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Abstract 

In recent years, clam production in Europe has declined due to various factors, including 

overfishing, abiotic stress, diseases, and recruitment failure. Seed production in hatcheries has 

become essential to ensure the sustainability of clam production. Artificial breeding conditioning 

enables hatcheries to extend their production season, reducing dependency on the specific period 

when wild bank clams naturally mature.  

In many bivalve molluscs determining sex and reproductive stage non-lethally is challenging. In 

bivalve aquaculture, monitoring sexual maturation is crucial for determining the optimal time to 

induce spawning events for seed production. Anaesthesia is commonly used in aquaculture to 

facilitate tissue biopsies and for gametogenesis studies. The primary goal of this study was to 

enhance cultivation methods in commercial farming of native European species like Ruditapes 

decussatus, particularly during critical phases such as conditioning. Initially, the study evaluated 

the effect of a sandy substrate on R. decussatus broodstock conditioning. Subsequently, an assay 

was conducted to develop a non-lethal method for assessing gonad development stage and sex 

during conditioning, as well as for collecting tissue samples for later laboratory analysis. This 

methodology was also tested on clams of the species Venerupis corrugata. 

Adult specimens of R. decussatus were kept in an open system with and without sand during 

conditioning. Regular samplings were conducted to assess gonadal development, evaluating 

parameters such as condition index, histological analysis, and biochemical composition 

(glycogen, protein, and lipids). The results indicated that using sand as substrate did not impact 

gonadal maturity progression. In terms of biochemical composition, there was an observed 

increase in protein content during the conditioning period. Significant differences in biochemical 

composition were noted between the two conditions (with sand/without sand) at the end of the 

conditioning period.  

For the method of collecting biological samples, individuals of each species, R. decussatus, and 

V. corrugata, were anesthetized with c magnesium chloride (MgCl2.6H2O) at a concentration of 

(50g/L).  The percentage of anesthetized clams was assessed every hour to determine the 

effectiveness of the anesthetic. In a subsequent trial, the optimal dosage of the anesthetic for each 

clam species was determined based on the initial test. Anesthetized clams were also subjected to 

gonad biopsies for sex determination. The results showed that at a concentration of 50g/L, it took 

5 hours for 80% of V. corrugata individuals to become anesthetized. However, in R. decussatus, 

a mortality rate of 23.33% was observed among individuals undergoing biopsy procedures. 

Despite this, gonadal tissue collected via biopsy enabled the determination of an individual´s sex 

through microscopic examination.  
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The results of this study represent a significant advancement in the conditioning of breeding stock 

in hatchery units. This study provides valuable insights into how the overall condition of 

individuals before exposure to experimental conditions influences conditioning success.    

Additionally, it facilitated the development of a non-lethal method for evaluating sex and 

collecting biological samples in R. decussatus and V. corrugata. These findings lay a solid 

foundation for future research and practical applications in bivalve aquaculture management and 

reproductive studies.   

 

Keywords- Bivalve; Broodstock conditioning; Ruditapes decussatus; Substrate; 
Anaesthesia; Biopsy; Venerupis corrugata;	
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Resumo 

Na Europa, nos últimos anos, a produção de amêijoas diminuiu devido a inúmeros fatores, como 

a sobrepesca, o stress abiótico, doenças e a falha no recrutamento. A produção de sementes em 

maternidades tornou-se essencial para garantir a sustentabilidade da produção de amêijoas. 

Assim, o acondicionamento artificial de reprodutores permite que as maternidades estendam a 

sua temporada de produção, reduzindo a dependência do período do ano em que as amêijoas dos 

bancos selvagens se tornam naturalmente maduras.  

Na maioria dos moluscos bivalves é difícil determinar o sexo e a fase reprodutiva de forma não 

letal. Em aquacultura de bivalves, a maturação sexual deve ser monitorizada e avaliada para 

determinar o melhor momento para induzir eventos de desova para a produção de semente. A 

anestesia é utilizada em aquacultura para facilitar biópsias de tecidos e para estudos de 

gametogénese. O presente estudo teve como objetivo principal contribuir para a melhoria do 

método de cultivo em maternidade comercial de espécies autótones europeias como Ruditapes 

decussatus, especialmente durante a importante fase de acondicionamento. Para isso, numa 

primeira fase avaliou-se o efeito de um substrato arenoso no acondicionamento de reprodutores 

de R. decussatus. Numa segunda fase, realizou-se um ensaio com o objetivo de desenvolver um 

método não letal para avaliar o estádio de desenvolvimento da gónada durante o 

acondicionamento, o sexo, assim como recolher amostras de tecido para posterior análise em 

laboratório. Este método foi igualmente testado em amêijoas da espécie Venerupis corrugata. 

Espécimes adultos de R. decussatus foram acondicionados com e sem areia num sistema aberto. 

Durante o acondicionamento foram realizadas amostragens para avaliar o desenvolvimento das 

gónadas. Os parâmetros avaliados foram os seguintes: índice de condição, análise histológica e 

composição bioquímica (glicogénio, proteína e lípidos). Os resultados mostraram que o uso de 

areia como substrato não teve qualquer efeito na evolução da maturação gonadal. Nos parâmetros 

de composição bioquímica, observou-se um aumento no teor de proteínas durante o período de 

acondicionamento. Entre as condições (com areia /sem areia) foram observadas diferenças 

significativas na composição bioquímica no final do período do condicionamento.  

Para o método de recolha de amostras biológicas, foram anestesiados indivíduos de cada espécie, 

R. decussatus e de V. corrugata. Foram expostos ao anestésico cloreto de magnésio (MgCl2.6H2O) 

com uma concentração de (50g/L). A cada hora, o número de amêijoas anestesiadas foi avaliado 

para determinar a percentagem de amêijoas anestesiadas. Num segundo ensaio determinou-se a 

dose ideal para cada espécie de amêijoa com base no primeiro teste. As amêijoas anestesiadas 

foram ainda sujeitas a uma biópsia da gónada para a determinação do sexo. Para a concentração 

de 50g/L foram necessárias apenas 5 horas para que 80% dos indivíduos de V. corrugata ficassem 

anestesiados. Em R. decussatus, observou-se uma mortalidade de 23,33% nos indivíduos que 
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foram sujeitos à biópsia. A recolha de tecido gonadal através da biópsia permitiu a determinação 

do sexo dos indivíduos através da observação microscópica.  

Os resultados deste estudo constituem um passo importante para a melhoria do acondicionamento 

de reprodutores em maternidades. Este estudo servirá de base para entender que o estado geral 

dos indivíduos antes da exposição às condições experimentais determina o sucesso do 

acondicionamento.  Permitiu ainda desenvolver um método não letal para a avaliação do sexo e 

recolha de amostras biológicas em R. decussatus e V. corrugata. 
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1 Introdução 
 

A produção aquícola a nível mundial manteve a sua tendência crescente em 2020 

ultrapassando 120 milhões de toneladas por ano, compreendendo um total de 87,5 

milhões de toneladas de organismos aquáticos para a alimentação humana (Figura 1). Este 

aumento de produção vem acompanhado de um aumento do consumo per capita de 

alimentos aquáticos que terá sido fortemente influenciado pelo reforço da oferta, mas 

também por mudanças nas preferências dos consumidores (FAO, 2022). Em 2020, a 

aquacultura de moluscos representou 21,3% (17,5 milhões de toneladas) da produção 

total em aquacultura, com a China responsável por mais de 90% da produção (FAO, 

2022). 

 

Figura 1- Produção mundial de aquacultura (1991-2020) em milhões de toneladas, adaptado de FAO, 2022. 

 

Portugal é um país oceânico, com uma linha de costa de cerca de 2 500 km, contando 

com uma das maiores zonas económicas exclusivas do mundo que se estende por 1,7 

milhões de km², incluindo uma grande diversidade de ecossistemas e de recursos (ENM 

2021-2030). A produção aquícola em Portugal, no ano de 2020, foi de 16 999 toneladas 

representando um crescimento de 18,6% face a 2019 (INE, 2022). De entre as principais 

espécies produzidas em Portugal, os bivalves produzidos em regime extensivo 
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representam uma parte significativa da produção nacional. As amêijoas mantêm-se a 

espécie mais relevante, seguida das ostras e dos mexilhões (INE, 2022). 

Para fornecer alimentos de forma sustentável para a população crescente, há a 

necessidade de a aquacultura se concentrar em espécies de menor nível trófico na cadeia 

alimentar, com baixa ou nenhuma necessidade de farinha e óleo de peixe, como ração 

(Jacquet et al., 2017). Os moluscos bivalves, oferecem uma das opções mais atrativas 

para responder a essa necessidade de sustentabilidade (Willer & Aldridge, 2019). Os 

bivalves marinhos são apreciados pelos consumidores devido aos seus benefícios 

nutricionais, bem como ao seu sabor. Os bivalves são fontes saudáveis de energia e 

proteína, são ricos em vitaminas (A e D), minerais essenciais (iodo, selénio e cálcio), 

pobres em gordura e uma boa fonte de ácidos gordos (ómega-3) (Wijsman et al., 2019). 

 

A aquacultura de moluscos bivalves é uma prática considerada sustentável e com 

menos impacto no ecossistema em comparação com outras espécies que são cultivadas 

de forma intensiva, sendo capaz de fornecer múltiplos benefícios ao ecossistema, como 

por exemplo, o controlo de eutrofização, aumento da transparência da água, tem um papel 

regulador pela captação de carbono, favorece o crescimento de macrófitas que são 

indicadores de boa qualidade da água, assim como proporciona habitat para diferentes 

espécies como algas e pequenos crustáceos (Vélez-Henao et al., 2021). Apenas 11% da 

produção mundial de bivalves provem da pesca selvagem; no entanto, as sementes que 

são a base para a produção aquícola são muitas vezes retiradas dos bancos naturais 

(Wijsman et al., 2019). Existem cada vez mais fenómenos de mortalidade massiva de 

bivalves por todo o mundo, onde a maioria dos episódios são desencadeados por efeitos 

sinérgicos de um ou mais fatores bióticos ou abióticos (Iglesias et al., 2023; Samain & 

McCombie, 2008; Soon & Zheng, 2020; Villalba et al., 2014). Dentro dos fatores bióticos, 

os episódios de mortalidade causada por patógenos constituem um dos principais 

problemas dos cultivos (Travers et al., 2015). Têm ocorrido surtos de elevada mortalidade 

na produção de bivalves associado a doenças bacterianas, em particular por organismos 

do género Vibrio, mas também de origem viral de várias famílias como: Papovaviridae, 

Togaviridae, Retroviridae, Reoviridae, Birnaviridae e Picornaviridae (Solomieu et al., 

2015) e protozoários dos géneros, Halosporidium, Bonamia, Marteilia e Perkinsus (Loh 

et al., 2022). As questões das mudanças climáticas, particularmente o aquecimento global 
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e a acidificação dos oceanos, são também duas fortes ameaças que poderão aumentar a 

frequência e a intensidade dos surtos de mortalidade de bivalves (Peruzza et al., 2023; 

Soon & Zheng, 2020; Tan et al., 2020). 

Os bivalves intertidais são ecologicamente e economicamente importantes, com 

enorme relevância no funcionamento da comunidade e na produção pesqueira mundial. 

Por exemplo, em locais como: rias galegas (noroeste de Espanha) (R. Domínguez et al., 

2021; Macho et al., 2016), lago de Bizerte (Tunísia) (Mili et al., 2023), Golfo de San 

Matias (Argentina) (Narvarte et al., 2007), na província de Shandong (China) (Zhao et 

al., 2022) mas também na Ria Formosa e Ria de Aveiro (Portugal) (Rocha et al., 2022). 

Em Portugal, as espécies presentes nesses bancos naturais são as amêijoas 

Ruditapes decussatus, Venerupis corrugata, e a introduzida Ruditapes philippinarum, o 

berbigão Cerastoderma edule, o longueirão Solen marginatus e o mexilhão Mytilus spp., 

nestas zonas são também cultivadas a ostra-japonesa Crassostrea gigas e R. decussatus 

(IPMA, 2019) . 

A amêijoa R. decussatus (Linnaeus, 1758) é um molusco bivalve da família 

Veneridae, e está amplamente distribuída ao longo das zonas costeiras e estuarinas da 

Europa e Norte de África, representa uma importante fonte de recursos devido ao seu 

valor comercial (Parache, 1982 & Matias et al., 2009). Devido à sua considerável 

importância económica e à elevada procura de mercado, a sobre-exploração da espécie 

tem exercido uma forte pressão sobre os bancos naturais (Ojea et al., 2004). Em Portugal, 

as áreas mais produtivas desta espécie são a Ria Formosa e a Ria de Aveiro (Rocha et al., 

2022); no entanto, nas últimas décadas, a produção diminuiu consideravelmente 

principalmente devido a falhas no recrutamento causada por alterações nas taxas de 

crescimento e mortalidade larval e pós larval (Chícharo & Chícharo, 2001), também a 

sobre-exploração de juvenis em bancos naturais, pela mortalidade elevada por 

consequência de alterações climáticas (Rato et al., 2022) e pela introdução de espécies 

não nativas como R. philippinarum (Machado et al., 2018; Matias et al., 2013). 

R. decussatus é uma espécie principalmente presente na zona intertidal, que habita no 

sedimento, atingindo uma profundidade máxima de 10-12 cm e que consegue suportar 

grandes alterações nas condições ambientais (Bebianno et al., 2004), como por exemplo 

a tolerância a níveis relativamente elevados de vários tipos de contaminantes (Dellali, 

2001). 
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Um dos grandes desafios para as maternidades de moluscos é o controlo do 

acondicionamento dos reprodutores. O acondicionamento dos reprodutores é uma etapa 

crucial para a preparação da desova num ambiente controlado como as maternidades de 

bivalves. O acondicionamento artificial permite que as maternidades alarguem a época 

de produção, reduzindo a dependência do período do ano em que os stocks selvagens se 

tornam maduros para a desova (Da Costa et al., 2020). Os principais objetivos do 

acondicionamento de bivalves reprodutores são maximizar a fecundidade dos 

progenitores, mantendo a qualidade dos ovos e a viabilidade das larvas (Utting & 

Millican, 1997b). A reprodução artificial de bivalves requer o uso de animais que tenham 

atingido uma condição sexual ótima que depende de fatores internos que regulam a 

maturação e desencadeiam a desova como a atividade genética (Boutet et al., 2008) e 

hormonal (como por exemplo, seratonina, catecolaminas ou prostaglandinas) (Cubero-

Leon et al., 2010) e de fatores externos como a temperatura (Delgado & Pérez Camacho, 

2007), a alimentação (Delgado & Camacho, 2005), as marés (Lee et al., 2020), a 

salinidade (Vázquez et al., 2021) e o fotoperíodo (Mallet & Carver, 2009). A idade e 

tamanho, bem como o estado patológico dos indivíduos, são fatores externos que também 

têm uma incidência significativa sobre a fecundidade (Machado et al., 2018). Em grande 

parte, a temperatura e a disponibilidade de alimento são considerados os principais fatores 

externos que condicionam a sua maturação (Matias et al., 2009). Apesar disso, a 

influência de outras variáveis ambientais no balanço energético ou no desenvolvimento 

gonadal dos bivalves, especificamente a presença de substrato, ainda não foi amplamente 

estudada. 

De acordo com Azcona (2013) e Utting & Millican, (1997), a maioria das espécies 

de bivalves não necessita de ser mantida num substrato; ainda assim, determinadas 

espécies de navalhas como Solen marginatus, Ensis magnus e Ensis siliqua, necessitam 

de substrato para a escavação e para evitar a abertura das valvas (da Costa et al., 2011, 

2020). Alguns autores, mostraram que a taxa de mortalidade durante o acondicionamento 

também pode ser reduzida com a utilização de areia como substrato, melhorando a 

condição energética do reprodutor e reduzindo o tempo de maturação (Delgado et al., 

2016; Martínez-Pita et al., 2011). A utilização de substrato para o acondicionamento de 

bivalves poderá estar relacionada com aspetos fisiológicos por ser esta a condição normal 

da maioria dos bivalves no substrato natural. Contudo, sabe-se que durante o crescimento, 
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os moluscos escavadores em condições não naturais podem estar sujeitos a stress 

fisiológico, desenvolverem deformações na concha e alterações comportamentais 

(Delgado, 2016). 

Na produção de bivalves, existem fezes, pseudo-fezes e outros detritos que se acumulam 

e modificam as características da água, podendo afetar negativamente a sua saúde, o 

desenvolvimento dos gâmetas e a maturação dos bivalves (Walne, 1979) Assim, o fluxo 

de água deve ser tido em consideração durante o acondicionamento dos reprodutores. Um 

elevado fluxo de água pode inicialmente aumentar a taxa de depuração e incapacitar os 

bivalves de ingerir mais partículas, enquanto um baixo fluxo pode aumentar a 

sedimentação de material orgânico e induzir a proliferação bacteriana (Maneiro et al., 

2020).Outro fator relevante para o acondicionamento de reprodutores é a alimentação 

com microalgas. A produção de bivalves está fortemente dependente da produção de 

microalgas vivas, representando, 30 a 60% dos custos de produção da exploração 

(Coutteau & Sorgeloos, 1992; Oostlander et al., 2020). As microalgas são a dieta básica 

para os bivalves filtradores e, por isso, devem ser selecionadas de acordo com o seu valor 

nutricional, digestibilidade e tamanho. As dietas geralmente são compostas por várias 

espécies de fitoplâncton, incluindo uma diatomácea e uma ou mais espécies flageladas 

(Matias et al., 2016), para proporcionar um melhor equilíbrio nutricional (Cheng et al., 

2020). As microalgas são a principal fonte de ácidos gordos polinsaturados (PUFAs) 

como o DHA (ácido docosahexanóico) e EPA (ácido eicosapentanóico), que 

desempenham um papel importante na cadeia alimentar (Cheng et al., 2020). As dietas à 

base de microalgas também são conhecidas por aumentar a capacidade antioxidante, e 

assim, prevenir o stress oxidativo (Amaro et al., 2019; Xu & Yang, 2007), também o 

elevado teor de polissacarídeos, vitaminas, aminoácidos essenciais e carotenóides que as 

compõem são importantes (Amaro et al., 2019). O efeito da alimentação no 

acondicionamento dos reprodutores depende da espécie de microalga e da sua qualidade 

e quantidade (Anjos et al., 2017; Utting & Millican, 1997b). A disponibilidade de 

alimento determina a quantidade de energia adquirida e, por consequência, afeta todas as 

características fisiológicas que constituem a equação do balanço energético, 

condicionando por isso, o crescimento somático e gonadal dos indivíduos (Delgado et al., 

2002).  

De acordo com Muller-Feuga et al. (2003), são necessários quatro critérios para 

uma microalga ser uma potencial fonte de alimento numa maternidade de bivalves, o 
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tamanho, a digestibilidade, o valor nutricional e a facilidade de produção. Na Tabela 1, 

estão apresentadas as espécies de microalgas habitualmente utilizadas em maternidades 

para a alimentação de moluscos bivalves (Kaparapu, 2018). 

 

Tabela 1- Espécies de microalgas usadas em maternidades de bivalves em aquacultura (Kaparapu, 2018). 

Espécie Classe 
Chaetoceros calcitrans Bacillariophyceae 
Chaetoceros gracilis Bacillariophyceae 
Skeletonema costatum Bacillariophyceae 
Phaeodactylum tricornutum Bacillariophyceae 
Thalassiosira pseudonana Bacillariophyceae 
Gomphonema sp. Bacillariophyceae 
Nitzchia sp. Bacillariophyceae 
Isochrysis galbana Prymnesiophyceae 
Pavlova lutheri Prymnesiophyceae 
Isochrysis galbana (clone T-ISO) Prymnesiophyceae 
Chlorella minutíssima Chlorophyceae 
Tetraselmis suecica Chlorodendrophyceae 
Tetraselmis chui Chlorodendrophyceae 
Tetraselmis subcordiformis Chlorodendrophyceae 

 

Alimentar os reprodutores com uma dieta adequada pode manter o índice de 

condição e encurtar o período de acondicionamento. No caso de amêijoas e ostras, por 

norma, é fornecida uma dieta de 3% de peso seco de microalgas/ dia/ indivíduo, (Maneiro 

et al., 2020). As reservas de energia nos bivalves são também muito importantes na 

reprodução, no armazenamento e utilização energética, estando diretamente relacionadas 

com a qualidade da dieta fornecida e consequentemente afetam o desenvolvimento 

gonadal, a qualidade dos oócitos e a viabilidade larvar (Anjos et al., 2017).  

 

 

 

1.1 Gametogénese e composição bioquímica 
 

Os moluscos bivalves são poiquilotérmicos, o que quer dizer que são organismos com 

temperatura corporal variável de acordo com meio ambiente (Huo et al., 2018) a maioria 

destes animais vivem sésseis, onde o único momento em que podem realmente mover-se 
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é na fase larval que dura entre 3 e 4 semanas (Helm et al., 2004). Os moluscos tendem a 

viver em ambientes instáveis ou imprevisíveis e seguem uma estratégia de seleção-r (Mac 

Arthur & Wilson, 1967), onde altas taxas de crescimento são priorizadas e produzem 

muitos descendentes, cada um dos quais tem uma probabilidade relativamente baixa de 

sobreviver até a idade adulta (Stearns, 1977). 

Na maioria dos bivalves, a maturidade sexual depende do tamanho e não da idade, e o 

tamanho na maturidade sexual depende da espécie e da distribuição geográfica, sendo 

geralmente alcançada quando os moluscos atingem 20 mm (Ojea et al., 2004). Estas 

espécies são, por norma, gonocóricas, não havendo coexistência de linhas germinativas 

masculinas e femininas no mesmo espécime (Vilela 1950). Na maioria dos moluscos 

bivalves o dimorfismo sexual raramente é observado, e por esta razão é difícil determinar 

o sexo e o estágio reprodutivo sem observação microscópica dos órgãos reprodutivos. O 

hermafrodismo é raro, mas possível (Delgado & Pérez Camacho, 2002). A mudança de 

sexo entre duas maturações sexuais também foi teorizada (Sousa, 2014) e documentada 

em outras espécies de moluscos bivalves, como ostras (Asif, 1979), Mytilus edulis 

(Sugiura, 1962), Mytilus galloprovincialis (Lubet, 1959) e Ruditapes philippinarum 

(Devauchelle, 1990). Sob as condições adequadas, a gónada passa por um 

desenvolvimento contínuo até se tornar totalmente madura. Durante o estágio inicial da 

gametogénese, o período de repouso sexual, os folículos gonadais estão ausentes e os 

tecidos conjuntivos e musculares ocupam toda a zona desde a glândula digestiva até ao 

pé. Não há evidência de desenvolvimento gonadal e a determinação do sexo não é 

possível, apenas pela observação das características fenotípicas exteriores do animal. A 

produção de óvulos e espermatozoides é denominada gametogénese; a gónada é composta 

de ductos ciliados, muito ramificados, dos quais se abrem numerosos sacos, denominados 

folículos. Os gâmetas surgem pela proliferação de células germinativas que revestem a 

parede dos folículos. A gónada sofre um desenvolvimento continuo até se tornar 

totalmente madura. Esse processo foi dividido em várias fases nomeadamente, o repouso, 

em desenvolvimento, maduro, desova parcial e desova (Helm et al., 2004).  

A gametogénese é um processo altamente exigente em termos de energia. Assim, 

os bivalves marinhos usam uma estratégia oportunista ou conservadora para controlar o 

gasto de energia durante esse processo. As espécies oportunistas obtêm e armazenam a 

energia antes do processo de gametogénese, enquanto as espécies conservadoras 

dependem principalmente da energia obtida da alimentação exógena durante o processo 
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de gametogénese (Hassan et al., 2018). Em moluscos, as atividades metabólicas sazonais 

resultam de interações complexas entre a disponibilidade de alimento, as condições 

ambientais, o crescimento e a reprodução (Gabbott, 1983). Em geral, os bivalves 

marinhos apresentam ciclos bioquímicos sazonais que estão intimamente relacionados 

com a atividade reprodutiva (Joaquim et al., 2023; Machado et al., 2018; Ojea et al., 

2004). 

Por norma, a energia é armazenada antes da gametogénese, quando o alimento é 

abundante, na forma de glicogénio, lípidos e proteínas (Albentosa et al., 2007; Ojea et al., 

2004), principalmente no manto e na glândula digestiva (Martínez-Pita et al., 2012). 

Os lípidos são as biomoléculas mais influenciadas pelo ciclo reprodutivo anual 

devido à sua relação com a maturação gonadal (Aníbal et al., 2011) e, devido às suas 

grandes contribuições calóricas por unidade estrutural, representando uma proporção 

maior nas reservas de energia dos bivalves (Matias et al., 2013; Ojea et al., 2004b). 

Geralmente são usados como fonte de energia durante a gametogénese (Beukema & De 

Bruin, 1977), e constituem a principal reserva nutricional nos ovos e larvas, além de 

condicionarem a sua viabilidade (Delgado et al., 2004; Helm et al., 1973). Os níveis 

máximos de lípidos ocorrem principalmente no período pré-desova (Camacho et al., 

2003). As proteínas são utilizadas principalmente em funções estruturais e representam 

uma reserva energética em bivalves adultos, particularmente durante a gametogénese e 

em situações de baixos níveis de glicogénio ou equilíbrio energético severo (Beninger & 

Lucas, 1984). Os hidratos de carbono constituem uma das reservas bioenergéticas mais 

importantes em moluscos bivalves e, devido à sua hidrossolubilidade, estão disponíveis 

para uso imediato, sendo o glicogénio o principal componente para fornecer as 

necessidades energéticas no ciclo reprodutivo (Matias et al., 2013). As variações no teor 

de hidratos de carbono mostram uma relação inversa no estado de maturação das gónadas 

(Camacho et al., 2003). 

 

1.2 Técnicas de amostragem não letais 
 

Em aquacultura de bivalves, em determinados procedimentos, como por exemplo, 

a implementação de um programa de melhoramento de espécies, é importante monitorizar 

a maturação sexual dos reprodutores para determinar o melhor momento para induzir 
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eventos de desova para a produção de sementes. Além disso, poderá ser útil saber 

antecipadamente o sexo dos indivíduos e ainda retirar amostras de tecido para posterior 

análise.  

A observação do órgão reprodutor, a determinação do sexo e a amostragem do 

tecido são, em geral, invasivas e podem ser letais. Os bivalves fecham firmemente as 

valvas não sendo possível proceder à inspeção e amostragem, sem que seja necessário 

forçar a abertura da concha e sacrificar o indivíduo. Foram desenvolvidas técnicas que 

permitem a observação de forma não invasiva, nomeadamente o uso de ressonância 

magnética, que permite a visualização de tecidos moles. Contudo essas técnicas são muito 

dispendiosas, difíceis de implementar em campo e não permitem a recolha de amostras 

(Hintz et al., 2017). 

A anestesia é amplamente utilizada em aquacultura para facilitar biópsias de tecidos e 

para estudos de gametogénese (Suquet et al., 2009). A administração de doses de 

compostos anestésicos tem um baixo custo e é eficaz em permitir o acesso físico às 

estruturas internas de uma ampla gama de moluscos, como gastrópodes que inclui 

espécies do género Haliotis, mas também cefalópodes (Octopus vulgaris, Sepia 

officialis), bivalves como ostras (Pinctada maxima, Ostrea edulis), vieiras (Pecten 

fumatus) e amêijoas gigantes (Tridacna sp.) (Lewbart & Mosley, 2012). Dois anestésicos 

comumente administrados são o cloreto de magnésio (MgCl2) e o AQUI-S® (uma 

formulação que contém isoeugenol como composto ativo), que são conhecidos pela sua 

facilidade de uso com baixa mortalidade em espécies marinhas (Lellis et al., 2000). 

Contudo, a dose ideal e o tempo de imersão são bastante variáveis entre espécies (Alipia 

et al., 2014). A ação anestésica do MgCl2 é atribuída aos iões de magnésio (Mg2+) que 

servem como bloqueadores dos canais de cálcio, impedindo que os iões cálcio (Ca2+) 

entrem nas células. Consequentemente, a concentração intracelular de Ca2+ é mantida 

abaixo do limiar necessário para iniciar a libertação de acetilcolina, que não transmite um 

potencial de ação. O bloqueio dos canais de cálcio força o acoplamento excitação-

contração no músculo adutor a falhar, impedindo a contração muscular e mantendo as 

valvas abertas (Azizan et al., 2021). A ação anestésica do isoeugenol (4-propenil-2-

metoxifenol), é atribuída pela regulação do complexo recetor de ácido gama-

aminobutírico (GABA), o principal neurotransmissor inibitório no sistema nervoso 

central (Souza et al., 2019).  
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Objetivo 

O presente estudo tem como objetivo principal contribuir para a melhoria do 

método de cultivo em maternidade comercial de espécies autótones europeias como 

Ruditapes decussatus, especialmente durante a importante fase de acondicionamento. 

Para isso, numa primeira fase avaliou-se o efeito de um substrato arenoso no 

acondicionamento de reprodutores de R. decussatus, e, numa segunda fase, realizou-se 

um ensaio com o objetivo de desenvolver um método não letal que permita avaliar o 

estádio de desenvolvimento da gónada durante o acondicionamento, o sexo, assim como 

recolher amostras de tecido para posterior análise em laboratório. Este método foi 

igualmente testado em amêijoas da espécie Venerupis corrugata. 
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2 Materiais e Métodos 
	

2.1 Recolha dos animais e aclimatação 
 

Cerca de 332 reprodutores de R. decussatus provenientes de três locais distintos - 

Óbidos, Algarve e Galiza -, em percentagens de 22%, 42% e 36%, respetivamente, foram 

aclimatados no Centro Biomarinho da Oceano Fresco (OF) localizado na Nazaré 

(Portugal). Os reprodutores entraram na maternidade em diferentes datas, sendo que os 

indivíduos de Óbidos iniciaram a aclimatação em janeiro de 2023 e os do Algarve e Galiza 

em fevereiro do mesmo ano. Considerando como referência a temperatura da água no 

meio natural, foi feito um incremento diário de 0,1°C até ser atingida a temperatura de 

acondicionamento de 19°C, com o auxílio de um refrigerador portátil (TECO, TK100, 

SEACHILL). Após o processo de aclimatação, os animais foram mantidos na 

maternidade até ao início dos ensaios, sendo posteriormente transportados até às 

instalações do Biotério do Edifício Cetemares - MARE – Politécnico de Leiria (Peniche, 

Portugal), em seco, refrigerados (±10ºC) durante cerca de 1 hora, em sacos de rede bem 

apertados, dentro de um caixa térmica com placas de gelo e cobertos com panos húmidos. 

 

2.2 Desenho experimental – acondicionamento dos reprodutores 
	

O ensaio de acondicionamento dos reprodutores decorreu nas instalações do 

Biotério do Edifício Cetemares – MARE – Politécnico de Leiria (Peniche, Portugal), e 

teve início a 15 de março de 2023. As amêijoas foram acondicionadas durante 73 dias. 

Os animais foram aleatoriamente divididos em 2 tratamentos - com substrato (A) e sem 

substrato (B) em 4 tanques (duas réplicas por tratamento) (Figura 2), a uma densidade de 

7 kg/ m². Os tanques que continham o substrato apresentavam 4 centímetros de areia e 4 

centímetros de coluna de água. Os tanques sem substrato tinham um volume de 25L de 

água e os animais estavam dentro de um cesto de rede. Os 4 tanques estavam montados 

num sistema que era abastecido com água salgada através de uma bomba que estava num 

reservatório de 1 000L, sendo o seu volume reposto diariamente com água salgada do 

furo que abastece o edifício Cetemares, a temperatura foi ajustada para a temperatura de 
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acondicionamento com o auxílio de um refrigerador portátil (HC2200A-HAILEA) 

(temperatura média=19,51±0,27ºC; salinidade= 32,38±0,35 ppt). Cada um dos tanques 

foi adaptado para ter uma saída de água na zona superior do mesmo, de forma a evitar 

que a areia saísse. O substrato utilizado para o ensaio teve origem na Praia do Sul, Nazaré 

(Portugal), e antes da sua utilização foi previamente lavado com água doce e colocado 

nos tanques com o sistema a funcionar em circuito aberto.  

O ensaio decorreu num sistema aberto, cujo fluxo de água variava entre os 

tratamentos, tendo sido definido 5L/ hora e 10L/ hora, para os tanques com areia e sem 

areia, respetivamente. Estes fluxos foram ajustados para que houvesse uma taxa total de 

renovação da água superior a 90 min (Helm et al., 2004). Os tanques tinham arejamento 

contínuo. A dieta das amêijoas foi de 3% do peso seco, sendo alimentadas ao longo de 24 

horas, com intervalos de 15 minutos programados com um temporizador. Este estava 

ligado a uma bomba submersível, dentro de um tanque cilindrocónico de 40L de 

capacidade, onde a dieta (Secção 2.4) a fornecer era colocada diariamente. 

 

	

Figura 2- Fotografia do setup utilizado para o ensaio de acondicionamento dos reprodutores de R. 
decussatus.  

 

2.3 Rotinas diárias 
	

As rotinas diárias tinham início com a verificação e registo de ocorrência de 

mortalidade nos tanques. A limpeza dos tanques, em ambos os tratamentos, foi realizada 
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3 vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira). Para o tratamento sem areia, a limpeza 

consistiu em retirar o cesto com os animais e depois lavar os tanques com sabão neutro e 

enxaguar com água salgada. Para o tratamento com areia, efetuou-se uma sifonagem 

superficial do substrato, e 1 vez por semana (segunda-feira) o substrato foi remexido 

levemente para soltar as partículas em suspensão e aumentou-se um pouco o fluxo de 

água durante 10 minutos para que as partículas saíssem. Diariamente, a salinidade, o pH 

e a temperatura foram medidos com uma sonda multiparamétrica (YSI Professional 

series). Por fim, o tanque de alimentação de microalgas foi reabastecido com a quantidade 

diária necessária (Secção 2.4.). Três vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira) 

procedeu-se à limpeza do tanque cilindrocónico onde foi colocada a mistura de 

microalgas. 

 

2.4  Cultivo de microalgas  
	

Microalgas das espécies Tisochrysis galbana clone (T-ISO), Chaetoceros 

gracilis, Diacronema lutheri, Tetraselmis suecica e Isochrysis galbana cedidas pela OF 

foram cultivadas em carboys (10L) com água do mar (salinidade 33±0,5 ppt), filtrada 

(1µm), tratada com UV e com hipoclorito de sódio (1mL/L) sendo este neutralizado após 

24 horas, com tiossulfato de sódio (1mL/L). A água foi enriquecida com 1 mL/L de 

nutrientes (Nutribloom plus, NUTRIBLOOM®, Necton) e, no caso da diatomácea foram 

adicionados silicatos (Silicates Solution, NUTRIBLOOM®, Necton). As microalgas 

foram cultivadas a uma temperatura de 19±1°C, com fotoperíodo de 14 h luz: 10h escuro, 

aeração contínua. O stock de cada espécie de microalga foi mantido em balões com 

volume de 6L. As microalgas foram colhidas diariamente na fase de crescimento 

exponencial mantendo um cultivo contínuo. As densidades das microalgas foram 

determinadas semanalmente por contagens na câmara de Neubauer. As percentagens de 

cada espécie de microalga que compunha a dieta foram de 40% C. gracilis, 15% D. 

lutheri, 15% T-ISO, 15% T. suecica e 15% I. galbana.  
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2.5  Plano de amostragem e análises 
	

A Tabela 2 é representativa do plano de amostragem ao longo do ensaio, onde foram 

considerados 3 tempos de amostragem (T0, T1, T2), assim como as análises realizadas 

(representadas por um ‘x’). Na primeira amostragem, quando o ensaio iniciou (T0), foram 

analisados 30 indivíduos; posteriormente em T1 (41 dias de acondicionamento) e em T2 

(73 dias de acondicionamento), foram analisados 20 indivíduos.  

	

 

Tabela 2- Tabela representativa do plano de amostragens ao longo do ensaio. 

Parâmetros avaliados 

T0: início do 
acondicionamento 

(15/03/2023) 

T1: 41 dias de 
acondicionamento 

(24/04/2023) 

T2: 73 dias de 
acondicionamento 

(26/05/2023) 

Dados biométricos X X X 

Infeção por Perkinsus X   

Avaliação do estado 

de maturação a fresco  X X 

Índice de condição X X X 

Análise bioquímica X X X 

Análise histológica X X X 

Índice gonadal X X X 

 

	

2.5.1 Recolha de dados biométricos 
	

A recolha de dados biométricos foi realizada em todos os tempos de amostragem 

(T0 n=30; T1 n=20, T2 n=20). Nesta análise, os indivíduos foram pesados numa balança 

analítica (Haus, Pioneer) para o registo do peso total (g), peso da concha (g) e peso da 
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carne (g). Foram ainda feitas medições com uma craveira da largura (mm), comprimento 

(mm) e espessura (mm) em cada amêijoa. 

 

2.5.2 Avaliação de infeção por Perkinsus sp. por RFTM 
	

Para a preparação dos tubos com Ray’s Fluid Thioglycolate Medium (RFTM), 

dissolveu-se 29,75 g meio tioglicolato (OXOID), em água destilada, adicionando-se 20 g 

cloreto de sódio (NaCl) (PanReac AppliChem), agitou-se e aqueceu-se até ferver. Em 

seguida, adicionou-se 0,05g de cloranfenicol (ACRÓS ORGANICS) (previamente 

dissolvido em água destilada) e agitou-se novamente. Colocou-se 9,5 mL de FTM em 

cada tudo, autoclavou-se os tubos a 120 ºC durante 20 minutos e foram guardados no 

escuro até serem usados. 

Para a semi-quantificação de Perkinsus colocou-se uma hemibrânquia no tubo 

com FTM e adicionou-se 0,5 de solução de Nistatina (>4400 U/mg) (MEMD Millipore 

Corp., USA), sem agitar o tubo. Após 5 dias de incubação, no escuro, a 25º C foi 

preparada uma lâmina com uma gota de solução de Lugol e colocada a hemibrânquia. 

Após 15 min observou-se ao microscópio ótico (Optika, B-192). Para a semi-

quantificação da intensidade da infeção de Perkinsus utilizou-se o Índice de Ray (Ray, 

1966), (Tabela 3). 

 

Tabela 3- Índice de Ray para a semi-quantificação da intensidade da infeção por Perkinsus (Ray, 1966). 

Escala de 
intensidade da 

infeção 
Descrição 

0 Ausência de parasita: 0 células na preparação microscópica. 

1 
Infeção muito ligeira: De 1-10 células em toda a preparação 
microscópica. 

2 Infeção ligeira: Em 10 campos microscópicos randomizados (4x), 
pelo menos 1 célula/campo microscópico é observado  

3 Infeção moderada: Em 10 campos microscópicos randomizados 
(10x), pelo menos 10 células/campo microscópico são observados  
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2.5.3  Avaliação do estado de maturação em fresco 
	

Para a avaliação do estado de maturação em fresco, foram selecionadas 20 

amêijoas (T1 e T2), às quais também foi feita a análise biométrica e a identificação do 

sexo (Tabela 4). 

Tabela 4- Descrição de cada nível de maturação avaliado a fresco (Escala de avaliação fornecida pela OF) 

Nível de 
Maturação Descrição 

Estádio Denominação Aparência macroscópica Esfregaço a 
fresco 

0 Repouso 
Massa visceral plana, esbranquiçada 

e transparente (observam-se os 
intestinos) 

Ausência de 
gâmetas 

1 
Desenvolvimento 

precoce Massa visceral continua pequena 
Gâmetas 

começam a 
aparecer 

2 
Desenvolvimento 

tardio 
Tamanho da gónada começa a 

aumentar 

Gâmetas 
começam a ser 

mais abundantes 

3 Maduro a desovar 
A gónada atinge o seu 

desenvolvimento máximo ocupa a 
maior parte da massa visceral 

Abundância de 
gâmetas 

4 Pós desova Gónada em regressão e flácida Gâmetas 
residuais 

	

	

2.5.4  Índice de condição 
 

O índice de condição (IC) foi calculado em todas as amostragens usando 10 

indivíduos de cada tratamento (com e sem areia). Para cada amostra, o corpo mole foi 

separado da concha e ambos foram colocados na estufa a 80ºC e pesados após 24h. Em 

4 
Infeção intensiva: Em 10 campos microscópicos randomizados 
(10x), pelo menos 50 células/campo microscópico são observados  

5 Infeção muito intensiva: Em 10 campos microscópicos 
randomizados (40x), pelo menos 25 células/campo microscópico são 
observados  
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seguida, o corpo mole foi colocado na mufla a 450ºC durante 24h e novamente pesado 

para a quantificação das cinzas. 

O índice de condição das amêijoas foi calculado conforme descrito e adaptado de 

Walne & Mann (1975): 

IC=
$Peso seco da carne (g)-Peso cinzas(g)'

Peso da concha seca (g) ×100 

 
 
 
2.5.5 Análise bioquímica 
 

Para a análise bioquímica de proteínas, glicogénio e lípidos totais utilizaram-se 10 

indivíduos recolhidos aleatoriamente em cada tempo de amostragem (T0, T1 e T2). A 

parte edível das amêijoas foi retirada, colocada em tubos e mantida a -20°C até a 

realização das análises. Depois de descongeladas procedeu-se à sua homogeneização, 

com um homogeneizador (IKA T18 digital Ultra Turrax, Scansci), mantendo as amostras 

em gelo, para evitar a sua deterioração.  

As proteínas foram determinadas através do método de Lowry modificado (Shakir 

et al., 1994). Para o padrão das proteínas foi utilizada uma solução de albumina bovina 

(1mg/mL) com NaOH (N/100) em diferentes concentrações e colocada em tubos de 

ensaio até um volume final de 300mL. Foi ainda adicionada a cada um desses tubos 1mL 

da solução alcalina de sulfato de cobre que continha 185mM Na2CO3, 98,1mM NaOH, 

0,39mM CuSO4 × 5 H2O e 0,7 mM KNaC4H4O6 × 4 H2O. Posteriormente, foi incubado 

a 37ºC durante 3 minutos. Após essa incubação, foi adicionado 0,1 mL de reagente Folin-

Calciteau (diluído 1:1 v/v com H2O) agitado no vórtex e novamente incubado. A 

absorvância foi lida a 750 nm. O teor do glicogénio foi determinado a partir do 

homogeneizado seco a 80°C durante 24 horas ao qual se adicionou 500 mL de KOH a 

33% e levando-se à ebulição durante 15 minutos. Depois de arrefecer, adicionou-se 

25 mL de Na2SO4 saturado e levou-se ao vórtex. Juntou-se 1 mL de etanol e deixou-se 

precipitar durante 30 minutos a 4ºC. O precipitado foi dissolvido em 250 mL de água 

destilada e 500 mL de etanol. Depois de centrifugar durante 10 minutos a 300 r.p.m (rotor 

F-45-30-11), decantou-se o sobrenadante e redissolveu-se o precipitado em 200 mL de 
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água destilada. Por fim, adicionou-se 1,5 mL de solução de antrona aos padrões, aos 

brancos e às amostras e colocou-se em banho de água a 90ºC durante 20 minutos. Depois 

desse tempo, deixou-se arrefecer e a leitura foi feita no espetrofotómetro a 620 nm (Viles 

& Silverman, 1949). Os lípidos totais foram extraídos a partir do homogeneizado, 

utilizando o reagente clorofórmio/metanol (Folch et al., 1957). Os lípidos usados como 

padrão foram preparados a partir de colesterol standard, 10 mg em 100 mL de 

clorofórmio/metanol (2:1). A cada amostra foi adicionado 200 mL de NaCl (0,7%) e para 

remover o solvente das amostras, foram colocadas em banho-maria a 80ºC durante 30 

minutos. Depois de arrefecer, foi adicionado 1 mL de H2SO4 e foram estimados por 

espetrometria, após carbonizar com ácido sulfúrico concentrado, depois de adicionar 1,5 

mL de água destilada e levar ao vórtex (Marsh & Weinstein, 1966). As amostras foram 

realizadas em duplicado e os valores das leituras obtidos no espetrofotómetro a 450 nm 

(Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer). O teor calórico de proteínas, lípidos e 

glicogénio nos tecidos foi calculado utilizando os fatores 17.9 KJ g-1 (Beukema & Bruin, 

1979), 33 KJ g-1 (Beninger & Lucas, 1984) e 17,2 KJ g-1 (Paine, 1971), respetivamente. 

Os resultados da composição bioquímica foram determinados a partir da média, em 

duplicado e expressos em peso seco livre de cinzas (μg-1 mg-1 PSLC). 

 

2.5.6 Análise histológica 
	

Dos organismos recolhidos para as amostragens, 10 de cada tratamento, foram 

utilizados para a análise histológica. A massa visceral foi separada dos sifões e das 

brânquias e foi fixada em solução de Davidson durante 48 horas, tendo sido 

posteriormente transferida para álcool etílico a 70% até ao processamento. Para o 

processamento, as amostras foram colocadas num processador de tecidos (Leica TP1020) 

para desidratação, clarificação e impregnação de parafina nos tecidos e posteriormente 

incluídas em blocos de parafina. Foram cortadas em secções finas (6-8µm) no micrómetro 

(accu-cut® SEM SaKURA), colocadas em lâminas que foram coradas com hematoxilina 

e eosina. As preparações histológicas foram examinadas num microscópio ótico (Leica 

DM 2000 LED) e fotografadas (Leica HC 170 HD). A cada indivíduo foi atribuído um 

estádio que representa o seu estado de maturação gonadal, descrito por Delgado & Pérez-

Camacho (2005) e adaptado por Matias et al. (2013) (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Escala reprodutiva para R. decussatus de acordo com Delgado & Pérez-Camacho (2005) e 
adaptada por Matias et al. (2013).  

	

Estádio Descrição histológica 

Repouso sexual 

(Fase I) 

Os folículos gonadais estão ausentes e o tecido muscular e conetivo 
ocupa toda a zona da glândula digestiva ao pé. Não há evidências de 
desenvolvimento gonadal e não é possível a determinação do sexo. 

Inicio da gametogénese 

(Fase II) 

Folículos e acini gonadal começam a aparecer em fêmeas e machos, 
respetivamente. Aumentam de tamanho e aparecem cobertos em oócitos 
na fase de crescimento nas fêmeas e com gâmetas imaturos 
(espermatogónia e espermatócitos) nos machos. 

Gametogénese avançada 

(Fase III) 

Os folículos ocupam uma grande parte da massa visceral. A presença de 
tecido muscular e conjuntivo é reduzida. No fim deste estádio, 
caracterizado pelo crescimento celular intenso nas fêmeas, o oócito 
projeta-se de centro do lúmen, permanecendo preso, através do 
pedúnculo. A abundância de oócitos livres é igual aos que se encontram 
unidos à parede do folículo. Nos machos, a maioria dos acini encontra-se 
cheia de espermatídios e espermatozoides. 

Maduro 

(Fase IV) 

Corresponde à maturidade, da maioria dos gâmetas. Nos oócitos maduros 
ocorre a rutura do pedúnculo, e consequentemente, os oócitos, ocupam o 
interior folicular. Nos machos, os acini gonadais contêm principalmente 
espermatozoides 

Desova parcial 

(Fase V) 

Os gâmetas são libertados. Dependendo do grau de desova, os folículos 
estão mais ou menos vazios. As paredes do folículo estão rebentadas. 
Existem muitos espaços vazios entre e dentro dos folículos. 

Desova 

(Fase VI) 

Tecido conjuntivo interfolicular abundante. Resíduos ocasionais de 
espermatozoides ou oócitos reenviados. 

	
	

O índice gonadal (IG) foi calculado em todas as amostragens usando o método 

proposto por Seed (1976). Para cada uma das fases foi atribuída uma classificação 

numérica da seguinte forma: repouso sexual =0, início da gametogénese =3, 

gametogénese avançada =4, maduro =5, desova parcial =2 e desova =1.   

IG=
(∑ Ind. cada estágio*Classificação da fase)

Total ind. por amostragem  
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2.6 Método para recolha de amostras biológicas em Ruditapes decusssatus e 
Venerupis corrugata 

	

2.6.1 Determinar o tempo para anestesiar R. decussatus e V. corrugata 
 

Inicialmente (ensaio 1) foi crucial para determinar o tempo necessário para anestesiar as 

duas espécies com a mesma concentração de anestésico (MgCl2), bem como avaliar a 

mortalidade. Na fase seguinte (ensaio 2) pode-se ampliar ou reduzir a concentração de 

anestésico de forma a reduzir o tempo de indução, a permitir a recolha de amostras e que 

limitar a mortalidade subsequente.		

Para o ensaio 1 – determinação do tempo para anestesiar - foram utilizados 60 

indivíduos de cada espécie. Destes, 30 indivíduos de R. decussatus e 30 de V. corrugata 

foram expostos ao anestésico cloreto de magnésio (MgCl2·6H2O; LabChem) com uma 

concentração de 50g/L (Suquet et al., 2009). O grupo controlo, foi preparado com 30 

indivíduos de cada espécie que não foram expostos ao anestésico, mas que foram 

colocados nas mesmas condições e tiveram a mesma manipulação. Os indivíduos foram 

colocados em recipientes de 2 litros em triplicados, com 10 amêijoas, cada (Figura 3). A 

cada hora, o número de amêijoas anestesiadas foi avaliado para determinar a percentagem 

de indivíduos anestesiados. Considerou-se que estavam anestesiadas quando, após 3 

pressões suaves sucessivas nas valvas, não ocorreu o fecho das mesmas. A exposição ao 

anestésico terminou quando 80% das amêijoas foram anestesiadas ou ao fim de 12 horas 

de exposição. As amêijoas anestesiadas foram devolvidas ao tanque de recuperação com 

água limpa. A sobrevivência foi monitorizada e registada diariamente, durante 1 semana 

após a exposição ao anestésico. 
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2.6.2 Determinar a dose ideal para anestesiar R. decussatus e V. corrugata 
	

Para o ensaio 2 – determinação da dose ideal para anestesiar - foram utilizados 120 

indivíduos de cada espécie para testar 3 concentrações de anestésico, tendo em conta os 

resultados obtidos no ensaio 1. Para R. decussatus, as doses utilizadas foram: 50g/L, 

55g/L e 60 g/L. Para V. corrugata, as doses utilizadas foram 15g/L, 25g/L e 50g/L. As 

condições experimentais foram as mesmas do primeiro ensaio. Paralelamente, havia um 

grupo controlo (em triplicado) para cada uma das espécies. Adicionalmente, aos 15 

indivíduos que anestesiaram mais rapidamente, foi realizada uma biópsia para a 

amostragem de gónada para a determinação do sexo. A sobrevivência foi monitorizada 

diariamente, durante 1 semana após a exposição ao anestésico. 

 

2.7 Análise estatística 
	

Os resultados são expressos em média ± desvio padrão (DP). Para os dados relativos 

à bioquímica, índice de condição e índice gonadal foi realizada a análise de variância 

ANOVA unilateral ou teste não paramétrico de Kruskall-Wallis nas classificações, 

sempre que os pressupostos da ANOVA falharam, ou seja, normalidade dos dados e 

Figura 3 - Fotografia do setup do ensaio da anestesia com R. decussatus e V. corrugata. 
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homogeneidade de variâncias. O coeficiente de correlação de Pearson foi usado para 

determinar o grau de associação entre parâmetros (índice de condição, índice gonadal 

proteínas, glicogénio, lípidos totais). Os resultados foram considerados significativos com 

valor de p-value < 0,05. Toda a análise estatística foi realizada com IBM SPSS Statistics 

(version 28.0.0.0 190).
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3 Resultados 

3.1 Acondicionamento dos reprodutores 
	

3.1.1 Dados biométricos  
	

Os dados biométricos recolhidos em todos os tempos de amostragem (T0- 0 dias, 

T1- 41 dias e T2-73 dias) estão apresentados na Tabela 6. O comprimento das amêijoas 

variou entre 38,31±3,50mm e 38,19±2,23mm. Para a largura dos indivíduos, os valores 

obtidos foram de 26,19±2,48 até 26,24±1,56mm. A espessura também foi um dado 

biométrico recolhido com valores que oscilaram de 16,53±2,01mm a 16,58±1,55mm. O 

peso total de cada um dos indivíduos foi de 17,67±4,60g, até 17,76±3,86g. O peso da 

concha revelou valores de 9,58±1,34g até 9,58±1,34g; por último, o peso da víscera 

variou entre 4,40±1,20g e 4,41±0,80g. 

 

Tabela 6 - Dados biométricos (média ±DP) recolhidos nos vários tempos de amostragem (T0: n=30; T1: 
n=20; T2: n=20). 

Amostragem Comprimento 
(mm)  

Largura (mm)   Espessura (mm)   Peso total 
(g)   

Peso da 
concha (g)   

Peso da 
víscera (g)   

T0  38,31±3,50  26,19±2,48  16,53±2,01  17,67±4,60  9,58±2,49  4,40±1,20  

T1  38,29±4,51  26,23±2,55  16,58±1,55  17,76±3,86  9,63±2,06  4,41±0,80  

T2  38,19±2,23  26,24±1,56  16,53±1,32  17,69±2,53  9,58±1,34  4,39±0,84  

 

 

3.1.2 Avaliação semi-quantitativa de infeção por Perkinsus sp. 
	

Os indivíduos analisados apresentavam origens geográficas distintas: Algarve 

(AL), Galiza (GA) e Óbidos (OB). As amêijoas mostraram valores variáveis de 

intensidade de infeção em todas as origens (Tabela 7): 30% apresentaram ausência do 

parasita, 30% infeção muito ligeira, 30% infeção ligeira e apenas 10% indicou infeção 

muito intensa (Figura 4). 
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Tabela 7- Avaliação da infeção por Perkinsus utilizando RFTM de acordo com a escala de Ray (Ray, 1966) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3 Avaliação do estado de maturação em fresco 

A avaliação do estado de maturação a fresco foi realizada nas amostragens T1 e 

T2 para machos e fêmeas, sendo possível observar algumas diferenças entre tratamentos. 

Em T1, no tratamento com areia (Figura 5- T1-A) é possível verificar que 10% dos 

indivíduos se encontravam no estádio 1 (Desenvolvimento precoce), 10% no estádio 2 

(Desenvolvimento tardio), e 10% no estádio 4 (Pós-desova), sendo que os restantes 30% 

Origem Escala de intensidade 
da infeção 

Descrição 

AL 2 Infeção ligeira 

AL 2 Infeção ligeira 

AL 1 Infeção muito ligeira 

AL 1 Infeção muito ligeira 

GA 0 Ausência de parasita 

GA 5 Infeção muito intensa 

GA 2 Infeção ligeira 

GA 0 Ausência de parasita 

OB 0 Ausência de parasita  

OB 1 Infeção muito ligeira 

A

Estádio  1
Estádio  2
Estádio  3
Estádio  4

C

Estádio 2

Estádio 3

B

Estádio  1

Estádio  2

D

Estádio 2

Figura 4-Fotografia de brânquia de um indivíduo R. decussatus, da Galiza, com um nível 
de infeção muito intenso (5) (ampliação 40x). 



____________________________________________________________________________________
Resultados 

 
 

 
	

25 

se encontravam no estádio 3 (Maduro). Para o tratamento sem areia (Figura 5- T1-B), 

observou-se apenas 2 estádios, 90% dos indivíduos estavam no estádio 3 (Maduro) e 10% 

no estádio 2 (Desenvolvimento tardio). Na amostragem (T2), para o tratamento sem areia 

(Figura 5-T2-C) comparativamente com T1, observa-se um aumento da percentagem de 

indivíduos no estádio 3 (90%) e apenas 10% no estádio 2. No tratamento sem areia 

(Figura 5Figura 5-T2-D), as amêijoas apresentaram um maior desenvolvimento gonadal 

encontrando-se a totalidade dos indivíduos no estádio 3 (Maduro). 

 

 

 

 

 

 

 

 

	

	

	

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Avaliação do estado de maturação a fresco em Ruditapes decussatus em 2 tempos de 
amostragem durante o acondicionamento (T1- 41 dias, T2- 73 dias), (n=20) e (A- T1: Com areia) 
(B- T1: Sem areia) (C- T2: Com areia) (D- T2: Sem areia) (Estádio 1- Desenvolvimento precoce; 
Estádio 2- Desenvolvimento tardio; Estádio 3- Maduro; Estádio 4- Pós-desova). 

A- Com areia

Estádio 1
Estádio 2
Estádio 3
Estádio 4

C- Com areia

Estádio 2
Estádio 3

B-Sem areia

Estádio 1

Estádio 2

T1- 41 dias 

T2- 73 dias 

D- Sem areia

Estádio 3
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A mortalidade durante o acondicionamento mostrou uma tendência idêntica para os 

dois tratamentos, tendo-se, no entanto, verificado uma mortalidade ligeiramente mais 

elevada no tratamento com areia (59%) do que no tratamento sem areia (56%) (Figura 6). 

As diferenças da mortalidade entre tratamentos ao longo do ensaio também foram 

registadas (Figura 6)  no tratamento com areia entre T0 e T1 foi de 56,6 % e no tratamento 

sem areia foi de 48,2 %, já entre T1 e T2 a mortalidade baixou, registando o valor de 2,4 

% para o tratamento com areia e 7,8 % no tratamento sem areia. 

	

Figura 6 - Mortalidade cumulativa expressa em % de indivíduos, ocorrida durante o período de 
acondicionamento (com e areia e sem areia) (T1- 41 dias e T2 -73 dias). 

	
3.1.4 Índice de condição  

	

O valor do índice de condição (IC) registado para o início do ensaio (T0) foi de 7,45±1,49. 

Durante o período de acondicionamento, os valores do IC para T1 e T2 no tratamento 

com areia foram menores variando entre 6,52±1,96 e 6,78±2,17, respetivamente. Para o 

tratamento Sem areia, o IC revelou valores superiores que variaram de 7,69±1,90 para T1 

e 7,83±1,53 para T2. A análise estatística realizada mostrou não haver diferenças 

estatisticamente significativas, (p-value <0,05) (Figura 7). 
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Figura 7 - Índice de condição (média±DP, n=10) em reprodutores Ruditapes decussatus acondicionados 
com 2 condições: Com areia e Sem areia, em 3 tempos de amostragem (T0- ínicio, T1- 41 dias e T2- 73 
dias), (p-value<0,05). 

 

	
3.1.5 Análise bioquímica   
 

Em relação à composição bioquímica, os reprodutores apresentaram maior teor em 

proteínas, sendo o componente de tecido seco maioritário das amêijoas, seguido pelos 

lípidos totais e glicogénio.  
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Figura 8 -Teores de proteína (média±DP, n=10) em reprodutores de Ruditapes decussatus acondicionados 
com e sem areia em 3 tempos de amostragem (T0- inicio, T1- 41 dias e T2- 73 dias) Os valores são expressos 
em μg mg-1 de PSLC. Diferentes letras representam diferenças estatisticamente significativas (p-value 
<0,05).  

	

O teor de proteínas variou entre 172,73±35,20 μg mg
-1

de PSLC obtido em (T0) e 

698,70±46,09 μg mg
-1 PSLC observado em T2 no tratamento sem areia (Figura 8). 

Quando comparados os dois tratamentos, com e sem areia, nos diferentes tempos de 

amostragem, verifica-se a existência de diferenças estatisticamente significativas 

(Kruskal-Wallis, p-value <0,05). O valor de proteínas em T1, no tratamento com areia, 

apresentou um valor mais elevado de 245,98±44,39 μg mg
-1 PSLC quando comparado 

com o tratamento sem areia (172,73±49,53 μg mg
-1 PSLC). Pelo contrário, em T2, o 

maior teor de proteínas, significativamente diferente, observou-se no tratamento sem 

areia.  
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Figura 9 - Teores de glicogénio (média±DP, n=10) em reprodutores de Ruditapes decussatus 
acondicionados Com e Sem areia em 3 tempos de amostragem (T0- inicio, T1- 41 dias e T2- 73 dias) Os 
valores foram expressos em μg mg-1 de PSLC. Diferentes letras representam diferenças estatisticamente 
significativas (p-value <0,05). 

	

Para o teor de glicogénio, o valor significativamente mais elevado observou-se em T0 

(38,59±18,22 μg mg
-1 PSLC) e o mais baixo em T1 no tratamento com areia (11,26±2,38 

μg mg
-1 PSLC) (Figura 9). O valor de glicogénio obtido, mostrou valores superiores no 

tratamento sem areia quer em T1 como em T2. Observam-se diferenças estatisticamente 

significativas em T2, quando comparados os dois tratamentos (Kruskal-Wallis, p-value < 

0,05).  
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Figura 10 - Teores de lípidos (média±DP, n=10) em reprodutores de Ruditapes decussatus acondicionados 
com e sem areia em 3 tempos de amostragem (T0- inicio, T1- 41 dias e T2- 73 dias) Os valores foram 
expressos em μg mg-1 de PSLC. Diferentes letras representam diferenças estatisticamente significativas (p-
value <0,05).	

 

Os níveis do teor de lípidos totais variaram entre 73,54±17,15 μg mg
-1 PSLC em T1, no 

tratamento sem areia e 108,58±18,92 μg mg
-1 PSLC em T2 sem areia (Figura 10). O valor 

obtido em T2 para o tratamento sem areia mostrou ser significativamente maior (Kruskal-

Wallis, p-value < 0,05) que nos outros tratamentos nos vários tempos de amostragem. 

 

3.1.6 Análise histológica 
	

Os resultados da análise histológica estão apresentados nas Figura 11 e Figura 12. 

Foi possível verificar que houve diferenças entre fêmeas e machos durante o 

acondicionamento nos dois tratamentos, sendo que as fêmeas apresentaram 4 fases 

diferentes de desenvolvimento gonadal, - Fase III- Gametogénese avançada (Figura 13-

A), Fase IV- Maduro (Figura 13-B), Fase V- Desova parcial (Figura 13-C) e Fase VI- Pós 

desova (Figura 13-D) -, enquanto nos machos apenas se distinguiram 2 fases - Fase III- 

gametogénese avançada (Figura 14-A) e Fase IV- Maduro (Figura 14-B). A percentagem 

total de fêmeas e machos analisados foi diferente, sendo 56% fêmeas e 44% machos, ou 
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seja, para cada tempo de amostragem (T0, T1 e T2) a proporção de machos em relação 

às fêmeas foi de T0: 3/10, T1:7/20 e para T2: 12/20. 

 
	

Figura 11 -Percentagem do desenvolvimento gonadal de reprodutores fêmea de Ruditapes decussatus por 
tratamento (com areia e sem areia) em cada tempo de amostragem (T0 inicio, T1- 41 dias, T2- 73 dias), 
(Fase III- gametogénese avançada, Fase IV- Maduro e Fase V- Desova parcial). 

 

Figura 12-Percentagem	do desenvolvimento gonadal de reprodutores macho de Ruditapes decussatus por 
tratamento (com areia e sem areia) em cada tempo de amostragem (T0- inicio, T1- 41 dias, T2- 73 dias). 
(Fase III- gametogénese avançada e Fase IV- Maduro). 

	

No início do acondicionamento (T0), 57,14% das fêmeas estavam maduras (Fase-IV) e 

42,86% encontravam-se em desova parcial (Fase-V). Após 41 dias de acondicionamento 
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(T1), 33,33% das fêmeas do tratamento com areia estavam maduras (Fase- IV), 50% em 

gametogénese avançada (Fase-III), e 16,67% em pós-desova (Fase-VI). Para o tratamento 

sem areia, 50% estavam em gametogénese avançada (Fase-III) e 50% maduras (Fase-IV). 

As fêmeas avaliadas em (T2) após 73 dias de acondicionamento, para o tratamento com 

areia encontravam-se com um desenvolvimento gonadal mais avançado do que as do 

tratamento sem areia, em que todas as fêmeas estavam maduras (Fase-IV). Por outro lado, 

no tratamento com areia, 80% das fêmeas estavam maduras (Fase-IV) e 20% já se 

encontravam em desova parcial (Fase-V) (Figura 11). No que se refere aos machos 

analisados, não se observaram diferenças entre T0 e T1 para o tratamento com areia 

encontrando-se 66,67% dos indivíduos em gametogénese avançada (Fase- III) e 33,33%, 

maduros (Fase-IV). Para o tratamento sem areia a totalidade dos machos encontravam-se 

menos desenvolvidos, em gametogénese avançada (Fase-III). No T2, 60% dos machos 

acondicionados com areia estavam em gametogénese avançada (Fase-III) e 40% em 

estádio maduro (Fase-IV); em comparação, os machos acondicionados sem areia 

encontravam-se mais maduros, sendo que todos apresentavam características da Fase-IV 

(Maduro) (Figura 12). 

	  
A B 

C D 

Figura 13-Microfotografias dos estágios de desenvolvimento de fêmeas de Ruditapes 
decussatus.A- Gametogénese avançada, B- Maduro, C- Desova parcial e D- Pós-desova. 
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O índice gonadal (IG) não mostrou diferenças estatisticamente significativas ao 

longo do acondicionamento quando comparados os 2 tratamentos (com e sem areia) 

(Figura 15): o início do ensaio (T0) verificou-se um IG de 3,9, aumentando em T1 para 

4,4 e para 4,3 nos tratamentos com areia e sem areia, respetivamente. O valor mais 

elevado de IG foi observado no T2 em que se registou um valor de IG de 4,4 e de 5 para 

as amêijoas acondicionadas com e sem areia, respetivamente (Figura 15).  

Figura 14- Microfotografias dos estágios de desenvolvimento de machos de Ruditapes 
decussatus. A- Gametogénese avançada e B – Maduro. 

A B 
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Figura 15- Valores de índice gonadal (IG) (média, n=10) em reprodutores Ruditapes decussatus 
acondicionados com e sem areia em 3 tempos de amostragem (T0- inicio, T1- 41 dias e T2- 73 dias) Período 
de repouso sexual = 0, Início da gametogénese= 3, Gametogénese avançada= 4, Maduro= 5, Parcialmente 
desovado= 2, Desovado= 1. O IG entre 0 (quando todos os indivíduos estão em repouso sexual) e 5 (quando 
todos os indivíduos estão na fase madura). 

	

	

O IG entre fêmeas e machos houve diferenças para T0, em que os machos 

registaram um valor superior de IG de 4,33 e as fêmeas de 3,71 (Tabela 8). As fêmeas 

analisadas em T1, amêijoas acondicionadas com areia obtiveram um valor mais alto (IG= 

4,43), comparativamente com as fêmeas acondicionadas sem areia (IG= 3,83). 

Contrariamente, os machos registaram um valor superior no acondicionamento sem areia 

(IG= 5). Como se pode observar na Tabela 8, para o último tempo de amostragem (T2) 

não houve qualquer diferença entre fêmeas e machos nos 2 tratamentos, com e sem areia. 
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Tabela 8 - Valores do Índice gonadal (IG) (média, n=10) Ruditapes decussatus, fêmeas e machos acondicionadas 
com e sem areia em 3 tempos de amostragem (T0 inicio, T1- 41 dias e T2- 73 dias) 

	

Índice Gonadal 

Tempo Tratamento Fêmeas Machos 

T0 
 

3,71 4,33 

T1 
Areia 4,43 4,33 

Sem Areia 3,83 5 

T2 
Areia 4,4 4,4 

Sem Areia 5 5 

	

 
	
	
	
Na Tabela 9 é possível verificar os resultados da correlação de Pearson em que as 

correlações não foram significativas quer dos índices de condição e gonadal quer para o 

glicogénio com exceção do teor de proteínas que apesenta uma correlação positiva com 

o teor de lípidos totais (rPearson = 0,447, p-value<0,01).  

	
	
	
Tabela 9- Resultados da correlação de Pearson entre os parâmetros analisados (r- coeficiente de correlação; n.s- 
correlação não significativa). 

	
	
	
	
	
	

 Glicogénio Lípidos Proteína Índice 
condição 

(IC) 

Índice 
gonadal  

(IG) 
Glicogénio  n.s n.s n.s n.s 

Lípidos   r= 0,447 

p-value<0,01 

n.s n.s 

Proteína    n.s n.s 

Índice de 
Condição 

(IC) 

    n.s 
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3.2 Método anestésico para R. decussatus e V. corrugata	
	

3.2.1 Tempo para anestesiar R. decussatus e V. corrugata 
	

Neste primeiro ensaio foi analisado o tempo necessário para anestesiar 

R. decussatus e V. corrugata, com uma concentração de anestésico de 50g/L de MgCl2. 

Os exemplares de V. corrugata foram anestesiados mais rapidamente do que os de R. 

decussatus (Figura 16). Foram necessárias apenas 5 horas para que 80% dos indivíduos 

de V. corrugata ficassem anestesiados. Para os indivíduos do grupo de controlo de 

V. corrugata, após serem colocados nos tanques, observou-se uma desova espontânea 

(Figura 17). Pelo contrário, com R. decussatus após o tempo total de exposição ao 

anestésico (12 horas) apenas 40% dos indivíduos foram anestesiados (Figura 16).  

 

Figura 16- Efeito do anestésico MgCl2 [50g/L] em Ruditapes decussatus e Venerupis corrugata (n=30). 
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Figura 17- Fotografia do grupo de Controlo de V. corrugata onde ocorreu uma desova espontânea. 

	

A mortalidade ocorrida quer no grupo de controlo, quer no grupo exposto ao 

anestésico foi observada e registada ao longo de uma semana (Figura 18). A percentagem 

mais elevada de mortalidade ocorreu em V. corrugata que foi anestesiada (56,67%), 

seguida do grupo de controlo da mesma espécie (16,67%). No grupo de Controlo de R. 

decussatus não ocorreu mortalidade; já no grupo que foi anestesiado verificou-se uma 

mortalidade de 6,67%.  
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Figura 18- Mortalidade (% indivíduos) de grupo de controlo e com anestésico MgCl2 
[50g/L] em R. decussatus e V. corrugata.  
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3.2.2 Determinação da dose ideal para anestesiar R. decussatus e V. corrugata 
	

Com base nos resultados obtidos no primeiro ensaio, realizou-se um segundo ensaio 

em que foram testadas diferentes concentrações de anestésico MgCl2 para cada espécie. 

Em R. decussatus foram testadas 50 g/L, 55 g/L e 60 g/L e em V. corrutata foram testadas 

15g/L, 25g/L e 50 g/L.  

 

Dose para anestesiar Ruditapes decussatus 

	

Neste segundo ensaio, R. decussatus obteve uma percentagem de indivíduos 

anestesiados de 60% em 12 horas de exposição, com a concentração de 50 g/L de MgCl2, 

a mesma do primeiro ensaio. Com o aumento da concentração de anestésico para 55 g/L, 

as amêijoas atingiram 63% de indivíduos anestesiados com 12 horas de exposição. 

Quando a concentração aumentou para 60 g/L, 80% de indivíduos foram anestesiados 

apenas com 11 horas de exposição. A concentração que resultou numa maior percentagem 

de indivíduos anestesiados nas primeiras horas, foi a de 55 g/L.  A 50% desses indivíduos 

já anestesiados, foi efetuada uma biópsia de tecido gonadal para a determinação do sexo 

dos indivíduos (Figura 19). 
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Figura 19 – Percentagem de indivíduos anestesiados com 3 concentrações de anestésico (MgCl2) (50 g/L, 
55 g/L e 60 g/L) em Ruditapes decussatus (n=30) 



____________________________________________________________________________________
Resultados 

 
 

 
	

39 

 

A mortalidade observada após a exposição a diferentes concentrações de 

anestésico em R. decussatus variou de 0% no grupo de Controlo e para a concentração de 

60 g/L, e 3,33% para a concentração de 55g/L (Figura 20). Para os indivíduos que foram 

sujeitos à biópsia observou-se uma mortalidade de 23,33% (Figura 20). 

	

	
 

Figura 20- Mortalidade (% indivíduos) com 3 concentrações de anestésico MgCl2 (50g/L, 55 g/L, 60 g/L) 
e biópsia em R. decussatus.   

	

Dose para anestesiar Venerupis corrugata 

	

As concentrações de anestésico MgCl2 de 15g/L e 25g/L usadas para anestesiar V. 

corrugata não tiveram efeito (Figura 21). A concentração de 50 g/L utilizada no primeiro 

ensaio, permitiu anestesiar 80% dos indivíduos logo após 3 horas de exposição. A biópsia 

foi posteriormente realizada a 50% dos indivíduos anestesiados. 
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A mortalidade observada (Figura 22) após a exposição a diferentes concentrações 

de anestésico em V. corrugata variou de 0% em 15 g/L, 3,33% para a concentração de 

25g/L e 6,67% para a concentração de 50 g/L. No grupo de Controlo houve uma 

mortalidade de 10% e a maior percentagem de mortalidade ocorreu no grupo que sofreu 

a biópsia (20%). 

 

 

	

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

Controlo [15g/L] [25g/L] [50g/L] Biópsia

M
or

ta
lid

ad
e

(%
 In

di
vi

du
os

)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

%
 in

di
vi

du
os

  a
ne

se
sia

do
s

Tempo (horas)

[50g/L]

Figura 21 – Percentagem de indivíduos de Venerupis corrugata anestesiados com uma 
concentração de 50 g/L MgCl2.,  

Figura 22- Mortalidade (% indivíduos) com 3 concentrações de anestésico MgCl2 (15 g/L, 25 g/L, 
50 g/L) e biópsia em V. corrugata. 
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A recolha de tecido gonadal através da biópsia permitiu a determinação do sexo dos 

indivíduos através da observação microscópica (Figura 23). 

 

 

Figura 23- Observação microscópica de tecido gonadal, A- Fêmea (10x) e B- Macho (40x) 

A B 
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4 Discussão  
	

Acondicionamento 

Ao contrário dos ecossistemas naturais, as maternidades de bivalves oferecem um 

ambiente favorável e constante para o cultivo, reduzindo fontes de stress causadas por 

condições subótimas ou flutuantes (Nascimento-Schulze et al., 2021). Nestes sistemas 

artificiais, as condições ambientais podem ser manipuladas para desencadear a 

gametogénese nos reprodutores ao longo do ano, estendendo o período de disponibilidade 

de reprodutores maduros (Nascimento-Schulze et al., 2021). Condições inadequadas 

levam à redução da qualidade e quantidade dos gâmetas e por isso, a manutenção de 

condições ideais para reprodutores deve ser assegurada de forma a minimizar o stress 

(Ojea et al., 2008). Existem muitos estudos cujo objetivo é determinar o efeito das 

condições ambientais (temperatura, salinidade, fotoperíodo, disponibilidade de alimento 

e composição da dieta) nos processos reprodutivos em bivalves (Anjos et al., 2017; 

Argüello-Guevara et al., 2013; Domínguez et al., 2010; Magaña Carrasco et al., 2018; 

Utting & Millican, 1997). Porém, poucos estudos avaliam a necessidade do 

acondicionamento de reprodutores em substrato, embora seja esta a condição natural de 

muitas espécies de bivalves. Por isso, ter o controlo nos processos reprodutivos 

desempenha um papel crítico na produção de qualquer espécie. 

 

No início deste estudo, houve dificuldades na obtenção de reprodutores R. decussatus 

devido a recorrentes episódios de mortalidade que têm ocorrido nos bancos naturais. Por 

esse motivo, foram usados reprodutores de diferentes origens, nos quais se quantificou a 

intensidade de infeção por Perkinsus sp.. Dos animais analisados, independentemente da 

sua origem, grande parte apresentava sinais de infeção: 30% apresentaram ausência do 

parasita, 30% infeção muito ligeira, 30% infeção ligeira e apenas 10% indicou infeção 

muito intensa. Sabe-se que os efeitos na capacidade reprodutiva dos bivalves devido a 

infeções patológicas são uma das principais causas da diminuição da produção e 

recrutamento em bancos marinhos e estuarinos. De acordo com Casas & Villalba, 2012; 

Fernández-Boo et al., 2023; Park et al., 2006; Soudant et al., 2013; Villalba et al., 2011, 

este parasita pode provocar efeitos graves na fisiologia do hospedeiro, originando um 
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desequilíbrio energético, um (Dittman et al., 2001; Villalba et al., 2004) atraso na 

maturação das gónadas e impactos na reprodução que pode causar mortalidade massiva 

ou infeção por outros patógenos, levando a um comprometimento das funções biológicas 

de defesa.  

Durante o acondicionamento, a mortalidade foi monitorizada e apresentou a mesma 

tendência entre tratamentos (Com e Sem Areia) sendo o tratamento com areia aquele que 

apresentou uma percentagem de mortalidade maior (59%). Nos primeiros 30 dias (fase 

de adaptação), houve um aumento acentuado da mortalidade (38,4% por mês entre o T0 

e T1 – 41 dias), e, verificando-se posteriormente uma estabilização em ambos os 

tratamentos (4,7% por mês entre o T1 e T2 – 32 dias). Neste ensaio, o tratamento com 

areia parece não ter promovido uma menor taxa de mortalidade, tal como observado por 

Martínez-Pita et al. (2008), aquando do acondicionamento de Calista chione. Nesse 

estudo, o acondicionamento decorreu durante 60 dias, tendo ocorrido a mortalidade de 

50% dos indivíduos mantidos sem substrato, enquanto nos indivíduos mantidos em 

substrato a mortalidade foi de 20%. Perante a elevada percentagem de mortalidade 

observada durante o acondicionamento de R. decussatus, seria importante fazer um 

seguimento histopatológico com recolha de brânquias dos indivíduos ao longo do 

acondicionamento, a fim de entender a evolução da infeção por Perkinsus sp. e de que 

forma a utilização do substrato pode ter influenciado.   

Conhece-se que a produção desta espécie tem sofrido um declínio causado por 

mortalidades massivas que estão associadas a fatores sinérgicos que contribuíram para 

essas flutuações, como stress biótico (causado por doenças) e abiótico (causado por 

fatores ambientais) (Estêvão et al., 2023) daí a dificuldade da obtenção dos reprodutores 

para este estudo. A temperatura e a salinidade da água, a presença de poluentes 

específicos e a composição dos sedimentos onde as amêijoas vivem são fatores abióticos 

que devem ser levados em consideração (De Montaudouin et al., 2010). Estes fatores 

estão a agravar -se devido às alterações climáticas e à poluição antropogénica, que podem 

reduzir ou comprometer a sua capacidade respiratória quando combinadas com lesões nas 

brânquias causada pela infeção por parasitas, tornando-as menos resistentes a baixos 

níveis de oxigénio (Binias et al., 2014). Considera-se o tamanho/idade do hospedeiro com 

uma relação com prevalência de infeção e a intensidade da perkinsose. Em amêijoas R. 

decussatus maiores de 34 mm e infetadas com P. olseni apresentam maior taxa de 
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mortalidade do que as mais jovens (Villalba et al., 2005). No entanto, Perkinsus olseni 

não é considerado mortal para espécies de moluscos, mas sim os fatores sinérgicos 

juntamente com a alta prevalência de infeção, que causam incapacidade de homeostase 

metabólica pelo hospedeiro, acabando numa incapacidade de subsistência do organismo 

(Ruano et al., 2015; Villalba et al., 2004). Em R. decussatus, a alta infeção por P. olseni 

causa inibição da gametogénese, redução do número de amêijoas com gónada madura e 

uma diminuição significativa do tecido de armazenamento e gâmetas, enquanto a 

infiltração hemocítica da gónada aumenta (Estêvão et al., 2023). 

O índice de condição (IC), um dos parâmetros que avalia a condição fisiológica dos 

bivalves, não apresentou diferenças significativas entre os grupos (Com e Sem areia), 

assim como o IC avaliado antes do acondicionamento não revelou diferenças entre os 

indivíduos. O IC deveria aumentar com o desenvolvimento gonadal e neste estudo isso 

não se verificou, muito embora o IG para T2 terá sido de 5.  Ainda assim, houve uma 

tendência notória nos valores do IC mais baixos no acondicionamento com areia em todos 

os tempos de amostragem (T1 e T2). O valor mais elevado do IC foi de 7,69±1,90 após 

41 dias de acondicionamento (T1). Este valor é considerado baixo quando comparado 

com Abbas et al., (2018) que fez um acondicionamento sem areia de 48 dias e obteve 

valores bastante mais elevados de IC de 18,43 em R. decussatus. Também Matias et al., 

(2016) fez o acondicionamento com R. decussatus durante 8 semanas e obteve um IC de 

19,5±2,0 com uma temperatura de acondicionamento de 20ºC com uma dieta 

Chaetoceros calcitrans e T-ISO, à exceção do tratamento ‘starved’.  Sabe-se ainda que 

valores elevados de IC são bons indicadores de acumulação de reservas alimentares que 

serão usadas para o desenvolvimento gonadal (Abbas et al., 2018; Aldrich & Crowley, 

1986; Dare & Edwards, 1975). Desde o início do acondicionamento (T0) até T1 houve 

uma diminuição do IC. Esta diminuição poderá estar relacionada especificamente com 

perdas de tecidos de reserva, devido à utilização de toda a energia disponível para o 

maturação sexual e reprodução (Abbas et al., 2018; Delgado & Camacho, 2005). Tal 

como descrito por Barber & Blake (1981) e Castro & de Vido de Mattio (1987), nos 

bivalves existe uma estreita relação entre o ciclo reprodutivo e os ciclos de 

armazenamento e utilização de energia. Assim, o ciclo reprodutivo é controlado pela 

temperatura e disponibilidade de alimento que regulam principalmente o tempo e a taxa 
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de armazenamento de energia, sendo o efeito destas variáveis complexo e dependente da 

aquisição e gasto de energia (Pérez-Camacho et al., 2003).  

 

Os resultados do presente estudo mostraram que a temperatura utilizada foi favorável 

ao amadurecimento das gónadas dos indivíduos. A temperatura de acondicionamento 

utilizada foi para R. decussatus foi de 19,51±0,27ºC. Esta temperatura está de acordo a 

que foi reportada por Da Costa et al., (2012), Dubert et al., (2016) e Matias et al., (2016). 

Nos seus estudos, estes autores revelam que uma temperatura constante (20ºC) e/ou um 

aumento gradual da temperatura do meio natural até à temperatura de acondicionamento 

são duas estratégias adequadas para obter amêijoas adultas sexualmente maduras. Ojea et 

al., (2008) revela ainda que um aumento gradual durante o acondicionamento, desde os 

14ºC até aos 20ºC, tem maior sucesso aquando do decorrer de uma desova. 

Adicionalmente Abbas et al., (2018), testou um aumento gradual da temperatura da água 

de 17,5ºC até 22ºC, obtendo uma redução no tempo de maturação. De acordo com o 

estudo de Matias et al., (2016) os seus resultados mostraram que o tempo necessário para 

completar o processo da gametogénese está inversamente correlacionado com a 

temperatura provavelmente pelo facto de que a uma temperatura de 22º C os indivíduos 

gastam mais energia no metabolismo basal e por isso menos é alocada para o crescimento 

somático.  

A dieta utilizada para o acondicionamento dos reprodutores foi de 3% do peso seco de 

amêijoa por peso seco de microalga. De acordo com Utting (1997), para acondicionar a 

maioria dos bivalves a proporção da dieta deve variar entre 3 e 6% do peso seco da carne 

em peso seco de microalgas por dia. Por isso, a percentagem de dieta utilizada, não terá 

sido um fator limitante na maturação de R. decussatus. A caracterização das dietas é 

importante uma vez que uma dieta controlada e constituída por mais do que uma espécie 

de microalga influencia a fisiologia dos bivalves, particularmente as proteínas, hidratos 

de carbono e especialmente os lípidos (Joaquim et al., 2011; Matias, et al., 2009; Rato et 

al., 2018). A composição da dieta utilizada para o acondicionamento de R. decussatus foi 

uma mistura de espécies de microalgas, - 40% diatomácea (C. gracilis) e 60% flageladas 

(T. suecica+ I. galbana+ T-ISO + D. lutheri) - uma vez que estas variam 

consideravelmente o seu valor nutricional e somente misturando é possível obter 
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condições nutricionais ideais. Contudo, alguns autores defendem que uma dieta 

composta, principalmente por diatomáceas, resulta em melhores resultados no 

desempenho reprodutivo do que uma dieta dominada por flagelados (Anjos et al., 2017; 

Pronker et al., 2008). Por isso, a composição da dieta deveria ter sido ajustada com a 

adição de pelo menos mais uma espécie de diatomácea. A composição bioquímica da 

dieta não foi avaliada, e esta determinação teria sido importante para conhecer o seu valor 

nutricional e saber efetivamente se estaria conforme as necessidades de R. decussatus. No 

estudo de Matias et al., (2016) a dieta que resultou em amêijoas com melhor desempenho 

reprodutivo foi uma dieta composta por T-ISO e Chaetoceros calcitrans em iguais 

proporções, comparativamente com dietas monoespecíficas.  

 

As proteínas foram o constituinte predominante do tecido seco das amêijoas, 

seguidas pelos lipídos totais e glicogénio. Neste estudo observou-se uma correlação 

positiva das proteínas com os lípidos totais. O teor das proteínas não evidenciou 

diferenças estatisticamente significativas entre T0 e T1; contudo, no final do ensaio (T2), 

os valores aumentaram significativamente, sendo o maior valor observado no tratamento 

sem areia. As proteínas constituem, quantitativamente, a maior fração nos oócitos e outros 

tecidos moles dos bivalves, e assumem o papel de fornecer energia durante a maturação 

sexual (Camacho et al., 2003). De acordo com vários autores, nos bivalves, as proteínas 

somáticas são utilizadas como reserva energética em situações de stress nutricional e 

desequilíbrio energético ou durante a maturação gonadal (Gabbott & Bayne, 1973,Liu et 

al., 2008; Matias et al., 2013), e também como fonte de manutenção energética quando 

as reservas dos hidratos de carbono já foram esgotadas (Albentosa et al., 2007; da Costa, 

2012; Matias et al., 2013). Visto que o valor das proteínas aumentou no final do ensaio, 

principalmente na condição sem areia, estima-se então que as amêijoas desta condição se 

encontravam mais maduras, o que também foi confirmado pelos valores do IG em T2 que 

foi de 5, revelando que os indivíduos analisados estavam maduros. A análise histológica 

realizada revela que os resultados foram diferentes entre machos e fêmeas. Para 

tratamento com areia, 80% das fêmeas estavam maduras (Fase-IV) e 20% já se 

encontravam em desova parcial (Fase-V); no tratamento sem areia, todas as fêmeas 

estavam maduras (Fase-IV). No caso dos machos acondicionados com areia, 60% 

estavam em gametogénese avançada (Fase-III) e 40% em estádio maduro (Fase-IV); por 
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outro lado, os machos acondicionados sem areia encontravam-se mais maduros, sendo 

que todos apresentavam características da Fase-IV (Maduro). Os oócitos avaliados na 

condição sem areia, encontravam-se na sua totalidade maduros; por esse motivo pode 

dizer-se que estes animais teriam um melhor desenvolvimento gonadal comparativamente 

com a condição com areia.  

Nos bivalves marinhos adultos, os hidratos de carbono, principalmente o glicogénio, 

são considerados a principal fonte de energia. São importantes na formação de gâmetas e 

na manutenção da condição adulta durante períodos de maior stress ou no inverno 

(Gabbott, 1975). As variações no conteúdo de hidratos de carbono mostram uma relação 

inversa com o estado de maturação das gónadas (Camacho et al., 2003; Martínez et al., 

1993). A fecundidade e a qualidade dos ovos estão intimamente relacionadas com os 

ciclos de glicogénio e a síntese de lípidos durante a vitelogénese, da qual dependem as 

reservas de glicogénio (Gabbott, 1983). A interrupção desses ciclos, causada pelo 

acondicionamento artificial a temperaturas elevadas, pode forçar o desenvolvimento de 

oócitos antes de terem acumulado glicogénio suficiente para a síntese lipídica (Ojea et 

al., 2008).  

No presente estudo, o glicogénio diminuiu após o início do acondicionamento sendo 

o valor mais elevado observado na primeira amostragem (T0). Relativamente aos 

tratamentos, a condição com areia revelou sempre valores mais baixos de glicogénio. O 

elevado valor de glicogénio no início do estudo, seguido de um decréscimo acentuado, 

pode indicar que houve uma desova espontânea, uma vez que estes valores elevados de 

glicogénio ocorrem imediatamente antes e durante a proliferação de gâmetas (Barber & 

Blake, 1985; Ojea et al., 2004). Os níveis baixos de glicogénio podem ser explicados pela 

existência de uma variação também nos lípidos, uma vez que estes estão inversamente 

relacionados, devido à conversão do glicogénio em lípidos, biosintetizados durante a 

formação de gâmetas (Gabbott 1975). No entanto, não foi encontrada qualquer correlação 

significativa entre o glicogénio e os lípidos totais. Pela inexistência desta correlação, e 

sendo o glicogénio uma reserva metabólica primária nos bivalves, pode considerar-se que 

estavam sob algum fator de stress que pode ter levado à mortalidade, pois o glicogénio é 

considerado adequado como marcador fisiológico para avaliação da condição e saúde dos 

bivalves (Vodáková & Douda, 2019). As concentrações de glicogénio e tecidos moles são 

amplamente utilizadas para monitorizar os impactos do stress sob diferentes condições 
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(Anacleto et al., 2013; Cordeiro et al., 2016) em estudos ecotoxicológicos (Hazelton et 

al., 2014). O glicogénio é catabolizado para adicionar glicose à hemolinfa quando o nível 

diminui ou quando é mobilizado pela influência de algum fator de stress, o nível de 

glicogénio diminui muito antes de as mudanças nas taxas de crescimento e sobrevivência 

serem conhecidas (Sim-Smith & Jeffs, 2011). 

O conteúdo de lípidos totais reflete também o processo de acumulação de energia e 

o seu consumo durante o desenvolvimento somático dos bivalves, como já foi relatado 

anteriormente por outros autores (Albentosa et al., 2007; Joaquim et al., 2011). No 

presente estudo, o teor lipídico não mostrou diferenças estatisticamente significativas 

entre tratamentos, revelando um aumento ao longo do acondicionamento, atingindo o 

valor máximo em T2. Este facto poderá indicar que os reprodutores estavam num período 

pré-desova quando o ensaio terminou, uma vez que, os lípidos, fazem parte das reservas 

durante períodos de deficiência nutricional (Beninger & Lucas, 1984) e particularmente 

os fosfolípidos são um componente importante dos gâmetas (funções de reservas nos 

oócitos, funções estruturais nas membranas nos ovócitos e nos espermatozoides) dos 

bivalves (Matias et al., 2016). Por esse motivo, os seus níveis máximos associam-se ao 

período pré-desova. Sabe-se que existem diferenças na composição bioquímica 

(principalmente lipídica) entre machos e fêmeas durante o desenvolvimento gonadal 

(Delgado et al., 2004). Nesta análise, a proporção entre machos e fêmeas foi a mesma 

para ambos os tratamentos.  

Quanto ao índice gonadal (IG) não se observaram diferenças estatisticamente 

significativas entre os tratamentos. Comprova-se através da análise de IG que o 

acondicionamento foi iniciado numa fase em que alguns dos indivíduos já estavam 

maduros (40% fêmeas e 10% machos), 30% das fêmeas estavam em desova parcial e os 

restantes 20% de machos encontravam-se em gametogénese avançada. No decorrer do 

acondicionamento foi possível verificar que existe sincronismo no desenvolvimento das 

gónadas entre machos e fêmeas, embora a proporção M:F não tenha sido a mesma para 

todas as amostragens. 

Em suma, neste estudo, o acondicionamento de R. decussatus com a utilização de 

substrato arenoso não mostrou diferenças no desenvolvimento gonadal dos indivíduos, 

comparativamente com o acondicionamento sem substrato. As diferenças no 
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acondicionamento, no sucesso da desova e na viabilidade larval dependem da condição 

inicial dos reprodutores e da fase da gametogénese em que os adultos se encontram 

quando começam o acondicionamento (Delgado et al., 2016; Matias, et al., 2009; Ojea et 

al., 2008). Neste estudo, os resultados do acondicionamento podem ainda estar associados 

às diferentes origens geográficas dos indivíduos utilizados (Matias, et al., 2009). É de 

notar que a grande maioria dos animais acondicionados poderiam estar debilitados pelo 

facto de estarem infetados com protozoários intracelulares branqueais, que influenciariam 

a respiração ou as taxas de ingestão alimentar e assim determinar a quantidade de energia 

assimilada pelos indivíduos para o crescimento somático e reprodutivo. No final do 

acondicionamento, visto que se obtiveram indivíduos sexualmente maduros em ambos os 

tratamentos (Com e Sem areia), teria sido relevante a indução da desova, de forma a 

entender se haveria diferenças no sucesso da desova, na fecundidade, na taxa de 

fertilização e no desenvolvimento de larvas D.  

O substrato arenoso utilizado pode ter influenciado o acondicionamento dos 

reprodutores. A espécie R. decussatus, no seu meio natural pode ser encontrada em areia, 

cascalho enlameado ou até argila. De facto, a areia utilizada não teve proveniência de 

nenhuma origem dos indivíduos utilizados e isso pode ter sido um fator de stress. Para os 

bivalves escavadores, viver sob o sedimento é um comportamento arriscado, pois pode 

ser capturado por predadores (Zaklan & Ydenberg, 1997). No entanto, como a vida 

superficial está associada a uma maior ingestão de alimentos, quando a condição corporal 

é baixa, esse é um risco que vale a pena assumirem (Compton et al., 2016). Neste estudo, 

todos os bivalves acondicionados no substrato se encontravam enterrados na areia, com 

os sifões visíveis, o que leva a acreditar que se encontravam numa condição normal, não 

havendo a necessidade de se desenterrarem para capturar mais alimento. Sabe-se ainda 

que o substrato atua como um tampão térmico (Befus et al., 2013), uma vez que a 

temperatura nas camadas mais profundas do sedimento é mais baixa do que à superfície 

(Befus et al., 2013), fazendo com que, possivelmente, neste estudo a temperatura de 

acondicionamento para as amêijoas enterradas fosse um pouco inferior que no tratamento 

sem areia, ainda assim este não foi um fator avaliado. 

Futuramente seria de grande interesse testar outro tipo de sedimento para o 

acondicionamento, como cascalho ou lama pois esta espécie pode habitar zonas de 

substrato muito distinto. Outra condição a ter em consideração será o aumento da 
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profundidade do sedimento, a profundidade utilizada foi de 4 centímetros e, R decussatus 

pode ser encontrada até 12 centímetros de profundidade. 

Anestesia 
 
Um fator que limita fortemente o desenvolvimento de R. decussatus em maternidades é a 

obtenção de gâmetas férteis por remoção gonadal. As amêijoas, como a maioria das 

espécies de bivalves, apresenta fecundação externa. A remoção do tecido gonadal revela 

oócitos não desenvolvidos em estágios de maturação com a estrutura germinativa intacta 

(Lopes et al., 2023), isto acontece porque os oócitos de algumas espécies passam por um 

processo de maturação durante a passagem dos ovidutos antes de serem libertados (Colas 

& Dubé, 1998). A quebra da vesícula germinativa (GVBD) é um processo natural que 

ocorre no ambiente externo quando os oócitos em metáfase I são libertados. Este processo 

é considerado um sinal de maturação do oócito. Para continuar a fase de GVBD, os 

ovócitos podem passar por um período de hidratação no ambiente externo (Melo et al., 

2015). Fatores ambientais como a salinidade afetam o tempo de incubação e a extrusão 

de corpos polares (Lopes et al., 2023). O conhecimento das variáveis ambientais na 

GVBD do oócito e no momento da libertação dos corpos polares é fundamental para 

aumentar o sucesso da fertilização em maternidades, alcançar maior controle nos estágios 

subsequente do desenvolvimento embrionário (Qin et al., 2018).  

 

Na maioria dos moluscos bivalves o dimorfismo sexual raramente é observado, e por esta 

razão é difícil determinar o sexo e o estágio reprodutivo sem observação microscópica 

dos órgãos reprodutivos. O método convencional de determinar a proporção entre o sexo 

e o estádio de desenvolvimento de uma população envolve sacrificar indivíduos e fazer 

observações anatómicas grosseiras de gónadas ou mais precisamente, dissecar, seccionar 

e corar os órgãos reprodutivos para análise microscópica (Arcos et al., 2009; Lango-

Reynoso et al., 2000). Este método fornece informações abrangentes sobre o 

desenvolvimento da gónada, mas é muito tedioso para ser realizado com regularidade 

numa maternidade comercial, requer o sacrifício de alguns indivíduos e não fornece 

informações sobre o sexo e o estágio de desenvolvimento sobre os que não são 

sacrificados, mas mantidos para desova. Além disso, o desenvolvimento da gónada segue 

um ciclo, sendo esta um órgão transitório não é possível determinar o sexo em estádios 

iniciais (fase de repouso ou desenvolvimento precoce). Adicionalmente, R. decussatus 
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tende a ter um desenvolvimento síncrono (Ojea et al., 2004) ao contrário de V. corrugata 

em que a gónada se desenvolve de forma assíncrona mostrando simultaneamente nos 

mesmos folículos gametogénicos, maduro e precoce na gónada (Cerviño Otero, 2012), 

fazendo com que seja mais difícil estimar a maturação numa população. 

Alternativamente,  cloreto de magnésio tem sido utilizado como anestésico com sucesso 

em muitos invertebrados, como no ouriço-do-mar Paracentrotus lividus (Arafa et al., 

2007), cefalópodes (Messenger et al., 1985), vieiras Pecten fumatus (Heasman et al., 

1995), rainha- das-conchas Strombus gigas (Acostta-Salmon & Davis, 2007), ostra pérola 

Pinctada albina (Norton et al., 1996), ostra plana Ostrea edulis (Culloty & Mulcahy, 

1992), e ostra-do-pacífico Magallana gigas (Namba et al., 1995).  

Neste estudo, a imersão das duas espécies de amêijoa, V. corrugata e R. decussatus, em 

cloreto de magnésio mostrou um efeito positivo na anestesia, com a mesma concentração 

de MgCl2 (50g/L). A amêijoa V. corrugata demonstrou ser mais facilmente anestesiável, 

isto é, apenas com 1 hora de exposição ao anestésico observou-se que mais de 50% de 

indivíduos estavam anestesiados. No que diz respeito a R. decussatus, foram necessárias 

12 horas de exposição, sendo que apenas 40% dos indivíduos ficou anestesiado.  

Uma possível explicação para o efeito da anestesia diferir entre as espécies poderá ser o 

habitat. R. decussatus habita em zonas de maré baixa, e por isso, estão constantemente 

sujeitos a variações extremas de fatores abióticos e bióticos (Horn et al., 2021). A 

exposição a variações crónicas de temperatura, oxigénio, salinidade, pH, disponibilidade 

de alimentos e predação, pode ter impactos profundos na fisiologia e na capacidade de 

sobrevivência (Connell, 1972; Foster, 1988; Solan & Whiteley, 2016).  
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Isto pode ser explicado pela diferença quer no tamanho, quer na composição da estrutura 

dos dois músculos adutores de ambas as espécies (da Costa, 2012). Esses músculos 

realizam dois tipos de movimento, lento e contínuo, produzido pelas fibras musculares 

lisas, responsáveis por manter as valvas fechadas por várias horas e por contrações 

rápidas, fortes, mas de curta duração, geradas transversalmente ou por fibras duplas 

estriadas obliquamente (Castro-Claros et al., 2021). No músculo adutor de C. gigas, foi 

demonstrado que as partes lisas e estriadas do músculo adutor apresentam perfis 

enzimáticos diferentes, reforçado as funções fisiológicas distintas das duas partes do 

músculo (Guévélou et al., 2013). A amêijoa R decussatus vive muito mais tempo fora de 

água comparativamente com V. corrugata, o que pode explicar o facto de conseguir 

permanecer mais tempo com as valvas fechadas, isto porque as amêijoas V. corrugata 

tendem a habitar na zona submareal e, logo, estão menos expostas às marés, por esse 

motivo os músculos adutores de V. corrugata poderão ter na sua composição menor 

percentagem de fibras musculares lisas fazendo com que não consiga permanecer com as 

valvas fechadas por muito tempo. Posto isto, a adição do cloreto de magnésio, 

proporciona um relaxamento mais fácil do músculo adutor e, portanto, uma anestesia mais 

rápida. O efeito de MgCl2 envolve principalmente o bloqueio dos canais de cálcio na 

membrana dos terminais pré-sinápticos e consequentemente interfere na transdução do 

sinal elétrico (Azizan et al., 2021; Namba et al., 1995). O papel das correntes iónicas na 

fisiologia dos oócitos é descrito em várias espécies de animais (Tosti & Boni, 2004). Em 

particular, as correntes de cálcio mostram ser vitais na regulação de uma ampla gama de 

processos fisiológicos. O cálcio está envolvido na fisiologia do oócito desde a oogénese 

até à maturação e fertilização (Tosti, 2006). De acordo com Colas & Dubé, (1998) um 

influxo precoce de Ca2+ é um pré-requisito para permitir a ativação de oócitos bloqueados 

pela prófase I na maioria, senão em todas as espécies de protostómios. Em indivíduos do 

género Ruditapes, durante a maturação, os canais funcionais de Ca2+ dependentes de 

voltagem são expressos entre a prófase e a metáfase I (Sousa, 2014). Por esse motivo o 

bloqueio destas correntes iónicas pelo uso de MgCl2 terá certamente impacto na 

maturação e fertilização em R. decussatus e V. corrugata. Por esta razão, seria 

interessante ver se o uso de MgCl2 poderia ter impacto no sucesso do condicionamento 

numa fase inicial. Se assim for, MgCl2 pode não ser o melhor anestésico para realizar uma 

biópsia em animais maduros.  
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Neste estudo, houve uma desova espontânea no grupo de controlo de V. corrugata, e de 

acordo com Heasman et al. (1995) o cloreto de magnésio também é conhecido por 

prevenir a desova induzida por stress em bivalves. Por esse motivo, podemos dizer que 

as amêijoas expostas ao anestésico MgCl2 poderiam estar sob stress, mas este evitou que 

tivessem desova espontânea, ao contrário das amêijoas do controlo. Contrariamente, 

estudos revelaram a ocorrência de desovas espontâneas com o uso de MgCl2, em ostra de 

rocha de Sydney S. glomerata (Butt et al., 2008) e no ouriço-do-mar Paracentrotus 

lividus (Arafa et al., 2007) mas ainda não se sabe muito sobre este tipo de desova e se 

poderá afetar a qualidade dos gâmetas que são libertados. 

 

A dose ideal de MgCl2 para anestesiar R decussatus será de 55g/L, uma vez que neste 

estudo foi a dose que resultou em maior percentagem de amêijoas anestesiadas em menos 

tempo. O aumento da dose (60g/L) em R. decussatus não resultou em maior percentagem 

de indivíduos anestesiados em menos tempo, pelo que, apenas ultrapassou a dose de 

55g/L na 9ª hora de exposição a MgCl2. Para V. corrugata a dose que resultou em maior 

percentagem de indivíduos anestesiados foi a de 50 g/L, sendo que as doses de 15 e 25 

g/L de MgCl2 não causaram efeito. A mortalidade motivada pelo efeito do anestésico 

MgCl2 para ambas as espécies, foi mais elevada nos indivíduos que sofreram a biópsia, 

sendo que o valor mais elevado foi de 23,3 % de mortalidade para R. decussatus e de 20% 

para V. corrugata. Num estudo realizado com ostra plana (Ostrea edulis) (Suquet et al., 

2010) as doses utilizadas de 50 g/L e 72 g/L não mostraram diferenças quer na 

percentagem de ostras anestesiadas, quer na mortalidade subsequente não ultrapassando 

os 7%, ainda assim o aumento da temperatura de 14,9 para 18,8ºC mostrou efeito no 

número de ostras anestesiadas não afetando a mortalidade subsequente. O peso e o 

tamanho dos indivíduos não foram considerados neste estudo, de acordo com Suquet et 

al., (2010) o peso das ostras não revelou efeito significativo no número de ostras 

anestesiadas e na sua sobrevivência.  

Ainda permanecem incertezas significativas sobre os efeitos moleculares, celulares e 

fisiológicos dos agentes anestésicos e relaxantes musculares em invertebrados 

(Armstrong et al., 2018, Lewbartt & Mosley, 2012). É importante também estudar os 

perfis metabólicos em cada espécie, pois fornecem informações sobre o que está a 

acontecer a nível metabólico e a nível fisiológico (Azzian et al., 2021).  
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Os bivalves exibem uma diversidade surpreendente de sistemas sexuais, com 

determinantes genéticos e ambientais do sexo, e possivelmente o único exemplo de genes 

mitocondriais que influenciam as vias de determinação sexual em animais (Capt et al., 

2019).Os mecanismos genéticos de determinação do sexo em bivalves tem sido 

explorados com estudos citogenéticos e de razão sexual, identificação e isolamento de 

marcadores de DNA específicos do sexo usando análises de expressão diferencial e 

levantamento e comparação de genomas e/ou genes ou transcriptomas (Breton et al., 

2018). Na ostra do Pacifico (Crassostrea gigas) tem sido realizada uma análise 

sistemática de genes STAT (transdutor de sinal e ativadores da transcrição) (Ye et al., 

2024) que permite traçar perfis de expressão em diferentes estágios de desenvolvimento 

e estágios gonadais, estudos como este, podem ser aplicados também para amêijoas para 

entender melhor os mecanismos moleculares da diferenciação sexual em moluscos. 

Também o recurso a métodos não invasivos, em alternativa a biópsias para a recolha de 

material biológico adequado para análises de DNA tem sido estudado em vários moluscos 

incluindo a captura de muco em filtros Whatman em juvenis de Haliotis midae (Slabbert 

& Roodt-Wilding, 2006), limpeza do manto, vísceras e pé com escovas e/ou extração de 

hemolinfa usando uma seringa em duas espécies de mexilhões de água doce, Quadrula 

pustulosa (Henley et al., 2006), M. margaritifera (Karlsson et al., 2013).  

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848622001521#bb0055
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5 Conclusão e perspetivas 
	

Em conclusão, o acondicionamento de R. decussatus em substrato arenoso não 

revelou diferenças na sobrevivência e no desenvolvimento gonadal dos indivíduos.  

Este estudo permitiu ainda desenvolver um método não letal para a avaliação do sexo 

em R. decussatus e V. corrugata. O protocolo de anestesia com MgCl2 mostrou ser seguro 

para as duas espécies e com baixa mortalidade subsequente. A dose que melhor resultou 

em V. corrugata foi de 50g/L, enquanto para R. decussatus foi de 55g/L. A aplicação 

desta metodologia em aquacultura é uma ferramenta que pode eliminar as limitações da 

amostragem letal bem como a amostragem repetida de indivíduos.  
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Abstract: 
In Europe, in recent years, capture production of clams has decreased due to numerous 
factors such as overfishing, abiotic stress, diseases, and failure in recruitment. Seed 
production in hatcheries has become essential to ensure the sustainability of clams 
production. Thus, artificial broodstock conditioning allows hatcheries to extend their 
production season, reducing their reliance on the period of the year when wild beds 
become naturally mature. Also aims to achieve maximum fecundity whilst maintaining 
the quality and viability of the gametes. Most clam species have been demonstrated 
artificially conditioned without the need for substrate. However, in nature, clams tend to 
live buried in the substrate. This study aimed to evaluate the impact of the sand substrate 
on clams under artificial conditioning. Adult specimens of R. decussatus (39.2 mm ±3.50 
mm) were conditioned with and without sand at 19 ± 1°C in flow-through systems and 
fed with a diet of 3% meat dry weight per dry weight of algae. During conditioning, 
samples were collected at the beginning (T0) at after 41 days (T1) and after 73 days (T2 
- end of the conditioning). To provide information regarding gonad development, 
condition index, histological analysis, and biochemical composition (glycogen, protein, 
and lipids) were performed at each sampling time. Results showed that the use of sand as 
a substrate didn´t have any effect on gonadal maturity evolution. Mortality was 56% for 
the sandless treatment and 59% for the sand treatment. Regarding biochemical 
composition parameters, we observed an increase during the conditioning period. 
Between the conditions (sand/no sand) significant differences (p-value < 0,05) were 
observed in biochemical composition in the end of the conditioning period for the without 
sand. This work constitutes an important step in the improvement of broodstock 
conditioning in the hatchery.  
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Introduction 

 

In most bivalve molluscs, it is difficult to determine sex and reproductive stage non-lethally. Bivalves 
tightly close the valves inhibiting compression and dilation without removing the shell and sacrificing the 
individual. Some techniques have been developed that allow observation in a non-invasive way, such as 
the use of magnetic resonance imaging, which allows the visualization of soft tissues, but these techniques 
are very expensive, difficult to implement in the field and do not allow for the collection of samples. In 
bivalve aquaculture, sexual maturation must be monitored and understood to determine the best time to 
induce spawning events for seed production. Anesthesia is widely used in aquaculture to facilitate tissue 
biopsies and for gametogenesis studies (Suquet et al., 2009). In bivalves, tissue sampling often relies on 
lethal methods, as the shell must be removed to obtain tissue samples. Consequently, it is not possible to 
carry out successive samplings on a single individual. The main objective of this study is to develop an 
effective method to anesthetize adults of Ruditapes decussatus and Venerupis corrugata that allows sex 
determination. 

 

 

Material and Methods  

 
Experiment 1 determined the time required to anesthetize 60 individuals of each species were tested in this 
assay, in which 30 individuals of R. decussatus and another 30 of V. corrugata were exposed to the 
anesthetic Magnesium Chloride (MgCl2 6H2O), (MgCl2·6H2O; LabChem) with a concentration of (50g/L) 
and a control group for each species that were not exposed to the anesthetic. Individuals were placed in 2-
litre containers in 3 replicate groups of 10 clams. Every hour, the number of anesthetized clams was 
evaluated to determine the percentage of anesthetized clams. Experiment 2, determining the ideal dose 
Based on the first test, 3 different doses of anaesthetic were chosen for each species, in this second test, 120 
individuals of each species were needed to test 3 different concentrations, for R. decussatus (50g/L, 55g/L 
and 60 g/L) and for V. corrugata (15g/L, 25g/L and 50g/L). The experimental conditions were the same as 
in the first test. Additionally, individuals who anesthetized more quickly were submitted to a biopsy for 
gonad sampling for sex determination. Survival was monitored daily for 1 week after anesthetic exposure. 
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Figure 24- Effect of MgCl2 anesthetization in concentration (50 g/L) on clams Ruditapes decussatus and 
Venerupis corrugata per hour. 
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