificou-se uma taxa de assentamento total de 48,83%. Quando se comparou as médias de

conchas danificadas entre os coletores utilizados n&o se verificou diferengas significativas (Figura 1).
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Figura 1 - Nimero médio de sementes obtidas (INTEGRA - nimero de sementes integras; DANIFICADAS - numero de
sementes danificadas). Tratamentos: Controle — coletores n&o banhados em calda de cal e sem maturagéo, CSM — coletores
banhados em calda de cal sem maturagcdo e CCM — coletores banhados em calda de cal com maturagéo.

No segundo experimento, ndo foi verificada diferenca significativa (P>0,05) entre a média
(17.500 + 9.758) de sementes destacadas do tratamento controle (sé pé de concha) e a média
(16.733 £ 5.777) de sementes destacadas do tratamento com epinefrina. Contudo, houve diferenga
significativa (P<0,05) entre a média (23.586 + 3.607) de sementes do tratamento com coletor e p6 de
concha e as médias (17.500 + 9.758) do tratamento controle e do tratamento com epinefrina (16.733
+ 5.777). A porcentagem de sementes (ndo danificadas) assentadas no p6 de concha em relagéo ao
total de larvas utilizadas foi de 55,78% + 3,33 no tratamento com epinefrina, 78,62% + 12,02 no
tratamento com coletor e pé de concha e de 58,33% + 32,53 no controle (s6 p6é de concha). Quando
se comparou as médias de conchas danificadas entre os tratamentos verificou-se diferenca
significativa (P<0,05) entre o tratamento com epinefrina e os demais. No tratamento com epinefrina

obteve-se 10,00% + 3,33 de sementes danificadas, nos outros tratamentos essa percentagem foi
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menor, sendo de 5,90% + 2,48 no tratamento com coletor e p6é de concha e 3,67% + 1,41 no

tratamento controle (Figura 2).

30,000 ~

25,000 ~

20,000 +

B INTEGRA

15,000 -
@ DANIFICADA

10,000 ~

Numero de sementes

5,000 -

EPI COL+PO PO
Tratamentos

Figura 2 - Nimero médio de sementes obtidas (INTEGRA - numero de sementes integras; DANIFICADA - numero de
sementes d'anificadas). Tratamentos: EPl — Somente Epinefrina, COL+PO — coletores banhados em calda de cal e pé de
conchas, PO — Somente P6 de Concha.

Nos tratamentos sem o uso de epinefrina (CgH13NO3; C4HeOg), verificou-se uma maior

homogeneidade quanto ao tamanho das sementes destacadas.

4. DISCUSSAO

As taxas de assentamento de 1,3+0,53% (nos coletores com cal e sem maturagéo),
2,0+0,70% (nos coletores com cal e com maturagao) e 1,6+0,60% (nos coletores sem cal e sem
maturagao) obtidas com uso de coletores plasticos, no primeiro experimento, foram inferiores aquelas
obtidas por Devakie e Ali (2002). Em seu estudo estes autores obtiveram taxas de assentamento
larval da ostra (Crassostrea iredalei) com uso de plastico aspero sem biofilme de 37,6+2,2%, em
plastico aspero com biofilme de 27,1+£1,8%, e de plastico liso com biofilme de 22,0+2,1%, sendo o pior
resultado obtido em plastico liso sem biofilme (11,0£1,2%). Entretanto, considerando a porcentagem
de sementes assentadas no p6é de concha em relagao ao total de larvas utilizadas nos experimentos,
verificamos uma taxa de assentamento de 43,93+£12,72% no primeiro experimento, de 78,62+12,02%
no tratamento com coletor e pé de concha e de 58,33+32,53% s6 p6é de concha no segundo
experimento. Resultados estes superiores aos reportados por Baker e Mann (1998), que utilizando
conchas de ostras adultas quebradas (3 x 3 x 0,2 cm) e maturadas, como substrato para o
assentamento larval de Crassostrea virginica, obtiveram aproximadamente 11% de assentamento. Su
et al. (2007) obtiveram resultado superior utilizando plastico aspero com biofilme, seguido por plastico
liso com biofilme, plastico aspero sem biofilme e plastico liso sem biofilme quando avaliaram a taxa de

assentamento de larvas de Pinctada martensii.
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Rico-Villa et al. (2009) testaram o efeito de diferentes temperaturas sobre o tempo que as
larvas de Crassostrea gigas estavam aptas a assentar e com temperaturas de 17°, 22°, 25°, 27° e
32° C obtiveram respectivamente (35, 25, 20 e menos de 15 dias nas temperaturas mais altas).
Comparando com as temperaturas utilizadas nos experimentos 25,3°C+0,80 e 23,1°C1,3, as
larviculturas levaram 18 dias e 24 dias.

A taxa de assentamento preferencial das larvas no pé de concha em relagdo aos coletores
artificiais de polipropileno pode ser devida ao habito da espécie Crassostrea brasiliana se fixar no
fundo, visto que, a mesma geralmente é encontrada no infralitoral. Nesse contexto, também foi
observado, no primeiro experimento, que as placas plasticas de fundo ocorreu uma maior taxa de
assentamento larval.

A epinefrina mostrou-se eficiente no assentamento das larvas com uma taxa de
assentamento de 55,78+3,33%. Contudo, quando se comparou as médias de conchas danificadas
entre os tratamentos verificou-se diferenga significativa (P<0,05) entre os tratamentos com coletores
em relacao ao tratamento com epinefrina.

Um método habitual de estimular e aumentar o sucesso da metamorfose de larvas de ostras
€ o emprego de biofilme na superficie de substratos ou o uso de produtos quimicos. O uso de biofilme
na superficie de conchas de ostras (Tamburri et al., 1992; Satuito et al., 1995), e o uso de
neurotransmissores, tais como L-DOPA (L-3,4-dihidroxi-phenlyalaninne), epinefrina, € aménia (NH3)
tem demonstrado eficiéncia no aumento da taxa de assentamento de larvas de ostras do género
Crassostrea (Coon et al., 1985, 1990a,b; Fitt e Coon, 1992). Neste contexto, Beiras e Widdows (1995)
testando componentes quimicos para a metamorfose de larvas de Crassostrea gigas concluiram que
a exposi¢ao a epinefrina, numa concentragao de 10™ M por 15 minutos foi suficiente para promover
mais de 80% de assentamento larval. Por outro lado, Kingzett et al. (1990) testando o efeito de
diferentes concentragdes 10%, 10* e 10" M epinefrina sobre na metamorfose de larvas de
Patinopecten yessoensis obtiveram taxas de assentamento entre 10 e 16%. Nesse contexto, Doroudi
e Southgate (2002) estudando o efeito da epinefrina nas concentragées 102, 10, 10, 102 M por 24
horas sobre as taxas de assentamento larval de Pinctada margaritifera nao obteve resultados
satisfatorios.

Acido gama—aminobutirico (GABA), dissolvido em agua estéril MIIliQ (102 M), e epinefrina
dissolvida em 0,005 NHCI e diluida (1:9) em agua estéril MilliQ (10 M) foram utilizadas para
estimular a metamorfose de Ostrea edulis (Garcia-Lavandeira et al., 2005). Os autores obtiveram
59% de metamorfose utilizando GABA em uma concentragdo de 10* M e 55,86% utilizando
epinefrina em uma concentragao de 10° M.

No presente estudo, larvas com 18 dias de idade levaram dois dias para iniciar o
assentamento. Collet et al. (1999), em seu estudo com larvas de 17, 20, 23 e 26 dias, observou que
as mesmas levaram 1, 4, 2 e 4 dias, respectivamente para assentarem nos coletores.

Holliday (1996), estudando a posigdo dos coletores com e sem cal para o assentamento de
larvas de Saccostrea commercialis, mostrou que as placas de PVC posicionadas horizontalmente
obtiveram taxas muito altas (60,2% e 76,6%), quando comparadas com os 0,71% dos dispostos

verticalmente. Em outro estudo Taylor et al. (1998), observaram que coletores de PVC oferecem
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vantagens quanto ao crescimento das sementes de Pinctada méxima, devido ao fato de terem uma
maior area de superficie e a posi¢cdo horizontal favorecer o assentamento. Em nossos estudos as
placas dos coletores estavam todas dispostas na posi¢ao horizontal, o que pode explicar, em parte, o
sucesso do assentamento.

Holiday et al. (1991) relataram taxas de assentamento variando de 77-85% em Sacostrea
commercialis mantidas refrigeradas a 11° C por 98 horas e de 68% de Crassostrea gigas mantidas a
6° C por 98 horas. Comparando esses valores, no primeiro experimento, com 72 horas de geladeira,
foi obtido um valor inferior aos das duas outras espécies. No segundo, com 48 horas de refrigeragéo,
a C. brasiliana apresentou taxas de assentamento tdo altas quanto as apontadas por Holliday et al.
(1991).

Os possiveis problemas de contaminag&o nos assentamentos com epinefrina e p6é de concha,
nao foram observados neste experimento. Os altos percentuais de sementes obtidos com estes dois

tipos de material comprovam isto.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que o uso de coletores artificiais ndo € necessario, pois a
maioria das larvas assentou-se no pd de concha. O uso de epinefrina mostrou-se eficiente no
assentamento das larvas, contudo houve uma maior heterogeneidade das sementes assentadas com

uso deste produto em relagéo as obtidas nos demais tratamentos.
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