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RESUMO

A aquicultura compreende o cultivo de organismos aquaticos, considerada uma grande
promessa para suprir a demanda de proteina saudavel necessaria a nutricdo regular do ser
humano. A sustentabilidade e a resiliéncia das comunidades ostreicultoras dependem de
mecanismos que permitam gerenciar os estoques naturais combinando produgdo e
conservagdo. Desta forma é fundamental conhecer o ciclo reprodutivo para o sucesso da
ostreicultura. Este trabalho avaliou o ciclo reprodutivo de ostras Crassostrea gasar oriundas da
Baia das Laranjeiras (25 ° 30's; 48 °30'w) tendo sido trés pontos amostrais: Ilha Rasa,
Medeiros e Ponta Oeste da llha do Mel. De novembro de 2017 a outubro de 2018, ostras
adultas (n=30) foram coletadas mensalmente, totalizando 360 ostras. Temperatura e salinidade
foram registrados in loco com CTD na ocasido das coletas. Em laboratorio, foi realizada a
biometria dos animais e através de analise molecular, as ostras foram identificadas a nivel de
espécie. A analise histolégica do tecido gonadal foi realizada com ladminas coradas em
hematoxilina de Harris e eosina. A variacdo da salinidade foi significativa (p<0,05) sendo em
Ponta Oeste a média de 28, Medeiros 23 e em llha Rasa 21. N&do houve diferenca significativa
na temperatura entre os pontos amostrais sendo a média de 25°C. As ostras foram
classificadas da espécie C. gasar (100%). A analise histolégica revelou fémeas (57%), machos
(20%) e sexo indeterminado (22%). A reproducédo de C. gasar na latitude do CEP ocorreu de
forma intermitente com desova intensa nos meses quentes (média 26,72°C) e no més de junho
quando ocorreu declinio da temperatura da agua do mar (20°C). Houve estagio de repouso
tanto em machos quanto em fémeas no inverno e ostras parasitadas por Bucephalus sp. (n=25)
onde em alguns casos o parasitismo impossibilitou a sexagem. Estudos sobre o ciclo
reprodutivo das ostras e sua variagao genética sao de extrema importancia para os cultivos e
para a preservacao dos estoques naturais. Com os resultados do ciclo reprodutivo em trés
ambientes diferentes, obtivemos informagdes que podem auxiliar na exploracédo racional da
espécie na regiao do CEP, bem como o momento ideal para a reprodugédo induzida em
laboratério para producdo de sementes. Foi possivel verificar também as melhores épocas
(margo, abril, maio, outubro e novembro) para insercdo dos coletores artificiais (como garrafas
pet) na agua com o intuito dos ostreicultores utilizarem destas sementes para posterior engorda
em cultivo. Com isso, é esperado que o extrativismo no ambiente diminua contribuindo com a
resiliéncia das comunidades de ostras presente nos manguezais do litoral do Parana.

Palavras-chave: ostras nativas. ostreicultura. estagio sexual. desova. extrativismo.



ABSTRACT

Aquaculture comprises the cultivation of aquatic organisms, considered a great
promise to supply the demand for healthy protein necessary for the regular nutrition of
the human being. The sustainability and resilience of oyster farming communities
depends on mechanisms that allow natural stocks to be managed by combining
production and conservation. In this way it is fundamental to know the reproductive
cycle for the success of ostreicultura. This work evaluated the reproductive cycle of
Crassostrea gasar oysters from the Bay of Laranjeiras (25 ° 30 's, 48 ° 30'w) and three
sampling points: Ilha Rasa, Medeiros and Ponta Oeste of Honey Island. From
November 2017 to October 2018, adult oysters (n = 30) were collected monthly,
totaling 360 oysters. Temperature and salinity were recorded on the spot with CTD at
the time of collection. In the laboratory, the biometry of the animals was performed and
through molecular analysis, the oysters were identified at the species level. Histological
analysis of the gonadal tissue was performed with blades stained in Harris haeatoxylin
and eosin. Salinity variation was significant (p <0.05), with a mean of 28 in Medeiros 23
and in Rasa lIsland in the West Point. There was no significant difference in
temperature between the sampling points, with an average of 25 ° C. Oysters were
classified as C. gasar (100%). Histological analysis revealed females (57%), males
(20%) and undetermined sex (22%). C. gasar reproduction in CEP latitude occurred
intermittently with intense spawning in the hot months (mean 26.72 ° C) and in June
when sea water temperature declined (20 ° C). There was resting period in both males
and females in the winter and oysters parasitized by Bucephalus sp. (n = 25) where in
some cases parasitism prevented sexing. Studies on the reproductive cycle of oysters
and their genetic variation are of extreme importance for crops and the preservation of
natural stocks. With the results of the reproductive cycle in three different
environments, we obtained information that can help in the rational exploration of the
species in the CEP region, as well as the ideal moment for induced reproduction in the
laboratory for seed production. It was also possible to verify the best seasons (March,
April, May, October and November) for the insertion of the artificial collectors (like pet
bottles) in the water with the intention of the ostreicultores to use these seeds for later
fattening in cultivation. Thus, extractivism in the environment is expected to decrease
contributing to the resilience of the oyster communities present in the mangroves of the
Parana coast.

Keywords: native oysters. oyster farming. sexual stage. spawning. extractivism.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A aquicultura compreende o cultivo de organismos aquaticos que segundo a FAO
(2012) é uma grande promessa para suprir as demandas de proteinas saudaveis
necessarias no consumo diario do ser humano. A produ¢cdo mundial da aquicultura em
2016 chegou a 80 milhdes de toneladas (FAO, 2018). Deste total, 17,1 milhdes de
toneladas foi da produgdo de moluscos bivalves, um aumento de 26% em relagao a
década passada (Lovatelli et al., 2007), sendo 5 milhdes de toneladas da producao de
ostras (FAO, 2018). A China destaca-se como a maior produtora e exportadora
aquicola mundial onde segundo FAO (2018) chegou a produzir 14.200 milhdes de
toneladas de moluscos como: mexilhdes, ostras e, em menor quantidade, abalone.
Outros paises que se destacam na producdo de moluscos em milhdes de tonelada
sdo: Japao (374), Republica da Coréa (356,9), Chile (307,4), Vietna (225,4), Espanha
(219,5), Tailandia (197,2), Estados Unidos da América (173,7), Franca (125), Italia
(100,3) e Nova Zelandia (96,1) (FAO, 2018).

O cultivo de moluscos bivalves acontece a partir da extracdo ou captura das
formas jovens em ambiente natural ou producdo de sementes em laboratério (Absher
e Caldeira, 2007; Baldan e Bendhack, 2009; Christo et al., 2015) e sdo cultivados em
pequena escala, prépria de comunidades pesqueiras, ou em meédia e grandes escalas
(Absher e Caldeira, 2007). O desenvolvimento sustentavel da aquicultura visa
contribuir para as condi¢des de pesca e aquicultura para garantir a sustentabilidade
econdmica, social e ambiental da pratica (FAO, 2018) pois, de acordo com Beck et al.
(2011) 85% dos bancos naturais de ostras estdo extintos.

Na América Latina o Chile destaca-se com a maior produgéo aquicola de bivalves,
com o mexilhdo nativo Mytilus chilensis e com a vieira peruana Argopecten purpuratus
(FAO, 2018; Lovatelli et al., 2007). No Peru, a malacocultura esta presente em quase
todo o pais com o cultivo de vieiras A. purpuratus e de ostras Crassostrea gigas (FAO,
2005), nesta regidao ha um percentual consideravel de estoques naturais que de
acordo com a FAO (2005) esta relacionado com o elevado indice de produtividade
marinha.

A produtividade dos sistemas de cultivo brasileiros é principalmente com o
mexilhdo Perna perna e a ostra Crassostrea gigas (FAO, 2016, Rupp et al., 2007) e
em menor escala as ostras nativas (Crassostrea gasar e Crassostrea rhizophorae) e a
vieira Nodipecten nodosus. Em 2016 a producgao de ostras do género Crassostrea sp.
chegou a 2.700 toneladas (FAO 2018).



A malacocultura brasileira teve inicio na década 60 nos estados da Bahia, Rio de
Janeiro e Sao Paulo, porém, a partir de 1990 o estado de Santa Catarina consolidou
essa atividade com impacto positivo na renda das comunidades litoraneas (Rupp et
al,, 2007.). Em 2017, Santa Catarina concentrou 98% da producédo do cultivo de
ostras, vieiras e mexilhdes em todo o Brasil, chegando a 13.699 toneladas (IBGE
2017). De acordo com o IBGE (2017), os estados brasileiros que também mostraram
destaque nas estatisticas de produgao de moluscos foram: Parana (77,38 ton.), Rio de
Janeiro (75,72 ton.), Sao Paulo (69,07 ton.), Para (55,75 ton.), Alagoas (50,45 ton.),
Bahia (42,88 ton.), Maranhao (29 ton.) e Sergipe (3,65 ton.).

O desenvolvimento da malacocultura em Santa Catarina alavancou a conducéao de
projetos extensionistas de produgéo de bivalves também nos estados do Parana e Sao
Paulo, sobretudo com o envolvimento das comunidades pesqueiras (Absher e
Caldeira, 2007). O Complexo Lagunar de Cananéia (Sdo Paulo) e o Complexo
Estuarino de Paranagua (CEP no Parana) apresentam grande numero de estoques
naturais de ostras o que permite o desenvolvimento da ostreicultura através do
extrativismo (Galvao et al, 2000).

Duas areas litoraneas do Parana com excelente potencial para a ostreicultura séo
a Baia de Guaratuba e o Complexo Estuarino de Paranagua (CEP). Os pescadores
artesanais da Baia de Guaratuba praticam a ostreicultura desde 1990. No ano de 2007
foram registrados 14 empreendimentos, os quais utilizam sementes de ostras
produzidas em laboratério (Absher e Caldeira, 2007). No CEP, a participagdo de
instituicbes de ensino e de extensdo na ostreicultura teve inicio em 1994 quando
viabilizaram alternativas sustentaveis de renda para a comunidade dos pescadores
(Absher e Caldeira, 2007).

De acordo com a EMATER, no estado do Parana ha 5.500 pescadores que
utilizam métodos tradicionais com embarcacdes de pequeno porte. Acredita-se que a
producdo anual de mexilhdes e ostra é de aproximadamente 340 toneladas
(EMATER). Segundo Absher e Caldeira (2007), existem pelo menos 80
empreendimentos que praticam a ostreicultura no CEP, acredita-se que a atividade
iniciou desde a década de 1990 com producao de C. rhizophorae e C. brasiliana (=C.
gasar).

Ostras do género Crassostrea possuem reprodugcado externa, em que ovdcitos e
espermatozoides sao liberados na coluna d’agua para a fertilizagéo (Quayle e Newkirk,
1989). O tecido gonadal é formado a partir das células germinais dos tecidos
conjuntivos que antecedem o coracdo do animal, aproximadamente 45 dias apds a
eclosdo (Nascimento, 1991). As primeiras células germinativas sado bissexuais, no

entanto, segundo Nascimento (1991) as ostras Crassostrea spp. por serem

9



preferencialmente protandrica, ocorre uma proliferacdo da espermatogénese em
animais até 20 mm de tamanho. Populagbes mais velhas onde os animais estao entre
40 a 60 mm de tamanho, ha prevaléncia de fémeas com isso, Nascimento (1991)
sugere que na etapa de crescimento de 2 a 4 cm é quando ocorre a maior taxa de
mudanca de sexo nestas ostras, os quais podem ser definidos pela influéncia da
salinidade e temperatura do ambiente (Castilho-Westphal et al., 2013; Gomes et al.,
2014; Nascimento, 1991). Sthnel et al. (2017) observaram que ostras da espécie C.
gigas apos 15 dias de cultivo, com 10 mm de altura, j& apresentavam machos em
inicio de gametogénese.

O ciclo reprodutivo de bivalves varia em escala espacial e temporal com influéncia
do clima e da regido geografica (Christo, 2006; Lenz e Boehs, 2011). O ciclo pode ser
dividido em quatro estagios de desenvolvimento celular, de acordo com o descrito por
Suhnel et al. (2010) para vieiras: gametogénese, pré-desova, desova e repouso. No
periodo de repouso das ostras o tecido gonadal apresenta somente o tecido conjuntivo
vesicular (Gomes, 2009). No inicio da vida as ostras sao plancténicas até atingirem a
fase séssil onde se fixam em substratos (Nascimento 1991). A fase planctbénica
compreende as etapas denominadas de embrionarias, trocofora, larva D e véliger, a
bentdnica se inicia com a metamorfose das larvas na etapa pedivéliger e posterior
assentamento com a fixacdo da semente onde perdura no local durante toda a sua
vida (Doiron et al., 2008).

As ostras nativas no Brasil, C. gasar e C. rhizophorae, sdo conhecidas como ostra
do mangue e sdo usualmente encontradas em zonas intermareal e infralitoral (Amaral
e Simone, 2014; Christo e Absher, 2006). Segundo Amaral e Simone (2014), relata a
ocorréncia da espécie C. rhizophorae desde o Para até Santa Catarina em regides de
manguezais e de C. gasar desde Maranhdo até Santa Catarina em manguezais e em
costdes rochosos (Amaral e Simone, 2014). De Melo et al. (2010), também relata a
ocorréncia de C. gasar no estado do Para.

A pouca disponibilidade de estudos publicados sobre as espécies nativas gera
dificuldade no entendimento de dados basicos e zootecnicos na morfologia e
crescimento, bem como sobre o ciclo periodo reprodutivo. Por sua vez, as
semelhancas externas destas espécies geram conflitos na sua identificagéo (Ignacio et
al.,2000), o que pode afetar a malacocultura. Desta forma, estudos utilizando
identificacdo molecular das espécies de ostras nativas sdo necessarios. Pesquisas
realizadas por Ignacio et al. (2000), De Melo et al. (2010) e Varela et al. (2007) nas
ostras da costa do Brasil conseguiram distinguir as duas espécies nativas, C. gasar e

C. rhizophorae.
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Crassostrea gasar foi descrita por Adanson em 1757 e considerada sinonimia da
Crassostrea brasiliana a partir de deposicado de dados genéticos no site “Genbank” por
Pie et al. (2006) e Lapégue et al. (2002). Para C. gasar € crucial a temperatura da
agua do mar e a salinidade para o desenvolvimento reprodutivo, crescimento e
sobrevivéncia (Pereira et al., 2001; Quayle, 1981). O cultivo desta espécie tem grande
potencial para alavancar a aquicultura paranaense devido ao crescimento satisfatorio
para a comercializagao e adaptacao a intempéries (Cavaleiro et al., 2016; Christo,
2006; Legat et al., 2017; Pereira et al., 2003).

O estudo do comportamento reprodutivo de C. gasar no estado do Parana foi feito
por meio do indice de condicdo, onde o peso do animal sugere as condi¢des de
gbnadas cheias, parcialmente cheias ou vazias (Christo e Absher, 2006), pela
distribuicdo de larvas na coluna d’agua (Montanhini-Neto et al., 2013) e analise
histolégica (Castilho-Westphal et al., 2013). Apesar da ocorréncia de intervalos de
repouso no ciclo reprodutivo, o periodo de pré-desova de C. gasar no litoral
paranaense segundo Castilho-Westphal et al. (2013), Christo e Absher (2006) e
Montanhini-Neto et al. (2012) é principalmente no verao.

Apesar das iniciativas de cultivo, a obtengédo de ostras para estocar nos sistemas
produtivos ainda é feita em grande parte, por extrativismo (Christo et al., 2015). Sendo
assim a sustentabilidade e a resiliéncia das comunidades ostreicultoras dependem de
mecanismos que permitam gerenciar os estoques naturais combinando produgéo e
conservacao. Desta forma é fundamental conhecer o ciclo reprodutivo para o sucesso
da ostreicultura, portanto, este trabalho avaliou o ciclo reprodutivos de ostras C. gasar
cultivadas em trés locais na Baia das Laranjeiras, estuario pertencente ao Complexo

Estuarino de Paranagua (CEP).
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2. ARTIGO

CICLO REPRODUTIVO DE OSTRAS Crassostrea gasar CULTIVADAS NA
BAIA DAS LARANJEIRAS (PR)

O artigo sera enviado para publicacdo no periddico Journal of Shellfish Research,

tendo sido redigido de acordo com as normas da revista.

Ciclo reprodutivo de ostras Crassostrea gasar cultivadas na Baia das
Laranjeiras (PR)

Tais Serpa Afonso?, Evelyn Zenira de Araujo’, Simone Sthnel, Rodolfo Luis

Petersen' e Francisco José Lagreze-Squella’
Centro de Estudos do Mar, Universidade Federal do Parana, Avenida Rio Grande do Norte, s/n,
Balneario Mirassol, Pontal do Parana 83255000, Brasil.

Resumo: A sustentabilidade e a resiliéncia das comunidades ostreicultoras dependem de
mecanismos que permitam gerenciar os estoques naturais combinando produgdo e
conservagdo. Desta forma é fundamental conhecer o ciclo reprodutivo para o sucesso da
ostreicultura. Neste sentido, este trabalho avaliou o ciclo reprodutivos de ostras Crassostrea
gasar cultivadas em trés locais no Complexo Estuarino de Paranagua (CEP). Os estudos
foram conduzidos na Baia das Laranjeiras (25 ° 30's; 48 °30'w) em trés pontos amostrais: llha
Rasa, Medeiros e Ponta Oeste da Ilha do Mel. De novembro de 2017 a outubro de 2018, ostras
adultas (n=30) foram coletadas mensalmente, totalizando 360 ostras. Temperatura e salinidade
foram registrados in loco com CTD na ocasido das coletas. Em laboratério, foi realizada a
biometria dos animais e através de analise molecular, as ostras foram identificadas a nivel de
espécie. A analise histolégica do tecido gonadal foi realizada com l&dminas coradas em
hematoxilina de Harris e eosina. A variacado da salinidade foi significativa (p<0,05) sendo em
Ponta Oeste a média de 28, Medeiros 23 e em Ilha Rasa 21. Nao houve diferenca significativa
na temperatura entre os pontos amostrais sendo a média de 25°C. As ostras foram
classificadas da espécie C. gasar (100%). A analise histolégica revelou fémeas (57%), machos
(20%) e sexo indeterminado (22%). A reproducao de C. gasar na latitude do CEP ocorreu de
forma intermitente com desova intensa nos meses quentes (média 26,72°C) e no més de junho
quando ocorreu declinio da temperatura da agua do mar (20°C). Houve estagio de repouso
tanto em machos quanto em fémeas no inverno e ostras parasitadas por Bucephalus sp. (n=25)
onde em alguns casos o parasitismo impossibilitou a sexagem. Estudos sobre o ciclo
reprodutivo das ostras e sua variacdo genética sdo de extrema importancia para os cultivos e
para a preservagcao dos estoques naturais. Com os resultados do ciclo reprodutivo em trés
ambientes diferentes, obtivemos informagdes que podem auxiliar na exploragao racional da
espécie na regiao do CEP, bem como o momento ideal para a reprodugédo induzida em
laboratorio para producdo de sementes. Foi possivel verificar também as melhores épocas
para insergao dos coletores artificiais na agua com o intuito dos ostreicultores utilizarem destas
sementes para posterior engorda em cultivo. Com isso, € esperado que o extrativismo no
ambiente diminua contribuindo com a resiliéncia das comunidades de ostras presente nos
manguezais do litoral do Parana.

Palavras chave: ostra nativa, ostreicultura, estagio sexual.
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1.Introducao

Ostras do género Crassostrea (Sacco, 1897) sao importantes para a
ostreicultura mundial (Cavaleiro et al., 2006) tanto devido ao valor nutricional da carne
quanto pela rentabilidade de sua comercializagdao (Ajana, 1980). No Brasil as duas
espécies nativas Crassostrea gasar (= C. brasiliana) e Crassostrea rhizophorae e a
espécie exotica Crassostrea gigas sdo as principais espécies para a aquicultura
(Souza Sampaio et al., 2017).

Popularmente conhecidas como ostra do mangue, C. gasar e C. rhizophorae
formam bancos naturais nas regides intermareal e infralitoral, costdes rochosos ou
manguezais (Christo e Absher, 2006). Embora represente uma fonte de renda para
comunidade litoranea, grande parte do estoque mantido em sistemas produtivos ainda
se origina da natureza (Christo et al., 2015). Cerca de 85% dos bancos de naturais de
ostras do planeta estdo extintos (Beck et al.,, 2011). A constante extragdo destes
bivalves filtradores do ambiente natural afeta a capacidade do ecossistema em
produzir padrbées de qualidade de agua e habitat para outros organismos (Lotze,
2006).

O comportamento reprodutivo das ostras é analisado através do estudo de seu
ciclo, em uma escala de tempo e espaco e em relagao a variaveis ambientais como
temperatura e salinidade (Castilho-Westphal e Ostrensky, 2017; Montanhini-Neto et
al., 2013). A espécie C. gasar tem grande potencial para alavancar a aquicultura
paranaense devido ao crescimento satisfatorio para a comercializacdo e adaptacgao a
intempéries (Cavaleiro et al., 2016; Legat et al., 2017; Pereira et al., 2003).

Os estagios de desenvolvimento gonadico de C. gasar podem receber distintas
denominacdes: gametogénese, pré desova, desova e repouso, descritos também para
os bivalves Anomalocardia brasiliana e Nodipecten nodosus (Lagreze-Squella et al.,
2018; Sihnel et al.,2010). As primeiras células germinativas sao bissexuais, no
entanto, por ser uma espécie protandrica, ocorre uma proliferagcdo da
espermatogénese onde segundo Nascimento (1991) na etapa de crescimento de 20 a
40 mm ocorre a maior taxa de mudanca de sexo nas ostras, os quais podem ser
definidos pela influéncia da salinidade e temperatura do ambiente (Castilho-Westphal
et al., 2013; Gomes et al., 2014; Nascimento, 1991). Sihnel et al. (2017) observaram
que ostras da espécie C. gigas ap6s 15 dias de cultivo, com 10 mm de altura, ja
apresentavam machos em inicio de gametogénese.

Por ndo apresentarem dimorfismo sexual externo, a histologia vem sendo utilizada
como ferramenta de identificacdo de sexo e estagios reprodutivos em diversos estudos
(Castilho-Westphal et al., 2013; Galvao et al., 2000; Gomes et al., 2014; Ferreira et al.,
2006; Montanhini-Neto et al., 2013).
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A obtencdo de ostras no Parana para estoque nos sistemas produtivos ainda é
feita em grande parte, por extrativismo (Christo et al., 2015). A sustentabilidade e a
resiliéncia das comunidades ostreicultoras dependem de mecanismos que permitam
gerenciar os estoques naturais combinando produgdo e conservacao. Desta forma é
fundamental conhecer o ciclo reprodutivo para o sucesso da ostreicultura. Este
trabalho avaliou o ciclo reprodutivos de ostras C. gasar cultivadas em trés locais na
Baia das Laranjeiras, estuario pertencente ao Complexo Estuarino de Paranagua
(CEP).

2.Material e métodos

Os estudos foram conduzidos no CEP, Baia das Laranjeiras (25 ° 30's; 48 °30'w)
em trés pontos amostrais: llha Rasa, Medeiros e Ponta Oeste da llha do Mel na Baia
(Figura 1). De novembro de 2017 a outubro de 2018, ostras adultas (n=30) foram
coletadas mensalmente por ponto amostrado, totalizando em 360 ostras analisadas
em cada local. Temperatura e salinidade foram registrados in loco com CTD

(Condutividade, Temperatura e Profundidade) na ocasiao das coletas.

-48°30.00'

oy ¥
(N e
: : . )

) d £%
F 9
P 2 il '
o3 e
. ’ Y
. : . . .
4 )
(8
0 7.5 15 225 30 km
| L ]

-48"30.00"

Figura 1: Mapa do Brasil, do estado do Parana e do Complexo Estuarino de Paranagud, com
destaque para as localidades estudadas: A — llha Rasa, B — Medeiros e C — Ponta Oeste.

As ostras utilizadas neste estudo foram compradas de produtores de cada local de
coleta, os quais obtém as sementes ou juvenis da retirada no ambiente natural. Na
Ponta Oeste e em Medeiros as ostras eram cultivadas em lanternas fixadas a long-

lines (densidade: 5 duzias por andar e profundidade do cultivo aproximadamente 3
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metros). Na llha Rasa, as ostras eram cultivadas em regido intermarel diretamente no
sedimento (cultivo no lodo).

Apoés a obtencao das ostras, estas eram transportadas em caixas térmicas para o
laboratério do Centro de Estudos do Mar e realizada a biometria (altura das ostras
medida de acordo com Galtsoff (1964) utilizando um paquimetro de precisdo 0,02mm.
Apoés a biometria, os animais foram abertos e retirada uma seccao transversal das
partes moles para histologia, como descrito por Suhnel et al (2016), e um fragmento
do tecido muscular para identificagdo molecular da espécie. As amostras de tecido
para histologia foram fixadas em solugéo de Davidson com acido acético (5%) e as de

tecido muscular armazenadas em alcool absoluto.

2.1 Identificagao molecular da espécie de ostras

Para identificacdo das espécies de ostras utilizadas no estudo do ciclo reprodutivo,
foi extraido DNA do tecido musculo adutor com o Kit de extracdo de DNA Accuprep
Genomic DNA extraction Kit (Bioneer) seguindo o protocolo do fabricante. Tecidos das
trinta ostras de cada ponto foram macerados e deste pool resultou uma amostra
mensal por ponto. A concentragdo e qualidade do DNA foram estimadas em aparelho
espectrofotdmetro (Eppendorf).

A amplificacdo do DNA foi realizada através da técnica Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) seguindo o protocolo de Ludwig et al. (2001) com adaptacdes. As
amostras foram processadas com dois primers especificos para C. rhizophorae e C.
gasar (Tabela 1). A reagdo de PCR teve um volume final de 20 pl onde 2,5U de
TaqPlatinum (Invitrogen), 1X de tampao de PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs,

0,4 uM de primer e 2ug/ul de DNA e o complemento do volume final com agua MiliQ.

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados para amplificagdo do segmento de DNA
para identificagdo das espécies de ostras.

Espécie Primer Forward Primer Reverse Gene Referéncia
C. GCCCAGTGCGATATTAAGTC CGAACAGACCTACTCACT 16S Ludwig et
rhizophorae al. (2011)

C. gasar CACTGTCTCTTAGTTCTATG AAGCCCTTTAGTTAATACGAG 16S

A reacao de amplificacdo foi realizada em termociclador programado para uma
desnaturacgao inicial a 94°C por 4 minutos, 32 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 20

segundos, anelamento a 59°C por 44 segundos, e extensao da fita a 72°C por 30
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segundos, seguida de extensao final a 72°C por 1 minuto. Apds, a reagéo foi avaliada
em gel de agarose 1% corado com Syber green (condi¢ées de corrida: 90V por 50

min.) e visualizados em um transluminador (Locus Biotecnologia L.Pix).

2.2 Histologia

Apos fixagdo em Solucao de Davidson, as amostras foram armazenadas em alcool
70% até seu processamento. A inclusdo foi realizada em parafina e em seguida
cortado a uma espessura de 5 ym em micrétomo com navalhas descartaveis. Os
cortes foram colocados em laminas de vidro, corados com Hematoxilina de Harris e
Eosina (Howard et al., 2004) e, apds receberem laminulas, observados ao microscopio
de luz (Olympus Optical Co., modelo CX40RF 100) para identificagdo do sexo e do
estagio reprodutivo. Para identificagdo do estagio reprodutivo foram utilizados critérios
definidos por Suhnel et al. (2010) e Lagreze-Squella et al. (2018): gametogénese, pré

desova, desova e repouso.

2.3 Analise Estatistica
Os dados de parametros ambientais foram analisados com o teste de normalidade
Shapiro-Wilk e com o teste de homogeneidade das varidncias ANOVA utilizando o

sistema estatistico R.

3.Resultados

3.1 Identificagcdo molecular da espécie de ostra
A analise molecular indicou que 100% das ostras neste estudo sédo da espécie
C. gasar (Figura 2).

3000pb

500
400
300
200

100

Figura 2: Exemplo de gel de agarose com o DNA amplificado utilizando o primer de C. gasar.
Bandas de aproximadamente 390 pares de base (pb).
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3.2 Temperatura e salinidade

A temperatura da agua do mar (Figura 3) nos trés locais de cultivos n&o variou
significativamente durante o periodo de estudo, sendo a média em llha Rasa de 24+
0,4 °C, em Medeiros de 25 *+ 0,2°C e na Ponta Oeste de 25 + 0,2°C. Ja a salinidade
apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os pontos amostrais ao longo do
tempo, sendo a média em Ilha Rasa de 21+0,4, em Medeiros de 23 *+ 0,3 e na Ponta
Oeste de 28 + 0,2
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Figura 3: Variacao da temperatura nos trés pontos de amostragem, Ponta Oeste- PO, Medeiros
-ME e llha Rasa- IR, ao longo do tempo.
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Figura 4: Variagdo da salinidade nos trés pontos de amostragem, Ponta Oeste- PO, Medeiros-
ME e llha Rasa- IR, ao longo do tempo
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3.3 Ciclo reprodutivo

A analise histolégica das amostras de C. gasar revelou os quatro estagios

reprodutivos: gametogénese, maturagao, desova e repouso (Figura 5). Em Ponta

Oeste, das 348 amostras, a frequéncia de fémeas 2,90 para cada macho (2,90F: 1 M).
Medeiros a relagao foi de 2,39 F: 1M e em llha Rasa, 3,26 F: 1 M. Entre as ostras

coletadas, a menor altura em Ponta Oeste foi de 70,1 mm e a maior foi de 132,8 mm.

Em Medeiros a menor altura foi de 65,5 mm e a maior 124,1 mm ja em llha Rasa foi

62,3 mm e 111 mm (Tabela 2).

Tabela 2: Valores médios da altura das ostras em milimetros em cada

ponto/més de coleta.

Més de
Coleta

Local de Coleta

Nov
Dez
Jan
Fev
Mar
Abr
Mai
Jun
Jul

Ago
Set
Out

Ponta Oeste

(mm)

87
72
84
99
74
79
94,5
86
83
95,5
99
79

(mm)

79,5
98,5
87
85
78
79
95
95
86
82,5
87
90,5

Medeiros

Ilha Rasa

(mm)

94
101
76,5

82
79,5

74

84

83
79,5

80

87

69,06
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Figura 5: Estagios reprodutivos de C. gasar fémea e macho (coluna esquerda e direita, respectivamente)

onde: A — gametogénese, B — pré desova, C — desova e D — repouso.
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Na Ponta Oeste, a avaliacdo do ciclo reprodutivo das fémeas de C. gasar,
mostrou 100% dos animais em estagio de pré-desova em novembro, ja nos meses
seguintes (dezembro, janeiro e fevereiro) houve predominio da desova, com algumas
ostras em pré-desova, gametogénese e repouso (Figura 6). Em margo, abril e maio de
2018 os animais retornaram para pré-desova seguida por uma desova de 100% em
junho. Em julho 47% das fémeas desovaram, enquanto 53% entraram no estagio
repouso. No més de agosto 100% de repouso, setembro foi o maior percentual de
individuos em estagio de gametogénese dando inicio a mais um ciclo reprodutivo,
seguido por pré-desova no més de outubro. Ja os machos, neste mesmo local, nos
meses iniciais (novembro, dezembro, janeiro e fevereiro) estavam em pré-desova
(mais de 50%) sendo fevereiro o maximo de pré desova (Figura 6). Em marco os
machos estavam em desova, prosseguindo para pré-desova em abril e maio. Em
junho e julho comecaram a desovar novamente, seguido por um repouso no més de
agosto e setembro. Foi observado no més de setembro machos em gametogénese.

Em Medeiros, o ciclo reprodutivo das fémeas também mostrou uma oscilagao
de pré-desova e desova nos primeiros quatro meses de amostra, onde: estagio de pré-
desova em novembro, desova em dezembro, pré-desova e desova em janeiro seguido
por desova em fevereiro (Figura 6). Em marco, observou-se, fémeas em estagio de
pré-desova, em repouso e gametogénese. Em abril € maio, a prevaléncia foi da pré-
desova com poucos animais em repouso e gametogénese. Em junho e julho houve
desova e repouso dos animais e em agosto e setembro foi observado 100% de
gametogénese seguido por de pré-desova em outubro. Os machos deste local
também mostraram estagio de pré-desova e desova durante os quatro primeiros
meses do ano, sendo os picos da pré-desova em novembro, dezembro e fevereiro e
desova em janeiro (Figura 2). Em margo houve presenca de pré-desova, desova e
repouso, enquanto no més de abril pode ser observado os quatro estagios
reprodutivos. Em junho e setembro, os machos estavam em gametogénese e em

repouso e em outubro 100% dos machos em estéagio de desova.
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Figura 6: Distribuicdo temporal dos estagios reprodutivos de fémeas e machos (gametogénese,
pré-desova, desova e repouso) do molusco Crassostrea gasar em trés locais: Medeiros, Ilha
Rasa e Ponta Oeste na Baia das Laranjeiras (PR) de novembro de 2017 (TO) a outubro de

2018 (T11).
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Na llha rasa no més de novembro, o estagio reprodutivo das fémeas também
foi em estagio de pré-desova. Ja em dezembro e janeiro foi observada desova e pré-
desova. Em fevereiro, 100% das fémeas apresentavam-se em estagio de desova
(Figura 6). Em marco foi observado alguns animais em gametogénese e pré-desova e
em abril e maio em gametogénese, pré-desova e repouso. Em junho e julho as ostras
estavam desovando e algumas fémeas em repouso. Agosto foi observado 100% de
repouso seguido por 100% de gametogénese, em setembro e outubro gametogénese
e pré-desova. Ja os machos avaliados em Ilha Rasa mostraram pré-desova e desova
nos seis meses iniciais (Figura 6), onde dezembro e fevereiro foi 100% de pré-desova
e margo 100% de desova. Em maio e junho os animais estavam em estagio de desova
e em repouso. Em julho estavam em gametogénese e desova. Ja em agosto, 100%
dos machos estavam em desova e em setembro 100% em gametogénese. No ultimo
més avaliado, pode-se observar 86% dos machos em desova e 14% em repouso.

Na Ponta Oeste, em todos os meses exceto junho, houve problemas para
identificar o sexo de ostras em funcao do repouso gonadal, inicio gametogénese ou do
intenso parasitismo por Bucephalus sp.. Ostras onde nao foi possivel identificar o sexo
(chamado de sexo indeterminado) estavam no estagio repouso, com 30% em maio e
78% em junho. Animais indeterminados também foram observados no estagio inicial
de gametogénese, logo apds o periodo de repouso. Nestes casos, alguns animais
estavam comecgando a desenvolver os foliculos germinativos, onde n&o foi possivel
identificar o sexo (54% em setembro).

Outro fator que impossibilitou a identificacdo do sexo, foi a presenca do
parasito trematdédeo Bucephalus sp. (Figura 7). Durante o periodo estudado, das 1031
ostras 24 espécimes estavam infectados. Apesar da presenca deste parasito nos trés
pontos, nota-se uma predominancia em Ponta Oeste (Figura 7). O sexo dos animais
nao pode ser identificado, pois o alto grau de parasitismo evidente, havendo estruturas

do parasito em todo tecido gonadal.
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Figura 7: Bucephalus sp. parasitando o tecido gonadal de ostras C. gasar de cultivo.
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Figura 8: Prevaléncia de Bucephalus sp. em ostras C. gasar dos trés pontos amostrais durante
o periodo de estudo.

4.Discussao

A utilizagcdo de analises moleculares para identificagdo de espécies de ostras
vem sendo aplicado pela confiabilidade dos resultados (Ignacio et al., 2000; Legat et
al., 2009; Ludwig et al., 2011; De Melo et al., 2010) devido a semelhanga morfolégica
entre os reprodutores desta espécie (Ignacio et al., 2000). Lapégue et al. (2002) e
Ignacio et al. (2000) através da biologia molecular identificaram a presenca de C.
gasar na Baia de Guaratuba e Complexo Estuarino de Paranagua (PR). A viabilidade
comercial desta espécie é importante devido ao tamanho externo do animal (entorno
de 60mm) atrativo para o consumidor (Absher e Caldeira, 2007). Neste estudo, a

espécie C. gasar foi a Unica espécie encontrada em todas as ostras analisadas, este
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fato sugere que pode haver um critério de escolha das ostras por parte dos
pescadores quando vao a regido dos manguezais para a coleta do animal ou pela
predominancia desta espécie nos locais estudados.

Os principais fatores para regularizagdo da reproducao de C. gasar sao o0s
fatores abidticos temperatura e salinidade (Castilho-Westphal e Ostrensky, 2017;
Gosling, 2003; Lopes et al., 2013; Montanhini-Neto et al., 2013). Temperaturas entre
18°C a 26°C podem induzir a desova de C. gasar (Ramos et al., 2014, Pereira et al.,
2001) e salinidades entre 15%0 a 35%0 séo toleraveis para a sobrevivéncia da espécie
mostrando o comportamento eurialino (Funo et al., 2015). Em laboratério, o
desenvolvimento das larvas de C. gasar em salinidade 28 foi considerado o melhor
padrao para larvas normais (Legat et al., 2017a). No presente estudo, apesar da
pequena variagdo da temperatura e da salinidade, os trés locais de estudo
apresentaram um padrédo semelhante no estagio de pré-desova, tanto em fémeas
quanto em machos.

Além da regularizacao da reproducao, os fatores abidticos podem influenciar na
proporcao de machos e fémeas no meio natural. A quantidade superior de fémeas em
relagdo aos machos encontrado neste trabalho pode ser observado nas populag¢des de
ostras da natureza (Castilho-Westphal et al., 2013; Christo e Absher, 2006) bem como
em estudo laboratorial (Ramos et al., 2014). Regiées com baixa salinidade entre 12 a
25 a relagédo sexual de machos é superior a fémeas, ja em variagdes da salinidade
entre 25%. a 32%0 a relacdo inverte (Galvao 2000). A variagdo da salinidade neste
estudo foi entre 22%0 a 31%o0 sugerindo como Gomes et al. (2014) que regides mais
salinas estdo associadas a maior presenga de ostras fémeas. Segundo Guo et al.
(1998) a proporgdo também esta relacionada com a idade dos animais, onde
populagdes jovens ha predominancia de machos e populacées amadurecidas a de
fémeas. Como podemos observar que a taxa de crescimento condiz com a idade da
populacdo, a média da altura das ostras observadas neste trabalho mostra que as
ostras ja estdo desenvolvidas sendo considerada uma populacdo madura
corroborando com a presenca majoritaria de fémeas nos trés pontos amostrais.

Mesmo com o menor numero de machos em um ambiente, a reproducao das
ostras nao é prejudicada pois, segundo Lenz e Boehs (2011) a recuperagao mais
rapida do tecido gonadal e as condigdes ambientais favoraveis a desova fazem com
que o individuo macho possa liberar gametas com maior frequéncia que as fémeas.

Mesmo com a presenca de fémeas e machos no estudo, foi possivel também
observar a presencga de ostras onde nao foi possivel identificar o sexo. Ostras C. gasar
denominadas como sexo foram apontadas por varios autores (Castilho-Westphal et al.
2013; Christo e Absher, 2006; Ramos et al., 2014). Christo e Absher (2006) por meio
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do indice de condigdo analisaram gbénadas vazias quando nao houve presenca do
tecido gonadal recobrindo a glandula digestiva e definiram as ostras nestas condigdes
como sexo indeterminado. Neste trabalho o sexo indeterminado foi em funcédo do
repouso, do inicio da gametogénese, em que houve auséncia de tecido germinativo
suficiente para definicao sexual precisa ou de parasitismo. Semelhante a Gomes et al.
(2014), o inverno foi o periodo com maior indice de animais indeterminados em
periodo de repouso.

A reproducgdo intermitente de C. gasar foi descrita como caracteristica da
espécie (Castilho-Westphal et al., 2013; Christo e Absher, 2006; Galvao et al., 2000;
Gomes et al., 2014; Nascimento, 1991). De modo semelhante a Christo et al. (2015)
avaliando o ciclo reprodutivo de C. brasiliana comercializada no CEP, a desova das
fémeas ocorreu intensamente no final da primavera, verdo e no més de junho e
intermitentemente nos demais meses estudados. O percentual de desova foi
correspondido com os meses onde a temperatura estava 30°C e 19°C (junho)
mostrando que o choque térmico pode ser um indicio para estimular a liberagdo de
gametas o que também pode ser observado no trabalho de Christo et al. (2015). Na
regidao de Cananéia (Sao Paulo), Galvao et al. (2000) observou o maior indice de
desova na primavera (Temperatura 25°C) onde o aumento da temperatura influenciou
na excrecao/liberacdo de gametas. Lenz e Boehs (2011) salientam também que as
estacdes chuvosas correspondidas pelos meses onde ha aumento da temperatura e
diminuicdo da salinidade as ostras prevalecem em desova. O verdo no litoral
paranaense € conhecido pelo aquecimento da agua do mar e elevado indice de chuva
(média de 2500mm) (Lana et al., 2001) como podemos observar o aumento da
temperatura e diminuicdo da salinidade nos resultados obtidos neste trabalho nos
meses de janeiro, fevereiro e margo.

Além dos fatores ambientais, as estratégias reprodutivas variam também de
acordo com a latitude. No nordeste do Brasil, caracterizados por baixas latitudes, C.
gasar apresenta ciclo reprodutivo intermitente com desovas ao longo do ano e poucos
individuos em estagio de repouso (Paixao et al., 2013). Em latitudes mais altas como
Parana e Santa Catarina, o ciclo permanece intermitente com maximos de desova na
primavera e verao e periodos de repouso no inverno (Castilho-Westphal et al., 2013;
Gomes et al., 2014).

Outra forma que pode influenciar nas estratégias reprodutivas das ostras é a
presengca de parasitas. Durante o andamento deste trabalho houve o registro do
parasitismo de ostras pelo trematédeo Bucephalus sp. encontrado também na analise
do ciclo reprodutivo de C. brasiliana (Galvdo, 2000) e do mexilhdo Perna perna

(Magalhaes, 1998). O trematodeo utiliza de organismos bivalves como hospedeiros
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intermediarios no seu ciclo de vida (Marchiori et al., 2010) onde utiliza das reservas
lipidicas e do glicogénio do animal para suprir as necessidades nutritivas de tal forma
que regride a producao dos foliculos do hospedeiro. Semelhante a argumentacao de
Galvao et al. (2000), as ostras parasitadas neste trabalho nao apresentaram nenhuma
célula germinativa podendo inferir uma esterilizacao do animal. Um fator importante
para a presenca do parasita € a temperatura da agua do mar, onde, de acordo com
Magalhdes (1998) temperaturas mais frias ha maior concentracao de infestacao por
Bucephalus sp.. A autora menciona que no periodo amostral do estudo cerca de 60%
dos animais infestados foram encontrados nos meses de junho, julho, agosto e
setembro onde a temperatura estava em torno dos 20°C. O mesmo pode ser
observado com C. gasar neste trabalho onde, no més de junho a temperatura da agua
do mar caiu para 20°C e permaneceu até o més de setembro, periodo este onde
houve maior registro do parasitismo (Figuras 3 e 7).

Estudos sobre a o ciclo reprodutivo das ostras e a sua variacdo genética sdo
de extrema importancia para os cultivos e para a preservacao dos estoques naturais
(Legat et al., 2009) bem como a influéncia do parasitismo na vida do animal. No litoral
paranaense a captura das ostras & de facil acesso devido a presencga dos bancos
naturais o que gerou a intensa exploragdo deste recurso (Erse e Bernardes, 2008).
Com a descricao histolégica dos estagios reprodutivos, pode-se indicar a melhor
época para insercao dos coletores artificiais para que as larvas de ostras possam se
fixar e, a partir das sementes formadas, os ostreicultores possam inseri-las no sistema
de cultivo para engorda, crescimento e posterior comercializagao. Este estudo do ciclo
reprodutivo é importante também para conhecer o momento ideal para uma
reproducdo induzida em laboratério. Com isso, € esperado que o extrativismo no
ambiente diminua contribuindo com a resiliéncia das comunidades de ostras presente
nos manguezais do litoral do Parana.

Estudos futuros sdo sugeridos para identificagdo da espécie de Bucephalus
que esta parasitando a ostra C. gasar, para melhor entender sua relagcdo com o
hospedeiro. Bem como avaliagdo da captacao de sementes em coletores artificiais e
os picos de desova em ambiente natural. Este trabalho traz informagdes importantes

para o manejo sustentavel da ostreicultura no CEP.

5. Conclusao
- Na latitude do Complexo Estuarino de Paranagua, o ciclo reprodutivo de C.
gasar é intermitente com desova intensa nos meses quentes e quando ocorre o

declinio abrupto da temperatura da agua do mar;
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- Observa-se o estagio de repouso gonadal tanto em machos quanto em fémeas;
- Observa-se ostras parasitadas por Bucephalus sp. e em alguns casos 0
parasitismo impossibilitou a sexagem;

- Sugerir os meses de abril e maio para inserir coletores na agua.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento do ciclo reprodutivo das ostras € importante para a
sustentabilidade e resiliéncia dos bancos naturais de ostras bem como fornecendo
ferramentas para a elaboracdo de um plano de manejo para a ostreicultura e assim
contribuir com a preservacao e producdo. Com os resultados do ciclo reprodutivo em
trés ambientes diferentes, obtivemos informacdes que podem auxiliar na exploragao
racional da espécie na regiao do Complexo Estuarino de Paranagua, bem como o
momento ideal para a reprodugdo induzida em laboratério para producdo de
sementes. Foi possivel verificar também as melhores épocas para insergdo de
coletores artificiais na agua com o intuito dos ostreicultores utilizarem destas sementes
para posterior engorda em cultivo.

Trabalhos futuros sobre a incrustacao da espécie em diferentes tipos de coletores
no ambiente natural seriam necessarios para auxiliar também no manejo da
ostreicultura. E também trabalhos futuros sobre a influéncia do trematédeo Bucephalus
na ostra, para saber como afeta o organismo e se a consequéncia do parasitismo é

permanente bem como a identificagdo destas espécies.
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