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RESUMO

A espécie de ascidia FEudistoma vannamei ¢ endémica do nordeste brasileiro, sendo
encontrada na zona entremarés dos recifes costeiros, uma das espécies mais abundantes da
fauna incrustante. No presente trabalho foi estudado o periodo reprodutivo desta espécie,
procurando-se ainda relacionar variacdes nos teores de acidos graxos com os eventos do ciclo
reprodutivo. Para tal foram realizadas coletas bimensais na praia de Flecheiras, no Municipio
de Trairi, Ceard, desde dezembro de 2007 até junho de 2010. Em cada coleta eram retiradas
10 coldnias, num total de 200 coldnias obtidas ao final do periodo estudado. Das primeiras
120 coldnias coletadas, parte do material seguiu um processo de extragdo quimica em metanol
e posterior particdo em hexano. Todas as colonias foram examinadas quanto ao seu estado
reprodutivo a partir da remog¢ao de 10 zodides, classificados quanto ao desenvolvimento das
gbnadas e presenca de ovos ou larvas incubados na cavidade atrial. As parti¢des hexanicas dos
extratos da ascidia seguiram para analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas, para determinacdo da composicdo dos acidos graxos. Os resultados obtidos
indicaram que a avaliagdo do desenvolvimento gonadal ndo foi um bom indicativo do esforgo
reprodutivo. A presenga de ovos e larvas na cavidade atrial, por outro lado, foi um indicador
mais confiavel revelando um periodo reprodutivo continuo, com maior intensidade nos meses
de dezembro a abril, coincidindo com a estacdo chuvosa da regido. Quanto aos acidos graxos,
foram identificadas 32 tipos, dentre os quais os acidos miristico, palmitico, margarico,
estearico, palmitoléico, oléico e gonddico foram os componentes majoritarios. Uma analise
utilizando um modelo linear generalizado indicou uma correlacdo entre os acidos miristico e

estearico com o numero de zoodides apresentando larvas ou ovos incubados na cavidade atrial.

Palavras-chave: Ascidia - Fisiologia. Acidos graxos. Espectrometria de massas.



ABSTRACT

The ascidian Eudistoma vannamei is endemic to the Brazilian Northeast region, where it is
found in the intertidal areas of coastal reefs, is considered one of the most abundant species of
the encrusting fauna. This work presents data on the reproductive period of the species, also
aiming to relate variations in the fatty acid composition to events on the reproductive cycle.
For this study 10 colonies of the species were collected bimonthly at Flecheiras beach, Trairi
city, Ceara state, from December 2007 to June 2010. A total of 200 colonies were collected,
preserved and taken to the laboratory. For the study of the reproductive period 10 zooids were
dissected from each colony and classified according to the development of the gonads and the
presence of larvae or eggs in the atrial cavity. From the first 120 samples, part of the colony
was separated and submitted to extraction in methanol, with a later partition in hexane. The
hexanic partition was analyzed through gas chromatography coupled to mass spectrometry for
determination of the fatty acid composition. The analysis of gonadal development was not a
good indicator for reproductive effort. On the other hand, the presence of larvae or eggs was a
more reliable marker, showing a continuous reproduction for the species, with a peak of effort
between December and April, coinciding with the rainy season for the region. As to the fatty
acids, a total of 32 different types were identified, out of which the miristic, plamitic,
margaric, stearic, palmitoleic, oleic and gondoic acids were the major components. The
analysis with a generalized linear model indicated a correlation for the miristic and stearic

acids with the number of zooids with larvae or eggs in the atrial cavity.

Keywords: Ascidian. Fisiology. Fatty acids. Mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

1.1. As Ascidias

As ascidias constituem um grupo importante de invertebrados marinhos, sendo
encontradas amplamente em todos os oceanos. Todas possuem hdbito bentonico, vivendo
fixadas a diferentes tipos de substrato, passando despercebidas ou evidenciando coloragdes
exuberantes (MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991). Ascidiacea ¢ o taxon mais
representativo de Tunicata, composto por aproximadamente 3000 espécies (MONNIOT;
MONNIOT; LABOUTE, 1991; LAMBERT, 2005b).

Seus representantes podem ser distinguidos por duas formas estruturais: ascidias
solitarias, consistindo em um unico individuo revestido por uma tinica, e ascidias coloniais,
em que varios individuos, denominados zooides, compartilham uma tinica comum (Figura
1A e B). Ambas apresentam um sifao oral ou branquial, responsavel por receber um fluxo
continuo de dgua contendo particulas alimentares, detritos e oxigénio, e um sifao atrial,
responsavel pela saida de 4gua junto a fezes e detritos ndo assimildveis. A cavidade atrial por

vezes ¢ utilizada como camara incubadora no processo reprodutivo.

abernura da cloaca

A

siffio oral — — — B

N canal cloacal

B zodide | larva

Figura 1- Diferenca estrutural em ascidias. A: anatomia interna de uma ascidia solitaria (Fonte: Brusca;
Brusca, 2003); B — arranjo dos zodides em uma ascidia colonial (Fonte: Monniot; Monniot; Laboute, 1991).
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Na ultima década o numero de pesquisas sobre o tdxon ganhou maiores
proporg¢des, inclusive com a realizacao de reunides cientificas exclusivamente sobre o grupo.
A primeira delas culminou com uma série de artigos reunida sob a forma de um livro,
destacando diferentes aspectos utilizados para compreensdo da biologia das ascidias
(SAWADA; YOKOSAWA; LAMBERT, 2001). Outros pesquisadores, no entanto, abordaram
revisdes sobre os protocordados expondo antigas discussdes, e realgando a importancia
ecoldgica dos Ascidiacea (LAMBERT, 2005a; LAMBERT, 2005b).

No Brasil, Rodrigues (1964) ja fazia referéncia ao pouco conhecimento das
ascidias encontradas em nosso litoral, visto que os trabalhos existentes eram essencialmente
de cunho taxondmico. Aspectos mais ecologicos foram destacados por Rocha (1988; 1991;
1993), Lotufo (1997), Rocha, Lotufo, Rodrigues (1999), Dias (2004; 2008), Gama (2006),
Oliveira (2007; 2010), e Rocha et al. (2009).

A presenca da familia Polycitoridae tem sido evidenciada em vérios locais do
litoral brasileiro, com grande participacao de espécies do género Eudistoma, bastante comum
em regides tropicais. Dentre os estudos que abordam este género ha levantamentos de
espécies e distribuicdo (MILLAR, 1977; ROCHA, 1993; RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO,
1998; LOTUFO, 2002; ROCHA; FARIA, 2005; ROCHA; MORENO; METRI, 2005;
LOTUFO; SILVA, 2006; ROCHA; METRI; OMURO, 2006; OLIVEIRA-FILHO, 2010),
estudos comportamentais e de recrutamento (ROCHA, 1993; GAMA et al., 2006) e outros
abordando aspectos pouco conhecidos sobre composicdo quimica (JIMENEZ et al., 2003;
JIMENEZ, 2004; TAKEARA, 2006; JIMENEZ et al., 2008).

O género ¢ composto por espécies coloniais cujos zooides apresentam torax curto
com trés fileiras de fendas e um longo pedinculo esofagico-retal. As colonias apresentam
diferengas em sua forma e estrutura, fator que tem recebido maior atencdo dos taxonomistas
durante a identificac¢do das espécies (VAN NAME, 1945; KOTT, 1990; LOTUFO, 2002).

A espécie Eudistoma vannamei Millar, 1977 ¢ endémica do litoral nordestino
brasileiro, sendo um dos organismos mais abundantes nos afloramentos rochosos do litoral
cearense (LOTUFO; SILVA, 2006). As colonias s3o formadas por vdrias cabecas
pedunculadas (cormidios), unidas por uma base comum aderida ao substrato (MILLAR,
1977). Em trabalhos de bioprospeccao, a espécie tem apresentado metabolitos com atividade
citotoxica (JIMENEZ et al., 2003; JIMENEZ, 2004; TAKEARA, 2006; JIMENEZ et al.,
2008).

1.2. Processo Reprodutivo
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A reproducgdo € um dos processos bioldgicos mais importantes para a manutengao
e crescimento de uma determinada populagdo, podendo ser condicionada por uma reproducao
sexuada, estimulando a variabilidade genética, ou por uma reprodugdo assexuada em que a
variabilidade genética torna-se reduzida ou ausente (LEVINTON, 2001).

Nas ascidias, a reproducao pode ocorrer assexuadamente por brotamento ou fissao
de colonias, e sexuadamente com a liberagdo dos gametas, fecundacao interna e incubacdo do
embrido até a formagdo completa da larva. Essa ultima forma ocorre para todo o tdxon,
enquanto que as duas primeiras estdo restritas a algumas familias ou a poucas espécies,
respectivamente (MILLAR, 1971). A fecundag¢do interna ocorre em algumas espécies
solitarias, porém a grande maioria libera os gametas na dgua para fecundagdo externa. Ja as
formas coloniais se utilizam de diferentes estratégias de incubagdo, utilizando a cavidade
atrial, bolsas especializadas ou a propria tunica. A fertilizagdo cruzada ¢ tipica, mas em alguns
casos também pode ocorrer autofertilizagao (KOTT, 1990).

As ascidias sdo hermafroditas, com raras excecgdes, apresentando o6rgdos sexuais
com formato e localizagdo distintos entre os sexos. Nas ascidias coloniais da familia
Polycitoridae, as gonadas estdo situadas no abdome, junto a alga intestinal, e tanto o
espermiduto quanto o ouviduto acompanham o intestino abrindo-se na cavidade atrial,
proximos ao anus. Em outras espécies coloniais, as gonadas podem ser encontradas dentro de
uma bolsa ou fazendo parte de um pos-abdome, enquanto que nas formas solitarias, elas
normalmente estdo junto a face interna da parede do corpo (VAN NAME, 1945; MONNIOT;
MONNIOT; LABOUTE, 1991).

A formacdo de uma larva girindide demonstra o processo de desenvolvimento
indireto das ascidias. A forma larval é livre-natante, lecitotrofica, ¢ somente nelas estdo
presentes algumas das sinapomorfias dos cordados: notocorda, tubo nervoso dorsal e cauda
pos-anal. A cauda, juntamente com a notocorda, ¢ perdida durante o processo de metamorfose,
enquanto que o tubo nervoso ¢ reduzido a um pequeno ganglio situado na porcao anterior
entre os sifoes, e as poucas fendas faringeas da larva tornam-se uma ampla faringe perfurada,
denominada saco ou cesta branquial (MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991). Nas
espécies coloniais a liberagao das larvas pode ocorrer de diferentes maneiras, de acordo com o
tipo de incubacdo. Normalmente, o desenvolvimento dos embrides esta restrito a regido do
torax, mais precisamente na cavidade atrial, onde a larva completamente formada ird sair

através do sifao atrial ou da cavidade cloacal comum (MILLAR, 1971).
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A densidade de larvas disponibilizada pela colonia e a capacidade de cada uma em
localizar e conseguir espago disponivel sobre um determinado substrato sdo fatores que
garantirdo o sucesso reprodutivo, assim como a colonizacdo de uma nova area. Apds o
assentamento, a larva sofrerd um processo de metamorfose que a transformara numa forma
adulta, sexualmente madura (HURLBUT, 1992). O tempo de natagdo das larvas até sua
fixacdo ¢ bastante variavel, podendo durar desde alguns minutos a alguns dias. Num primeiro
momento ocorre fototaxia positiva, mas esta ¢ logo substituida por uma fototaxia negativa,
havendo mudangas de dire¢do e busca por locais mais sombreados para a fixagdo.
Experimentos para avaliar as diferencas de desempenho das larvas de ascidias foram feitas
por McHenry (2005).

Com intuito de se compreender melhor sua biologia, pesquisadores passaram a
observar o ciclo reprodutivo das ascidias em diferentes localidades. Dentro dessa abordagem
pode-se citar os trabalhos de Millar (1952; 1954; 1958b; 1971; 1974), Goodybody (1961),
Yamaguchi (1975), Turon (1988), Turon e Becerro (1992), Durante e Sebens (1994), Lopez-
Legentil et al. (2005), Lambert (2005a), Lambert (2005b), Hirose et al. (2007) e Epelbaum et
al. (2009). No Brasil, o tema foi abordado inicialmente por Rocha (1988; 1991), relatando
aspectos ecoldgicos de espécies coletadas em Sdo Sebastido (SP). Posteriormente, vieram os
trabalhos com Phallusia nigra (ROCHA; LOTUFO; RODRIGUES, 1999) para a mesma
regido, e com Didemnum rodriguesi (RITZMANN; ROCHA; ROPER, 2009), coletada na
ilha do Arvoredo (SC).

Diferentes fatores ambientais podem influenciar a reprodugdo desses organismos,
mas a temperatura parece ser o principal deles (MILLAR, 1971; YAMAGUCHI, 1975;
TURON, 1988; ROCHA, 1991). A sazonalidade da reproducdo sexual foi acompanhada em
trés espécies coloniais de Trididemnum em &aguas subtropicais do Japdo. Os resultados
mostraram auséncia de gonadas ou embrides durante a estacdo fria, enquanto que para a
estacdo mais quente as gonadas foram encontradas em varios meses, exibindo picos
reprodutivos diferentes entre as espécies. A disponibilidade de alimento pareceu ndo ser um
fator critico, confirmando a temperatura como principal fator atuante na sazonalidade
reprodutiva das espécies (HIROSE et al., 2007).

Na América do Norte, Epelbaum et al. (2009) mostraram que a temperatura e a
salinidade afetam ndo so6 a reproducdo, mas também o crescimento, a sobrevivéncia e a
distribuicdo de ascidias coloniais do género Botryllus, ndo nativas de Colimbia Britanica,
Canada. Foi observado que as espécies invasoras Botryllus schlosseri e Botryllus violaceus

apresentaram uma ampla tolerancia a variacdes de temperatura e salinidade, aumentando a



19

capacidade delas em habitar novas areas. A reprodug¢do em Botryllus schlosseri ocorreu em
intervalos de temperatura entre 20 e 25° C e salinidade entre 20 e 28, com maxima atividade
sexual em 25°C e salinidade 26.

Dentre os membros da familia Polycitoridae, Cystodytes ¢ o género que tem tido
maior atencdo quanto ao ciclo reprodutivo. Na regido do Mediterraneo, Cystodytes spp.,
representada por dois morfotipos (azul e lilas), apresentou zooides com gonadas durante todo
o ano, mas exibindo uma certa tendéncia sazonal. A fase de reproducdo sexual com liberacao
de larvas ocorreu principalmente durante a primavera e verdo, sendo posteriormente
substituida por uma fase de crescimento assexuado, composta por fusdes e fissdes (LOPEZ-
LEGENTIL et al., 2005).

Em regides mais quentes, tem sido evidenciada reprodu¢do ao longo de todo o
ano, com maior esfor¢co em periodos com variagdes bruscas de sazonalidade (MILLAR, 1971;
ROCHA, 1991). No Brasil, as regides Sudeste ¢ Sul apresentam uma variagdo climatica
decorrente das estagdes do ano bem mais evidente do que as regides Norte e Nordeste, que
por sua vez diferenciam eventos ecoldgicos com base nas estagdes secas e chuvosas. O ciclo
de vida da espécie colonial Didemnum rodriguesi, coletada no estado de Santa Catarina
(regido sul do pais), tem indicado alternancias entre uma reprodu¢do sexuada no verdo
(dezembro-marco), ¢ uma reproducdo assexuada no inverno (junho-setembro). A fase
assexuada, composta por fragmentacdes e fissdes, promoveu um incremento das taxas de

crescimento e sobrevivéncia dos zooides (RITZMANN; ROCHA; ROPER, 2009).

1.3. Compostos lipidios

Nas ultimas décadas, a andlise de compostos lipidicos presentes em organismos
marinhos ganhou maior aten¢do dos pesquisadores. Os acidos graxos tornaram-se excelentes
ferramentas investigativas em estudos de metabolismo primario, indicando nao s6 aspectos
ligados a fisiologia dos animais, mas também as preferéncias troficas de cada grupo, como
bem visto para crustaceos de regides polares (GRAEVE; KATTNER; PIEPENBURG, 1997;
GRAEVE; DAUBY; SCAILTEUR, 2001; AUEL et al, 2002; STUBING; HAGEN;
SCHMIDT, 2003; JU; HARVEY, 2004).

Espécies de diferentes taxons coletadas na regido Artica foram analisadas para
identificacdo dos compostos lipidicos, mostrando variagdes na composic¢ao de 4cidos e alcodis
graxos entre os taxons ¢ dentro das mesmas espécies, como visto para o ofiurdide

Ophiopleura borealis, coletado em duas regides distintas e em tempos diferentes. A
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composi¢ao dos AG de todos os grupos observados foi destacada pelo acido graxo saturado
16:0 (palmitico) e pelos acidos graxos poliinsaturados 20:5 -3 (eicosapentaenodico- EPA) e
22:6 ®-3 (docosahexaendico- DHA), todos comuns em organismos marinhos (GRAEVE;
KATTNER; PIEPENBURG, 1997).

Os esterois marinhos sdo outra classe de compostos lipidicos bastante utilizados
em estudos de ecologia quimica. Desempenham diferentes fungdes no organismo, garantindo
a fluidez das membranas celulares e atuando como precursores de outras classes de esterois,
principalmente polihidroxilados (KERR; BAKER, 1991). A presenga de esterdis ¢ bastante
conhecida em poriferos, a exemplo das esponjas calcarias, que apresentam grande diversidade
de estruturas utilizadas atualmente como marcadores quimiotaxondmicos, resolvendo
questoes filogenéticas existentes no tdxon (KERR; BAKER, 1991; HAGEMANN et al.,
2008).

Estudos de composicdo lipidica tém sido reportados para os tunicados,
proporcionando maior discussdo sobre aspectos ainda poucos conhecidos (DEIBEL et al.,
1992; PALERMO et al., 1996; SANINA; KOSTETSKY, 2001; SLANTCHEV et al., 2002;
VIRACAOUNDIN et al., 2003; PUCCIA et al., 2005; TAKEARA, 2006; MAYZAUD et al.,
2007; TAKEARA et al., 2007, DAGORN et al., 2010). Em ascidias, alguns estudos ja
mostraram que o componente lipidico majoritario ¢ uma mistura com colesterol (PALERMO
et al., 1996; SLANTCHEV et al., 2002; TAKEARA et al., 2007). Palermo et al. (1996)
mostraram que a ascidia patagonica Polyzoa opuntia possui uma composicdo altamente
complexa de esterdis, tendo sido identificados 24 compostos. Slantchev er al. (2002)
mostraram diferencas importantes na composi¢do de extratos lipofilicos entre as espécies
Styela sp. e Phallusia sp., sendo identificados ao todo, 16 misturas de esterdis, 34 compostos
volateis, além da composi¢do de acidos graxos. J4 na ascidia colonial Didemnum
psammatodes, coletada no litoral cearense, os principais constituintes quimicos identificados
foram os esteroides colestanol, colestanona e estigmasterol (TAKEARA et al., 2007).

Modificacdes no comportamento termotropico € na composicdo das cadeias de
acidos graxos fosfolipidicos em diferentes épocas do ano foram demonstradas para a ascidia
Halocynthia aurantium, coletada durante o verdo e o inverno, ¢ isolados dos musculos,
gonadas, glandulas digestivas e cesta branquial (SANINA; KOSTETSKY, 2001). Dagorn et
al. (2010) analisaram a distribui¢do fosfolipidica nas espécies tropicais Eudistoma sp. e
Leptoclinides uniorbis. Dentre as principais classes lipidicas encontradas, as fosfatidilcolinas
foram as mais representativas em Eudistoma sp. (70.3%), enquanto que L. uniorbis foi melhor

representada pelas fosfatidilserinas (59.1%). Quanto a composicdo de acidos graxos
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fosfolipidicos, foram identificados 38 acidos graxos para Eudistoma sp. € 35 para L. uniobis.
Takeara (2006) identificou diferentes compostos a partir do extrato metandlico de Eudistoma
vannamei, sendo eles: cinco acidos graxos metilados (miristato de metila, palmitato de metila,
estearato de metila, palmitoleato de metila e oleato de metila); dois esterdides (colestanona e
colesterol); cinco acidos graxos (acido miristico, acido pentadecanoico, acido palmitico, acido
margarico e acido estearico) e dois nucleosideos (guanosina e adenosina).

O metabolismo dos animais sofre alteragdes constantes ao longo do ciclo de vida,
parte delas relacionadas a eventos reprodutivos, que podem ser analisadas a partir dos teores
de AG e outros lipidios. Saito (2004) observou diferengas nas concentragdes de componentes
quimicos presentes nos tecidos da ostra Pinctada fucata martensii antes ¢ apOs a estacao
reprodutiva, sugerindo certa influéncia da maturacdo sobre a composi¢ao de acidos graxos. O
mesmo aconteceu para Crassostrea gigas, quando se comparou os lipidios de espécimes em
fase reprodutiva sob condi¢cdes naturais e experimentais. Nessa espécie, foi observado um
expressivo conteudo lipidico nas ostras (sob condi¢do natural) durante a fase reprodutiva. Os
dados de fecundidade (29.6 x 10° ovos/ fémea) sugeriram que os espécimes continham
gonadas em estagio de maturacdo avancado, realcando o estoque lipidico.

Tais caracteristicas evidenciam a importancia de continuar os estudos de ecologia
quimica em ascidias, ndo apenas para identificar os constituintes quimicos presentes, como

também para evidenciar possiveis relacdes entre o ciclo reprodutivo e o conteudo lipidico.
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2. OBJETIVO

2.1. Geral

-Descrever o ciclo reprodutivo da ascidia Eudistoma vannamei e verificar seus reflexos no

metabolismo primario.
2.2. Especificos
-Indicar o periodo reprodutivo da espécie.

-Descrever a composicao lipidica da espécie e sua variagdo intraespecifica.

-Relacionar varia¢des nos teores de acidos graxos com as fases do ciclo reprodutivo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de Estudo

O litoral cearense apresenta uma extensa faixa de praias arenosas, ocasionalmente
interrompidas por recifes de praia, ou “beach rocks”, que ocorrem predominantemente na
regido entremarés (SMITH; MORAES, 1984). Esses afloramentos rochosos abrigam uma
diversidade de organismos maior do que areas essencialmente arenosas, ¢ parte do que se
conhece sobre a composi¢do faunistica desses ambientes esta disponivel no volume
organizado por Matthews-Cascon e Lotufo (2006).

A praia de Flecheiras (03°13°3,6”’S; 039°15°57,2°W) esté situada no litoral oeste
do estado do Ceard, a 130 km de Fortaleza, pertencendo ao municipio de Trairi (Figura 2). A
regido representa uma das maiores plataformas de recife de praia do litoral cearense, formada
por um complexo arenitico capaz de abrigar grande diversidade de algas, fauna bentdnica,

dentre outros grupos taxondmicos como peixes, crustaceos € moluscos.
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Figura 2— Area de estudo: Praia de Flecheiras, Trairi, Ceara, Brasil.
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A éarea escolhida para a realizacdo da pesquisa apresenta locais propicios ao
desenvolvimento das ascidias. Durante a maré baixa, a faixa entremarés ¢ descoberta (Figura
3), podendo chegar a extensdes de aproximadamente 120m, exibindo as zonas do médio

litoral superior, médio e inferior (MATTHEWS-CASCON; LOTUFO, 2006).

Figura 3— Local de amostragem durante as baixamares de sizigia.

A fauna de Ascidiacea presente em Flecheiras foi destacada nos levantamentos
realizados por Lotufo (2002) e Lotufo e Silva (2006), destacando a riqueza e diversidade
encontradas, ampliando o que havia sido relatado por Millar (1977) para o litoral norte-

nordeste brasileiro.

3.2. Coleta dos exemplares

A espécie Eudistoma vannamei foi coletada na regido entremarés durante as
baixamares de sizigia, em intervalos bimensais entre os anos de 2006 a 2010, totalizando 20
coletas que possibilitaram a observagdo e analise de 200 amostras (Apéndice A).

As colonias foram facilmente identificadas durante as coletas por meio de suas

caracteristicas morfoldgicas (Figura 4).
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Figura 4— Morfologia externa de Eudistoma vannamei (Foto: Acervo pessoal).

Em cada coleta foram obtidas 10 amostras de colonias com o auxilio de um
pequeno raspador de coco (Figura 5A). Paralelamente foram observados alguns caracteres
como tamanho dos exemplares, colora¢do, posicdo em relagdo ao substrato e presenga de
fauna acompanhante (Figura 5B). Apds as observagdes, cada amostra foi devidamente
etiquetada, colocada dentro de saco plastico com agua do mar, e posteriormente triada para

retirada de organismos incrustantes (Figura 5C-D).

Figura 5— Coleta de E. vannamei durante a maré baixa; A) Localizagdo das col6nias; B) Disposi¢do da colénia
no substrato; C- D) Processo de triagem e retirada de epibiontes.
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No periodo de dezembro de 2006 a agosto de 2008 os exemplares foram
coletados, triados e levados para o Laboratorio de Ecologia Animal do Instituto de Ciéncias
do Mar (LABOMAR — UFC).

Em laboratorio, cada amostra recebeu procedimentos distintos. Uma porgao
menor da coldnia foi separada para analise biologica, onde se verificou o estagio gonadal dos
zoobides, enquanto que a por¢ao maior foi destinada a analise quimica para extracdo dos

metabolitos e caracterizacdo lipidica, como esquematizada na figura 6.

@se hiclogica Analise quﬁ@

Mlanwacdo gonadal dos zodides) (Extracdes e caractetizacido lipidica)

Figura 6 — Esquema do procedimento utilizado durante separagdo de material para analise bioldgica e quimica.

No periodo de fevereiro de 2009 a junho de 2010 foi feita apenas a analise
biologica dos espécimes. Durante o procedimento de triagem em campo, cada exemplar foi
anestesiado com Metanosulfonato de tricaina, depois fixado em formol salino 4% e levado

para o Laboratorio de Ecologia Animal do Instituto de Ciéncias do Mar.

3.3. Analise biologica

Todos os exemplares destinados a analise bioldgica permaneceram fixados em
formol salino a 4% por pelo menos 72h, sendo posteriormente conservados em etanol 70%.
Em duas coletas os dados de maturagdo ndo puderam ser analisados devido a problemas
durante a fixagdo (coleta 01, vide Apéndice A) e a disponibilidade de amostras com
quantidade suficiente para andlise bioldgica, tendo sido utilizadas apenas na extracdo quimica

(coleta 12, vide Apéndice A).
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A andlise de maturagdo gonadal consistiu na retirada de 10 zodides por colonia,
utilizando-se pingas de pontas finas, sendo entdo observados sob microscopio estereoscopico.
Para melhor visualizacdo das estruturas reprodutivas em organismos com pouco contraste
foram utilizados o corante Hemalum de Masson (LOTUFO, 2002) e glicerina. Durante o
estudo, os individuos foram classificados quanto a maturacdo das gonadas em: gonadas
ausentes, gonadas imaturas e gonadas maduras. Os critérios utilizados para classificar os
zoodides foram os seguintes:

- Gonadas ausentes: As gonadas ndo podiam ser visualizadas no zooide.

— (Gonadas imaturas: As gonadas estavam presentes, mas com foliculos testiculares
pequenos € em menor numero (<10). Ovério, se visivel, apenas com ovocitos
pouco desenvolvidos.

— (Gonadas maduras: Testiculos e ovdarios presentes, foliculos testiculares bem

desenvolvidos e em grande ntimero (>10). Ovocitos bem desenvolvidos.

Larvas e ovos também foram registrados e guardados em tubos do tipo Eppendorf
juntamente com os exemplares analisados. Outras informagdes, a exemplo da localizagao,

formato e nimero de testiculos auxiliaram na caracteriza¢ao dos exemplares.

3.4. Analise quimica

Para cada amostra, a por¢ao maior da colonia foi inicialmente pesada em balanca
analitica, acondicionada em frasco de 100 mL e, em seguida, adicionado metanol para
imersdo completa do exemplar. As amostras permaneceram armazenadas sob refrigeracdo até

a realizacdo das extracoes.

3.4.1. Obtencao dos extratos

A extragdo quimica dos metabolitos foi realizada para cada amostra de acordo
com os seguintes procedimentos: utilizou-se metanol para homogeneizar a col6nia, numa
propor¢ao de 1:3 (m/v) do peso umido, aproveitando o metanol de imersao. Esse processo foi
feito com auxilio de um liquidificador. A solucdo foi filtrada, concentrada a vacuo e
posteriormente secada em estufa (temperatura maxima de 60°C) para obtencdo do extrato
bruto. Em seguida, o extrato bruto foi ressuspendido em 50 mL de metanol, formando um

precipitado que foi separado. O extrato metanolico foi particionado com 25 mL de hexano por
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trés vezes formando uma fase metanolica e outra hexanica. Ambas foram secas novamente em
estufa. A fase hexanica seguiu para as etapas experimentais posteriores enquanto que a fase
metanolica foi estocada novamente sob refrigeracdo. A figura 7 mostra de forma resumida os

procedimentos utilizados para obtencao dos extratos.

Amostra

Triagem
Pezagem

Homogeneizacio em MetOH
1:3 (m/v)

Filtragens
Concentracio a viacuo
Secagem

Extrato bruto

Eezsuspensdo em MMetOH ‘

(30 mL)
Precipitado Extrato metandlico
Particdo com Hexano
| (Z23imL)por3X
Fase Metandlica Fase Hexanica
Secagem | | Secagem
Refrigeracio Analise lipidica

Figura 7- Esquema dos procedimentos utilizados para a extragdo quimica dos metabdlitos.

3.5. Analise dos compostos lipidicos

Esta etapa experimental ocorreu no laboratério de Quimica Organica do
Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
(FCFRP- USP), onde foram realizadas as analises de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa para a caracterizagao dos acidos graxos.

3.5.1. Tratamento inicial dos extratos hexanicos
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Inicialmente, cada amostra passou por um pré-tratamento antes de ser injetada no
cromatografo. A cada extrato hexanico seco foram adicionados 3,00 mL de metoxido de sodio
1,0 M. A solucdo foi submetida ao tratamento de ultrassom com tempo de sonicagdo de 3
minutos (ndo realizada nas primeiras 40 amostras) e mantida em banho a 65°C com agitacio
ocasional durante 15 min. Apds resfriar, foram acrescentados 1,0 mL de dgua e trés aliquotas
de 1,0 mL de cloroférmio, sendo uma aliquota por vez. Em cada adi¢do agitou-se por 2
minutos e centrifugou-se a 3.000 rpm por aproximadamente 3 minutos para a extracdo dos
metil-ésteres de acidos graxos. A fase de cloroférmio (3,0 mL) foi separada e o solvente foi
evaporado utilizando gas nitrogénio. O material foi ressuspendido em 1,0 mL de acetato de
etila, adicionando sulfato de sddio anidro para remover a dgua residual, e entdo a amostra foi
novamente centrifugada a 3.000 rpm por mais 5 min. O sobrenadante foi separado e o
solvente foi evaporado utilizando géas nitrogénio. As amostras foram ressuspendidas em 100
uL de acetato de etila e transferidas para os inserts para serem analisadas. A figura 8§ mostra

de forma resumida os procedimentos utilizados no tratamento inicial dos extratos hexanicos.
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Extrato hexanico seco

| *— DNetoxido de Sodic 1M
(3 mL)
Sonicacio

Clorofonmio
(1 mL)
Aquecimento
63701 13 min

Agitacio

2 min
| Na(g)

Centrifugacio Solucio Evaporacio
3000 rpm / 3 min |

| Centrifugacio
Fase de 3000 rpm / 5 min

cloroformio ‘ f/,_ N2 (@)

Evaporacio

Fessuspensio em acetato
de etila (1 mL)

| Eessuspensdo em acetato
de etila {100 ul)

Anislise Cromatografica

Figura 8— Esquema indicando os procedimentos utilizados no tratamento inicial dos extratos hexanicos.

3.5.2. Anélise Cromatografica

As amostras foram analisadas por CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a um
espectrometro de massas) no equipamento da empresa Shimadzu, modelo QP - 2010 com
fonte de ionizagdo de 70 eV e fragmentacdo por impacto eletronico (IE). O volume de injecao
foi de 1,0 uL para cada amostra e a temperatura de injecao foi 220°C. A coluna utilizada foi
DB-WAX (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) da empresa Agillent. As analises ocorreram no modo
split, com taxa de 10, o fluxo da coluna foi de 1,3 mL - min™, a velocidade linear de 41.4 cm -
s e o scan foi realizado de m/z 40 a m/z 500. A temperatura do forno comegou em 50°C,
aumentando 20°C - min™” até 200°C, sendo mantida nessa temperatura por 5 minutos, entdo

aumentando 5°C - min™ até 230°C e conservada por 30 minutos nessa temperatura.
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3.5.3. Identificacdo dos acidos graxos

A identificacdo dos 4cidos graxos presentes em cada amostra foi feita a partir da
analise dos cromatogramas, espectros de massa, pesos moleculares e tempos de retengao para

cada pico referente a um determinado acido graxo.

Os compostos foram analisados apds a integragdo dos picos, € os tempos de
retencdo ao serem determinados auxiliavam como ferramenta inicial de identificagao,
sabendo-se que as substincias encontravam-se em intervalos ja conhecidos. No entanto, o
tempo de retengdo para um mesmo AG variou entre as amostras sendo necessario observar os
espectros de massas de cada um, identificando os ions moleculares formados pelas

fragmentacdes das estruturas.

As bases de dados WILEY7 (Wiley Mass Spectral Database), e NIST12/ NIST62
(Mass Spectral Library - National Institute of Standards and Technology) proporcionaram por
meio de similaridade, a comparagdo dos compostos da amostra com a base de dados de acidos
graxos existente em cada biblioteca. Foram utilizados também padrdes de acidos graxos
existentes no laboratorio, que possibilitaram a comparagdo dos tempos de retengdo da amostra
com os tempos dos padroes. Mesmo a biblioteca indicando a posi¢ao das metilas e das duplas
ligagdes, ndo foi possivel afirmar que a indicagdo esteja correta devido ao grau de
similaridade entre os isdmeros tanto na fragmentagdo das estruturas quanto na similaridade
obtida pela biblioteca. Apenas os acidos graxos comparados com os padroes podem ser
identificados com 100% de certeza. As bibliotecas e os padrdes de 4cidos graxos sao
disponibilizados comercialmente em midia eletronica. Para auxiliar na confirmacdo de alguns
compostos em que havia incerteza quanto a identificacdo em relagdo ao tempo de retengdo,
foram utilizados padrdes de acidos graxos poliinsaturados de origem marinha da Supelco

Sigma (PUFA n°1, codigo 47033).

3.6. Analise dos dados

Com uso do aplicativo Statistica 8.0 foram gerados graficos de médias para

verificar a distribuicao dos estdgios de maturacdo e teores de acidos graxos durante o periodo
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de amostragem e utilizados os desvios padrao como medida de dispersdo para avaliar o grau
de variabilidade dos valores em torno de cada média.

Os valores correspondentes as areas integradas dos picos de 4cidos graxos
majoritarios foram inicialmente transformados por log,.

Ainda utilizando o aplicativo Statistica 8.0 foi realizada uma analise com um
Modelo Linear Generalizado (GLZ), para descrever a relagdo entre o numero de zoodides
incubando ovos ou larvas e os 4cidos graxos majoritarios. Para tal foi considerada a

distribuicao de Poisson para os dados reprodutivos.
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4. RESULTADOS

4.1. Ciclo Reprodutivo

A andlise dos zodides quanto ao seu estagio reprodutivo indicou que os animais
reproduzem sexuadamente durante todo o ano, entretanto o esforco reprodutivo nao foi
homogéneo, com numeros distintos de zodides maduros durante o ano e entre os anos (Figura
14), ndo havendo uma sazonalidade marcada, com os percentuais variando entre 0s mesmos
periodos de anos diferentes. No ano de 2007 ocorreu no primeiro semestre um maior nimero
de zodides maduros, mas o mesmo nao ocorreu em anos subsequentes. Em 2008 foi
observado um predominio de zodides com gonadas imaturas, enquanto entre 2009 e 2010 os

zooides sem gonadas foram mais frequentes.
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Figura 9- Percentuais relativos aos estagios de maturagdo do total de zodides observados em cada més de
coleta, indicando a ocorréncia de gonadas maduras (GM), gdnadas imaturas (GIM) e gonadas ausentes (GA).

Para melhor compreender a variagdo dos dados apresentados, os estagios de
maturacdo foram analisados isoladamente a partir das médias de individuos por coldnia
agrupados pela data de coleta.

Para o estagio considerado como goénadas ausentes, as médias de individuos sem
gonadas masculinas e femininas foram menores durante o intervalo de dezembro de 2006 a
agosto de 2007. A partir de outubro ocorreu um ligeiro aumento ¢ nos dois ultimos anos
houve um aumento nas médias de individuos sem goénadas em comparagdo com o0s anos

anteriores (Figura 10).
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Figura 10— Variagdo do nimero de zodides (média + desvio padrdo) com gonadas ausentes durante o periodo
observado.

Entre o segundo semestre de 2007 e o primeiro semestre de 2008 houve um
aumento nas médias de zooides com gonadas imaturas (Figura 11). A heterogeneidade dos
dados também foi evidente nesse segundo estagio, caracterizando a variabilidade encontrada
no decorrer do periodo observado. Em abril de 2007 e de 2009 as colonias de E. vannamei

apresentaram a menor propor¢ao de gonadas imaturas.
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Figura 11- Variagdo do numero de zodides (média + desvio padrdo) apresentando gonadas imaturas durante o
periodo observado.

O ultimo estagio acompanhado foi o de zodides com gonadas maduras, com as
maiores médias encontradas durante o ano de 2007, principalmente em abril. Posteriormente

as médias ndo mantiveram o padrio elevado (Figura 12).
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Figura 12— Variacdo do niimero de zodides (média + desvio padrdo) apresentando génadas maduras durante o
periodo observado.

Quando observadas as médias correspondentes aos numeros de larvas e ovos
incubados, pode-se verificar que esta caracteristica foi a que melhor representou a previsao do
periodo reprodutivo da espécie. A Figura 13 apresenta quatro intervalos bem definidos durante
o periodo amostrado, identificando maior presenga de larvas e ovos entre o final e inicio de
um ano para outro. Como foram identificadas ja na cavidade atrial, pode-se dizer que o
desenvolvimento e a liberagdo das larvas ocorrem durante todo o ano, com incremento da
liberagdo a partir de outubro, e maior liberagdo durante o més de fevereiro. A atividade ¢
reduzida a partir de abril, mantendo-se até agosto quando novamente volta a aumentar a
participagdo de larvas e ovos nas colonias. Esta condi¢do sugere que o desenvolvimento e a

liberacao das larvas ocorrem na esta¢ao chuvosa.
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Figura 13— Variag¢do do numero de zodides (média + desvio padrdo) apresentando larvas e ovos durante o
periodo observado.

4.2. Composicio lipidica: Acidos graxos

A analise da composicao lipidica foi baseada na caracterizagdao dos acidos graxos
presentes em 120 amostras de E. vannamei. A partir dos extratos hexanicos, foram
identificados 32 tipos diferentes de acidos graxos representados por longas cadeias
hidrocarboénicas, todos estando na forma de metil-ésteres de acidos graxos. Todas as amostras
apresentaram AG saturados e insaturados conforme a presenca de insaturagdes. As cadeias de
AG saturados foram assim consideradas pela auséncia de duplas ligacdes nas estruturas
apresentando-se com numero par ou impar de atomos de carbono. As cadeias de AG
insaturados foram determinadas conforme o ntimero de duplas ligagdes presentes, ocorrendo
formas monoinsaturadas ou poliinsaturadas. Foram identificadas ainda estruturas com
ramificagdes, principalmente nos compostos saturados. A tabela 1 mostra a lista de acidos
graxos identificados na espécie indicando a nomenclatura e as caracteristicas comuns de cada

estrutura.
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Tabela 1- Lista de acidos graxos encontrados em Eudistoma vannamei, indicando a nomenclatura utilizada, nimero de atomos de carbono,
duplas ligagdes e ramificagdes para cada acido graxo.

Classificaciao Nome sistematico do acido Nome sistematico do éster | Nomenclatura Numero de Duplas Peso
graxo parental * de acido graxo abreviada carbonos ” ligacoes Ramificacdes | molecular ¢
Acidos eraxos Acido dodecandico
g metil- dodecanoato

saturados (L4urico) (Laurato) 12:0 12/13 0 0 214
metil- metil- dodecanoato 12:0%* 13/14 0 1 228
Acido tridecandico metil- tridecanoato 13:0 13/14 0 0 228
metil- metil- tridecanoato 13:0* 14/ 15 0 1 242

Acido tetradecandico metil- tetradecanoato
(Miristico) (Miristato) 14:0 14/15 0 0 242
metil- metil- tetradecanoato 14:0* 15/16 0 1 256
Acido pentadecanoico metil- pentadecanoato 15:0 15/16 0 0 256

metil- metil-

pentadecanoato 15:0% 16/17 0 1 270

Acido hexadecandico metil- hexadecanoato
(Palmitico) (Palmitato) 16:0 16/17 0 0 270
metil- metil- hexadecanoato 16:0%* 17/18 0 1 284

(Fitanico) 3,7,11,15-tetrametil- metil-
hexadecanoato 16:0 A3,7,11,15 20/21 0 4 326
Classificacao Nome sistematico do acido Nome sistematico do éster | Nomenclatura Nimero de Duplas Ramificacoes | Peso




39

graxo parental * de acido graxo abreviada carbonos ” ligacGes molecular *
Acidos graxos Acido heptadecanoico
saturados (Margarico) metil- heptadecanoato 17:0 17/18 0 0 284
metil- metil-
heptadecanoato 17:0% 18/19 0 1 298
Acido octadecandico metil- octadecanoato
(Estearico) (Estearato) 18:0 18/19 0 0 298
metil- metil- octadecanoato 18:0%* 19/20 0 1 312
Acido nonadecanéico
(Nonadecilico) metil- nonadecanoato 19:0 19/20 0 0 312
Acido eicosanoico
(Araquidico) metil- eicosanoato 20:0 20/21 0 0 326
Acido heneicosandico metil- heneicosanoato 21:0 21/22 0 0 340
Acido docosanéico
(Beénico) metil- docosanoato 22:0 22/23 0 0 354
Acido tricosandico metil- tricosanoato 23:0 23 /24 0 0 368
Acido tetracosanoico
(Lignocérico) metil- tetracosanoato 24:0 24 /25 0 0 382
Acidos graxos Acido hexadecenéico metil- hexadecenoato
monoinsaturados (Palmitoléico) (Palmitoleato) 16:1** 17/18 1 0 268
. metil- octadecenoato
Acido octad dico (Oléi
cido octadecendico (Oléico) (Oleato) 18:1%% 19720 1 0 296
Classificacio Nome sistematico do acido Nome sistematico do éster | Nomenclatura Numero de Duplas Peso
graxo parental * de acido graxo abreviada carbonos ® ligacoes Ramifica¢des | molecular ¢
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Acidos graxos
monoinsaturados

Acido nonadecendico
Acido eicosendico
(Gonddico)

Acido docosenoico

metil- nonadecenoato

metil- eicosenoato

metil- docosenoato

19:1

20:1

22:1

20/21

21/22

23/24

310

324

352

Acidos graxos
poliinsaturados

Acido octadecadiendico
(Linoléico)

Acido octadecatriendico
(Linolénico)

Acido eicosadiendico
Acido eicosatriendico

Acido eicosatetraenodico
(Araquidonico)

Acido eicosapentaendico
(EPA)

metil- octadecadienoato
(Linoleato)

metil- octadecatrienoato
(Linolenato)

metil- eicosadienoato

metil- eicosatrienoato

metil- eicosatetraenoato

metil- eicosapentaenoato

18:2

18:3

20:2

20:3

20:4

20:5

20/21

21/22
22/23

23/24

24/25

25/26

294

292

322

320

318

316

* Nome sistematico seguido do nome comum entre parénteses.
® Estrutura comum / estrutura metilada.

“Peso molecular dos acidos graxos metilados.
* Estruturas ramificadas.

** Presenca de isdmeros (estruturas com mesmo niimero de atomos de carbono apresentando insaturagdes em posicoes diferentes).
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A maioria das cadeias de AG saturados apresentou numero par de atomos de
carbono, sendo eles: acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0),
acido estearico (C18:0), acido araquidico (C20:0), acido beénico (C22:0) e acido lignocérico
(C24:0). As estruturas com numero impar foram representadas pelos acidos tridecanoico
(C13:0), pentadecandico (C15:0), margarico (C17:0), acido nonadecilico (C19:0), acido

heneicosandico (C21:0) e tricosandico (C23:0).

Os acidos graxos ramificados apresentaram tamanho de cadeia carbdnica
semelhante a dos acidos graxos lineares: acido laurico, 4cidos tridecandico, dcido miristico,
pentadecanoico, acido palmitico, margarico e 4cido estearico. A posi¢ao das ramificagdes nao
foi colocada, pois os resultados obtidos com as bibliotecas mostraram similaridades muito
baixas em alguns casos, ou muito proéximas para estruturas com mesmo numero de dtomos de
carbono que apresentaram ramificagdes em posi¢des diferentes. Nesse ultimo caso pode-se
citar C14:0 com ramifica¢des nas posi¢des 9 ou 12, C16:0 com ramificagdes nas posi¢des 14
ou 15, e C17:0 com ramificagdes nas posi¢des 10 ou 16. As demais estruturas foram
verificadas com sendo C12:0 A4, C13:0 Al12, C15:0 Al4 e C18:0 Al7, e apenas C16:0
apresentou mais de uma ramificacdo. Seria necessario o uso de técnicas auxiliares para
identificacdo segura desses AG, sendo as posi¢cdes apenas citadas para demonstrar que pode

ser maior o numero de AG ramificados presentes em E. vannamei.

Os acidos graxos monoinsaturados foram representados pelos acidos palmitoléico
(C16:1), oléico (C18:1), nonadecendico (C19:1), eicosendico (C20:1) e docosendico (C22:1).
Os resultados também mostraram similaridades muito proximas que nao permitiram distinguir
um composto de outro para estruturas com mesmo numero de atomos de carbono que
apresentaram duplas ligagdes em posigdes diferentes. O 4cido oléico apresentou mais de um
isdomero com insaturacdo nas posicoes 9 ou 11, indicando que E.vannamei possua
separadamente os acidos oléico 18:1 @9 e vacénico 18:1 o7. As demais estruturas verificadas
foram C16:1 A9 ou ®7, C19:1 A10 ou 9, C20:1 All ou @9 e C22:1 Al3 ou w9. A
numeragao o indica a posicao da dupla ligagdo a partir do terminal metilico enquanto que a
numeragdo A indica a posicdo da dupla ligagdo a partir do terminal carboxilico. Seria
necessario também o uso de outras técnicas para confirmar com mais seguranca os AG

monoinsaturados presentes nas amostras.

Os acidos graxos poliinsaturados foram representados pelos acidos linoléico

(C18:2), linolénico (C18:3), eicosadiendico (C20:2), eicosatriendico (C20:3),
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eicosatetraendico (C20:4) e eicosapentaendico (C20:5). Os resultados mostraram
similaridades muito proximas para estruturas com mesmo numero de atomos de carbono
apresentando duplas ligacdes em posicdes diferentes, sendo necessario identifica-las por meio
de técnicas auxiliares. Foram verificados C18:2 A9,12 ou w6, C18:3 A9,12,15 ou ®3, C20:2
A11,14 ou w6, C20:3 A7,10,13, C20:4 A5,8,11,14 ou 06 e C20:5 AS5,8,11,14,17 ou m3.

Do total de acidos graxos identificados, os AG saturados corresponderam a
56,71%, monoinsaturados a 28,70%, poliinsaturados com apenas 4,68% e ramificados com
9,91%. Foram utilizados os dados das areas absolutas dos picos de cada AG como medida da
quantidade da substancia analisada nas amostras. Os &cidos graxos saturados foram
representados por estruturas contendo de 12 a 24 4tomos de carbono. Do total de acidos
graxos identificados, os 4cidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e miristico (C14:0)
apresentaram 21,40%, 11,09% e 7,19% respectivamente. Dentre os AG com nimero impar
destacou-se o acido margarico (C17:0) com 5,88%, seguido pelo pentadecanodico (C15:0) com
3,68% Os demais AG apresentaram menor participagdo, principalmente os acidos
tridecandico (C13:0), docosanoico (22:0), tricosandico (C23:0) e tetracosanodico (C24:0),
ambos com valores inferiores a 1%. Os acidos graxos monoinsaturados foram representados
principalmente pelos isdmeros do acido oléico (C18:1) com 16,36%, seguidos pelo acido
eicosenoico (C20:1) com 6,10% e pelos isdmeros do acido palmitoléico (C16:1) com 4,12%.
O 4cido nonadecenodico (C19:1) teve participagdo de 2%, enquanto que a do &cido
docosenoico (C22:1) foi inferior a 1%. Devido a presenca de isdmeros em TR diferentes e ao

grau de similaridade, os dados foram unificados em cada situagdo.

Os acidos graxos poliinsaturados foram caracterizados pela pouca participagao nas
amostras. Do total de acidos graxos identificados, 2,34% foi representado pelo &cido
araquidonico (C20:4), 1,55% pelo 4cido linoléico (C18:2) enquanto que os acidos linolénico
(C18:3), eicosadiendico (C20:2), eicosatriendico (C20:3) e eicosapentaendico (C20:5) foram

inferior a 1%.

Os acidos graxos ramificados foram bastante frequentes nas amostras. Apenas um
composto apresentou quatro ramifica¢des, enquanto que os demais apresentaram apenas uma
ramificagdo. Pela falta de identificagcdo precisa devido ao aparecimento de compostos em TR
diferentes apresentando ramificagdes em posicdes diferentes, os dados foram unificados em
cada situacdo. Do total de acidos graxos identificados, 3,96% foi referente a variagcdes do

acido graxo C16:0 identificados em TR diferentes apresentando ramificagdes nos carbonos 14
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ou 15. Acidos graxos C15:0 e C14:0 também foram bastante comuns e apresentaram a mesma
condicdo descrita anteriormente. Os demais compostos foram encontrados com valores

percentuais abaixo de 1%.

Os 4acidos graxos miristico, palmitico, margdrico, estearico, palmitoléico, oléico e
gondoico foram selecionados como compostos majoritarios e analisados por meio das médias
apresentadas para cada data de coleta. Assim como foram verificadas variacdes para os

estagios de maturagdo, a composicao de AG também variou entre os meses observados.

O 4cido miristico C14:0 apresentou uma tendéncia de aumento a partir de
dezembro de 2006, atingindo um maximo em junho de 2007 e decrescendo apo6s outubro
(Figura 14). Os intervalos entre fevereiro e junho nos anos consecutivos demonstraram uma

inversdo na quantidade desse composto, sugerindo que outros fatores além da época do ano

estejam influenciando a sua ocorréncia nas colonias.
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Figura 14— Variacdo apresentada pelo 4cido miristico C14:0 para o periodo amostrado.
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O 4acido palmitico C16:0 apresentou variacao semelhante a do acido miristico para
o mesmo periodo amostrado, embora mais erratica. Apesar da variabilidade dos dados, a
distribuicdo foi mais uniforme, com menores oscilagdes entre os meses. O ano de 2007
apresentou maior quantidade de C16:0 nas coldnias, principalmente entre junho e agosto. No
ano de 2008, os meses de fevereiro, abril e junho, diferentemente do ano anterior

apresentaram inversao na quantidade de C16:0 (Figura 15).
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Figura 15 — Variacdo apresentada pelo acido palmitico C16:0 para o periodo amostrado.

A distribui¢do do acido margarico C17:0 apresentou diferengas quando comparada
com as dos compostos anteriores. No intervalo entre os meses de dezembro de 2006 e junho
de 2007 se observou uma tendéncia ao aumento dos seus teores médios, com posterior
decréscimo até¢ junho de 2008 (Figura 16). Outubro de 2007 foi o més onde houve maior
variabilidade na quantidade do dcido margarico diferente do que havia sido observado para os

acidos miristico e palmitico.
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Figura 16 — Variacao apresentada pelo acido margarico C17:0 para o periodo amostrado.

O 4cido estearico C18:0 apresentou quatro intervalos bem definidos com baixa
oscilagdo entre um pico e outro. No ano de 2007, as amostras apresentaram grande quantidade
de C18:0 nos meses de fevereiro, junho, agosto e dezembro, enquanto que o més de outubro
foi representado pela menor participagdo desse composto (Figura 17). O comportamento
observado no inicio de 2007 foi oposto ao de 2008, caracterizado pela inversdo nas
quantidades de C18:0. Semelhante ao ocorrido com o acido margarico, a maior variacdo na
quantidade do acido estearico nas amostras foi em outubro de 2007. O més de agosto

diferentemente apresentou a menor variagdo em ambos 0s casos.
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Figura 17 — Variagdo apresentada pelo acido estearico C18:0 para o periodo amostrado.

O 4acido palmitoléico C16:1 apresentou maior variabilidade nos dados e
consequentemente maiores oscilagdes entre os picos. A menor quantidade deste AG foi
observada em dezembro de 2006, e nos meses de abril e outubro de 2007. Nos demais meses,
as médias se mantiveram altas com maxima participacdo de C16:1 em agosto (Figura 18). As
médias obtidas em 2008 foram similares a de outros meses, e diferentemente do que vinha
acontecendo com os demais compostos, o 4cido palmitoléico mostrou-se em grande
quantidade no inicio de 2008. O comportamento diferenciado entre os anos mostra que sao
necessarios outros dados complementares para avaliar melhor a ocorréncia dos AG nas
colonias. Deve também ser lembrado que as informagdes obtidas para o acido palmitoléico
foram resultado da combinagdo dos dados referentes aos isomeros desse composto. Seria

necessario distingui-los corretamente para verificar o comportamento de distribuicdo

separadamente.
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Figura 18 — Variacao apresentada pelo acido palmitoléico C16:1 para o periodo amostrado.

O 4cido oléico C18:1 foi o composto majoritdrio dentre os monoinsaturados. A
distribuicao na quantidade deste AG nas amostras demonstrou algumas semelhancas com a
distribuicdo observada para o acido palmitoléico (Figura 19). As menores quantidades de
C18:1 também foram durante dezembro de 2006, abril € outubro de 2007. Nos demais meses,
as médias foram um pouco maiores, tendo maior quantidade deste composto em fevereiro,
junho, agosto e dezembro de 2007. A partir de fevereiro de 2008, as médias foram mais baixas
com menor valor em junho. As informagdes obtidas para o 4cido oléico também foram
resultado da combinagdo dos dados referentes aos isdmeros desse composto, sendo necessario

distingui-los corretamente para verificar o comportamento de distribuigdo separadamente.
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Figura 19 — Variagao apresentada pelo acido oléico C18:1 para o periodo amostrado.

Por ultimo foi observado a distribuicdo do acido gondodico C20:1. Este composto
apresentou maior diferenca quando comparado com os &cidos palmitoléico e oléico. As
médias foram altas em 2007, porém a maxima ocorreu em dezembro. Posteriormente a
quantidade de C20:1 tornou-se menor, com valor minimo em junho de 2008. Neste mesmo
meés ocorreu a maior variabilidade na quantidade deste composto nas amostras. O intervalo
fevereiro-abril foi semelhante entre os anos consecutivos, com redu¢cdo na quantidade do
acido gondoico (Figura 20). As informagdes obtidas para o acido gonddico foram referentes
aos isomeros desse composto, sendo necessario posteriormente distingui-los para verificar o

comportamento de distribuicao separadamente.
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Figura 20 — Variagao apresentada pelo acido gonddico C20:1 para o periodo amostrado.

4.3. Acidos graxos e ciclo reprodutivo

O ciclo reprodutivo e a composi¢ao de acidos graxos quando analisados
separadamente possibilitaram a identificacdo de diferentes comportamentos quimicos e
biologicos presentes na ascidia E. vannamei. Porém foi necessario analisd-los em conjunto
para identificar possiveis relagdes existentes entre a reproducdo e a composicdo de acidos
graxos. Para isso foram utilizados os dados biologicos de larvas e ovos, e os dados quimicos
dos AG considerados majoritarios. O modelo generalizado utilizado indicou que os acidos

miristico e estedrico apresentavam correlacdo com a atividade reprodutiva, como pode ser
visto na Tabela 2.
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Tabela 2— Resultados da analise pelo Modelo Linear Generalizado (GLZ), para a relagdo com

o nimero de zodides portando larvas ou ovos. Em negrito os valores significativos.

Acido Graxo

Graus de Liberdade

Est. Wald

p

C14.0
C16.0
C17:0
C18:0
Cl6:1
C18:1

C20:1

6,31968
0,41857
3,63310
20,29811
0,28375
3,57725

0,42151

0,011940
0,517651
0,056641
0,000007
0,594256
0,058576

0,516185
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5. DISCUSSAO

5.1. Aspectos Reprodutivos

O estudo da reprodugcdo pode se basear em diferentes estratégias para
identificacao do periodo e do esfor¢o reprodutivo. No caso das ascidias, os dois métodos mais
frequentemente empregados envolvem a avaliagdo do recrutamento (ROCHA, 1993; GAMA
et al., 2006) e o exame do desenvolvimento gonadal (MILLAR, 1952). A observagdo das
larvas também ¢ um método de caracterizacdo bastante utilizado para identificar e
acompanhar o ciclo reprodutivo das espécies (MILLAR, 1971). No presente trabalho, a
andlise das estruturas gonadais ndo constituiu uma maneira eficiente de se avaliar a fungao
reprodutiva. Os dados apresentados nas Figuras 15, 16 e 17 mostram variagdes sem um
padrdao muito claro. Por outro lado, a presenca de ovos ou larvas incubados nos zodides foi
um indicador mais confiavel do esforco reprodutivo. Em Eudistoma, de maneira geral, os
ovos permanecem na cavidade atrial apos passarem pelos ovidutos, sendo entdo incubados até
a formagdo completa da larva girinoide.

Os resultados da presente pesquisa evidenciaram ciclo reprodutivo continuo para
E. vannamei com maior atividade reprodutiva entre os meses de dezembro e abril, com maior
nimero larvas e ovos incubados em fevereiro. A €poca coincide com a estacdo chuvosa,
porém seria necessario obter dados pluviométricos para indicar uma correlagdo com este fator.

Outros trabalhos sobre ciclo reprodutivo com ascidias do género FEudistoma
demonstraram diferengas quanto a atividade reprodutiva. Millar (1974) ao estudar ascidias
caribenhas, numa area também tipicamente tropical, encontrou um resultado diferente para
Eudistoma sp., pois a espécie ndo apresentou reproducdo continua, com a atividade
acontecendo durante o intervalo de junho a novembro, com picos em agosto e setembro,
quando mais de 75% das colonias continham larvas. Naquele trabalho ¢ possivel perceber
ainda que, embora as flutuacdes de temperatura sejam minimas, o maior esfor¢o reprodutivo
se concentra em meses onde hd os minimos de temperatura. De fato, ja se demonstrou que
temperaturas muito elevadas também inibem a maturagdo gonadal das ascidias (MILLAR,
1971). Ja Turon (1988) ao observar o periodo reprodutivo de Eudistoma planum presente no

nordeste da Espanha, constatou que esta espécie apresentou periodo com maior liberagao das
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larvas durante os meses de maio e agosto, época considerada a mais quente do ano. Em
regides temperadas ja se evidenciou claramente que a temperatura ¢ um dos principais fatores
que controla a fun¢do reprodutiva (MILLAR, 1971; HIROSE et al., 2007; EPELBAUM et al.,
2009).

A espécie Didemnum rodriguesi coletada em Santa Catarina apresentou
alternancia sazonal entre a reproducao sexuada e assexuada. No verao, as colonias foram mais
abundantes e menores, com ovos € larvas incubados e taxas de recrutamento maiores,
enquanto que no inverno esse padrao foi substituido por um nimero menor de coldnias, de
maior tamanho e inférteis. A reproducdo sexuada ocorreu entre os meses de novembro ¢ maio,
com maior numero de ovos em janeiro e de larvas em margo (RITZMANN; ROCHA;
ROPER, 2009). Apesar da época ser de maior nimero de larvas e ovos entre D. rodriguesi e
E. vannamei, esta deve ser interpretada com cautela, pois no Ceara ndo ha mudancas
marcadas de temperatura como nas regioes sudeste e sul, sendo a sazonalidade na zona
costeira marcada pelo regime pluviométrico e de ventos. Em Santa Catarina, por outro lado, a
temperatura ¢ um fator a ser considerado, ¢ os meses de novembro a maio sdo os mais

quentes.

5.2. Acidos graxos

A analise de compostos quimicos realizada para E. vannamei no presente trabalho
evidenciou a partir da fase hexanica dos extratos metanolicos uma variedade de 4acidos graxos,
contendo 4cidos graxos saturados, &cidos graxos monoinsaturados, 4acidos graxos
poliinsaturados e acidos graxos ramificados. A presenca de acidos graxos saturados foi
descrita também por Takeara (2006) ao realizar estudo quimico em ascidias do litoral
nordestino utilizando as espécies Didemnum psammatodes € Eudistoma vannamei. A partir da
fase hexanica do extrato metanolico de E. vannamei foram identificados os acidos miristico,
pentadecanoico, palmitico, margarico e estedrico, enquanto que para D. psammatodes foram
identificados os acidos laurico, miristico, pentadecandico, palmitico, margarico e estearico
provenientes da fase cloroférmica do extrato metanolico.

No presente trabalho, do total de acidos graxos identificados, os acidos graxos
saturados corresponderam a 56,71% tendo como compostos majoritarios os acidos miristico,
palmitico, estearico e margarico. Foram identificados &4cidos graxos monoinsaturados

(28,70%) com maior quantidade dos isdmeros dos acidos palmitoléico e oléico, e também do
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acido gonddico. Em menor quantidade foram identificados acidos graxos poliinsaturados
(4,68%), melhor representados pelo acido araquidonico, e os acidos graxos ramificados
(9,91%) melhor representados pelas estruturas com tamanho de cadeia carbonica semelhante a
dos acidos graxos lineares pentadecandico e palmitico.

Dagorn (2010) analisou a composicao lipidica das ascidias coloniais Eudistoma
sp. € Leptoclinides uniorbis coletadas na baia de Ghoubbet (Djibouti). Para Eudistoma sp.
foram identificados 38 4cidos graxos fosfolipidicos compostos por 42,9% de acidos graxos
saturados, 31,2% de 4cidos monoinsaturados e 25,9% de acidos poliinsaturados.
Diferentemente, em L. wuniorbis foram identificados 35 4cidos graxos fosfolipidicos
compostos por 29,2% de acidos graxos saturados, 38,5% de acidos monoinsaturados e 32,3%
de 4acidos poliinsaturados. Comparando os acidos graxos de E.vannamei da presente pesquisa
aos de Eudistoma sp. € L. uniorbis, pode-se perceber que ambas apresentaram os acidos
palmitico, estearico e miristico como componentes majoritarios dos acidos graxos saturados.
Os compostos majoritarios dos acidos graxos monoinsaturados para FEudistoma sp. e L.
uniorbis foram os acidos palmitoléico, oléico e vacénico. E muito provavel que o
comportamento seja semelhante em E. vannamei devido aos teores observados, apesar da ndo
indicacdo das insaturagdes nos isomeros dos acidos palmitoléico e oléico. Dentre os
componentes majoritarios dos acidos graxos poliinsaturados os maiores teores para
Eudistoma sp. e L. uniorbis foram dos acidos eicosapentaenoico e araquidonico, enquanto que
para E. vannamei foram os acidos araquidonico e linoléico. Os demais compostos foram
bastante semelhantes com variagdes nos teores apresentados para cada espécie.

Outras duas ascidias coloniais estudadas foram Eudistoma bitumis e Cystodytes
violatinctus, presentes na regidao do oceano Indico. Os 4cidos graxos fosfolipidicos foram
representados por mais de 99% de acidos graxos saturados, quantidades tracos de acidos
graxos monoinsaturados e poliinsaturados para E.bituminis, enquanto que C. violatinctus
apresentou 64,2% de acidos graxos saturados, 23,6% de acidos graxos monoinsaturados e
quantidades tragos de 4acidos graxos poliinsaturados (VIRACAOUNDIN et al, 2003).
Eudistoma vannamei se assemelha com essas duas espécies pelo maior teor dos acidos
miristico, palmitico e estearico. Maior diferenga observada foi quanto ao teor de acido oléico,
o qual esteve presente em C. violatinctus com 20% e em quantidade traco em E.bituminis.

A composicao de acidos graxos foi observada também para as ascidias solitarias
Styela sp. e Phallusia sp., ambas da regido do mediterraneo (SLANTCHEV et al., 2002). Os
acidos graxos foram observados quanto a sua concentragdo nos triacilglicerdis e fosfolipidios,

demonstrando diferengas entre estas espécies. Styela sp. € Phallusia sp. apresentaram maiores
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teores para os acidos miristico, palmitico, estedrico, isdmeros do 4cido oléico e
eicosapentaendico, porém em quantidades diferentes nos triacilglicerdis e fosfolipidios. Em
Styela sp., os 4cidos docosapentaenodico e docosahexaendico estavam concentrados apenas
nos fosfolipidios. Os 4cido margarico e pentadecanodico, observados em E. vannamei em
maior quantidade entre os compostos impares, ndo foram observados nos triacilglicerois e
fosfolipidios de Phallusia sp.

Outros compostos lipidicos sdo encontrados em ascidias. Takeara identificou
colesterol e colestanona a partir dos extratos metandlicos de E. vannamei e de Didemnum
psammatodes coletadas no litoral cearense, tendo como principais constituintes quimicos
identificados os esterdides colestanol, colestanona e estigmasterol (TAKEARA, 2006;
TAKEARA et al., 2007). No presente trabalho ndo foram tomados dados de esterdides, mas
foi possivel observar nos cromatogramas picos em TR caracteristicos para colesterol e

colestanona.

5.3. Reproducio e Acidos Graxos

Embora os 4cidos graxos sejam componentes essenciais dos organismos Vvivos,
como elementos estruturais ou ndo, as fungdes bioldgicas da maioria destes compostos ainda
ndo ¢ bem elucidada. No presente estudo ficou evidenciada a associagdo entre a presenca de
ovos e larvas incubados na cavidade atrial e dois componentes lipidicos: o acido gonddico e o
acido margérico.

A composicao lipidica dos organismos pode variar de acordo com diferentes
fatores. Animais da mesma espécie provenientes de diferentes localidades podem ter
constituicao diferente, como ja foi visto na ascidia Styela plicata (KERR; BAKER, 1991).
Modificagoes no comportamento termotropico e na composi¢ao das cadeias de acidos graxos
de fosfolipidios em diferentes epocas do ano foram demonstradas por (SANINA;
KOSTETSKY, 2001) para a ascidia Halocynthia aurantium, possivelmente relacionadas com
adaptacoes a temperatura da agua do mar.

Tais diferengas podem resultar de variagoes na composigao da dieta, estagio de
vida, sanidade, ou ainda de suas caracteristicas geneticas. No presente estudo as amostras

foram todas provenientes de uma mesma localidade, de maneira que as variagdes ambientais e
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disponibilidade alimentar precisariam ser melhor analisados para observancia de alteracdes ao
longo dos ano.

As variagoes resultantes de modificagoes na temperatura da agua e do grau de
maturagao sexual ja foram estudadas em alguns organismos cultivados, como a ostra perlifera
Pinctada fucata martensii (SAITO, 2004). No caso especifico das ascidias em ambientes
naturais, contudo, poucas informacoes estao disponiveis.

O 4cido gondodico e o acido margarico sdo lipidios frequentemente encontrados
em vegetais, e sua presenca em variagio pode estar relacionada com a dieta de E. vannamei. E
importante ressaltar que as associacdes aqui evidenciadas ndo sdo indicativas de relacdo
causal. Dessa forma, o periodo chuvoso pode estar marcando a estacao reprodutiva na ascidia,
mas também ocasionando um aumento nas populacdes de determinadas microalgas ricas em
acido gondoico e margarico que serviriam de alimento para o animal.

Por outro lado, ¢ clara a relacdo que existe entre a qualidade do alimento e o
sucesso reprodutivo dos animais. Para copépodos que se alimentam de microalgas, Vehma et
al. (2011) mostraram que ha um efeito da composi¢ao da dieta, relacionado com os teores de
acidos graxos das microalgas, na producdo de ovos. Wichard (2007) também ja havia
demonstrado a importancia dos acidos graxos na reproduc¢do dos copépodos.

Estudos adequados sobre a composicdo e dindmica temporal da comunidade
planctonica na zona costeira do Ceard seriam necessarios para identificar quais espécies de
microalgas estdo disponiveis para os animais filtradores, e se hd variacdo na composi¢ao
especifica ou abundancia do fitoplancton. A identificagdo desses constituintes auxiliaria como
ferramenta alternativa para caracterizacdo da dieta alimentar de E.vannamei visto que ao
analisar algumas pelotas fecais dessa espécie foi possivel observar sob microscopio a

presencga de compostos celulares e fragmentos de carapaga de diatoméceas.
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6. CONCLUSOES

A analise das estruturas gonadais constituiu uma maneira eficiente de se avaliar a
funcdo reprodutiva, sendo a presenca de ovos ou larvas incubados nos zodides um indicador
mais confiavel do esfor¢o reprodutivo.

E. vannamei apresentou atividade reprodutiva continua, com maior intensidade
entre os meses de dezembro e abril (estagdo chuvosa), € com maior niumero larvas e ovos
incubados em fevereiro.

Do total de 4cidos graxos identificados, os acidos graxos saturados
corresponderam a 56,71%, monoinsaturados a 28,70%, poliinsaturados com apenas 4,68% ¢
ramificados com 9,91%.

Os 4cidos graxos predominantes foram os acidos miristico, palmitico, margarico,
estearico, palmitoléico, oléico e gondodico.

Dentre os 4acidos graxos majoritarios, os acidos miristico e estearico apresentaram

variagoes correlacionadas ao periodo reprodutivo.
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8. APENDICE

8.1. APENDICE A — Periodicidade das coletas em funcio da variacio das marés.

COLETA AMOSTRA DATA MARE*
01 01-10 08/10/2006 0.0
02 11-20 02/12/2006 0.4
03 21-30 18/02/2007 0.1
04 31-40 18/04/2007 0.1
05 41-50 15/06/2007 0.1
06 51-60 31/08/2007 0.2
07 61-70 27/10/2007 0.1
08 71-80 22/12/2007 0.4
09 81-90 23/02/2008 0.3
10 91-100 19/04/2008 0.3
11 101-110 18/06/2008 0.4
12 111-120 30/08/2008 0.1
13 121-130 11/02/2009 0.1
14 131-140 25/04/2009 0.1
15 141-150 21/06/2009 0.2
16 151-160 22/08/2009 0.0
17 161-170 18/10/2009 0.2
18 171-180 28/02/2010 0.0
19 181-190 30/04/2010 0.2
20 191-200 27/06/2010 0.3

*As marés foram definidas com base na Tabua de Marés oferecida pela Diretoria
de Hidrografia e Navegacao (DHN).
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8.2. APENDICE B - Numero de zodides identificados quanto ao estdgio de maturagéo
gonadal em cada amostra. AG: auséncia de gonadas; GIM: gonadas em inicio de maturacao;
GM: gonadas maduras; LV/OV: larvas e ovos; — auséncia de anélise bioldgica.

COLETA  AMOSTRA AG GIM GM LV/OV
01 01-10 - - - -
02 11 0 2 8 0
02 12 1 3 6 0
02 13 0 1 9 0
02 14 1 3 6 2
02 15 0 3 7 0
02 16 0 6 4 0
02 17 6 2 2 1
02 18 3 3 4 0
02 19 4 4 2 0
02 20 0 8 2 1
03 21 1 4 5 2
03 22 0 0 10 3
03 23 1 4 5 0
03 24 0 8 2 0
03 25 0 2 8 0
03 26 0 2 8 2
03 27 4 2 4 1
03 28 0 3 7 0
03 29 1 2 7 0
03 30 2 1 7 5
04 31 0 0 10 0
04 32 0 0 10 0
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AMOSTRA AG GIM GM LV/OV

COLETA
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33

04
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10
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AMOSTRA AG GIM GM LV/OV

COLETA

59
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AMOSTRA AG GIM GM LV/OV

COLETA
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09
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90
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91
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AMOSTRA AG GIM GM LV/OV

COLETA
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AMOSTRA AG GIM GM LV/OV

COLETA

146

15

147

15
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15
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151

16
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AMOSTRA AG GIM GM LV/OV

COLETA

172

18

173

18
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18

175

18
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18

177
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178

18

179

18
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18
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COLETA  AMOSTRA AG GIM GM LV/OV
20 198 10 0 0 0
20 199 1 5 4 5
20 200 1 0 9 1
Subtotal 595 542 663 243

Total de zooides observados

1800




