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RESUMO GERAL

Existe uma grande caréncia de informacdes sobre as necessidades fisicas e
comportamentais das paralarvas, bem como de suas preferéncias alimentares, o que
dificulta a sua manutencdo em laboratoério. Estudos que contribuam para verificar os fatores
que afetam a sobrevivéncia das paralarvas durante a larvicultura e para um maior
conhecimento das fases iniciais de desenvolvimento, biologia e ecologia das paralarvas do
polvo comum da costa sul do Brasil, sdo necessarios para o desenvolvimento de protocolos
experimentais para o cultivo. Para avaliar as fases iniciais de desenvolvimento do polvo
comum, estimativas da taxa de absorcdo de vitelo, peso Umido e seco, peso organico e
inorgénico, foram obtidos de ovos incubados a 24 + 1° C, a cada 48 horas ao longo do
desenvolvimento embrionario. Apos a eclosdo as paralarvas foram separadas em dois
grupos, inani¢do a 19° C e inanicdo a 24° C, para avaliar a importancia do contetdo de
vitelo no potencial de sobrevivéncia das mesmas durante a larvicultura. Os resultados
indicam que a perda de biomassa do embrido foi relativamente baixa, pois houve uma
reducdo de apenas 12 % no peso organico dos ovos, sugerindo que o vitelo tenha sido
convertido com eficiéncia em massa corporea na temperatura de incubagdo escolhida. A
reserva de vitelo representou de 20 a 32 % do peso Umido do corpo das paralarvas na
eclosédo, permitindo que as mesmas sobrevivessem até 8 dias a 19° C e até 10 dias a 24° C
guando em inanicdo. Porém, taxas de sobrevivéncia acima de 70 % foram registradas no
Dia 5 para paralarvas mantidas a 19° C e no Dia 3 a 24° C. Estes resultados indicam que
maiores taxas de mortalidade foram registradas anteriormente para paralarvas mantidas a
24° C, devido as maiores taxas metabdlicas, resultando na absorcdo de vitelo mais rapida.
Existem evidéncias que o polvo comum seja membro de um complexo de espécies
cripticas. Assim, a descricdo morfoldgica de paralarvas da costa sul do Brasil e comparacéo
do padrdo de cromat6foros entre paralarvas da costa sul do Brasil e do noroeste do
Atlantico (Vigo, Espanha) foram realizadas. Os ovos e paralarvas de ambas as localidades
foram incubados e mantidos a temperaturas de 20°C + 2°C. Foram observadas diferencas
importantes entre o padrdo de cromatoforos das paralarvas de ambas localidades,
principalmente na regido ventral do manto e da cabeca. Porém, para avaliar em que grau

estas diferencas possam estar envolvidas na complexidade da posi¢cdo taxonOmica da



especie, seria ainda necessario o suporte de genética molecular. Um fator que tem
contribuido para o aumento das taxas de mortalidade das paralarvas esta relacionado as
inadequadas condigdes fisicas dos sistemas de cultivo, sendo observadas lesdes nos bra¢os
das paralarvas mantidas em tanques circulares de 96 L. Com o0 objetivo de reduzir estas
lesbes 3 configuracdes internas de tanques de cultivo e hidrodindmica foram testadas.
Analises histolégicas de bracos normais e lesionados das paralarvas foram realizadas para
caracterizar e identificar a causa destas lesdes. Paralarvas mantidas em tangques com
corrente circular e com idades de 20, 24 e 30 dias (d) apresentaram perda de ventosas e
diminuicdo ou auséncia dos OK. As paralarvas com idade de 15 d mantidas em tanques
com corrente ascendente apresentaram uma estrutura nodular que indicou o inicio do
processo abrasivo. Paralarvas de 24 d mantidas em tanques com correntes convergentes
verticais ndo apresentaram danos epiteliais, representando a melhor hidrodindmica testada.
Os resultados indicam que as lesbes sdo fisicas, e que podem ser reduzidas através da
remodelagem da configuracdo interna dos tanques e hidrodinamica. Portanto, isto evidencia
gue a hidrodindmica é uma das causas de mortalidade das paralarvas durante o cultivo, a
qual ainda ndo havia sido observada anteriormente. Assim, o contato das paralarvas com as

paredes deve ser evitado sempre que possivel.



ABSTRACT

The rearing of Octopus vulgaris paralarvae is hinder by the deficiency of
information on its physical and nutritional requirements. To develop experimental protocols
on paralarval rearing, studies on the factors that affect the embryonic development, survival
and growth of paralarvae are necessary. In this study, the humid, dry, organic and inorganic
weight of eggs incubated at 24+ 1° C were obtained every 48 h and compared to the
estimate yolk content of eggs. After hatching, paralarvae were divided in two groups and
kept at starvation at 19° C and 24° C in order to evaluate the importance of the yolk content
on the survival of paralarvae. The results showed that during embryonic development there
was a reduction of only 12% in the organic weight of the eggs, suggesting that the yolk has
been effectively converted into corporal tissue at the chosen incubation temperature. The
yolk reserve represented from 20 to 32% of the paralarvae humid weight at hatching,
allowing the paralarvae to survive up to 8 days at 19° C and 10 days at 24° C in starvation,
although a survival rate of 70% was registered at Day 5 after hatching at 19° C and at Day
3at 24 °C.

Additionally, the morphological description of paralarvae from southern Brazilian
including their chromatophore pattern was described and compared to that of paralarvae
from northeastern Atlantic (Vigo, Spain). The eggs and paralarvae from both localities were
incubated and maintained at 20°C + 2°C. Important differences were observed on the
chromatophore pattern of paralarvae from both localities, mainly in the ventral area of the
mantle and head. However, other studies are necessary to determine other taxonomic
differences between specimens from both localities.

A factor that is associated with paralarval mortality is the inadequate physical
conditions of the cultivation tanks, since it was observed that the arms of paralarvae
maintained in 96 L circular tanks had lesion on their extremity. With the aim of reducing
the incidence of these lesions, 3 designs of cultivation tanks with different hydrodynamics,
were tested. To characterize and to identify the cause of these lesions, histological analyses
of normal and damaged arms of paralarvae were accomplished. Paralarvae maintained in

tanks with circular current presented loss of suckers and absence or damage in the Kollikers



organ at 20, 24 and 30 days after hatching. Fifteen days old paralarvae maintained in tanks
with ascending current presented a nodular structure on the arms that indicated the
beginning of the abrasive process. On the other hand, twenty-four days old paralarvae
maintained in tanks with a vertical convergent current did not showed epithelial damage on
the arms, showing that this was the best tank design tested. This result clearly indicate that
the lesions observed are physical and caused by excessive contact of paralarvae with the
tank walls. The lesions can be reduced by re-modeling the configuration and hydrodynamic
of the tanks. Therefore, the hydrodynamics of the tank is one of the causes of mortality
during rearing of paralarvae, showing that the contact of the paralarvae with the tank walls

should be always avoided.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os cefalopodes possuem um ciclo de vida curto que varia de 6 meses a 2 anos
(Boyle 1987), sdo didicos e o dimorfismo sexual se torna evidente em juvenis (Boletzky
1989). Os machos apresentam o terceiro braco direito modificado em um 6rgdo
copulador, o hectocétilo (Iglesias et al. 2000, Moxica et al. 2001), através do qual se da
a transferéncia dos espermat6foros para o interior da cavidade do manto da fémea
(Mangold 1987). Durante o periodo que compreende a postura e o desenvolvimento do
embrido, a fémea limpa e oxigena 0s ovos com o auxilio dos seus bracos e o funil, para
de se alimentar, e morre ap6s o inicio da eclosdo das paralarvas (lglesias et al. 2000,
Mangold 1983, Moxica et al. 2001).

O polvo comum (Octopus vulgaris) distribui-se em aguas tropicais e temperadas ao
redor do mundo (Mangold 1983) e praticamente ao longo de toda a costa brasileira
(Haimovici et al. 1994). Diversas caracteristicas, tais como, altas taxas de crescimento e
conversdo alimentar, ciclo de vida curto, desenvolvimento direto e alto valor de
mercado, apontam para a potencialidade de cultivo do polvo comum (Iglesias et al.
2000, Mangold 1983, Mangold 1987, Nixon 1969, Vaz-Pirez et al. 2004).

Diversos estudos demonstraram 6timos resultados quanto a reproducdo em
laboratorio, de tal forma que através das técnicas empregadas se consegue obter ovos e
paralarvas viaveis, e em quantidades suficientes para serem utilizadas durante o cultivo
(Iglesias et al. 2000, Moxica et al. 2001, Okumura et al. 2005, Villanueva 1995).
Entretanto, o gargalo tecnoldgico para o cultivo reside nas baixas taxas de sobrevivéncia
das paralarvas nas primeiras semanas ap6s a eclosao (Vidal et al. 2004, Villanueva et al.
1996).

Algumas espécies de polvos do género Octopus que produzem relativamente poucos
ovos com muito vitelo, tais como O. joubini, O. briareus, O. maya, O. bimaculoides e O.
digueti tem sido cultivadas com grande sucesso através de todo o seu ciclo de vida em
laboratdrio, sendo amplamente utilizados para fins biomédicos (Hanlon & Forsythe
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1985). A principal vantagem de se cultivar estas espécies € a auséncia da fase
planctbnica, assim emerge do ovo um pequeno polvo capaz de se alimentar
imediatamente de presas de maior tamanho, e conseqlientemente apresentam maiores
taxas de crescimento e sobrevivéncia (Hanlon & Forsythe 1985). Em contraste, a
fecundidade do polvo comum é relativamente alta, uma Gnica fémea pode produzir entre
100, 000 e 500, 000 ovos, o que facilita a disponibilidade de paralarvas para o cultivo.
Porém, as paralarvas sao planctdnicas ao eclodir, possuem pouca quantidade de vitelo e
altas taxas metabolicas, entrando rapidamente em inani¢cdo na auséncia de alimento
(Mangold 1983).

A caréncia de informacdes sobre as principais presas selecionadas por estas
paralarvas esta intimamente relacionada as altas taxas de mortalidade durante a
larvicultura. Entretanto, juvenis foram obtidos em laboratério atraveés do oferecimento
de zoés de crustaceos decapodes como alimento as paralarvas, porém somente em
pequenos volumes, em escala experimental (Carrasco et al. 2003, Iglesias et al. 2004,
Itami et al. 1963, Villanueva 1995). Outro fator primordial para maximizar o cultivo
para fins comerciais reside na producdo de alimento vivo em variedade, quantidade e
qualidade, que supra as elevadas taxas metabdlicas e as necessidades nutricionais das

paralarvas (Villanueva 1994).

Tendo em vista que a tecnologia de produgdo de polvos ainda estd sendo
desenvolvida, e praticamente todos os estudos tém sido centrados na sobrevivéncia e
crescimento das paralarvas, € de fundamental importancia contribuir para o maior
conhecimento das fases iniciais de desenvolvimento do polvo comum. Existem estudos
gue relatam estimativas de fecundidade e taxa de eclosdo de ovos incubados em
diferentes temperaturas (Iglesias et. al 1997, Moxica et al. 2001). Entretanto,
informagdes sobre a morfologia e fisiologia do embrido durante o desenvolvimento
embrionario e influéncia da quantidade de vitelo das paralarvas no momento da eclosao
no potencial de sobrevivéncia durante o cultivo sdo inexistentes. Tais informacdes

provavelmente atuem como parte do processo que ainda precisa ser desvendado para
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completar o ciclo de vida em laboratério e futuramente maximizar cultivos em escala

comercial.

Outro ponto de interesse para o cultivo de cefaldpodes reside na busca do maior
conhecimento do seu ciclo de vida e biologia. De acordo com Sweeney et al. (1992), o
ciclo de vida de muitas espécies de cefalépodes com paralarvas planctdnicas sao pouco
estudados e inadequadamente descritos, pois existe uma grande caréncia de informac6es
sobre a distribuicdo das paralarvas na natureza (Rocha et al. 1999). Devido a ampla
distribuicdo mundial do polvo comum, recentes evidéncias indicam que 0 mesmo possa
ser membro de um complexo de espécies cripticas (Mangold 1998). Uma particularidade
importante dos cefalépodes € o padrao de distribuicdo dos cromatéforos, os quais podem
ser utilizados como importantes caracteres taxondmicos (Hoechberg et al. 1992). Desta
forma, a analise do padrdo de cromat6foros de paralarvas de O. vulgaris cultivadas e de
diferentes regibes geograficas, poderia ser uma ferramenta Util na andlise da

complexidade desta espécie.

Ainda, devido & escassez de informagdes sobre as necessidades fisicas e
comportamentais das paralarvas, uma ampla variedade de tipos de tanques (formas,
tamanhos e cores) tém sido empregados no cultivo destes cefalopodes (Carrasco et al.
2003, Iglesias et al. 2004, Okumura et. al. 2005, Vidal et al. 2004, Villanueva 1995).
Estudos recentes com paralarvas da lula Loligo opalescens mostraram que maiores taxas
de sobrevivéncia e crescimento podem ser alcancadas através do aprimoramento das
condigdes fisicas dos sistemas de cultivo (Vidal et al. 2002). E provavel que os mesmos
fatores que contribuam para aumentar as taxas de sobrevivéncia das paralarvas da lula L.
opalescens também se apliquem as paralarvas do polvo comum, pois ambas sdo

planctonicas e morfologicamente muito semelhantes.

Com base neste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar quais os fatores
afetam a sobrevivéncia das paralarvas durante a larvicultura e contribuir para 0 maior
conhecimento das fases iniciais de desenvolvimento, biologia e ecologia das paralarvas
do polvo comum da costa sul do Brasil, a fim de desenvolver protocolos experimentais

para o cultivo.
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RESUMO

Um fator de extrema importancia para viabilizar o cultivo de polvos é conhecer as fases
iniciais do seu ciclo de vida e o efeito da quantidade de vitelo das paralarvas na eclosdo no
potencial de sobrevivéncia durante a larvicultura. Para tal, a utilizacdo de vitelo, agua,
conteddo organico e inorganico de ovos de Octopus vulgaris durante o desenvolvimento
embrionario, o peso Umido e seco (PU, PS), peso seco livre de cinzas (PSLC) e peso das
cinzas (PC) de amostras de 100-150 ovos (n=1650) incubados a 24 + 1° C foram avaliados
a cada 48 horas ao longo do desenvolvimento. Apds a eclosdo, as paralarvas foram
mantidas em inanicdo a duas temperaturas (19° C e 24° C) para avaliar o tempo de
sobrevivéncia das mesmas. Medidas do saco vitelinico foram realizadas através de imagens
capturadas dos ovos, e posteriormente convertidas em peso (PV). A média do PU e PS no
1° dia foi de 1,1 mg e 0,37 mg, respectivamente. Enquanto o PS permaneceu praticamente
constante durante todo o desenvolvimento, o PU aumentou 68 %, atingindo 1,81 mg no 21°
dia. A média do PV no 1° dia foi de 0,50 mg, representando 46 % do PU e mostrando uma
diminuicao gradual durante a organogénese (0,24 mg no 21° dia). Enquanto uma reducéo
de 12 % no peso organico dos ovos foi observada, o0 inorganico aumentou 54 %, devido
principalmente a formacgédo do bico, estatdlitos e absorgdo de sais inorganicos e elementos
traco da agua do mar. Os resultados sugerem que o aumento no PU dos ovos esteve
relacionado a absorcdo de agua pelo embrido e que a perda de biomassa foi relativamente
baixa (12 %), indicando que o vitelo foi convertido com eficiéncia em massa corpdrea na
temperatura de incubag&o escolhida. O vitelo representou de 20 a 32 % do peso Umido das
paralarvas na eclosdo, permitindo que as mesmas sobrevivessem até 8 dias a 19° C e até 10
dias a 24° C quando em inanigdo.Taxas de sobrevivéncia acima de 70 % foram registradas
no Dia 5 para paralarvas mantidas a 19° C e no Dia 3 a 24° C. Estes resultados indicam
maiores taxas de mortalidade para paralarvas mantidas a 24° C, devido as maiores taxas

metabdlicas, resultando na absor¢éo de vitelo mais répida.
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ABSTRACT

One factor of extreme importance to make feasable the cultivation of octopus is to know
the initial phases of their life cycle and the effect of quantity of yolk of paralarvae on the
eclosion on the potentiality for survival during the larviculture. On account of this, the use
of yolk, water, organic and inorganic content, the humid and dry weight (WW, DW), the
dry weight free of ashes (DWFA) and the weight of ashes (WA) of samples of 100-150
eggs (n=1650) of Octopus vulgaris incubated at 24 + 1° C have been obtained every 48
hours throughout the development. After the eclosion the paralarvae were maintained in
starvation at 2 temperatures (19° and 24°C) to evaluate the time of survival of the same.
Measurements of vitelinic sac were carried out through the images captured of the eggs,
and later on converted into weight (YW). The average of WW and DW on the first day
was of 1,1 mg and 0,37 mg, respectively. Whereas the DW maintained practically constant
during all the development, the WW increased 68% reaching 1,81 mg on the 21 day. The
average of YW on the first day was of 0,5 mg, representing 46% of WW and showing a
gradual diminution during the organogenesis (0,24 mg on the 21% day). Whereas a
reduction of 12% on the organic weight of eggs have been observed, the inorganic
increased 54%, due specially to the formation of beak, statoliths and absorption of
inorganic salts and traces of water elements of sea water. The results suggest, that the
increase on WW of eggs was related to the absorption of water by the embryo and that the
loss of body tissues was relatively low (12%), pointing out that the yolk was converted
successfully into corporal mass at the temperature of incubation chosen. The yolk
represented from 20 to 32% of the humid weight of paralarvae at the eclosion, thus
allowing that the same could survive up to 8 days at 19° C and even up to 10 days at 24° C,
when they were starvation. Nevertheless, survival rates above 70% have been registered on
Day 5 for paralarvae maintained at 19° C, and on Day 3 at 24° C. These results show higher
rates of mortality for paralarvae maintained at 24° C, due to higher rates of metabolics,

resulting in a quicker absorption of yolk.
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1. INTRODUCAO

O polvo comum (Octopus vulgaris) possui grande importancia comercial em varias
partes do mundo, sendo considerado um excelente candidato para o cultivo (Iglesias et al.
2000, Vaz-Pires et al. 2004). Porém, o cultivo de polvos ainda se encontra em fase de
desenvolvimento, visto que as paralarvas eclodem com pequeno tamanho, em torno de 2
mm de comprimento total e apresentam uma fase de vida planctonica bastante complexa
(Iglesias et al. 2000, Mangold 1987)). Assim, durante as Gltimas décadas diversas tentativas
de cultivo foram realizadas, visando conhecer as técnicas para a producdo de polvos em
escala comercial (Carrasco et al. 2003, Hamazaki et al. 1991, Iglesias et al. 2000, Inamura
1990, Itami 1963, Moxica et al. 2002, Villanueva 1994, Villanueva 1995).

Uma das causas das altas taxas de mortalidade reside na falta de informac@es sobre as
principais presas selecionadas pelas paralarvas. Porém, existem evidéncias de que as
paralarvas se alimentam de larvas de crustaceos decapodes na natureza (Villanueva 1994),
pois a obtencdo de polvos juvenis em laboratorio foi possivel somente através do
oferecimento de zoés de crustaceos decapodes como alimento (Carrasco et al. 2003, Itami
et al. 1963, Villanueva 1995), e o fechamento do ciclo de vida alcangcado pela primeira vez
ao oferecerem as paralarvas Artemia adulta (1-4mm) e zoés de Maja squinado como
alimento complementar (lglesias et al. 2004). Porém, embora nos ultimos anos varios
estudos tenham sido avaliados a sobrevivéncia e crescimento de paralarvas de Octopus
vulgaris durante o cultivo, pouca atengédo tem sido destinada aos fatores que atuam sobre o
desenvolvimento do embri&o.

Os cefaldépodes produzem ovos que variam de menos de 1 a 30 mm, 0s quais possuem
grande quantidade de vitelo e sdo denominados telolécitos (Boletzky 2002). Os ovos de
Octopus vulgaris sdo alongados, medem cerca de 2,0 x 1,0 mm e sdo depositados em
cachos (Mangold 1983). Sabe-se que a duracdo do desenvolvimento embrionéario de O.
vulgaris é inversamente proporcional a temperatura da dgua (Moxica et al. 2001). Porém,

existe uma grande caréncia de informacgdes sobre a fisiologia do embrido durante o
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desenvolvimento embrionario e influéncia da quantidade de vitelo das paralarvas no
momento da eclosdo no potencial de sobrevivéncia durante o cultivo.

Estudos sobre a fisiologia de absorc¢ao do vitelo e peso Umido e seco dos ovos durante o
desenvolvimento do embrido s&o praticamente inexistentes, com excecdo de Sepia
officinalis (Bouchaud 1991, Bouchaud & Daguzan 1990). Além disso, o efeito da
quantidade de vitelo das paralarvas na eclosao e respectivo potencial de sobrevivéncia das
mesmas em diferentes temperaturas sdo inexistentes até o momento para o polvo comum.
Ao comparar 0 peso Umido dos ovos e peso de vitelo, pode-se obter o quanto de vitelo foi
consumido pelo embrido na producdo de seus tecidos e, entdo conhecer o percentual de
vitelo das paralarvas no momento da eclosdo. Desta forma, pode-se avaliar a importancia
do conteddo de vitelo no momento da eclosdo através do tempo de sobrevivéncia das
paralarvas em inanigéo e da temperatura.

Com base neste contexto, este capitulo teve como principais objetivos: 1) Avaliar as
fases iniciais do ciclo de vida do polvo comum em laboratério, através do estudo do
desenvolvimento embrionario e absor¢édo de vitelo em ovos incubados a temperatura média
de 24 + 1°C; 2) Estimar o peso de vitelo dos ovos ao longo do desenvolvimento
embrionario e avaliar sua relagdo com o peso umido e seco dos ovos; 3) Examinar o
percentual de agua e conteddo organico e inorganico dos ovos; 4) Avaliar o efeito da
guantidade de vitelo no momento da eclosdo no potencial de sobrevivéncia de paralarvas

mantidas em inanicdo "a duas temperaturas (19° C e 24° C).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de adultos e desova

Um macho e uma fémea do polvo comum foram coletados no dia 15 de maio de 2004
em Porto Belo (27°09'28" S, 48°33'11" O), Santa Catarina. Os animais foram
acondicionados em sacos plasticos com agua marinha, providos de aeracédo e transportados
em caixas de isopor para o laboratério de Maricultura da Fundacdo Universidade Federal
do Rio Grande, Rio Grande, RS.
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Em laboratorio, os animais foram mantidos em tanques separados em um sistema de
recirculacdo de agua fechado a uma temperatura de 17°C e salinidade 35. Alimento vivo foi
oferecido diariamente aos polvos constituido do: siri—azul (Callinectes sapidus), siri-chita
(Arenaeus cribrarius), camardo branco (Litopenaeus vannamei) e camardo rosa
(Farfantepenaeus paulensis). O macho foi transferido para o tanque da fémea apds
aproximadamente 30 dias de acondicionamento, sendo imediatamente observada a cépula.
Apbs 10 dias a fémea iniciou a desova, a qual se prolongou por um periodo de
aproximadamente 8 dias.

Os cachos de ovos produzidos foram cuidadosamente amarrados um a um com um
barbante e transferidos para um tanque retangular de 120 L, conectado a outro tanque de 96
L, totalizando 216 L. A entrada de a4gua nos tanques foi realizada através de um cano de 25
mm perfurado em toda sua extensdo e suspenso a aproximadamente 2 cm do nivel da agua,
no qual os cachos de ovos foram pendurados. A disposi¢do dos cachos de ovos abaixo do
cano de entrada de agua garante aeracdo adequada, visando a obtencdo de maiores taxas de
eclosdo. Em cada tanque foi colocada uma moto bomba submersa (SARLO Better 300-
110v) com vazdo de 280 L/h, para a manutencdo de um fluxo continuo de agua entre
ambos. Além disso, os tanques foram equipados com aquecedores submersos e mangueiras
de ar, para manutencdo da temperatura de incubacdo escolhida e aeracdo adequada. Os
cachos de ovos foram incubados a temperatura média de 24°C (22,5-25) e salinidade 32
(30-34). A aeracdo foi mantida de forma constante a fim de permitir valores de oxigénio em

torno de 8 mg/I.

2.2 Determinacédo dos estadios de desenvolvimento de Octopus vulgaris

Imagens de aproximadamente 50 ovos foram capturadas a cada 48 horas ao longo do
desenvolvimento em aumento de 12,5 X e 16 X através do programa IPWin,. Para tal, uma
das oculares de um microscopio esteroscopio Olympus SZX-9 foi substituida por uma
camera SONY DXC-197A, conectada a um microcomputador. Através das imagens
capturadas foi possivel determinar os diferentes estadios de desenvolvimento embrionario,

de acordo com a escala proposta por Naef (1928).
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2.3 Peso Umido, peso seco e peso seco livre de cinzas dos ovos

Apés a captura de imagens, os 50 ovos mais outros 100, totalizando o nimero de 150
ovos foram pesados a cada 48 horas para obtencdo do peso Umido e peso seco. Para tal, 0s
ovos foram mergulhados rapidamente em &gua destilada para remocdo de cristais de sal,
passados em papel absorvente, e ap0s separados em 15 sub-amostras, cada uma contendo
10 ovos, foram pesados em balanca analitica (Sartorius Analityc AC 210S) com precisédo de
0,00001 g. Para obtencdo do peso seco, as 15 sub-amostras com 10 ovos cada foram
colocadas em uma estufa por 24 h a 60° C quando atingiram peso constante. Antes de
serem pesadas foram mantidas em um dessecador por pelo menos 4 h. Apos, estes ovos
foram separados em sub-amostras, cada uma contendo de 15 a 16 ovos, quando 0 peso
minimo de aproximadamente 5 mg foi atingido. Para obtencéo do peso seco livre de cinzas,
as sub-amostras foram incineradas em forno mufla a 500 + 20°C por 6 h, quando atingiram

peso constante segundo método de Omori & lkeda (1984).

2.4 Taxa de absorcao de vitelo (Peso do Vitelo)

Para se estimar o volume de vitelo dos ovos as imagens capturadas foram analisadas
através do programa de dominio publico NIH-Image versdo (1.61). Para tal, formas
geométricas padrdo (cilindro, elipse e esfera) foram sobrepostas as formas do saco
vitelinico do embrido em desenvolvimento. Por exemplo, o volume do saco vitelinico
externo no inicio do desenvolvimento foi medido por aposi¢cdo a uma elipse, porém a
medida que o vitelo foi sendo absorvido passou a ter a forma esférica. O volume do saco
vitelinico interno foi inicialmente medido por aposicdo a um cilindro, mas a medida que o
vitelo foi sendo absorvido passou a ter a forma de elipse ou esfera (Fig. 1).

Entre 0 15° e 19° dias de desenvolvimento foi observada a constri¢cdo do saco de vitelo,
a qual resultou em um prolongamento em forma de cilindro que uniu o saco vitelinico
externo e interno do embrido. Porém, esta constricdo do saco de vitelo se tornou menos
evidente nos dias posteriores do desenvolvimento embrionario.

Apbs o 21° dia o volume de vitelo dos ovos ndo pdde mais ser estimado, pois estimulos
luminosos ou mecanicos causavam a eclosdo prematura das paralarvas.

As seguintes formulas foram usadas:
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D*H ZAB? D°
Cilindro: V' = T; Elipsoide rotacional: V= 3 Esfera. V ZT

Onde V é o volume do vitelo (mm®), A e B sdo respectivamente a metade do
comprimento e a metade da largura do saco vitelinico e, D e H sdo respectivamente a
largura e 0 comprimento do saco vitelinico (Fig. 1). Os volumes calculados para 0 saco
vitelinico externo e interno foram somados para obtencéo do volume total de vitelo de cada
embrido, o qual foi convertido em peso quando multiplicado pela densidade de 1,036 mg
mm™ (O'Dor et al. 1986). O peso Umido dos ovos obtido através de pesagens foi
comparado ao peso estimado de vitelo, para se estimar o percentual de conversédo do vitelo
em massa corporea.

Para se obter o percentual de vitelo das paralarvas no momento da eclosao, a media do
peso estimado de vitelo obtido no 21° dia de desenvolvimento foi dividida pela média do
peso Umido das mesmas no momento da eclosdo (Dia 0).

2.5 Fase pds-embrionaria

No primeiro dia de ecloséo as paralarvas foram transferidas uma a uma com a utilizagéo
de um recipiente de vidro para uma “water table”, constituida por 4 tanques circulares de 50
L. Estas paralarvas foram mantidas em inanicdo e separadas em dois grupos: a) Inanicéo a
19° C e, b) Inanicdo a 24° C. Havia uma réplica para cada um destes grupos e cada réplica
foi mantida em um tanque. O numero inicial de individuos em cada tanque foi de 350 (7
paralarvas L™). O dia de ecloséo foi considerado dia experimental 0 (Dia 0), o préximo dia

foi Dia 1 e assim sucessivamente.

2.5.1 Sobrevivéncia

A mortalidade das paralarvas foi monitorada diariamente através da contagem do
ndmero de paralarvas mortas em cada tanque. A sobrevivéncia foi calculada como a
porcentagem do numero de paralarvas vivas em cada tanque em relacdo ao ndmero

existente no inicio do experimento.
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3. RESULTADOS

3.1 Fase embrionaria
O desenvolvimento embrionario durou de 25 a 32 dias a 24° + 1° C (Tabela 1). Foram
observados diferentes estadios de desenvolvimento em um mesmo cacho de ovos,

resultando em um prolongado periodo de eclosédo em consequéncia da desova parcial.

3.1.1 Descrigdo do desenvolvimento embrionario de Octopus vulgaris

Apos a fecundagdo os ovos sofreram sucessivas divisdes mitdticas, iniciando assim o
desenvolvimento do embrido. No inicio do desenvolvimento embrionério ocorreu o
aumento no namero de células, os blastbmeros, porém ndo no volume celular, sendo esta
fase denominada de segmentagéo ou clivagem.

A distribuicdo de vitelo nos ovos de Octopus vulgaris condicionou a existéncia da
clivagem do tipo meroblastica discoidal, a qual formou um disco de células germinativas
no apice do ovo, o blastodisco, dando inicio a formacdo do embrido. Estas células
germinativas da margem do disco migraram ao redor da massa vitelinica, originando o saco
vitelinico externo, ou seja, a primeira estrutura em formacéo.

A segmentacdo ocorreu segundo duas fases distintas, morula e blastula. Na fase de
morula formou-se um macico celular com poucas células e na fase de blastula ocorreu o
aumento no numero celular e a formacdo de uma cavidade interna. A forma da blastocele
varia de acordo com o tipo de ovo e segmentacdo. No caso dos cefalopodes, os quais
possuem ovos telolécitos, ndo ha formacdo de uma blastocele verdadeira, pois a cavidade
formada ndo € inteiramente delimitada pelos blastémeros, e sim pelo vitelo.

A partir do 1° dia de desenvolvimento embrionario de pdde-se visualizar a segmentacédo
merobléstica discoidal no apice dos ovos e o inicio da formagdo do saco vitelinico externo,
pois a blastoderme cobria de 10 a 20 % do comprimento dos ovos (estadios 1V e V). Entre

0 5° e 7° dias foi observado o aumento no numero de celulas do blastodisco, sendo que a
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blastoderme cobriu da 10 a 60% do comprimento dos ovos (estadios IV e VII). Neste
estadio de pré-organogénese o vitelo ocupou a maior parte do ovo, ficando restrito a regido
apical a formagdo do blastodisco, onde o embrido iniciou seu desenvolvimento. Apds o
estagio de blastula, inicia-se a gastrulacdo, ocorrendo o aumento do nimero de células e
volume total do ovo. Neste estadio, ocorre a formacgdo dos trés folhetos embrionarios, do
intestino primitivo e do blastéporo. O blastéporo é o orificio que comunica o intestino
primitivo com o ambiente externo, o qual da origem a boca nos animais protostdmios,
como os cefaldpodes. No presente estudo, apds o 7° dia de desenvolvimento foi observado
0 inicio da gastrulagéo, pois ocorreu uma evidente diferenciacao entre o pélo animal e pélo
vegetativo. O estadio seguinte ao da gastrulacdo € o da organogénese, que se caracteriza
pela diferenciacdo dos 6rgdos a partir dos trés folhetos embrionérios formados na
gastrulacdo. No inicio da organogénese o embrido de O. vulgaris reverte a sua posicao
dentro do ovo, ou seja, para 0 lado oposto ao da haste de fixacdo dos ovos no cacho. No
presente estudo, esta reversdo péde ser visualizada no 11° dia de desenvolvimento.

Foram observados oito bragos em forma de bot&o e primdrdio das 3 ventosas. Os olhos
apresentavam cor alaranjada e estavam em estagio avancado de desenvolvimento, onde
deu-se o inicio da formacdo da retina e da lente. Também foi observado o inicio da
formacdo dos estatélitos. Pdde-se ainda observar o desenvolvimento inicial do funil e do
manto, sendo que proximo a borda do manto foi verificada & presenca das branquias
rudimentares e da papila anal (estadio XIII).

Foi observado que no 13° dia de desenvolvimento os olhos dos embrides estavam mais
desenvolvidos, inclusive a retina apresentou coloracdo vermelha. Outras estruturas
visualizadas foram os coragdes acessorios e os cromatoforos funcionais na regido dorsal e
ventral do manto e ventral da cabeca, logo abaixo do funil. Neste dia 0 manto estava mais
desenvolvido que no 11° dia, o qual recobriu parcialmente ou totalmente as branquias e a
papila anal dos embrides (estadio X1V).

No 15° dia de desenvolvimento os bracos estavam mais desenvolvidos, inclusive com
as 3 ventosas bem formadas, tipicas de paralarvas recém eclodidas de O. vulgaris. Foram
observados cromatdforos funcionais distribuidos no manto, bracos ventrais, cabeca e funil.

O manto e o funil apresentaram as mesmas propor¢des do 13° dia de desenvolvimento. Os
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olhos dos embriBes se apresentaram maiores e mais pigmentados quando comparados aos
do 13° dia, porém ainda com coloracdo vermelha (estadio XVI).

No 17° dia foi observado o aumento relativo no tamanho do manto, funil e bragos em
relacdo ao tamanho total do embrido. O manto recobriu parcialmente ou totalmente as
branquias, papila anal e regido posterior do funil. Foram visualizados cromatéforos nos
bracos, manto, funil e cabeca. Os olhos também se apresentaram maiores e mais
pigmentados, pois ja possuiam retina com coloragcdo marrom (estadios XVI a XVIII).

A partir do 19° dia foi observado o inicio da segunda reversdo do embrido que
caracteriza o fim do processo de organogénese. Neste dia, os olhos apresentaram retina
marrom-escuro e lente bem visivel. Outra estrutura visualizada foi a bolsa de tinta na regido
mediana do manto. O manto e o funil estavam bem desenvolvidos (estadios X1X e XX).

No 21° dia ndo foram observadas modificacdes morfoldgicas nos embrides, em relacdo
ao 19° dia de desenvolvimento (estadios X1X e XX). Neste dia, foi observada uma grande
reducdo do saco vitelinico externo e conseqlentemente, um grande aumento no saco

vitelinico interno.

3.1.2 Peso umido e Peso estimado de vitelo dos ovos

O peso umido médio dos ovos manteve-se praticamente constante entre o 1° e 7° dia de
desenvolvimento (Fig. 2), periodo no qual foi observada maior variabilidade individual. A
partir do 7° dia houve um aumento gradual no peso Umido, o qual passou de 1,07 mg para
1,66 mg no 17° dia, ou seja, 54 % em 10 dias. Porém, a partir do 17° dia 0 aumento no peso
umido médio dos ovos foi menos pronunciado (14 %), atingindo 1,81 mg no 21° dia, isto é,
um aumento de 68 % ao longo do desenvolvimento (Fig. 2).

O peso estimado de vitelo obtido no 1° dia de desenvolvimento foi de 0,50 mg,
representando cerca de 46 % do peso Umido médio dos ovos. Durante os primeiros 7 dias
de desenvolvimento o vitelo contido nos ovos foi estimado pela associagao de sua forma a
forma geométrica de uma elipse, ndo sendo observada grande variabilidade individual. A
partir de entdo, o peso de vitelo apresentou uma diminui¢do gradual, atingindo o valor de
0,24 mg no 21° dia, isto €, cerca de 13 % do peso Umido. Entre 0 13° e 17° dias de

desenvolvimento foi constatada maior variabilidade individual no peso estimado de vitelo
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dos ovos, periodo que coincidiu com grande variacdo na morfologia do saco vitelinico
externo e interno do embrido, os quais foram associados as formas de elipse, esfera ou
cilindro (Fig. 2).

3.1.3 Peso seco dos ovos

O peso seco representa 0s constituintes organicos e inorganicos dos ovos ap6s toda a
agua ter sido eliminada. Similarmente ao peso Umido, o peso seco médio dos ovos
apresentou maior variabilidade individual nos primeiros 7 dias de desenvolvimento (Fig. 3).
A partir do 7° dia 0 peso seco se manteve praticamente constante e menos variavel, com
valores de 0,38 mg no 9° dia para 0,37 mg no 21° dia de desenvolvimento. Préximo ao fim
do desenvolvimento embrionario o peso seco medio dos ovos tendeu a se estabilizar (Fig.
3).

3.1.4 Peso seco livre de cinzas dos ovos

Representa 0 peso do conteldo organico dos ovos livre de agua e de materiais
inorgénicos. O contetdo organico dos ovos praticamente ndo variou durante os 15
primeiros dias de desenvolvimento, apresentando valores médios de 0,34 mg no 1° dia e
0,30 mg no 21° dia (Fig. 4). Portanto, uma reducdo de aproximadamente 12 % no peso

organico dos ovos foi verificada, ocorrendo principalmente a partir do 15° dia (Fig. 4).

3.1.5 Agua como percentual do peso imido dos ovos

A agua representou 58 a 79 % do peso umido médio dos ovos (Fig. 5). Porém, as modas
estiveram nos intervalos de classe de 73 e 79 %. Assim sendo, 0s maiores teores de agua
como percentual do peso umido foram de 73 e 79 % em 60 % dos ovos analisados (Fig. 5).

3.1.6 Peso seco livre de cinzas como percentual do peso seco dos ovos

O contetdo organico dos ovos oscilou de 83 a 95 % do peso seco (Fig. 6). Porém, os
maiores teores de matéria organica estiveram entre os valores de 83 % e 89 %, e a moda no
intervalo de classe de 86 %. Assim sendo, o maior teor de matéria orgdnica como

percentual do peso seco foi de 86 % em 66 % dos ovos analisados (Fig. 6).
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3.1.7 Conteudo de cinzas como percentual do peso seco dos ovos

O contetido inorgénico dos ovos obtido através do peso das cinzas alcangou valores
percentuais de 4 a 16 % do peso seco dos ovos (Fig. 7). As maiores freqiiéncias obtidas
estiveram entre 8 a 16 %, porém a moda esteve no intervalo de classe de 12 %,

representando o maior percentual de conteddo inorganico presente nos ovos (Fig. 7).

3.2 Fase pos-embrionaria
As paralarvas apresentaram, na eclosdo, peso umido médio de 1,03 (£ 0,10 mg) e peso
seco de 0,26 (£ 0,010 mg). A reserva de vitelo variou de 20 a 32 % do peso umido do corpo

das paralarvas no momento da eclosao.

3.2.1 Sobrevivéncia

Para as paralarvas mantidas em inanic¢do a 19°C taxas de sobrevivéncia acima de 70 %
foram registradas no Dia 5. As maiores taxas de mortalidade foram registradas entre o Dia
5 e 6 em ambas as réplicas, sendo que uma taxa de mortalidade em torno de 97 % foi
verificada no Dia 7 e a maior sobrevivéncia individual foi de 8 dias.

Para as paralarvas mantidas em inani¢do a 24° C taxas de sobrevivéncia acima de 70 %
foram registradas no Dia 3. As maiores taxas de mortalidade foram registradas entre o Dia
4 e 6 e no Dia 5 a sobrevivéncia esteve acima de 40 %. Uma taxa de mortalidade em torno
de 95 % foi verificada no Dia 7 e a maior sobrevivéncia individual foi de 10 dias. Em uma
das réplicas o numero final de paralarvas dentro do tanque foi diferente do inicial, pois
paralarvas sumiram de dentro do tanque, resultando em uma sobrevivéncia de 20 % ao final

do experimento.
4. Discussao
Os resultados demonstraram um aumento de 68 % no peso Umido dos ovos ao longo do

desenvolvimento embrionario do polvo comum. Este aumento foi intensificado apds o

inicio da organogénese, devido a formacao dos tecidos do embrido e a absorcdo de agua.
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Simultaneamente, 0 peso estimado de vitelo diminuiu 48 % ao longo do desenvolvimento,
representando apenas 13 % do peso Umido dos ovos no 21° dia. A energia contida no vitelo
foi usada na formacdo dos tecidos embrionarios, na respiracdo e como fonte endoégena de
alimento para as paralarvas apos a eclosdo. A reserva de vitelo é de vital importancia para a
sobrevivéncia das paralarvas durante os primeiros dias ap0s a eclosdo que € o periodo
critico do cultivo, onde sdo observadas as maiores taxas de mortalidades (Vidal et al. 2002,
Vidal et al. 2005).

No presente estudo, esta reserva de vitelo representou de 20 a 32 % do peso umido do
corpo das paralarvas na eclosdo. E interessante observar que para a lula Loligo opalescens
proveniente de ovos incubados a 12°C e 16°C, o contetdo de vitelo representou apenas de
10 a 15% do peso umido das paralarvas no momento da eclosdo (Vidal et al. 2002). A
reserva de vitelo que as paralarvas do presente estudo apresentaram na eclosao permitiu que
as mesmas sobrevivessem até 8 dias a 19° C e até 10 dias a 24° C na auséncia de alimento.
Porém, as maiores taxas de mortalidade foram registradas entre o0 Dia 5 e 6 para as
paralarvas mantidas em inanicdo a 19°C, enquanto ap6s o Dia 3 para as mantidas em
inanicdo a 24°C. Como esperado, as maiores taxas de mortalidade foram registradas
anteriormente para as paralarvas mantidas a 24°C, e isto se deve provavelmente a absorcéo
de vitelo mais rapida em animais mantidos em maiores temperaturas, devido as maiores
taxas metabdlicas. Em uma das réplicas mantidas a 24°C uma sobrevivéncia de 20% ao
final do experimento, a qual pode ter sido causada canibalismo, influenciando assim o
maior tempo de sobrevivéncia das paralarvas mantidas a 24°C. Uma outra possibilidade
para explicar o maior tempo de sobrevivéncia destas paralarvas seria a absorcdo de matéria
organica particulada (DOM) presente na agua do mar (Lucas et al. 1987, Manahan 1983).
Estudos recentes demonstraram que as paralarvas de O.vulgaris sdo capazes de absorver
aminocidos dissolvidos na dgua dos tanques de cultivo (Villanueva & Riba 2004).

O peso seco dos ovos se manteve praticamente constante durante todo o
desenvolvimento, porém tendeu a se estabilizar proximo ao final da organogénese, devido a
completa formacdo dos tecidos do embrido. A perda de biomassa foi relativamente baixa,
pois houve uma reducdo de apenas 12 % no peso organico dos ovos devido ao gasto

energético na manutencdo do metabolismo dos embrides, sugerindo que o vitelo tenha sido
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convertido com eficiéncia em massa corpdrea na temperatura de incubacédo escolhida (24 +
1° C).

Embora o peso organico tenha apresentado uma pequena reducdo ao longo do
desenvolvimento, o inorganico aumentou 54 %. Este aumento pode estar relacionado a
formacdo do bico e estatdlito do embrido, bem como, a absorcdo de sais inorganicos
presentes na agua do mar (Berner & Berner 1996). Dois elementos presentes na dgua do
mar também podem ter contribuido, pelo menos parcialmente, para este aumento no peso
inorganico dos ovos, o cobre (Cu) e o estréncio (Sr). O cobre é utilizado na sintese de
hemocianina, o pigmento respiratério presente no sangue dos cefalépodes (Lee 1994).
Porém, o estréncio é um elemento traco essencial para a formagdo normal dos estatolitos
durante o desenvolvimento embrionario (Hanlon et al. 1989).

Os cefal6podes apresentam altas taxas de crescimento e um metabolismo acelerado
(Forsythe & Van Heukelem 1987). O rapido crescimento € possivel devido a auséncia de
um esqueleto interno e externo, além da eficiente utilizacdo de proteina na dieta. Assim, as
diferengas mais marcantes na composi¢do bioquimica dos cefalépodes em rela¢do a outros
organismos marinhos sdo o alto contetdo de proteinas (75 a 85 % do peso seco) e baixo
teor de cinzas (Lee 1994). Os resultados do presente estudo ndo foram excegdo, pois as
maiores freqiiéncias obtidas do contetdo organico e inorganico em relacdo ao peso seco
dos ovos foram de 86 % e 11 %, indicando semelhanca com a composi¢do bioquimica dos
cefalépodes sugerida por Lee (1994).

Os ovos de Octopus vulgaris sdo envolvidos pelo corion, uma membrana
semipermeavel (Hoechberg et al. 1992, Mangold 1983). O embrido libera ao longo do
desenvolvimento substancias que favorecem a entrada de &gua pelo cérion, podendo
ocasionar um aumento de até 80 % no volume dos ovos (Boletzky 1998, Boletzky 2003).
Durante o desenvolvimento embrionario da sépia Seppiella japonica foi registrado um
aumento linear no conteudo de proteinas do fluido perivitelinico dos ovos, sugerindo que as
mesmas sejam produzidas pelo embrido e atuem na manutencdo da pressdo osmotica do
fluido perivitelinico em niveis superiores ao da 4gua do mar, possibilitando assim a entrada

de &gua pelo cérion (Gomi et al. 1986). Estes resultados corroboram com o0s obtidos no
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presente estudo, onde foi ainda observado que a absorcéo de dgua nédo é constante ao longo
de todo o desenvolvimento, mas se intensifica ap6s o inicio da organogénese.

A desova de Octopus vulgaris se estende por varios dias resultando em cachos de ovos
em diferentes estaddios de desenvolvimento. Tal fato, pode explicar a variabilidade
individual observada no peso umido médio dos ovos durante os 7 primeiros dias, ja que
ovos em diferentes estadios podem conter teores de agua desiguais. De acordo, os teores de
agua dos ovos também foram variaveis nos primeiros 7 dias, comprovando esta ser uma das
causas da variabilidade observada no peso umido.

Segundo Mangold (1983), o tamanho dos ovos pode variar dentro de um mesmo grupo.
Foi observado no presente estudo que o peso seco também apresentou maior variabilidade
individual durante os primeiros 7 dias, sugerindo entdo a existéncia de ovos com diferentes
tamanhos em um mesmo cacho. Contudo, ap6s o 7° dia, 0 peso seco permaneceu
praticamente constante. Os resultados obtidos no presente estudo sdo semelhantes ao
observado para a sépia Sepia officinalis, pois diferentes teores de agua nos ovos foram
apontados como causadores da variabilidade no peso umido (Bouchaud & Daguzan 1990).
Além disso, o peso seco dos ovos de S. officinalis incubados em diferentes temperaturas
(12° C, 15° C, 18° C e 21° C) mantiveram-se praticamente constantes ao longo de todo o
desenvolvimento (Bouchaud & Daguzan 1990).

De forma similar ao presente estudo, foi observado um aumento no peso umido dos
ovos apo6s o inicio da organogénese para Octopus mimus, sendo que o teor de agua dos ovos
também representou por volta de 80 % do peso umido (Fuentes et al. 2002). Os polvos
adultos apresentam cerca de 82 % de agua em sua composicao corporal, indicando que esta
representa o seu principal constituinte e corroborando com os resultados obtidos (O'Dor &
Wells, 1987). Ainda, no presente estudo foi constatado que o percentual de dgua dos ovos e
paralarvas de O. vulgaris sdo similares, pois a dgua representou de 71 a 79 % do peso
umido das paralarvas na eclosdo. Cabe ressaltar, que as paralarvas apresentaram um
percentual de agua levemente inferior ao dos ovos, pois estavam livres do corion e do
fluido perivitelinico. Em paralarvas da lula Loligo opalescens foi verificado que o
percentual de &gua representou de 74 a 80 % do peso umido (Vidal et al. 2002). Portanto,

os resultados do presente estudo indicam que o teor de agua nos tecidos dos cefalopodes ja
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se estabelece durante o0 desenvolvimento embrionario e parece ndo diferir
consideravelmente entre diferentes espécies.

Os ovos dos cefalopodes sdo envolvidos pelo saco vitelinico externo durante a
gastrulacdo (Boletzky 1989, Boletzky 2002). Estudos sobre a absorcdo de vitelo em
cefalopodes demonstraram que 0 saco vitelinico pode ser considerado como um 0rgéo
independente, onde a atividade enzimatica do seu sincicio atua na digestibilidade dos
glébulos de vitelo (Boletzky 1975). A organogénese somente tem inicio ap6s a completa
formacdo do saco vitelinico externo (Boletzky 1989), o qual torna-se conspicuo devido a
progressiva contracdo da zona brachial e cefalica do embrido. Posteriormente, a
compressdo do saco vitelinico externo e pressao exercida por 6rgaos situados na massa
visceral do embrido, resulta na formacdo de um prolongamento em forma de cilindro que
une o saco vitelinico externo ao interno do embrido, aqui denominado de constri¢cdo do saco
vitelinico. Segundo Boletzky (2002), enquanto existe uma variacao relativamente maior na
morfologia do saco vitelinico em estadios embrionarios posteriores, pouca variacao ocorre
no inicio do desenvolvimento. Assim, no presente estudo o peso de vitelo dos ovos foi
estimado pela associacdo de sua forma morfolégica a forma geométrica de uma elipse
durante os primeiros 7 dias de desenvolvimento. Nestes dias, foi observada pouca
variabilidade individual no peso de vitelo dos ovos, sendo que 0s mesmos estavam em fase
gastrula e o saco vitelinico externo ndo estava completamente formado, resultando em uma
menor area de absor¢do e, portanto, no consumo mais lento de vitelo. Entre os dias 13° e
17° houve uma maior variabilidade no peso estimado de vitelo, devido provavelmente a
maior variacdo morfolégica do saco vitelinico externo e interno dos embrides. Os
resultados deste estudo sugerem que a variabilidade morfolégica do saco vitelinico é
decorrente da heterogeneidade na absorcdo de vitelo entre embribes de um mesmo cacho,
resultando em uma variabilidade natural no peso de vitelo dos ovos. Porém, é importante
ressaltar que a maior variabilidade ocorreu em estadios intermediarios de desenvolvimento,
apos o inicio da organogénese.

Embora o peso estimado de vitelo tenha se mantido praticamente constante durante a
gastrulacdo, o0 mesmo diminuiu 48% apds o inicio da organogénese, representando 23% do

peso umido das paralarvas na eclosdo. Assim, os resultados do presente estudo mostraram
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que ovos incubados a 24°C (x 1°C), produzem paralarvas com uma relagédo entre o peso do
vitelo e 0 peso Umido do corpo bastante elevada (23%) e um baixo gasto metabdlico (12%).
Entretanto, visando-se reduzir os custos metabdlicos, os resultados do presente estudo
também indicam que apds a eclosdo as paralarvas devem ser mantidas a menores
temperaturas. Estes resultados tém grande aplicabilidade para a aquicultura, pois estdo
relacionados ao potencial de sobrevivéncia das paralarvas durante a larvicultura. Paralarvas
com maior quantidade de vitelo provavelmente terdo maior habilidade na competigcéo por
alimento e resisténcia a inanicdo. Contudo, a eficiéncia da utilizacdo do vitelo durante o
desenvolvimento embrionario necessita ser avaliada em diferentes temperaturas, para se
obter uma maior compreensdo da temperatura Otima para a incubacdo dos ovos de O.
vulgaris, o que pode refletir no maior potencial de sobrevivéncia das paralarvas apos a

eclosio.
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Figura 1. Ovos de Octopus vulgaris em vista ventral. A) Vitelo associado a forma de uma
elipse do 1° ao 9° dia de desenvolvimento; B) Vitelo associado a forma de elipse e cilindro
entre 0 11° e 13° dia; C) Vitelo associado a forma de esfera e cilindro no 15° dia; D) Vitelo
associado a forma de elipse, cilindro e esfera entre 0 17° e 19° dia; E) Vitelo associado a
forma de esfera ou elipse no 21° dia.
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Figura 2. Octopus vulgaris. Peso Umido e peso estimado de vitelo de ovos incubados a
temperatura média de 24 + 1°C e salinidade 32. Valores médios de 150 ovos + Desvio
padrdo (n= 1.690). A linha continua representa o peso Umido e a pontilhada o peso
estimado de vitelo.
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Figura 3. Octopus vulgaris. Peso seco médio de ovos incubados a temperatura de 24+1°C e

salinidade 32. VValores médios de 150 ovos * Desvio padrao (n=1.614).
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Figura 4. Octopus vulgaris. Peso seco livre de cinzas de ovos incubados a temperatura de
24+1°C e salinidade 32. Valores médios * Desvio padrao (n= 630).
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Figura 5. Octopus vulgaris. Distribui¢ao de freqliéncia do contetdo de 4gua em percentual
do peso umido em ovos incubados a temperatura de 24+1°C e salinidade 32.
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Figura 6. Octopus vulgaris. Distribuicdo de frequéncia do peso seco livre de cinzas em
percentual do peso seco de ovos incubados a temperatura de 24+1°C e salinidade 32.
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Figura 7. Octopus vulgaris. Distribuicdo de freqiéncia do conteddo de cinzas em
percentual do peso seco de ovos incubados em temperatura de 24+1°C e salinidade 32.
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Figura 8. Octopus vulgaris. Percentual de sobrevivéncia de paralarvas mantidas em
inanicdo a 19° C e 24°C. Cada linha representa uma réplica.
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TABELA 1: Principais alteracGes ocorridas durante o desenvolvimento embrionario de Octopus
vulgaris, a temperatura média de 24 + 1°C e salinidade 33. Os estadios de desenvolvimento foram
determinados de acordo com a escala proposta por Naef (1928). PS, peso seco médio; Pu, peso
umido médio. Pv, peso médio do vitelo; Sve, saco vitelinico externo; Svi, saco vitelinico interno;
V, regido ventral; D, regido dorsal; Cr, cromatoforos.

Dias de
desenvolvi Vitelo Demais observacoes
mento
Vitelo em forma eliptica, disposto na porcdo inferior do . A . . . -~
blastodisco. Representou 46% do peso Gmido médio dos ovos Pré-organogénese (Gastrulagdo): Blastodisco evidente no apice
1° PV (0,50 mlg) " | dos ovos (estadios 1V-V).
3° Vitelo em forma eliptica e alongado. Pv (0,54 mg). Ovos em estadios iniciais de desenvolvimento (estadios IV-V).
Vitelo em forma eliptica e menos alongado que no 3° dia. Pv | A maior parte dos ovos em VI, porém alguns ainda se
5° (0,56 mg). encontram no estadio V.
70 Vitelo restrito ao pélo vegetativo. Pv (0,54 mg) Ovos em estaddio mais avancado de desenvolvimento (estadios
) ' ) VI-VII).
Sve e Svi formados, em forma de elipse e cilindro, . A e o ~ -
11° respectivamente. O embrido se apresenta discretamente Inlc!o.da organogénese: foi observada a 1° reversao do embrido
separado do Sve. Pv (0,45 mg) (estadio XI1).
Manto um pouco mais alongado que no 11° dia; Cromatéforos
13° Reducéo do Sve e aumento do Svi. Pv (0,45 mg). funcionais no manto e na regido ventral da cabeca, abaixo do
funil (estadio XV).
. - Bragos mais desenvolvidos, inclusive com as 3 ventosas tipicas
15° rSnve) em forma de esfera, e o Svi de esfera ou cilindro. Pv (0,41 de paralarvas recém eclodidas; Cromatéforos funcionais no
9): manto, funil, cabeca e bragos ventrais (estadio XV1).
. . - Cromatéforos nos bracos, manto e cabeca; Manto recobre
o Sve em forma de elipse ou esfera. O Svi com forma de cilindro . - .
17 ¢ ou esfera. Pv (0,32 mg) parcialmente ou completamente a margem posterior do funil
V5,82 Mg). (estadios XVII-XVII).
Sve em forma de esfera ou elipse, o Svi em cilindro, esfera ou - R e o x x
19° elipse. Reducio de 50% no peso estimado de vitelo, o qual qul Qa organogénese: foi observada a 2° reversdao do embrido
representou 14 % do peso Umido dos ovos. Pv (0,25mg). (estadios XIX-XX).
Sve em forma de esfera ou elipse e Svi em forma de esfera.
21° Reducdo de 48% no peso estimado de vitelo, o qual representou | Embrido formado (X1X-XX)
13 % do peso Umido dos ovos. Pv (0,24mg).
Bragos curtos com trés ventosas.
PEVEEDE Paralarvas eclodiram ap6s o Sve ter sido completamente Bragos: V e D (3Cr)
[EEETT absorvido. Pu (1,03 mg) gPs (0,26 mg) P Cabega: D (10 Cn); V(2 Cr).
eclodida S ALLY <0 Mg Manto: D (6-7 Cr) e \V/ (18-24 Cr).

Funil: (4 Cr)
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CAPITULO 11

Descricdo morfologica de paralarvas da costa sul do Brasil e comparacéao do
padrao de cromatoforos entre paralarvas da costa sul do Brasil e da Galicia

(Vigo, Espanha).
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RESUMO

O polvo comum (Octopus vulgaris) é cosmopolita e recentes evidéncias sugerem que 0
mesmo seja membro de um complexo de espécies cripticas. Neste caso, diferencas no
padrdo de cromat6foros de paralarvas de diferentes localidades poderia indicar até mesmo a
ocorréncia de sub-espécie. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi contribuir para o0 avanco da
identificacdo de estadios paralarvais de O. vulgaris através da descricdo morfoldgica de
paralarvas da costa sul do Brasil. Além disso, o padrdo de cromatéforos destas paralarvas
foi comparado ao de paralarvas provenientes da Galicia (Vigo-Espanha). Paralarvas da
costa sul do Brasil com 0, 6, 10, 13 e 17 dias de idade foram cultivadas a 20°C + 2°C, e
apos a captura de imagens as mesmas foram preservadas em alcool 70% e formalina 4%.
Através das imagens capturadas medidas de estruturas morfométricas foram tomadas, tais
como: comprimento (CM) e largura (LM) do manto, comprimento do funil (CF) e largura
da cabeca (LC). O padrdo de cromatoforos de paralarvas da costa sul do Brasil foi
comparado ao de paralarvas da Galicia (Vigo-Espanha) através de imagens cedidas. As
paralarvas brasileiras e galegas apresentaram na eclosdo 3-4 cromatdforos nos bragos,
sendo observado um notadvel acréscimo apenas para as ultimas (3-9). O nUmero de
cromatoforos na regido dorsal da cabeca das paralarvas brasileiras (8-11) e galegas (8)
foram semelhantes. Ventralmente foi observado menor nimero para as brasileiras (2-4),
guando comparadas as galegas (6-8). Na regido dorsal dos olhos as paralarvas brasileiras
apresentaram 1-4 cromatdforos, enquanto as galegas 1-2. Ventralmente, as brasileiras
apresentaram 1-2 e as galegas apenas 1. As paralarvas brasileiras apresentaram desde a
eclosdo um maior numero de cromatéforos (20-28) na regido ventral do manto, quando
comparadas as galegas (15-20). Foram observados 4-6 cromatdforos no funil das paralarvas
brasileiras e 4 galegas. Os resultados indicam diferencas no padrdo de cromatéforos entre
as paralarvas das duas localidades, porém para comprovar se as mesmas se devem a

complexidade de espécies seria necessario o suporte de genética molecular.
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ABSTRACT

The common octopus (Octopus vulgaris) is cosmopolitan, but recent evidences suggest that
the same could be a member of a complex of criptical species. In this case, differences in
pattern of chromatophores of paralarvae of different localities could indicate even an
existence of sub-specie. Thus the aim of this work was to contribute for the advance of
identification of “larval” stages of O. vulgaris through the morphological description of
paralarvae of south coast of Brazil. moreover the pattern of chromatophores of these
paralarvae was compared to those of paralarvae from Galicia (Vigo, Spain) paralarvae of
south coast of Brazil with 0, 6, 10,13,17 days of age have been cultivated a at 20° C + 2° C
and after the catch of images, the same were kept in alcohol 70% and formalin 4% through
the captured images, measurements of structures were taken, such as: length (ML) and
width (MW) of the mantle, length of funnel (FL) and the width of head (HW). The pattern
of chromatophores of paralarvae of south coast of Brazil was compared to those of
paralarvae of Galicia (Vigo, Spain) through the given images. The Brazilian and Galician
paralarvae showed in the eclosion (3-4) chromatophores on the arms, and it has been
observed considerable increase only on the last ones. The number of chromatophores on the
dorsal area of the head of Brazilian paralarvae and Galician were similar. What the ventral
area was concerned it has been observed smaller number for the Brazilian paralarvae (2-4)
compared to those of Galician (6-8) on the dorsal area of eyes the Brazilian paralarvae
showed (1-4) chromatophores, mean while the Galician (1-2) what ventral area is
concerned the Brazilian showed (1-2) and the Galician only 1. The Brazilian paralarvae
showed since the eclosion a higher number of chromatophores (20-28) on the ventral region
of the mantle, compared to the Galician (15-20). It has been observed (4-6) chromatophores
in the funnel of Brazilian paralarvae and 4 in the Galician. These results point out
differences on the pattern of chromatophores between the paralarvae of the both localities,
however to evaluate in that level the same ones can be involved in the complexity of the

species position of these paralarvae, it would be necessary molecular genetics support.
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1. INTRODUCAO

O polvo comum (Octopus vulgaris) apresenta ampla distribuicdo em &guas tropicais,
subtropicais e temperadas, ocorrendo desde o Oceano Atlantico e Indico até o oeste do
Pacifico (Mangold 1983), e inclusive ao longo de praticamente toda a costa brasileira
(Haimovici et al. 1994). O polvo comum é cosmopolita, e recentes evidéncias sugerem que
0 mesmo seja membro de um complexo de especies cripticas (Mangold 1998).

Segundo Sweeney et al. (1992), as paralarvas de apenas quatro espécies de Octopus
foram estudadas em detalhe e, entre outras espécies, as de Octopus vulgaris Cuvier 1797
necessitam ser re-examinadas. A posicao taxonémica de muitas espécies de cefalopodes do
género Octopus € incerta, isto é particularmente verdadeiro para Octopus mimus, o qual foi
considerado por um grande periodo como sindnimo de O. vulgaris e somente recentemente
reconhecido como uma nova espécie (Warnke 1999, Warnke et al. 2000).

O tipo de O. vulgaris foi denominado somente no ano de 1988, quando um dos grupos
de trabalho do CIAC (Cephalopod International Advisory Council) selecionou um nedtipo
em Banyuls-sur-Mer (Oeste do Mediterraneo), o qual é geograficamente restrito ao
Mediterraneo e leste do Atlantico. De acordo com esta nova descricdo, as espécies
morfologicamente semelhantes capturados em aguas da América do Sul séo freqiientemente
denominadas de espécies “O. vulgaris-like” (Soller et al. 2000).

A descricdo da diversidade genética entre espécimes “O. vulgaris-like” e a respectiva
reconstrucdo da arvore filogenética foram realizadas por Soller et al. (2000). As diversas
sequéncias de DNA investigadas foram baseadas em genes mtCOIll de exemplares de
Octopus mimus Gould,1852, Octopus vulgaris Cuvier, 1797 e Scaeurgus unicirrhus
Chiaie, 1839. Os espécimes de O. vulgaris analisados eram provenientes de diferentes
regides geograficas, tais como: oeste do Mediterraneo, Franca (Banyuls-sur-Mer); sudoeste
do Atlantico (Itajai- SC); noroeste do Atlantico (Recife, PE); leste do Pacifico (Costa Rica);
mar do Caribe (Costa Rica). Os autores tentaram correlacionar dados de distancia genética
e geogréafica, no entanto foi observado que O. vulgaris do Mediterraneo apresentou pouca
distancia genética quando comparado a espécimes de O. vulgaris do sul do Brasil. Em

contraste, grande distancia genética foi observada entre espécimes do sul e norte do Brasil,
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porém o ultimo apresentou similaridade genética quando comparado a espécimes de O.
vulgaris da Costa Rica.

Outra informacdo que pode ser bastante util para avaliar a complexidade de espécies
seria analisar o padrdo de cromatdforos de paralarvas de diferentes regiGes geograficas. De
acordo, segundo Berry (1912) o padrao de cromatoforos de paralarvas pode ser usado como
um meio rapido e relativamente facil de identificacdo visual, pois sdo caracteristicos para
cada espécie. Os cromatdforos sdo 6rgaos neuromusculares que consistem de um sacculus
elastico com pigmento, cercados por fibras musculares radiais inervadas por neurdnios
motores (Messenger 2001). Os neurdnios motores quando estimulados atuam na contragédo
dos musculos radiais, causando a expansdo do sacculus e a mudanca de cor da pele dos
cefalépodes (Ferguson & Messenger 1991). Assim, a principal fun¢do dos cromatéforos é a
camuflagem, seguida de comunicacdo intraespecifica e interespecifica entre os cefalopodes
(Messenger 2001).

O ciclo de vida de muitas espécies de cefalépodes com paralarvas planctonicas sao
pouco estudados e inadequadamente descritos (Sweeney et al. 1992). A principal causa diz
respeito a escassez de informacdes sobre a distribuicdo de paralarvas na natureza (Rocha et
al. 1999), o que dificulta estudos taxonémicos. Entretanto o cultivo destes animais pode
representar uma ferramenta viavel na busca do maior conhecimento do ciclo de vida e
biologia destas espécies.

O presente trabalho tem por objetivo contribuir para 0 maior conhecimento da biologia
de Octopus vulgaris através da descricdo morfoldgica de paralarvas da costa sul do Brasil,
bem como comparar o padrdo de cromatoforos entre paralarvas da costa sul do Brasil e as
paralarvas provenientes da Galicia (Vigo, Espanha). Estas informagdes podem também
auxiliar na identificacdo das paralarvas de O. vulgaris de diferentes regides geograficas,
levando em consideracdo o padrdo de cromatéforos.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1 Coleta, transporte e acondicionamento da fémea e cachos de ovos

Uma fémea (1340 g) com cachos de ovos foi coletada no dia 13 de fevereiro de 2004
em Bombinhas (27°07'54" S, 48°31'40" O), Santa Catarina. Em laboratorio, a fémea e 0s
cachos de ovos foram mantidos em um sistema de recirculagdo de &gua fechado a uma
temperatura média de 20 + 2°C e salinidade 33. Os cachos de ovos foram cuidadosamente
amarrados um a um com um barbante e acondicionados junto com a fémea em um tanque

retangular de 120L.

2.2 Fase pos-embrionaria

Apés a eclosdo, as paralarvas foram transferidas uma a uma com a utilizacdo de um
recipiente de vidro para um sistema de recirculagcdo de agua fechado, constituido por 6
tanques circulares de 96 L conectados a um filtro bioldgico. Foram oferecidos como
alimento as paralarvas nauplios de Artemia spp. enriquecidos com SUPER SELCO
(INVE®), copépodes (Acartia tonsa, Temora turbinata, Oncaea spp., Paracalanus sp.) e
misidaceos juvenis (Metamysidopsis elongata atlantica). Também foram oferecidos
eventualmente zoés de siri-azul (Callinectes sapidus) e do caranguejo (Cyrtograpsus

angulatus), obtidas através da manutencéo de fémeas ovadas em laboratdrio.

2.3 Captura de imagens e medidas de estruturas morfoldgicas de paralarvas

Para a captura de imagens, as paralarvas foram anestesiadas com cloreto de magnésio,
de acordo com Oestmann et al. (1997). As imagens foram obtidas em aumento de 10X em
microscopio esteroscépio Olympus SZX-9, na qual a ocular foi substituida por uma camera
SONY DXC- 197A conectada a um microcomputador. As imagens foram capturadas
através do programa IPWin e posteriormente analisadas com o auxilio do programa de
dominio publico NIH-Image versdo (1.61). Assim, o crescimento de estruturas
morfologicas foram obtidas, tais como: comprimento do manto (CM), largura do manto
(LM), comprimento do funil (CF) e largura da cabeca (LC) (Fig. 1).

2.4 Padrao de cromatdforos de paralarvas da costa sul do Brasil
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O padrédo de cromatoforos representa a disposicdo com que 0s mesmos se distribuem
em determinadas regides do corpo das paralarvas, sendo aqui descritos como sugerido por
Hoechberg et al. (1992). Portanto, o padréo foi descrito da regido anterior em direcdo a
posterior. Por exemplo, o padrdo de distribuicdo comumente observado no funil: 2+2
significa que 2 estdo localizados proximos ao seu orificio, e 0s outros 2 em direcdo a sua
base (Fig. 2). A respectiva denominacdo dos cromatdforos foi determinada de acordo com
Fiorini (1965) e Packard (1985), através de sua localizacdo nas diferentes regides do corpo
das paralarvas (Fig. 3).

Durante a larvicultura, amostras de 10 a 15 paralarvas com idades de 0, 6, 10, 13 e 17
dias foram coletadas dos tanques de cultivo e preservadas em formalina 4% e alcool 70%.
Estas paralarvas foram levadas ao microscépio esteroscopio Olympus SZ 40, no qual foi
acoplado um duplicador Olympus Japan 110 AL2X, para a observacdo do padrdo de
distribuicdo e coloracdo dos cromatoforos. Posteriormente, foram realizados desenhos
esquematicos em lupa acoplada a uma camara clara (Fig. 4) de trés paralarvas, com 0, 10 e
17 dias de idade (Fig. 5).

2.5 Diferencas entre o padréo de cromatoforos de paralarvas da costa sul do Brasil e
da Galicia (Vigo, Espanha).

O padrédo de cromatoforos de paralarvas de Octopus vulgaris da costa sul do Brasil foi
comparado ao de paralarvas da Galicia com idades de 0, 6, 10 e 17 dias, através de imagens
cedidas pela equipe do Dr. José Iglesias, do Instituto Espanhol de Oceanografia (IEO), na
sede de Vigo, Espanha (Fig. 6). Os ovos e paralarvas de ambas as localidades foram

incubados e mantidos a temperaturas de 20°C + 2°C.

3. RESULTADOS
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3.1 Descricéo de paralarvas de Octopus vulgaris da costa sul do Brasil
O padrdo de cromatoforos das paralarvas de Octopus vulgaris aqui descrito foi obtido
de animais com comprimento de manto (CM) médio de 1,5 a 2,0 mm (Tabela 1). O CM foi

medido dorsalmente, desde a extremidade posterior até a borda anterior do manto.

Paralarvas recem-eclodidas (Dia 0)

1,50 mm CM (Fig. 4A, 4B e 4C) e (Fig. 5A e 5B): Manto: Alongado com forma de U,
apresentando largura equivalente a 3/4 do CM. Cabeca: Levemente quadrada, com largura
média de 0,93 mm e representando um pouco mais de 3/5 do CM. Funil: Bem
desenvolvido, com comprimento médio de 0,84 mm, ocupando quase todo 0 comprimento
da cabeca e atingindo a base do 4° par de bragos. Olhos: Conspicuos e ligeiramente
ventrais, ocupando aproximadamente metade do comprimento da cabeca. Bracos: Sao
pontiagudos em sua regido distal e apresentam aproximadamente 0 mesmo tamanho, cada
um possui 3 ventosas na regido aboral. Cromatéforos: Bragos: Dorsalmente, 1° par com 4
e 2° par com 3, todos dispostos em série Unica. Ventralmente, 3° par com 3 e 4° par com 4,
também dispostos em série. Cabeca: Dorsalmente 8, 4 encobertos pela borda do manto, 2
na base dos olhos e outros 2 entre os olhos em posi¢cdo mediana. Ventralmente 2, 0s quais
estédo encobertos pelo funil. Olhos: Dorsalmente 4, 2 na margem superior do olho (sobre a
membrana epitelial que recobre o animal), 2 sobre o olho. Ventralmente 2, 1 adjacente a
base do 4° par de bracos e outro na margem superior, sob a base do 3° par de bracos. Funil:
4, 2 estdo localizados proximo a abertura do funil, 2 posteriormente e adjacentes a margem
do manto. Manto: Dorsalmente 6, 4 dispostos anteriormente e adjacentes a borda do manto
e outros 2 na regido posterior. Sob 0 manto e acima da glandula digestiva, estdo localizados
6 cromatdforos extrategumentais ou viscerais. Ventralmente 20, 5 logo abaixo da margem
do manto e os restantes distribuidos aleatoriamente sem nenhum padrdo especifico.
Coloracdo: A coloracdo dos cromatoforos depende do grau de expansdo do sacculus
elastico, no qual estdo contidos os granulos de pigmento. Cromat6foros contraidos:
Manto: Dorsalmente vermelhos, porém o0s extrategumentais sdo pretos. Ventralmente

pretos. Cabeca: Dorsalmente e ventralmente pretos. Funil: pretos. Olhos: vermelhos e
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pretos. Bracos: Dorsalmente, vermelhos. Ventralmente pretos. Cromatoforos expandidos:
Manto: Dorsalmente laranjas ou amarelos, porém os extrategumentais sdo marrons ou
laranjas. Cabeca: Dorsalmente e ventralmente marrons ou laranjas. Funil: marrons ou
laranjas. Olhos: vermelhos. Bragos: Dorsalmente, laranjas ou amarelos. Ventralmente,
vermelhos, laranjas ou amarelos. A coloracdo dos cromatdforos se manteve ao longo do
desenvolvimento morfoldgico, e por isso somente foi descrita a coloracdo de paralarvas

recém-eclodidas.

Paralarvas com 6 dias de idade (Dia 6)

1,62 mm CM: Manto: Alongado, extremidade posterior ligeiramente em forma de U.
Cabeca: sem modifica¢cbes morfologicas marcantes. Funil: Apresenta comprimento médio
de 0,91 mm, com apice disposto paralelamente a margem superior dos olhos. Olhos:
Proeminentes. Cromatoforos: Bragos: sem modificacbes. Cabeca: Dorsalmente 9, 4
encobertos pela borda do manto, 3 estdo dispostos em série horizontal e adjacentes a base
dos olhos, dos quais 2 estdo parcialmente encobertos pelo manto, 2 entre os olhos em
posicdo mediana. Ventralmente 2, os quais estdo parcialmente encobertos pelo funil.
Olhos: Dorsalmente 4, 3 dispostos ao longo da margem superior dos olhos na membrana
epitelial e sob a base do 1° e 2° pares de bracos, 1 na margem lateral. Ventralmente, sem
modificagdes. Funil: 4, os 2 posteriores estdo parcialmente encobertos pela borda do

manto. Manto: sem modificaces.

Paralarvas com 10 dias de idade (Dia 10)

1,62 mm CM (Fig. 4D, 4E e 4F) e (Fig. 5C e 5D): Manto: sem modificac0es aparentes.
Cabeca: com largura média de 1,06 mm e representando 2/3 do CM. Funil: Com
comprimento médio de 0,94 mm, equivalente a 3/5 do CM. Cromatdforos: Bragos: sem
modificacdes. Cabeca: Dorsalmente 10, 6 estdo encobertos pela borda do manto, 2 entre
os olhos em posicdo mediana, 2 na base do 1° par de bracos. Ventralmente 2. Olhos: sem
modifica¢bes. Funil: 5, 3 adjacentes ao seu orificio, 2 posteriormente e parcialmente
encobertos pela borda do manto. Manto: Dorsalmente 7, aparecendo portanto mais um
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cromatoforo extrategumentar. Ventralmente 23, 4 proximos a margem do manto e o

restante distribuido aleatoriamente.

Paralarvas com 13 dias de idade (Dia 13)

1,70 mm CM: Manto e Cabeca: sem modificacbes morfologicas aparentes. Funil: Com
comprimento médio de 1 mm. Cromatdforos: Bracos: sem modificacdes. Cabeca:
Dorsalmente 10, 4 estdo encobertos pela borda do manto, 2 estdo dispostos horizontalmente
e adjacente a base dos olhos, 4 entre os olhos em posi¢do mediana e 2 adjacentes a base do
1° par de bragos. Ventralmente 4, aparecendo portanto mais 2 na base do 4° par de bracos.
Olhos: sem modifica¢Ges. Funil: 5, sem modificacBes em relacdo as paralarvas de 10 dias
de idade. Manto: Dorsalmente 7, 4 dispostos anteriormente e adjacentes a borda do manto
e 3 dispostos horizontalmente na regido posterior. Sob 0 manto e acima da glandula
digestiva, estdo localizados 6 cromatdéforos extrategumentais. Ventralmente 26, 4 préximos

a margem do manto e o restante distribuido aleatoriamente.

Paralarvas com 17 dias de idade (Dia 17)

2 mm CM (Fig. 4G, 4H e 41) e (Fig. 5E e 5F): Manto, Funil e Cabeca: sem
modificacBes marcantes. Cromatdforos: Bragos: sem modificagdes. Cabeca: Dorsalmente
10, 4 estdo encobertos pela borda do manto, 2 parcialmente encobertos pela borda do
manto, 2 entre os olhos em posi¢cdo mediana, 2 na base do dos olhos. Ventralmente, sem
modificagdes. Olhos: sem modificacbes. Funil: 5, 2 proximos a sua abertura, 2
posteriormente e parcialmente encobertos pela borda do manto, 1 em posicdo lateral e
mediana. Manto: Dorsalmente 7, 4 dispostos anteriormente e adjacentes a borda do manto,
2 dispostos horizontalmente proximos a regido posterior da glandula digestiva, 1 na regido
posterior. Sob 0 manto e acima da glandula digestiva, estdo localizados 7 cromatéforos

extrategumentais. Ventralmente, sem modificacGes.
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3.2 Principais diferencas no padrdo de cromatoforos de paralarvas de Octopus
vulgaris da costa sul do Brasil e da Galicia

As principais diferengas observadas no padrdo de cromatoforos foram as seguintes (Fig.
5e6)e(Tabela2e3):
Bracos: O numero de cromatdéforos dos bracos das paralarvas da costa sul do Brasil
praticamente ndo sofreu alteracGes (3-5), porém nas da Galicia houve um notavel acréscimo
(3-9); Cabeca: Dorsalmente, as paralarvas da costa sul do Brasil apresentaram menor ou
igual nimero de cromat6foros na regido dorsal da cabeca (8-11), quando comparadas as da
Galicia (8), porém o padrdo de distribuicdo dos mesmos foi bem diferenciado;
Ventralmente, as paralarvas da costa sul do Brasil apresentaram de 2-4 cromatéforos e as
da Galicia de 6-8. Olhos: Dorsalmente, as paralarvas da costa sul do Brasil apresentaram 1
a 4 cromat6foros, enquanto as da Galicia de 1 a 2. Ventralmente, as paralarvas da costa sul
do Brasil apresentaram 1 a 2 cromatdforos, porém as da Galicia apenas 1. Manto:
Dorsalmente, as paralarvas da costa sul do Brasil apresentaram 6 a 8 cromatoforos
extrategumentais, enquanto as da Galicia de 6 a 20. Ventralmente, o nimero de
cromatdforos das paralarvas da costa sul do Brasil (20-28) foi maior quando comparado ao
de paralarvas da Galicia (15-20) desde o0 momento da eclosé@o (Dia 0). Funil: as paralarvas
da costa sul do Brasil apresentaram 4 a 6 cromatdforos distribuidos em 3 diferentes
padrdes, enquanto as da Galicia apenas apresentaram apenas 4 cromatoforos, e um Unico

padrdo de distribuicao.

4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram diferencas consideraveis entre o padréo de
cromatoforos de paralarvas de Octopus vulgaris da costa sul do Brasil e da Galicia (Vigo-
Espanha), as quais foram mantidas em temperaturas semelhantes (20°C + 2°C). As
paralarvas da costa sul do Brasil apresentaram ao eclodir igual ou maior nimero de
cromatoforos em todas as regides do corpo, quando comparadas as da Galicia, exceto na
regido ventral da cabeca. Entretanto, a coloracdo dos cromatéforos ndo diferiu entre as
paralarvas dos dois hemisférios. As diferencas observadas no ndmero e padrdo de

cromatoforos das paralarvas de ambas as localidades poderiam estar relacionadas ao
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método de preservacdo das paralarvas da costa sul do Brasil. Entretanto, visto que em um
periodo de 1 ano foram realizadas 2 observacdes e ndo houve mudancas, pode-se descartar
esta hipétese.

Segundo Hoechberg et al. (1992), paralarvas recém eclodidas de Octopus vulgaris
provenientes do Mediterraneo e, com CM entre 1,5 mm e 2 mm, apresentam na ecloséo 3
ventosas e 2 cromatoforos em cada brago. As paralarvas do presente estudo de ambas as
localidades e CM similares apresentaram na eclosdo o mesmo ndmero de ventosas nos
bragos, porém o ndmero de cromatoforos variou de 3 a 4. Entretanto, foi observado que as
paralarvas da costa sul do Brasil e da Galicia com 10 dias de idade apresentaram 0 mesmo
numero de cromatoforos nos bragcos, porém o aumento do nimero de ventosas ocorreu
somente para as galegas, as quais variaram de 3 a 6. Cabe salientar, que as paralarvas do
Mediterraneo com a mesma idade e similar CM (2,4 mm) apresentaram 0 mesmo numero
de ventosas, quando comparadas as galegas (Hoechberg et al. 1992).

No presente estudo foi observado que paralarvas recém eclodidas da costa sul do Brasil
e as provenientes da Galicia apresentaram nimero de cromatoforos semelhantes na regido
dorsal da cabeca. Contudo, enquanto o numero de cromatoforos nesta regido permaneceu
praticamente constante em paralarvas da costa sul do Brasil, nas galegas houve um pequeno
acréscimo. As paralarvas provenientes da Galicia e observadas no presente estudo
apresentaram desde a eclosdo um maior nimero de cromatoforos na regido ventral da
cabeca, quando comparadas as da costa sul do Brasil. Em paralarvas de Octopus vulgaris
do Mediterraneo descritas por Hoechberg et al. (1992) e com CM entre 1,5 mm e 6 mm foi
observado nimero de cromatoforos similar as das costa sul do Brasil em ambas as regides
da cabeca. Por outro lado, o nimero de cromatoforos na regido ventral do manto de
paralarvas da Galicia foi semelhante ao observado por Hoechberg et al. (1992) para
paralarvas do Mediterraneo com CM de 1,5 a 2,4 mm. E interessante observar que as
paralarvas da costa sul do Brasil apresentaram desde a eclosdo um ndmero
consideravelmente maior de cromatéforos na regido ventral do manto em relacdo as
paralarvas galegas, representando a maior diferenga observada entre as paralarvas das duas
localidades. Além disso, as paralarvas recém eclodidas da costa sul do Brasil com CM

médio de 1,5 mm apresentaram nimero semelhante de cromatoforos as do Mediterraneo
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com CM de 6 mm (Hoechberg et al. 1992). De acordo com Villanueva et al. (1996, 2002)
0 maior numero de cromatéforos observado na regido ventral do manto de paralarvas de O.
vulgaris se deve provavelmente & posicdo ocupada pelas mesmas na coluna d’agua durante
a fase planctonica, pois a fungdo sugerida para os cromatdforos desta regido do corpo seria
cobrir o trato digestivo das paralarvas, dificultando assim sua visualizacdo por predadores.

De acordo com Fiorini (1965) paralarvas de O. vulgaris do Mediterraneo apresentam na
eclosdo até 8 cromat6foros tegumentares na regido dorsal do manto. Entretanto, segundo
Packard (1985) as mesmas apresentam na eclosdo 6 a 8 cromatéforos sob o tegumento e
acima da glandula digestiva, denominados viscerais. No presente estudo, as paralarvas da
costa sul do Brasil e da Galicia apresentaram até os 10 dias de idade, nimero bastante
similar destes cromat6foros em ambas as regiGes do corpo. Similarmente ao presente
estudo, paralarvas com 10 dias de idade e 2,4 mm de CM do mediterraneo, apresentaram de
6 a 7 cromatdforos viscerais acima da glandula digestiva (Hoechberg et al. 1992). No
entanto, enquanto as paralarvas da costa sul do Brasil com 17 dias de idade e 2 mm de CM
apresentaram o0 mesmo numero observado aos 10 dias de idade, as da Galicia com 2,9 mm
de CM apresentaram um acréscimo de até 13 cromatdéforos. Segundo Packard (1985),
ocorre um rapido aumento no numero de cromatoforos tegumentares e viscerais na regido
dorsal do manto das paralarvas, durante a transicdo do modo de vida planctdnico para o
benténico. Entretanto, as paralarvas provenientes da Galicia e observadas no presente
estudo provavelmente ainda ndo se encontravam em pré-assentamento.

Os resultados do presente estudo indicam a existéncia de muitas diferencas no nimero e
padrdo de cromatoforos de paralarvas da costa sul do Brasil e da Galicia. Diferencas no
namero de cromatoforos poderiam estar relacionadas a latitude térmica, pois paralarvas que
eclodem em maiores latitudes podem apresentar maior tamanho de ecloséo, e, portanto, um
maior numero de cromatéforos. No entanto, foi observado no presente estudo que embora
as paralarvas da Galicia tenham apresentado maior CM, apresentam menor numero de
cromatoforos em determinadas regifes do corpo, quando comparadas as da costa sul do
Brasil com menor CM, portanto, esta ndo parece ser a causa das diferencas observadas no

namero de cromat6foros destas paralarvas.
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Segundo Berry (1912) o padréo de cromatoforos pode ser usado na identificacdo visual
de espécies, pois 0s mesmos sdo caracteres especificos. No presente estudo, foram
observadas importantes diferengas entre o padrdo de cromatoforos de paralarvas da costa
sul do Brasil e as provenientes do leste do Atlantico (Galicia). De acordo com Mangold
(1998) a distribuicao de O. vulgaris se restringe ao Mediterraneo e leste do Atlantico, e por
isso as paralarvas da costa sul do Brasil do presente estudo sdo aqui denominadas como
espécimes O. vulgaris. Entretanto, Warnke et al. (2000) relataram semelhancas na
sequiéncia de bandas de DNA entre polvos do Mediterraneo e especimes O. vulgaris do sul
do Brasil, sugerindo que a restricdo de distribuicdo de O. vulgaris descrita por Mangold
(1998) é equivocada. A tentativa de correlacionar dados de distancia genética e geogréafica
através de seqiiéncias de DNA baseadas em genes mtCOIIIl por Sollér et al. (2000) falhou,
pois foi observada pouca distancia genética entre O. vulgaris do Mediterraneo e espécimes
O. vulgaris do sul do Brasil, corroborando com os resultados obtidos por Warnke et al.
(2000). Entretanto, surpreendentemente, uma grande distancia genética foi observada entre
espécimes de O. vulgaris do sul e norte do Brasil. Contudo, para avaliar o quanto estas
diferencas observadas no padrdo de cromat6foros possam estar ligadas a uma complexidade

de espécies seria ainda necessario o suporte de genética molecular.
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CF

Figura 1: Medidas de estruturas morfoldgicas obtidas em paralarvas de Octopus vulgaris
da costa sul do Brasil. A) Paralarva com 6 dias de idade em vista dorsal; B) Paralarva com
6 dias de idade em vista ventral. CF, comprimento do funil; CM, comprimento do manto;
LC, largura da cabeca; LM, largura do manto.
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4 5+2+2 1+2+2

Figura 2: Exemplos de diferentes padrbes de cromatdforos observados na regido do funil
de paralarvas de Octopus spp. (extraido de Hoechberg et al. 1992).

Extrategumentais

Viscerais

Tegumentares

Figura 3: Vista lateral de uma paralarva de Octopus spp. ilustrando a localizacdo dos

cromatoforos e sua respectiva denominacao (extraido de Young et al. 1989).
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Figura 4: Padrdo de cromatoforos de paralarvas de Octopus vulgaris em vista dorsal,
ventral e lateral, respectivamente. A, B e C) Paralarva recém eclodida; D, E e F) Paralarva
com 10 dias de idade; G, H e I) Paralarva com 17 dias de idade. Escala: 1Imm.
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Figura 5: Paralarvas de Octopus vulgaris da costa sul do Brasil. A e B) Paralarva recém
eclodida em vista dorsal e ventral respectivamente; C e D) Paralarva com 10 dias de idade
em vista dorsal e ventral respectivamente; E e F) Paralarva com 17 dias de idade em vista
dorsal e lateral respectivamente. Escala: 1mm.
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Figura 6: Paralarvas de Octopus vulgaris da Galicia (Espanha, Vigo) em vista dorsal e
ventral, respectivamente. A e B) Paralarva recém eclodida; C e D) Paralarva com 10 dias
de idade; E e F: Paralarva com 17 dias de idade. Escala 1 mm.
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Tabela 1. Numero, padrdo de distribuicdo e coloracdo de cromatoforos contraidos em paralarvas de Octopus vulgaris da costa

sul do Brasil cultivadas a temperatura de 20 £ 2°C e salinidade 33. D, regido dorsal; V, regido ventral; P, preto; Vv, vermelho.

Funil Manto Cabeca Bracos Olhos
| (dias) ML* n° Padréo cor D cor Padrao \V cor D Padrao V  Cor D Cor \Y Cor D V Cor
2+2 ou 2+1+2 3+2+1; 4+2+2; 5+2+2 4+2+4; 2+2+4;
0 1,5 4-5 P 6-8(6-8%) | VveP (¥ 20-28| P 8-11% | 2+4+3+4; 242+42+4; | 2* P 2-4(1%) | w | 24a% ] P 2-4 2 |wepP
2+2+3+4; 2+2+2+4
2+2 ou 2+1+2 2; 3+2+1; 4+2+2; 2+2+4; 2+3+4; 1+2+4
6 162 | 46 p 2-8 (6*) Vv e P (*) | 4+2+1; 3+2+2; 3+1+2;| 20-28 | P 7-9* 2% P 3401% | w|34@a%] P 2-4 1-2 | VeP
4+1+2
2+2 ou 2+1+2; 3; 4; 4+1; 3+2; 442;
10 1,62 | 45 p 3-7(6-7%) | VWweP(®) 2327 P 8-10* 242+4; 4+2+4 2% P 2241 | w|34@®| P 1-4 1-2 | WeP
3+2 3+1+2; 4+1+2; 5+2
13 1,7 4-5 | 2+20u 3+2 p 2-8 (6%) WveP (*)| 2;5+2;4+3;4+2+2 | 24-29| P 8-10* 242+4; 2+2+2+4 2-4*| P 3401% | W |34@a%] P 2-4 1-2 | weP
2+2 ou 2+1+2 2+2+1; 3+1+2; 4+2+1
17 >2 4-5 p 5-7(6-7%) | VveP (¥ 26-27| P 8-10* | 2+4+2+4; 2+2+2+4 | 2-4*| P 34(1% | w|34@a% ] P 34 1-2 | WeP

#média do comprimento dorsal do manto em mm,
* Cromatoforos extrategumentais ou viscerais.

Cada linha representa diferentes padrdes de distribuicao de cromatéforos.
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Tabela 2. Numero, padrdo de distribuicdo e coloracdo de cromatoforos contraidos em paralarvas de Octopus vulgaris da Galicia

cultivadas a temperatura de 20 £ 2°C. D, regido dorsal; V, regido ventral; P, preto; Vv, vermelho.

Funil Manto Cabeca
| (dias) ML*? n°  Padrdo  cor D cor Padrdo V cor D Padrédo vV  Cor
0 1,72 4 2+2 P 2-3(6-7%) | W 2;3. | 17-19 P 8 2424242 2 -4* P
6 1,88 4 2+2 P 2-3(6-7%) | W 2;3 | 16-18 P 8 2+2+2+2 4* P
242+42+2;

10 2,48 4 2+2 P 2-3(6-7%) | W 2;3 | 1720 P 8-10 4* P

2+2+2+2+2
242+42+1+2+42;

17 2,90 4 2+2 P 2-3(10-20%) | Wv 2;3 | 15-19 P 9-12 242+4242+2; 4* P

2+2+1+2+2

*média do comprimento dorsal do manto em mm.

* Cromatoforos extrategumentais ou viscerais.
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Tabela 3. Principais diferencas entre 0 nimero de cromatoforos de paralarvas da costa sul do Brasil e da Galicia. B, Brasil; D,

regido dorsal; V, regido ventral; E, Espanha; I, idade em dias; ML, comprimento dorsal do manto em mm; Vv, numero de

ventosas.
Bracos Cabeca Olhos Manto Funil
[ ML (mm) Vv V D V
B B E E B E B E B E B E B E B B E B E B
0 29 149 1,72 3 3-4 3 3-4 3 8-11 8 2 6-8 2-4 12 12 6-8 (6-8*) 2-3(6-7%) 20-28 17-19 4-5
6 28 162 188 3 3-4 3 3-4 3-4 7-9 8 2 8 2-4 1 1-2 2-8 (6%) 2-3(6-7%) 20-28 18 4-6
10 26 162 248 3-6 3-4 3-4 34 3-4 8-10 8-10 2 6-8 1-4 1 1-2 3-7 (6-7%) 2-3(6-7%) 23-27 17-20 4-5
17 3 >2 2,90 6-9 3-5 6-9 3-4 4-7 8-10 9-12 2-4 8 3-4 1 1-2 5-7 (6-7%) 2-3(10-20%) 26-27 15-19 45

* Cromatoforos viscerais
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CAPITULO I

Influéncia da configuracéo interna e hidrodinamica de tanques de cultivo na

ocorréncia de lesdes em bracos de paralarvas do polvo comum
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RESUMO

Com o objetivo de reduzir lesdes observadas nos bracos de paralarvas do polvo comum,
3 configuragdes internas de tanques de cultivo e hidrodindmica foram testadas. Analises
histologicas de bragcos normais e lesionados das paralarvas foram realizadas para
caracterizar e identificar a causa destas lesdes. Para tal, paralarvas com bra¢os normais e
com idades de 0 e 24 dias (d), e lesionados de 15, 20, 24, 30 e 50 d foram fixadas em
formol 4 %. Posteriormente, estas foram submetidas ao tratamento histol6gico de rotina
e efetuados cortes longitudinais de 7um. Aquelas com bracos lesionados e idades de 15,
24 e 50 d foram coradas com as técnicas Gram, Macchiavelo e Azul-de-Metileno, para
deteccdo de bactérias em tecidos, enquanto as restantes apenas com Hematoxilina-
Eosina. O epitélio de bragos normais apresentou células do tipo: mucipara, granular,
germinativa e 6rgdo de Kolliker (OK). Paralarvas mantidas em tanques com corrente
circular (20, 24 e 30d) apresentaram perda de ventosas e diminui¢do ou auséncia dos
OK. As paralarvas com idade de 15 d mantidas em tanques com corrente ascendente
apresentaram uma estrutura nodular que indicou o inicio do processo abrasivo.
Paralarvas de 24 d mantidas em tanques com correntes convergentes verticais ndo
apresentaram danos epiteliais, representando a melhor hidrodindmica testada. Os
resultados indicam que as lesGes sdo fisicas, e que podem ser reduzidas através da
remodelagem da configuracdo interna dos tanques e hidrodindmica. Portanto, isto
evidencia que a hidrodindmica dos tanques é uma das causas de mortalidade das
paralarvas durante o cultivo, a qual ainda ndo havia sido observada anteriormente.

Assim, o contato das paralarvas com as paredes deve ser evitado sempre que possivel.
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ABSTRACT

To reduce the lesions observed in the arms of the common octopus paralarvae, 3
internal hydrodynamic designs of cultivation tanks were tested. Histological analyses of
normal and damaged arms were accomplished to characterize and identify the cause of
these lesions. In this way, paralarvae with normal arms with ages of 0 and 24 days (d),
and damaged arms of 15, 20, 24, 30 and 50 d were fixed in formalin 4%. Then, they
were submitted to the histological treatment and made longitudinal cuts of 7um. Those
with damaged arms and ages of 15, 24 and 50 d were red-faced with the following
techniques: Gram, Macchiavelo and Methilen’s Blue, for detection of bacteria in the
tissue. While the remaining just with Hematoxilin-Eosin. The epithelium of normal
arms presented cells of the type: muciphera, granulate, germinative and Kollikers organ
(OK). Paralarvae maintained in tanks with circular current (20, 24 and 30d) presented
loss of suckers and decrease or absence of OK. The paralarvae with age of 15 d
maintained in tanks with ascending current presented a structure nodular that indicated
the beginning of an abrasive process. Paralarvae of 24 d maintained in tanks with
vertical convergent currents they didn't present epithelial damages, representing the best
hydrodynamic tested. These results indicate that the lesions are physical, and can be
reduced by the remodel of the tanks hydrodynamic configuration. Therefore, the tank
hydrodynamic is one of the causes of mortality in the paralarvae rearing, which was not
observed previously. Then, the contact of the paralarvae with the tank walls should be

always avoided.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos grande atencdo tem sido destinada a engenharia de tanques para a
aquicultura, na tentativa de entender o impacto do modelo dos tanques sobre o
comportamento e performance de peixes (Burley & Klapsis 1985, Losordo et al. 2000,
Rasmussen & McLean 2004, Timmons et al. 1998). A hidrodinamica no interior dos
tanques representa um elemento critico no processo de engenharia, visto que pode
influenciar na qualidade da &gua, distribuicdo do alimento, sedimentacdo e remocéo de
residuos solidos, e na ocorréncia de zonas mortas ou de baixa circulacdo, entre outros
(Rasmussen & McLean 2004). Com efeito, outros estudos tém demonstrado que o
crescimento de juvenis da truta arco-iris Oncorhynchus mykiss é afetado pelo modelo do
tanque de cultivo, pois o mesmo exerce influéncia sobre o comportamento e
metabolismo destes peixes (Ross et al. 1995). Ainda, tanto 0 modelo dos tanques quanto
a densidade de estocagem contribuiram para a distribuicdo inadequada de juvenis da
truta Salvelinus namaycush na coluna d’agua, intensificando o contato destes peixes
com as paredes (Ross & Watenn 1998).

Durante as Gltimas décadas o interesse no cultivo de cefalépodes tem crescido,
devido em grande parte a demanda dos mercados consumidores e ao elevado preco de
mercado (Vaz-Pirez et al. 2004). Muitas tentativas de cultivo de paralarvas de polvos e
lulas tém sido mal sucedidas devido a mortalidades elevadas, principalmente nas duas
primeiras semanas apoés a eclosédo (Hanlon 1987, Hanlon et al. 1987, Hanlon et al. 1989,
Villanueva et al. 2002, Iglesias et al. 2000), causadas por inani¢do e modelo inadequado
dos tanques de cultivo (Boletzky & Hanlon 1983, Vidal et al. 2002). Através do
aprimoramento do modelo de tanques foi possivel reduzir em até 35% a mortalidade de
paralarvas da lula Loligo opalescens nos dois primeiros meses mais criticos do ciclo de
vida (Vidal et al. 2002). Uma das principais modificacfes empregadas foi a reducéo de
80% do volume dos tanques, resultando em menor quantidade de alimento necessaria
para manutencdo das altas densidades de presas e suprimento das elevadas taxas
metabdlicas das paralarvas (Vidal et al. 2002). A entrada de &gua nestes tanques foi
realizada através de um cano perfurado e suspenso 2 c¢cm acima do nivel da agua,
gerando uma corrente circular de baixa velocidade (+ 1 cm s?) que auxiliou na

distribuicdo homogénea das paralarvas e suas presas (Vidal et al. 2002).
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Devido a semelhangas morfoldgicas e comportamentais entre as paralarvas do polvo
comum com as de lulas Loligo, a mesma hidrodinamica utilizada por Vidal et al. (2002)
foi aplicada para o cultivo, porém em tanques com volume de 96 L. No entanto, as
paralarvas de polvo possuem maior capacidade de natacdo que as de lula e a
hidrodinamica gerada néo foi suficiente para distribuir as mesmas de forma homogénea,
levando-as a se concentrar principalmente junto as laterais e ao fundo dos tanques
(referéncia). Além disso, foram observadas lesdes nos bracos das paralarvas causadas
provavelmente pelo contato excessivo com as paredes do tanque.

Neste contexto, entre os fatores mais criticos para o sucesso da larvicultura de
polvos se encontra 0 modelo, e principalmente a hidrodindmica dos tanques de cultivo.
As lesOes observadas possivelmente aumentam as taxas de mortalidade, pois interferem
na eficiéncia com que as paralarvas capturam suas presas, 0 que ocorre com a utilizagédo
dos bragos e suas ventosas. Segundo Forsythe et al. (1988) lesdes teciduais no manto e
nadadeiras de sépias e lulas adultas causadas por colisdes com as paredes dos tanques de
cultivo sdo comumente observadas. Porém, em polvos adultos mantidos em tanques
com alta densidade a maior causa de lesdes se deve ao contato entre os individuos, ou
ainda durante a captura de alimento (Forsythe et al. 1987). Estudos tém demonstrado
gue muitas espécies de cefalépodes sdo susceptiveis a infecgdes bacterianas secundarias
em tecidos lesionados (Hulet et al. 1979, Forsythe et al. 1987, Oestmann et al. 1997).

Estudos histolégicos podem ser utilizados como ferramentas eficazes na
identificacdo e caracterizacdo de lesGes, pois auxiliam na descri¢do dos diferentes tipos
celulares que compdem os tecidos. No entanto, para identificar alteracdes teciduais é
necessario caracterizar previamente a estrutura do tecido que se desenvolve
normalmente. Com base no que foi exposto, este trabalho teve como objetivos:

1) Caracterizar os tecidos de bracos normais de paralarvas de O. vulgaris recém-
eclodidas e com 24 dias de idade;

2) Caracterizar as principais alteracdes teciduais nos bracos lesionados de paralarvas de
O. vulgaris com idades de 15, 20, 24, 30 e 50 dias;

3) Verificar se paralarvas com idades de 15, 24 e 50 dias apresentam agentes etioldgicos
associados aos seus tecidos lesionados;

4) Avaliar a influéncia da configuracdo interna e hidrodindmica dos tanques de cultivo

na ocorréncia de lesdes nos bracos de paralarvas do polvo comum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Configuracdes internas e hidrodinamica dos tanques

Para o cultivo de paralarvas do polvo comum Octopus vulgaris Cuvier, 1797
(Cephalopoda: Octopodidae) foi utilizado um sistema de recirculacdo de agua fechado,
formado por seis tanques circulares (0,60 m de diametro e 0,50 m de altura, V = 96 L)
conectados a um filtro bioldgico e ultravioleta, totalizando este sistema 1,100 L (Fig. 1).
Os diferentes tipos configuracdes internas e hidrodindmica dos tanques serdo descritos
brevemente, e estdo indicados como Tanque de hidrodindmica 1, e assim

sucessivamente.

2.1.1 Tanque de hidrodinamica I- corrente circular

Neste sistema, a entrada de agua no tanque foi realizada através de um tubo de PVC
de 25 mm de diametro, perfurado em toda sua extensdo (metade do didmetro do tanque)
e suspenso a 2 cm do nivel da agua (Fig. 2). A entrada de agua por este cano perfurado
em angulo de 45° gera uma corrente circular de baixa velocidade (+ 1 cm s™) em
sentido anti-horario, promovendo a distribuicdo homogénea das paralarvas e de suas
presas e evitando a ocorréncia de “zonas mortas”. Dentro de cada tanque havia uma
estrutura de PVC (125 mm) suspensa a 7 cm do fundo, na qual foram feitas quatro
janelas revestidas com uma malha de 150 um para evitar a saida de alimento e das

paralarvas.

2.1.2 Tanque de hidrodinamica I1- corrente ascendente

Neste sistema a entrada de agua foi feita através de uma mangueira conectada ao
tubo central dos tanques (Fig. 3). Esta mangueira conduzia a 4gua até uma camara
isolada e perfurada na sua parte inferior. A adgua era entdo liberada em direcdo ao fundo
dos tangques em angulos de 45°, formando um fluxo de 4gua em espiral ascendente, o
qual favorecia a distribui¢do das paralarvas e presas em toda a coluna d’&gua.
2.1.3 Tanque de hidrodinamica I11- correntes convergentes verticais

Nestes tanques a entrada de agua foi realizada por meio de um tubo PVC de 25 mm
perfurado com saida de agua paralelo a parede (Fig. 4). Este tubo distribuia a agua

através de 2 tubulages circulares, uma colada no fundo do tanque e a outra a 15 cm da
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superficie. A tubulagéo circular no fundo do tanque foi perfurada em sua parte superior
e lateral, formando entdo uma corrente ascendente junto a parede e outra em direcdo ao
centro do tanque. Por sua vez, a tubulagdo proxima a superficie foi perfurada em sua
parte superior e inferior, gerando entdo uma corrente ascendente e a outra em dire¢éo ao
fundo do tanque. Assim, a convergéncia causada pelos dois fluxos, um proveniente da
tubulacdo do fundo e o outro da superficie, gerou um fluxo paralelo a superficie
convergente das paredes e do fundo, causando um turbilhnonamento suave, mantendo o
meio de cultivo bem homogeneizado, e principalmente reduzindo o contato das

paralarvas com as paredes.

2.2 Coleta de paralarvas e procedimento histoldgico

Paralarvas do polvo comum com bragos normais e lesionados foram coletadas
durante a larvicultura para processamento histologico (Tabela 1 e Tabela 2). Apds a
coleta, as mesmas foram fixadas em formol 4%, sendo posteriormente submetidas ao
tratamento histolégico de rotina para a caracterizacdo dos tecidos, de acordo com
Junqueira & Carneiro (1995) (Tabela 3). Cortes histoldgicos seriados de 7um foram
efetuados longitudinalmente nas pecas histologicas com o auxilio de um micrétomo
rotativo American Optical. Os cortes histologicos das paralarvas foram corados pela
técnica de rotina Hematoxilina-Eosina (HE) ou de deteccdo de agentes etiologicos em
tecidos, tais como, Azul-de-Metileno, Gram e Macchiavelo, de acordo com Junqueira &
Carneiro (1993). A técnica de coloragdo Macchiavelo foi adaptada apos varios testes
terem sido realizados, pois os cortes descolavam das laminas quando imersos em azul-
de-metileno por uma noite, de acordo com o protocolo de rotina. Desta forma, foi
padronizado o uso de maior quantidade de gelatina na dgua da cuba térmica, e o tempo
minimo de 2h de imersdao das laminas em azul-de-metileno. A composicdo dos
reagentes e corantes utilizados durante o processamento histoldgico das paralarvas é
mostrada na Tabela 4. As laminas foram analisadas em microscopio binocular
JENAMED 2- Carl Zeiss, e as imagens dos cortes selecionados foram capturadas
através do programa IPWin. Para tal, uma das oculares de um microscopio Nikon foi

substituida por uma camera SONY DXC-197A, conectada a um microcomputador.
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2.3 Alimentacao das paralarvas

Foram oferecidos como alimento as paralarvas nauplios de Artemia spp.

enriquecidos com SUPER SELCO (INVE®), copépodes (Acartia tonsa), misidaceos

juvenis (Metamysidopsis elongata atlantica) e zoé do siri-azul (Callinectes sapidus).

Apbs os primeiros sete dias de cultivo, foram também oferecidos metanauplios e adultos

de Artemia sp.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao histoldgica das lesdes

3.1.1 Paralarvas com bracos normais

Paralarvas recém eclodidas

Em paralarvas recém eclodidas (Fig. 5A) a regido aboral dos bracos foi revestida por

um epitélio cabico simples constituido por quatro tipos de celulas (Fig. 5B):

a)

b)

d)

Células muciparas ou “globet cells”: Possuem forma arredondada com nucleo
periférico e basofilico. O citoplasma se apresenta pouco corado, devido a presenca
de mucina no seu interior. Estas células sdo responsaveis pela producdo de muco
(mucina) na superficie da epiderme das paralarvas.

Células granulares: Possuem forma alongada com ndcleo basal fortemente
basofilico e citoplasma eosinofilico. Estas células possuem aparéncia secretora, pois
apresentam granulos imersos no seu interior. Além disso, se assemelham as celulas
Club presentes na epiderme de peixes, sugerindo que as mesmas estejam envolvidas
na sintese de ferorménios (comunicacgdo quimica).

Orgéos de Kollikers: Sdo 6rgdos transitrios, presentes na superficie aboral dos
bracos e que possuem funcdo desconhecida (Mangold 1983). Este 6rgdo apresenta
uma bainha de células parietais, as quais envolvem uma grande célula basal com
nucleo central basofilico, secretora dos feixes de “cilios” que partem para 0 meio
externo.

Células germinativas: Presentes na regido aboral e oral dos bragos, porém na oral se

encontram em maior numero. Estas, provavelmente ddo origem as células
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granulares, pois além de possuirem a mesma forma, possuem granulos no seu

interior.

Abaixo deste epitélio foi observada uma camada delgada de tecido conjuntivo
frouxo, a lamina prépria. Nesta camada, foram observadas células com nucleos
fracamente corados, os fibroblastos. Sob a lamina propria, foi observada a camada
meléanica, inserida na futura derme. Na base da camada pigmentar foi evidenciada uma
camada de tecido midide, o qual futuramente ira se diferenciar em tecido muscular. As
células presentes neste tecido possuem forma alongada com nucleo central basofilico. A
porc¢éo central do braco foi constituida pelo seio hemal, envolvido em toda sua extenséo
pelo tecido midide. O seio hemal foi constituido por células sanguineas com coloragédo
fortemente basofilica e tecido nervoso, corado eosinofilicamente. A partir da camada
midide, foi observado que partem fibras conjuntivas elésticas tranversais para o interior
do seio hemal, as quais possivelmente atuam no processo de contracdo e distensao dos
bracos.

O epitélio cubico simples da regido aboral dos bragos tornou-se pavimentoso
simples proximo as ventosas. As paralarvas eclodem com 3 ventosas em cada brago, as
quais sdo sustentadas por um tecido miopitelial com células bem delimitadas e nudcleos
basofilicos (Fig 5B). No apice das ventosas este epitélio deu lugar ao epitélio cubico
simples, no qual foram observadas células com nucleo esférico e intensamente
basofilico, semelhantes aos quitindcitos. Os quitindcitos sdo responsaveis pela formacéo
e sustentacdo do anel quitinoso em formacéo no apice das ventosas em lulas. Ainda, no
eixo central da ventosa foi observado o epitélio pavimentoso simples revestindo

externamente o tecido miopitelial.

Paralarvas com 24 dias de idade

As paralarvas com 24 dias de idade e com bra¢os normais mantidas em tanques com
correntes convergentes verticais apresentaram epitélio sem alteracbes celulares
significativas quando comparadas as paralarvas recém-eclodidas (Fig. 6A). As
extremidades dos bracos tornaram-se mais delgadas, porém o nimero de ventosas

permaneceu 0 mesmo observado em paralarvas recém-eclodidas (Fig. 6B).
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3.1.2 Paralarvas com lesGes evidentes nos bragos

Paralarvas com 15 dias de idade

As paralarvas com idade de 15 dias mantidas em tanques com corrente ascendente
apresentaram bragos normais e com lesdes evidentes, mas ainda com 3 ventosas (Fig.
7A). Foi observada uma estrutura nodular na regido distal dos bragos constituida por um
aglomerado de células sanguineas (Fig. 7B). As técnicas de coloracdo utilizadas nédo

detectaram agentes etioldgicos associados a esta estrutura.

Paralarvas com 20 e 24 dias de idade

As paralarvas com idade de 20 e 24 dias mantidas em tanques com corrente circular
apresentaram bragos normais e com lesdes evidentes (Fig. 8A). Alguns bragos
lesionados apresentaram apenas duas ventosas (Fig. 8B). Foi observada a degeneracao
parcial ou total do tecido miopitelial, a0 menos em uma das ventosas restantes, pois as
células que compdem este tecido apresentam lise da membrana plasmaética e a medida
que avanca o processo degenerativo, 0s nucleos tornam-se menores e mais densos
originando nucleos picnoticos. Além disso, foi observado a diapedese de células
sanguineas contidas no seio hemal em direcdo ao tecido conjuntivo frouxo. O tecido
epitelial lesionado apresentou degeneracdo dos orgdos de Kolliker, que careciam de
células basais e feixes de cilios. Ainda, foram observadas modificacdes na forma das
células granulares presentes neste epitélio, as quais anteriormente eram alongadas e se
tornaram esféricas com nucleo fortemente basofilico e citoplasma eosinofilico. Em um
estadio mais avancado de degeneragdo foi observada a auséncia total de ventosas nos
bracos. Além disso, no epitélio cubico simples houve o aumento das células granulares
e menor ocorréncia de células muciparas e 6rgdos de Kolliker. As paralarvas com 24
dias ndo apresentaram bactérias associadas aos seus tecidos lesionados.

Paralarvas com 30 dias de idade

As paralarvas de 30 dias de idade mantidas em tanques com corrente circular
apresentaram 0s mesmos processos degenerativos descritos acima (Fig. 9). Na regido
oral dos bragos foi observada a mesma estrutura nodular de coloracdo basofilica
presente nos bragos de paralarvas com 15 e 20 dias de idade (Fig. 9), no entanto, foi

também observada a migracdo de células sanguineas do seio hemal em sua direcdo. O
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epitélio apresentou-se aparentemente mais danificado, pois ndo foram visualizados 0s

orgaos de Kolliker.

Paralarvas com 50 dias de idade
As paralarvas de 50 dias mantidas em tanques com corrente ascendente

apresentaram bracos normais com 5 ventosas e bracos lesionados com 4 (Fig. 10). No
entanto, as mesmas estavam em processo degenerativo, onde foram observados ndcleos
picnoticos. O epitélio apresentou-se menos danificado que o de paralarvas de 30 dias
mantidas em tanques com corrente circular, sendo observado ainda alguns 6rgdos de
Kolliker. Nestas paralarvas também ndo foram evidenciados agentes etioldgicos nos

tecidos lesionados.

3.2 Hidrodinamica dos tanques

O Tanque de hidrodinamica | gerou uma corrente circular de baixa velocidade, a
qual promoveu a distribuicdo das paralarvas junto as laterais e ao fundo do tanque. As
paralarvas com 5 dias de idade ja apresentavam as extremidades de todos os bragos
lesionados, com excecdo do 1° par. Entretanto, nos 2°, 3° e 4° bragos direito o grau da
lesdo foi mais acentuada que nos demais. As paralarvas com 15 dias de idade também
estavam com todos os bragos lesionados, com excecdo do 1° par. Mas, o grau da lesdo
estava ainda mais acentuado, pois em algumas paralarvas restavam somente a base do
2°, 3° e 4° pares de bracos. Nao obstante, os cortes histoldgicos dos bragos lesionados
de paralarvas com 20 dias de idade demonstraram a perda de 1 a 3 ventosas, ou
degeneracdo do tecido miopitelial das mesmas. O epitélio estava em estado avancado de
degeneracédo, apresentando uma grande reducdo dos orgdos de Kolliker, os quais ja
estavam ausentes nas paralarvas com 30 dias de idade.

O Tanque de hidrodinamica Il gerou uma corrente ascendente que promoveu uma
melhor distribuicdo do alimento e das paralarvas, quando comparado ao de corrente
circular. Foi observado que neste sistema a corrente bastante suave foi apenas capaz de
reduzir o contato das paralarvas com as paredes, pois as mesmas também ja
apresentavam lesfes nos seus bracos aos 5 dias de idade. Embora o inicio das lesées nos
bracos destas paralarvas tenha iniciado no mesmo dia em que foi observado para as

mantidas em tanques com corrente circular, as mesmas foram menos acentuadas. Assim,
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as paralarvas com 5 dias de idade e mantidas em tanques com corrente ascendente
apresentaram somente as extremidades do 2°, 3° e 4° pares de bragos lesionados, ou as
dos 3° e 4° pares. As paralarvas com 15 e 20 dias de idade apresentavam todos 0s
bracos lesionados, com excecdo do 1° par. Mas, somente as extremidades estavam
lesionadas, e, portanto o grau de lesdo estava menos acentuado que ao de paralarvas
com a mesma idade e mantidas em tanques com corrente circular. Através dos cortes
histolégicos dos bragos das paralarvas com idades de 15 dias foi possivel observar a
presenca de todas as ventosas. Além disso, as paralarvas com idade de 50 dias e
mantidas neste modelo de tanque ainda apresentaram alguns oOrgdos de Kolliker,
evidenciando que as lesdes foram menos acentuadas, quando comparadas a de
paralarvas mantidas em tanques com corrente circular.

O Tanque de hidrodindmica Ill gerou correntes convergentes verticais, as quais
promoveram a reducdo do contato das paralarvas com a parede e fundo dos tanques.
Esta foi a melhor hidrodinamica testada, pois paralarvas com idade de 5 dias, quando
apresentavam les0es, estas se localizavam apenas na extremidade de um dos bragos (4°
braco direito ou esquerdo). Nos dias subsequentes, 0 nimero de bragos lesionados ndo
aumentou, e as mesmas também ndo estavam mais acentuadas. Nestes tanques, a
maioria das paralarvas com 24 dias de idade apresentavam bracos normais. Isto foi
confirmado através dos cortes histologico, nos quais ndo foram evidenciadas alteracdes
celulares e o numero de ventosas permaneceu 0 mesmo observado ao de paralarvas

recém-eclodidas.

4. DISCUSSAO

As lesdes observadas nos bracos de paralarvas de Octopus vulgaris foram causadas
pelo seu contato excessivo com as paredes dos tanques de cultivo. As diversas
configuracdes internas de tanques empregadas geraram uma hidrodindmica diferente
dentro dos mesmos, a qual foi determinante no grau das les6es teciduais. Desta forma,
foi observado no presente estudo que a hidrodindmica do tanque é uma das causas de
mortalidade das paralarvas durante o cultivo, a qual ainda ndo havia sido identificada
anteriormente. Entretanto, estas lesdes provavelmente ainda ndo haviam sido

observadas porque a maiorias dos estudos utilizam métodos de amostragem que
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resultam em um menor contato visual com as paralarvas. Outra hipdtese € que em
diversos experimentos sdo utilizados tanques de maior volume, ou seja, em torno de 500
a 4000 L, visando sua futura aplicacdo na larvicultura do polvo comum em escala
comercial (lglesias et al. 2000, Iglesias et al. 2004, Okumura et al. 2005). Porém,
provavelmente as paralarvas mantidas em tanques maiores terdo uma menor chance de
contato com as paredes e o fundo, o que pode tornar o grau de lesdo praticamente
insignificante.

Nos tanques com corrente circular as paralarvas nadavam junto as laterais e ao
fundo dos tanques. Assim, os bragos mais lesionados foram o 2°, 3° e 0 4° pares, pois
estavam em constante contato com o fundo, e além destes, os do lado direito, exceto o
1° par, pelo contato com a parede. Estes resultados sdo similares aos observados para a
lula Loligo opalescens mantidas em tanques com a mesma hidrodindmica, as quais
apresentaram lesbes no tentaculo direito, 3° par de bracos e, além destes, abrasdo ou
perda da nadadeira direita (Vidal et al. 2002).

No presente estudo, as analises histoldgicas dos bragcos de paralarvas com idade de
24 dias e mantidas em tanques de hidrodindmica Ill com correntes convergentes
verticais ndo apresentaram danos epiteliais, representando a melhor hidrodinamica
testada. Por outro lado, as paralarvas mantidas em Tanques de hidrodindmica | (corrente
circular) apresentaram lesbes teciduais mais acentuadas, quando comparadas as
paralarvas mantidas em tanques de hidrodindmica Il (corrente ascendente). Desta forma,
as paralarvas com idade de 20 e 24 dias mantidas neste tipo hidrodindmica (corrente
circular) apresentaram a perda de uma ou de todas as ventosas nos bragos, além da
degeneracdo parcial dos oOrgdos de Kollikers. Entretanto, diferentemente destas
paralavas, as mantidas em Tanques de hidrodindmica Il (corrente ascendente) aos 15
dias de idade ainda apresentavam todas as ventosas nos bragos e presenca dos 6rgédos de
Kolliker, o que evidencia que as mesmas estavam menos lesionadas do que as mantidas
em tanques com hidrodinamica I. Além disso, os resultados indicam que os tanques de
hidrodindmica Il (corrente ascendente) reduziram o grau das lesdes, pois apesar das
paralarvas com idade de 50 dias terem apresentado a perda de uma das ventosas, 0
epitélio dos bragos se apresentou menos danificado, quando comparado ao de paralarvas
com idade de 30 dias mantidas em tanques de hidrodindmica I, pois ainda foram

observados os 6rgaos de Kolliker.
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Os orgdos de Kolliker sdo orgaos transitdrios presentes no epitélio de embrides e
paralarvas de polvos da ordem incirrata (Mangold 1983) com comprimento de manto de
até 6 mm (Nixon & Young 2003). No embrido, o batimento dos feixes ciliares dos
6rgdos de Kolliker auxiliam no processo de eclosdo (Boletzky 2003), porém, ap6s a
eclosdo das paralarvas, sua funcdo é desconhecida. Contudo, a analise da estrutura
celular destes 6rgdos realizada no presente estudo sugere que 0S mesmos possam estar
envolvidos em processos osmorregulatérios, devido a sua semelhanga com as células
flama presentes em alguns anelidios. Portanto, a auséncia destes 6érgdos poderia
comprometer a capacidade osmorregulatoria das paralarvas, ou seja, a manutencédo da
homeostase de seus fluidos corporeos, acentuando as taxas de mortalidade.

Para lulas adultas (Ommastrephes pteropus) foram observadas invasdes de bactérias
patogénicas oportunistas na derme e tecidos adjacentes 72 horas ap6s a perda da
epiderme (Hulet et al. 1979). Entretanto, as técnicas de coloracao de agentes etiologicos
utilizados no presente estudo ndo detectaram nenhum tipo de patégeno associado aos
tecidos lesionados das paralarvas, indicando, portanto sua auséncia. Uma possibilidade
a ser considerada € que as técnicas utilizadas tenham sido ineficientes para detectar a
presenca de patdgenos. Entretanto, cinco espécies de bactérias patogénicas foram
identificadas em lesGes teciduais de Octopus joubini e Octopus briareus cultivados em
laboratorio, atraves de técnicas de coloragdo Gram e Macchiavelo (Hanlon et al. 1984).
Além disso, 0 método de coloracdo Gram é amplamente empregado em microbiologia,
sendo considerado uma técnica eficiente e confiavel (Junqueira & Carneiro1993).
Segundo Oestmann et al. (1997), o tratamento da dgua de cultivo através de filtro ultra-
violeta (UV) é essencial para a reducdo de concentracdes de bactérias patogénicas na
agua. Por esta razdo, os resultados sugerem que a acdo do filtro UV conectado ao
sistema das paralarvas tenha sido altamente eficiente.

As paralarvas de Octopus vulgaris apresentam ao eclodir somente trés ventosas
em cada braco, as quais sdo grandes em relacdo ao tamanho dos mesmos (Schmidtberg
1997). Os bragos e ventosas sdo utilizados na captura de presas, assim sendo, as lesoes
observadas certamente afetam o crescimento e aumentam as taxas de mortalidade das
paralarvas. O numero de ventosas em bragos de paralarvas de O. vulgaris com idades de
30 e 50 dias € de 11 e 23 ventosas respectivamente (Villanueva 1995). Entretanto, no

presente estudo, as paralarvas com idades entre 30 e 50 dias apresentaram no maximo 5
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ventosas em cada bracgo, indicando que estas paralarvas ndo estavam se desenvolvendo
normalmente, provavelmente devido ao grande desvio energético para o reparo de
tecidos.

Muito embora a sobrevivéncia de lulas (Loligo opalescens) tenha sido elevada em
tanques idénticos ao Tanque de hidrodindmica | do presente estudo, porém com maior
volume, a analise histoldgica realizada no presente estudo demonstrou ser este 0 modelo
menos eficiente para a larvicultura do polvo comum. Através da utilizacdo de tanques
similares Tanque de hidrodinamica I1, porém com volume de 30L foram obtidos juvenis
de Octopus vulgaris aos 60 dias de cultivo (Carrasco et al. 2003). Estes tanques
possuiam fundo cbdncavo e proporcionaram uma corrente vertical e ascendente,
dificultando o contato das paralarvas com o fundo. Entretanto, o fechamento do ciclo de
vida do polvo comum em laboratério foi alcancado pela primeira vez por Iglesias et al.
(2004) ao utilizarem tanques circulares de 1000 L em sistema de &gua verde, no qual
uma mangueira de ar no centro do tangque garantiu uma circulacdo suave. O sistema de
agua verde é amplamente utilizado na larvicultura de organismos aquéticos e consiste na
adicdo de fitoplancton ao meio de cultivo. Os resultados do presente estudo indicam que
independentemente do tamanho dos tanques, as paralarvas sdo muito frageis e, portanto

0 Seu contato com as paredes deve sempre que possivel ser evitado.
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Figura 1- Vista geral do sistema de recirculacdo de agua fechado para cultivo de
paralarvas do polvo comum (Octopus vulgaris).

88



) NIVEL DO TANQUE

s

| ENTRADA

DE AGUA

SAIDA DE AGUA CIRCULACAO
DO TANQUE DA AGUA

ENTRADA DE AGUA
DO TANQUE

Figura 2- Design de tanque para cultivo de paralarvas do polvo comum (Octopus

vulgaris) com corrente circular.
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Figura 3- Design de tanque para cultivo de paralarvas do polvo comum (Octopus

vulgaris) com corrente ascendente.
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Figura 4- Design de tanque para cultivo de paralarvas do polvo comum (Octopus
vulgaris) com corrente convergente vertical.
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Figura 5- Octopus vulgaris. A) Paralarva recém eclodida com bragos normais; bn,
bracos normais. Escala: 0,5 mm; B) Corte histol6gico longitudinal do brago normal; cg,
célula germinativa; cgr, célula granular; cmu, célula mucipara; cm, camada melanica;
ec, epitélio cubico simples; ok, 6rgao de Kolliker; sh, seio hemal; tn, tecido nervoso; v,
ventosa. Col. H. E. Escala: 100 um.

Figura 6- Octopus vulgaris. A) Paralarva com 24 dias de idade e com bragos normais;
bn, bracos normais; Escala: 0,3 mm; B) Corte histologico longitudinal do brago normal;
ec, epitélio cubico simples; ep, epitélio pavimentoso simples; ok, 6rgdo de Kolliker; tm,
tecido miopitelial da ventosa; tn, tecido nervoso; v, ventosa. Col. H. E. Escala: 100 um.
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Figura 7- Octopus vulgaris. A) Paralarva com 15 dias de idade com bragos normais e
lesionados; bn, bragos normais; bl, bracos lesionados; Escala: 0,3 mm; B) Corte
histologico longitudinal do brago lesionado; cr, cromatoforo; ec, epitélio cubico
simples; en, estrutura nodular; tm, tecido miopitelial da ventosa. Col. Gram. Escala: 50

um.

Figura 8- Octopus vulgaris. A) Paralarva com 20 dias de idade com bra¢os normais e
lesionados; bn, braco normal; bl, braco lesionado; Escala: 0,3 mm; B) Corte histolégico
longitudinal de uma paralarva com idade de 20 dias e lesdo evidente nos bracos,
inclusive com notavel perda de uma ventosa. bl, brago lesionado; en, estrutura nodular.
Col. H. E. Escala: 200 um.
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Figura 9- Octopus vulgaris. Brago lesionado de uma paralarva com 30 dias de idade,
ilustrando a migragédo de células sanguineas provenientes do seio hemal em direcdo a
estrutura nodular. ec, epitélio cubico simples; en, estrutura nodular; ork, orificio do
orgdo de Kolliker; tmn, tecido miopitelial normal da ventosa. Col. H. E. Escala: 50 um.

‘ \ok

sh

Figura 10-Octopus vulgaris. Corte histoldgico do braco lesionado de uma paralarva
com 50 dias de idade, ilustrando a degeneracdo de uma das ventosas e a presenca de um
orgao de Kolliker. ec, epitélio cubico simples; ok, 6rgdo de Kolliker; sh, seio hemal;
tmd, tecido miopitelial em degeneracéo; tn, tecido nervoso. Col. Macchiavelo. Escala:

50 pm.
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Tabela 1: Ndmero e idade de paralarvas de Octopus vulgaris com bragos normais e
lesionados coletadas de tanques com diferente hidrodindmica e o respectivo
processamento histologico. AM, Azul-de-Metileno; H.E, Hematoxilina-Eosina; L,
bracos lesionados; MAC, Macchiavelo; N, bragos normais.

I (dias) n Bragos Hidrodinamica Coloragéo
0 6 N 1 H.E
15 1 L I Gram; AM.; MAC.
20 2 L I H.E
24 4 N v H.E
24 3 L | Gram; AM.; MAC.
30 2 L I H.E
50 2 L ] Gram; AM.; MAC.

Tabela 2: Hidrodindmica e numero de tanques testados na larvicultura do polvo

comum.

Hidrodinamica n° de tanques testados

Circular 6
Ascendente 3
Convergente 2
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Tabela 3: Protocolo para processamento de tecidos e técnicas de coloragdo de
paralarvas de Octopus vulgaris.

Processo Tempo
Fixacado
Formol 4% Previamente fixadas
Desidratacéo
Alcool 70° 30 min.
Alcool 80° 30 min.
Alcool 90° 30 min.
Alcool 100 | 30 min.
Diafanizagdo
Xilol 15 min.
Impregnacao
Parafina | 01h 15min.
Incluséo 45 min.
Parafina |

Coloracéo de rotina
Hematoxilina-Eosina (HE)

Diafanizagao 15 min.
Hidratacéo 15 min.
Agua corrente 5 min.
Hematoxilina 10 min.
Agua corrente 15 min.
Eosina 1 min.
Desidratacdo (alcool absoluto) rapida passagem
Diafanizagao 10 min.

Coloracdo para detec¢do de agentes etiol6gicos
Azul-de-Metileno

Formol 10% tamponado 48 h

Desparafinar 15 min.
Agua destilada 5 min.
Azul-de-Metileno 1% 20 min.
Agua destilada 5 min.
Desidratacédo 10 min.
Diafanizagao 10 min.
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Tabela 3: Continuacgéo.

Processo Tempo

Coloracéo para detecgdo de agentes etioldgicos
Gram
Formol 10% tamponado 48 h
Desparafinar 15 min.
Solucdo de violeta fenicada 1 min.
Lugol 1 min.
Diferenciar em alcool 95% ou Acetona 3 min.
Agua corrente 5 min.
Fucsina diluida 1 min.
Agua corrente 5 min.
Desidratacdo 10 min.
Macchiavelo
Desparafinar 15 min.
Agua destilada 5 min.
Azul-de-Metileno 1% 02 h.
Diferenciar em alcool 95% 3 min.
Agua destilada 1 min.
Fucsina diluida 30 min.

Acido citrico 2 seg.




Tabela 4: Composicdo dos reagentes e corantes utilizados durante o processamento histologico de paralarvas de Octopus

vulgaris.
Reagentes Composicao Tempo
Acido citrico 0,5% solugdo aquosa Acido citrico 059
Agua destilada 100 ml
Azul-de-Metileno 1% solucédo aquosa
Azul-de-Metileno 19
Agua destilada 100 ml
Formol 10% tamponado
Formol 100 ml
Agua destilada 900 ml
Fosfato de s6dio monobasico (Na.H,PO,.H,0) 49
Fosfato de sodio dibasico (anidro) (Na,HPO,, 6,59
Fucsina bésica fénica 0,5 % solucéo aquosa
Fucsina basica sol. alcodlica saturada 10 mi
Acido fénico sol. aquosa 5% 90 ml
Solucéo de Lugol
lodo sublimado 29
lodeto de potassio 49
Agua destilada 100 ml
Violeta cristal-fenicada
Violeta cristal sol. Alcoolica 95% saturada (5%) 10 ml

Fenol sol. Aquosa 1% 90 ml 08




DISCUSSAO GERAL

De forma similar a outras espécies do mesmo género, 0 aumento no peso Umido dos
ovos de Octopus vulgaris ocorre ap0s o inicio da organogénese, e isto se deve a absorcéao
de &gua e formacdo dos tecidos do embrido. Por outro lado, 0 peso seco se manteve
praticamente constante durante todo o desenvolvimento, tendendo a se estabilizar proximo
ao final da organogénese. No entanto, os resultados indicaram que a perda de biomassa foi
relativamente baixa, pois houve uma reducdo de apenas 12 % no peso organico dos ovos
devido ao gasto energético na manutengdo do metabolismo dos embribes, sugerindo que o
vitelo tenha sido convertido com eficiéncia em massa corp6rea na temperatura de
incubacéo escolhida (24 + 1° C). Este resultado é bastante questionavel, pois a eficiéncia da
utilizacdo do vitelo necessita ser avaliada em diferentes temperaturas, para se obter uma
maior compreensao da temperatura 6tima para a incubagéo dos ovos de O. vulgaris.

No presente estudo foi observado que em ovos incubados a 24 + 1° C, o vitelo
representou de 20 a 32 % do peso umido do corpo das paralarvas 4 dias antes da ecloséo.
Este resultado contrasta com o observado para a lula Loligo opalescens proveniente de ovos
incubados em menores temperaturas (12°C e 16°C), nas quais o vitelo representou de 10 a
15% do seu peso Umido no momento da ecloséo.

Através do tempo de sobrevivéncia das paralarvas em inanicdo e da temperatura foi
possivel avaliar a importancia do contetdo de vitelo na eclosdo. A reserva de vitelo
permitiu que as paralarvas sobrevivessem até 8 dias a 19° C e até 10 dias a 24° C.
Entretanto, taxas de sobrevivéncia acima de 70 % foram verificadas no Dia 5 para as
paralarvas mantidas a 19° C e no Dia 3 a 24° C. Como esperado, as maiores taxas de
mortalidade foram registradas anteriormente para as paralarvas mantidas a 24°C,
provavelmente devido a absorcdo de vitelo mais rapida a maiores temperaturas, como
resultado das maiores taxas metabolicas.

A reserva de vitelo é de vital importancia para a sobrevivéncia das paralarvas
durante os primeiros dias ap0s a eclosdo que € o periodo critico do cultivo, onde séo
observadas as maiores taxas de mortalidades. Entretanto, visando-se reduzir 0s custos
metabolicos, os resultados deste estudo indicam que apos a eclosdo as paralarvas devem ser

mantidas a menores temperaturas, o que pode refletir no seu maior potencial de
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sobrevivéncia. Portanto, a energia contida no vitelo de O. vulgaris foi utilizada na formacéo
dos tecidos embrionarios, na respiracdo e como fonte enddgena de alimento para as
paralarvas apds a eclos&o.

Os resultados do presente estudo demonstraram que ap6s a eclosao as paralarvas de
Octopus vulgaris apresentam um padrdo de cromatoforos bem definido, o qual €
amplamente utilizado em estudos taxonémicos, pois sdo caracteristicos para cada espécie.
Foram observadas muitas diferengas tanto no nimero quanto no padrdo de cromatéforos
entre as paralarvas provenientes da costa sul do Brasil e as da Galicia (Vigo, Espanha),
ambas incubadas e mantidas em temperaturas semelhantes (20°C + 2°C). As diferencas
observadas no numero de cromatoforos entre paralarvas de O. vulgaris de ambas
localidades poderiam estar relacionadas a latitude térmica. As paralarvas provenientes da
Galicia que eclodem em maiores latitudes (42° 13' N) apresentaram maior CM na ecloséo e
menor ou igual nimero de cromatéforos em todas as regides do corpo, exceto na regido
ventral da cabeca, quando comparadas as da costa sul do Brasil (27°07' S). Portanto, esta
ndo parece ser a causa das diferencas observadas no numero de cromatdforos destas
paralarvas.

Alguns autores relatam que distribuicdo de Octopus vulgaris se restringe apenas ao
Mediterraneo e leste do Atlantico. Assim, as diferencas observadas no padrdo de
cromatoforos entre as paralarvas da costa sul do Brasil e da Galicia (leste do Atlantico)
poderiam indicar uma complexidade de espécies. Contudo, semelhancas na seqliéncia de
bandas de DNA entre O. vulgaris do Mediterraneo e espécimes da costa do sul do Brasil,
sugere que esta restricdo de distribuicdo possa ser um tanto equivocada. Por outro lado, o
namero de cromatoforos na regido ventral do manto de paralarvas da Galicia foi muito
semelhante ao observado para paralarvas do Mediterraneo com similar CM. Em contraste,
as paralarvas da costa sul do Brasil apresentaram desde a eclosdo um numero
consideravelmente maior de cromatdforos na regido ventral do manto em relacdo as
paralarvas galegas, representando a maior diferenca observada entre as paralarvas das duas
localidades. Desta forma, os resultados sugerem que para avaliar o quanto estas diferencas
observadas no padrdo de cromatoforos possam estar ligadas a uma complexidade da espécie

seria necessario o suporte de genética molecular.
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Os resultados do presente estudo indicam que configuracdes internas dos tanques de
cultivo resultam em diferentes hidrodinamicas, as quais levam ao menor ou maior contato
das paralarvas com as paredes dos tanques. Desta forma, a hidrodinamica representa uma
das causas de mortalidade das paralarvas, a qual ndo havia sido observada em nenhum
estudo anterior. Os tanques de hidrodinamica | geraram uma corrente circular de baixa
velocidade, favorecendo o contato das paralarvas com as paredes e o fundo dos tanques.
Assim, as paralarvas mantidas nestes tanques apresentaram aos 5 dias de idade bragos com
um grau de lesdes bem pronunciado, principalmente no 2° brago direito, provavelmente
pelo contato com a parede, e no 3° e 4° pares devido o contato com o fundo. Com base nas
analises histologicas dos bragos lesionados foi observado que este modelo de tanque foi o
que causou maiores danos celulares. As paralarvas com 20 dias apresentaram perda de uma
ou todas as ventosas dos bragos e diminui¢do dos 6rgaos de Kolliker, os quais ja estavam
ausentes nas de 30 dias de idade.

Entretanto, os tanques de hidrodinamica Il geraram uma corrente ascendente que
diminuiu o contato das paralarvas com o fundo e as paredes. As paralarvas mantidas nestes
tanques apresentaram aos 5 dias de idade bragos com um leve grau de lesdes, pois foram
observadas lesGes apenas nas extremidades do 3° e 4° pares de bracos. As analises
histoldgicas demonstraram que este modelo de tanque causou menores danos celulares nos
tecidos lesionados. Assim, paralarvas com 15 dias ndo apresentaram perda de ventosas,
porém uma estrutura nodular indicou o inicio do processo abrasivo. No entanto, as
paralarvas com idades de 50 dias apresentaram o epitélio menos danificado que o de
paralarvas com idade de 30 dias mantidas em tanques com corrente circular, pois ainda
foram observados 6rgaos de Kolliker nestas paralarvas.

Contudo, cabe salientar que os tanques de hidrodinamica Ill geraram correntes
convergentes verticais, reduzindo o contato das paralarvas com as paredes. N&o obstante,
paralarvas com 24 dias de idade e mantidas neste sistema ndo apresentaram danos
epiteliais, sendo, portanto esta a melhor hidrodindmica testada. Porém, independente do
tamanho do tanque, o contato das paralarvas com as paredes deve ser evitado, tendo em

vista que as mesmas séo bastante frageis.
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