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Abstract

The pullet carpet shell Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) is a species widely
consumed and produced in captivity, both in Portugal and Spain. The golden carpet-shell
Polititapes aureus (Gmelin, 1791) is a cryptic species, less appreciated and less known in

what concerns its biology and possible production in aquaculture.

The present work reports to a curricular internship developed at the CIMA - Marine
Production Centre of Ribadeo (Galicia, Spain), where the potential of larval, post-larval,
seed and juvenile production of P. aureus in captivity was evaluated. A comparative study
was made for: the biometric characteristics, visceral and gonadal condition indexes of the
breeding clams; the timming of the several larval phases; the larval versus post-larval
density and survival; as well as the individual growth of the clams V. corrugata and
P. aureus. The reproduction of the clams occurred spontaneously upon arrival at the
CIMA. The larval development was carried out in cylindrical-conical tanks of 500 L, at
room temperature (=~ 17 = 3 °C), with a low intensity aeration and a density of

approximately 5 individuals per milliliter.

The time elapsed until the benthic recruitment of the larvae was lower for
V. corrugata than for P. aureus (15 and 18 days, respectively). The same was true for the
seed stage (27 and 30 days, respectively). Still, both species took the same time until being
considered juveniles (55 days). Regarding individual growth, P. aureus showed a higher
final growth rate (24.13 um day ™) than V. corrugata (22.80 um day). As for larval and

post-larval survival, there were similar proportions (greater than 50%) for both species.

The trials demonstrated that the clam P. aureus is a potential species for
aquaculture production. Control of the clams’ life cycle can enable responding with a
continuous production for the high market demand of these animals, irrespective of the
state of their natural stocks, and may even contribute to the repopulation of these species,

should it be necessary.






Resumo

A améijoa-macha Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) é uma espécie consumida e
produzida em cativeiro, em Portugal e Espanha. A améijoa-cdo Polititapes aureus
(Gmelin, 1791) é uma espécie criptica, menos apreciada, com poucos conhecimentos a sua

biologia e cultivo.

O presente trabalho reporta um estagio curricular desenvolvido no CIMA — Centro
de Cultivos Marinhos de Ribadeo (Galiza, Espanha), onde foi avaliado o potencial de
cultivo larvar, pés-larvar, de semente e juvenil de P. aureus em cativeiro. Para tal, fez-se 0
estudo comparado das caracteristicas biométricas e indices de condicdo de reprodutores, da
caracterizagdo temporal do desenvolvimento das varias fases larvares, da densidade e
sobrevivéncia larvar e pos-larvar, bem como do crescimento das améijoas V. corrugata e
P. aureus. A reproducdo das améijoas ocorreu de forma espontanea na chegada ao CIMA.
O desenvolvimento larvar foi realizado em tanques cilindroconicos de 500 L, a
temperatura ambiente (=17 + 3 °C), com um arejamento de baixa intensidade e uma

densidade aproximada de 5 individuos por mililitro.

O tempo decorrido até ao recrutamento bentdnico das larvas foi menor para
V. corrugata do que para P. aureus (15 e 18 dias, respetivamente). O mesmo se verificou
até para o estadio de semente (27 e 30 dias, respetivamente). Ainda que, ambas as espécies
demorassem 0 mesmo tempo até serem considerados como juvenis (55 dias).
Relativamente ao crescimento individual, P. aureus apresentou uma taxa de crescimento
final superior (24,13 um dia?) a V. corrugata (22,80 pm dia). Quanto as sobrevivéncias
larvar e pos-larvar, verificaram-se proporc6es idénticas (superiores a 50%) para ambas as

espécies.

Os ensaios realizados demonstraram que P. aureus é uma améijoa com potencial
para a sua producdo em aquacultura. Assim, o controlo do ciclo de vida destas espécies
podera permitir responder com uma producdo continua para a sua elevada procura de
mercado, independentemente do estado dos seus stocks naturais, podendo mesmo vir a

contribuir para o repovoamento dos mesmos, na eventualidade de ser necessario.
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Introducéo

1. Introducéo

1.1 A importancia de moluscos bivalves

Os moluscos bivalves sdo o segundo grupo de animais mais produzido em
aquacultura, a seguir aos peixes (FAO, 2015). De entre os principais motivos para a sua
producdo, destaca-se o facto de: serem individuos filtradores, que se alimentam
principalmente de fitoplancton; a facilidade do seu cultivo; a sua tolerancia a flutuacdes de
varios fatores ambientais; e por serem apreciados gastronomicamente em diversos paises
(Melo et al., 2016).

Inicialmente, o cultivo de bivalves dependia da apanha de sementes (individuos
juvenis morfologicamente idénticos aos adultos), para crescimento e engorda das mesmas.
Atualmente, tem vindo a depender-se cada vez mais de maternidades, para a producédo de
novos individuos. Esta producdo € essencial para que haja um fornecimento constante de
organismos, capaz de satisfazer as necessidades de mercado e, assim, depender-se cada vez
menos da exploragdo de stocks naturais (Rico-Villa et al., 2008). Para além do interesse
econdmico, estes cultivos comprometem-se também a fomentar a sustentabilidade dos
ecossistemas, onde ocorre sobre-exploracdo de muitas espécies de bivalves (Joaquim et al.,
2011).

Os moluscos bivalves fazem parte da dieta humana desde tempos ancestrais.
Originalmente, eram consumidos em populacGes das orlas costeiras. Atualmente, 0s
bivalves sdo degustados e apreciados como uma iguaria gastronémica, um pouco por todo
0 Mundo, sendo mesmo utilizados como atracdo turistica. De acordo com estatisticas da
FAO, o consumo médio de produtos piscicolas per capita na Europa situa-se entre 20 e 25
Kg, tendo um valor superior a 50 Kg em Portugal (CBI, 2015). Dentro da Unido Europeia,
0s paises com mais consumo de bivalves per capita sdo localizados no sul da Europa,
nomeadamente Espanha, Franca, Portugal, Italia e Grécia, havendo um consumo de
2,5 Kg per capita em Portugal (Anacleto et al., 2014; CBI, 2015).

A producdo mundial de bivalves em aquacultura tem vindo a crescer
constantemente ao longo dos anos, desde uma producédo de 7,1 milhdes de toneladas em
1995 até mais de 14 milhdes de toneladas atualmente (Anacleto et al., 2014; FAO, 2017)

As principais espécies de bivalves cultivadas em aquacultura pertencem as familias
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Mytilidae, Ostreidae, Veneridae e Pectinidae (Guerra et al., 2011). A China é o pais que
lidera a producdo mundial, numa proporcao superior a 80 % (FAO, 2018).

A producdo de améijoas assume um grande interesse economico ao longo das
costas Espanholas (Fernandez-Pardo et al., 2016). Em Portugal, a producdo de bivalves é
maioritariamente composta por améijoas, numa proporcao de 61%. (Anacleto et al., 2014).
Em 2015, as capturas nominais de améijoas em Portugal atingiram valores de
1021 toneladas e 2,7 milhdes de euros, enquanto a sua producdo em aquacultura atingiu as
2300 toneladas e 26 milhdes de euros (INE, 2016).

As améijoas sdo um produto alimentar muito relevante, especialmente nos paises do
Mar Mediterraneo (FAO, 2018). Com excecdo das vieiras e ostras, todos o0s outros bivalves
tém precos muito altos, o que se reflete principalmente na forte demanda sazonal. A
producdo de mexilhdes e améijoas ndo acompanham as exigéncias do mercado durante o
verdo. E provavel que os paises em desenvolvimento invistam em boas infra-estruturas e
controlo de qualidade para se exportar para o mercado de bivalves na Unido Europeia
(FAO, 2017).

1.2 Morfologia, reproducdo e ciclo de vida de moluscos bivalves

Como todos os moluscos, as améijoas apresentam 0 seu corpo principalmente
formado pela massa visceral, pé, manto e concha (Gosling, 2015). A concha € a parte
exterior do bivalve, constituida por 2 valvas inequilateriais, com um plano de simetria
paralelo a charneira - zona do umbo, onde as valvas articulam uma com a outra. Estas
encontram-se unidas por ligamentos e musculos adutores, que permitem a contracdo e a

retracdo do organismo, encerrando-o no interior da concha (da Costa, 2012).

A massa visceral das améijoas é onde se encontram todos os sistemas de Orgaos
destes animais (figura 1). O manto é a estrutura responsavel pela producdo da concha e
executa também trocas gasosas. Localiza-se internamente a concha, aderido a face interna
de cada valva (Lesser, 2011), deixando uma impressdo marcada junto a margem ventral - a
linha paleal, que corresponde ao bordo terminal do manto. Na regido posterior do corpo do
animal, o bordo do manto une-se formando dois sifdes - o exalante e o inalante,
responsaveis pela circulagdo de agua no interior da concha, necesséria para obtencdo de

alimento, trocas gasosas, bem como para a eliminacdo de fezes e produtos de excre¢ao

2
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(Hickman et al., 2016; Gosling, 2015). Estes poderdo ser mais ou menos desenvolvidos,
consoante os bivalves vivam mais ou menos enterrados profundamente no sedimento.
Consequentemente, os sifdes causam uma deflexdo do bordo do manto, que se reflete na
impressdo deixada pelo mesmo na face interna das valvas — o sinus palial. Internamente,
junto da massa visceral, existe também o pé — um 6rgdo muito musculado, usado para a

locomocdo e fixacdo no substrato (Bouchet & Rocroi, 2010).

Digestive Umbo Gonad Heart
gland

Stomach \V/ —
h.ioulh%;\ W .

Intestine

Foot Labial Mantle
palps

Figura 2 — Morfolofia interna de moluscos bivalves [adaptado de Castro & Huber (2006)].

As améijoas apresentam um sistema circulatorio de estrutura simples, com
circulacdo aberta. O coracdo posiciona-se na regido dorsal da massa visceral e é formado
por duas auriculas e um ventriculo (Cervifio-Otero, 2011). A hemolinfa é bombeada pelas
aortas, para a cavidade do corpo, e volta a ser recolhida por seios venosos até ao
ventriculo. O elemento metélico do pigmento respiratério, responsavel pela ligacdo e

transporte de oxigénio/dioxido de carbono, é o cobre (Helm et al., 2004; Gosling, 2015)

O sistema nervoso dos bivalves também é considerado muito simples, formado por
trés pares de ganglios principais - cerebrais, viscerais e pedulares, que se encontram unidos
através de um cordé&o neural. (Castro & Huber, 2006; Hickman et al., 2016)

O sistema respiratorio destes espécimes é composto por um par de branquias em
cada lado da massa visceral, formadas por lamelas ciliadas, sobrepostas paralelamente.
Estas estruturas tém funcbes respiratoria e de filtracdo de alimento (Helm et al., 2004;
Lesser et al.,, 2011). A agua e o alimento sdo recolhidos pelo sifdo inalante e sdo

conduzidos até as branquias. A &gua é forgada a passar entre os espagos das lamelas, ao
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passo que o alimento € retido pelas mesmas. Dois musculos — os palpos labiais, recolhem o

alimento e conduzem-no até a boca.

O sistema digestivo é completo, sendo formado pela boca, um curto eséfago, o
estdmago (onde ocorre a transformacdo das substancias alimentares em compostos mais
simples e absorviveis), prosseguindo para o intestino que ira formar as fezes que serdo

expulsas pelo anus, através do sifao exalante (Gosling, 2015; Hickman et al., 2016).

A reproducéo das améijoas varia consoante as reservas alimentares, temperatura e
da localizagdo geogréfica destes organismos (Gozler & Tarkan, 2000; Delgado & Pérez-
Camacho, 2005; Matias et al., 2009; Pereira, 2011). Nas primeiras desovas da vida das
améijoas, o numero de gametas pode ser reduzido e ndo existir viabilidade dos mesmos,
sendo que a fecundidade e a fertilidade aumentam ao longo das posturas seguintes (Chung
et al., 2005; Moore, 2006). Na maioria dos bivalves, a maturidade sexual depende mais do
tamanho do que da idade do individuo, sendo que na
améijoa-boa Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758) ocorre aos 20 mm de largura da
concha (Machado, 2015).

Embora haja espécies de bivalves hermafroditas, as améijoas exibem apenas um
tipo de gbénada por individuo (feminina ou masculina), sendo assim organismos
gonocoricos. Ao longo do ano, o periodo de gametogénese e libertacdo dos gametas varia
entre as diferentes espécies de améijoas, em que estas podem ser reprodutores continuos ou
sazonais. Assim, estudos sobre os ciclos reprodutivos das espécies assumem uma grande
importancia, especialmente no que respeita aquelas que apresentam potencial para serem
produzidas em aquacultura (Ojea et al., 2004; Joaquim et al., 2008; Luz & Boehs, 2011,
Matias et al., 2013).

Inicialmente, as gbnadas ocupam pouco espago na parte ventral da massa visceral,
sendo que aumentam de tamanho a medida que se completa a maturacdo sexual. As
gonadas sdo uma rede tridimensional de ductos ciliados, que se iniciam nos foliculos — a
unidade funcional das gonadas. Os foliculos sdo formados pela parede folicular, que
consiste numa fina camada de fibroblastos. Esta rodeia uma massa de células de diferentes
tipos (muitas delas com funcdes desconhecidas), das quais se destacam as células
germinais, a partir das quais de desenvolvem os espermatozoides ou 0s odcitos. No final da

gametogénese, as gonadas apresentam um aspeto granuloso ou leitoso (Moscoso, 2000).



Introducéo

A fecundacdo dos gametas ocorre externamente ao corpo dos bivalves, sendo os
mesmos expelidos para a coluna de agua através do sifdo exalante (Gosling, 2015). A
duracdo do desenvolvimento embrionario dos bivalves é especifico para cada espécie,
dependente da temperatura e dos nutrientes/energia disponiveis nos oécitos (Helm et al.,
2004; Matias et al., 2011). Em 24 horas, a maioria das espécies passa pelos estadios de
zigoto, mérula, blastula e gastrula, em fungdo das sucessivas mitoses que permitem a
rapida proliferacao celular (Helm et al., 2004). Entre as 24 e as 26 horas, 0 embrido dara
lugar a larva trocéfora. Esta € uma larva planctonica, de forma aproximadamente oval, com
tamanho entre os 60 e os 80 um. Caracteriza-se por apresentar uma banda de cilios na
regido equatorial e tufos de flagelos apicais, responsaveis pelos movimentos de natacédo e
suspensdo na coluna de agua (Helm et al., 2004). Nesta fase, 0s organismos ja apresentam

valvas rudimentares, de natureza calcaria (Aranda et al., 2014).

Posteriormente as larvas de bivalves assumem a forma da letra “D” — larva veligera
(larva D ou prodissoconcha 1), com largura maxima entre os 80 e os 100 um (figura 2;
Helm et al., 2004). Nesta etapa, a concha é composta por duas valvas com charneira reta,
com sistema digestivo completo. A larva veligera apresenta o velum como caracteristica
particular - estrutura circular que se projeta para o exterior entre as valvas, apresentando
cilios ao longo da sua margem exterior, que é responsavel pela natacdo e captura de

fitoplancton na coluna de agua.

Entre os com 100 a 150 pm, formam-se os umbos (Aranda-Burgos et al., 2014) —
vagamente explicados como sendo uma grande protuberancia para a extremidade anterior
do lado dorsal da concha, em ambas as valvas. As larvas umbuladas (prodissoconcha 1)
dispdem ainda de velum, mas apresentam formas muito variadas e distintas, consoante a
espécie. A medida que crescem, os bivalves desenvolvem o pé - estrutura que ira
desempenhar funcbes de reconhecimento de substratos e locomocgdo, e designam-se por
larva pediveligera (Pereira, 2011). Nesta fase, surgem as lamelas branquiais para a recolha
de alimento e execucdo das trocas respiratorias, os sifdes e a concha definitiva
(dissoconcha). Nesta etapa, as larvas perdem o velum totalmente e descem para junto do
substrato. Usam o pé para se locomoverem e/ou enterrarem. Este evento representa o
recrutamento benténico ou fixacdo dos bivalves. Ao terminarem todas as metamorfoses

larvares e pds-larvares, os bivalves alcangam uma largura aproximada de 300 um. Ja séo
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organismos morfologicamente semelhantes aos adultos, tanto interna como externamente,
sendo chamados de “sementes” (Castro & Huber, 2006; Cerviiio-Otero, 2011).

reprodutor §

Figura 2 - Ciclo de vida de Mya arenaria [adaptado de Abraham & Dillon (1986)].

1.3 Producdo de améijoas em aquacultura

O cultivo de améijoas ndo apresenta grandes variagdes entre espécies (FAO, 2012).
Este divide-se no acondicionamento de reprodutores, maternidade, pré-engorda e engorda
(figura 3). A reproducdo artificial de bivalves requer uma manipulacdo dos fatores fisico-
quimicos do meio de cultivo e abundancia de alimento (Matias et al., 2009). Ao
providenciar condi¢fes ideais a sobrevivéncia, crescimento e maturacdo sexual dos
organismos, procura contorna-se assim o problema da sazonalidade de reproducéo natural
das ameéijoas, que limita a sua producdo em cativeiro. Ao longo do acondicionamento,
podem ocorrer reproducdes espontaneas, como tambeém se pode induzir a libertacdo dos
gametas. Para tal, recorre-se a técnica de inducdo de “choques térmicos”, em que se
aumenta a temperatura da agua do sistema de cultivo, durante um curto periodo de tempo,
para retornar a temperatura original logo de seguida (por exemplo: aumentar 10 °C durante
30 minutos; Cervifio-Otero, 2011; Aranda-Burgos, 2017). Por outro lado, é possivel usar a
adicdo de espermatozoides a agua de cultivo, para estimular e sincronizar a libertacdo de

gametas em algumas espécies de bivalves (FAO, 2006).
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Figura 3 — Ciclo de produgéo de bivalves em aquacultura [retirado de FAO (2006)].

Os processos de fecundacdo, desenvolvimentos embrionério e larvar, metamorfoses
e recrutamento de bivalves sdo ja possiveis de ocorrer em cativeiro. Neste sector, a
qualidade da &gua e a correta nutricdo sdo de extrema relevancia para a sobrevivéncia dos
individuos (Jara-Jara et al., 1997). Nos sistemas de acondicionamento de reprodutores,
deve recolher-se os gadmetas libertados, através de filtracdo dos mesmos, preferencialmente
de forma a manté-los isolados. Estes deverdo ser transferidos para tanques idealmente
cilindro-cénicos, de pequeno volume (= 50 L), de forma a executar os procedimentos
necessarios para obter taxas de fecundacdo ideais. Posteriormente, as larvas devem ser
transferidas para tanques cilindro-cénicos de maiores volumes. Ao longo do crescimento
larvar, deve separar-se as larvas por diferentes classes de tamanho. Na altura do
recrutamento bentonico, estas deverdo ser colocadas dentro de um recipiente com fundo
em rede, com uma malha de tamanho apropriado, mergulhado num sistema de cultivo

aquatico.

Quando os juvenis chegam ao tamanho de 1 mm de largura maxima de concha,
estes podem ser transferidos para sistemas de pré-engorda. Serdo mantidos até que tenham
um tamanho suficiente para serem transferidos para os sistemas de engorda, que

geralmente é aos 3 mm. Tanto a pré-engorda como a engorda de améijoas Sa0 processos
7
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simples, que podem decorrer no meio ambiente natural, em infra-estruturas flutuantes
(como long-lines e bandejas), em que é necessario a manutencdo regular do substrato e

oxigenacdo do meio de cultivo (Moscoso, 2000).

As diversas metamorfoses no ciclo de vida dos bivalves, desde a fase de larva
planctonica até ao recrutamento benténico das mesmas, variam entre as espécies cultivadas
e dependem essencialmente do valor e qualidade nutricional da dieta fornecida, bem como
da temperatura (Albentosa et al., 1994; Fernandez-Reiriz et al., 2009). Em aquacultura, a
monitorizacdo da ocorréncia do estadio de larva veligera é crucial, pois é imperativo
fornecer alimentacdo exdgena de qualidade e em quantidades ideais para a sobrevivéncia,
crescimento e desenvolvimento larvar bem-sucedido. A generalidade dos moluscos
bivalves alimenta-se através da filtracdo da agua, levando a que a producdo de microalgas
seja uma das operagOes mais importantes no seu cultivo (Albentosa & Moyano, 2008).
Costuma fornecer-se microalgas unicelulares para a alimentacdo de larvas de bivalves,
sendo benéfico o fornecimento de dietas compostas por diversas espécies de microalgas. O
teor em lipidos é bastante relevante na alimentacdo destes organismos. Principalmente os
lipidos de cadeia longa (Novoa et al., 2002), uma vez que Sdo usados COmo reservas
energéticas, para a gametogénese dos individuos reprodutores acondicionados, e
constituem a principal reserva nutricional no desenvolvimento embrionario e larvar
(Delgado et al., 2004). Na alimentacdo de bivalves usam-se maioritariamente as seguintes
espécies de microalgas: Isochrysis galbana (Parke, 1949),
Tetraselmis suecica (Kylin (Butcher)) e Pavlova lutheri (Droop (Green)).

A fase de recrutamento bentdnico € considerada a mais critica nas maternidades de
bivalves (Frangois et al., 1999). A sua ocorréncia é varidvel em fungdo da espécie. Apds a
perda do velum, ocorre: 1) reorientacdo dos Orgédos, 2) o sistema digestivo torna-se mais
complexo, 3) diferenciacdo dos sistemas nervoso e circulatério e 4) desenvolvimento das
dobras do manto e da musculatura (Cervifio-Otero, 2011). Apesar das larvas bivalves
apresentarem elevadas taxas de crescimento, as suas diferentes metamorfoses sao
acompanhadas de grandes percentagens de mortalidade, tanto no meio natural como em
cativeiro (Pérez-Camacho et al., 1977; Chicaro & Chicaro, 2001; Rico-Villa et al., 2009;
Costa et al., 2010).
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1.4.A améijoa-macha Venerupis corrugata(Gmelin, 1791) e a
améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin, 1791)

A améijoa Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) (também conhecida por Venerupis
pullastra e Venerupis senegalensis) é considerada um alimento tradicional em Portugal e
Espanha, principalmente na Galiza. Em Portugal, 0 nome comum desta espécie é améijoa-
macha e em Espanha da-se o nome de améijoa babosa. Os individuos desta espécie tém
uma concha ovalada e ligeiramente alargada, apresentando trés dentes cardinais em cada
valva. A valva na regido anterior é arredondada e na regido posterior é quase reta. O umbo
distingue-se por se localizar mais para a regido anterior da concha (Rayment, 2007). A
superficie exterior da concha apresenta coloracdo desde creme a cinzenta, com bandas
alternadas de cor escura. Tem numerosas estrias longitudinais, bem marcadas, e estrias
radiais quase impercetiveis, (figura 4; Pérez Camacho, 1980). Na parte interior, as valvas
apresentam coloracdo branca brilhante (ocasionalmente parpura), com a linha paleal bem
definida, em forma de “U”, que se estende para além da linha média da concha. Estas
améijoas tém uma largura maxima de 5 cm, sendo comercializadas com um tamanho
minimo de 3 cm (Rayment, 2007; DGRM, 2016). A améijoa V. corrugata tem sifées muito
curtos e unidos na sua totalidade. Liberta um muco, principalmente no estadio juvenil, pelo

que se Ihe da o nome comum de améijoa babosa em Espanha.

A améijoa bicuda (nome comum em Portugal e Espanha), ou améijoa-cdo (outro
dos nomes comuns usado em Portugal) Polititapes aureus (Gmelin, 1791) (também
conhecida por Venerupis aurea) € uma espécie autdctone nestas regides, embora seja
menos apreciada gastronomicamente. A améijoa-cdo apresenta uma concha de formato
sub-triangular, com trés dentes cardinais na sua charneira. As valvas sdo exteriormente
caracterizadas por linhas longitudinais muito finas, separadas por pequenos sulcos, e
estrias radiais pouco visiveis. A sua cor externa varia entre 0 branco sujo, o creme e 0
cinzento, tendo uma mancha escura triangular na sua parte anterior (figura 4; Farifa,
2005). Interiormente, a concha desta espécie ndo apresenta a linha paleal bem definida,
tendo uma coloracdo entre o amarelo e o dourado. Esta améijoa apresenta sifoes de
tamanho médio e unidos até ao meio. Os adultos podem crescer até 4,5 cm de largura de
concha e o seu tamanho minimo de comercializagdo é de 2,5 cm (Department for Business,
Energy & Industrial Strategy (2016); DGRM, 2016). Um dos seus nomes comuns —
améijoa-bicuda - é devido a forma pontiaguda do umbo desta espécie.



Introducgdo

Figura 4 — Morfologia externa e interna das conchas da améijoa-macha Venerupis corrugata (do lado esquerdo) e da
améijoa-cdo Polititapes. aureus (do lado direito) [adaptado de World Register of Marine Species].

Estas duas espécies de améijoa tém importancia comercial essencialmente em
Portugal, Espanha (mais especificamente na Galiza), Franca e Italia (Reis et al., 1982;
FAO, 2006; Otero, 2011; Pereira, 2011). A captura destas améijoas pode-se realizar a pé
em zonas intertidais, com o auxilio de ferramentas tradicionais, como sacos e pas, ou com
recurso a embarcagBes, utilizando a técnica de arrasto, em zonas que Se encontram

constantemente submergidas. (Farifia, 2005).
1.5. Objectivos

Poucos foram os estudos realizados no ambito da biologia e da reproducdo da
améijoa V. corrugata (Albentosa et al., 1993; Jara-Jara, 2000; Farifia, 2005; Garcia-
Lavandeira et al., 2005; Cervifio-Otero ,2011; Joaquim et al., 2014; Fernandéz-Pardo et
al., 2016). No entanto, P. aureus é ainda uma espécie criptica. Ainda assim, estes
organismos relinem caracteristicas, que geram interesse para que sejam produzidas em
aquacultura, de forma a responder a procura por estas especies no mercado de varios

paises.

Por esse motivo, realizou-se um estagio curricular no CIMA - Centro de Cultivos
Marinhos, que surgiu em 1978, em Ribadeo (Espanha; coordenadas 043°31°56,96N;

07°5°56,87”W). Este centro tem realizado varios cultivos larvares, pos-larvares e de
10
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sementes, de espécies de moluscos bivalves com interesse comercial na Galiza. O CIMA
cultiva estes organismos até que estes obtenham um tamanho adequado para a sua
introducdo nos ecossistemas costeiros (Cervifio-Otero, 2011). Este centro de cultivos é um
organismo dependente da Conselleria do Medio Rural e do Mar da Xunta de Galicia, que
obtém financiamento a partir de projetos de investigacdo. O estdgio curricular realizado
neste centro de cultivos teve como propoésito geral conhecer o trabalho de rotina diaria
numa maternidade de bivalves, ndo s6 nos procedimentos com as larvas, mas também no
cultivo de microalgas, como no acondicionamento de reprodutores. Durante o estagio, foi
desenvolvido um ensaio, que teve como principal objectivo contribuir para a elaboracdo de
um protocolo de cultivo de P. aureus, nomeadamente quanto ao maneio das suas larvas em
maternidades. Para tal, fez-se o estudo comparado das caracteristicas biométricas e indices
de condicdo de reprodutores, da caracterizacdo temporal do desenvolvimento larvar, da
densidade e sobrevivéncia larvar e pos-larvar, bem como do crescimento individual das
améijoas V. corrugata e P. aureus. Os ensaios realizados tiveram por como finalidade

geral contribuir para a producao destas espécies em cativeiro.

11
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2. Materiais e Métodos

2.1. Obtencdo e acondicionamento dos reprodutores de améijoa-macha

Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) de améijoa-cédo Polititapes aureus (Gmelin, 1791)

Em 28 de Fevereiro de 2018, adquiriram-se 411 reprodutores V. corrugata,
provenientes da Ria de Corufia (Galiza, Espanha). Os organismos P. aureus foram
adquiridos no banco de Cangas (Galiza, Espanha), tendo sido rececionados em 4 lotes
distintos: 23 reprodutores em 17 de janeiro, 55 individuos a 16 de fevereiro, 92 organismos
a 15 de marco e 41 individuos no dia 27 de abril de 2017. Os organismos foram
transportados para o CIMA - Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo (Espanha), dentro

de uma caixa isotérmica com gelo seco, sem agua.

Dados biométricos (largura, altura e espessura) foram apenas medidos nos
reprodutores do ultimo lote de améijoa-cdo P. aureus, a quando da sua recepc¢do no CIMA
- Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo. Foram sacrificados 20 individuos. A altura dos
organismos foi medida como sendo a distancia, em centimetros, desde 0 umbo até margem
ventral das valvas. A largura da concha foi determinada pela distancia entre a regido
anterior e a regido posterior da concha. A espessura foi determinada pela distancia entre as
margens exteriores das valvas, na regido ventral. Também se pesaram 0s organismos, bem
com as suas conchas, massa visceral e génadas, com uma balanca analitica COBOS
Cl4200CBC (Cobos Precizion, Barcelona, Espanha).

Os bivalves foram acondicionados num sistema aberto (Figura 5), com arejamento
constante e renovacao da agua de cultivo a 30 — 50 litros por hora. A &gua era tratada antes
de entrar no sistema, (passando por um filtro de areia. Este sistema era composto por 25
tanques retangulares de fibra de vidro, com 150 litros de volume. As améijoas foram
colocadas numa densidade de aproximadamente 150 individuos por tanque,
acondicionadas em bandejas perfuradas lateralmente e no fundo, de forma a fazer circular

0 alimento até aos organismos e a remover as fezes.

13
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Figura 5 — Sistema aberto para acondicionamento de reprodutores da améijoa-macha
Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da améijoa-cao Polititapes aureus (Gmelin, 1791), com a saida de
&gua para o interior de uma pilha de crivos, com vista a retencdo de fezes e embrides, separadamente.

Diariamente mediu-se a temperatura da &dgua do sistema de cultivo, que variava
entre os 15 e os 20 °C. Para manter esses valores durante os meses de Inverno, foi
necessario usar aquecedores com termostato EHEIM JAGGER de 300 W (EHEIM GmbH
& Co KG, Estugarda, Alemanha). A salinidade também foi monitorizada diariamente,
apresentando valores proximos de 33. A temperatura e a salinidade dos sistemas de
acondicionamento das améijoas reprodutoras eram medidas com uma sonda
multiparamétrica HANNA HI 9828 (HANNA Instruments, Pdvoa de Varzim, Portugal).
Diariamente, estes reprodutores foram alimentados por uma dieta mista de microalgas e
monitorizados quanto a ocorréncia de mortalidade, em que os organismos mortos eram
removidos do sistema. Trés vezes por semana, 0s tanques eram esvaziados, lavados e
reabastecidos, para evitar a acumulacéo de detritos, fezes e bactérias no fundo, bem como

nas paredes dos mesmos.
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2.2.  Reprodugdo e recolna de embrides da  améijoa-macha
Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da améijoa-céo

Polititapes aureus (Gmelin, 1791)

Sob condicOes ideais de acondicionamento, as améijoas sexualmente maturas
libertam o0s seus gametas de forma espontdnea. Tal foi o que se verificou para
V. corrugata e P. aureus, apos a sua recepcao no CIMA — Centro de Cultivos Marinhos de
Ribadeo. Por esse motivo, a separacéo e recolha dos gametas nédo foi possivel. A agua saia
dos tanques do sistema aberto de acondicionamento e escoava para dentro de dois crivos
sobrepostos. O crivo superior tinha uma malha de 120 um e destinava-se a reter os dejectos
das améijoas. O crivo inferior, com 45 um de malha, tinha por finalidade realizar a recolha
dos gametas, zigotos e embrides. A quando de uma postura, a agua de cultivo tornava-se

turva e de cor esbranquicada.

Os zigotos e embrides foram colocados dentro de tanques cilindroconicos de
500 L, onde decorreram os desenvolvimentos embrionario, larvar e pos-larvar. A libertacdo
dos gametas no ensaio de V. corrugata, e nos dois ensaios de P. aureus decorreram,

respetivamente, a 01 de marco, 28 de fevereiro e 29 de abril de 2017.

2.3. Crescimento larvar, pos-larvar, de semente e de juvenis da améijoa-macha

Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) da améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin, 1791)

Ao longo do presente estagio curricular realizou-se apenas um ensaio do cultivo das
fases iniciais do desenvolvimento de V. corrugata, uma vez que ja existiam estudos
anteriores (Albentosa et al., 1993; Garcia-Lavandeira et al., 2005; Joaquim et al., 2014;
Fernandéz-Pardo et al., 2016). No caso de P. aureus, existe pouca informacéo sobre esta
espécie. Por este motivo, foram realizadas duas réplicas da postura e seguimento do seu
desenvolvimento larvar. O cultivo de V. corrugata, assim como 0 primeiro ensaio do
cultivo de P. aureus, foram desenvolvidos com inicio no final do Inverno. Enquanto que, a

segunda réplica de P. aureus se iniciou-se a meados da Primavera.

Por normas do CIMA - Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo, as améijoas
foram apenas monitorizadas a partir da primeira semana apos a fecundagdo. Apos esse

periodo, avaliou-se se o cultivo teria numero suficiente de individuos, de forma a
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rentabilizar os tanques, o uso dos sistemas e a garantir a viabilidade do estudo e fiabilidade
dos dados.

O cultivo das larvas de améijoa foram executados em tanques cilindroconicos de
500 L (figura 6), em sistema fechado, com &gua salgada previamente tratada por um filtro
de areia e por filtro ultravioleta, a temperatura ambiente, (~ 17 + 3 °C). Em cada tanque,
colocou-se um arejamento constante, de baixa intensidade. No inicio do presente estudo, as
densidades dos cultivos foram estabelecidas para aproximadamente 5 individuos por
mililitro. O primeiro ensaio com P. aureus foi uma excecdo, visto que a postura nao

produziu organismos suficientes para se obter essa densidade.

Figura 6 — Tanques cilindro-conicos de 500 litros, utilizados nos cultivos larvares realizados para a améijoa-
macha Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e a améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin, 1791).

Mediu-se a temperatura da agua em cada tanque, diariamente, com um termémetro
analdgico. Para os estadios anteriores aos de larva pediveligera, se a temperatura de cultivo
fosse inferior a 15°C, recorria-se ao uso de aquecedores com termostato EHEIM JAGGER
de 300 W (EHEIM GmbH & Co KG, Estugarda, Alemanha). A partir do estadio de larva
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veligera, forneceu-se alimento exdgeno, composto por uma mistura de microalgas, numa

concentragéo de 40 células pL™ no interior do tanque.

Em dias alternados da semana, esvaziavam-se os tanques de cultivo. As larvas eram
recolhidas com crivos, & saida do sistema de purga do tanque, sendo separadas por
tamanho e, consequentemente, estadio de desenvolvimento larvar. Os tanques eram

lavados e reabastecidos, onde se reinseriam as larvas recolhidas.

Em paralelo as renovagbes da 4gua dos tanques de cultivo, recolhiam-se amostras
das larvas retidas em cada crivo. As larvas eram transferidas para um volume de 2 litros de
agua e homogeneizava-se a sua suspensdo. Posteriormente, retiravam-se
5 réplicas de 20 uL, que eram observadas numa lupa binocular URA Technic FO.225A
(LABOLAN, Esparza, Espanha), para se determinar a densidade das larvas em cada tanque
de cultivo. O estadio larvar foi determinado atraves da observagdo in vivo de 50 a 100
larvas, ao microscopio optico composto Leica DM750, equipado com uma camara de 5
megapixéis Leica ICC50W (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As imagens foram
processadas através do software Leica Application Suite 4.7.2. (Leica Microsystems,

Wetzlar, Alemanha), para se medir a largura maxima das larvas.

Quando as larvas de V. corrugata ficavam retidas num crivo de 150 pum, o seu
tamanho correspondia ao inicio do estadio de larva pediveligera (ou seja, em que as larvas
formavam o pé; Cervifio-Otero, 2011). Nesta altura, as larvas eram transferidas para um
sistema de cultivo adequado para o seu recrutamento benténico. O mesmo procedimento
foi utilizado para o primeiro ensaio de cultivo de P. aureus. No entanto, verificou-se que
150 um ainda ndo correspondia a formacdo de larvas pediveligeras desta espécie.
Consequentemente, estas foram selecionadas usando um crivo de 170 pum no segundo
ensaio. Neste estadio, as larvas eram colocadas dentro de tabuleiros com o fundo em rede,
de malha inferior ao seu tamanho (normalmente de 120 um). Estes tabuleiros eram imersos
parcialmente em tanques cilindro-conicos, ficando apoiados no rebordo dos mesmos.
Estabelecia-se uma circulacdo de agua, recorrendo a um sistema de airlift, constituido por
um tubo a circular agua, desde o fundo do tanque até a superficie do mesmo, e outro a
verter para o interior do tabuleiro. Apds o recrutamento benténico das larvas, as rotinas

semanais mantinham-se semelhantes as descritas anteriormente.
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Quando as larvas ficam retidas num crivo de malha calibrada de 300 um, todos os
individuos do mesmo tanque foram colocados num recipiente e pesados numa balanca
COBOS Cl14200CBC (Cobos Precizion, Barcelona, Espanha). Posteriormente, retiram-se 3
pequenos lotes. A biomassa total de individuos de cada lote foi medida numa balanca
analitica Scaltec SBC 22 (SCALTEC INSTRUMENTS GmbH, Géttingen, Alemanha). A
seguir, contaram-se os individuos de cada um dos lotes. Posteriormente, extrapolou-se a
abundancia de sementes em cada tanque. As rotinas de cultivo constaram na realizacéo de
trocas de agua, lavagem dos tanques e dos tabuleiros em dias alternados, assim como as
recolhas de amostras de 50 sementes aleatorias para as medicGes da largura da concha.
Neste caso, as medicOes foram feitas através de uma lupa binocular Nikon SMZ-10A
(Nikon, Téquio, Japdo), equipada com uma camara de
5 megapixéis Nikon DS-FI1 (Nikon, Toquio, Japdo). As imagens foram processadas

através do software NIS-Elements BR 3.0.

No final no primeiro cultivo de P. aureus e do de V. corrugata, contabilizaram-se
apenas 0S organismos que se encontravam no estadio de juvenil. As restantes améijoas
foram negligenciadas e transferidas para outros sistemas de cultivo, dentro do CIMA —
Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo, por razdes de logistica e rentabilizacdo de

espago.
2.4. Produgdo de microalgas

Para a alimentacdo exdgena das améijoas, desde larvas até serem reprodutores, é
necessario um cultivo auxiliar de microalgas. O cultivo era iniciado com um in6culo de 20
mL, que culminavam em bolsas/mangas plasticas de 400 L (figura 7). No
CIMA - Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo, a producdo de microalgas caracteriza-se
por cultivos continuos ou descontinuos (dependendo da sec¢do) e intensivos
monoespecificos, havendo producdo de Chaetoceros calcitrans (Paulsen, 1968),
Isochrysis  galbana  (Parke,  1949), Paulova lutheri  Droop  (Green)),
Phaeodactylum tricornutum (Bohlin, 1898), Rhodomonas salina (Stearn, 1973),

Skelatonema costatum (Stearn, 1973) e Tetraselmis suecica (Kylin (Butcher)).
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Mangas

Cultura Stock Inoculos Indculos intermédios

ﬂ -

20 mL 2L 6L

40/400L

Figura 7 — Esquema de cultivo de microalgas no CIMA - Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo.

O cultivo de microalgas dividia-se em duas zonas distintas: caAmara isotérmica e
estufa. O cultivo iniciava-se numa cdmara isotérmica, onde existia cultivo descontinuo,
com uma temperatura de 19 + 1 °C, fornecimento de dioxido de carbono (CO2) durante
uma hora diariamente e iluminacdo artificial constante. Primeiro produziam-se os indculos
em tubos de ensaio de 20 mL, que eram replicados uma vez por semana, para se manter um
stock das microalgas. Posteriormente, estes tubos iriam servir para os indculos de 2 e 6 L,
que eram constantemente arejados. Nestes indculos, juntava-se adgua salgada (salinidade
30), tratada por um filtro de areia e filtros de cartuchos de 5 pm, ao meio de cultivo. A
agua de cultivo era enriquecida com uma solucdo de sais nutritivos ALGAL-1 (Aqualgae,
Corufia, Espanha), composta por nitrato de potassio, fosfato monossodico, oligoelementos
(ferro, zinco, manganés, cobalto, cobre e EDTA) e vitaminas (Bz1, B12 € H). No caso das
microalgas diatomaceas adicionava-se também uma solugdo de silicatos. A agua e 0s

materiais de cultivo eram esterilizados num autoclave a 120 °C e 2 bar.

A fase seguinte da producdo de microalgas era situada numa estufa, onde se
mantinha o arejamento constante, com iluminagdo natural, mas sem enriquecimento em
CO.. Nesta seccdo as microalgas eram cultivadas em mangas de plastico de 40 L (regime
descontinuo) ou 400 L (cultivo continuo), usando como meio de cultivo dgua esterilizada,
tratada por filtro de areia, solugdo C de Gold Medium (Aqualgae, Corufia, Espanha),

composta por nitrato de potassio, fosfato de potassio e oligoelementos (ferro, zinco,

19



Materiais e métodos

manganés, cobalto, cobre e molibdénio), complementando-se o cultivo de diatoméaceas
com a adigéo de silicatos.

A alimentacdo para todos os organismos era retirada destes cultivos mantidos na
estufa, sendo que a alimentacdo das larvas consistia numa dieta mista de C. calcitrans,
I. galbana, P. lutheri e T. suecica. Os reprodutores eram alimentados com uma dieta mista,

composta por todas as microalgas cultivadas.
2.5. Andlise de dados

A apresentacdo grafica dos resultados foi executada mediante a utilizacdo do programa
Microsoft Office Professional Plus Excel 2007 (Microsoft Corporation, Albuquerque,
Estados Unidos da América), bem como as anélises estatisticas dos mesmos.

Sempre que aplicavel, os valores foram apresentados sobre a forma de
média + desvio-padrdo (x + sd) e na andlise estatistica dos dados utilizou-se o nivel de

significancia a = 0,05.

Com os dados biométricos de P. aureus realizaram-se posteriormente os célculos
dos indices de condicdo visceral e gonadal, descritos no estudo de Ojea (2004). Mas no
presente estudo, estes indices foram calculados usando o peso himido dos organismos e
das suas estruturas, ao invés de peso seco. O indice de condi¢do visceral foi avaliado de
acordo com a férmula: ICV = peso das visceras / peso da concha x 100; ao passo que a
condicdo gonadal foi determinada como sendo: ICG = peso das gbénadas / peso das

visceras x 100.

Relativamente aos indices de condi¢cdo de V. corrugata, estes foram retirados do
trabalho de Cervifio-Otero(2011), uma vez que ndo foram recolhidos os seus dados
biométricos no presente estudo. O motivo relaciona-se com a chegada destes organismos
coincidir com o inicio do estagio curricular e, consequentemente, com o inicio dos estudos
dos cultivos larvares. O trabalho de Cervifio-Otero (2011) decorreu igualmente no CIMA -

Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo, com organismos de 25 de Fevereiro de 2005.

Avaliou-se a taxa de mortalidade instantanea entre 0S momentos em surgiram 0S nOvVos
estadios larvares das améijoas V. corrugata e P. aureus, em cada um dos ensaios de

cultivo, de acordo com a férmula Z (ind dia™®) = - Ln (N1 - Nt) / At; em que Z é a taxa de

20



Materiais e Métodos

mortalidade instantanea; N a densidade de larvas (individuos L™Y); t e t+1 os limites de uma

dado intervalo de tempo e At a duracdo desse intervalo de tempo.

A sobrevivéncia de larvas veligera e de larvas pediveligeras foi determinada através
das seguintes formulas: Sobrevivéncia larvar (%) = (namero de larvas veligera / nimero
de larvas pediveligera) X 100; Sobrevivéncia pos-larvar (%) = (nimero de larvas
pediveligera / nimero de sementes) X 100.

Calculou-se a taxa de crescimento das améijoas, atraves da seguinte formula: Taxa
de crescimento (um dial) = (largura final — largura inicial) / At, em que At é o intervalo
de tempo. No presente estudo foi realizada a taxa de crescimento larvar (tamanho entre
larva trocofora e pediveligera), pos-larvar (entre pos-larva e semente), de semente (entre

semente e juvenis) e final (entre a primeira e a ultima medicéo do estudo).

A funcdo logisticay = A1 + (A1 - A2) / (1 + (X — xo) ™ p) foi utilizada para avaliar o
crescimento individual das larvas V. corrugata e P. aureus, com base no modelo sigmoide
de crescimento de Boltzmann, em que: Az é o valor final da largura do corpo das améijoas;
Az é o valor inicial; Xo é 0 ponto de inflexdo da curva; p é o parametro que afeta o declive
da curva no ponto de inflexdo. O ajustamento do crescimento das améijoas ao modelo
sigmoide foi verificado pelo valor do coeficiente de determinacdo R? e do valor de
significancia p. As comparacdes das curvas de crescimento individual das larvas das
améijoas V. corrugata e P. aureus foram executadas mediante uma analise da soma dos
quadrados dos erros para equacOes ndo lineares (Haddon, 2011), com apresentacdo do
valor do teste F e do valor de significancia p. Os modelos foram aplicados para avaliar a
taxa de crescimento de um individuo, desde: 1) a primeira amostragem (estadio de larva
trocofora) até ao estddio de larva pediveligera - crescimento individual larvar; 2) desde
larva pediveligera a semente - crescimento individual pés-larvar; 3) de semente a juvenil -
crescimento individual de semente; e 4) o primeiro ao Gltimo momento de amostragem -

crescimento individual total.
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3. Resultados

3.1. Temperatura da 4agua de cultivo larvar das améijoa-macha
Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da améijoa-céo
Polititapes aureus (Gmelin, 1791)

O Unico parametro fisico-quimico monitorizado ao longo do estudo foi a temperatura
(figura 8). O més com as temperaturas mais baixas foi Abril/2017 (16,95 £ 0,75 °C) e
aquele com temperaturas mais altas foi Junho/2017 (20,11 + 0,49 °C).
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Marco Abril Maio Junho

Tempo (meses)
Figura 8 - Temperatura da 4gua do cultivo larvar da améijoa-macha Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da
améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin, 1791), ao longo dos meses em que decorreu o presente estudo

(média £ desvio-padrao).

3.2. Acondicionamento de reprodutores e posturas das améijoa-macha
Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da améijoa-cdo
Polititapes aureus (Gmelin, 1791)

Os organismos de Polititapes aureus apresentaram largura, altura e espessura de
concha inferiores aos de Venerupis corrugata (Tabela ). Da mesma forma, também os
indices de condigdo visceral e gonadal foram superiores para a améijoa-macha
V. corrugata (Tabela I).
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Tabela | — Dados biométricos, indices de condicdo visceral e gonadal (média + desvio-padrao) de
reprodutores améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin, 1791), medidos a 27 de Abril de 2017, e da améijoa-
macha Venerupis corrugata (Gmelin, 1791), referente a organismos de 25 de Fevereiro de 2005 (Cervifio-

Otero, 2011). * - Os indices de condigdo visceral e gonadal de V. corrugata foram apenas apresentados como

valores médios por Cervifio-Otero (2011).

V. corrugata P. aureus
Largura 40,72 £ 3,39 34,10 £ 2,99
Medidas (mm) Altura 27,76 £ 2,35 25,19+ 2,25
Espessura 1942+3 56 | 17,16 +1,58
Total 14,82 + 3,81 9,02 +2,33

Biomassa individual (g - Concha 7,49+ 237 4,99 £1 09
Peso fresco) Massa visceral 3,81 +0,99 2,14 + 0,69
Gobnada 1,00 +£0,42 0,44 £0,19

. - Visceral 50,86* 42,89+7,74
Indices de condicdo (%) Gonadal 26,25 20,56+4,15

A reproducdo das améijoas ocorreu de forma espontanea nos sistemas de cultivo. A
libertacdo dos gametas ocorreu poucos dias posteriormente a chegada dos reprodutores ao
CIMA — Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo (Tabela Il). Os machos de ambas as
espeécies libertaram os gametas de forma continua, conferindo um aspeto leitoso a agua.
Enquanto as fémeas emitiram os odcitos por impulsos, com jatos de agua lancados através

do sifdo exalante, que apresentavam um aspeto granular gelatinoso.

Tabela Il — Datas de rececao de reprodutores e de ocorréncia de reproducdo da améijoa-macha
Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin, 1791), bem como das
temperaturas da agua na altura das respetivas posturas.

) Data de Data de
Espécie Temperatura (°C)
chegada postura
V. corrugata 28/02/2017 | 01/03/2017 14
P. aureus (1) 16/02/2017 | 28/02/2017 16
P. aureus (2) 27/04/2017 | 29/04/2017 15

Ao longo do estudo, existiu apenas uma postura de V. corrugata, que decorreu no
final do Inverno. Ocorreram duas posturas de P. aureus, em que uma foi no final do

Inverno e a seguinte em meados da Primavera (Tabela I1).
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3.3 Desenvolvimento larvar da améijoa-macha
Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da améijoa-céo
Polititapes aureus (Gmelin, 1791)

Ao fim de uma semana ap6s a remocao dos embrides do sistema de cultivo dos
reprodutores, contabilizaram-se 7,0 milhdes de larvas trocdforas V. corrugata. Ao passo
que, na primeira e segunda posturas de P. aureus obtiveram-se 1,8 e 12,0 milhdes de larvas

trocoforas, respetivamente.

No entanto, o ensaio de V. corrugata foi iniciado com apenas 3,5 milhdes de larvas
trocoforas, enquanto no primeiro ensaio de P. aureus utilizaram-se todas as 1,8 milhdes de
larvas e apenas 2,4 milhdes no segundo ensaio. Estas quantidades corresponderam a 7, 3,6

e 4,8 larvas mL?, respetivamente (figura 9a).

Ao longo do tempo, a densidade dos cultivos foi diminuindo (figura 9a), sendo que
o cultivo larvar de V. corrugata foi o que registou maiores taxas de mortalidade
instantdneas quando surgiram as larvas pediveligeras e no final do ensaio (figura 9b).
Relativamente aos cultivos de P. aureus, o primeiro ensaio foi aquele que apresentou
maiores taxas de mortalidade instantaneas, nomeadamente quando se iniciou o estadio de
semente (figura 9b). Tanto a densidade, como a taxa de mortalidade instantanea,
apresentaram valores mais elevados no final dos ensaios de V. corrugata e P. aureus
n® 1, em funcdo de se terem contabilizado apenas os individuos no estadio de juvenil,

tendo-se negligenciado e removido as sementes.
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Densidade (ind mL™1)

Z (ind dia?)

@ V.corrugata @ P. aureus—Ensaiol < P. aureus — Ensaio 2

10 - n=3
5 -
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Figura 9 - Variaco de a) densidade e b) taxa de mortalidade instantnea (Z) de ameijoa-macha Venerupis

corrugata (Gmelin, 1791) e améijoa-céo Polititapes aureus (Gmelin, 1791), desde o estadio de larva

troctfora até ao estadio de juvenil. * Valor sobrestimado da taxa de mortalidade instantanea.
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Em termos globais, o segundo ensaio de P. aureus obteve a maior sobrevivéncia de
individuos (57 %; figura 10a), seguido pelo ensaio de V. corrugata (32 %) e, por ultimo, o
primeiro ensaio de P. aureus (17 %). O cultivo com maior sobrevivéncia até ao estadio de
larva pediveligera (sobrevivéncia larvar) foi o segundo ensaio de P. aureus (82,5 %),
seguido do primeiro ensaio (60 %) e do de V. corrugata (40 %; figura 10b). No entanto, a
melhor sobrevivéncia apds o recrutamento bentonico foi no cultivo de V. corrugata (80
%), seguida do segundo ensaio e de P. aureus (68,47 %). A pior sobrevivéncia pds-larvar

foi no primeiro ensaio de P. aureus (30%; figura 10b).

Os organismos de V. corrugata alcancaram o estadio de larva umbulada (figura
11a) ao 8° dia apods a fecundacdo (figura 12a), com uma largura da concha de 132,28 +
9,24 um, tendo permanecido nesse estadio durante 12 dias (figura 12b). Estes espécimes
encontravam-se no ponto de recrutamento bentonico entre o 15° e o0 24° dia (figura 12a),
com uma largura de concha de 202,42 + 20,95 um, permanecendo durante 12 dias sob a
forma de larvas pediveligera (figura 11b; figura 12b). A partir do 27° dia (figura 12a), os
organismos deste cultivo ja eram considerados como sementes (figura 11c), permanecendo
neste estadio larvar durante 24 dias (figura 12b) e apresentando uma largura de 350,77 +
46,17 pum. Apds 55 dias (figura 12b), alguns dos individuos eram ja juvenis (figura 11d),
tendo 1231,36 + 327,29 um. No final do estudo, 3 meses ap0s a fecundacgédo, a maioria dos
organismos ainda era considerada semente, atingindo-se 2697,59 + 592,38 um de largura

da concha.

No primeiro ensaio, os organismos de P. aureus formaram o seu umbo (figura 11e)
ao 8° dia ap6s a fecundacdo (figura 12a), com uma largura de 138,56 + 11,04 pm e
mantiveram-se neste estadio durante 8 dias (figura 12b). A partir do 14° dia (figura 12a), as
larvas j& apresentavam o pé formado, tendo 191,3 + 10,87 um e duraram 17 dias nesta fase
pos-larvar (figura 12b; figura 11f). Entre o 28° e 35° dia (figura 12a), as larvas
pediveligeras desta espécie chegaram ao estddio de semente (figura 11g), tendo um
tamanho de 374,74 + 29,84 um, permanecendo neste estadio durante 27 dias (figura 12b).
Apbs 58 dias (figura 12a), parte dos organismos ja ficavam retidos em crivos de 1 mm
(figura 11h), apresentando uma largura de 1403,41 + 308,79 um. No final de 93 dias ap6s
a fecundagéo, existiam organismos retidos em crivos de malha desde os 700 um até aos 3,5
mm, sendo a maioria dos organismos considerados juvenis, com um tamanho de 2633,06
574,07 pm.
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Figura 10 — Sobrevivéncia a) total e b) larvar versus pos-larvar da améijoa-macha Venerupis corrugata

(Gmelin, 1791) e dos ensaios 1 e 2 da améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin, 1791)
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No segundo ensaio de P. aureus, as larvas também desenvolveram o umbo ao 8° dia
apos a fecundacdo (figura 12a), com uma largura de 119,43 + 7,59 um e permaneceram
como larvas umbuladas durante 16 dias (figura 11e; figura 12b). As larvas desenvolveram
0O pé entre o 21° e 24° dia (figura 12a), com tamanho de
272,04 + 26,22 um e a permaneceram durante 11 dias (Figura 12b) como larvas
pediveligera (figura 11f). Ao fim de 31 a 35 dias (figura 12a), os organismos ja ficavam
retidos nas malhas de 300 um, no estadio de semente (figura 11g), com uma largura de
405,45 £ 75,27 um e assim permaneceram durante 19 dias (figura 12b). Aos 52 dias ap0és a
fecundacdo (figura 12a), algumas das sementes ficavam retidas em crivos de
1 mm (figura 11h), apresentando 1184,99 + 518,8 um de largura.

3.5.Crescimento individual da améijoa-macha Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e
da améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin, 1791)

Os organismos de V. corrugata apresentaram uma taxa de crescimento individual
total menor (22,80 pum dia?) do que os P. aureus do primeiro ensaio
(24,92 pm dial; figura 13). O segundo ensaio de P. aureus obteve foi aquele em que as
améijoas apresentaram a maior taxa de crescimento (figura 13). No entanto, as taxas de
crescimento individual variaram entre os diferentes estadios de desenvolvimento das
améijoas dos trés ensaios (figura 13), sendo que aumentaram com a idade dos individuos,
para ambas as espécies. Em relacdo a taxa de crescimento larvar (até larva pediveligera), o
menor valor foi observado no primeiro ensaio de P. aureus (8,33 um dia?), seguindo-se o
das larvas de V. corrugata (9,79 um dial) e do segundo ensaio de P. aureus
(10,90 um diat). As taxas de crescimento individual pos-larvar (de larva pediveligera até
semente) e de semente seguiram o mesmo padrdo do crescimento até ao estadio de juvenil,
sendo inferiores em V. corrugata (12,36 e 31,45 um dia™l, respetivamente), seguindo-se as
dos organismos do primeiro ensaio de P. aureus (16,74 e 32,59 um dia?, respetivamente) e
os do segundo ensaio apresentaram 0s maiores valores (13,34 e 37,12 pm dia®,

respetivamente).
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Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) Polititapes aureus (Gmelin, 1791)
Poo
®

Larva pediveligera Larva umbulada

Semente

Juvenil

h)

Figura 11 — Observacao ao microscépio 6ptico composto das larvas umbuladas (a) e ¢e)), larvas
pediveliegeras (b) e f)), das sementes (c) e g)) e dos juvenis (d) e h)) das espécies dos cultivos do presente,
améijoa-macha Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e améijoa-céo
Polititapes aureus (Gmelin, 1791). Nas figuras a), b), c), e), f) e g) utilizou-se uma ampliacdo de 40 vezes e
nas figuras d) e h) uma ampliacdo de 10 vezes.
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V. corrugata P.aureus — Ensaio 1 P. aureus — Ensaio 2
Figura 12 — a) Tempo que decorreu desde a fecundagéo até aparecimento dos diferentes estadios do
desenvolvimento larvar da améijoa-macha Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da améijoa-cao Polititapes
aureus (Gmelin, 1791). b) Tempo de duragdo dos mesmos estadios.
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V. corrugata P.aureus — Ensaio 1 P. aureus — Ensaio 2
Figura 13 — Taxas de crescimento individual larvar, pos-larvar, de semente e final, com base na largura da

améijoa-macha Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e da améijoa-cdo Polititapes aureus (primeiro e

segundo ensaios).

O crescimento individual dos organismos cultivados (figura 14) ajustou-se a um
modelo de crescimento sigmoidal, com um coeficiente de determinagdo ajustado
R? > 98%, em todas as espécies. Os individuos cultivados apresentaram uma relacio
significativa entre o aumento da sua largura e 0 o tempo decorrido, uma vez que
apresentam um valor de significancia p < 0,01. A analise da soma dos quadrados dos erros
para equacgdes ndo lineares demonstrou diferengas altamente significativas entre os
modelos de crescimento de V. corrugata e do ensaio 1 de P. aureus F = 9,156;
p = 5,375 X 10 < 0,05). Entre os dois cultivos de P. aureus ndo existiram diferencas

significativas entre os modelos de crescimento (F = 0,066; p = 0,977 > 0,05).
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Figura 14 — Modelos de crescimento individual, com base na largura a) da améjoa-macha
Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) e de b) primeiro e c) ensaio da améijoa-cdo Polititapes aureus (Gmelin,
1791) ao longo do cultivo larvar (até 1), pés-larvar (de 1 a 2), semente (de 2 a 3) e juvenil (depois de 3). n —
Nuamero de réplicas nas medicdes; R? — Coeficiente de determinagdo; p — valor de significancia; A1, Az, Xo € p
— Parametros da funcao logistica.
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4. Discussao

No estabelecimento de um protocolo de cultivo de bivalves, em aquacultura, deve
ter-se em conta que a as posturas dos reprodutores, assim como 0 crescimento e a
sobrevivéncia das larvas, podem ser influenciados por diferentes pardmetros ambientais.
Especialmente, pela temperatura (Chung et al., 2005; Joaquim et al., 2008; Matias et al.,
2009; Ojea et al., 2004), pela quantidade e qualidade do alimento (Aranda-Burgos et al.,
2014; Madrones-Ladja, 1997; Magnesen et al., 2006; Pérez-Camacho et al., 2003; Robert
et al., 2017) e também pela densidade larvar do cultivo (Aarab et al., 2013; Joaquim et al.,
2014).

Através dos estudos de Villalba (1993) e de Farifia (2005), sabe-se que
V. corrugata reproduz-se durante quase todo o ano, nas Rias Galegas. Estas améijoas
executam uma libertacdo parcial de gametas desde o final do Inverno até o meio do
Outono. Por seu turno, P. aureus executa as suas posturas desde o final da Primavera até
meio do Outono, periodo coincidente com maior disponibilidade de alimento e

temperaturas de 4gua mais elevadas (Farifia, 2005).

Na costa da Galiza, a temperatura da 4gua apresenta uma variacao entre os 14 °C na
Primavera e os 18 °C no Verdo (Pérez-Camacho, 1980). Os reprodutores acondicionados
neste estudo reproduziram-se espontaneamente nesse intervalo de valores. Apesar de a
reproducdo ser afetada por diversos fatores enddgenos e exdgenos, a temperatura parece
ser um dos mais influentes para a taxa de desenvolvimento gonadal. Reconhece-se que 0s
bivalves podem ser induzidos a reproduzir-se com o0 aumento da temperatura da agua do
mar (Delgado & Pérez-Camacho, 2007; Ojea et al., 2008 Anibal et al., 2011). Todavia, 0
aumento da temperatura ndo ira necessariamente conduzir a producdo de gametas viaveis,
uma vez que a taxa de fecundacéo e a qualidade dos odcitos fecundados estdo estritamente
relacionados com as reservas lipidicas para a vitelogénese (Kraeuter et al., 1982; Gallager
& Mann, 1986; Ojea et al., 2008). Desta forma, o acondicionamento de reprodutores a
temperaturas mais elevadas podera provocar a libertacdo de oocitos, sem uma reserva de
lipidos suficiente para a sobrevivéncia dos novos seres, durante o seu desenvolvimento
embrionario e/ou larvar, até que estes sejam capazes de obter alimento pelos seus proprios

meios.
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No presente estudo, a libertacdo de gametas, pelos reprodutores V. corrugata e P.
aureus, ocorreu de forma espontanea, tanto no final do Inverno, como em meados da
Primavera, ap0s a chegada ao CIMA - Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo. Esta
ocorréncia podera ser explicada pelo facto dos individuos terem sido transportados em gelo
seco, desde a recolha até a chegada e acondicionamento no CIMA. O choque térmico
induzido nas améijoas tera servido de estimulo para a postura, 0 que vai de encontro com
os estudos de Anibal et al. (2011), em Ruditapes decussatus, e com o estudo de Otero

(2011), em V. corrugata.

Os indices de condigdo visceral e gonadal (tabela 1) demonstraram que
V. corrugata apresentava valores mais elevados do que P. aureus, tal como os seus dados
biométricos. Como ndo foi possivel medir os parametros biométricos de V. corrugata, nem
avaliar os seus indices de condicao visceral e gonadal, foram utilizados os resultados de
Cervifio-Otero (2011) sobre os reprodutores capturados na mesma altura do ano, para
serem comparados com os de P. aureus. Tanto os valores dos parametros biométricos, bem
como os dos indices de condicdo visceral e gonadal dos reprodutores V. corrugata de
Cervifio-Otero (2011) foram superiores aos de P. aureus do presente estudo (Tabela I).
Apesar de a comparacao ter sido feita com organismos reprodutores, da mesma época do
ano, mas de anos diferentes, os resultados poderdo ser deturpados por diferencas
interanuais das condicBes ambientais, ou mesmo por diferencas intrinsecas aos
ecossistemas de onde eram oriundos 0s reprodutores e, consequentes caracteristicas
genéticas singulares, que sdao especificas de cada populacdo. Ainda assim, o estudo de
Farifia (2005) indicou que P. aureus apresentava valores de indice de condicdo gonadal
entre 0,4 e 0,6, semelhantes aos obtidos nos atuais ensaios. Esta espécie apresentava
valores mais elevados do indice de condicdo gonadal no final da Primavera e durante o
Verdo (Farifia, 2005). O mesmo estudo indicou também que V. corrugata apresentava
oscilacdes do indice gonadal ao longo do ano (entre 0,4 e 0,7). As descidas dos valores nos
indices de condigdo, tanto gonadal como visceral, ocorriam apds os periodos de
reproducdo, em ambas as espécies, encontrando-se associados com a reducdo de alimento

disponivel, como observado em P. aureus (Kandeel, 2008).

As fémeas de V. corrugata emitem em média 500 mil odcitos por fémea, com um
diametro de 65 a 75 um. Esta espécie apresenta uma taxa de fertilizagdo media de 84% e as

suas larvas veligera medem inicialmente cerca de 115 um de largura (Pérez-Camacho et
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al., 1977; Novoa, 2007; Otero, 2011). Relativamente a P. aureus, sabe-se que emite entre
1,07 e 2,14 milhdes de odcitos por fémea, com um didmetro entre os 70 e os 75 um. Esta
espécie apresenta uma taxa de incubacdo de 74%, em que a largura inicial das larvas
veligera é de aproximadamente 105 um (Pereira, 2011). O facto da espécie V. corrugata
apresentar uma menor emissao de oocitos por fémea, comparado com a espécie P. aureus,
pode relacionar-se com o seu longo periodo reprodutivo, caracterizado por libertagdes
parciais de gametas a partir das suas gonadas (Cervifio-Otero, 2011). Tanto o tamanho dos
odcitos, como a taxa de fertilizacdo destas espécies sdo valores muito idénticos, sendo
semelhantes com as espeécies de venerideos R. decussatus (Martinez, 2013; Aranda-Burgos
et al., 2014) e Ruditapes phillipinarum (A. Adams & Reeve, 1850) (Zhang & Yan, 2006).

Por questdo de procedimentos protocolares, estabelecidos no CIMA — Centro de
Cultivos Marinhos de Ribadeo para desenvolver cultivos larvares, as larvas de améijoas s6
passaram a ser monitorizadas ao fim de uma semana, ap6s a libertacdo dos gametas e
fecundacdo dos odcitos na dgua de cultivo dos reprodutores. Nesta altura, as améijoas
encontravam-se no estadio de larva trocofora, em todos os ensaios realizados. As larvas
umbuladas distinguem-se pelo aparecimento do umbo, tendo surgido em P. aureus e
V. corrugata uma semana (7 a 8 dias, respetivamente) apds a fecundacéo, coincidindo com
0 momento em que as larvas ficavam retidas em crivos de 90 um. O aparecimento de
larvas umbuladas em V. corrugata, no presente estudo, demorou 0 mesmo tempo que no de
Cervifio-Otero (2011), mas as larvas apresentaram uma largura menor as desta autora
(tabela 111). Em relagdo a P. aureus, as larvas umbuladas apresentaram larguras maiores
que as de V. corrugata, mas semelhantes as de V. corrugata do estudo de Cervifio-Otero
(2011). Comparativamente a outras espécies de bivalves (tabela 1V), verificou-se uma
semelhanca no tempo que demora até ao surgimento do estadio de larva umbulada, embora
Donax trunculus (Linnaeus, 1758) apresentasse uma largura menor e as larvas de

Ensis arcuatus (Jeffreys, 1865) uma largura maior que os individuos do presente estudo.

No cultivo larvar de V. corrugata, as larvas pediveligeras fixaram-se entre 0 15° e 0
24° dia, com uma largura inicial de 202,42 um. O cultivo realizado demorou menos tempo
a chegar ao primeiro dia de recrutamento bentonico que nos estudos de N6voa (2007) e de
Otero (2011),, mas com uma largura inicial semelhante (tabela IV). No entanto, verificou-

se um intervalo de tempo mais alargado até que a totalidade dos organismos se fixassem. A
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Tabela Il — Comparacdo entre largura (L), tempo que decorre entre a fecundacéo e o surgir dos diferentes estadios de vida (T), sobrevivéncia larvar (S1) e poés-larvar (Sy)
em diferentes estudos de cultivo de bivalves.

Espécies Larva umbulada Larva pediveligera Sementes Autores Local
Lm) | T@) |[L@m) | T | Si(%) [ LEm) | Td | S2(%)
Pecten maximus 170- Banco de Hordaland,
(Linnacus, 1758) - - 180 22-24 59 - - - Magnesen et al., 2006 Noruega
Pecten maximus 140 - . .
(Linnacus, 1758) - - 210 17-22 | 20-50 - - - Holbach et al., 2017 Quebéc, Canada
Crassostrea gigas ) ) 230- ) ) ) ) ) .
(Thunberg, 1793) 250 18-23 12-91 Kheder 2010 Plouzané, Franca
Ruditapes
philippinarum i 215- i i i Banco de Dalian,
(Adams & Reeve, 145-160 8 240 20-25 50 280-350 | 30-35 70 Zhang & Yan, 2006 China
1850)
Venerupis pullastra i 200- i i i Ria de Corufia,
(Gmelin, 1791) 110-140 8 240 15-24 40 300-400 | 27-36 80 Presente estudo Espanha
Polititapes aureus
(Gmelin, 1791)— | 140-170 | 7 170- 1 1496 | 60 | 300-400 | 2835 | 30 Presente estudo Banco de Cangas,
. 210 Espanha
Ensaio 1
Polititapes aureus
(Gmelin, 1791) — | 130-160 7 240- | 5104 83 |320-450 | 31-35 69 Presente estudo Banco de Cangas,
. 300 Espanha
Ensaio 2
Venerupis pullastra i 210- i i i - .
(Gmelin, 1791) 140-150 8 250 16-18 55 300-350 | 22-25 50 Cervifo-Otero, 2011 Galiza, Espanha
Ruditapes
decussatus 130-150 8 22%% 16-18 35 300-350 | 22-25 22 Aranda-Burgos, 2010 Galiza, Espanha
(Linnaeus, 1758)
Donax trunculus 200- . .

(Linnaeus, 1758) 105-110 8 250 20-25 35 200-300 30 20 Louzén, 2008 Galiza, Espanha
Oethocs 1opt) | 160200 | 7 20 1 35 | 330-380 | 20 25 da Costa, 2009 Galiza, Espanha
Polititapes aureus 180- . Ilha de S&o Jorge,

(Gmelin, 1791) ) j 190 13-15 6 i i i Pereira, 2011 Portugal
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sobrevivéncia larvar até a formacdo do pé foi de 40 %, sendo inferior & sobrevivéncia
média observada no estudo de Cervifio-Otero (2011), apesar de neste estudo a
sobrevivéncia larvar ter um intervalo entre os 19 e os 87 %. Ainda assim, sobrevivéncia
larvar obtida no presente estudo foi relativamente superior a do estudo de Joaquim et al.

(2014) sobre V. corrugata, que variou entre 17 e 35 %.

As larvas pediveligeras P. aureus do primeiro ensaio demoraram menos tempo até
se fixarem (entre 14 e 16 dias), com largura (191,3 um) e sobrevivéncia larvar
(60 %) inferiores as do segundo cultivo (21 - 24 dias, 272,04 um e 82,5 %,
respetivamente). No estudo de Pereira (2011), as larvas pediveligeras do primeiro ensaio P.
aureus recrutaram com uma largura (181,85 - 193,05 um) e tempo (e 13 dias a 15 dias)

semelhantes, mas com taxa de sobrevivéncia relativamente baixa (2,34 - 4,37 %.)

Através do presente estudo e do de Pereira (2011), conclui-se que P. aureus reune
potencial para ser produzida em aquacultura. Tratando-se de uma nova espécie, sobre a
qual existe pouca informacdo. O seu cultivo apresentou sobrevivéncia larvar média
aproximada de 50 %, assim como o de V. corrugata. Comparando com outros cultivos,
estas sobrevivéncias foram semelhantes com os cultivos de R. philippinarum,
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) e Pecten maximus (Linnaeus, 1758) (Magnesen et al.,
2006; Zhang & Yan, 2006; Kheder et al., 2010; Holbach et al., 2017) e superiores as dos
cultivos de R. decussatus, D. trunculus e de E. arcuatus (da Costa,2009; Aranda-Burgos et
al., 2014a; Pérez, 2015).

Relativamente ao tempo que decorreu desde a fecundacgdo até ao aparecimento da
larva pediveligera, este durou aproximadamente o mesmo no primeiro cultivo de
P. aureus e no de V. corrugata, tendo sido semelhantes aos tempos conhecidos para
R. decussatus e de C. gigas (Kheder et al., 2010; Aranda-Burgos et al., 2014a; Holbach et
al., 2017). No presente estudo, o segundo ensaio de cultivo de P. aureus demorou mais do
que o0s outros cultivos, com semelhanca aos de R. philippinarum e de
D. trunculus (Zhang & Yan, 2006; Pérez, 2015). No cultivo de E. arcuatus (da Costa,

2009) observou-se 0 menor tempo até se atingir o estadio de pediveligera.

No momento do recrutamento bentonico, a largura de V. corrugata foi semelhante a
larvas das especies R. decussatus, R. philippinarum, D. trunculus e
C. gigas (Zhang & Yan, 2006; Kheder et al., 2010; Aranda-Burgos et al., 2014a; Pérez,
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2015). No primeiro cultivo de P. aureus, a largura das larvas foi menor do que nos
individuos V. corrugata, durante a fixacdo, mas semelhante aos de P. maximus (Holbach et
al., 2017) e P. aureus no estudo de Pereira (2011). No segundo cultivo de P. aureus
observou-se uma largura superior a todos os outros cultivos, semelhante a de E. arcuatus
(da Costa, 2009; tabela 1V).

Relativamente a sobrevivéncia pos-larvar até ao estadio de semente, esta foi maior
no segundo cultivo de P. aureus d (69 %) do que no primeiro (30 %), embora
V. corrugata tenha apresentado uma sobrevivéncia superior (80 %) no presente estudo.
Este valor foi também superior aos resultados obtidos por Otero (2011), em que a
sobrevivéncia pos-larvar de V. corrugata foi de 50 %,. Os cultivos deste estudo
apresentaram percentagens de sobrevivéncia superiores as espécies R. decussatus,
D. trunculus e E. arcuatus (da Costa, 2009; Aranda-Burgos et al., 2014a; Pérez, 2015),
mas inferior a do cultivo de R. philippinarum (Zhang & Yan, 2006). Para o cultivo de
P. aureus ndo existiam dados anteriores relativos a sua sobrevivéncia pos-larvar, pelo que
os resultados obtidos no presente estudo foram encorajadores para se continuar a investigar

as metodologias para a producdo desta espécie em cativeiro.

O tempo necessario para 0 surgimento das sementes nos cultivos deste estudo foi
semelhante entre espécies, bem como aos de R. philippinarum (Zhang & Yan, 2006) e de
D. trunculus (Pérez, 2015). O cultivo de V. corrugata demonstrou um intervalo de tempo
maior relativamente ao de Otero (2011). Os bivalves R. decussatus e E. arcuatus foram
mais rapidos a atingir este estadio de desenvolvimento (da Costa, 2009; Aranda-Burgos et
al., 2014a).

A taxa de crescimento larvar média para V. corrugata foi de 6,72, 9,43 e
7,65 um dia?, respetivamente nos estudos de Pérez-Camacho (1977), Névoa (2009) e
Cervifio-Otero (2011). Quando se compara com a taxa de crescimento individual desta
espécie, neste estudo, infere-se que esta foi relativamente mais alta, num valor de
9,79 um dial. As taxas de crescimento dos individuos nos cultivos de P. aureus também
foram relativamente altas (8,33 e 10,90 um dia no primeiro e segundo, respetivamente).
Estes valores foram também superiores as obtidas por Pereira (2011), em que P. aureus
exibiu taxas de crescimento entre 0s 5,85 e 0s 6,71 pum dia*, bem como as de R. decussatus
que compreenderam taxas de crescimento entre 59 e 0S

7,3 um dia? (Aranda-Burgos et al. (2014).
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O crescimento individual total (até ao final do estudo), obtido nos cultivos do
presente estudo, adequou-se a um modelo de crescimento sigmoide. No entanto, observou-
se um aumento brusco de largura no corpo das améijoas, quando ocorria uma transicéo de
estadio larvar. Também se notou que, quanto mais avancgado era o estadio larvar, maior era
a taxa de crescimento, pelo menos até ao estadio de semente. Poucos séo os estudos onde
se encontram um modelo de crescimento do tipo sigmoide em bivalves. No entanto,
Sprung (1984) demonstrou que Mytillus edulis apresentou 0 mesmo tipo de crescimento,
quando foi alimentado com uma baixa de concentracdo de microalgas a baixas
temperaturas. No entanto, podem ter ocorrido artefactos que enviesassem os resultados, tal
como uma sele¢do de individuos de maior tamanho, a quando das renovacgdes de dgua dos
sistemas. Nessas ocasifes, 0s organismos eram selecionados consoante a sua retencdo em
crivos de malha calibrada. Os que ainda ndo tinham alcancado o novo estadio de
desenvolvimento larvar (e que, por isso, ndo ficavam retidos no crivo com malha de maior
dimensdo) ndo eram considerados para as medigdes. No estudo de Cervifio-Otero (2011),
observou-se que o crescimento de V. corrugata ajustava-se a um modelo linear. Esta autora
mencionou também que, a medida que 0s organismos cresciam, existia uma maior
variedade de classes de tamanho dentro do cultivo, levando a maiores desvios-padrdo na
sua amostragem. Para evitar erros de metodologia na medicdo da largura das améijoas,
futuramente devera fazer-se uma medicdo dos organismos antes de se realizar a separacdo

por tamanhos e, também, um numero mais elevado de réplicas em cada medicdo.

O desenvolvimento larvar de V. corrugata pode realizar-se em temperaturas
compreendidas entre 0s 14 °C e 0s 26 °C. Apesar de as taxas de crescimento serem maiores
a temperaturas mais elevadas, o desenvolvimento larvar ocorre de forma anormal a
temperaturas acima dos 22 °C (Pérez-Camacho, 1977). Por esse motivo, este autor
considerou entre 18 e 20 °C como as temperaturas ideais para o cultivo desta espécie. No
estudo de Albentosa et al. (1994), conclui-se que existia uma relacdo direta entre a
temperatura e a taxa de ingestdo de microalgas no cultivo de V. corrugata. Verificou-se um
aumento da ingestdo de microalgas entre os 15 °C e os 20 °C. Acima destas temperaturas, a
ingestdo do alimento diminuia, embora se mantivesse a eficiéncia de absor¢do do alimento.
No estudo de Kheder (2010) comprovou-se que apenas 12 % dos individuos C. gigas,
cultivados a 17 °C, conseguiam completar a metamorfose para o estadio de semente, até ao
23° dia apds a fecundacdo. No entanto, quando cultivados a 27 °C, 60 a 90% dos
organismos C. gigas metamorfosearam-se até ao 18° dia ap0s a fecundacao.
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Yan et al. (2006) demonstraram que quanto maior é a densidade de cultivo de
R. decussatus, menor era o crescimento e a sobrevivéncia larvar. A explicacdo avancada
por estes autores baseava-se no facto de serem libertados/produzidos mais produtos
metabolicos, prejudiciais para o desenvolvimento larvar e, por acréscimo, uma maior
competicdo por espago e por alimento. Ainda assim, Pereira (2011) concluiu que a
densidade do cultivo, num espectro de 5 a 40 individuos por mililitro, n&o tinha influéncia
no crescimento, nem na sobrevivéncia larvar de P. aureus. Pelo que, a mortalidade que
ocorreu ao longo deste estudo, e que se refletiu na diminuicéo das densidades, em principio

ndo terd sido consequéncia de uma densidade inicial de cultivo das améijoas.

Em aquacultura, o fornecimento de alimento exdgeno a larvas de bivalves s6 e
administrado quando estas alcancam a fase de larva veligera. Por vezes, a aceitacdo do
alimento pode ndo ser imediata, resultando em elevada mortalidade larvar e pos-larvar,
devido a falta ou deficiéncia de nutrientes essenciais na alimentacdo dos organismos
(Madrones-Ladja, 1997). Durante o desenvolvimento larvar e pés-larvar deve-se fornecer
acidos gordos polinsaturados, que sao fundamentais para a sintese de novas estruturas ao
longo das diversas metamorfoses e como fonte de energia metabdlica (Fernandez-Reiriz et
al., 2009). Robert et al. (2017) compararam a sobrevivéncia larvar de Ostrea edulis
(Linnaeus, 1758) sujeita a diferentes concentracdes de alimento (70, 500, 1500, 2500 e
3500 pm® uL1). Estes autores observaram que na menor concentracido n&do existiu
sobrevivéncia larvar e que os valores na concentracio de 500 pm® pL* foram também
muito baixos. Através dos estudos de Fernandez-Reiriz et al. (2009), Rico-Villa (2006) e
Aranda-Burgos et al. (2014), sabe-se que se deve alimentar as larvas de V. corrugata, de
C. gigas e de R. decussatus, respetivamente, com uma dieta composta por diferentes
espécies de microalgas. As dietas monoespecificas apresentam menores valores de
rendimento a nivel do desenvolvimento larvar e pos-larvar, pois corre-se o risco de induzir
a caréncia de determinados nutrientes e, consequentemente, comprometer o cultivo. Desta
forma, deve-se fornecer a V. corrugata e a P. aureus uma dieta composta de diversas
microalgas, em elevadas concentra¢des por uL para que ocorra sucesso no cultivo larvar e
pos-larvar. Outro fator que pode provocar um melhor rendimento a nivel do crescimento
larvar de bivalves € o tipo de sistema de cultivo utilizado. No presente estudo, utilizaram-
se tanques cilindroconicos, como sistema fechado, com arejamento constante de baixa

intensidade. Joaquim et al. (2014) confirmaram que um sistema fechado apresenta menores
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valores de sobrevivéncia larvar de V. corrugata do que um sistema de recirculagdo de
agua. Os mesmos resultados foram obtidos por Holbach et al. (2017), com P. maximus.
Estes autores referiram também que o arejamento no cultivo se deve utilizar com baixa
intensidade, para existirem melhores rendimentos a nivel do crescimento e menos
mortalidade no cultivo. Grandes arejamentos levam a criacdo de demasiadas correntes, 0
que induz danos estruturais no corpo das larvas devido a elevada natacdo, dos choques

contra as paredes dos tanques e da incapacidade para se alimentarem
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5. Conclusao

Em suma, o acondicionamento de reprodutores pode seguir 0 mesmo protocolo
experimental, tanto para a améijoa-macha V. corrugata, como para a améijoa-céo
P. aureus. Os reprodutores de ambas as espécies libertaram os seus gametas de forma
espontanea, quando chegaram ao CIMA — Centro de Cultivos Marinhos de Ribadeo. A
inducdo da reproducdo ndo foi realizada em P. aureus, pelo que se devera averiguar a

metodologia a empregar em estudos futuros, & semelhanga de V. corrugata.

Ao comparar-se 0s dados biomeétricos, assim como os indices de condicao visceral
e gonadal, entre os reprodutores destas espécies, conclui-se que V. corrugata apresentou
valores superiores aos de P. aureus. Uma vez que os dados de V. corrugata utilizados para
esta comparacdo foram do estudo de Cervifio-Otero (2011), e para uma conclusdo
fidedigna, devera proceder-se futuramente a novas amostragens e medi¢6es, com um maior
namero de exemplares de ambas as espécies, provenientes do mesmo ecossistema, bem

como de ecossistemas distintos.

Para que ocorram os melhores rendimentos em aquacultura, o cultivo larvar de
bivalves deve realizar-se no menor tempo possivel, com rapidas taxas de crescimento e
elevadas taxas de sobrevivéncia ao longo das metamorfoses larvares e pos-larvares. Os
tempos decorridos até a fixacdo das larvas foram menores para V. corrugata do que para
P. aureus (15 e 18 dias respetivamente). O mesmo se verificou até ao estadio de semente
(27 e 30 dias, respetivamente). Todavia, ambas as espécies levaram 55 dias para chegar ao
estadio de juvenil. P. aureus apresentou uma taxa de crescimento individual total superior
(24,13 um dia?) a V. corrugata (22,80 um dia?). Nas sobrevivéncias larvar e pos-larvar,
ao interpretar-se os resultados obtidos e outros estudos conclui-se que existem proporcdes

idénticas nestas espécies, com valores de 50 % para ambas as espécies.

O segundo ensaio de cultivo larvar de P. aureus, apresentou melhores resultados
relativos a sobrevivéncia, ao crescimento individual e, consequentemente aos tempos de
obtencdo de sementes e juvenis. A selecdo do tamanho das larvas para o recrutamento
bentonico, quando o cultivo apresentava j& uma maior propor¢do de larvas pediveligeras
(gracas ao uso de um crivo de 170 pum, ao invés de 150 um), mostrou-se um fator
importante. Outro fator que poderad ter contribuido para estes resultados, terda sido a

temperatura mais elevada do segundo ensaio de P. aureus. Futuramente, deverdo ser
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realizados estudos de como se processa o desenvolvimento embrionério de P. aureus, bem

como dos fatores ambientais que poderé&o contribuir para melhorar a sua producéo.

Os ensaios realizados demonstraram que P. aureus é uma améijoa com potencial
para a sua producdo em aquacultura. Assim, podera evitar-se a recolha, e possivel sobre-
exploracdo destes espécimes nos ecossistemas naturais, & semelhanca de V. corrugata.
Além do mais, o controlo do ciclo de vida destas espécies podera permitir responder com
uma producdo continua para a sua elevada procura de mercado, independentemente do
estado natural dos seus stocks naturais, podendo mesmo vir a contribuir para o

repovoamento dos mesmos, na eventualidade de ser necessario.
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ANEXOS






Abstact

In the last years, the aquaculture of bivalves has been using hatcheries to produce larvae and seeds
to have always organisms in quantity and quality throughout all the year. Polititapes aureus is an
endemic species from Galicia that have it’s natural population decreasing and this study aims at
stipulating a protocol of larval culture from this species.

The larval and post-larval development of the study was done in 500 liter frustoconical tanks with
a larval density of approximately 5 larvae per milliliter, temperature of 19+1°C and water was
filtered by cartridges, sand filters and ultraviolet.

The study showed that this species has a larval development until fixation with short duration and
very little mortality compared to other veneridae. To better study this development, more replies

should be done and at different seasons of the year.

Resumen

En los ultimos afios se recurre a los criaderos para la produccion de semillas de bivalvos con el fin
de disponer de organismos en cantidad y en cualidad durante todo el afio. Polititapes aureus es
una especie autéctona de Galicia cuyas poblaciones naturales tienden a disminuir. Este estudio
tiene como objetivo el marcar un protocolo de cultivo de esta especie.

El desarrollo larvario y post-larvario del estudio fue hecho en tanques troncocoénicos de 500 litros,
con una densidad larval aproximada de 5 larvas por mililitro, temperatura de 19+1°C y el agua era
filtrada por cartuchos, filtro de arena y ultravioleta.

Con el estudio realizado se observo que esta especie tiene uno desarrollo larvario hasta la fijacion
de corta duracion y muy poca mortalidad comparada con otros veneridos. Para optimizar este

desarrollo, deberian hacerse mas replicas y en diferentes estaciones del afio.

Justificacion

Inicialmente el cultivo de bivalvos dependia sélo del marisqueo, capturando semillas del medio
natural y trasladandolas a otras zonas para su engorde, pero cada vez mas se depende de las
hatcherys para la produccién de semilla.

Polititapes aureus (Gmelin, 1791) es una especie de almeja autoctona de Galicia (Noroeste de
Espafia) a pesar de no ser muy apreciada gastronémicamente como otras especies de almejas, su
poblacion natural se esta reduciendo drasticamente.

Los diferentes cultivos larvarios y postlarvarios dependen de las especies cultivadas y de las



condiciones empleadas en las instalaciones de cultivo. Basandonos en las condiciones idoneas, se
pretende desarrollar un protocolo que lleve a unos buenos resultados en la obtencion de semilla en

la almeja bicuda.

Material y métodos

En el centro de cultivos marinos de Ribadeo (CIMA) se ha desarrollado el cultivo larvario y
post-larvario de Polititapes aureus, que empez6 con la larva D, pasando por la fijacion y
terminando 3 meses después de la fertilizacion del huevo. Los reproductores fueron adquiridos
del banco natural de Cangas (Ria de Vigo, NO de Espafia) el 16 de Febrero. Fueron
acondicionados en tanques de 200L y a temperaturas desde 15 a 20°C, con salinidad de 33%. y
alimentados con una mezcla de microalgas. Los desoves se produjeron de forma espontanea.

El cultivo se realiz6 en tanques troncoconicos de 500 litros, en una densidad aproximada de 5
larvas por mililitro, con agua filtrada por filtro de arena, cartuchos y ultravioleta, la temperatura
rondo los 19+1°C.

Cuando la mayoria de las larvas ya tienen el pie formado, los organismos son colocados dentro
de cilindros con fondo de malla de 120 um. En este cultivo las larvas fueran colocadas a fijar
cuando quedaran retenidas en la malla de 150 um. En estos mismos cilindros se mantienen los
individuos donde se realiza el cultivo de postlarvas hasta finalizar la experiencia, aumentando
los tamafios de la luz de malla de los cilindros.

La alimentacién se basd en una mezcla de varias especies: Chaetoceros sp., Isochrysis galbana,
Diacronema lutheri y Tetraselmis suecica, cultivadas en un sistema continuo y monoespecifico.
Diariamente se midié la temperatura de cada tangque y se suministrd la alimentacién. En dias
alternados se tamizaron las larvas por tamafio y se midi6 la longitud de 50 a 100 larvas in vivo
en un analizador de imagenes.

La curva de crecimiento fue ayustada a un modelo de crecimiento sigmoidal y se obtuvieron los

valores para el coeficiente de determinacion ajustado y el nivel de significancia.

Resultados y Discusion
El crecimiento larvario y post-larvario esté representado en la figura 1. Este crecimiento se ajusta
a una curva sigmoidal donde existe una relacion altamente significativa entre el incremento del

tamario y los dias del 99,72% con un nivel de significancia < 0.01.
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Figura 1. Crecimiento larvario y post-larvario medio, ajustado a una curva sigmoidal, en 3
meses de Polititapes aureus en criadero. Los puntos negros son los valores observados y la linea

gris es lo ajuste a curva sigmoidal.

En condiciones idénticas de cultivo larvario y post-larvario de bivalvos, todos los cambios desde
larva D hasta juveniles presentan diferentes duraciones, tamafios y mortalidades entre diferentes
especies e incluso a veces entre diferentes cultivos de la misma especie. En la tabla I, se muestran

los valores de la longitud en micrometros, la duracion post-fertilizacion y supervivencia (%).

Tabla I — Longitud media, duracién en dias y supervivencia en la fijacion y en postlarvas

retenidas en tamiz de 300 um

Fijacion 300 pm
Longitud (um) 200,88+ 374,59+
Dias 14-16 28-35

Supervivencia (%) 60 30

En esta especie el cultivo larvario hasta fijacidn tiene una corta duracién, segun los resultados
de otros cultivos desarrollados en CIMA (Martinez, 2013), cuando se compara con otros
veneridos como Ruditapes decussatus, Ruditapes philippinarum, Venerupis pullastra y
Venerupis rhomboides, aunque el tamafio en longitud y supervicencia son similares.

En post-larva tiene una duracion similar, pero su longitud es mayor y la supervivencia es similar

a la de Ruditapes decussatus, con supervivencia de 35% (Aranda, 2010).



En la metamorfosis ya se forman las branquias pero solo es a partir de una talla superior a las 300
um cuando las larvas tienen desarrollados los sifones y son idénticas a los adultos. En 2 meses ya

existen larvas que alcanzan el 1 mmy a los 3 meses ya existe semilla de 4 mm longitud.

Bibliografia

Aranda, JA, 2010. Desarrollo embrionario y larvario de almeja fina, Ruditapes decussatus
(Linné, 1758): estudio dptico y electrénico de barrido. Trabajo Fin de Master. Universidade de
Santiago de Compostela.

Martinez Patifio, D. 2013. Balance de las nuevas especies aportadas a la diversificacion de la
acuicultura y el marisqueo. Foro Recursos Marinos y Acuicultura de las Rias Gallegas 15: 73 —
93.

Agradecimientos
Al CIMA (Conselleria do mar) por darme la oportunidad de trabajar en la Planta de Ribadeo y a

todo su personal por toda la ayuda prestada.






Desarrollo larvario en criadero de almeja bicuda Polititapes aureus (Gmelin 1791)

XUNTA DE GALICIA =\ CIMA
ORI O D.P. Costa?®, S. Novoa', J. Ojea’ y D. Martinez' @ omooe

MARINAS

* Centro de Investigacions Marinas, Conselleria do Mar, Xunta de Galicia, Muelle de Porcilldn s/n, 27700, Ribadeo, Lugo.
dorotea.martinez.patino@xunta.es
“ MARE. Centro de Ciencias del Mar y del Ambiente, Escuela Superior de Turismo y Tecnologia del Mar, Instituto Politécnico de Leiria, 2520 - 641 Peniche, Portugal.

- Resumen

En los ultimos anos se recurre a los criaderos para la produccion de semilla de bivalvos con el fin de disponer de suficientes individuos durante todo el afo. Polititapes
aureus es una especie autoctona de Galicia cuyas poblaciones naturales tienden a disminuir. Este trabajo tiene como objetivo el marcar un protocolo de cultivo de esta es-
pecie.

El desarrollo larvario y postlarvario del estudio se hizo en fanques troncoconicos de 500 litros, con una densidad larval aproximada de 5 larvas por mililitro, femperatura
de 19+1°C y el agua se filtré por cartuchos, filtro de arenay ultravioleta.

Analizando los datos obtenidos se observo que esta especie tiene un desarrollo larvario hasta la fijacion de corta duracion y muy poca mortalidad, comparada con otros ve-
neridos. Para optimizar este desarrollo, deberian hacerse mas réplicas y en diferentes estaciones del ano.

- Justificacion

Inicialmente el cultivo de bivalvos dependia solo del marisqueo, capturando semillas del medio natural y trasladdndolas a otras zonas para su engorde, pero cada vez se de-
pende mds de las hatcheries para la produccion de semilla.

Polititapes aureus es una especie de almeja autoctona de Galicia (Noroeste de Espafia), a pesar de no ser muy apreciada gastronomicamente como otras especies de alme-
jas, su poblacion natural se estd reduciendo drdsticamente.

Los diferentes cultivos larvarios y postlarvarios dependen de las especies cultivadas y de las condiciones empleadas de cultivo. Basandonos en las caracteristicas de cultivo
idoneas existentes en las instalaciones de la Planta de Cultivos de Ribadeo (CIMA), se pretende desarrollar un protocolo que lleve a unos buenos resultados en la obtencion
de semilla en la almeja bicuda.

™ Material y Métodos

En este trabajo el procedimiento de cultivo de la almeja bicuda, tiene una vinculacion directa con las caracteristicas concretas de la Planta de Cultivos del CIMA de Riba-
deo. En el siguiente esquema se muestran los sistemas empleados para cada fase de cultivo, desde su recogida en el medio natural y traslado al criadero, hasta la talla co-
mercial. El presente estudio se centra en las fases de
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- Resultados y Discusion

El crecimiento de la almeja bicuda, se ajusta a una curva sigmoidal con una relacién altamente
significativa entre el incremento del tamafio y los dias, del 99,72% y con un nivel de significan- =

cia < 0.01. «
En condiciones idénticas de cultivo larvario y postlarvario, todos los cambios desde larva D /
hasta juveniles presentan diferentes duraciones, tamaiios y mortalidades. F ¢ { é 9 N\ \V
Tabla I - Longitud media, duracidn en dias y supervivencia en la fijacion y en postlarvas retenidas en tamiz de | Y P s A,
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En esta especie el cultivo larvario hasta fijacion tiene una corta duracion, seguin los resultados BN oo o i "”
de otros cultivos desarrollados en el CIMA de Ribadeo (Martinez, 2013). i -1
Su supervivencia en pOS'HGI"VG (35"/0) es similar a la de Ruditapes decussatus (Ar.anda' 2010) Figura 1.- Crecimiento larvario y postlarvario medio. Los puntos negros son los valores observados

y la linea roja es el ajuste a la curva sigmoidal.

A partir de una talla superior a las 300 pm, las larvas tienen desarrollados los sifones y son
idénticas a los adultos.
.En 2 meses ya existen larvas que alcanzan 1 mm y a los 3 meses ya existe semilla de 4 mm.
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