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RESUMO

O marisco branco, Amarilladesma mactroides, € um bivalve de areia naturalmente
encontrado na zona infralitoral das praias do Rio de Janeiro, Brasil, até o norte da
Argentina. Esta espécie vem sofrendo fortes pressdes ambientais e antropogénicas nos
altimos anos, o que fez com que varias populagdes colapsassem. Embora estudos
recomendem a producdo de juvenis em cativeiro, a tecnologia de producéo em laboratério
ndo esta disponivel, o que impede a analise da viabilidade do repovoamento de ambientes
naturais ou mesmo sua aquicultura. Esta dissertagédo, portanto, teve como objetivo estimar
o0 periodo reprodutivo de fémeas de A. mactroides no extremo sul do Brasil por meio da
analise do desenvolvimento ovariano com ferramentas histoldgicas em conjunto com a
determinacéo das variagfes da composicdo bioquimica. De outubro de 2021 a setembro
de 2022, coletas mensais de, pelo menos, 100 mariscos foram realizados na praia do
Cassino, Rio Grande, RS, sul do Brasil. Foram medidos o comprimento, altura, largura,
peso umido total (valvas e corpo mole), peso Umido das valvas e do corpo mole; e 0 peso
seco do corpo mole e das valvas, e realizadas analises de proteina bruta, lipidios totais,
glicogénio e lactato. Adicionalmente, foram realizadas analise histoldgica das gbnadas,
incluindo didmetro dos ovacitos, e de imunologia. Os resultados indicam que, no extremo
sul do Brasil, 0 marisco branco apresenta dois periodos reprodutivos, um mais intenso na
primavera (outubro e novembro) e outro menos no outono-inverno (de maio-junho a
setembro). A definicdo do periodo reprodutivo do marisco branco foi possivel gracas a
andlise histolégica dos ovarios, em especial a medicao do didmetro dos ovacitos. O indice
de condicéo e as concentracdes de lipidios totais e glicogénio dos tecidos moles também
se mostraram ferramentas Uteis na caracterizacdo da reproducédo desta importante espécie

de bivalve.

Palavras-chaves: Bivalve, reproducdo, composicao bioquimica, histologia, imunologia.



ABSTRACT

The yellow clam, Amarilladesma mactroides, is a sand bivalve naturally found in the
infralittoral zone of beaches from Rio de Janeiro, Brazil, to the north of Argentina. This
species has experienced strong environmental and anthropogenic pressures in recent
years, which has caused several populations to collapse. Although previous studies
recommend the production of juveniles in captivity, hatchery technology is not yet
available, which prevents the analysis of the viability of the repopulation of natural
environments or even its aquaculture. This study, therefore, estimated the reproductive
period of A. macroides females in southern Brazil through the histological analysis of
ovarian development in conjunction with the determination of variations in biochemical
composition. From October 2021 to September 2022, monthly samples of at least 100
clams were carried out at Cassino Beach, Rio Grande, RS, extreme southern Brazil. The
length, height, width, total wet weight (valves and soft body), and dry weight of the soft
body and valves were measured, and analyzes of gross protein, total lipids, glycogen and
lactate. Additionally, histological analysis of the gonads was performed, including oocyte
diameter, and immunology. Our results indicate that in southern Brazil, the white clam
has two reproductive periods, one more intense in spring (October and November) and
one less in the fall-winter (from May-June to September). The definition of the
reproductive cycle of the white clam was possible thanks to the histological analysis of
the ovaries, especially the measurement of oocytes diameter. The condition index and the
concentrations of total lipids and glycogen were also useful tools in characterizing the
reproductive cycle of this important species of bivalve.

Keywords: Bivalve, reproduction, biochemical composition, histology, immunology.



1. INTRODUCAO

Os moluscos bivalves exercem importantes fungdes na cadeia trofica, na estrutura
e nos processos ecoldgicos, estando relacionados a varios servigos ecossistémicos (Joyce
et al. 2021; Silva et al. 2021). Eles representam também um importante recurso
econbmico por apresentar espécies de alto valor comercial, como ostras, mexilhdes,
vieiras e mariscos (Venugopal & Gopakumar 2017; Wahidullah et al. 2021). Em vista
disso, nas ultimas décadas, o setor aquicola estd tendo um crescimento importante e
contribuindo significativamente para a seguranca alimentar (FAO 2022a). Em 2020, a
producéo da aquicultura mundial alcangou 122,6 milhdes de toneladas de pescado (FAO
2022a). Deste montante, a producdo de moluscos foi estimada em 17,7 milhGes de

toneladas, representando um valor total de US$ 29,8 bilhdes de dolares.

A demanda por bivalves no mercado internacional aumenta gradativamente
devido ao crescimento populacional (Irisarri et al. 2015; Biandolino et al. 2020), mas
também gracas aos beneficios a salde humana resultante de sua composi¢do rica em
proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e lipidios, em especial os acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa da série n-3 (n-3 LC-PUFAS) como o0 eicosapentaenoico
(EPA, 20:5n-3) e docosaexaenoico (DHA, 22:6n-3) (Anacleto et al. 2014). Alguns
autores (Venugopal & Gopakumar 2017; Khan & Liu 2019) chegam a considerar os
bivalves como alimentos nutracéuticos, ja que seu consumo € recomendado na prevencgao

e tratamento de diversas doencas.

As concentragdes de nutrientes nos tecidos dos bivalves experimentam variagdes
de acordo com as mudancas ambientais e em relacdo a idade, sexo, ciclo reprodutivo,
disponibilidade e qualidade de alimento, caracteristicas fisico-quimicas do meio aquatico,
habitat e sazonalidade, ou seja, a composi¢do depende dos fatores ambientais e bioldgicos
inerentes no momento da captura (Fonseca et al. 2011, 2013; Colombo et al. 2016;
Venugopal & Gopakumar 2017; Abarca et al. 2018; Miller & Tian 2018). O
conhecimento sobre a composicdo dos bivalves é importante ao refletir seu status
fisiologico, nutricional e o periodo de reproducéo (Bartlett et al. 2018; Arranz et al. 2021,
Wahidullah et al. 2021), uma vez que cada nutriente desempenha uma funcéo vital no

desenvolvimento dos bivalves.



O “marisco branco”, Amarilladesma mactroides, ¢ um bivalve naturalmente
encontrado na zona infralitoral das praias arenosas do Rio de Janeiro, Brasil, até o norte
da Argentina, onde comumente é a espécie com maior biomassa (Coscaron 1959;
Herrmann et al. 2011). Sua exploracdo como recurso alimentar ocorre ha, pelo menos,
4.000 anos pelos povos que viveram nos litorais do Rio Grande do Sul (Rosa 2006) e da
Argentina (Frontini & Bayon 2017). Mais recentemente, 0 marisco branco também vem
sendo utilizado como isca para a pesca esportiva (Carvalho et al. 2015). Infelizmente, a
captura excessiva ao longo dos anos fez com que varias populacdes entrassem em colapso
(Coscaron, 1959; Defeo, 1989; Herrmann et al., 2011). Além da sobrepesca, esta espécie
é suscetivel a poluicéo e a outros efeitos antropicos (Fontana et al. 2003; Bom & Colling
2020, 2022; Truchet et al. 2021), o que afeta a disponibilidade de recrutas e juvenis
(Laitano et al. 2019). Como consequéncia da menor abundéncia, Cledén & Nufiez (2010)
e Santos et al. (2020) sugerem que juvenis dessa espécie sejam produzidos em laboratorio,
0 que permitiria se estudar o restabelecimento do estoque populacional nos ambientes
naturais. Outras possibilidades seriam a producdo do marisco branco em consércio em
viveiros de camardo ou peixes, a producdo extensiva nas zonas entre marés de praias
arenosas de modo similar ao realizado na Asia com o molusco de areia Ruditapes
philippinarum, cuja producéo ultrapassou 4 milhdes de toneladas em 2020 (FAO, 2022b),

ou ainda a utilizagdo no tratamento de efluentes de fazendas de aquicultura.

Até o momento, porém, estudos sobre a reproducdo do marisco branco em
laboratorio s&o escassos, 0 que limita a producdo de juvenis (Santos et al. 2020; Gauthier
et al. 2022, 2023). No ambiente natural, o desenvolvimento gonadal € controlado
principalmente pela temperatura (Coscarén 1959). Em estudos realizados com A.
mactroides na costa argentina, limite sul de distribuicdo da espécie, Coscarén (1959)
relata a ocorréncia de desovas do fim de novembro até meados de margo, enquanto
Capezzani et al. (1971) concluiram pela existéncia de dois periodos reprodutivos bem
definidos, um principal na primavera e outro menos intenso no verao. Por outro lado,
Hermann et al. (2009) também relataram dois eventos reprodutivos anuais, mas o
primeiro ocorreria no inverno e o segundo, na primavera. Considerando essa variagéo,
mas principalmente as diferentes condices ambientais entre as costas argentina e
brasileira,  especialmente em termos de  temperatura, salinidade e
disponibilidade/qualidade de alimentos, Gauthier et al. (2023) sugerem a realizagdo de
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estudos avaliando o ciclo reprodutivo de populagdes naturais de A. mactroides na costa
do Brasil. A compreensdo do ciclo reprodutivo de fémeas A. mactroides por meio da
analise do desenvolvimento ovarico com ferramentas histologicas em conjunto com a
determinacdo das variacdes da composicdo bioquimica ao longo de um ano permitiria
melhorar o entendimento sobre o periodo reprodutivo e, desta forma, auxiliar tanto na
determinacdo dos periodos de maturacdo e desova, ferramenta decisiva para o
estabelecimento da gestdo e uso sustentavel dos recursos marinhos (Denadai et al. 2015),
como também fornecer importantes subsidios para as iniciativas de repovoamento em

cativeiro desta importante espécie de bivalve.

2. REVISAO DA LITERATURA

Amarilladesma mactroides (Reeve, 1854), anteriormente Mesodesma mactroides,
¢ um habitante endémico infaunal de praias arenosas com inclinacdo suave e expostas as
ondas (Fiori & Cazzaniga, 1999; Fiori et al. 2004; Thompson & Sanchez De Bock 2009,
Cledon & Nufiez 2010). Se caracteriza por apresentar uma valva alongada, oval,
ligeiramente inflada, fragil, magra; margem anterior aguda, margem posterior
subtruncada; umbo baixo, colocado proximo a extremidade posterior, que anterior;
superficie externa com linhas concéntricas delicadas cobertas por um peridstraco peltcido
a amarelo baixo; internamente branco, com cicatriz muscular anterior lenticular, posterior
oval (Signorelli 2019). As duas valvas sdo unidas por um condréforo, onde o
ligamento da proteina esta localizado, e por uma dobradica dorsal (Fiori et al. 2019).

De acordo com o World Register of Marine Species (WORMS, 2019) e Signorelli
(2019), a situacdo taxondmica atual do marisco branco é:

= Reino Animalia

= Filo Mollusca

= Classe Bivalvia

= Ordem Venerida

= Superfamilia Mactroidea

= Familia Mesodesmatidae (Gray, 1840)

= Género Amarilladesma (Huber, 2010)



= Espécie Amarilladesma mactroides (Reeve, 1854c)

A. mactroides é sinonimia de Donacilla solenoides d’Orbigny, 1845 (non King,
1832, as Erycina); Mesodesma arechavalettoi Pilsbry, 1897. Popularmente, a espécie ¢é
conhecida como “almeja amarilla” no Uruguai e Argentina (Herrmann et al. 2011) e como
“marisco branco” no sul do Brasil.

O marisco branco se distribui ao longo do sudoeste do Oceano Atlantico do Rio
de Janeiro, Brasil, até a baia de San Blas, Argentina (24-41°S). Nestas praias é
comumente a espécie com maior biomassa (Coscardn 1959; Herrmann et al. 2011; Fiori
2019; Signorelli 2019) e apresenta uma distribuicdo vertical (Bergonci et al. 2008).
Cleddén & Nufiez (2010) informam que sua distribuicdo e abundancia estdo vinculados
principalmente por fatores abidticos, como temperatura e tamanho dos grdos do
sedimento. A espécie se caracteriza pela alimentagdo em suspensdo, também designada
como alimentagdo por filtragdo. Obtém seu alimento principalmente como particulas
organicas e inorganicas suspensas na coluna da agua, principalmente fitoplancton, mas
podem também consumir microzooplancton e matéria particulada em suspensdo (Defeo
& Scarabino 1990; Bergonci & Thomé 2008; Silva et al. 2021); e alimentacédo
sedimentadora ou em deposito, quando se alimenta de material organico particulado que
se deposita no sedimento. Este é gerado pela produtividade primaria bentdnica e pela
sedimentacdo de particulas organicas da coluna de agua, que podem corresponder a
fitoplancton, biodepositos (fezes e/ou pseudofezes) e/ou detritos presentes no sedimento
(Navarro et al. 2008). E considerada uma espécie osmoconformadora, eurialina moderada
ao tolerar faixas de salinidade de 15 até 35 (Carvalho et al. 2015). No ambiente natural,
apresentam longevidade de cerca de 6 anos.

Apesar dos aspectos da biologia e dindmica populacional de A. mactroides, como
recrutamento, crescimento, producdo e mortalidade, terem sido relativamente bem
pesquisados (Defeo et al. 1986; Defeo 1989; Fiori & Cazzaniga 1999; Fiori & Morséan
2004; Fiori & Defeo 2006; Bergonci & Thomé 2008), estudos que tratem da reproducdo
desta espécie sdo limitados as populacGes da costa argentina. A. mactroides € uma espécie
didica e sem dimorfismo sexual aparente (Vazquez et al. 2016). Sua fecundacao é externa,
formando larvas planctonicas, as quais, ao final do desenvolvimento, passam ao ambiente

bentbnico, geralmente fundos arenosos onde podem se enterrar (Herrmann et al. 2009).
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O desenvolvimento gonadal é controlado principalmente pela temperatura (Coscardn
1959). Na costa da Argentina, as desovas ocorrem desde o fim de novembro até meados
de marco (Coscaron 1959). Capezzani et al. (1971) concluiram que a espécie tem dois
periodos reprodutivos bem definidos, um principal na primavera e outro menos intenso
no verdo, enquanto Herrmann et al. (2009) relataram a existéncia de dois eventos
reprodutivos anuais, com o0 primeiro no inverno e o segundo, na primavera. Mais
recentemente, um estudo realizado no litoral de Santa Catarina, Brasil, sugere que o
inverno seria a melhor época para a coleta de reprodutores no ambiente e sua posterior
inducdo a desova em laboratoério (Bernardes 2021).

Nas Ultimas décadas, eventos de mortandade em larga escala afetaram varios
estoques naturais, levando algumas populacdes ao colapso (Coscaron 1959; Defeo &
Scarabino 1990; Herrmann et al. 2009; Thompson & Sanchez De Bock 2009; Herrmann
et al. 2011). Embora as causas desse fendmeno ndo sejam totalmente compreendidas
(Santos et al. 2020a, 2020b), muito provavelmente sejam consequéncia da captura
excessiva, mudangas climéticas, polui¢do ou outros efeitos antropicos (Fontana et al.
2003; Bom & Colling 2020, 2022), sendo, portanto, reconhecida como uma espécie
vulneravel segundo os critérios da International Union for the Conservation of Nature -
IUCN (Risoli et al. 2019). Atualmente, o marisco branco também consta no Livro
Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extin¢do do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio 2018).

Para que a reproducdo possa ocorrer, 0s organismos demandam energia, a qual é
obtida via alimentacdo, sendo metabolizada para a obtencdo de energia quimica, e
eventualmente armazenada na forma de componentes quimicos como lipidios, proteinas
e carboidratos; como gradientes i6nicos; ou liberacdo da mesma nos processos de trabalho
(durante a decomposicao do acumulo de biomassa) para produzir e manter suas estruturas
corporais. Servem também para realizar suas fungdes fisiologicas, como a propria
alimentacdo (filtracdo), ingestdo, digestdo, absorcdo e excrecdo, a fim de alcancar a
estabilidade interna ou homeostasia (Albert 2002; Sokolova 2021) (Figura 1).

Cada uma das funcdes fisioldgicas € realizada por um 6rgéo especifico ou por um
conjunto de drgdos. Quando o bivalve aciona o seu sifdo inalante (branquial) para a
captura do séston, ocorre uma primeira selecdo dos itens capturados pelas branquias
(Eulamelibranquios) e, posteriormente, pelos palpos labiais, que nada mais sdo do que
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expansOes ciliadas da boca. Os palpos, portanto, realizam a selecdo final dos itens
alimentares e, aqueles considerados como nutricionalmente “Uteis”, serdo metabolizados
pela glandula digestiva. Estes alimentos (proteinas, lipidios e carboidratos) sdo
transportados pela hemolinfa e reservados ou mobilizados nos diferentes drgaos (Mathieu
& Lubet 1993). As branquias armazenam proteinas e lipidios, este ultimo na forma de
triglicerideos; a glandula digestiva e os tecidos do ovario armazenam lipidios como
triglicerideos (Barber 1984); o manto, o pé, o musculo abdutor, a glandula digestiva e o
tecido gonadal armazenam carboidratos na forma de glicogénio (Bayne 1976; Barber
1984; Darriba et al. 2005; Saucedo & Southgate 2008). Nos tecidos dos bivalves, as
concentragOes de nutrientes experimentam variagdes de acordo com as mudangas
ambientais e em relacdo a idade, sexo, ciclo reprodutivo, disponibilidade e qualidade de
alimento, caracteristicas fisico-quimicas do meio aquatico, habitat e sazonalidade, ou
seja, a composicao depende dos fatores ambientais e bioldgicos inerentes no momento da
captura (Zandee et al. 1980; Fonseca et al. 2011, 2013; Colombo et al. 2016; Venugopal
& Gopakumar 2017; Abarca et al. 2018; Miller & Tian 2018). O conhecimento sobre a
composicdo dos bivalves é importante ao refletir seu status fisiolégico, nutricional e
periodo de reproducédo (Zandee et al. 1980; Arranz et al. 2021; Wahidullah et al. 2021),
uma vez que cada nutriente desempenha uma funcédo vital no desenvolvimento dos
bivalves. Os carboidratos, por exemplo, sdo importante fonte de energia devido a
solubilidade em &gua, o que os torna disponivel para uso imediato. O glicogénio é a
principal fonte energética durante a vitelogénese e a espermatogénese de bivalves (Mann
1979 a, b; Mathieu & Lubet 1993; Bacca et al. 2005; Matus de la Parra et al. 2005;
Anacleto et al., 2014). As proteinas sdo principalmente usadas em fungdes estruturais,
como na formacdo dos ovdcitos, na catalise de reacGes metabolicas, e representam uma
reserva de energia em adultos bivalves, especialmente durante a gametogénese e em
situacdes de niveis baixos de glicogénio ou em equilibrio energético severo (Benomar et
al. 2010; Anacleto et al. 2014; Ghribi et al. 2018). Além disso, suas unidades funcionais,
0s aminoacidos, sdo importantes nos processos de osmorregulacdo (Zurburg & De Zwaan
1981; De Zwaan 1983; Pourmozaffar et al. 2020), podendo ser usados como indicadores
de estresse hiperosmotico e metabolismo anaerdbico (Zurburg & De Zwaan 1981,
Pourmozaffar et al. 2020). Durante o metabolismo anaerébico por exemplo €
caracteristico a acumulacdo do lactato (Zande et al. 1980), considerado como um
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biomarcador de estresse oxidativo o qual sustenta o processo continuo da glicélises sob
condic¢es anaerdbias, sendo uma via de obtencdo de energia (Zurburg & De Zwaan 1981,
Schiedek & Zebe 1987).

Por sua vez, os lipidios, devido a alta densidade cal6rica, representam a maior
proporc¢do das reservas de energia em bivalves. A obtencdo dos lipideos pode ser obtida
por dois processos. O primeiro processo pode ser pér o metabolismo diretamente do
alimento ingerido ou por a transformacdo do glicogénio em lipidios. Os dois processos
realizados pela glandula digestiva e ser encaminhada no requerimento do
desenvolvimento gamético ao ser vitais na formacdo dos gametas (Ghribi et al. 2018) e
no desenvolvimento de ovacitos e larvas (Matias et al., 2009, 2011, 2013), e cumprir
funcdes estruturais e funcionais nos organismos (Anacleto et al. 2014; Pefiuela-Jiménez
2021).

A reproducdo é um aspecto da historia de vida de qualquer espécie de molusco.
Portanto, ter um entendimento sobre o processo reprodutivo € central para a gestdo da
pesca comercial (Barber & Blake 2006). Por fim, é importante o conhecimento do ciclo
reprodutivo dos bivalves, que depende de fatores exdgenos, como temperatura da agua,
salinidade e disponibilidade de alimento, mas também de fatores enddgenos, e sistema
hormonal que estdo interrelacionados estrutural e funcionalmente (Zandee et al. 1980;
Nagabhushanam & Mane 1988; Barber & Blake 1981; Barber & Blake 2006; Bi et al.,
2016). Alguns estudos sugerem que os fatores exdgenos, como a salinidade e a
disponibilidade de alimento, ndo estdo necessariamente relacionados com o inicio e
desenvolvimento do ciclo gametogénico, o que ndo ocorre com a temperatura (Barber &
Black 2006; Anibal et al. 2011). A elevacdo da temperatura teria uma sincronizagédo com
reguladores hormonais, como peptideos semelhantes a insulina (ILPs) (Pijsetsicay et al.
1978; Zhang & He 2020), a qual seria o centro regulador do glicogénio, lipidios e
metabolismo de proteina, em associacdo com ganglios cerebrais que secretam
neuropeptideos (APGW amide e FMRF amide) (Bayne, 1976; Zhang & He 2020). Além
disso, a temperatura afeta diretamente as concentracfes de oxigénio dissolvido e o pH
(Weber et al., 2010).

A reproducdo ndo pode se levar a cabo sem que 0s moluscos gozem de um bom
estado imunoldgico. A reproducdo e o sistema imune estdo associados como indicadores

de satide no ambiente natural dos moluscos (Schwenke et al., 2016; Coates & Soderhéll,
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2021). O sistema imune € formado por células de defesa que se distribuem na hemolinfa,
o fluido pelo qual circulam os hemacitos e as proteinas plasmaticas, e onde ocorrem
reacdes integradas em sistemas multiméricos que englobam componentes celulares e
humorais (Carballal, 1997; Vargas-Albores & Barraco, 2001). Os hemocitos,
classificados como hialinos ou granulares (Soares-da-Silva et al., 2002; Gianazza et al.,
2021), cumprem varias funcdes e processos fisioldgicos, incluindo o armazenamento e o
transporte de nutrientes, e a reparacdo de tecidos (Beninger et al., 2003; Donaghy et al.,
2009). Todos estes processos podem ser incrementados durante a maturagdo gonadal
gracas ao transporte de nutrientes e, depois da ocorréncia de desovas, via reabsorc¢éo da
gbnada (Brokordt et al., 2019). Eles sdo também as Unicas células circulantes importantes
na imunidade inata, apresentando mecanismos de defesa que incluem: (1) quimiotaxia,
(2) reconhecimento de particulas ndo proprias por solGveis e receptores ligados a
membrana, (3) ativacdo de cascatas de sinalizacdo, (4) opsonizagdo (ou secregdo de
fatores para o ambiente extracelular), (5) fagocitose e (6) degradacdo intracelular de
material estranho (Brokordt et al., 2019). Os hemdcitos hialinos tem pouca representacao,
mas cumprem atividade de defesa citotdxica na hemolinfa (Soares-da-Silva, 2002),
enguanto os hemdcitos granulares tem alta atividade fagocitica (Carballal, 1997; Greco
etal., 2011; Burgos-Aceves & Faggio, 2017).
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Figura 1. Diagrama sobre apresentacdo das mudancas entre o alimento e o metabolismo de um bivalve e seu meio ambiente (Adaptado de
Albert, 2002 e Sokolova, 2021). As setas de cor azul representam o ganho da energia (E), inicialmente como energia externa, para ser
metabolizada em energia quimica em direcdo a direita, e a perda da energia (H), em direcdo a esquerda. A letra H, parte da energia perdida
como calor.
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3.OBJETIVO

Estimar o periodo reprodutivo de fémeas do marisco branco Amarilladesma

mactroides no extremo sul do Brasil

3.1 OBJETIVOSESPECIFICOS

e Determinar a composi¢do bioguimica (proteina bruta, lipidios, glicogénio e
lactato) do corpo mole de Amarilladesma mactroides

e Determinar a quantidade de hemacitos hialinos e granulares, a concentracdo
de proteinas e o indice fagocitico na hemolinfa de Amarilladesma mactroides

e Determinar os parametros que melhor representam o periodo de maturagéo e

desova de fémeas de Amarilladesma mactroides

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e biometria do marisco branco

Embora esta dissertacdo envolva pesquisa experimental com animais, esta isenta
de atender o estabelecido na Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008, e as demais
normas aplicaveis, especialmente as resolucdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal — CONCEA, por se tratar de estudo que lida com animais
invertebrados. Nao houve, portanto, necessidade de submissédo do projeto ao comité de
ética no uso de animais da Universidade Federal do Rio Grande - FURG. Este estudo foi
desenvolvido no @mbito de projeto cadastrado no SISBIO - Sistema de Autorizacdo e
Informacédo em Biodiversidade (No. 81015) e no SISGEN - Sistema Nacional de Gestao
do Patrimodnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (No. AF0355A).

As capturas de exemplares do marisco branco foram realizadas na ultima semana
de cada més no periodo de outubro de 2021 a setembro de 2022, na zona infralitoral da
praia do Cassino, Rio Grande, RS (32°13'37.1"S 52°11'54.5"W). Pelo menos 100
mariscos foram coletados em cada uma das 12 amostragens mensais com a ajuda de pas

de corte. Os mariscos foram imediatamente transportados até o laboratério em caixas
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térmicas com agua marinha coletada no local de captura. No momento da captura, foram
medidas a temperatura, salinidade e concentracdo de oxigénio dissolvido da agua com
um aparelho multiparametro portatil (YSI 550 A). Adicionalmente, agua do local de
captura foi obtida para a medi¢do de pH em laboratdrio.

No laboratério, os mariscos foram colocados em um balde com gelo para efeito
de anestesia. Os mariscos foram entdo medidos individualmente: peso Umido total (W,
valvas com o corpo mole) com uma balanca eletrénica (modelo AD3300) com precisao
de 0,01g (Helm et al. 2004); comprimento total (C), altura total (H) e largura total (L)
de acordo com Aydos (2005) com um paquimetro eletrénico (modelo Mtx 150 mm) de
precisdo de 0,01 mm (Figura 2). Individuos com algum dano fisico, como valvas
quebradas, ou que visualmente apresentaram parasitas ou epibiontes, e sifées ou pés sem
movimento foram descartados. Foram utilizados somente mariscos com C igual ou
superior a 50 mm para ter certeza da presenca de individuos adultos maduros, de acordo

com Coscaron (1959).

Figura 2. Medidas de altura total (H), comprimento total (C) e largura (L) do marisco
branco Amarilladesma mactroides.

Posteriormente, com ajuda de um bisturi, as valvas foram abertas e os tecidos
moles retirados. Antes de registrar o peso umido (Wumido, g), foi realizada a evacuacao
do conteldo intestinal utilizando-se seringas de 0,05 ml com agua marinha, para ter a
seguranga que o conteudo intestinal ndo estivesse involucrado nas analises de
composigdo bioquimica. Pré-testes demonstraram que, além de rapida, esta metodologia
preservava o trato digestorio dos mariscos. Anteriormente a op¢ao por esta técnica, foi

testada a depuracao dos mariscos em laboratdrio, mas observou-se que, para a completa
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evacuacao do trato digestorio, havia a necessidade de um periodo de tempo superior a 2
dias.

O peso seco dos tecidos moles (Wseco) e das valvas (WsecoV) de 20 individuos
foram obtidos ap6s 48 h em estufa a 60°C seguido de, pelo menos, 24 h em dessecador
(Costa et al. 2021). A partir desses dados, o indice de condicdo (Cl, %) foi calculado a
partir da medicdo do peso seco dos tecidos moles e das valvas de 20 individuos de cada

amostra mensal de acordo com Walne & Mann (1975):

peso do tecido seco
= 100

peso das valvas seco

Apos as medigdes, o corpo mole dos mariscos foi colocado em sacolas herméticas
rotuladas e transportadas com gelo em caixa isotérmica ao Laboratério de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), onde foram liofilizados. As
amostras liofilizadas foram pesadas, acondicionadas em sacolas térmicas devidamente

etiquetadas, e armazenadas em geladeira ate a realizacdo de andlises posteriores.

4.2 Histologia das gbnadas

Amostras de gonadas com aproximadamente 1 cm?foram extraidas com bisturi e
colocadas em cassetes devidamente identificados. Os tecidos foram desidratados em
solugdes de etanol em série de concentragdes crescentes, tratados com xilol e embebidos
com Paraplast (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) no processador automatico
de tecidos (LEICA TP1020). Os blocos de parafina com as gonadas foram seccionados
no micrétomo (LEICA RM2245) a uma espessura de 3-5 um, montados na lamina e
corados com Hematoxilina e Eosina (Howard & Smith 1983). Os diametros de 20
ovocitos de cada individuo foram medidos com uma regra microscopica (0,01 mm) em
um microscopio 6tico (Nikon Eclipse €200). Conforme a conformacdo dos ovdcitos,
foram medidos dois diametros (d) em ovdcitos irregulares (Figura 3), e utilizada a media
destas medicdes. Para os ovdcitos arredondados, o didmetro (d) foi medido conforme a
Figura 3.
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Figura 3. Medidas do didmetro dos ovocitos do marisco branco (Amarilladesma

mactroides) com forma irregular (Esquerda) e arredondado (Direita).

As observaces histologicas e as medi¢des dos diametros permitiram identificar
os estagios do desenvolvimento gonadal por meio de adapta¢@es das descri¢cdes propostas
por Herrmann et al. (2009) e Bernardes (2021) (Tabela 1).

4.3 Determinacdo da composicao bioquimica

As concentracGes de proteina bruta e lipidios totais do corpo mole liofilizado dos
mariscos foram determinadas junto ao Laboratorio de Nutricdo de Espécies Aquicolas,
Departamento de Aquicultura, UFSC, Floriandpolis, SC. Foi utilizado o método analitico
da Associagdo Oficial de Quimica Analiticas (AOAC, 2000) para determinar o teor de
proteina bruta pelo método de Kjeldahl (método 981.10). Os lipidios foram determinados
de acordo com Folch et al. (1957) modificado por Ways & Hanahan (1964).

As analises de glicogénio e lactato foram feitas usando o corpo mole liofilizado
de 5 individuos, sendo realizadas quatro analises repetidas de cada individuo. Para as
analises de glicogénio, 0,5 g do corpo mole foi triturado e colocado em um tubo de vidro
com 1.500 pl de KOH 30% com 5% de Na>SO4 saturado. Cada amostra foi submetida ao
vortex (KASVI basic k45-2820) até uma homogeneizagdo completa, sendo entdo levada
a um sonicador (Q55 Sonicator) durante 3 min. Para garantir a dissolugdo completa dos
tecidos, se levou ao banho maria (Q215M2) (100 °C) durante 10 min. Apos esfriar, se
realizou duas precipitacdes com etanol (C-Hs) 95%. Para a primeira precipitacdo, se
adicionou 3,0 mL de etanol (C-Hs) 95% e se homogeneizou as amostras com o vortex.
Para ocorrer a floculacdo e precipitagdo do glicogénio, a mistura foi mantida em repouso
por 40 min. O sobrenadante foi entdo retirado com uma pipeta Pasteur de plastico (3 ml).
O mesmo procedimento foi realizado para a segunda precipitacdo, mas com um tempo de
repouso de 60 min. O conteudo do tubo de vidro foi filtrado usando papel filtro para café
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branco (\V60; tamanho 02). Do filtrado, 0,05 g foi diluido com 1 ml de agua destilada e
homogeneizado no vortex. Nova homogeneizacdo foi realizada com o kit da glicose
monoreagente (Bioclin K082) conforme as instru¢cdes do fabricante, e colocando a
solugcdo em uma microplaca de microtitulagcdo de 96 pocos para ser lido em uma leitora
de microplacas (Modelo Synergy HT) na absorbancia de 505 nm usando o protocolo de

glicose enzimatica do software GEN5 2.00.
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Tabela 1. Desenvolvimento gonadal do marisco branco Amarilladesma mactroides (Adaptado de Herrmann et al. 2009 e Bernardes 2021).

Herrmann et al. (2009) Bernardes (2021)

Descricao

0 — Repouso 0 — Repouso

Auséncia total dos gametas, dificultando a distin¢ao entre os sexos; foliculos vazios

apenas com células primordiais e tecido de reserva séo observados.

| - Gametogénese inicial

Foliculos pequenos. Sexo distinguivel, presenca de espermatogbnias e
espermatécitos primarios em machos e ovogonia e ovocitos primarios em fémeas.

Tecido de reserva em grande quantidade e com paredes bem definidas.

Aumento do volume dos foliculos. Presenga de espermatdcitos secundarios,

espermatides e alguns espermatozoides nos machos.

Ovacitos prévitelogénicos, vitelogénicos e alguns évulos maduros em formato

poligonal. Tecidos de reserva em menor quantidade.

Foliculos cheios de gametas maduros. Os espermatozoides ocupam maior parte dos
foliculos nos machos. Ovulos em formato poligonal livres no interior dos foliculos

em fémeas. Tecido de reserva em pouca quantidade.

| — Ativo
Il - Gametogénese
avancada

Il -Maturo 111 — Maturo

111 — Desova IV - Desova

Espacos vazios entre 0s gametas maduros em ambos o0s sexos. Tecido de reserva

rompido, com aspecto “flacido”.
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A determinacdo do lactato usou 0,5 g do corpo mole triturado. Cada amostra foi
colocada em um tubo de vidro com 250 um de buffer Tris/HCI (0.1M; pH 7.2) até uma
homogeneizacdo completa, levando ao sonicador (Q55 Sonicator) durante 3 min., e
centrifugadas (centrifuga SL-703) as amostras por 2500 rpm durante 10 min a 4°C.
Posteriormente, foi retirado 10 um do sobrenadante com uma pipeta Pasteur de plastico (3
ml) de cada amostra para ser homogeneizadas com o kit de lactato (Bioclin K084), e
colocando a solugcdo em microplaca de microtitulacio de 96 pocos, para leitura em
microplacas (Synergy HT) na absorbancia de 340 nm usando o protocolo de lactato do
software GEN5 2.00. Os resultados das analises de glicogénio e lactato foram ordenados e
calculados em uma planilha Excel (Microsoft Office v. 2016) mediante as informacdes

apresentadas nas instrucdes dos kits, expressando-os em mg.g™.

4.4. Analises imunoldgicas

As amostras para as analises imunologicas foram realizadas mensalmente, sendo, a
cada coleta, utilizados 10 mariscos para a coleta de hemolinfa. Dois métodos foram
utilizados, um para a contagem de hemdcitos e outro para a contagem de hemdcitos
fagociticos. Uma aliquota de hemolinfa foi retirada da cavidade pericardica com o auxilio
de uma seringa de insulina descartavel com agulha (25G) contendo anticoagulante (heparina
sodica suina - HEPAMAX S). Uma porcéo da aliquota coletada foi utilizada para analise de
contagem diferencial de hemacitos (DHC), e outra para a anélise do indice fagocitico (IF%).
Para a contagem diferencial de hemdcitos, a aliquota de hemolinfa foi colocada em lamina
de ponta fosca e realizado um esfregaco, com posterior fixacdo em metanol P.A. por 10 min.
As laminas foram entdo coradas com May Grunwald Giemsa absoluto por 2 min. Logo, foi
feita uma lavagem com agua destilada por 2 min para descartar o excesso. Finalmente, as
laminas foram submetidas em Giemsa 20% durante 10 min, repetindo a lavagem das laminas

com agua destilada até descartar o excesso.

Para a contagem do indice fagocitico, uma solucdo de 40 ml de agua destilada e 40
ml de PBS (NaCl 0.137 M, KCI 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, Na2HPO4 8.1 mM, CaCl. 0.9
mM, MgCl> 0.49 mM, pH 7.4) acondicionado em frasco de cor &mbar de 50 ml foi
autoclavada (Autoclave Stermax) um dia antes da coleta. Também prévio a coleta, foi
preparada uma solugdo com 20 ml de PBS, 0,178 g de vermelho Congo (Dinamica, CAS

(573-58-0) e 1,5 g de levedura (Fermento biologico Fleischmann). No momento da coleta, a
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hemolinfa foi misturada com a solugdo em uma proporcao 1:1, sendo a mistura disposta em

lamina de ponta fosca para a realizacao de esfregaco.

Para realizar a contagem, as laminas de ambas as andalises foram divididas em 10
campos. A contagem foi realizada com microscépio 6ptico (Nikon Eclipse €200). Em cada
campo (40 x), para a contagem de hemdcitos, se contabilizou a quantidade de hemadcitos
hialinos (HH) e granulares (HG), enquanto para a contagem de hemacitos fagociticos (40 x),
se contabilizou sua quantidade por campo. Os dados foram ordenados em uma planilha Excel

(Microsoft Office v. 2016) e expressos em porcentagem (%).

Adicionalmente, foi analisada a concentragdo de proteinas totais da hemolinfa. Para
isso, foi usado uma aliquota de 25 pl de hemolinfa, a qual foi acrescentado com 250 um do
buffer Tris/HCI (0.1M; pH 7.2) até a homogeneizacgdo completa. Logo, levados a centrifugar
a 1000 rpm durante 5 min a 4°C. Posteriormente, 25 um do sobrenadante de cada amostra
foi homogeneizado com o kit de proteinas totais monoreagente (Bioclin KO31). A solugéo
foi colocada em microplaca de microtitulagdo de 96 pocos para ser lida em uma leitora de
microplacas (Modelo Synergy HT) em uma absorbancia de 545 nm usando o protocolo de

proteinas totais do software GENS5 2.0.

Os resultados de cada uma das andalises foram ordenados e calculados em uma

planilha Excel (Microsoft Office v. 2016) e expressos em pg.mL™,

4.5 Analise dos dados

Para determinar a existéncia de variancia entre as variaveis da biometria (mm), peso
umido e peso seco do corpo mole (g), peso seco das valvas (g), didmetro dos ovocitos (um),
concentragdes de glicogénio (mg/g), lactato (mg/g), proteina da hemolinfa (ug.mL™),
contagem de hemacitos e contagem de hemécitos fagociticos (%), foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido da comparacdo multipla. Para as andlises das
concentracdes de proteina bruta (%), lipidios totais (%) e indice de condicao foram utilizadas
a andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do Teste de Tukey. Todas as analises
consideraram um nivel minimo de significancia de 5% (p < 0,05). Os gréficos foram
delineados usando SIGMA PLOT vers. 12. Os resultados estdo expressos em média  desvio

padrdo (DP), exceto onde indicado.
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros fisico-quimicos

Ao longo das 12 coletas anuais, a temperatura maxima (28,2°C) se observou no més

de fevereiro de 2022 e a minima (9,8°C), no més de junho, enquanto a salinidade maxima

(38) ocorreu nos meses de dezembro de 2021 e janeiro de 2022, e a minima (28) em junho

de 2022 (Tabela 2). A concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) sempre esteve acima de

6,0 mg.L%. A concentragdo maxima de OD foi observada no més de junho de 2022, com

9,76 mg.L%, e aminima (6,31 mg.L™), em abril de 2022. Por sua vez, o pH variou entre 7,65,

em maio e setembro de 2022; e 8,69 em junho do mesmo ano.

Tabela 2. Temperatura (°C), salinidade, concentragdo de oxigénio dissolvido (OD; mg.L™?)
e pH da 4gua do mar no momento da coleta de adultos do marisco branco Amarilladesma
mactroides na praia do Cassino, Rio Grande, RS, no periodo de outubro de 2021 a setembro
de 2022 (nd = ndo determinado).

Més Temperatura Salinidade oD pH
Outubro 2021 21,5 34 8,46 8,06
Novembro 2021 21,7 35 7,80 8,32
Dezembro 2021 23,7 38 7,34 7,80
Janeiro 2022 26,0 38 6,32 7,84
Fevereiro 2022 28,2 37 6,34 7,84
Margo 2022 19,5 37 6,64 8,69
Abril 2022 20,2 33 6,31 8,28
Maio 2022 16,3 32 8,12 7,65
Junho 2022 9,8 28 9,76 nd
Julho 2022 15,0 35 7,54 8,32
Agosto 2022 15,3 32 9,04 7,89
Setembro 2022 15,0 32 8,80 7,65
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5.2 Biometria

Na tabela 3 se apresentam os valores médios (+ DP) mensais da altura, largura,
comprimento, pesos Umido e seco do corpo mole, peso seco das valvas e o indice de
condicdo desde outubro de 2021 até setembro de 2022. Todas as medidas biométricas dos
mariscos brancos aqui amostrados apresentaram variagdes significativas ao longo dos 12
meses.

Entre os organismos selecionados, a altura média (H) variou entre 30,8 e 34,1 mm,
sendo a menor observada no més de dezembro de 2021 (30,84 mm) e a maior (34,07 mm),
no més seguinte (janeiro de 2022). Ao longo dos 12 meses, as médias de largura (L)
variaram de cerca de 14 a 15,5 mm, com excecdo de outubro de 2021, que teve L médio de
16,07 mm. A mesma tendéncia de mariscos maiores em outubro de 2021 se observou em
relagdo ao comprimento (C), cuja média (62,87 mm) foi significativamente maior que nos
demais meses, exceto em agosto de 2022 (média de 61,84 mm). Em relacdo ao peso imido
do corpo mole (Wumido), as maiores médias foram obtidas nos meses de outubro (6,27 g)
e novembro (6,01 g). A partir dai se observou uma significativa diminuigdo até janeiro de
2022, més em que 0s mariscos apresentaram o menor Wuamido (2,52 g). Nos meses
seguintes, de fevereiro a abril de 2022, o Wdmido permaneceu relativamente baixo
(variando entre 3,13 g e 3,67 g) e sem diferencas significativas. A partir de maio, se
observou um aumento significativo até o més de setembro, quando o Wumido médio atingiu
5,97 g (Tabela 3). As variagdes das médias do peso seco do corpo mole (Wseco) ao longo
dos 12 meses foram bastante similares ao observado ao Wamido (Tabela 3). A maior média
de Wseco foi no més de outubro de 2021 (1,64 g), sendo observada uma diminuigéo
significativa, més a més, até abril de 2022, quando o menor peso seco (0,47 g) foi observado.
A partir de maio, se observou um aumento progressivo e significativo do Wseco até
setembro (1,39 g). Ao longo dos 12 meses, as médias dos pesos secos das valvas (WsecoV)
variaram significativamente entre 3,2 g e 6,1 g (Tabela 3). As menores médias de WsecoV
foram observadas nos meses de fevereiro e abril de 2022 (ambos com 3,18 g), enquanto as
maiores médias ocorreram nos meses de outubro e novembro de 2021, e margo, junho, julho,
agosto e setembro de 2022. Finalmente, as maiores médias do indice de condicdo (CI) se
observaram nos meses de outubro e novembro de 2021 (31,34 e 29,19, respectivamente). A
partir destes maximos, o Cl diminuiu significativamente até alcancar as menores médias nos

meses de marco e abril de 2022 (15,06 e 14,92, respectivamente), as quais voltaram a
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apresentar médias significativamente maiores nos meses de maio, junho, julho de 2022
(Tabela 3).
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Tabela 3. Valor medio (x DP) mensal da altura (H, mm), largura (L, mm), comprimento (C, mm), peso umido (Wumido, g) e seco do corpo mole
(Wseco, g), peso seco das valvas (WsecoV, g) e indice de condi¢do (CI) do marisco branco Amarilladesma mactroides coletado na praia do

Cassino, Rio Grande, RS, no periodo de outubro de 2021 a setembro de 2022. Valores entre parénteses representam o nimero amostral (n).

Letras superscritas indicam diferenca significativa entre os meses (p< 0.05).

Més H L C Wdimido Wseco WsecoV Cl

vt 2001 SLBB(E5I5)T 1607 (+154)9 6287 (£330)° 627 (x123)°  164(£048)° 521(£132)% 3134 (£3,64)7
(100) (100) (100) (100) (20) (20) (20)

Novembro o0py 3265 (149 ® 1533 (x066)" 6057 (£304)¢ 601 (£079)® 150(£019)® 525(+113)% 2916 (£4,20)
(60) (60) (60) (20) (20) (20) (20)

30,84 (£ 1,23)% 1422 (+0,78)° 57,70 (£2.43)2 500 (£089)¢ 117 (+0,18)%* 423 (+045)° 27,72 (+3.51)
Pezembro 2021 g9) (90) (90) (31) (20) (20) (20)

oo o0ps 307 (E124)9 1425(£064)% 5760 (£219)* 252(x072)* 124 (£017)% 478(£056)% 26,17 (+395)*
(81) (81) (81) (81) (20) (20) (20)

cevereiro 0pp  SL09 (L3N ¥ 1549 (£219) 5914 (+2,98)° 313(:072)" 060 (x013)*® 3,18 (+052)° 1914 (+380)"
(80) (80) (80) (80) (20) (20) (20)

Ve o0pp | S2A4(£168) 1487 (+0,08)% 6056 (£339)° 353(:069)* 080(£019)" 531 (x075)% 1506 (£263)°
¢ (100) (100) (100) (100) (20) (20) (20)

Abril 2022 3166 (+1,68)° 1544 (+4,87)* 5881 (£514)b 366(x074)¢ 047 (:013)2 3,18 (+035)2 14,92 (« 4,25)
(95) (95) (95) (95) (20) (20) (20)

\laio 2022 30,00 (+1,31)¢ 14,09 (+0,75)¢ 5812 (£237)° 508(+088)9 1,09 (+019)c 482 (+0,60)% 22,74 (+334)
(100) (100) (100) (100) (20) (20) (20)

nho 20 3212(£246)% 1486 (x077)" 6032(:392)° 562(:085)F 135(:018)% 580 (:104)¢ 2352 (+2,91)
unno (100) (100) (100) (100) 20) (20) (20)

Wihooeps  3262(161)* 1517(:120)% 6160 (+255)¢ 553(£099)% 114 (x016)™ 562 (£0502)% 2029 (x2,66) "
(100) (100) (100) (100) (20) (20) (20)

Moo 20y 3270(X1AT)T 1491(063) 6184 (£378)% 518(x084)%* 113(x021)* 607 (x119)° 1883 (£325)°"
Q0st0 (100) (100) (100) (100) (20) (20) (20)

Setermbro 2022 3290 (£166)7 1476 (£082) ™1 6168(:281)¢ 597 (£100)® 139 (x028)* 550 (x097)* 2520 (£268)
(100) (100) (100) (100) (20) (20) (20)
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5.3 Histologia

A analise das laminas histoldgicas (Figura 4) sugere que as gbnadas das fémeas
amostradas apresentam dois periodos de maturacdo ao longo dos 12 meses de
amostragem. Um mais intenso em outubro e novembro de 2021, e outro menos intenso
no periodo de agosto a setembro de 2022. Nestes meses, foi observado ovdcitos repletos

com formato poligonal e livres no lumen.

Posteriormente, nos meses de dezembro de 2021 a fevereiro de 2022, a histologia
das gbnadas permitiu identificar que se encontravam no estagio de desova parcial, se
caracterizando pela presenca de ovaécitos imaturos (Ol), maduros e residuais, sendo que
os Ol possuiam formato peduncular e se encontravam aderidos as paredes. Nos meses de
marco e abril, as gbnadas foram classificadas em estagio de repouso ou recuperacao. Foi
observada a presenca de células imaturas, tecido conectivo abundante e sem diferenciacdo
sexual. De maio de 2022 até julho do mesmo ano, se observaram ovocitos poligonais
maduros e alguns ovécitos arredondados, indicando maturacao inicial. Este processo de
desenvolvimento gonadal teve sequéncia em junho e julho de 2022, sendo, portanto,
classificado em estagios mais avancados de gametogénese pelo aumento do tamanho dos

foliculos.

As médias dos diametros dos ovocitos variaram significativamente ao longo dos
12 meses de coleta de mariscos brancos (Figura 5). Nos meses de marco e abril de 2022
ndo foi possivel determinar o didmetro dos ovdcitos, pois apenas foliculos em processo
de formacdo foram observados. Assim, para estes meses, as medias dos didmetros dos
ovocitos foram consideradas como zero (Tabela 4). Nos demais meses, a menor média
foi observada em agosto de 2022, com 23,83 mm, enquanto as maiores ocorreram nos
meses de novembro de 2021 a janeiro de 2022, quando as médias foram iguais ou
superiores a 36 mm. O tamanho maximo dos ovdcitos variou de 0 a 58 mm e, de certa
forma, acompanhou a tendéncia das médias. Valores maximos (> 51 mm) foram medidos
no periodo de outubro de 2021 a fevereiro de 2022; em marco e abril ndo foram
identificados ovocitos; e, a partir de maio de 2022, os maiores ovocitos tinham de 39 a

46 mm de diametro.
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Out/21 Nov/21 Dez/21

Jan/22 Fev/22 Mar/22
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Abr/22 Mai/22 Jun/22

000 100 1 100 u

100 4 1000 100

Figura 4. Secgdes histologicas das gdnadas de fémeas do marisco branco Amarilladesma
mactroides coletadas mensalmente na praia do Cassino, Rio Grande, RS, no periodo de
outubro de 2021 a setembro de 2022 (aumento 10 Xx).

25



60

50 A

40 -

30
20

o|“|| |||‘|

10

Oct. Nov. Dec. Jan. Feb. Mar Apr May June July Aug. Sept.
2021 2022

Figura 5. Valores médios (barras azuis) e maximos (barras laranjas) dos diametros dos
ovacitos do marisco branco Amarilladesma mactroides coletados mensalmente na praia
do Cassino, Rio Grande, RS, no periodo de outubro de 2021 a setembro de 2022.

5.4 Concentracdes de proteina bruta, lipidios totais, glicogénio e lactato

As concentracdes médias de proteina bruta, lipidios totais, glicogénio e lactato nos
tecidos dos mariscos apresentaram variacOes significativas ao longo das 12 coletas

mensais (Tabela 5).

As concentracdes médias de proteina bruta variaram de um minimo de 46,91-
47,27% nos meses de outubro e novembro de 2021 a um méximo de 64,04-66,38% em
fevereiro e margo de 2022 (Tabela 5). Assim, pode ser observada uma tendéncia de
aumento nas concentragdes de proteina a partir de outubro-novembro até fevereiro-margo
(Figura 6). A partir dai, hd uma diminuicdo na concentracdo de proteinas até o més de
maio e um novo aumento até o pico em agosto, quando um novo maximo de 65,05% de

proteinas brutas foi observado.
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Tabela 4. Valores médios (+ DP), minimos e maximos do didmetro dos ovdécitos (um),
numero de fémeas amostradas (F) e total de ovocitos medidos (n) do marisco branco
Amarilladesma mactroides coletadas mensalmente na praia do Cassino, Rio Grande, RS,
no periodo de outubro de 2021 a setembro de 2022 (nd = ndo determinado).

Més Média (*=DP) Minimo - Méaximo F(n)
Outubro 2021 33,58 (+ 7,61) ¢ 14 —-51 5 (100)
Novembro 2021 38,00 (+7,21) @ 21 -58 3 (60)
Dezembro 2021 36,00 (+ 6,33) @ 18 - 54 5 (100)
Janeiro 2022 36,00 (+ 5,06) & 25-53 4 (50)
Fevereiro 2022 32,07 (+ 4,94) 20 - 41 4 (60)
Marc¢o 2022 nd nd 4 (0)
Abril 2022 nd nd 5(0)
Maio 2022 30,15 (+ 4,67) 16 — 44 5 (100)
Junho 2022 31,40 (+ 6,53) % 1545 5 (100)
Julho 2022 31,00 (+ 6,26) % 13-50 3 (60)
Agosto 2022 23,83 (= 6,14) ' 13 -39 5 (100)
Setembro 2022 31,04 (+ 5,92) % 16 — 46 5 (100)
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Tabela 5. Médias (= DP) mensais das concentragdes de proteina bruta (%), lipidios totais (%), glicogénio (mg.g™?) e lactato (mg.g™*) do corpo
mole do marisco branco Amarilladesma mactroides coletados de outubro do 2021 a setembro do 2022 mensalmente na praia do Cassino, Rio
Grande, RS. Letras diferentes apresentam diferencgas significativas (p<0.05).

Més

Proteina bruta

Lipidios totais

Glicogénio

Lactato

Outubro 2021
Novembro 2021
Dezembro 2021
Janeiro 2022
Fevereiro 2022
Margo 2022
Abril 2022
Maio 2022
Junho 2022
Julho 2022
Agosto 2022

Setembro 2022

46,91 (£ 0,88) @
47,27 (+ 1,40) @
50,35 (+ 0,32)
58,69 (+ 0,86) *
66,38 (+0,48) '
64,04 (+0,66) f
61,23 (+ 0,00)
57,49 (+ 1,13) ©
60,70 (+ 1,10) %
59,43 (+ 0,16)
65,05 (+ 0,59) f

60,66 (+ 0,25) %

5,25 (+ 041) %
5,06 (+ 0,23) ¢
4,25 (+ 0,07) e
4,42 (+0,38) avcd
4,13 (£ 0,25) ®
3,73 (2 0,35) @
3,91 (+ 0,30)
5,18 (+ 0,24) %
4,09 (+ 0,26) %

3,67 (£0,29)
4,78 (+ 0,06) bede

5,44 (+ 0,36) ©

1,13 (x 0,82) ¢
0,73 (¥ 0,91) 2
1,86 (+ 1,11)
1,58 (+ 1,11) bed
2,03 (+0,83) %
2,44 (+0,49) %
0,92 (+0,18) &
3,40 (£ 0,38) ™
3,44 (£ 0,50) ™
5,45 (£ 0,60) 9"
2,88 (£0,44) ™

7,57 (x0,78) "

0,29 ( 0,10) «
0,24 (+ 0,10) 2bcd
0,18 (x 0,05) 2
0,32 (+0,11) ¢
0,32 (+ 0,19) ™
0,75 (x0,11) ™
0,22 (£0,28) ®
0,96 ( 0,16) ¢
0,59 ( 0,29) ¢
0,24 (+ 0,15) 2°
0,40 (+ 0,25) %

0,35 (+ 0,25) b
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Figura 6. Médias das concentracdes (%) de proteina bruta (linha azul) e de lipidios totais
(linha laranja) no corpo mole do marisco branco Amarilladesma mactroides coletado
mensalmente na praia do Cassino, Rio Grande, RS, no periodo de outubro de 2021 a
setembro de 2022.

Por sua vez, a menor e a maior concentracdo de lipidios totais no corpo mole dos
mariscos foi 3,67% e 5,44% nos meses de julho e setembro de 2022, respectivamente
(Tabela 5). H4, portanto, uma diminuicao significativa na concentracéo de lipidios a partir
do més de outubro até os meses de marc¢o e abril (Figura 6). Posteriormente, pode ser
observado um aumento em maio, nova diminuicdo em julho e retomada de altas
concentracGes no més de setembro. Além disso, € importante assinalar que o aumento e
a diminuicdo das concentracGes de lipidio totais sdo inversamente proporcionais as

concentracOes de proteina bruta (Figura 6).

As concentracdes medias de glicogénio apresentaram uma variacdo de mais de 10
vezes, com um minimo de 0,73 mg.g™ em novembro de 2021 e um méaximo de 7,57 mg.g”
! no més de setembro de 2022 (Tabela 5). Ao longo dos 12 meses, variagdes significativas

na concentracdo de glicogénio podem ser observadas (Figura 7). H4& um aumento
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gradativo a partir da primeira coleta, em outubro de 2021, até marco de 2022, quando se
observa uma diminuicéo significativa de 2,44 mg.g para 0,92 mg.g™* em abril. Ha entdo
uma nova retomada nas concentracdes médias de glicogénio até alcancar 5,45 mg.g™* no
més de julho, seguido de nova diminuicdo em agosto (2,88 mg.gl), até a maxima

concentracdo no més de setembro.

o T T T T T T T T T T T T

Oct. Nov. Dec. Jan. Feb. Mar. Apr. May June July Aug. Sept.
2021 2022

Figura 7. Concentracdo média de glicogénio (mg.g™) no corpo mole do marisco branco
Amarilladesma mactroides coletado mensalmente na praia do Cassino, Rio Grande, RS,
no periodo de outubro de 2021 a setembro de 2022.

As concentragdes de lactato também variaram significativamente ao longo dos 12
meses (Tabela 5; Figura 8). Numericamente, a maior concentragao foi observada em maio
(0,96 mg.g?l), e a menor (0,18 mg.gl), no més de dezembro de 2021. A grande
variabilidade observada se deveu a aumentos e diminui¢Ges bruscas, ndo observando-se
uma tendéncia durante o periodo. Na maior parte dos meses, as concentracdes medias de
lactato se mantiveram na faixa de 0,18 a 0,40 mg.g™*, exceto no més de margo (com 0,75
mg.gY) e maio-junho de 2022 (0,59 e 0,96 mg.g™, respectivamente). Apds estes picos de

concentracédo de lactato, uma queda significativa pode ser observada (Figura 8).
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Figura 8. Concentragdes médias de lactato (mg.g™) no corpo mole do marisco branco
Amarilladesma mactroides coletado mensalmente na praia do Cassino, Rio Grande, RS,
entre outubro de 2021 e setembro de 2022.

5.5 Analises imunoldgicas

Embora a contagem diferencial de hemocitos (CDH) ndo tenha apresentado
diferencas significativas (Tabela 6), foi observada uma menor proporcao de hemacitos
hialinos (HH) do que hemdcitos granulares (HG). Em todos os 12 meses de coleta, a
maior propor¢do de HH foi encontrada em dezembro de 2021, com 46,33%, e a menor
(15,50%), em junho de 2022. A contagem de hemacitos fagociticos (CHF) na hemolinfa
também néo apresentou diferencas significativas. Ao longo dos 12 meses, as médias de
CHF foram idénticas (16,67%), com excecdo do més de abril de 2022, quando se
observou a proporcdo de 16,56%. Por sua vez, as médias de concentracdo das proteinas
totais da hemolinfa (CPH) apresentaram diferencas significativas, sendo observada uma
grande variagio (de 42,20 pg.mL™? no més de junho de 2022 até o méaximo de 243,27
ug.mL™t em julho de 2022).
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Tabela 6. Médias (+x DP) mensais da contagem diferencial de hemdcitos (CDH; %),
incluindo hemdcitos hialinos (HH) e hemdcitos granulares (HG), contagem de hemacitos
fagociticos (CHF; %) e concentracdo de proteinas na hemolinfa (CPH; pg.mL™) do
marisco branco Amarilladesma mactroides coletados de outubro do 2021 a setembro do
2022 na praia do Cassino, Rio Grande, RS. Letras indicam diferencas significativas
(p<0.05) entre os meses (nd = ndo determinado).

Més

CDH

HH

HG

CHF

CPH

Outubro 2021
Novembro 2021
Dezembro 2021
Janeiro 2022
Fevereiro 2022
Margo 2022
Abril 2022
Maio 2022
Junho 2022
Julho 2022
Agosto 2022

Setembro 2022

37,50 (+ 11,04)
42,17 (+ 10,83)
46,33 (+ 15,59)
42,96 (+ 8,34)
36,17 (+ 34,70)
34,71 (+ 13,95)
38,83 (+ 18,40)
32,50 (+ 22,50)
15,50 (+ 18,01)
41,00 (£ 17,79)
36,17 (+ 29,02)

39,83 (¢ 25,07)

62,50 (+ 11,04)
57,83 (+ 10,83)
53,67 (+ 15,59)
57,04 (+ 8,34)
63,83 (+ 34,70)
65,29 (+ 13,95)
61,17 (+ 18,40)
67,50 (+ 22,50)
84,50 (+ 18,01)
59,00 (+ 17,79)
63,83 (% 29,02)

60,17 (+ 25,07)

16,67 (+ 2,52)
16,67 (+1,37)
16,67 (+1,05)
16,67 (+0,53)
16,67 (+1,34)
16,67 (+0,32)
16,56 (+ 0,35)
16,67 (+ 1,92)
16,67 (+2,03)
16,67 (+ 4,68)
16,67 (+8,33)

16,67 (+ 8,09)

92,93 (+ 27,24) 2°
nd
96,20 (+ 21,50) 2ed
151,40 (+ 27,17) «
130,45 (+ 24,82) bd
62,83 (+ 1,53) @
101,78 (¢ 24,29) *ecd
156,13 (+ 21,89) o
42,20 (+ 3,06)
243,27 (+ 78,09)
113,20 (+ 16,26) bed

63,13 ( 6,73)
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo evidenciaram importantes variagdes ao longo dos 12
meses nas variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido
e pH), nos pardmetros biométricos dos mariscos, em especial o indice de condi¢éo (Cl),
nas concentragdes de proteina bruta, lipidios totais, glicogénio e lactato, assim como na
histologia das génadas (e diametro dos ovdcitos) e na concentracdo de proteinas na
hemolinfa. Por outro lado, ndo foram observadas diferencas significativas na contagem
diferencial dos hemacitos e nem dos hemdcitos fagociticos. Apesar disso, variages no
ciclo reprodutivo de A. mactroides na costa sul do Brasil foram observados, o que esta de
acordo com estudos prévios realizados em outros locais onde a espécie se distribui
naturalmente (Christiansen 1971; Masello 1987; Herrmann et al. 2009; Bernardes, 2021).

Baseado na histologia das gonadas, no diametro dos ovdcitos, nas variagdes do
indice de condicdo e na concentracdo de lipidios totais, foi possivel estabelecer a
ocorréncia de dois periodos reprodutivos ao longo dos 12 meses deste estudo, um mais
intenso na primavera, em outubro e novembro de 2021, e outro menos intenso no outono-
inverno, o qual se estendeu de maio-junho a setembro de 2022. Resultados similares aos
aqui observados foram relatados para populac6es de A. mactroides na costa da Argentina.
Coscaron (1959) descreveu que a ocorréncia de desovas se estenderia do fim de novembro
até meados de marco, enquanto Capezzani et al. (1971) concluiram pela existéncia de
dois periodos reprodutivos bem definidos, um principal na primavera e outro menos
intenso no verdo. Ainda na costa argentina, Herrmann et al. (2009) relataram dois eventos
reprodutivos anuais, com o primeiro ocorrendo no inverno e o segundo, na primavera.
Por sua vez, para a costa do Uruguai, Masello (1987) relata que individuos em estado de
desova foram observados durante todo o ano, mas com dois periodos mais intensos
(dezembro e agosto), e trés menos intensos (outubro, margo e maio). Finalmente, dois
eventos reprodutivos, um na primavera e outro no verdo, foram relatados por Bernardes
(2021) em mariscos brancos coletados no Balneario Rincéo, SC, Brasil.

O padrdao temporal de maturagdo e desova de bivalves pode diferir entre
populacdes geograficas e também depender de fatores ambientais (Brown 1984). Como
destacado acima, neste estudo foi observada a ocorréncia de dois eventos reprodutivos

por ano, o0 primeiro na primavera e o segundo no outono-inverno. Na costa da Argentina,
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Christiansen (1971) e Herrmann et al. (2009) também registraram dois eventos de desova
para a mesma espécie, mas estes ocorreram na primavera e inicio do verao e no inverno
e na primavera, respectivamente. Variaces no padrdo temporal de maturacéo e desova
também foram observadas para o congénere Mesodesma donacium, que naturalmente se
encontra nas praias do oceano Pacifico oriental. Filun (1992) observou dois picos de
reproducdo (na primavera-verdo e no outono) na costa norte do Chile, enquanto Peredo
et al. (1986) observaram apenas um periodo de desova da mesma espécie na costa sul
daquele pais. Essas variagdes podem ser atribuidas a condi¢cbes ambientais distintas.
Portanto, as diferengas observadas no ciclo reprodutivo de A. mactroides coletados nas
costas do Uruguai, Argentina ou Brasil podem ser resultado das diferencas de latitude, as
quais, por sua vez, podem influir na disponibilidade de itens alimentares e nas condi¢des
ambientais, principalmente temperatura e salinidade (Sastry 1970, Peredo et al. 1986,
Penchaszadeh et al. 2000, Herrmann et al. 2009, Abarca et al. 2018). Desta forma, é
bastante provavel que as condi¢des 6timas para o desenvolvimento reprodutivo ocorram
em diferentes meses do ano conforme a localizagéo ou latitude.

Mudancas sazonais de temperatura normalmente desencadeiam a gametogénese
(Herrmann et al. 2009), enquanto mudancgas bruscas de temperatura podem estimular a
desova (Helm et al. 2004). Nossos resultados indicam que, no extremo sul do Brasil, 0s
mariscos entraram no periodo de repouso reprodutivo no outono, especificamente nos
meses de marco e abril de 2022. Nestes meses, a analise histoldgica ndo permitiu observar
diferencas nas caracteristicas dos tecidos gonadais, ndo sendo possivel a medi¢do dos
ovacitos, pois apenas eram observados alguns residuos de ovdcitos, além de foliculos
muito pequenos e amplos espacos interfoliculares. Situacdo semelhante a esta foi descrita
para A. mactroides por Masello (1987), que também relatou a dificuldade de se distinguir
0s sexos. De modo similar, Christiansen, (1971) observou que, depois de uma desova
total, o periodo de repouso se caracterizava pela recuperacédo das células foliculares, e que
a distincdo do sexo so era possivel gragas a presenca de ovacitos residuais. Herrmann et
al. (2009) relataram que o periodo de repouso de A. mactroides na costa da Argentina
ocorria nos meses de janeiro a marcgo-abril, quando também ndo era possivel a medicédo
dos ovocitos.

Neste estudo, o periodo de repouso reprodutivo (meses de marco e abril de 2022)

ocorreu ap6s uma abrupta diminuicdo da temperatura. Na coleta de mariscos realizada em
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fevereiro de 2022, a temperatura da 4gua do mar estava em 28,2°C, enquanto no més
seguinte (marco) havia baixado para 19,5°C. Essa diminuicao de temperatura (de 8,7°C)
foi a maior observada em todo o periodo do estudo, o0 que nos permite levantar a hipdtese
de que a queda de temperatura possa funcionar como um gatilho para o inicio do periodo
de repouso reprodutivo. Embora tenham afirmado que alteragfes na temperatura se
correlacionam significativamente com o desenvolvimento das gbnadas de A. mactroides,
Herrmann et al. (2009) encontraram que a maturacao e o tamanho maximo dos gametas
observados no inverno (julho-agosto) se relacionavam as temperaturas minimas.

O didmetro dos ovocitos é considerado um excelente descritor do ciclo
reprodutivo em bivalves, pois, além de estar em sintonia com a fase de desenvolvimento
gametogénico, é diretamente influenciado por pardmetros ambientais, pela idade e
estratégia de vida (Maloy et al. 2003, Mladineo et al. 2007). Como em outros bivalves,
0s maiores ovocitos sdo encontrados em individuos maduros e parcialmente desovados
(Gribben et al. 2004; Mladineo et al. 2007). Neste estudo, o diametro dos ovocitos de A.
mactroides variou de 13 até 58 um, o que se assemelha aos resultados de estudos
anteriores com esta espécie. Masello (1987) observou que, dependendo do grau de
maturacdo, o diametro dos ovocitos ficava entre 17 a 45 pum. Por sua vez, Christiansen
(1971) dividiu em trés etapas o periodo de maturacdo do marisco branco conforme o
tamanho dos ovocitos. Na primeira etapa, chamada de maturacao incipiente, 0s ovocitos
tinham didmetros entre 10 até 25 pum, embora ovocitos com didmetros maiores também
fossem observados; na etapa de maturacdo avancgada, o didmetro dos ovécitos era superior
a 35 um e, na etapa de maturacdo total, os ovocitos tinham mais de 45 pum. Coscaron
(1959) sugeriu que o diametro de um ovocito maduro (pronto para desovar) estaria na
faixa de 50-55 um, o que foi confirmado em estudos mais recentes. Herrmann et al.
(2009) relataram fémeas em desova com ovdcitos variando de 43 a 58 pum, enquanto
Santos et al. (2020) obtiveram évulos recém-fertilizados com didmetro médio de 51,2
pum. Uma escala reprodutiva baseada no tamanho dos ovocitos foi proposta como método
de avaliacdo do desenvolvimento gametogénico em bivalves (Lango-Reynoso et al.
2000). Usando esta abordagem e considerando os resultados dos estudos acima
destacados, Gauthier et al. (2023) sugeriram que o didmetro minimo dos ovdcitos
maduros de A. mactroides seria 50 pm. Os nossos resultados, portanto, confirmam esta
hipotese.
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O indice de condicdo (CI) foi um dos parametros estimados que auxiliaram na
definicdo do ciclo reprodutivo. Os valores significativamente mais altos de CI, na faixa
de 29 a 31, ocorreram exatamente durante o periodo em que a analise histoldgica das
gbnadas indicava estarem em estadgio maduro, ou seja, no periodo reprodutivo mais
intenso (outubro-novembro de 2021). A posterior diminuicdo do CI para o patamar de 15
foi observada durante o periodo de repouso reprodutivo (marco e abril de 2022), o que
estd em consonancia com os resultados de histologia das gbnadas e diametro dos ovocitos.
Resultados similares foram relatados para varias espécies de bivalves (Dridi et al. 2007,
Ramesha & Thippeswamy 2009, De La Hoz Aristizdbal 2010, Acosta et al., 2011; Lagade
et al. 2014; Acarli et al. 2015; Abarca et al. 2018, Nahar et al. 2019, Zeng & Yang 2020,
Padin et al. 2021). A partir do més de abril, com o final do periodo de repouso gonadal,
um aumento significativo do ClI foi observado, indicando a retomada da gametogénese e
a preparacao para um novo periodo reprodutivo.

As andlises de lipidios totais e de glicogénio também foram Uteis na definigdo do
ciclo reprodutivo de A. mactroides. As altas concentragdes de lipidios totais durante o
periodo reprodutivo mais intenso e a subsequente diminuicdo até os meses de marco e
abril (outono), quando se observou o periodo de repouso reprodutivo, coincidiram com
os menores valores do Cl. De modo similar, Dridi et al. (2007) observaram que a ostra do
Pacifico, Crassostrea gigas tinha menores concentragdes de lipidios durante o verdo em
ocorréncia de desovas, 0 que sugere a utilizacdo dos lipidios durante o processo final de
gametogénese. Situacdo similar pode ter ocorrido neste estudo durante o més de julho de
2022, quando baixos niveis de lipidios e de CI foram observados, embora a analise
histolégica tenha indicado um estagio avancado de gametogénese caracterizado por
foliculos grandes e com formato poligonal, e a presenca de gametas maduros. Em relacao
ao glicogénio, as variagdes na concentracdo parecem indicar seu uso como principal fonte
de energia para a manutencdo do marisco branco ou para a gametogénese (Gabbot 1983,
Barber & Blake 1983; Barber 1984; Mathieu & Lubet, 1993; Darriba et al. 2005; Baptista
et al. 2014), principalmente pela conversdo dos carboidratos em acidos graxos para serem
incorporados nos ovocitos em desenvolvimento (Barber & Blake 2006).

O aumento significativo de lipidios e do glicogénio sugere seu uso
prioritariamente para a gametogénese (Barber & Blake, 1983, 2006; Barber, 1984; Dridi
et al., 2007; Darriba et al., 2005, Castillo-Duran et al., 2013; Baptista et al., 2014; Bi et
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al., 2016) e, portanto, uma demanda de energia que pode ser atendida pelo consumo de
alimento (Gabbot & Walker 1971; Bayne 1976) ou pelas reservas energéticas, como
lipidios e proteinas, ao se observar suas mudancas, mas sua participacdo também pode
estar envolvida na formacdo e desenvolvimento dos ovocitos.

O incremento das concentracfes de lipidios totais associado ao processo de
vitelogénese de espécies de bivalves de areia, como observado neste estudo, também foi
relatado) para Donax trunculus e Tapes philippinarum por Ansell et al. (1980) e por Marin
et al. (2003), respectivamente. Por outro lado, Aveiro et al. (2011) encontraram
concentracBes significativamente maiores de lipidios totais no molusco de areia
Anomalocardia brasiliana no outono e atribuiram isso ao acumulo de reservas
energéticas para a fase de gametogénese. Estas diferencas podem ser espécie-especificas,
mas também decorréncia de diferentes estratégias de vida, de condi¢cbes ambientais e de
disponibilidade de alimento.

O aumento dos lipidios totais desde o periodo de repouso até a gametogénese
avangada pode ser também atribuido ao catabolismo do glicogénio (Zandee et al. 1980).
Durante a vitelogénese, o glicogénio pode ser catabolizado pela glandula digestiva para
disponibilizar lipidios para o tecido gonadal, como sugerido para Argopecten irradians
(Barber et al. 1984; Lomovasky et al. 2004; Barber & Blake 2006), a fim de cobrir as
necessidades especificas da gametogénese (Bayne, 1976; Mathieu & Lubet, 1993;
Saucedo & Southgate, 2008; Matias et al., 2009, 2011, 2013; Bi et al., 2016; Ghribi et al.,
2018; Biandolino et al., 2020; Arranz et al., 2021). Devido a alta densidade calorica, 0s
lipidios cumprem uma fungdo importante na formacdo e maturacdo do tecido gonadal
(Dupic Radic et al. 2014). Resultados similares foram observados por Dupic Radic et al.
(2014), os quais assinalam um aumento dos lipidios em Arca noae antes do processo de
desova e sua diminuicao imediatamente ap0s a ocorréncia da mesma.

As mudancas nas concentragdes dos nutrientes também podem ser explicadas pelo
estado imunolégico dos mariscos. A reproducdo ndo ocorre em individuos que néo
disfrutem de um bom estado imunoldgico, uma vez que 0 processo reprodutivo e o
sistema imune séo indicadores de satude no ambiente natural de moluscos (Schwenke et
al. 2016, Coates & Soderhéll 2021). Baixas concentragdes de glicogénio ou lipidios
podem indicar a imaturidade das células de defesa (Travers et al., 2008) e, de certa forma,

podem explicar as mudancas nas concentracdes dos nutrientes a fim de manter a

37



homeostasia (Bi et al. 2016). Embora n&o tenhamos encontrado variagdes significativas
na contagem diferencial de hemdcitos e na contagem de hemdcitos fagociticos, foram
observadas variagOes significativas na concentracdo das proteinas na hemolinfa. Estas
variagcdes podem ser influenciadas pelas flutuacdes das condigdes ambientais, como
salinidade, influenciando na osmolalidade da hemolinfa, mantendo o volume da célula
atraves da regulacdo dos aminodcidos e das mudangas nos ions, como relatado por
Pourmozaffar et al. (2020). Este processo poderia ajudar a explicar as variacGes das
concentracGes de proteina durante o periodo reprodutivo, mas € uma hipdtese que nao
pode ser avaliada neste estudo, por demandar analises que ndo foram realizadas. Também
se observou uma maior proporcdo de hemacitos granulares do que hialinos, o que é
caracteristico em bivalves expostos a situacdes de estresse (Fabbri et al., 2008; Indumathi
et al., 2015). A maior proporcédo de hemdcitos granulares pode ser resultado da atividade
fagocitica dos hemacitos, responsaveis pela defesa contra patégenos e materiais estranhos
(Carballal et al., 1997). Rodrick & Ulrich (1984) também ressaltam que a atividade
fagocitica pode ocorrer devido a degradacdo de bactérias fagocitadas por granuldcitos,
levando a sintese de glicogénio a partir de acUcares de origem bacteriana dentro da propria
célula, sendo possivelmente outra via da obtengéo e reserva de glicogénio. De qualquer
forma, nossos resultados de contagem diferencial de hemdcitos (CDH) foram
semelhantes ao perfil imunoldgico proposto por Santos (2014) para A. mactroides, onde
a proporcdo dos hemacitos granulares sempre foi superior a de hemacitos hialinos em
todos os grupos analisados por aqueles autores.

Nossos resultados, portanto, indicam que, no extremo sul do Brasil, 0 marisco
branco apresenta dois periodos reprodutivos, um mais intenso na primavera (outubro e
novembro) e outro menos no outono-inverno (de maio-junho a setembro). O indice de
condicdo e as concentracdes de lipidios totais e glicogénio dos tecidos moles se
mostraram ferramentas Gteis na caracterizagdo do ciclo reprodutivo de A. mactroides. A
anélise imunoldgica sugere que 0s mariscos amostrados neste estudo se encontravam em

uma situacdo de normalidade em termos de perfil imunolégico.
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