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RESUMO

A elevada extragdo em estoques naturais e as alteracdes no meio ambiente tém comprometido as
populacdes do molusco de areia Anomalocardia brasiliana, tornando cada vez mais necessario o
desenvolvimento de tecnologias para a produgdo de sementes desse bivalve em laboratério. Com o
objetivo de contribuir com a tecnologia de producdo de sementes do berbigdo em ambiente
controlado, foram avaliadas a densidade e a dieta no cultivo larval e o tempo de larvicultura de
A. brasiliana. Nas densidades de 10 e 30 larvas mL? foram obtidos os melhores valores de
sobrevivéncia de larvas de A. brasiliana. Avaliando o tempo de larvicultura para assentamento,
conclui-se que as larvas podem ser transferidas com cinco dias de cultivo e mantidas no
assentamento na densidade de 25 larvas cm-2. Adicionalmente, larvas de A. brasiliana, alimentadas
com dietas bialgais com as microalgas Chaetoceros muelleri e Nannocholopsis oculata e C. muelleri e
Pavlova lutheri apresentaram melhores resultados de crescimento e sobrevivéncia.

Palavras chave: berbigdo; vongole; marisco; densidade; tempo de larvicultura; assentamento;
alimentacao.

SURVIVAL AND GROWTH OF THE NATIVE CLAM Anomalocardia brasiliana (Gmelin,
1791) LARVAE IN LABORATORY

ABSTRACT

High exploitation of natural stocks and changes in the environment has affected the populations of
the native clam Anomalocardia brasiliana, becoming necessary the development of technologies for
seeds production in laboratory. Aiming to contribute to the seeds production technology of the
native clam A. brasiliana, the density and diet of larval cultivation and time for larviculture was
evaluated. In the densities 10 and 30 larvae mL-1 were obtained the better survival of A. brasiliana
larvae. Evaluating the larviculture time for settlement, the larvae can be transferred with five days
of culture and maintained in the settlement in a density of 25 larvae cm-2. Additionally, bialgais
diets with the microalgaes Chaetoceros muelleri and Nannocholopsis oculata, and C. muelleri and
Pavlova lutheri showed better growth and survival of A. brasiliana larvae.
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INTRODUCAO

O Brasil apresenta mais de 20 espécies de
moluscos de areia, sendo Anomalocardia brasiliana
(Gmelin, 1791) a espécie que mais se destaca por
seu importante papel socioeconémico para a
regido litordnea  brasileira (RIOS, 2009).
Anomalocardia brasiliana ocorre desde as Antilhas
até o Uruguai (RIOS, 2009), com ampla
distribuicdlo ao longo da costa brasileira,
principalmente em enseadas, baias e estudrios
(BOEHS et al, 2008). Este venerideo ¢é
popularmente conhecido como berbigdo, vongole,
pequeno,
sarnambitinga, chumbinho, marisco pedra e papa-
fumo (NARCHI, 1972).

mija-mija, sarnambi, sernambi

Na costa brasileira, a comercializacdo desse
molusco de areia esta baseada no extrativismo
em estoques naturais. Essa atividade é realizada
em diferentes escalas e principalmente por
comunidades litordneas, sendo, em alguns casos,
a fonte de proteina mais importante na
alimentagdo familiar. Os principais fatores que
podem afetar a disponibilidade de A. brasiliana no
ambiente sdo antropogénicos (como polui¢ao das
dguas e sobre-explotagdo) e ambientais (como
enchentes). Desta forma, a disponibilidade deste
recurso no ambiente passa a ter importancia ndo
somente ambiental, mas também social. Como
alternativa a essa limitagdo, a producdo de
sementes desse molusco em laboratdrio torna-se
promissora, principalmente para futuros trabalhos
e estudos de repovoamento em populagdes no
ambiente ou mesmo para o cultivo desta espécie.

Estudos sobre o berbigdo A. brasiliana tem
focado aspectos ecolégicos (BOEHS et al.,, 2008),
reprodutivos (LUZ e BOEHS, 2011), patolégicos
(BOEHS et al., 2010; DA SILVA et al., 2012) e
morfolégicos (MOUEZA et al., 1999). Contudo,
pouco ainda se conhece sobre a producdo de
sementes de A. brasiliana em laboratério, a qual
envolve a obtencdo de gametas, larvicultura e
assentamento.

Fatores como temperatura (LIU ef al., 2011) e
salinidade (HIS et al., 1989) da agua de cultivo,
dieta dos animais (LIU et al., 2011) e densidade
larval (LIU et al., 2006, 2011) podem afetar o
assentamento e a metamorfose de moluscos
bivalves. A densidade pode ser facilmente
ajustada em sistemas de producao em laboratério
e apresenta uma grande influéncia na
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sobrevivéncia de larvas de moluscos bivalves
(DEMING e RUSSELL, 1999; LIU et al., 2006; YAN
et al., 2006).

No cultivo de larvas de moluscos, a
variabilidade no crescimento dos animais é mais
afetada pela alimentacao do que pela temperatura
ou salinidade (MARSHAL et al. 2010). Avaliando
o efeito da temperatura, salinidade e da dieta no
crescimento das larvas de Ostrea edulis (ROBERT
et al., 1988), Mytilus galloprovincialis e Crassostrea
gigas (HIS et al., 1989), mais de 70% da variancia
no crescimento foi explicada pelo estado
nutricional das mesmas. Consequentemente, é
fundamental, na alimentacdo de moluscos,
considerar a espécie de microalga a ser fornecida
(MARTINEZ-FERNANDEZ et al., 2004), pois nem
todas sdo ingeridas ou digeridas pelas larvas.
Além disso, aspectos como idade das larvas para
assentamento também devem ser determinados,
uma vez que larvas com sete dias de vida ja
iniclam as diferenciacdes morfolégicas para
metamorfose (MOUEZA et al., 1999) e manté-las
no sistema de larvicultura pode aumentar o custo
financeiro e comprometer o assentamento.

Neste sentido, para contribuir com a
tecnologia da producdo de sementes de A.
brasiliana, foram avaliadas a densidade de cultivo
larval, o tempo de cultivo e a dieta para
alimentagdo de larvas do berbigéo em laboratério.

MATERIAL E METODOS
Obtencio das larvas “D”

Foram realizados quatro experimentos de
larvicultura. Para cada experimento, animais
adultos (24,65 + 1,36 mm) de A. brasiliana foram
coletados na zona entre marés da praia da
Daniela, Florianépolis, Brasil (27°27'25,40”S;
48°32'31,51"W) e transportados para o
Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM)
(Universidade Federal de Santa Catarina).

Ao chegarem ao LMM, os animais foram
lavados em solugdo de hipoclorito de sé6dio (2%) e
aclimatados em tanque de corpo cilindrico-conico
de 200 L, contendo dgua do mar filtrada (1 pm),
esterilizada com ultravioleta (UV), salinidade de
35 e temperatura de 24 °C. Os animais foram
acondicionados em quatro sacos de malha com
0,5 kg de berbigdo em cada saco, totalizando 2 kg
(180 animais) em 200 L. Ap6s 24 h de aclimatacéo,
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os animais foram induzidos a elimina¢do dos
gametas por choque térmico, transferindo-os de
um tanque, com agua a 24 °C, para outro com
dgua a 28 °C; onde foram mantidos por 15 h
(“overnight”). Apds a desova, os embrides foram
coletados e transferidos para um tanque (100 L)
contendo dgua do mar filtrada a 1 pm, esterilizada
com UV, salinidade de 35 e temperatura de 25 °C,
onde foram mantidos por 24 h até o estagio de
larva “D”. Apo6s este periodo, as larvas foram
coletadas com peneira (35 pm) e utilizadas nos
experimentos.

Experimento 1: Avaliagio da densidade de cultivo de
larvas

Foram  avaliadas  quatro  densidades
(tratamentos): 10, 15, 30 e 50 larvas mL? (larva
“D”) em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticdes. Para cada densidade, as
larvas “D” foram contadas (por amostragem) e
colocadas em 12 tanques (volume dtil de 12 L)
com 4gua do mar filtrada (1 um), esterilizada com
UV, salinidade de 35 e temperatura de 25 °C. Foi
utilizado sistema estatico de cultivo das larvas
com aeragdo constante para manter a oxigenacéo e
circulacdo da dgua nos tanques.

No manejo da larvicultura, a renovagéo total
da dgua dos tanques foi realizada a cada 24 h, sem
retirada das larvas. Para, esse procedimento, foi
instalado em cada tanque um filtro tipo banjo (ver
HELM et al., 2004). O banjo utilizado foi composto
por uma secgdo transversal de 5 cm de cano de
PVC (100 mm de didmetro) tampado com malha
(35 pm) de cada lado e com uma saida em PVC
(20 mm de diametro) até a lateral do nivel
superior da dgua do tanque.

O peneiramento foi realizado a cada 48 h
utilizando malhas de 35, 55, 70, 100 e 120 pum,
sendo eliminadas as larvas mal formadas ou
mortas. A malha de 120 pm é indicada para
separar larvas em processo de metamorfose no
sétimo dia de cultivo, momento em que comegam
a mudar o seu habito plancténico para benténico.
A higienizacdo de todo sistema foi realizada a
cada 48 h utilizando solugdo de hipoclorito de
s6dio (2%). A temperatura e a salinidade da agua
no tanque de larvicultura foram monitoradas
diariamente com termOmetro e refratOmetro,
respectivamente.

A alimentacdo diaria foi composta pela
microalga Isochrysis galbana, na concentracdo de

2 x 10* células mL?! nos dois primeiros dias, e
pelas microalgas I. galbana e Chaetoceros muelleri
(1:1), na concentragdo de 5 x 10* células mL7,
dividida em duas alimentacdes ao dia, até larva
pedivéliger, de acordo com pré-testes anteriores
com a mesma espécie (dados nado publicados).

Apbs sete dias de larvicultura, foi avaliada,
visualmente, a presenca de larvas retidas em
malha de 120 um. Em seguida, todas as larvas
presentes nas malhas de 100 e 120 pm, de cada
repeticdo, foram colocadas em 12 recipientes de
500 mL e foi avaliada a sobrevivéncia, por
amostragem. Para isso, a mistura de 4gua do mar
e larvas foi previamente homogeneizada e foram
retiradas trés amostras de 1 mL de cada
recipiente, sendo as larvas vivas contabilizadas
com o auxilio de cAmera de “Seddewick Rafter”,
em microscopio de luz. A sobrevivéncia média foi
calculada pela média das trés contagens de cada
repeticao.

Experimento 2: Avaliagio da densidade de larvas no
assentamento, cultivadas por cinco e sete dias de
larvicultura

Neste  experimento foi avaliado o
assentamento de larvas com idade de cinco
(5d; larvas planctonicas) e de sete dias (7d; larvas
em inicio de metamorfose) em duas densidades:
25 larvas cm2 (D25) e de 50 larvas cm2 (D50), em
delineamento  inteiramente casualizado em
esquema fatorial (2 fatores: tempo e densidade),
com trés repeti¢coes. Larvas “D” foram contadas
(por amostragem) e colocadas em dois tanques
(100 L) na densidade de 10 larvas mL?! até
atingirem as idades avaliadas (cinco e sete dias).
A dgua do mar (salinidade de 35, temperatura de
25 °C) foi filtrada (1 um), esterilizada com UV, e
mantida sob aeracdo constante. Em cada tanque
foi instalado um “banjo” lateral para renovacao de
dgua. O manejo da larvicultura e a alimentacao
das larvas foi realizado como
anteriormente para o experimento 1.

descrito

Apo6s cada tempo de larvicultura, cinco e sete
dias, as larvas foram transferidas para os tanques
de assentamento utilizando peneira com malha de
100 pm (no quinto dia) e de 120 pm (no sétimo
dia). Estas foram quantificadas e colocadas para
assentamento em 12 cilindros de PVC (200 mm de
diametro e 200 mm altura, com &rea tutil para
assentamento de 314 cm?), com malha (90 um) no
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fundo, acomodados em quatro tanques de 100 L.
No assentamento foram utilizadas 7.850 larvas
cilindro! para densidade D25 e 15.700 larvas
cilindro! para densidade D50. Cada tanque
continha trés cilindros e funcionava com sistema
de “airlift” para a circulacdo da agua e do
alimento, em fluxo descendente (“downwelling”).
Nesse sistema, foi utilizada dgua do mar filtrada
(1 um), esterilizada com UV, salinidade de 35 e
temperatura de 25 °C. A alimentacdo durante o
assentamento foi didria, composta pelas
microalgas Isochrysis galbana e Chaetoceros muelleri
(1:1) a uma concentragdo de 7 x 10* células mL",
dividida em duas alimentacées ao dia.

No manejo do assentamento foi realizada a
troca total de 4gua a cada 48 h, retirando as pré-
sementes do tanque com o auxilio de peneiras, e
realizada a higienizacdo de todo sistema,
utilizando solucdo de hipoclorito de sédio (2%).
Apos 12 dias de assentamento, os animais, j4 em
fase juvenil, foram retirados dos cilindros e
contabilizados para avaliacdo da sobrevivéncia.

A determinagdo da sobrevivéncia das pré-
sementes foi realizada conforme descrito para o
experimento 1, com o auxilio de cdmera de
“Seddewick Rafter” e microscépio de luz.

Experimentos 3 e 4: Avaliacio da dieta de microalgas

As microalgas escolhidas para realizacdo
deste experimento sdo as mais utilizadas na
produgdo comercial de bivalves (NELL e
O'CONNOR, 1991; NELL et al., 1994).

No experimento 3 foi avaliada a dieta unialgal
na larvicultura de A. brasiliana, sendo cinco
espécies de microalgas testadas: I. galbana (Iso),
Rhodomonas salina (Rh), Chaetoceros calcitrans (Cc),
C. muelleri (Cm) e Nannochloropsis oculata (Na).
Além das microalgas, foi utilizado um grupo
controle, com larvas mantidas sem o fornecimento
de alimento (SA). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes (24 unidades experimentais).

No experimento 4, foram avaliadas oito dietas
bialgais, na propor¢do 1:1, compostas pelas
seguintes microalgas:

Tratamento Iso-Cc: I. galbana e C. calcitrans;

Tratamento Iso-Cm: I. galbana e C. muelleri;

Tratamento Rh-Cc: R. salina e C. calcitrans;
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Tratamento Rh-Cm: R. salina e C. muelleri;
Tratamento Na-Cc: N. oculata e C. calcitrans;
Tratamento Na-Cm: N. oculata e C. muelleri;
Tratamento Pav-Cc: Pavlova lutheri e C. calcitrans;
Tratamento Pav-Cm: P. lutheri e C. muelleri;

Tratamento controle (SA): sem alimento.

O experimento 4 foi realizado em
delineamento inteiramente, casualizado com trés
repeticdes (27 unidades experimentais).

Para ambos os experimentos, 2.000 larvas “D”
com 104,25 + 4,15 pm de comprimento médio de
concha (n = 30) foram colocadas em beckeres
(unidade experimental) de vidro (5 larvas mL7),
contendo 400 mL de 4gua do mar (salinidade de
35) filtrada (1 pm), esterilizada com UV. Os
beckeres foram colocados em “banho-maria”
(tanque de 50 L) para manter a temperatura (25 °C)
em todas as unidades. A troca total de dgua foi
realizada a cada 48 h, com o peneiramento das
larvas utilizando malha 35 pm (sem descarte de
larvas com baixo crescimento ou com ma
formacéo) e o alimento foi fornecido diariamente.
A quantidade de células de cada espécie de
microalga testada foi ajustada a cada troca de
agua de acordo com o crescimento (comprimento
de concha) dos animais, observado em amostras
de dez larvas de cada unidade experimental,
conforme metodologia de alimentacdo descrita
para Tapes philipinarum por HELM et al. (2004). A
alimentacdo no primeiro e segundo dias foi de
2,2 x 10* células mL7; no terceiro e quarto dias de
3,5 x 10* células mL; e do quinto ao sétimo dias,
de 5,5 células mlL-, sendo este ultimo valor
dividido em duas alimentag¢des ao dia.

O tempo de larvicultura foi fixado em sete
dias [periodo em que a larva ainda é planctonica
(MOUEZA et al., 1999)] para os experimentos 1, 3
e 4. Apos este periodo, todas as larvas de cada
repeticao foram retiradas, fixadas (formol 10%) e
armazenadas em tubos eppendorff (2 mL),
separados por repeticdo, para posterior avaliagdo.
Para avaliacdo, o contetdo liquido de cada
eppendorff foi homogeneizado, pipetado 1 mL,
em triplicata, e as larvas contadas em cadmara de
“Seddewick Rafter”, com microscépio de luz. No
encerramento do experimento, de cada tubo
foram quantificadas, aleatoriamente, 100 larvas,
sendo posteriormente contabilizado, desse total, o
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numero total de larvas consideradas “vivas” (com
os 6rgaos intactos) e “mortas” (com concha vazia
e/ou tecido em processo de necrose), seguindo
metodologia descrita por O'CONNOR et al.
(2011). Das larvas “vivas” foi medido (n = 30) o
comprimento (um) de concha (SL). As medicoes
foram realizadas em microscépio 6tico acoplado a
camera digital (Leica DS50) utilizando software de
medicao (Leica, Camera Software).

Microalgas

As microalgas foram cultivadas em sistema
semicontinuo com meio Guillard F/2 modificado
pelo LMM, utilizando agua filtrada (0,2 um) e
esterilizada (UV), aeragdo filtrada (0,2 um) com
CO; (aproximadamente 0,2%), temperatura de 22 °C,
salinidade 35 e um regime de luz de 24 h. As
microalgas foram colhidas na fase exponencial de
crescimento.

Para determinar a quantidade de células
necessdrias para cada dieta, foi utilizada a
corregdo por volume celular das microalgas
descrita por HELM et al.( 2004), que se baseia em:
Isochrysis sp. e P. lutheri com fator 1; N. oculata e
C. calcitrans, com fator de 2,25; C muelleri com
fator 0,75; e R. salina, com fator 0,1.

Antes de iniciar os experimentos, foi avaliada
a presenca/auséncia do Vibrio sp. nas algas,
utilizando Agar TCBS (“Thiosulfate-citrate-bile
salts-sucrose”) (O’CONNOR et al., 2011) e a
presenca de protozoarios.

Analise estatistica

Realizaram-se testes de homogeneidade
(Teste de Bartlett) de variancia entre as médias
dos tratamentos e distribuicdo normal dos erros
para as varidveis estudadas (sobrevivéncia e
comprimento da concha). Posteriormente, os
dados de sobrevivéncia (experimento 1, 3 e 4) e

comprimento de concha (experimentos 3 e 4)

N

foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) de um fator. Quando observadas
diferengas entre os tratamentos (havendo mais de
dois tratamentos), foi aplicado o teste de Tukey.
Os dados de sobrevivéncia (experimento 2) foram
submetidos & Andlise de Variancia fatorial (dois
fatores: tempo e densidade) e, posteriormente,
realizou-se o desdobramento da interagdo (tempo
vs. densidade). Todas as andlises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa SAS®
(SAS, 2003).

RESULTADOS
Andlise bacterioldgica

As andlises bacteriolégicas mostraram
auséncia do Vibrio sp. nas microalgas utilizadas
em todos os experimentos. Pela presenca de
protozoarios na microalga P. lutheri, esta ndo foi

utilizada no experimento 3.

Teste de homogeneidade de varidncia e normalidade

Nao observou heterogeneidade de

varidncia entre os tratamentos ou desvio da

se

normalidade dos erros nos dados analisados em

todos o0s experimentos; assim; ndo houve
necessidade de transformacdo dos dados
estudados.
Experimento 1

Ao final do experimento, ndo foram

observadas larvas retidas na malha de 120 um
para as densidades de 30 e 50 larvas mL-1. J4 para
os tratamentos de 10 e 15 larvas mL-1, observou-se
a presenca de larvas retidas na malha de 120 pm.
A sobrevivéncia apods sete dias de larvicultura
ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. A maior sobrevivéncia (77,78 £ 10,39%)
foi observada na densidade de 10 larvas mL1, e a
menor (37,78 = 14,99%), no tratamento 50
larvas mL (Tabela 1).

Tabela 1. Sobrevivéncia de larvas de Anomalocardia brasiliana em quatro densidades de cultivo.

Densidade inicial Densidade final Sobrevivéncia final
(larvas mL-1) (larvas mL-) (%)
10 7,78 77,78 £10,39
15 8,33 55.56 + 14,70
30 16,94 56,48 + 16,97
50 18,89 37,78 £18,36
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Experimento 2

Na andlise de varidncia fatorial da
sobrevivéncia, ndo houve diferenca estatistica entre
as densidades de cultivo, contudo, foi observada
diferenca significativa (p<0,05) entre o tempo e a
interacao (densidade vs. tempo) (Tabela 2). No
desdobramento da interacdo, observou-se que,
para cinco dias de larvicultura, a sobrevivéncia
das larvas cultivadas na D25 foi superior (75,16 +
16,57%) aquela observada na D50 (45,64 +4,25%).

No tempo de sete dias, a sobrevivéncia na D50 foi
superior (38,42 £ 5,92%) aquela observada na D25
(19,39 £ 4,25%). Analisando o tempo em cada
densidade, verificou-se que no tratamento D25, a
sobrevivéncia das larvas foi superior (75,16 *
16,57%) com cinco dias em relacédo a sete dias de
larvicultura (19,39 £ 4,25%). Contudo, nao houve
diferenca na sobrevivéncia larval entre 5d (45,64 +
4,25%) e 7d (3842 * 5,92%) quando a densidade
de cultivo foi de 50 larvas mL (D50).

Tabela 2. Resumo da analise de varidncia da sobrevivéncia média de Anomalocardia brasiliana entre os
tratamentos. D25 = Densidade de 25 larvas cm-2; D50 = Densidade de 50 larvas cm-2.

Fonte de variacio Graus de liberdade F P valor
Tempo 1 34,43 0,0004*
Densidade 1 0,95 0,3579
Tempo*Densidade 1 20,46 0,0019*
Erro 8 - -

Desdobramento da interagido entre tempo e densidade

Tempo e densidade Diferenca entre médias P valor
D25 5 dias 7 dias 55,76 <0,001*
D50 5 dias 7 dias 7,21 0,3694
5 dias D25 D50 29,50 0,0046*
7 dias D25 D50 19,04 0,0365*

* indica diferenca significativa

Experimentos 3 e 4

Apbs sete dias de larvicultura, ndo foi
observada diferenca significativa na sobrevivéncia
das larvas entre os tratamentos com dieta unialgal
(Figura 2A). A maior sobrevivéncia foi verificada
para a dieta Na (46,42 + 10,87%), e as menores
ocorreram para as dietas Rh e Cm (22,47 + 6,63% e
23,54 + 15,81%, respectivamente). No experimento
com dieta bialgal foram observadas diferencas
significativas (Figura 2B) na sobrevivéncia de
larvas entre a dieta Pav-Cm (72,67 + 18,58%) e as
dietas Na-Cc e Rh-Cc (12,00 = 1,73% e 13,00
7,00%, respectivamente). A sobrevivéncia das
larvas no tratamento sem alimento (Sa) no
experimento com dietas unialgais foi de 38,00 +
13,00% e para o experimento 4 (dietas bialgais),
23,00 £11,00%.

Quando avaliado o comprimento de concha
apos sete dias de larvicultura no experimento com
dietas unialgal, verificou-se diferenca significativa
(p<0,05) dos animais alimentados com a dieta Cc
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em relacdo as demais (com a excecdo da Iso),
com comprimento médio de 160,15 + 18,03 pm
(Figura 3A). Ndo foi observada diferenca no
crescimento das larvas entre as dietas Iso e Na
(142,63 + 810 pm e 13402 + 10,61 pm,
respectivamente) e Iso e Cc, contudo, estas dietas
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) no
crescimento larval em relacdo as demais dietas
testadas. O menor comprimento de concha foi
observado em larvas alimentadas com Cm, sendo
inferior ao das larvas mantidas sem alimento. Para
as dietas bialgais, os melhores resultados de
comprimento de concha foram observados para as
larvas alimentadas com as dietas de Na-Cm, Pav-
Cm e Pav-Cc (168,72 + 6,22 pm, 164,65 + 2,30 um
e 165,67 + 2,09 pm, respectivamente) que
destacaram-se (p<0,05) em relacdo as demais
dietas (Figura 3B). As larvas que apresentaram
menor comprimento de concha foram aquelas
alimentadas com Rh-Cm e Rh-Cc e as que nao
receberam alimento, sendo estas diferentes
significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos.
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Figura 2. Média e desvio-padrdo da sobrevivéncia das larvas do berbigdo Amnomalocardia brasiliana
alimentadas com dietas unialgais (A) e com mistura de duas algas (B) apds 7 dias de larvicultura. Cc:
Chaetoceros calcitrans; Iso: Isochrysis galbana; Cm: Chaetoceros muelleri; Na: Nannochloropsis oculata; Rh:
Rhodomonas salina; Pav: Pavlova lutheri; e Sa: sem alimento. Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca estatistica na sobrevivéncia entre as dietas avaliadas para cada experimento (p<0,05).
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Figura 3. Média e desvio-padrdo do comprimento de concha das larvas do berbigao Anomalocardia brasiliana
alimentadas com dietas unialgais (A) e com mistura de duas algas (B) ap6s sete dias de larvicultura. Cc:
Chaetoceros calcitrans; Iso: Isochrysis galbana; Cm: Chaetoceros muelleri; Na: Nannochloropsis oculata; Rh:
Rhodomonas salina; Pav: Pavlova lutheri; e Sa: sem alimento. Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca estatistica no comprimento de concha entre as dietas avaliadas para cada experimento (p<0,05).

DISCUSSAO

Apesar de ndo haver diferenca significativa, a
reducdo na sobrevivéncia das larvas, conforme o
aumento da densidade de cultivo (experimento 1),
pode estar relacionada com a colisdo entre as
mesmas, a producdo de metabolitos secundarios e,
principalmente, com a menor disponibilidade de
alimento.

LOOSANOFF e DAVIS (1963) observaram
que, em alta densidade, ha efeito deletério no
crescimento e na sobrevivéncia causado pelas
frequentes colisdes entre as larvas, resultando em

consumo descontinuo de alimento, pois, diante do
choque, as larvas fecham as valvas e ndo se
alimentam.

URIARTE et al., (2001) observaram, em altas
densidades de cultivo larval de Argopecten
purpuratos, o aumento do nivel de metabélitos
(como a amonia), a competi¢do por alimento entre
as larvas e a susceptibilidade as doencas. Para as
espécies de moluscos de areia Meretrix meretrix
(LIU et al., 2006) e Ruditapes philippinarum (YAN
et al., 2006), densidades proximas de 10 larvas mL-

apresentaram melhores resultados de
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sobrevivéncia e de crescimento em sistemas
estédticos de cultivo. Desta forma, observa-se que o
alimento é um fator limitante no crescimento de
larvas em altas densidades de cultivo.

No experimento 2, que avaliou o tempo de
larvicultura e a densidade de cultivo no
assentamento, a densidade de 25 larvas cm?2e com
larvas cultivadas por cinco dias, apresentaram
resultados de
provavelmente pela maior disponibilidade de area

melhores sobrevivéncia,
para o desenvolvimento. A densidade no
assentamento estd relacionada, entre outros
fatores, com o sistema de cultivo utilizado. No
assentamento de moluscos de areia sdo sugeridas
densidades de 100 a 150 larvas cm? (HELM et al.,
2004; JONES et al., 1993) para larvas de Tapes
philippinarum. Segundo LIU et al. (2011), as
densidades de 20 a 320 larvas cm? ndo afetaram a
taxa de metamorfose de larvas de Clinocardium
nutallii. Contudo, estes autores sugerem que a
taxa de ocupacdo da superficie da malha nio seja
maior que 100% da é4rea em sistema descendente
ou “downwelling”. Esta taxa de ocupacdo nos
sistemas de fluxo descendente é importante para
evitar o aparecimento de zonas mortas de fluxo de
dgua, o que pode afetar o crescimento das pré-
sementes ou causar mortalidades (Lagreze F.,
observagao pessoal). Outro aspecto importante é a
caracteristica das larvas que se fixam umas as
outras na fase de assentamento (MOUEZA et al.,
1999), o que em altas densidades de cultivo pode
levar a maior mortalidade das mesmas por
sufocamento.

Na avaliagdo do tempo de larvicultura para
assentamento, observou-se, no presente estudo,
maior sobrevivéncia apds 12 dias de assentamento
em densidade de 25 larvas cm? para larvas
transferidas com cinco dias de vida. Apesar do
processo de metamorfose de A. brasiliana iniciar
no sétimo dia de larvicultura (MOUEZA et al.,
1999), é possivel antecipar a transferéncia das
larvas para assentamento antes do inicio do
processo de metamorfose. As larvas pédiveliger
de A. brasiliana ndo necessitam de substrato para
metamorfose (MOUEZA et al, 1999), nao
passando por atraso no desenvolvimento
decorrente da busca de um substrato para se fixar.
Esse atraso na metamorfose causa mortalidades
em outras espécies de bivalves, como Mytilus
edulis (BAYNE, 1965, 1976), Scrobicularia plana e
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Donax vittatus (FRENKIEL e MOUEZA, 1979) e
Codakia orbicularis (GROS et al., 1997). Neste
sentido, a antecipagdo da transferéncia das larvas
para o assentamento, além de gerar melhores
resultados de sobrevivéncia de pré-sementes,
facilita o processo de manejo de limpeza diério
das larvas e das unidades de cultivo.

A maior mortalidade das larvas observadas
para aquelas transferidas com sete dias de vida
pode estar relacionada com a mudanga de habito
das mesmas (passam de planctdnicas para
bentdnicas). Nesta fase, as larvas passam a ocupar
o fundo do tanque onde, em geral, estdo
depositados residuos biolégicos (células de algas e
larvas mortas, excretos, entre outros), 0 que pode
provocar fragilidade ou mortalidade das larvas.

Outro aspecto que afeta a sobrevivéncia das
larvas é a dieta utilizada na larvicultura. Dietas
diversificadas de microalgas apresentam maior
capacidade de suprir as necessidades nutricionais
das larvas, quando comparadas a utilizacdo de
uma Unica espécie de microalga (HELM e LAING,
1987; THOMPSON et al., 1993). Isso corrobora os
resultados obtidos no presente estudo, no qual,
apesar de haver crescimento das larvas, ndo foi
observada diferenca na sobrevivéncia entre as
larvas mantidas sem alimento e com tratamentos
unialgais. Muitas das reservas armazenadas na
gametogénese de moluscos sdo utilizadas durante
a embriogénese (GALLAGER e MANN, 1986;
WHYTE et al, 1990). Apés a embriogénese,
durante a fase larval até o assentamento, aumenta
a demanda por fontes exdgenas de nutrientes
(PERNET et al., 2003). Na auséncia de alimento,
segundo YAN et al. (2009), as larvas se comportam
como um sistema metabdlico fechado, que é
predominantemente alimentado pelas reservas
energéticas enddgenas.

Na dieta unialgal, o crescimento observado no
sétimo dia ndo atingiu o comprimento de concha
correspondente para o inicio da metamorfose
(170 pm), o que confirma a falta de nutrientes
necessarios para maximizar o crescimento até esta
etapa. Ja com as dietas bialgais, foi possivel que as
larvas atingissem o tamanho de inicio de
metamorfose.

Na alimentacdo de moluscos, a ingestdo das
células estd relacionada diretamente com o
tamanho da larva (LORA-VILCHIS e MAEDA-
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MARTINEZ, 1997). Por exemplo, larvas véliger
menores de 150 pm podem se alimentar com algas
de até 16 pm e larvas véliger maiores (com mais
de 200 pm), com microalgas de até 30 pm
(SOMMER et al,, 2000, BALDWIN e NEWELL,
1995). No presente estudo, as larvas alimentadas
com a dieta unialgal R. salina apresentaram baixo
crescimento, provavelmente, pelo tamanho ou
digestibilidade dessa microalga em relacdo as
outras algas avaliadas. LORA-VILCHIS e
MAEDA-MARTINEZ (1997) observaram que
larvas de Argopecten ventricosus-circularis, com
altura aproximada de 95 um, ndo conseguem
ingerir as algas que possuem espiculas como
C. calcitrans e C. muelleri e, por sua vez, até o
sétimo dia de vida, as larvas ndo conseguiram
ingerir Tetraselmis suecica (8-9 um) ou Thalassiosira
pseudonana (10-11 pm).

Além do tamanho da célula, deve ser
considerada a digestibilidade da microalga, a qual
estd relacionada com a estrutura da parede celular
e a morfologia da alga. Em geral, as espécies
flageladas sdo de fécil digestdo, como é o caso de
P lutheri e 1. galbana (LE PENNEC e RANGEL-
DAVALOS, 1985; LORA-VILCHIS e MAEDA-
MARTINEZ, 1997). O género Nannochloropsis é
citado como microalgas de baixa digestdo, ainda
que ingerida facilmente, possivelmente pela
presenca da parede celular de glicoproteina
(LORA-VILCHIS e MAEDA-MARTINEZ, 1997;
MARTINEZ-FERNANDEZ et al., 2004). Contudo,
RONQUILLO et al. (2012) observaram que juvenis
da ostra Ostrea edulis apresentaram maior
crescimento quando alimentados com uma
mistura de P. lutheri e N. oculata. Da mesma forma,
O’'CONNOR et al. (2011) observaram que as
melhores taxas de crescimento e metamorfose de
larvas da ostra Ostrea angasi foram obtidas
utilizando dietas contendo N. oculata. Os resultados
obtidos no presente estudo corroboram com esses
autores, e as microalgas N. oculata, P. lutheri,
C. calcitrans e C. muelleri, fornecidas como dietas
bialgais , proporcionaram bom crescimento das
larvas. Apesar das espécies do género Isochrysis,
Pavlova e Chaetoceros serem as mais utilizadas na
larvicultura de bivalves (SOUTHGATE, 2008), a
espécie N. oculata apresentou bons resultados de
sobrevivéncia de larvas de A. brasiliana.

Utilizando dietas bialgais compostas por
microalgas de diferentes tamanhos (menores e

maiores), como é o caso de N. oculata com C.
muelleri e de P. lutheri com C. calcitrans, as larvas
podem se alimentar das células menores nos
primeiros dias de vida e, conforme seu
crescimento, passar a ingerir células maiores. A
maior disponibilidade e diversidade de espécies
de microalgas que as larvas possam ingerir
contribuird para suprir suas necessidades
nutricionais.

CONCLUSOES

Os resultados indicam que a larvicultura de
A. brasiliana, em sistema estatico com trocas de
dgua diarias e peneiramentos a cada 48 h, seja
realizada com densidades iniciais entre 10 e 30
larvas mL1. Apés o quinto dia, as larvas podem
ser transferidas para o assentamento e cultivadas
em densidade de 25 larvas cm=2.

Recomenda-se utilizar na larvicultura de
A. brasiliana as dietas mistas N. oculata com C.
muelleri, P. lutheri com C. calcitrans e P. lutheri
com C. muelleri, fornecidas na concentracdo de
2,2 x 10* células mL" (primeiro e segundo dias) e
3,5 x 104 células mL" (terceiro e quarto dias).
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