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Resumo A sequéncia de uma coorte especial
através da analise de distribuicdes de frequéncias de
comprimento  (LFD), proveniente de uma
temporalmente extensa amostragem quantitativa, é
uma técnica comum entre ecologistas para estimar
o crescimento populacional de uma Unica espécie.
Neste método, uma dada classe anual é seguida e a
alteracdo na dimensdo média do modo ¢€
equivalente a um crescimento médio. No entanto, a
analise LFD sé funciona bem em espécies de
bivalves com um periodo de reproducdo ou
recrutamento muito estreito, o que é normalmente o
caso de bivalves de regides temperadas e polares.
Pelo contrario, uma vez que em bivalves tropicais o
periodo de recrutamento normalmente é prolongado
ou taxas de crescimento sdo variaveis, a analise
LFD tem aplicacdo limitada e ndo pode ser til para
estimacdo de crescimento em espécies tropicais e
subtropicais. Por consequéncia, o presente estudo
resume as informacdes disponiveis sobre as
estimativas de crescimento dos bivalves tropicais e
subtropicais e recomenda, principalmente para
pesquisadores que ndo dominam o idioma inglés,
experimentos de marcacgdo-recaptura em tempo
curtos, usando o método de marcacdo fluorescente
in situ (IFM), para medir o crescimento absoluto
como um método padrdo apropriado para futuros
estudos de bivalves de importancia econémica e
ecoldgica, que habitam areas climaticas tropicais e
subtropicais.

Palavras-chave: marcagdo-recaptura, marcagio

fluorescente in situ, fluorocromo calceina, taxa de
crescimento, ostreicultura.

ISSN: 2357-8068

Abstract Following a particular cohort by
analyzing length-frequency  distributions
(LFD), originating from a time consuming
quantitative sampling, is a common technique
among ecologists to estimate the population
growth of a single species. In this method, a
given year class is followed, and the change in
the average size of the mode is equivalent to
average growth. Nevertheless, LFD analysis
only works well in bivalve species with a very
narrow reproductive or recruitment period,
which is normally the case of temperate and
polar bivalves. On the contrary, since in
tropical bivalves the recruitment period is
usually extended or growth rates are variable,
LFD analysis has limited application and may
not be useful for tropical and subtropical
species to estimate growth. On this account, the
present study summarizes the available
information on growth estimations of tropical
and subtropical bivalves and recommends,
mainly for researchers who do not dominate the
English language, short time tagging-recapture
experiments, using the in situ fluorescent
marking (IFM) method, for measuring absolute
growth as an appropriate standard method for
future studies of economically and ecologically
important bivalves, inhabiting tropical and
subtropical climate areas.
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Introducéo

A pesca de bivalves (ostras, mexilhdes, etc.) nas regides litoraneas é fonte cotidiana de alimento e renda
para milhares de familias. No entanto, a sobrepesca, ou seja, a pesca acima do limite impede que 0s
individuos adultos das populag¢fes naturais sejam repostos por novas geracdes colocando em risco esta
atividade econdmica (Legat, Pereira, Legat & Fogaca, 2008). Neste sentido a malacocultura, cultivo de
moluscos, surge no contexto mundial como uma alternativa viavel para mitigar o possivel colapso da pesca,
uma vez que reduz a pressao sobre os estoques naturais (Gomes, Araljo & Neto, 2008). Neste contexto, a
ostreicultura, merece destaque por apresentar uma atividade em ascensdo, principalmente devido sua
viabilidade socioecondmica e ambiental (Chagas, 2016).

Atualmente, a producdo global de aquicultura de bivalves desempenha um papel importante na
alimentacdo humana, com uma producdo que quadruplicou nos altimos 20 anos. Verifica-se que até
meados da década de 1980 a pesca e aquicultura de moluscos bivalves apresentavam-se com estimativas de
producdo pareadas, a partir da metade dessa mesma década a malacocultura inicia um rapido crescimento
até o ano de 2014, ano no qual ocorreu a Gltima estimativa da produgdo (FAO, 2016). Este crescimento na
producdo de bivalves é resultado, por exemplo, do sucesso da mitilicultura (cultivo de mexilhGes) e da
ostreicultura (cultivo de ostras). Verifica-se também que, devido ao crescimento descontrolado da
populagcdo mundial desde a década de 1950, o cultivo destes animais apresenta-se como uma fonte viavel a
obtencdo de alimento fresco, ja que a pesca destes moluscos esta estagnada a mais de trés décadas (Figura
1).
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Figura 1. Desenvolvimento da producéo global de aquicultura de bivalves no mundo (cor azul), chegando em 2014 a
14.507.196 toneladas movimentando U$ 17.056.836.000 (mais de 17 bilhGes dolares americanos), producéo global de
captura de bivalves (cor laranja) e nimero de habitantes no mundo, atingindo 7.174.611.000 bilhdes de pessoas em
2014 (cor verde) (Fonte FAO, 2016).

Em 2014 o consumo mundial de bivalves superou 14,5 milhdes de toneladas, movimentando mais de
USD$ 17 bilhdes (FAO, 2016). No Brasil, registros do IBGE de 2014, mostraram que naguele ano a
malacocultura correspondeu em torno de 2 % da aquicultura nacional, com aproximadamente 20.000
toneladas e aproximadamente R$ 60 milhdes (CNA, 2015). No estado do Pard, a produgdo em 2013 ficou
em torno de 156.000 unidades, gerando cerca de R$ 96 mil (Guedes, 2014).

Um excelente exemplo do sucesso na aquicultura de moluscos bivalves é a ostreicultura, cultivo de
ostras, que corresponde a aproximadamente 35 % da producdo mundial. No Brasil, destacam-se os cultivos
de mexilhdes e ostras, ambos com elevado potencial de crescimento, com destaque a regido sul (CNA,
2015). Em relagdo as ostras nativas cultivadas nas regides estuarinas brasileiras, destacam-se a ostra-do-
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mangue (inglés: mangrove cupped oyster) Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828), a ostra-brasileira
(inglés: Brazilian oyster) Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1819). Além dessas, a ostra do Pacifico,
espécie exotica, (inglés: Pacific cupped oyster) Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), também conhecida
como ostra japonesa, apresenta um elevada importancia principalmente no estado de Santa Catarina (CNA,
2015). Os dados sobre a producdo da ostreicultura no Brasil podem estar subestimados, uma vez que 0s
levantamentos estatisticos de producdo sdo raros na maioria dos paises latinoamericanos onde as espécies
ocorrem. Neste sentido o Brasil consta como produtor de Crassostrea spp. ndo de definindo as espécies.

Determinac&o de crescimento de moluscos bivalves

A determinacdo da taxa de crescimento de um organismo fornece dados ecol6gicos basicos e é um dos
principais par@metros para descrever a dinamica das populacBes respectivas. Na pesca, as taxas de
crescimento ligadas com os dados de recrutamento sdo utilizadas para estimar o rendimento sustentavel
(Jennings, Kaiser & Reynolds, 2001; Hilborn & Walter, 2003; King, 2007). O crescimento é fortemente
influenciado pelas condi¢cdes ambientais, e qualquer variacdo no meio ambiente influenciaréa a sua taxa de
crescimento. Estas alteraces na taxa de crescimento podem ser visiveis como linhas de crescimento, ou
descontinuidades abruptas no material calcificado sobre as partes duras de animais (Figura 2A).

As linhas de crescimento observadas na parte rigida podem também serem encontradas nas escamas,
0ssos operculares, vértebras, otdlitos e espinhas de peixes, nas conchas de bivalves e gastropodes, e em
estatolitos de lulas. Estimulos ambientais que provocam uma desaceleragdo, interrupcdo ou cessacdo que
influenciam a formacdo de linhas de crescimento, podem ser aleatérias ou periodicas. Eventos aleatérios
tais como ciclones ou ataques malsucedidos por predadores podem causar o stress suficiente para produzir
linhas de perturbacdo, embora o momento da formagdo dessas linhas seja desconhecido, torna-os
inadequados para utilizacdo em analises de crescimento (Figura 2B).

Eventos regulares ou periddicos podem produzir uma série de linhas periddicas, as quais, uma vez que
sdo formadas em intervalos de tempo conhecidos, podem ser usados para estimar o crescimento. Periodos
regulares resultam em linhas de crescimento ocasionados pelo movimento planetario/ dia, marés, meses
lunares e anos. Eventos anuais que resultam em linhas de crescimento incluem a diminuicdo da temperatura
das aguas associados com o inverno em regides mais frias, e a baixas salinidades associadas com a estacéo
das chuvas em algumas regi@es tropicais. As linhas podem também ser formadas durante a desova, que nédo
pode ser considerado um evento anual. Linhas de crescimento podem também ser formadas em intervalos
mais curtos, tais como o més lunar e o dia solar, no qual as variacbes de crescimento podem estar
associadas a alteracGes no comportamento ou a disponibilidade de alimento.

A

Figura 2. Conchas de Crassostrea rhizophorae destacando linhas periddicas de crescimento (seta) (A) e de Donax
hanleyanus mostrando uma série de faixas concéntricas, as quais podem ter sido formadas, por exemplo, nas estacdes
do ano (B). A segunda banda externa a partir do umbo (seta) de D. hanleyanus é provavelmente resultante de um
ataque malsucedido por um predador ou uma diferenga na composicao dos alimentos. Escalas: A =10 cm, B =10 mm
Fonte: A: Arquivo préprio dos autores, B: Herrmann, 2009 (B).
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As pesquisas concentram-se no desenvolvimento de métodos adequados para determinar o crescimento,
principalmente devido & importancia de muitas espécies de bivalves que sdo comercialmente e
artesanalmente explorados (McLachlan et al., 1996). Varios métodos foram usados para medir as taxas de
aumento do crescimento da concha, incluindo (I) anélise de incremento de tamanho através de
experimentos de marcacgdo e recaptura, como por exemplo o método de marcacdo fluorescente in situ
(inglés: in situ fluorescent marking [IFM] method), (II) analise de distribuicbes de frequéncia de
comprimentos (inglés: length-frequency distributions [LFD] analysis), (111) anélise do anel de crescimento
da concha, (V) analise dos is6topos estaveis e (V) analise de idade utilizando o pigmento autofluorescente
lipofuscina (Tabela 1).

O conhecimento de novas técnicas em estudos de crescimento de organismos em regides subtropicais ou
tropicais, assim como as ostras o género Crassostrea, séo de vital importancia para o desenvolvimento do
cultivo desses organismos. Ao determinar-se, com eficacia, as taxas de crescimento desses bivalves, pode-
se maximizar a taxa de crescimento, com medidas de condi¢des favoraveis conhecidas ao desenvolvimento
dos moluscos e minimizar os custos de producdo, possibilitando o a ampliacdo da producdo nacional e a
competicédo a nivel mundial.

Tabela 1. Taxas de crescimento de bivalves artesanalmente coletados e comercialmente usados tém sido bem
estudados por um grande nimero de autores, usando uma variedade de métodos: (1) analise de incremento de tamanho
através de experimentos de marcacdo e recaptura, (1) analise de distribuicfes de frequéncia de comprimentos, (l11)
analise do anel de crescimento da concha, (V) analise dos is6topos estaveis e (V) analise de idade utilizando o
pigmento autofluorescente lipofuscina.

Andlise Referéncia

Heald (1978); Mitchell, Crawford & Rushton (2000); Honkoop & Bayne (2002); Riascos & Urban
(2002); Hart & Joll (2006); Kimbro, Largier & Grosholz (2009)

Ropes & Merrill (1970); Richardson (1989); Richardson, Seed & Naylor (1990); McQuaid & Lindsay
(2000); Laudien, Brey & Arntz (2003)

I (marcasde  Seed (1969); Beal, Bayer, Kraus & Chapman (1999); Kesler, Newton & Green (2007); Hollebone &
tintas) Hay (2008)

Hidu & Hanks (1968); Richardson, Crisp & Runham (1979); Parsons, Robinson, Roff & Dadswell
(1993); Rowley & Mackinnon (1995); Kaehler & McQuaid (1999); Sato-Okoshi & Okoshi (2002);
Heilmayer et al. (2005); Miyaji, Tanabe & Schoéne (2007); Riascos et al. (2007); Herrmann, Lepore, et
al. (2009); Lepore, Penchaszadeh, Alfaya & Herrmann (2009); Caceres-Puig, Huato-Soberanis, Melo-
Barrera & Saucedo (2011); Linard et al. (2011)

Nayar (1955); Alagarswami (1966); Talikhedkar, Mane & Nagabhushanam (1976); Arntz, Brey,
Tarazona & Robles (1987); Gaspar, Ferreira & Monteiro (1999); Herrmann, Carstensen, et al. (2009);
Herrmann, Lepore, et al. (2009); Herrmann et al. (2011); Lopes, Gomes, Tureck & Melo (2013)
Grizzle et al. (2016)

Capezzani, Oliver & Penchaszadeh (1971); Ansell & Lagardére (1980); Guillou & Le Moal (1980);
Il Sasaki (1981); Richardson (1989); Ramon, Abello & Richardson (1995); Fiori & Morsan (2004);
Morsan & Orensanz (2004)

Jones, Williams & Arthur (1983); Brey & Mackensen (1997); Heilmayer et al. (2003); Carré et al.
(2005); Jones, Quitmyer & Andrus (2005); Schéne & Giere (2005)

Lomovasky, Morriconi, Brey & Calvo (2002); Bosley & Dumbauld (2011); Guerra et al. (2012);
Hiebenthal, Philipp, Eisenhauer & Wahl (2012)

| (etiquetas)

I (gravuras)

| (corantes
fluorescentes)

Fonte: Tabela expandido de Herrmann, Lepore, et al. (2009).

As andlises de distribuicdo da frequéncia de tamanho sdo amplamente utilizadas para estimar a taxa de
crescimento em espécies de climas temperados com coortes identificaveis, regides de pico e com um ciclo
reprodutivo ciclico (Herrmann, Alfaya, et al., 2009; Herrmann, Carstensen, et al., 2009; Herrmann, Rocha
Barreira de Almeida, et al., 2009; Herrmann et al., 2011). No entanto, em espécies subtropicais a
reproducdo e o crescimento, muitas vezes ocorrem durante o ano todo, resultando na auséncia de coortes
claramente definidos (Urban, 2001), devido a isso as andlises de distribuicdo da frequéncia de tamanho
podem ndo ser adequadas para estimar o crescimento de espécies em regides tropicais (Sparre & Venema,
1998).

Nessas espécies, experimentos de marcagao e recaptura parecem ser mais apropriados para estimar as
taxas de crescimento, pois sdo mais baratos e faceis de aplicar (Herrmann, Lepore, et al., 2009; Lepore,
Penchaszadeh, Alfaya & Herrmann, 2009). No entanto, os métodos tradicionais de marca¢do mostrados na
Tabela 1, envolvem a manipulagdo fisica das conchas, o que pode levar a interrupgdo do crescimento de
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concha (Jones, Thompson & Ambrose, 1978). Além disso, bivalves juvenis muitas vezes ndo podem ser
marcados do modo classico devido ao seu pequeno tamanho e seu dificil manejo. No entanto, eles sdo
necessarios para o calculo da curva de crescimento de von Bertalanffy (1938) da populacéo estudada.

Recentemente, as técnicas quimicas foram utilizadas para estudos de crescimento de moluscos,
utilizando fluorocromos como, por exemplo, as tetraciclinas, laranja de xilenol, vermelho de alizarina e
calceina (Day, Williams & Hawkes, 1995; Rowley & Mackinnon, 1995; Kaehler & McQuaid, 1999;
Moran, 2000; Thébault et al., 2006; Riascos et al., 2007; Lucas et al., 2008; Herrmann, Lepore, et al., 2009;
Lepore, Penchaszadeh, Alfaya & Herrmann, 2009; Caceres-Puig, Huato-Soberanis, Melo-Barrera &
Saucedo, 2011; Linard et al., 2011; van der Geest et al., 2011). Os fluorocromos sdo incorporados no
carbonato de célcio recém mineralizado que compde a concha, fornecendo uma marca de crescimento de
referéncia verde, fluorescente e brilhante, que é visivel sob um microscépio de fluorescéncia equipado com
luz azul e a partir do qual o crescimento da concha pode ser medido (Wilson, Beckman & Dean, 1987).
Obviamente, para ser um marcador de crescimento adequado, fluorocromos ndo devem ser tdxicos e ndo
devem afetar negativamente o crescimento ou a sobrevivéncia. Uma série de estudos sobre moluscos
bivalves indicam que o fluorocromo calceina proporciona marcas fluorescentes de longa duragdo sem
efeitos negativos detectaveis sobre o desempenho do crescimento e sobrevivéncia (Eads & Layzer, 2002;
Heilmayer et al., 2005; Moran & Marko, 2005; Riascos et al., 2007; Lucas et al., 2008; Herrmann, Lepore,
et al., 2009; Lepore, Penchaszadeh, Alfaya & Herrmann, 2009).

Técnicas de marcacéo com calceina

A analise de crescimento das populacdes de ostras subtropicais do género Crassostrea sp., pode ser
realizado num experimento de marcacéo in situ, utilizando o marcador de fluorescéncia calceina. As ostras
podem ser coletadas no manguezal ou utilizadas de um cultivo (no total minimo de 320 individuos). Para
evitar altas taxas de mortalidade durante a marcacdo (Figura 3A), recomenda-se levar os individuos para
testes (por ex. 240 individuos), a um laboratério com condi¢Ges controlado. Estes individuos devem ser
mantidos em &gua a temperatura ambiente, em tanques aerados e escuros para prevenir a degradacao
quimica da fluorescéncia durante o periodo de imersao.

Além deste, deve-se manter um grupo controle ndo marcado de, por exemplo, 80 espécimes, onde
devem ser mantidos nas mesmas condi¢des. A concentracdo e o periodo de imersdo do marcador de
calceina (50 mg L-1 por 3 h) devem ser escolhidos de acordo com estudos realizados com outros bivalves
(Heilmayer et al., 2005; Riascos et al., 2007; Herrmann, Lepore, et al., 2009; Lepore, Penchaszadeh, Alfaya
& Herrmann, 2009; van der Geest et al., 2011). Apds a imersdo, 0s animais testes devem ser soltos in situ
em bercarios experimentais tipo caixa flutuante (Figura 3B), travesseiros (Figura 3C), lanternas (Figura
3D) ou qualquer outro sistema que facilite 0 manuseio durante o experimento, em quadruplicata, por pelo
menos 42 dias. A cada sete dias durante oito semanas, os bivalves em teste devem ser sacrificados e as
conchas vazias devem ser limpas e secas.

Para a analise das marcas de crescimento ja incorporadas, os animais devem ser levados ou a um
laboratorio equipado com o sistema esclerocronologia, necessario para observacdo das marcas. Uma se¢do
transversal da concha deve ser cortada do eixo maior do crescimento com uma serra com disco de diamante
apos ser embebido em resina em base de epoxicure, catalisado com endurecedor. Posteriormente, as
amostras seccionadas devem ser sucessivamente polidas sobre um painel de vidros com diferentes graus de
carboneto de silicio em po, e finalmente com uma suspensao de 6xido de aluminio. As marcas devem ser
detectadas através de fotografias sobre um microscépico fluorescente, usando luz azul do comprimento de
onda de 460 a 490 nm (Figura 3E e 3F). O crescimento das ostras deve ser determinado com medidas
micrométricas da distancia entre a marca corada e a margem do crescimento. O crescimento absoluto deve
ser medido através do crescimento da concha ao longo do tempo. Uma funcdo de crescimento de von
Bertalanffy (1938) deve ser ajustada para dados de crescimento, derivados das marcas fluorescentes (Figura
3G), usando o software FiSAT Il (Gayanilo, Sparre & Pauly, 2005).
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Figura 3 - Experimentos in situ de estudos do crescimento de bivalves, apresentando (A) calceina diluida em agua
(50-150 mg/litro, depende da espécie experimental e do tempo da marcagdo), desenhos de bercarios experimentais
tipo (B) gaiola de 40x40x40cm revestido internamente com uma malha de nylon de um milimetro na zona intermareal
de uma praia arenosa, (C) mesas de tamanho variados, assim como a profundidade, geralmente a uma altura de 1,50 m
do sedimento e (D) lanternas de 80x40cm, exemplificando uma lanterna suja (esquerda) apds um periodo mensal
exposto a 4gua e um exemplo de lanterna nova (direita). SecOes transversais das conchas, observado através de um
microscépio de fluorescéncia, equipado com luz azul, de (E) Crassostrea rhizophorae com comprimento total da
concha de 80,23 mm, cresceu em 104 dias experimentais in situ 25,47 mm (chave), autofluorescéncia da concha
visivel, (F) Amarilladesma mactroides com comprimento total da concha de 9,93 mm, depois do experimento de
crescimento in situ de 45 dias, amostrando o incremento de crescimento de 1,83 mm (chave) e a autofluorescéncia da
concha (so: exterior da concha, si: interior da concha, u: umbo, setas: marca de calceina, escalas: E =10 mm,
F =1 mm) e (G) Donax hanleyanus embutido em um bloco de resina em base de epoxicure, coletado ap6s 45 dias de
tempo experimental, mostrando a marca de calceina, visivel a olho nu (a seta indica 0 novo material acumulado no
tempo experimental). Fontes: A, B e G (Herrmann, Alfaya, et al., 2009), C, D e E arquivos proprios dos autores, e F

(Lepore, Penchaszadeh, Alfaya & Herrmann, 2009).
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Consideracoes finais

Desde que os bivalves tropicais e subtropicais exibem eventos de desova continua durante o ano e
podem recrutar durante um periodo mais longo, em comparagdo com os bivalves de regides temperadas, a
analise de distribuicGes de frequéncias de comprimento (LFD) néo é Util para estimar o crescimento destes
bivalves (Sparre & Venema, 1998; Herrmann, 2009; Herrmann, Lepore, et al., 2009; Lepore,
Penchaszadeh, Alfaya & Herrmann, 2009; Herrmann, 2011; Gosling, 2015). Consequentemente,
experimentos de marcacgao-recaptura em tempo curtos, utilizando o método de marcacgdo fluorescente in
situ (IFM), sdo recomendados para estimar o crescimento adequado de bivalves tropicais e subtropicais.
Os autores deste trabalho gostariam de destacar que editores das revistas nacionais e internacionais nao
deveriam mais aceitar manuscritos para publicar estudos de crescimentos de bivalves tropicais e/ou
subtropicais aplicando a LFD.

A aplicacdo do IFM, o fluorocromo calceina pode ser usado como marcador de fluorescéncia, que é
adequado para estimar o crescimento de bivalves tropicais e subtropicais, nativos e cultivados. O método é
relativamente econémico, pode ser aplicado num curto periodo de tempo e ndo afeta a sobrevivéncia dos
organismos que forem marcados. A eficiéncia na marcagdo de varios bivalves estudados atesta que a
calceina produz marcas evidentes em moluscos 0 que torna possiveis estudos de crescimento de curta
duracdo e de alta resolucéo.

Estudos realizados por Day, Williams & Hawkes (1995) com Haliotis rubra Leach, 1814, Kaehler &
McQuaid (1999) com Perna perna (Linnaeus, 1758), Heilmayer et al. (2005) com Adamussium colbecki,
Riascos et al. (2007) com Concholepas concholepas e Mesodesma mactroides, Herrmann, Lepore, et al.
(2009) com Donax hanleyanus, Lepore, Penchaszadeh, Alfaya & Herrmann (2009) com Mesodesma
mactroides e van der Geest et al. (2011) com Loripes lacteus sustentam que a calceina pode ser
recomendada como um marcador ndo letal para bivalves naturais e cultivadas, habitando areas climaticas
tropicais e subtropicais.

Apesar do alto valor comercial de ostras, até hoje existem apenas dois estudos publicados utilizando o
marcador calceina para estimar o crescimento da ostra perlifera Pteria sterna no México (Caceres-Puig,
Huato-Soberanis, Melo-Barrera & Saucedo, 2011) da ostra-dos-labios-negros Pinctada margaritifera na
Polinésia Francesa (Linard et al., 2011). Entretanto, a analise de incremento de tamanho através de
experimentos de marcacdo e recaptura, utilizando calceina como marcador é, como ja mencionado nesse
trabalho, a mais apropriada para estimar o crescimento de espécies subtropicais e tropicais, incluindo as
ostras naturais. Além disso, este método possibilita a estimacdo bem exata de crescimento, e até identificar
0 crescimento diario (micro-crescimento) do organismo que realmente é interessante e muito Util para que
a aquicultura de ostras seja rentavel.
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