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Avaliacdo das taxas de filtracdo de Crassostrea brasiliana (Bivalvia,

Ostreidae) em diferentes condicdes de laboratorio

Evaluation of clearance rates of Crassostrea brasiliana (Bivalvia, Ostreidae) in different
laboratory conditions

RESUMO

As taxas de clareamento de Crassostrea brasiliana - expressdo do numero de
células de microalgas removidas da &agua pela ostra, em um determinado
periodo de tempo - foram determinadas em diferentes condi¢cdes experimentais
de laboratorio. As ostras foram testadas individualmente e tratadas como
unidades experimentais independentes. Analises histolégicas confirmaram que
as ostras se alimentaram das microalgas durante os experimentos. Nao foram
observadas diferencas significativas (p>0,05) nas taxas de clareamento quando
as ostras foram expostas a diferentes regimes de aclimatacéo; diferentes
espécies de microalgas; e quando um mesmo lote de ostras foi exposto a
variacfes diarias de temperatura. Quando diferentes lotes de ostra foram
expostas a distintas temperaturas foram observadas diferencas significativas
nas taxas de clareamento entre tratamentos, porém sem qualquer correlacao
especifica com as temperaturas testadas. As ostras que permaneceram por
apenas duas horas expostas ao alimento apresentaram taxas de clareamento
inferiores as demais (5,6 e 12 horas) (p<0,01). A salinidade foi o parametro que
mais afetou a taxa de clareamento das ostras. Em salinidades extremas (5 e 30
ups) as taxas de clareamento foram muito proximas a zero. Os resultados
sugerem que a baixa influéncia apresentada pela maioria das variaveis
testadas sobre as taxas de clareamento de C. brasiliana pode estar relacionada
a grande variabilidade individual dos organismos utilizados nos experimentos.

Palavras—chave: microalgas, ostras, salinidade, temperatura e tempo de
exposicao.



ABSTRACT

The clearance rates of Crassostrea brasiliana - expression of the number of
microalgae cells removed from the water by the oyster, in a certain period of
time - were determined in different laboratory conditions. Oysters were tested
individually and treated as independent experimental units. Histological analysis
confirmed that the oysters were fed of microalgae during the experiments.
There were no significant differences (p>0.05) in oyster’s clearance rates when
they were exposed to different regimes of acclimatization; different microalgae
species, and when the same batch of oysters was exposed to daily variations of
temperature. When different batches of oysters were exposed to different
temperatures differences in clearance rates between treatments were
significant, but with no specific correlation on the temperatures. The oysters that
remained for two hours exposed to the microalgae presented rates lower when
compared to the others batches (5, 6 and 12 hours) (p<0.01). Salinity was the
parameter that most affected the oyster’s clearance rate. In extreme salinities (5
or 30 psu) clearance rates were close to zero. The results suggest that low
influence in the clearance rates of C. brasiliana, by the most of the tested
variables, may be related to the large individual variability of the organisms
used in the experiments.

Keywords: exposure time, microalgae, oysters, salinity and temperature.



INTRODUCAO

A ostreicultura € uma fonte potencial de renda para pequenos e medios
produtores ao longo de praticamente toda a costa brasileira. Entretanto, alguns
gargalos ainda impedem a disseminacdo dos empreendimentos destinados a
producdo comercial de espécies nativas de ostras no pais. Um desses
principais gargalos esta relacionado a baixa oferta de sementes produzidas em
laboratorio (Lavander et al.,2008a) e, consequentemente, a grande
dependéncia da coleta de sementes em ambiente natural (Pereira et al, 2003;
Gomes, 2006; Siqueira, 2008). A sobre-exploracdo dos bancos naturais de
ostras, além de causar evidentes impactos ambientais, ndo permite a expansao
ordenada e planejada da atividade (Christo, 2006).

No litoral brasileiro sdo cultivadas duas espécies de ostras nativas, muito
semelhantes morfologicamente entre si: Crassostrea rhizophorae (Guilding,
1828), e Crassostrea brasiliana (Lamarck,1819) (Christo e Absher, 2008). Os
adultos de ambas as espécies sdo sésseis, caracterizados por apresentarem
grande plasticidade na morfologia da concha (Absher, 1989), o que costuma
gerar dificuldades na sua identificacao.

Segundo Galvao et al. (2000) e Christo (2006) estas espécies sao
consideradas euritérmicas, apresentando faixa de conforto térmico entre 22 a
29°C.

Ambas sdo consideras eurihalinas (Galvdo et al., 2000). Segundo
Nascimento (1991), C. brasiliana tende a ser mais tolerante a variacdes de
salinidade (8-34 ups) quando comparada a C. rhizophorae (7-28 ups). Segundo
Guimardes et al. (2008), aguas com salinidade acima de 40 ups séo

incompativeis com a sobrevivéncia de C. rhizophorae e C. brasiliana a partir do



4° dia apos a eclosdo. O mesmo autor comenta que o cultivo destas deve ser
realizado em éareas estuarinas com variacdo de salinidade entre 15 e 25 ups.
Quando as ostras estdo expostas a salinidades préoximas ao seu limite de
tolerancia pode haver reducao na taxa de ingestédo e até mesmo na paralisacao
da alimentacdo, acarretando diminuicdo do crescimento e mortalidade (Imai,
1977; Navarro & Gonzalez,1998; Abbe et al., 2000).

C. rhizophorae apresenta coloragdo variando de branco, amarelado,
marrom a purpura (Amaral, 2010). Ela apresenta crescimento lento
(Nascimento e Pereira, 2004) e comprimento maximo de 10 centimetros
(Nascimento, 1983), predominando exemplares menores que 6 cm (Vilanova &
Chaves, 1988). No Brasil, pode ser encontrada desde Santa Catarina até o
extremo norte do Para (Lazoski, 2004).

C. brasiliana apresenta coloracido esverdeada, amarronzada com feixes
brancos (Amaral, 2010). Esta é a principal espécie de ostra nativa de interesse
comercial da costa brasileira. E uma espécie considerada de grande porte,
podendo chegar a 20 cm de altura (Christo, 2006). Sua distribuicdo se estende
desde o litoral do Maranhao até Santa Catarina (Amaral, 2010).

O sucesso do processo reprodutivo de C. brasiliana em laboratério, porém,
passa antes pelo dominio da tecnologia de maturacdo de reprodutores e pela
sua alimentacdo adequada em condi¢bes ambientais controladas (Ruiz et al.,
1992; Orban et al., 2004). Um dos parametros utilizados para avaliacdo da
alimentacao de ostras e, mais especificamente, da sua capacidade de filtracao,
€ a taxa de clareamento da agua (Riisgard, 2001). Esta taxa expressa 0
namero de células de microalgas removidas da agua pela ostra, em um

determinado periodo de tempo (Coughlan, 1969; Riisgard, 2001; Squella,



2008). Este parametro fornece subsidios importantes para a caracterizacéo
bioldgica das ostras mantidas em laboratério, uma vez que indica as condi¢des
ideais a que 0s organismos devem estar expostos para apresentarem maiores
taxas de filtracdo e, consequentemente, maior acumulo de reservas (Spencer,
1988).

As taxas de clareamento de ostras do género Crassostrea podem variar de
200 L (Ward, 1996) a 400L diarios (Andrews, 1979; Borges, 1989) e essa
variacdo pode estar relacionada aos regimes de aclimatacdo (Aldridge,et. al,
1995), as espécies de microalgas utilizadas na alimentacdo das ostras (Bacon
et. al, 1998), as temperaturas de manutencdo (Powell et al.,2002; Bougrier,
1995), a salinidade (Petersen et al.,, 2004), ao tamanho dos organismos
(Diggins, 2001) e até mesmo a velocidade de fluxo da agua (Messina et al.,
2009).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar quantitativamente, por meio do
método de clareamento, a interferéncia do periodo de aclimatacéo; do periodo
de exposicao das ostras ao seu alimento; de diferentes tipos de alimentos; do
fotoperiodo; da salinidade e da temperatura, sobre as taxas de filtracdo de

ostras C. brasiliana.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Produgdo de
Organismos Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado em Aquicultura e Estudos
Ambientais (GIA), da Universidade Federal do parana (UFPR), localizado em
Curitiba, Parana, entre fevereiro e setembro de 2010. As ostras utilizadas

apresentavam tamanho comercial (6 a 9 centimetros) e foram obtidas de



empreendimentos familiares que utilizam o sistema de cultivo em long-line, na
regido do Cabaraquara, Area de Protecdo Ambiental de Guaratuba, litoral
paranaense (25°49'59,8" S 048°34'4 W).

Para identificar as duas espécies de ostras nativas da regido, tarefa
considerada complexa devido as semelhancas morfolégicas que dificultam a
identificacdo (Hedgecock e Okazaki, 1984; Alves, 2007) foi realizada uma
coleta piloto. Um lote composto por 40 ostras foi entregue a um técnico
especializado para que o mesmo fizesse a identificacdo morfologica e a
separacao entre os exemplares de C. brasiliana e de C. rhizophorae. A seguir,
as ostras foram levadas ao laboratdrio e submetidas a técnica de amplificacdo
de DNA, através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para avaliar se a
identificacdo morfologica coincidia com a identificacdo genética (Pie et al.,
2006) (Figura 1). Como o indice de acerto do técnico foi de 100%, apenas
exemplares identificados previamente por ele como sendo C. brasiliana foram

utilizados nos experimentos.

Figura 1. Fragmento de gene mitocondrial 18S analisado pela técnica de PCR-RFLP das
duas espécies estudadas. R. Crassostrea rhizophorae, |. Fragmento ndo digerido; B. C.
brasiliana.



AplOs serem coletados, identificados e separados, os animais foram
transportados em sacos plasticos, mantidos em caixas térmicas com gelo em
gel, por duas horas, até as dependéncias do LAPOA. Posteriormente a
chegada ao laboratério, as ostras foram escovadas e 0s organismos
incrustantes foram retirados com auxilio de uma faca. Apos a limpeza, 0s
animais foram submetidos a diferentes protocolos de aclimatacdo e de
alimentacdo, de acordo com o0 objetivo de cada experimento. Algumas
condicBes, entretanto, foram mantidas constantes. Durante a fase de
aclimatacdo, por exemplo, todos os animais foram mantidos em tanques de
polietileno (capacidade 100 litros), em presenca de suspensao de microalgas e
submetidos ao mesmo fotoperiodo (12L: 12E), em presenca de aeracdo
constante (Jones et al., 2001). Os tanques foram diariamente submetidos a
limpeza, através de sifonagem do fundo, para a retirada de residuos organicos.
O volume de agua sifonado era substituido por uma nova suspensdo de
alimento (microalgas vivas).

Durante os experimentos, cada ostra foi considerada uma unidade
experimental independente, sendo sempre mantidas individualmente em
recipientes plasticos de 8 L, contendo 3 L de suspensdo de microalga, em
presenca de aeracdo suave e constante (Figura 2). Em todos os experimentos
foram utilizados também tratamentos considerados como o “branco”, testados
sempre em triplicata. O “branco”, como utilizado por Cahalan et al. (1989), era
constituido pelo mesmo recipiente de 8 L, contendo os mesmos 3 L de
suspensao de microalgas, com aeragao, mas sem a presenca de nenhuma
ostra. Sua funcao era permitir a quantificagdo da varia¢do natural do numero de

células de microalgas em suspensao durante cada experimento.



Figura 2. Ostras acondicionadas em recipientes plasticos de 8 L, contendo 3 L de suspenséo
de microalga, em presenca de aeracao suave e constante.

As microalgas (Chaetoceros muelleri, Isocrysis galbana, Nannochloropsis
oculata e Phaeodactylum tricornutum), utilizadas para a alimentacdo das
ostras, foram produzidas em sistema batch (Derner et al., 2006) utilizando meio
de cultura Guillard’s f/2 modificado (Lourenco, 2006). A salinidade dos meios
de cultura variou de acordo com a salinidade utilizada em cada experimento.
Quando o volume das culturas atingia 200 L elas eram utilizadas como
alimento nas fases de aclimatacdo. J& para os experimentos eram utilizadas
culturas obtidas em garrafées de apenas 20 L, como forma de reduzir a

possibilidade de contaminagdo das mesmas.

Determinacao das taxas de clareamento

Amostras de suspensdo de microalgas de cerca de 10 ml eram
coletadas em frascos plasticos no inicio e no final de cada experimento.
Imediatamente apOs a coleta as amostras eram acondicionadas em camara de

Neubauer, sendo que dois campos da camara, selecionados ao acaso, eram



fotomicrografados. Posteriormente, as microalgas identificadas nesses campos
foram contadas com auxilio do software Leica Qwin®.
Para o calculo da concentracdo das microalgas foi usada a formula:

C=[(Q,+Q,)] X10*
2

Onde:

C= concentracao de microalgas (células/ml),

Q1= contagem de células de microalgas em um quadrado (definido ao acaso)
da camara de Neubauer,

Q2= contagem de um segundo quadrado (também escolhido ao acaso).

A taxa de clareamento foi determinada pela equacédo proposta por
Coughlan (1969):

TC=[(In Co-InCH-(INC’x-InC’) . V
T

Onde:

TC= taxa de clareamento,

INCop= logaritmo neperiano da concentracado inicial da suspensédo de microalga
no experimento,

InCs= logaritmo neperiano da concentracdo final da suspenséo de microalga no
experimento,

InC’p= logaritmo neperiano da concentracao inicial de microalgas do Branco,
InC’= logaritmo neperiano da concentracao final de microalgas do Branco,

V= volume de suspensédo de microalgas (mililitros),

T=tempo de exposicao (horas).
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Determinagao da morfometria

Ao final dos experimentos as ostras foram medidas com paquimetro de
0,01lmm de precisdo, para obtencdo da altura (distancia entre o umbo e a
extremidade posterior da concha) e da largura (eixo dorso- ventral) (Galtsoff,

1964). Em seguida os exemplares foram pesados.

Determinacédo do peso seco

Ao final de cada experimento as ostras tinham suas conchas abertas,
por meio da seccdo do musculo adutor. As partes moles (carne) de cada
individuo eram pesadas e mantidas em estufa a temperatura de 60°C por 72
horas. Apds a secagem, a carne das ostras era novamente pesada para

determinacao do peso seco (Forcelini et al., 2009).

Histologia

Com o objetivo de avaliar se as ostras utilizadas nos experimentos
efetivamente filtravam e se alimentavam das microalgas os animais utilizados
nos experimentos de temperatura (experimento 5) e de salinidade (experimento
6) ndo tiveram seu peso seco determinado, sendo, neste caso submetidos ao
processamento histologico.

Um grupo controle foi utilizado. Este foi mantido por 24 horas em jejum
permitindo assim a comparacao histologica das ostras que foram alimentadas
das que nao foram.

Apoés terem as conchas abertas, as partes moles de cada ostra foram
fixadas em Suspensao de Davidson (ALFAC) (Becak e Paulete, 1976) por 48

horas. Fragmentos de estdbmago foram coletados e processados
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histologicamente, de acordo com a técnica de rotina para inclusdo em parafina
e seccdo em microtomo rotativo com 5 pum de espessura (Becak e Paulete,
1976). Laminas permanentes foram confeccionadas em reacéo histoquimica de
Acido Periédico de Schiff-Azul de Alcian (APS-AA) (Junqueira e Junqueira,
1983). As laminas foram analisadas em microscopio optico, sendo as analises
de filtracdo realizadas segundo Oliveira (2008) e a classificacdo dos animais

(machos, fémeas e indeterminados) de acordo com Galvao (2000).

Experimentos realizados

Experimento 1. Efeito dos diferentes periodos de aclimatacdo sobre as
taxas de clareamento das ostras C. brasiliana

As ostras foram aclimatadas por diferentes periodos de tempo (7, 9, 11 e
13 dias) em tanque de polietileno, contendo suspensdo de N. oculata ad
libitum, em ambiente controlado (20°C, 20 ups e aeracdo constante). Apos
cada periodo de aclimatacdo, um lote de ostras (n=12) foi destinado ao
experimento. As ostra eram acondicionadas nos frascos plasticos de 8 L
contendo 3 L de suspensdo de N. oculata, em temperatura e salinidade
controladas (20°C e 20 ups). Amostras de agua foram coletadas no inicio do
experimento (tempo zero) e apos seis horas, com o objetivo de avaliar a taxa
de clareamento. As ostras foram abertas para determinacédo do peso seco. O

delineamento experimental empregado esté sintetizado na Tabela 1.
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Tabela 1. Delineamento do experimento de estimativa do efeito de diferentes periodos de
aclimatacdo sobre a taxa de clareamento de C. brasiliana (n=12 por tratamento). As ostras
foram expostas por seis horas a suspensédo de microalgas N. oculata.

Temperaturanos Salinidade nos Densidade média

Periodo de Periodo periodos de periodos de inicial de algas
aclimatacdo  experimental aclimatacéo e aclimatacéo e utilizada no
(dias) (horas) experimental experimental experimento (céls
(°C) (ups) ml X 10%

7 6 20 20 374

9 6 20 20 376

11 6 20 20 412

13 6 20 20 363

Experimento 2. Efeito de diferentes periodos experimentais sobre as
taxas de clareamento de ostras C. brasiliana

As ostras foram aclimatadas por sete dias em tanque de polietileno, em
condicBes controladas de temperatura (20°C) e de salinidade (20 ups), em
presenca de aeracdo constante. Ao final do periodo de aclimatacdo, as ostras
foram divididas em quatro lotes de 12 animais cada e expostas por diferentes
periodos de tempo (2, 5, 6 e 12 horas) a suspensao de microalgas N. oculata.
Ao final do experimento, as ostras foram abertas para determinacdo do peso

seco. O delineamento experimental esta apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Delineamento experimental de avaliacdo do efeito de diferentes periodos
experimentais sobre a taxa de clareamento de ostras C. brasiliana (n=12 por tratamento). As
ostras foram expostas por diferentes periodos de tempo a suspenséo de N. oculata.

Salinidade nos

Temperatura nos Densidade média

Penod_o 96 Pe_rlodo d~e periodos de pgr|odos~de inicial de algas no
exposicao aclimatacéao . ~ aclimatacéo e . .
(horas) (dias) aclimatacéo e experimental experimento (céls
experimental (°C) P (Ups) ml X 10%)
2 7 20 20 307
5 7 20 20 367
6 7 20 20 402
12 7 20 20 323

Experimento 3. Efeito de diferentes espécies de microalgas sobre as
taxas de clareamento de ostras C. brasiliana

As ostras foram aclimatadas por diferentes periodos de tempo (7 a 13
dias) alimentadas com suspensao de diferentes microalgas, em tanques de
polietileno de 100 L, com a temperatura da agua mantida em 20°C, salinidade
em 20 ups e aeragao constante.

Apos o periodo de aclimatacdo, lotes compostos por 24 ostras foram
destinados aos experimentos. Amostras de agua foram coletadas apés 12 e 24
horas do inicio do experimento, para posterior determinacdo da taxa de
clareamento. Apds as 24 horas as ostras foram destinadas a analise do peso

seco. O delineamento experimental esta sumarizado na Tabela 3.

Tabela 3. Delineamento do experimento de avaliagdo dos diferentes tipos de alimento sobre a
taxa de clareamento de C. brasiliana (n=24 por tratamento).

Temperatura Salinidade Densidade

nos nos média
Espécie de Periodo de Periodo periodos de periodos de inicial de
microalga aclimatacdo experimental aclimatacdo aclimatacéo algas no
utilizada (dias) (horas) e e experimento
experimental experimental (céls ml X
(°C) (ups) 10°)
Isocrysis 7 24 20 20 302
galbana
Chaetoceros 9 24 20 20 261
muelleri
Phaeodactylum 11 24 20 20 280
tricornutum
Nannochloropsis 13 o 20 20 263

oculata
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Este experimento, diferentes dos demais, foi realizado em diferentes
fotoperiodos. As ostras ficaram expostas a luz das 08:00 as 20:00h e ao escuro

das 20:00 as 08:00h representando os periodo de dia e noite.

Experimento 4. Efeitos de variacdes diarias de temperatura sobre as taxas
de clareamento de um lote de ostras C. brasiliana

As ostras foram aclimatadas por sete dias em tanque de polietileno em
temperatura controlada de 12°C, salinidade de 20 ups e aeracdo continua.
Durante este periodo os animais foram alimentados com suspensdo de N.
oculata fornecida ad libitum.

Apo6s a aclimatacdo, 12 ostras foram acondicionadas em recipientes
contendo a suspensao de N. oculata, onde permaneceram por seis horas a
temperatura de 12°C. Apos este periodo, amostras de agua foram coletadas
para posterior determinacdo da taxa de clareamento. A seguir, a temperatura
da agua foi gradativamente aumentada durante 18 horas, até que atingisse 3°C
acima da temperatura inicial. A suspensdo de microalgas foi entdo renovada,
dando inicio a fase experimental na temperatura de 15°C. Ap6s 6 h nessas
condi¢cBes, novas amostras da suspensao eram coletadas de cada recipiente
para quantificacdo da taxa de clareamento. Esse procedimento (6 horas de
experimento + 18 horas de aclimatacdo a uma temperatura 3°C acima da
temperatura anterior) foi repetido por sete dias consecutivos, até que a
temperatura de 30°C fosse alcancada (Figura 3 Tabela 4). Ao final dos sete

dias, as ostras foram abertas para determinagéo do seu peso seco.
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Figura 3. Periodo de aclimatacé@o e experimental utilizando um mesmo lote de ostras, durante
sete dias, com o objetivo de avaliar o aumento diario de temperatura sobre a taxa de
clareamento.

Tabela 4. Delineamento do experimento objetivando avaliar o efeito de variagdes diarias de
temperatura sobre a taxa de clareamento de C. brasiliana (n=12). O experimento teve duracéo
de sete dias, tendo a temperatura variando de 12 a 30°C. As ostras foram alimentadas, por seis
horas, com suspenséo de N. oculata.

Salinidade nos

Temperatura . . . Densidade média
. Periodo de Periodo periodos de L
do periodo : ~ . . " inicial de algas
) aclimatacéo experimental aclimatagéo e .
experimental (horas) (horas) experimental no experimento
(°C) P (céls ml X 10%
(ups)
12 18 6 20 589
15 18 6 20 618
18 18 6 20 544
21 18 6 20 668
24 18 6 20 556
27 18 6 20 666
30 18 6 20 681

Experimento 5. Efeito de temperatura e periodos de aclimatagcédo sobre as
taxas de clareamento de ostras C. brasiliana

As ostras foram aclimatadas em tanques de polietileno contendo
suspensao de N. oculata ad libitum, em temperatura de 21°C e salinidade de
20 ups. ApoOs 24 horas de aclimatacdo a temperatura da agua era mantida,
aumentada ou diminuida em 3°C. Esse procedimento foi realizado até que a

temperatura de aclimatacdo das ostras atingisse o valor minimo de 12°C e
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maximo de 30°C, como pode ser observado na Figura 4 e na Tabela 5. Apos
cada periodo de aclimatagdo as ostras (n=12 por tratamento) foram
acondicionadas, por seis horas, em recipientes contendo suspensao de N.

oculata na mesma temperatura do periodo de aclimatacgéo.

| Periodo de aclimatagdo |

/ ﬂ \ [ Temperatura de aclimatag3o ]

Figura 4. Variagbes de periodos de aclimatagdo e de temperatura utilizados no experimento 5,
o qual utilizou diferentes lotes de ostras e objetivou avaliar o efeito de diferentes temperaturas
sobre a taxa de clareamento.

Tabela 5. Delineamento do experimento objetivando avaliar o efeito de diferentes temperaturas
sobre a taxa de clareamento de C. brasiliana (n=12 por tratamento). O experimento teve
duracdo de sete dias, tendo a temperatura minima de 12°C a e maxima de 30°C. As ostras
foram alimentadas com suspenséo de N. oculata, por seis horas.

Temperatura Salinidade nos Densidade média
nos periodos de Periodo de Periodo periodos de L
! ~ . ~ . : ~ inicial de algas no
aclimatacéo e aclimatacéo experimental aclimatacéo e . .
. . : experimento (céls
experimental (dias) (horas) experimental 4
° ml X 107)
) (ups)
21 7 6 20 501
18 8 6 20 418
24 8 6 20 402
15 9 6 20 423
27 9 6 20 402
12 10 6 20 457
30 10 6 20 507

As ostras utilizadas no experimento foram mantidas, por 24 horas, em

periodo de jejum, pois, ao final do experimento os animais foram submetidos
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ao processamento histologico com o objetivo de avaliar se as microalgas

filtradas estavam ou ndo sendo digeridas.

Experimento 6. Efeito de salinidade e periodos de aclimatacdo sobre as
taxas de clareamento de ostras C. brasiliana

As ostras foram coletadas e posteriormente aclimatadas em condi¢cdes
controladas (temperatura 20°C, salinidade 20 ups e aeracdo constante) e
alimentadas com suspensédo de N. oculata ad libitum. Apds o primeiro dia de
aclimatacdo a salinidade inicial (20 ups) foi mantida, diminuida ou aumentada
em 5 ups a cada dois dias. Ao final do periodo de aclimatacdo (que variou de 7
a 13 dias), 17 ostras foram destinadas a cada tratamento. As ostras foram
expostas, por seis horas, a uma suspenséo de N. oculata em temperatura de

20°C e salinidade variando conforme o dia (Figura 5 e Tabela 6).

‘ Periodo de aclimatagao |
l 10 ups ' ﬂ 30 ups
7 dias
I 5ups | ﬂ

ﬂ 11 dias

Figura 5. Variacdes de periodos de aclimatagéo e de salinidade utilizados no experimento 6, 0
qual utilizou diferentes lotes de ostras e objetivou avaliar o efeito de diferentes salinidades
sobre a taxa de clareamento.

[ Salinidade de aclimatagdo

i

as

Apoés término do experimento amostras de agua foram coletadas para
analise da taxa de clareamento. Os animais, por sua vez, foram submetidos ao

processamento histolégico para avaliar se as microalgas filtradas estavam ou
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nao sendo digeridas. Por este motivo as ostras foram mantidas, por 24 horas,
em periodo de jejum.
Tabela 6. Delineamento do experimento objetivando avaliar o efeito de diferentes salinidades

sobre a taxa de clareamento de C. brasiliana (n=17 por tratamento). As ostras foram
alimentadas com suspenséo de N. oculata.

Salinidade nos Temperaturanos Densidade média

pe_nodosNde Pe_nodo d~e Penod_o 96 periodos de inicial de algas

aclimatacéo e aclimatacéo exposicao . ~ .
. ; aclimatagéo e no experimento

experimental (dias) (horas) : 0 A | 4

(ups) experimental (°C) (céls ml X 10%)

20 7 6 20 405

10 11 6 20 407

30 11 6 20 452

5 13 6 20 363

Anédlises Estatisticas:

Os dados obtidos foram analisados ao nivel de significancia de 5% com
auxilio do software Statistica®8.0. As taxas de clareamento quantificadas em
cada experimento foram analisadas por meio dos testes de Mann-Whitney e de
Kruskal-Wallis. A correlagéo entre altura de concha (cm) e peso seco (gramas)

foi realizada utilizando o teste de analise de regressao multipla.

RESULTADOS

No periodo de aclimatacdo ocorreram mortes em todos 0s experimentos. Ja
na fase experimental sé foram registradas mortes no experimento 4 (Tabela 7).
Trés organismos morreram neste experimento sendo que um morreu no quinto

dia de experimentacéo e dois no sexto dia.
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Tabela 7. Mortalidade observada nas fases de aclimatacdo e experimental dos experimentos
de avaliacdo da taxa de clareamento de C. brasiliana.

Taxa de mortalidade

Nimero de animais Periodo de aclimatacdo  Periodo experimental

Experimento

aclimatados N° de Percentual N° de Percentual

animais (%) animais (%)
1 100 3 3 0 0
2 80 2 2,5 0 0
3 120 2 1,6 0 0
4 20 2 10 3 15
5 140 3 2,14 0 0
6 120 1 0,8 0 0

Experimento 1. Efeito dos diferentes periodos de aclimatacdo sobre as
taxas de clareamento das ostras C. brasiliana

O periodo de aclimatacdo a que as ostras foram submetidas (7, 9, 11 e
13 dias) ndo apresentou influéncia significativa sobre a taxa de clareamento
das ostras alimentadas com N. oculata (p>0,05), em temperatura de 20°C e

salinidade 20 ups (Figura 6).

1200

o Mediana [J 25%-75% ] Min-Max
1000

800
600

400

200
o
0 —=
-200

-400

Taxa de clareamento

7 9 11 13
Periodo de aclimatagéo (dias)

Figura 6. Taxa de clareamento apresentada por ostras da espécie C. brasiliana aclimatadas por
diferentes periodos de tempo, alimentadas com N. oculata.

Experimento 2. Efeito de diferentes periodos experimentais sobre as
taxas de clareamento de ostras C. brasiliana

Ostras expostas por apenas duas horas as microalgas apresentaram
taxas de clareamento inferiores (p<0,01) as obtidas quando a exposi¢cao se deu

por periodos superiores (Figura 7). O valor negativo da mediana indica que
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houve aumento do numero de células de microalgas durante o periodo
experimental, ou seja, as ostras filtraram menos do que as microalgas se

multiplicaram.

2500
= o Mediana [J 25%-75% ] Min-Max
2000
1500 b

1000

500

-500

Taxa de clareamento
o)
L]
o

-1000 —

-1500

-2000
2 5 6 12

Periodo de exposi¢éo (horas)

Figura 7. Taxa de clareamento apresentada por ostras da espécie C. brasiliana quando
expostas, em diferentes periodos de tempo, & suspensédo de N. oculata (p<0,01).

Experimento 3. Efeito de diferentes espécies de microalgas sobre as
taxas de clareamento de ostras C. brasiliana

Apesar da grande variacdo na taxa de clareamento ao longo do
experimento, realizado em temperatura de 20°C e salinidade de 20 ups, as
taxas quantificadas para o0s quatro tipos de alimento testados néo

apresentaram diferencas entre si (p=0,12) (Figura 8).
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Figura 8. Taxa de clareamento apresentada por ostras da espécie C. brasiliana (h=24 por
tratamento) quando alimentadas por distintas microalgas em temperatura 20°C e salinidade 20
ups.

As taxas de clareamento das ostras expostas a N. oculata e I. galbana
nao foram influenciadas pelo periodo de avaliacdo (dia e noite) (p=0,95 e
p=0,48, respectivamente). J& no caso dos animais alimentados com C. muelleri
e P. tricornutum as diferengas foram significativas (p<0,001) sendo que em

ambos 0s casos a maior taxa de clareamento ocorreu durante o periodo do dia

(Figura 9).
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Figura 9. Taxa de clareamento apresentada por ostras em distintos horarios do dia (08:00 as
20:00h — periodo do dia; 20:00 as 08:00h - periodo da noite). Experimento realizado com
distintas espécies de microalgas em temperatura 20°C e salinidade 20. A. Chaetoceros
muelleri; B.lsocrysis galbana; C. Nannochloropsis oculata e D. Phaeodactylum tricornutum
(p<0,001).

Experimento 4. Efeitos de variacdes diarias de temperatura sobre as taxas
de clareamento de um lote de ostras C. brasiliana

Apesar de ter existido uma grande variacdo nas taxas de clareamento,
especialmente nas temperaturas superiores a 18°C, ndo houve diferenca
significativa (p=0,10) nas taxas de clareamento registradas nas diferentes
temperaturas testadas. Também néo foi observada tendéncia de aumento das
taxas de clareamento com o aumento da temperatura como, a principio, seria

esperado (Figura 10).
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Figura 10. Taxas de clareamento apresentadas por um mesmo grupo de ostras, C. brasiliana,
alimentadas com N. oculata, em diferentes temperaturas. O experimento teve duragéo total de
7 dias.

Experimento 5. Efeito de temperatura de aclimatacdo sobre as taxas de
clareamento de ostras C. brasiliana

Neste experimento, ao contrario do anterior, as ostras de cada grupo
foram submetidas a apenas uma dada temperatura. Ainda assim, ndo houve
nenhuma relagdo entre a temperatura e as taxas de clareamento obtidas.
Houve apenas diferenca significativa (p=0,03) entre os tratamentos nos quais
foram registradas as menores (24°C) e maiores taxas de clareamento (30°C)

(Figura 11).
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Figura 11. Taxa de clareamento apresentada por diferentes lotes de ostras da espécie C.
brasiliana quando aclimatadas em diferentes temperaturas sendo alimentadas por N. oculata.
(p<0,05).

Experimento 6. Efeito de salinidade sobre as taxas de clareamento de
ostras C. brasiliana

Se nos demais experimentos nao foram identificadas influéncias diretas
entre os parametros estudados e as taxas de clareamento, a salinidade afetou
a capacidade de filtracdo das ostras. As taxas de clareamento se mantiveram
proximo a zero nas salinidades extremas (5 e 30 ups) ndo havendo diferencas
significativas (p>0,05) entre as salinidades intermediarias (10 e 20 ups) (Figura

12).
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Figura 12. Taxa de clareamento apresentada por ostras da espécie C. brasiliana quando
alimentadas por N. oculata, em temperatura de 20° e diferentes salinidades (p<0,05).
Relagéo entre as taxas de clareamento e o tamanho das ostras

Nas analises de correlacdo de indices biométricos (altura de concha, peso
seco e peso umido) e taxa de clareamento, os coeficientes de determinacao
foram bastante baixos (r’<0,1), o que permite afirmar que as taxas de
clareamento de C. brasiliana ndo foram afetadas pelo tamanho das ostras.

Contudo, analisando-se de forma agrupada os dados obtidos, observa-se
gue houve uma baixa correlacdo mesmo entre o tamanho e o peso dos animais

testados (r?=0,12) (Figura 13).
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Figura 13. Correlacdo entre altura de concha (centimetros) e peso seco (gramas) de C.
brasiliana (n=201). As linhas pontilhadas indicam o intervalo de confianca ao nivel de 95%.
Avaliacdo das taxas de clareamento com base em analises histologicas

No experimento onde diferentes lotes de ostras foram expostas a diferentes
temperaturas (experimento 5), 84 laminas foram confeccionadas com o objetivo
de comprovar que as ostras utilizadas nos experimentos efetivamente filtravam
e se alimentavam das microalgas fornecidas.

Dos animais analisados 23,8% eram machos, 53,6% fémeas e 22,6%
indiferenciados. Organismos “Indiferenciados” apresentavam a regido da
gbnada preenchida por tecido germinativo indiferenciado e grande quantidade
de tecido conjuntivo frouxo, ndo sendo possivel a determinacdo do sexo
(Figura 14).

No experimento de salinidade foram confeccionadas 68 laminas com o
mesmo objetivo. Das ostras observadas 39,7% eram machos, 51,5% fémeas e
8,8% indiferenciados.

O género dos animais, em ambos 0s experimentos, ndo afetou

significativamente as taxas de clareamento das ostras (p>0,05).
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Figura 14. Fotomicrografias de gbnadas de ostras utilizadas nos experimentos de temperatura.
A. macho maturo, B. fémea matura, C. gbnada indiferenciada. Laminas confeccionadas com
reacéo histoquimica de Acido Periodico de Schiff e Azul de Alcian.

A analise histoldgica realizada utilizando fragmentos de glandula digestiva
mostrou que o0s animais se alimentaram em todas as temperaturas e
salinidades testadas. Isso pode ser comprovado pela presencga de células em
fase de digestdo intracelular. Esta analise, entretanto ndo permite avaliar

guantitativamente a alimentagcéo das ostras.
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DISCUSSAO

Ostras do género Crassostrea sdo hermafroditas seqienciais e nao
apresentam dimorfismo sexual. Os individuos podem apresentar um ou outro
sexo e a alternancia ocorre de acordo com a idade e as condicfes ambientais
(Galtsoff, 1964; Wakamatsu, 1973; Andrews, 1979). Ostras mais jovens e de
menor tamanho tendem a apresentar uma propor¢cdo de machos mais alta
enquanto que ostras mais velhas tendem apresentar maior proporcdo de
fémeas (Wakamatsu, 1973; Asif, 1979; Vélez, 1991). Os resultados obtidos na
histologia mostram a predominancia de fémeas entre as ostras obtidas dos
cultivos comerciais realizados na baia de Guaratuba, corroborando com dados
obtidos por Nascimento e Lunetta (1978); Sa (1980) e Christo (2006).

Os resultados obtidos na analise histoldgica, por sua vez, comprovaram a
eficiéncia da técnica utilizada nos experimentos para avaliacdo do processo de
alimentacéo das ostras. A principal causa da reducdo do numero de células em
suspensao nas unidades experimental foi efetivamente a filtracdo dos animais
utilizados.

Quando se trata do tamanho dos organismos avaliados, resultados
distintos podem ser encontrados em relacdo a peso/altura de concha (Resgalla
et al., 2007 e Rico-Villa et al., 2009). Diggins (2001) menciona que as taxas de
clareamento de Dreissena bugensis e D. polymorpha variaram de acordo com
o tamanho dos individuos. Resultados semelhantes foram observados para o
bivalve Acesta excavate (Jarnegren e Altin, 2009) e para C. gigas (Bougrier et
al., 1995). Nesse dUltimo, os autores mencionam que animais de menor
tamanho filtraram proporcionalmente mais que animais de tamanhos maiores.

No caso de C. brasiliana, nenhuma das relacbes biométricas analisadas
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pareceu influenciar diretamente as taxas de clareamento. No entanto, ha que
se ressaltar que mesmo a relacdo entre a altura e o peso seco das ostras
utilizadas nos experimentos apresentou baixa correlacdo. Segundo Riisgard
(2001) essas relacbes ndo sdo constantes e costumam variar com a idade do
animal, época do ano e o grau de maturidade gonadal. Como os animais foram
coletados durante varios meses do ano, a variacdo natural do fator de condicéo
dos organismos utilizados pode explicar a falta de correlacdo quantificada.

Informacdes sobre o periodo de aclimatacdo utilizado nos experimentos,
por sua vez, sequer constam em uma série de trabalhos (Acton e Evans, 1968;
Coutteau et al., 1994; Pouvreau et al., 1999; Camacho et al., 2003), ainda que
Aldridge, et al. (1995) considerem que a taxa de clareamento de moluscos
bivalves possa ser influenciada pelo regime de aclimatacao utilizado. Periodos
de aclimatacdo variando de uma a duas semanas sdo os mais utilizados
(Cahalan, 1989; Bunt et al., 1993, Bougrier et al., 1995, Matsuyama e Ushida,
1997; Haure et al., 1998; Lefebvre et al., 2000; Barillé et al., 2003; Moullac et
al., 2007). Por isso, optou-se por avaliar periodos de 7 a 13 dias de
aclimatacdo. Porém, ainda assim, o periodo de aclimatacdo utilizado néo
apresentou influéncia sobre as taxas de clareamento de C. brasiliana.

Com relacdo ao tempo de acesso dos moluscos bivalves ao alimento, o
mais usualmente utilizado para a avaliagdo das taxas de clareamento varia de
uma a trés horas (Haven e Alamo, 1970; Aldridge, et al.; 1995; Baldwin e
Newell, 1995; Horgan e Mills, 1997; Jones e Preston, 1999; Hawkins et al.,
2001; Moullac, et. al., 2007; Resgalla et al., 2007). Alguns autores utilizam

cinco horas (Clausen e Riisgard, 1996), oito horas (Lefebvre et al., 2000; Baeza
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et al., 2006; Laing et al., 2004) e até 24 horas (Jones et al., 2001, Gardner,
2002).

As microalgas utilizadas no presente estudo foram escolhidas pelo fato de
serem empregadas na alimentacéo de bivalves em laboratério (Bougaran et al.,
2003, Fernandez et al., 2004; Laing et al., 2002, Lavander et al. 2008 a e b;
Archibeque et al., 2009, Rico-Vila et al., 2009).

Ricco-Vila et al. (2009) comenta que a ampla variacdo de resultados
observados frente as variacées do alimento podem ocorrer devido as diferentes
condicbes de execucdo dos experimentos em laboratério. Alguns autores
comentam que a espécie de microalga fornecida é um fator importante na
determinacao das taxas de clareamento (Beninger et al.,1992; Berg et al.,1996;
Jones et al.,, 2002; Camacho et al., 2003 e Resgalla et al.,, 2007). Outros
comentam que o diametro do alimento pode influenciar nessas taxas (Lei et
al.,1995; Berg et al.,1996; Haure et al.,, 1998). As microalgas utilizadas no
presente trabalho diferiram em forma e tamanho, entretanto estas
caracteristicas também ndo foram suficientes para causar diferencas
significativas nas taxas de clareamento. Os resultados obtidos divergiram dos
obtidos nos trabalhos anteriormente citados, entretanto corroboram os dados
obtidos por autores como Cranford e Grant (1990), Levinton et al. (2002),
Barillé et al. (2003), que mencionam que a eficiéncia de retencdo néo se baseia
no tamanho do alimento e sim na composicdo quimica das microalgas.
Chretiennot-Dinet et al. (1991) e Brouguier et al.(1997) vao além, afirmando
gue as ostras alimentam-se de microalgas independentemente do tamanho,

volume ou da espécie utilizada.
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Com relacao as taxas de clareamento ao longo de um periodo de 24 h do
dia, Coughlan (1969) e Sprung e Rose (1988) mencionam gue as taxas tendem
a ser constantes, independendo da disponibilidade ou ndo de luz. Os
resultados aqui obtidos corroboram apenas em parte essa observacao, visto
que, quando as ostras foram alimentadas com diatoméceas (C. muelleri e P.
tricornutum), apresentaram maior taxa de clareamento no periodo do dia.

Temperatura e salinidade sdo os parametros reconhecidamente mais
importantes na determinacdo das taxas de clareamento de bivalves. Alguns
autores mencionam que o aumento da temperatura pode acelerar inUmeros
processos fisiolégicos em bivalves, incluindo a taxa de clareamento (Bougrier
et al.,1995). As ostras sdo consideradas organismos euritérmicos (Nascimento
e Pereira, 2004; Christo, 2006). A ostra C. brasiliana apresenta bom
desempenho em temperatura variando de 23 a 31°C (Ansa & Bashir, 2007).
N&o ha informacfes sobre as temperaturas minimas suportadas pela espécie.
Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a taxa de clareamento
e a temperatura agiram de maneira independente. Esse resultado, corrobora
com os dados obtidos em estudos realizados com C. virginica (Loosanoff, 1958
apud Beals, 2004), Placopecten magellanicus (MacDonald et al., 1996) e
Mytilus edulis (Small et al., 1997) os quais nao apresentaram diferencas
significativas nas taxas de clareamento quando expostos a diferentes
temperaturas.

Pereira et al. (2003), afirmam que a tolerancia de C. brasiliana as
variacdes de salinidade se d& entre 8 e 34 ups, sendo a faixa de 15 a 25 ups a
mais recomendavel para o seu cultivo. A mesma salinidade é mencionada por

Nascimento (1991) como a indicada para melhor crescimento e engorda da
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espécie. Alvarenga e Nalesso (2006) relacionam a alta salinidade do rio
Piraqué-Acu (ES) (35 ups) como possivel responsavel pelo baixo crescimento
das ostras nativas. Santos (1978) comenta que C. rhizophorae, em salinidade 4
ups, depois da primeira hora, fechou as valvas, s6 vindo a reabri-las no final do
experimento. JA quando expostas a salinidade 15, as ostras aumentaram a
taxa de clareamento. Os dados obtidos, portanto, sdo bastante representativos
dos resultados observados na literatura.

Alguns autores mencionam que experimentos realizados em condicdes
controladas de laboratério podem néo corresponder aos obtidos na natureza
(Navarro et al., 1992; Hawkins et al., 1996). De acordo com Doering e Oviatt
(1986) as taxas obtidas em laboratdrio superestimam as taxas reais obtidas na
natureza. Zurburg et al. (1994) entretanto, obtiveram resultados que mostraram
que as taxas obtidas em condicbes de laboratério eram semelhantes as
observadas na natureza. Cranford et al. (1990) comenta que os resultados
obtidos em laboratério devem ser levados a campo para que sejam testados

nas condicdes reais de vida dos animais.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem gue a baixa influéncia apresentada pelas
variaveis testadas sobre as taxas de clareamento de C. brasiliana pode estar
relacionada a grande variabilidade bioldgica individual dos organismos
testados. As ostras utilizadas nos experimentos, apesar de terem sido obtidas
de ostreicultores profissionais, ndo foram produzidas em laboratério ou
submetidas previamente a qualquer programa de sele¢do, mas sim tiveram

originalmente suas sementes capturadas na natureza e depois transferidas
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para os cultivos. Assim, se por um lado, os animais demonstraram capacidade
de filtracdo, mesmo nas mais variadas condi¢cdes, por outro, nenhum
parametro, além da salinidade, pareceu influenciar decisivamente na
capacidade das ostras de obter seu alimento. Nesse aspecto, a manutencéo
dos animais em laboratorio, inclusive com objetivos de maturacdo ou de
reproducéo, pode ser comprometida pela dificuldade em se garantir condicdes

ideais de alimentacg&o e de nutricdo de C. brasiliana.
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