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Resumo

A améijoa-boa, R. decussatus, em Portugal € um recurso de elevada relevancia, sendo por
isso importante a introducdo de areas para aumentar a sua producéo sustentavel. Contudo, esta
espécie encontra-se em competicdo por espaco, alimento e recursos com a espécie de bivalve
invasora R. philippinarum, uma vez que partilham o mesmo habitat. Procedeu-se a
determinacdo dos estadios de desenvolvimento gonadal, através do estudo de preparacbes
histoldgicas, onde se verificou sincronia entre os sexos, e onde as fases V e VI se mostraram as
mais frequentes para R. philippinarum e as fases | e IV para R. decussatus. Foi ainda realizada
a determinacédo do indice gonadal e do indice de condicdo. Na composic¢do bioquimica foram
avaliados e calculados os valores médios do teor de proteina (R. decussatus: 235,96+77,55 a
563,98+179,07ugmg™* AFDW; R. philippinarum: 237,70+21,63 a 1012,50+230,45ugmg™
AFDW), glicogénio (R. decussatus: 44,20+21,71 a 131,98+22,07ugmg’ AFDW, R.
philippinarum: 18,08+10,67 a 102,10+35,75ugmg™® AFDW) e lipidos totais (R. decussatus:
38,91+24,11 a 68,84+13,81ugmg™* AFDW; R. philippinarum: 25,91+7,11 a 97,09+42,97ugmg"
1 AFDW) de ambas as espécies. Durante os meses de amostragem néo foram encontradas
diferencas acentuadas no ciclo reprodutivo, indice de condi¢do e na bioquimica quando

comparadas as duas espécies, Ruditapes philippinarum e Ruditapes decussatus.

Palavras-chave: Améijoa japonica; Améijoa-boa; ciclo reprodutivo; composicdo biogquimica;
indice de condicdo; Lagoa de Obidos; Ruditapes decussatus; Ruditapes philippinarum.







Abstract

R. decussatus, in Portugal, is a resource of great relevance, and it is therefore important
to introduce areas to increase its sustainable production. However, this species is in competition
for space, food and resources with the species of invasive bivalve R. philippinarum, since they
share the same habitat. The stages of gonadal development were determined through the study
of histological preparations, where the synchrony between the sexes was verified, and where
phases V and VI were the most frequent for R. philippinarum and phases | and 1V for R.
decussatus. The gonadal index and the condition index were also determined. In the
biochemical composition, mean values of protein content (R. decussatus: 235.96+77.55 to
563.98+179.07ugmg™® AFDW; R. philippinarum: 237.70+21.63 to 1012.50+230.45pgmg™
AFDW), glycogen (R. decussatus: 44.20+21.71 to 131.98+22.07ugmg® AFDW; R.
philippinarum: 18.08+10.67 to 102.10 +35.75ugmg™* AFDW) and total lipids (R. decussatus:
38.91+24.11 to 68.84+13.81ugmg? AFDW; R. philippinarum: 25.91+7.11 to
97.09+42.97ugmg™® AFDW) of both species. During the sampling months, there were no
marked differences in reproductive cycle, condition index and biochemistry when comparing

the two species, Ruditapes philippinarum and Ruditapes decussatus.

Keywords: biochemical composition; condition index; European clam; Japanese carpet shell;
Lagoa de Obidos; reproductive cycle; Ruditapes decussatus; Ruditapes philippinarum.
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1. Introdugéo

A alimentacdo dos organismos marinhos produzidos é considerada um dos grandes
entraves ao crescimento da aquacultura, no entanto, em 2014, metade da producdo mundial
aquicola, foram algas marinhas e microalgas (27%) e diversos grupos de organismos filtradores,
como € o caso dos bivalves (22,5%) (FAO, 2016). Ou seja, 0 cultivo de animais aos quais nao
é necessario fornecer alimentacao foi de 22,7 milhdes de toneladas, o que representa 30,8% da
producdo mundial de todas as espécies cultivadas (FAO, 2016). Assim, nas ultimas décadas a
producdo de bivalves tem ocupado um lugar importante no desenvolvimento da aquacultura
mundial, sendo que em 2014, a Europa produziu 632 000 toneladas de bivalves, tendo como
principais produtores a Espanha, Franca e Italia (FAO, 2016).

Nas areas costeiras de diversos paises, a producdo de bivalves tem sido uma importante
fonte de rentabilidade e de alimentacdo (Cardoso et al., 2013), sendo importante investir em
espécies de elevado valor comercial como a améijoa, a vieira e a ostra (Helm & Bourne, 2006;
FAOQO, 2014; FAO, 2016) para producdo em aquacultura.

Nas estatisticas de pesca portuguesas, realizadas pela DGRM (2015), a producdo de
améijoa representa cerca de 47% da producdo total de bivalves em 2014, sendo a espécie
améijoa-boa (Ruditapes decussatus) a mais produzida. Trata-se de uma espécie de elevado valor
comercial e é também uma das espécies mais apreciadas pelos consumidores (Matias et al.,
2009). R. decussatus € produzida em maior escala nas Rias de Aveiro e Formosa (Matias et al.,
2013), contudo nos ultimos anos a sua producdo tem apresentado um decréscimo acentuado,
ndo s6 devido a fatores como o excesso de captura de juvenis do meio natural, falha no
recrutamento, mas sobretudo devido a introducdo de espécies exdticas, ndo nativas, tais como
R. philippinarum, denominada comummente de améijoa japonica (Matias et al., 2013; FAO,
2017a; FAO, 2017b).

A reproducdo de diversas espécies de bivalves tem sido intensamente estudada nas
ultimas décadas, principalmente em espécies comerciais, sendo esta pesquisa crucial para a
gestdo da aquacultura e da pesca (Joaquim et al., 2008a; Guerra et al., 2011; Matias et al.,
2013). De acordo com Quayle (1943), os estudos reprodutivos em bivalves permitem

entender o seu ciclo de vida, estratégias reprodutivas (Coe, 1943), os problemas de



conservacao e os problemas relacionados a sua regulamentacéo, pelo que é extremamente
importante o estudo do ciclo reprodutivo deste grupo de organismos. Desta forma, o
conhecimento das épocas de maior intensidade reprodutiva, permitem estabelecer planos de
gestdo das pescas e o restabelecimento dos mananciais naturais (Galvéo et al., 2006). Em
aquacultura, esta informacdo sobre a biologia reprodutiva proporciona ndo s6 uma melhor
gestdo do periodo de recolha de sementes para o cultivo, mas também o estabelecimento da
producdo em hatchery (Galvao et al., 2006; Joaquim et al., 2008a; Matias et al., 2013).

R. decussatus (Linnaeus, 1758) € um molusco bivalve pertencente a familia Veneridae,
proveniente das aguas costeiras do Mediterraneo, Atlantico Europeu, Peninsula Ibérica, da
Noruega a Somalia, no noroeste africano (Parache, 1982; FAO, 2017a), e em Portugal pode
ser encontrado na Lagoa de Obidos, Ria de Aveiro, Ria de Alvor e Ria Formosa, e nos
estuarios dos rios Arado, Tejo e Sado (Vilela, 1950), podendo ser ainda ocorrer nos Agores,
na Lagoa da Faja de Santo Cristo, na Ilha de S&o Jorge (Jordaens et al., 2000). A améijoa-
boa é uma espécie eurialina e euritérmica, o seu habitat sdo zonas costeiras protegidas, como
é 0 caso das lagoas e estuarios, vivem sob o sedimento, geralmente em substrato arenoso e
em substrato lodoso, a uma profundidade de 15 a 20 cm (FAO, 2017a). A densidade
populacional, o estado fisioldgico dos individuos, o tamanho dos sifbes, a consisténcia do
solo sdo fatores que circunscrevem a localizacdo vertical dos organismos, ja a sua
localizacdo horizontal é definida pela linha de maré (Vilela, 1950; Guelorget et al., 1980).
Relativamente a morfologia externa, a concha dos individuos apresenta estrias radiais e
longitudinais bem marcadas, com uma forma oval, alongada e convexa (Banha, 1984; FAQ,
2017a). A cor da concha é variavel, depende da composicdo e do tipo de substrato, podendo
apresentar uma cor acastanhada, amarela, uniforme ou listada (De Valence & Peyre, 1990;
FAOQ, 2017a) e, geralmente, as valvas apresentam o contorno claro dos musculos adutores
e da linha palida (Poppe & Goto, 1991; FAO, 2017a). A morfologia interna, mostra que este
bivalve € constituido por diversas estruturas, como o0 manto, branquias, sifdes, palpos
labiais, musculo adutor e massa visceral (Vilela, 1950, FAO, 2017a). Os sifées sao
separados ao longo de todo o comprimento com pigmentacdo na extremidade distal
(Parache, 1982; FAQO, 2017a), a massa visceral ¢é dividida em duas partes, 0 pé, que permite
a locomocdo e a propria massa visceral, onde se encontram os sistemas reprodutivo,
digestivo, nervoso e circulatorio (Vilela, 1950; Grassé, 1960). E um organismo filtrador,

digerindo diferentes particulas suspensas em &gua, como bactérias, fitoplancton, larvas,




ovos de invertebrados e protistas (Parache, 1982). A maturidade das améijoas depende do
seu tamanho e ndo da sua idade ou distribuicdo geogréfica (Ojea et al., 2004), sendo atingida
quando estas apresentam cerca de 20 mm, como € uma espécie gonocorica, as fémeas e 0s
machos produzem, respetivamente, o0citos e espermatozoides e a fertilizacéo é externa na
coluna de agua (Vilela, 1950; Camacho, 1980), no entanto alguns autores defendem que
estes organismos apresentam hermafroditismo em juvenis, dissipando-se geralmente antes

do estado funcional das gonadas (Lucas, 1968; Delgado & Pérez-Camacho, 2002).

R. philippinarum (Adams & Reeve, 1850) é um molusco bivalve pertencente a familia
Veneridae, proveniente do Oceano Pacifico Ocidental, Filipinas, sul e leste dos mares da
China, Mar Amarelo, Mar do Japédo, Mar de Okhotsk e em torno das Ilhas Kuril do Sul
(FAO, 2017b; Moura et al., 2017a). A améijoa-japonesa foi deliberadamente introduzida
em diversas partes do mundo como, na costa do Pacifico da América do Norte, ao longo
das costas europeia e do Reino Unido, até a bacia do Mediterraneo, devido ao elevado valor
comercial que apresenta (Moura et al., 2017a). Esta espécie habita em aguas portuguesas
h& mais de duas décadas, no entanto, ndo se sabe como foi introduzida pela primeira vez
em Portugal (Moura et al., 2017a). R. philippinarum é uma espécie invasora, e pertence a
um dos grupos de organismos mais invasivos que habitam o ecossistema marinho, uma vez
que atingem rapidamente densidades elevadas, 0 que as torna na maior parte da biomassa
bentonica (Moura et al., 2017a). Apesar de ndo se dar muita importancia aos bivalves
invasores, quando comparados a outros grupos de organismos nao-indigenas, estes causam

graves impactos ecoldgicos e financeiros (Moura et al., 2017a).

Os bivalves sdo organismos filtradores, consumindo elevadas quantidades de matéria
organica, o que faz que entrem em competicdo por alimento com as espécies nativas,
consequentemente interferem na respiracao, reproducdo e crescimento das espécies nativas
(Moura et al., 2017a). O crescimento rapido apresentado por espécies ndo-nativas, leva a
que estas espécies (invasoras) se tornem dominantes em abundancia e biomassa no
ecossistema invadido, sendo uma ameaca para as espécies nativas (Moura et al., 2017a).
Também a proliferagdo e acumulacdo das conchas vazias dos bivalves invasores podem
alterar a estrutura fisica do habitat, o que diminui a velocidade da camada limite e amplia a
heterogeneidade e complexidade do mesmo (Moura et al., 2017a). Em Portugal, R.

philippinarum pode ser encontrada em varios estuarios e lagoas costeiras (Moura et al.,




2017a), e atualmente é a espécie bivalve dominante em algumas das zonas, como por
exemplo em algumas areas do Estuério do Rio Tejo (Moura et al., 2017a). Relativamente a
morfologia externa, a concha destes organismos é espessa, equivalente, inequilateral, bicos
na metade anterior, com estrias radiais muito marcadas, e na regido média as estrias
longitudinais ndo sdo percetiveis, de cor castanha ou amarela (FAO, 2017b). Quanto a
morfologia interna, tal e qual como R. decussatus, R. philippinarum é constituida por
diversas estruturas, como 0 manto, branquias, sifées, palpos labiais, mdsculo adutor e massa
visceral, no entanto os seus sifées encontram-se ligadas na maior parte do seu comprimento
(FAO, 2017b) e a massa visceral, também se divide em duas partes, 0 pé, que permite a
locomogdo e a prdpria massa visceral, onde se encontram o0s sistemas reprodutivo,

digestivo, nervoso e circulatorio.

Nos bivalves, o sistema reprodutivo forma uma estrutura difusa, ocupando os tecidos
conjuntivos e desaparece no periodo de repouso, quase por completo. A formacgdo dos
gametas da-se nas génadas, nas fémeas a oogénese, e nos machos a espermatogénese,
ocorrem nos foliculos gonadais onde existem células tipicas de cada estadio do processo
que levam a producéo de o6citos e espermatozoides maduros que sdo emitidos na época de
desova. As gdnadas formam uma estrutura acino (estrutura formada por um aglomerado de
células) que ap6s desenvolvida envolve a glandula digestiva e os restantes 6rgaos, e
preenche os espacos livres entre eles. Apresentam formacdo dendritica composta por
gonoductos, ductos genitais e diversos canais menores, formando uma rede de foliculos. A
gametogénese, ou seja, 0 processo de formacdo de gametas, ocorre atraves de células
precursoras que originam gondcitos. As células germinativas primordiais, células
estaminais indiferenciadas, representam a primeira fase do desenvolvimento gonadal,
encontrando-se na periferia dos ductos gonadais que se ligam ao tecido conjuntivo e séo
indiferenciados (ndo héa distin¢do entre fémeas e machos). Através de divisdes sucessivas
as células multiplicam-se ativamente e originam células diferenciadas, gonias primarias,
nas fémeas ovogonias primarias e nos machos espermatogonias primarias, sao estruturadas
em foliculos tubulares, originando dois processos distintos, a ovogénese e a
espermatogénese, dependendo se € fémea ou macho, respetivamente (Joaquim et al., 2008b;
Guerra et al., 2011). Nos machos, as espermatogonias primarias, formam uma ou duas
camadas concéntricas que revestem a parede folicular, que apds passar pelo processo de

mitose sdo convertidas em espermatogonias definitivas, que se diferenciam em




espermatdcitos primarios, desprendendo-se da parede folicular e permanecem numa
camada continua. Estes sdo sujeitos ao processo de meiose, e sdo originados o0s
espermatocitos secundarios, permanecendo dentro de uma camada interna até se
diferenciarem em espermatidios, que posteriormente se tornam em espermatozoides
maduros, localizados no centro do foliculo, com a cabeca apontada para a parede e o flagelo
para o lumen (Guerra et al., 2011). Nas fémeas, a ovogénia primaria é agregada a parede
folicular, como no processo da espermatogenese. Durante o ciclo reprodutivo, enquanto
alguns foliculos ficam em repouso, outros dividem-se por mitose, originando ovogonias
secundarias, que por sua vez através da meiose originam o0s 00citos, engquanto outras
continuam em repouso. Apds a sua total formacdo os odcitos crescem até a fase final da
ovogeénese, dividindo-se em duas fases, a pré-vitelogénese e a vitelogénese. Na primeira
fase, o crescimento € lento e os o6citos aumentam o tamanho e da-se a primeira divisao
meidtica, na segunda fase, 0s o6citos tornam-se maduros. Durante o processo de oogénese
0s odcitos sdo pequenos e encontram-se unidos a parede folicular, ao aumentarem de
tamanho, sdo acompanhados por um pedunculo, e na ultima fase, quando estdo maduros,

flutuam no Iimen (Bayne, 1976; Joaquim et al., 2008b; Guerra et al., 2011).

O ciclo reprodutivo é o culminar dos eventos que sucedem a ativacdo gonadal (Seed,
1976), assim é possivel distinguir dois periodos distintos, o periodo reprodutivo e o de
repouso. No processo de reproducdo, os ciclos podem ser anuais, semi-anuais ou continuos,
podendo haver um ou dois periodos de reproducéo por ano, com um periodo de repouso, ou
uma geracdo continua ao longo do ano. A determinacao destes ciclos é definida por fatores
enddgenos (atividade hormonal e genética) e exdgenos (temperatura, alimento, fotoperiodo,
idade e tamanho), o que faz com que a reprodugdo seja uma resposta geneticamente
controlada, pelo meio ambiente (Sastry, 1979). O culminar destes fatores determina o
desenvolvimento do sistema reprodutivo dos bivalves, o que define o tempo e a dimenséo
de desova, no entanto de salientar que os fatores de maior importancia sdo a temperatura e
a qualidade e quantidade de alimento disponivel (Gabbott, 1976; Bayne & Newell, 1983;
Pérez-Camacho et al., 2003; Joaquim et al., 2011).

Associado a gametogenese, existe um ciclo anual de acumulacao e uso de energia, ao
qual os bivalves estdo expostos (Albentosa et al., 2007), regulado pela disponibilidade de

alimento e temperatura, fatores externos variaveis de ano para ano, que originam alteracdes




ao longo dos anos, no momento do ciclo reprodutivo (Joaquim et al., 2011; Matias et al.,
2011).

Nas regides temperadas, a disponibilidade de nutrientes varia sazonalmente, e 0s
bivalves tendem a responder a essas alteracdes de formas diferentes, muitas vezes o pico do
periodo de producdo de gametas coincide com o pico da disponibilidade de nutrientes,
outras vezes, 0s nutrientes sdo armazenados em diversos 6rgaos do corpo e a producéo de
gametas da-se em periodos onde a abundancia de nutrientes é escassa, estas estratégias
dependem de espécie para espécie. Contudo, existem espécies que encontram o equilibrio
em ambas as estratégias, 0 que provoca alteracbes nos componentes bioquimicos,
demonstrando que estas alteracGes estdo estreitamente relacionadas com o estado de
maturacdo sexual (Sastry, 1979). Isto permite classificar as diferentes espécies de bivalves
em conservadoras ou oportunistas, relacionando o desenvolvimento gonadal com a
acumulacdo e utilizacdo dos nutrientes (Bayne, 1976). Nas espécies conservadoras, a
gametogénese ocorre devido a reservas previamente adquiridas (Zandee et al., 1980, Bayne
et al., 1982) e nas espécies oportunistas, a gametogénese ocorre em periodos onde o
alimento € abundante no ambiente (Pérez-Camacho et al., 2003). S&o diversos 0s autores
(Gabbot & Bayne, 1973; Barber & Blake, 1981; Lowe et al., 1982; Fernandez Castro &
Vido de Mattio, 1987; Goulletquer et al., 1988; Le Pennec et al., 1991; Massapina et al.,
1999; Pérez-Camacho et al., 2003; Ojea et al., 2004; Joaquim et al., 2011; Matias et al.,
2013) que relacionam os ciclos de desenvolvimento gonadal com os ciclos bioguimicos. O
armazenamento de reservas, de energia, e a importancia de cada componente bioquimico
no processo de reproducdo em diferentes condig¢des nutricionais, desempenham uma fungéo
de elevada relevancia nas estratégias de adaptacdo de cada uma das espécies nas diferentes
areas geograficas (Goodman, 1979; Pérez-Camacho et al., 2003). Ja foi evidenciado por
varios autores (Shafee & Daoudi, 1991; Trigui-El-Menif et al., 1995; Iglesias et al., 1996;
Avendafio & Le Pennec, 1997; Matias et al., 2013), o facto de as diferentes respostas as
condicgdes disponiveis variarem de acordo com as populacfes geogréaficas, das mesmas

espécies, que podem diferir em termos de niveis de fecundidade e composic¢do bioquimica.

Nos bivalves marinhos, as reservas sdo acumuladas sob a forma de proteinas,
glicogénio e lipidos, sendo posteriormente usados na sintese gametogénica quando a
exigéncia metabolica ¢ elevada (Giese, 1969; Bayne, 1976; Mathieu & Lubet, 1993; Dridi




et al., 2007). O componente bioquimico mais abundante nos tecidos sdo as proteinas, que
sdo utilizadas em funcdes estruturais, representando uma reserva energética para bivalves
adultos, especialmente na gametogénese e em situacdes de niveis baixos de glicogenio, ou
de equilibrio energético (Beninger & Lucas, 1984; Galap et al., 1997). Relativamente a
bioenergia, os hidratos de carbono sdo o tipo de reservas mais importantes para os bivalves,
encontrando-se disponiveis para uso imediato, uma vez que sdo hidrossollveis. Estes
apresentam duas func@es biologicas principais, 0 armazenamento de energia a longo prazo
e elementos estruturais (Robledo et al., 1995). O glicogeénio € o hidrato de carbono de maior
evidéncia para o fornecimento energético (Fernandez Castro & Vido de Mattio, 1987) e
ciclo reprodutivo, que representa a condicdo nutricional dos bivalves (Newell & Bayne,
1980; Uzaki et al., 2003; Pazos et al., 2005). As reservas de glicogénio, normalmente, sdo
usadas durantes 0s processos gametogénicos quando ha caréncia de lipidos (Serdar & Lok,
2009). O elevado teor calorico dos lipidos (Serdar & Lok, 2009), torna-os numa reserva de
elevada importancia, desempenhando assim, um papel importante na formacao de gametas,

e € a principal reserva dos odcitos (Matias et al., 2009, 2011).

Inteiramente relacionado aos ciclos de armazenamento e de consumo de reservas de
nutrientes e gametogenicidade, esta o indice de condig¢do, usado para fins biologicos (Baird,
1958), reconhecido como um biomarcador Util, que reflete a capacidade que os bivalves tém
de resisténcia ao stress natural desfavoravel (Mann, 1978; Fernandez Castro & de Vido de
Mattio, 1987). A monitorizacao da atividade gametogénica, da composi¢do bioguimica e o
indice de condicdo, sdo parametros que possibilitam o conhecimento do ciclo reprodutivo

das espécies de bivalves, considerando a variabilidade sazonal.

Estudos anteriores, realizados em populacGes portuguesas de R. decussatus (Vilela,
1950; Pacheco et al., 1989; Matias et al., 2013; Machado, 2015), defendem que a
localizacdo geografica das populacdes (Ojea et al., 2004) intervém nos padrbes de
armazenamento e utilizacdo de nutrientes, e que tem influéncia no ciclo reprodutivo.
Relativamente a R. philippinarum, a influéncia da localizagcdo geografica é evidente, pois
esta espécie demonstra um comportamento invasivo, apresentando uma rapida
disseminacdo e crescimento, competindo por recursos e causando o declinio de espécies
nativas (Chainho 2014; Chainho et al., 2015; Ramajal et al., 2016; Moura et al., 2017a). R.

philippinarum atinge maior tamanho, apresenta um crescimento mais rapido, maior




resisténcia aos parasitas (Breber 1985, Moura et al., 2017a), maior espetro de alimentagéo
e maior eficiéncia de conversdo alimentar que R. decussatus (Bodoy et al., 1980; Sorokin
& Giovanardi, 1995; Moura et al., 2017a). Outros estudos também indicam que na maior
parte dos casos, esta améijoa, prolifera muito mais eficazmente que R. decussatus, devido
a escassez e ao controlo reduzido por inimigos naturais, como parasitas, patdgenos e
predadores, no local onde foram introduzidas em compara¢do com as espécies nativas
(Colautti et al., 2004; Moura et al., 2017a).

Sabendo que a améijoa japonesa é uma espécie invasora, € importante averiguar se a
estratégia de reproducdo, a auséncia de predadores naturais, o seu estado fisioldgico e o seu
crescimento sdo vantajosas quando comparadas com a améijoa-boa, espécie nativa, na
Lagoa de Obidos. Com base em estudos anteriores realizados em diferentes habitats, Poole
Harbour (Inglaterra) e Baia de Santander (Espanha) (Moura et al., 2017b), e devido a
similaridade morfol6gica apresentada pelas duas espécies, a davida do real efeito nocivo,
que R. philippinarum apresenta sobre R. decussatus ndo € realmente respondida, contudo
na Lagoa de Veneza (Italia), a espécie invasora parece ter substituido a nativa (Moura et al.,
2017b). A coexisténcia destas duas espécies no mesmo local, torna a sua identificacdo
morfologica dificil apenas através da analise da concha, assim Hurtado et al (2011)
defendem a hibridacdo destas duas espécies, comprovando este facto através de um método
de identificacdo de espécies que usa os diferentes comprimentos do espago interno
transcrito dos genes principais e secundarios do RNA ribossémico. Apds a identificacao
morfoldgica das duas espécies, Hurtado et al (2011) verificaram que nove dos mais de
duzentos organismos identificados como R. decussatus apresentavam sequéncias de DNA,
tanto de R. decussatus como de R. philippinarum. O presente estudo tem como objetivo a
comparacdo dos ciclos reprodutivos das duas espécies de améijoas, R. decussatus e R.
philippinarum, provenientes da Lagoa de Obidos. Este estudo servira de base para tracar

cenarios que visem avaliar os efeitos potencialmente nocivos para a espécie nativa.




2. Materiais e Métodos
2.1. Metodologia:

Mensalmente, durante um periodo de dez meses (margo a dezembro de 2017) procedeu-se
a recolha de sessenta individuos adultos de cada espécie de améijoa, R. decussatus
(comprimento=390,80+52,6mm; peso=13,6607+3,6g; n=600) e a R. philippinarum
(comprimento=382,57+39,2mm; peso=15,7630+4,9g; n=600), os organismos recolhidos séo
provenientes da Aldeia da Lapinha, Lagoa de Obidos, Leiria, Portugal (39°24’57"N;
9°13’18”W) (Figura 2.1.). Do mesmo local, foram recolhidas amostras de agua (2L) para se
proceder a quantificacdo da clorofila a (Cl a) e da matéria organica em suspensdo (MOS). A
temperatura da superficie do mar (TSM) foi medida no local através de um termdémetro
(Nahita — 10 a 200). As amostras (organismos e a agua) foram transportadas para o laboratorio

afim de se proceder as respetivas analises.
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Figura 2.1. Localizacdo da Lagoa de Obidos, onde os individuos de Ruditapes decussatus e Ruditapes
philippinarum foram recolhidos.

A Lagoa de Obidos é uma lagoa interior estabelecida na regiéo litoral ocidental de Portugal,
definindo-se por ser um sistema costeiro que ocupa uma depressdo pouco profunda, separada
do oceano por uma barreira natural arenosa, de 1,5Km de extensdo (Freitas, 1989). A lagoa
apresenta um comprimento e largura maximos de 4,5km e 1800m, respetivamente, com uma
area de superficie molhada, variavel, em média de 6,0km?, estando ligada ao mar por uma

entrada adelgaca, que varia, de dimensdo e posicao, consoante as escalas de tempo e também




devido a intervencdo antropica com objetivo de melhorar o sistema (Oliveira et al., 2006). A
lagoa expBe duas regides principais, com caracteristicas morfoldgicas e sedimentares distintas,
sendo elas a lagoa inferior, com diversos bancos arenosos e canais com velocidades fortes e a
lagoa superior, que se caracteriza pelas baixas velocidades e pelo sedimento de fundo lamacento
(Freitas, 1989; Oliveira et al., 2006). As amostras para este estudo provém da lagoa superior,
que abrange uma bacia rasa e grande, com duas baias alongadas, o brago da Barrosa e 0 braco
do Bom Sucesso, e uma de menores dimensfes na margem sul, a Poca das Ferrarias (Oliveira
et al., 2006). Apresenta uma profundidade média de 2 a 3m no nivel médio do mar, com marés
semidiurnas, ou seja, com duas marés por dia, que variam entre 0,5 e 0,4m, dependendo da fase
da maré (Malhadas et al., 2009).

2.2. Parametros analiticos

2.2.1. Analise da agua (Clorofila a e Matéria organica em suspensao)

A determinacdo da concentracdo da clorofila a (Cl a) foi efetuada segundo o método
espetrofotométrico proposto por Jeffrey & Lorenzen (1980). As amostras de agua, 500mL em
duplicado, foram filtradas através de papel de vidro Whatman GF/C. Em seguida, extraiu-se a
Cl a atraves da adi¢do de 10mL de acetona a 90% (CsHeO) e colocou-se durante 24 horas a
4°C, na estufa. Posteriormente, centrifugaram-se as amostras a 4000 rpm durante 10 minutos.
Para a correcdo dos feopigmentos depois da primeira leitura de absorvancia a 650nm e 750nm,
adicionou-se acido cloridrico diluido (HCI) e a absorvéancia foi novamente lida os mesmos
comprimentos de onda. O teor de Cl a foi calculado de acordo com a equacdo de Lorenzen
(1967):

A*K=*[(665, — 750,) — (665, — 750,)] *v
VL

Cla (mgm™3) =

Onde:

A — Coeficiente de absorcéo de clorofilaa =11

K — Fator a equacionar a reducdo da absorcéo da concentracao inicial da clorofila = 2,43
6650 — Absorvancia a 665 antes da adi¢ao de HCI

7500 — Absorvancia a 750 antes da adi¢do de HCI

665a — Absorvancia a 665 apés da adi¢éo de HCI

7504 — Absorvancia a 750 apo6s da adi¢ao de HCI
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v — Volume de acetona utilizado para a extragdo = 10 mL
V — Litros de agua filtrada = 0,5L

L — Comprimento da cuvete = 1cm

A matéria organica em suspensdo (MOS) foi determinada através do método gravimétrico
de Strickland & Parsons (1972). As amostras de dgua, 500mL em duplicado, foram filtradas
através de papel de vidro Whatman GF/C, tendo sido previamente colocados durante 2 horas a
450°C e pesados. A MOS foi determinada através da secagem do filtro a 80°C durante 24 horas
na estufa, apds esse tempo os filtros foram incinerados a 450°C durante 24 horas. Assim,
determinou-se a MOS como a perda de peso devido as elevadas temperaturas de acordo com a
equacao de Jones & lwama (1991):

Peso matéria total (g) — Peso cinzas (g)

-1\ —
MOS(mel"") = Volume de 4gua filtrada (L) * 1000

2.2.2. Analise laboratorial (estddio gametogénico, indice de condicdo e

composicao bioquimica)

Os individuos recolhidos, em laboratério, foram colocados em agua do mar filtrada a 20°C
durante 24 horas, de forma a esvaziar 0s seus estdbmagos (depuracdo), antes de se proceder a
analise histoldgica, ao indice de condicdo e as analises bioquimicas.

2.2.2.1. Analise histologica

Dos organismos recolhidos, foram selecionados vinte (dez machos e dez fémeas, quando
era possivel a sua distin¢do), de cada espécie e més. A massa visceral foi separada dos sifoes e
das branquias, sendo esta fixada em solucdo de Davidson durante 48 horas, tendo sido
posteriormente transferida para alcool etilico a 70% para serem armazenadas até ao
processamento. Posteriormente, as amostras foram colocadas num processador de tecidos
(Leica TP1020) para desidratacdo, clarificacdo e impregnacdo de parafina nos tecidos, e
posteriormente incluidas em blocos de parafina. Foram cortadas sec¢des finas (6pum) desses

tecidos no micrétomo (Sakura accucut SRM200), colocadas em laminas que foram coradas com
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hematoxilina e eosina. As preparagdes histoldgicas foram examinadas ao microscopio com

ampliacBes de 10x, a cada individuo foi atribuido um estadio que representa o estado gonadal.

Assim, caracterizou-se a maturidade reprodutiva do bivalve em seis etapas de acordo com a
escala de Delgado & Pérez-Camacho (2005) e adaptada por Matias et al. (2013) (Tabela 2.1. e

Figuras 2.2. e 2.3).

Tabela 2.1. Escala reprodutiva para Ruditapes decussatus de acordo com Delgado & Pérez-Camacho
(2005) e adaptada por Matias et al. (2013).

Estadio

Descricéo histologica

Repouso sexual

(Fase )

Os foliculos gonadais estdo ausentes e o tecido muscular e conetivo ocupa
toda a zona, da glandula digestiva ao pé. Ndo ha evidéncias de
desenvolvimento gonadal e a ndo é possivel a determinacdo do sexo.

Inicio da gametogénese

(Fase I1)

Foliculos e acini gonadal comegcam a aparecer em fémeas e machos,
respetivamente. Aumentam de tamanho e aparecem cobertos com od4citos
na fase de crescimento nas fémeas e com gametas imaturos
(espermatogonia e espermatdcitos) nos machos.

Gametogénese avangada
(Fase I11)

Os foliculos ocupam uma grande parte da massa visceral. A presenca de
tecido muscular e conjuntivo é reduzida. No fim deste estadio,
caraterizado pelo crescimento celular intenso nas fémeas, o odcito
projeta-se do centro do limen, permanecendo preso, através do
pedinculo. A abundancia de odcitos livres é igual aos que se encontram
unidos a parede do foliculo. Nos machos, a maioria dos acini encontra-se
cheia de espermatidios e espermatozoides.

Maduro

(Fase V)

Corresponde a maturidade, da maioria, dos gametas. Nos o6citos maduros
ocorre a rutura do pedunculo, e, consequentemente, 0s odcitos, ocupam o0
interior folicular. Nos machos, o0s acini gonadais contém principalmente
espermatozoides.

Desova parcial

(Fase V)

Os gametas sao libertados. Dependendo do grau de desova, os foliculos
estdo mais ou menos vazios. As paredes do foliculo estdo rebentadas.
Existem muitos espacos vazios entre e dentro dos foliculos.
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Desova Abundante tecido conjuntivo interfolicular. Residuos ocasionais de

(Fase V|) espermatozmdes ou o0citos reenviados.

O indice gonadal (1G) foi calculado usando o método proposto por Seed (1976):

16 = (3lInd.cada estagio * Ranking do estadio)

Total ind.por més

A cada estadio foi atribuido um nimero, periodo de repouso sexual = 0, inicio da
gametogénese = 3, gametogénese avancada = 4, maduro = 5, desova parcial = 2 e desova = 1
(Matias et al., 2013).
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Figura 2.2. Fotomicrografias que mostram os diferentes estadios de desenvolvimento das gonadas
femininas de Ruditapes decussatus (A1-D1) e de Ruditapes philippinarum (B2-E2). A - Repouso sexual;
B - Inicio da gametogénese (Og — Ovogonia); C - Gametogénese avancada, (Po - ovécito pedunculado);
D - Maduro; E — Desova parcial (Oo — Odcito).
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Figura 2.3. Fotomicrografias que mostram os diferentes estadios de desenvolvimento das gonadas
masculinas de Ruditapes decussatus (A1-D1) e de Ruditapes philippinarum (B2-E2). A - Repouso
sexual; B - Inicio da gametogénese (Sg — Espermatogonia; Fw — Parede folicular); C - Gametogénese
avancada; D - Maduro; E — Desova parcial (Sp — Espermatozoide).
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2.2.2.2.  Indice de condicéo

Dos organismos recolhidos, foram selecionados ao acaso dez, de cada espécie e més, para
determinacéo, respetivamente, dos pesos secos da carne e da concha na estufa a 80°C durante
24 horas. De seguida, a parte edivel das améijoas foi colocada na mufla a 450°C durante 24
horas, determinando-se assim, 0 peso das cinzas. O peso da matéria organica foi determinado
através da diferenca entre o peso seco da carne menos cinzas. O indice de condicao (IC) foi
calculado de acordo com Walne & Mann (1975):

__ Peso seco da carne (g) — Peso cinzas (g) .

c = 100
Peso seco da concha (g)

2.2.2.3. Composicdo bioquimica

Dos individuos recolhidos, foram selecionados aleatoriamente dez, de cada espécie por
més, para se proceder a analise bioguimica, a parte edivel das améijoas foi congelada e
armazenada a -20°C. Para cada individuo, determinou-se a proteina, através do método de
Lowry modificado por Shakir et al. (1994), o teor de glicogénio, pelo homogeneizado seco
(80°C durante 24 horas) usando a antrona como reagente (Viles & Silverman, 1949) e os lipidos
totais foram extraidos do material homogeneizado fresco em cloroférmio/metanol (Folch et al.,
1957), sendo estimados por espectrofotometria ap6s a adi¢do de acido sulfurico concentrado
(Marsh & Weinstein, 1966). Para todas a analises efetuadas, foram realizadas duas réplicas e
os valores encontram-se expressos em % de matéria organica. O teor caldrico de proteinas,
lipidos totais e hidratos de carbono nos tecidos foi calculado com recurso aos fatores, 17,9 KJ
g (Beukema & De Bruin, 1979), 33 KJ g (Beninger e Lucas, 1984) e 17,2 KJ g (Paine,

1971), respetivamente.
2.3. Analise estatistica

Com o objetivo de analisar o indice de condi¢do, a composi¢do bioquimica (proteinas,
glicogénio e lipidos totais) e o indice gonadal, quando comparadas as especies (R. decussatus
e R. philippinarum) e os meses (marco, abril, maio, junho, julho, agosto, setembro, outubro,

novembro e dezembro) em simultaneo, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) com
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dois fatores (Zar, 2010). Todos os requisitos inerentes a realizacdo do método (ou seja,
normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias) foram devidamente validados.
Sempre que aplicavel, o teste de comparacdes multiplas Diferenca Menos Significativa (DMS)
foi realizado, por forma a comparar simultaneamente as espécies e 0s meses em estudo (Zar,
2010). Adicionalmente, determinou-se coeficiente de correlacdo linear de Pearson, por forma
a determinar o grau de associacao entre parametros (Zar, 2010) em analise (nomeadamente,
TSM, Cl a, MOS, IG, IC, proteinas, glicogénio, lipidios totais e energia total). Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos ao nivel de 5% (ou seja, sempre que p-value
< 0,05). Quando aplicével, os resultados sdo apresentados na forma média *+ desvio-padrao
(DP). Todos os calculos foram realizados com IBM SPSS Statistics 23.
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3. Resultados
3.1. Temperatura da superficie do mar, clorofila a e matéria organica em suspensao

A evolucdo da temperatura mensal da superficie do mar (TSM) durante o periodo de
amostragem na Lagoa de Obidos (Figura 3.1) mostrou que os valores variaram entre os 12°C

em dezembro e 0s 24°C em maio e agosto.
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Figura 3.1. Valores mensais da temperatura da superficie do mar (TMS) na Lagoa de Obidos de marco
a dezembro de 2017.

A figura 3.2, mostra a evolugdo da clorofila a durante o periodo de amostragem na

Lagoa de Obidos, apresentando valores mensais entre 0,62+0,54mgm= e 25,39+0,38mgm,

sendo que 0 més de novembro é o que apresenta menor quantidade de Cl a e 0 més de junho €
0 que apresenta maior quantidade de Cl a.

3000

15,00 1

Cla (mgm-3)

10,00 ]

5,00 |

0,00

Figura 3.2. Valores mensais de clorofila a (Cl a) (médiaxDP, n=2) na Lagoa de Obidos de margo a
dezembro de 2017.
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A evolucdo da matéria organica em suspensdo (MOS) durante o periodo de amostragem na
Lagoa de Obidos (Figura 3.3) mostra que os valores mensais variam entre os 4,3+0,14mgL™ e
0s 20,5+0,85mgL™?, sendo que o valor mais baixo corresponde ao més de margo e 0 mais

elevado ao més de agosto.
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Figura 3.3. Valores mensais de matéria organica em suspensdo (MOS) (médiatDP, n=2) na Lagoa de
Obidos de marc¢o de 2017 a dezembro de 2017.

Relativamente a associacdo linear entre MOS e Cl a, esta evidenciou-se negativa e
estatisticamente significativa (reeason = -0,688; p-value < 0,05; Tabela 3.3). Para a temperatura,

ndo se revelaram diferencas estatisticamente significativas (p- value > 0,05).
3.2. Ciclo gametogénico

No decorrer do estudo, ndo se observaram individuos hermafroditas, sendo os sexos
claramente separados, em ambas as espécies. Os individuos, machos e fémeas, das duas
espécies estudadas, mostraram sincronia no desenvolvimento o gonadal. Contudo, é de
constatar que nas fémeas de R. philippinarum, as percentagens dos estadios mais avangados sdo
superiores as observadas nas fémeas de R. decussatus de forma semelhante durante os dez
meses de amostragem, sendo que nos machos essa tendéncia nao se observa (Figura 3.4). No
inicio do estudo (mar¢o) apenas dois individuos da espécie R. decussatus se encontravam no
periodo de repouso sexual (Fase 1) e por isso aparece na figura 3.4 A e figura 3.4 B, j& que séo

indeterminados, ndo sendo correto especificar um dos géneros. No mesmo més (marco), 70%
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das fémeas R. decussatus encontravam-se no inicio da gametogénese (fase Il) e 10% em
gametogénese avancada (fase Ill) (fémeas R. decussatus 1G=2,5) (Figura 3.4 e Figura 3.5;
Tabela 3.1), ja para R. philippinarum 40% das fémeas encontravam-se no inicio da
gametogeénese (fase I1), 50% em gametogénese avancada (fase 111) e 10% maduras (fase 1V)
(fémeas R. philippinarum 1G=3,7) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em marco, 60% dos
machos R. decussatus, encontra-se no inicio da gametogénese (fase 11) e 20% em gametogénese
avancada (fase Ill) (machos R. decussatus 1G=2,6), enquanto para R. philippinarum 60% dos
machos encontravam-se no inicio da gametogénese (fase I1) e 40% em gametogénese avancada
(fase I11) (machos R. philippinarum 1G=3,4) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). No més de
abril, observou-se uma evolucéo na gametogénese em ambas as espécies, com 60% das fémeas
R. decussatus inicio da gametogénese (fase I11) e 40% em gametogénese avancada (fase Il1)
(fémeas R. decussatus 1G=3,4) e com 10% das fémeas no inicio da gametogénese (fase I1), 80%
em gametogénese avancada (fase 111) e 10% maduras (fase 1V) para R. philippinarum (fémeas
R. philippinarum 1G=4) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). No que se refere aos machos, no
més de abril, 10% dos machos R. decussatus, encontra-se no inicio da gametogénese (fase Il) e
90% em gametogenese avancada (fase I11) (machos R. decussatus 1G=3,9), enquanto para R.
philippinarum 20% dos machos encontravam-se no inicio da gametogénese (fase 1) e 80% em
gametogénese avancada (fase I11) (machos R. philippinarum 1G=3,8) (Figura 3.4 e Figura 3.5;
Tabela 3.1). No més de maio, 10 % das fémeas R. decussatus estdo no inicio da gametogénese
(fase I1) 40% encontravam-se em gametogéenese avancada (fase I11) e 50% maduras (fase 1V)
(fémeas R. decussatus 1G=4,4), e para R. philippinarum 60% das fémeas encontravam-se em
gametogénese avancada (fase I11), 30% maduras (fase 1V) e 10% em desova parcial (fase V)
(fémeas R. philippinarum 1G=4,1) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em maio, os machos
de R. decussatus, 80% encontravam-se em gametogénese avancada (fase 111) e 20% maduros
(fase 1V) (machos R. decussatus 1G=4,2), para R. philippinarum 10% dos machos encontravam-
se no inicio da gametogénese (fase 1) e 90% em gametogénese avancada (fase I11) (machos R.
philippinarum 1G=3,9) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em junho, as fémeas R. decussatus
20% encontravam-se em gametogénese avancada (fase 111) e 80% maduras (fase 1V) (fémeas
R. decussatus 1G=4,8) e para R. philippinarum 90% das fémeas encontravam-se maduras (fase
IV) e 10% em desova parcial (fase V) (fémeas R. philippinarum 1G=4,7) (Figura 3.4 e Figura
3.5; Tabela 3.1). Em junho, os machos de R. decussatus, 30% estavam em gametogénese

avancada (fase IllI) e 70% maduros (fase 1V) (machos R. decussatus 1G=4,7), para R.
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philippinarum 20% dos machos encontravam-se em gametogénese avangada (fase I11), 70%
maduros (fase IV) e 10% em desova parcial (fase V) (machos R. philippinarum 1G=4,5) (Figura
3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). No més de julho, 70% das fémeas R. decussatus encontravam-se
maduras (fase 1V) e 30% em desova parcial (fase V) (fémeas R. decussatus 1G=4,1) e para R.
philippinarum 20% das fémeas encontra-se madura (fase 1V), 30% em desova parcial (fase V)
e 50% em desova (fase V1) (fémeas R. philippinarum 1G=2,1) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela
3.1). Em julho, a totalidade de machos de R. decussatus (100%) encontravam-se maduros (fase
IV) (machos R. decussatus IG =5) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1), para R. philippinarum
70% dos machos encontravam-se maduros (fase 1V) e 30% em desova parcial (fase V) (machos
R. philippinarum 1G=4,1) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em agosto, 40% das fémeas de
R. decussatus encontravam-se em desova parcial (fase V) e 60% em desova (fase VI) (fémeas
R. decussatus 1G=1,4), e para R. philippinarum 40% estavam em desova parcial (fase V) e 60%
em desova (fase VI) (fémeas R. decussatus 1G=1,4) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em
agosto, os machos de R. decussatus, 20% encontravam-se maduros (fase 1V) e 80% em desova
parcial (fase V) (machos R. decussatus 1G=2,6), para R. philippinarum 10% dos machos
encontravam-se maduros (fase 1V) e 90% em desova parcial (fase V) (machos R. philippinarum
IG=2,3) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). A semelhanca do que ocorreu em margo, nos
meses de setembro, outubro, novembro e dezembro, existem individuos que se encontravam
em repouso sexual (Fase I) e por isso aparece na figura 3.4 A e figura 3.4 B, ja que séo
indeterminados, nao sendo correto especificar um dos géneros. No més de setembro, 50% dos
individuos de R. decussatus encontravam-se em repouso sexual (fase 1) e 50% das fémeas em
desova (fase VI) (fémeas R. decussatus 1G=0,5) e para R. philippinarum 30% encontravam-se
em repouso sexual (fase 1) e 70% das fémeas em desova (fase VI) (fémeas R. decussatus
IG=0,7) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em setembro, os machos de R. decussatus
encontravam-se 20% maduros (fase 1V) e 30% em desova parcial (fase V) (machos R.
decussatus 1G=1,6), para R. philippinarum 70% dos machos estavam em desova parcial (fase
V) (machos R. philippinarum 1G=1,4) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em outubro, 60%
dos individuos de R. decussatus encontravam-se em repouso sexual (fase 1) e os restantes 40%
eram fémeas em desova (fase VI) (fémeas R. decussatus 1G=0,4) e para R. philippinarum 50%
encontravam-se em repouso sexual (fase 1) e 50% das fémeas em desova (fase V1) (fémeas R.
decussatus 1G=0,5) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em outubro, 40% dos machos de R.

decussatus encontravam-se em desova parcial (fase V) (machos R. decussatus 1G=0,8), para R.
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philippinarum 50% dos machos encontravam-se em desova parcial (fase V) (machos R.
philippinarum 1G=1) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). No més de novembro, 80% dos
individuos de R. decussatus encontravam-se em repouso sexual (fase I) e 20% dos individuos
eram fémeas em fase de desova (fase VI) (fémeas R. decussatus 1G=0,2) e para R.
philippinarum 80% encontra-se em repouso sexual (fase I) e 20% eram fémeas em desova (fase
VI) (fémeas R. decussatus 1G=0,2) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em novembro, 0s
machos de R. decussatus, 20% encontravam-se em desova parcial (fase V) (machos R.
decussatus 1G=0,4), para R. philippinarum 20% dos machos encontram-se em desova parcial
(fase V) (machos R. philippinarum 1G=0,4) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em dezembro,
verificou-se a ocorréncia de 90% dos individuos de R. decussatus em repouso sexual (fase I) e
10% eram fémeas em desova (fase V1) (fémeas R. decussatus 1G=0,1), e para R. philippinarum
70% encontravam-se em repouso sexual (fase 1) e 30% eram fémeas em desova (fase VI)
(fémeas R. decussatus 1G=0,3) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1). Em dezembro, 90% dos
individuos de R. decussatus encontravam-se em repouso sexual (fase 1) e 10% eram fémeas em
desova parcial (fase V) (machos R. decussatus 1G=0,2), para R. philippinarum 70% dos
individuos encontravam-se em repouso sexual (fase 1) e 30% eram machos em desova parcial
(fase V) (machos R. philippinarum 1G=0,6) (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1).

Comparando as duas espécies, R. philippinarum apresentou um desenvolvimento gonadal
mais avancado do que R. decussatus, ja que no inicio do estudo (margo) ndo se encontrou
nenhum individuo em fase I, que corresponde ao indice gonadal zero, em abril, apresentou uma
maior percentagem de individuos em gametogénese avancada (fase 1l1), apresentando para as
fémeas a fase IV, em maio verificou-se para R. philippinarum que 10% das fémeas se
encontram em fase V (desova parcial), ndo sendo observada esta fase na R. decussatus e em
junho, para R. philippinarum, foram observados individuos (fémeas e machos) na fase V, que
corresponde ao indice gonadal dois, ndo tendo sido observada esta fase na R. decussatus. No
més de julho R. philippinarum apresentou 50% das fémeas em desova (fase V1), sendo que esta
fase ndo se observou em R. decussatus, relativamente aos machos verifica-se que enquanto R.
decussatus apresentou a totalidade dos seus machos maduros, R. philippinarum apresentou 30%
dos machos em desova parcial (fase V). Em agosto, as fémeas de ambas as espécies
apresentaram a mesma percentagem de individuos em iguais fases de desenvolvimento, ja nos
machos e estando na mesma fase, R. philippinarum apresentou maior percentagem de machos

em desova parcial. No més de setembro observou-se, para ambos 0s Sexos, que as percentagens
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das fases mais avangadas séo superiores em R. philippinarum. Em outubro verificou-se que, em
ambos os sexos, R. decussatus apresentou 60% dos individuos em repouso sexual (fase 1) e 0s
restantes individuos em desova parcial (machos) e desova (fémeas), ja para R. philippinarum,
observou-se que 50% dos individuos se encontravam em repouso sexual, e os restantes 50% em
desova parcial (machos) e desova (fémeas). Para os meses de novembro e dezembro, foi
possivel observar-se que a maior parte dos individuos das duas espécies e sexos, se encontravam

maioritariamente em repouso sexual. (Figura 3.4 e Figura 3.5; Tabela 3.1).

Durante os dez meses de amostragem registou-se uma frequéncia de 30% de fémeas e
machos em fase |, 14% de fémeas e 7% de machos em fase Il, 11% de fémeas e 22% de machos
em fase 111, 20% de fémeas e 23% de machos em fase IV, 7% de fémeas e 18% de machos em
fase V e 18% de fémeas em fase VI para R. decussatus. Para R. philippinarum observou-se 23%
de fémeas e machos em fase I, 5% de fémeas e 9% de machos em fase 11, 19% de fémeas e 23%
de machos em fase 111, 16% de fémeas e 15% de machos em fase 1V, 9% de fémeas e 30% de
machos em fase V e 28% de fémeas em fase VI (Figura 3.4).

Para R. decussatus verifica-se que a correlacdo linear entre o indice gonadal e a MOS é
negativa e estatisticamente significativa (rpearson = -0,721; p-value < 0,05; Tabela 3.3).
Adicionalmente, para R. philippinarum existe correlagdo positiva e estatisticamente
significativa entre o indice gonadal e Cl a (rpearson = 0,691; p-value < 0,05; Tabela 3.3) e 0 indice
de condi¢do (rrearson = 0,715; p-value < 0,05; Tabela 3.3), existindo uma correlagéo negativa e
estatisticamente significativa entre indice gonadal e MOS (rpearson = -0,776; p-value < 0,01;
Tabela 3.3), lipidos totais (rpearson = -0,794; p-value < 0,01; Tabela 3.3) e energia total (rpearson =
-0,634; p-value < 0,05; Tabela 3.3).
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Figura 3.4. Variagdes mensais (gréfico de barras) e frequéncias dos dez meses de estudo (gréfico circular) do desenvolvimento gonadal das populagdes
de Ruditapes decussatus e Ruditapes philippinarum da Lagoa de Obidos, de marco a dezembro de 2017. Fémeas (A) e machos (B).
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O indice gonadal e o desenvolvimento gonadal apresentaram o mesmo padrdo em cada
uma das espécies em estudo. Apesar do desenvolvimento gonadal em R. philippinarum ser mais
avancado, no inicio do estudo (marco) e no fim do estudo (dezembro), as duas espécies no més
de junho, agosto, setembro e novembro apresentaram aproximadamente a mesma média de
indice gonadal, a maior diferenca verificada entre as espécies, foi no més de julho, onde R.

decussatus apresentou um maior indice gonadal (Figura 3.5).
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Figura 3.5. VariagGes mensais do indice gonadal (IG) (média, n=20) de Ruditapes decussatus e
Ruditapes philippinarum da Lagoa de Obidos, de marco a dezembro de 2017.

Tabela 3.1. Variagdes mensais no indice gonadal (IG) (média, n=10) de Ruditapes decussatus e
Ruditapes philippinarum, fémeas e machos, da Lagoa de Obidos, de mar¢o a dezembro de 2017.

IG marco abril maio junho julho Agosto setembro outubro novembro dezembro

é Fémeas 25 34 44 4,8 41 14 0,5 0,4 0,2 0,1
%
© | Machos 2,6 3,9 4,2 4,7 5 2,6 1,6 0,8 0,4 0,2
nd
:
= | Fémeas 3,7 4 41 4,7 2,1 14 0,7 0,5 0,2 0,3
£
=
%_'- Machos 3,4 3,8 3,9 45 41 2,3 14 1 0,4 0,6
nd
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3.3. indice de Condicéo

Durante o periodo de amostragem, os valores do indice de condi¢do para R. decussatus
variaram entre 5,89+1,32 em outubro e 9,19+0,67 em agosto, ja para R. philippinarum os
valores variaram entre 4,05+0,47 em outubro e 7,24+3,32 em maio (Figura 3.6). De salientar,
que as duas espécies apresentaram a mesma tendéncia para o IC, sendo que R. decussatus
apresentou sempre valores superiores a R. philippinarum (Figura 3.6).

14
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mar/17 abr/17 mai/17 jun/17 jul/17 ago/17 set/17 out/17 nov/17 dez/17

—&— R. decussatus —&— R. philippinarum

Figura 3.6. Variacdes mensais do indice de condicao (media+DP, n=10) das populacGes de Ruditapes
decussatus e Ruditapes philippinarum da Lagoa de Obidos, de margo a dezembro de 2017.

Os resultados obtidos para o indice de condicdo evidenciaram diferencas estatisticamente
significativas entre os meses da amostragem (ANOVA, F(9)=9,914; p-value <0,05), bem como
quando comparadas ambas as espécies (ANOVA, Fu)=162,837; p-value < 0,05).

No que respeita a correlacdo linear para R. decussatus, ndo existe correla¢do do indice de
condi¢cdo com nenhum dos outros parametros (p- value > 0,05; Tabela 3.3). Relativamente a R.
philippinarum o indice de condigdo apresenta uma correlacdo positiva e estatisticamente
significativa com o glicogénio (rpearson = 0,797; p-value < 0,01; Tabela 3.3) e com o indice
gonadal (rpearson = 0,715; p- value < 0,05; Tabela 3.3). Para as restantes associa¢Oes estudadas,
estas ndo se revelaram estatisticamente significativas (p- value > 0,05). Para ambas as espécies

de bivalves em estudo, no més em que se observou o maior valor para o indice de condigé&o,
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maio, é aquele em que a fase Il do desenvolvimento gonadal (gametogénese avancada)
apresentou uma maior percentagem, face as restantes fases (Figura 3.4).

3.4. Composicdo bioquimica

O constituinte do tecido seco predominante das améijoas, de ambas as espécies, foram
as proteinas, seguidas do glicogénio e dos lipidos totais (Tabela 3.2). Em ambas as espécies, 0
valor mais elevado de proteina registou-se no més de novembro (563,98+179,07ugmg™* AFDW,
R. decussatus e 1012,50+230,45ugmg™ AFDW, R. philippinarum), e o menor em junho
(235,96+77,55ugmg™ AFDW) para R. decussatus e em abril (237,70+21,63ugmg™* AFDW)
para R. philippinarum (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Valores médios (+ DP) de proteinas, glicogénio, lipidos totais (ug mg™* AFDW) e energia total (kJ mg AFDW) de Ruditapes decussatus e

Ruditapes philippinarum durante o periodo de amostragem.

Proteinas Glicogénio Lipidos Totais Energia Total

Espécie Meés (ug mgt AFDW) (ug mgt AFDW) (ug mg* AFDW) (kJ mgt AFDW)
margo 308,82+104,90 90,36+33,83 41,32+15,20 8,45
abril 237,55+76,68 71,80+34,33 44,98+6,67 6,97
maio 319,81+91,74 82,00+26,58 68,84+13,81 9,41
« junho 235,96+77,55 81,38+48,56 38,91+24,11 6,91
% julho 447,40+27,16 58,96+5,88 45,35+8,31 10,52
_é agosto 456,60+162,43 65,12+7,81 51,17+6,71 10,98
* setembro 250,99+49,04 56,62+39,66 40,71+16,76 6,81
outubro 382,07+60,86 44,20+21,71 58,74+22,31 9,54
novembro 563,98+179,07 125,36+21,79 60,43+30,47 14,25
dezembro 392,97+91,05 131,98+22,07 50,50+10,80 10,97
g marco 590,45+157,91 44,71+19,45 40,51+22,07 12,67
. _% abril 237,70+21,63 79,6339,48 36,02+6,96 6,81
%’ maio 360,09+84,85 87,31+43,82 54,35+13,69 9,74
= junho 269,39+55,55 102,10+35,75 25,91+7,11 7,43

29



julho 415,38+132,36 55,18+7,27 50,62+10,90 10,05

setembro 370,37+£168,64 18,08+10,67

51,48+17,45 8,84

novembro

1012,50+230,45 75,71£32,29 95,51+36,54




No que diz respeito ao teor de proteinas, este apresentou diferencas estatisticamente
significativas, quando comparados as espécies (ANOVA, Fq) = 101,124; p- value < 0,05), 0s
meses de amostragem (ANOVA, F) = 74,263; p- value < 0,05) e 0S meses e as especies em
simultaneo, havendo por isso uma interagéo significativa entre ambos os fatores (ANOVA, F(g)
= 15,498; p- value < 0,05).

No que respeita a R. decussatus a proteina (g mg™* AFDW), esta apresenta uma correlagao
negativa e estatisticamente significativa com a Cl a (rpearson = -0,637; p-value < 0,05) e uma
correlacéo positiva e estatisticamente significativa com a energia total (KJ mg™* AFDW) (rpearson
= 0,972; p-value < 0,01) (Tabela 3.3). Para a espécie R. philippinarum a proteina (ug mg
AFDW) apresenta uma correlacdo positiva e estatisticamente significativa com os lipidos totais
(ug mgt AFDW) (rpearson = 0,742; p-value < 0,05) e com a energia total (KJ mg* AFDW)
(reearson = 0,992; p-value < 0,01) (Tabela 3.3). Nao foram detetadas correlagdes estatisticamente

significativas para as restantes associa¢fes em anéalise (p-value > 0,05).

O valor mais elevado de glicogénio para R. decussatus registou-se no més de dezembro
(131,98+22,07ugmg™* AFDW) enquanto para R. philippinarum, este registou-se no més de
junho (102,10+35,75ugmg™ AFDW). O menor foi observado em outubro (44,20+21,71ugmg™
AFDW) para R. decussatus e em setembro (18,08+10,67ugmg™* AFDW) para R. philippinarum
(Tabela 3.2).

Para o teor de glicogénio, o padrao observado é similar ao anterior. Assim, os resultados
alcangados demonstram a existéncia de diferengas estatisticamente significativas quando
comparados as espécies (ANOVA, F@) = 41,843; p- value < 0,05), os meses de amostragem
(ANOVA, F(9) = 24,165; p- value < 0,05) e quando comparados 0s meses de amostragem e as
espécie em simultneo (ANOVA; F) = 10,775; p- value < 0,05). Ao observar os resultados

para cada espécie, verifica-se que os resultados acompanham a tendéncia anterior.

Em R. decussatus o glicogénio (ug mg™* AFDW) apresenta uma correlagdo negativa e
estatisticamente significativa com a TMS (rpearson = -0,677; p-value < 0,05). Para a espécie R.
philippinarum o glicogénio (ug mg! AFDW) apresenta uma correlagdo positiva e
estatisticamente significativa com indice de condi¢ao (rpearson = 0,797; p-value < 0,01) (Tabela
3.3). Ndo foram detetadas correlaghes estatisticamente significativas para as restantes

associacOes em analise (p-value > 0,05).

31



R. decussatus apresentou maior teor de lipidos totais no més de maio (68,84+13,81ugmg™

AFDW) enquanto para R. philippinarum, este registou-se no més de outubro
(97,09+42.97ugmg™ AFDW). O menor registo foi observado em junho para ambas as espécies
(38,91+24,11pgmg™ AFDW, R. decussatus e 25,91+7,1 1ugmg™? AFDW, R. philippinarum)
(Tabela 3.2).

No que concerne ao teor de lipidos totais, este apresenta diferencas estatisticamente
significativas entre ambas as espécies (ANOVA; F() = 10,766; p-value<0,05), entre 0s meses
de amostragem (ANOVA; F@g) = 23,863; p-value < 0,05), e quando comparados 0s meses de

amostragem e as espécie em simultaneo (ANOVA,; F) = 9,073; p-value < 0,05).

Os lipidos totais (ug mg™® AFDW) apresentam, para R. philippinarum uma correlagio
negativa e estatisticamente significativa com a Cl a (rpearson = -0,691; p-value < 0,05), correlacéo
negativa e estatisticamente significativa com o indice gonadal (rpearson = -0,794; p-value < 0,01),
correlacdo positiva e estatisticamente significativa com as proteinas (rpearson = 0,742; p-value <
0,05) e uma correlagdo positiva e estatisticamente significativa com a energia total (KJ mg
AFDW) (rpearson = 0,790; p-value < 0,01) (Tabela 3.3). Relativamente & R. decussatus, ndo
foram detetadas correlacdes estatisticamente significativas. Assim como, para as restantes
associagdes em analise ndo foram detetadas correlagdes estatisticamente significativas (p-value
> 0,05).

A energia total, para ambas as espécies, € maior no més de novembro (14,25 KJ mg*
AFDW) para R. decussatus e (22,58 KJ mg* AFDW) para R. philippinarum, e o menor em
setembro (6,81 KJ mg™t AFDW) para R. decussatus e em abril (6,81 KJ mg* AFDW) para R.
philippinarum (Tabela 3.2).

Para os resultados obtidos para a energia total, verificou-se que esta apresenta diferencas
estatisticamente significativas entre ambas as espécies (ANOVA; F(1) = 67,189; p-value < 0,05),
entre os meses de amostragem (ANOVA,; F) = 74,675; p-value < 0,05), e quando comparados

0s meses de amostragem e as espécie em simultaneo (ANOVA,; F(9) = 12,381, p-value < 0,05).

A energia total (KJ mg™® AFDW) apresenta, para R. decussatus uma correlagio positiva e
estatisticamente significativa com o teor de proteina (ug mg* AFDW) (Ipearson = 0,972; p-value

< 0,01). Relativamente a R. philippinarum, existe uma correlagdo negativa e estatisticamente
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significativa com o indice gonadal (rpearson = -0,634; p-value < 0,05), uma correlagdo positiva e
estatisticamente significativa com o teor de proteina (g mg* AFDW) (pearson = 0,992; p-value
< 0,01) e uma correlagéo positiva e estatisticamente significativa com os lipidos totais (ug mg
L AFDW) (rpearson = 0,790; p-value < 0,01) (Tabela 3.3).Para as restantes associagdes em analise

nédo foram detetadas correlagdes estatisticamente significativas (p-value > 0,05).
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Tabela 3.3. Resultados da correlacéo linear de Pearson entre os parametros estudados de Ruditapes decussatus e Ruditapes philippinarum durante o periodo de
amostragem (r - coeficiente de correlacdo linear de Pearson; p-value; ns — ndo significativa); * a correlacdo € significativa no nivel 0,05 (bilateral) e ** a
correlagéo é significativa no nivel 0,01 (bilateral).

Espécie TMS Cla MOS €] IC Proteinas Glicogénio Lipidos Energia Total
Totais

TSM ns ns ns ns ns r=-0,677* ns ns

Cla r=-0,688* ns ns r=-0,637* ns ns ns

MOS r=-0,721* ns ns ns ns ns

:3 IG ns ns ns ns ns
©
)
(72}
2

ns ns ns ns

& IC
04
Proteinas ns ns r=0972"*
Glicogénio ns ns

Lipidos Totais

ns
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Espécie

Proteinas

Lipidos Totais

TSM

Cla

MOS

r=-0,688*

r=0,691*

IC

r=0,715*

Proteinas

Glicogénio

Lipidos
Totais

r=0,691*

r=-0,794**

r=0,742*

Energia Total

r=-0,634*

r=0,992**

r=0,790**
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4. Discussao

O ciclo reprodutivo dos bivalves é influenciado pelas condi¢des do meio ambiente,
especialmente pela qualidade e disponibilidade de alimento e temperatura (Chavez-Villalba et
al., 2003; Matias et al., 2013). A localizacdo geogréafica de uma espécie é referida em diversos
estudos como sendo fundamental no controlo da gametogénese e da desova, uma vez que
associada a esta encontram-se os fatores como a temperatura, que afeta, indiretamente, a
disponibilidade de alimento (Gribben et al., 2004; Meneghetti et al., 2004; Matias et al., 2013).
O presente estudo decorreu num periodo de dez meses (mar¢o a dezembro de 2017), sendo
possivel verificar-se a variacdo da sazonalidade expectavel para regides de climas temperados
relativamente a temperatura da superficie do mar, clorofila a e matéria organica em suspensao.
Assim, a temperatura foi mais elevada nos meses de maio e agosto (24°C), e mais baixo,
dezembro (12°C). Relativamente a Cl a e a MOS, verifica-se que os valores mais elevados de
clorofila a correspondem aos meses de marco e junho (17,71 e 25,39mgm-3, respetivamente),
ja o valor mais elevado de MOS corresponde ao més de agosto (20,47mgL™1), entre estes dois
fatores existe uma correlacao linear negativa, uma vez que quando um aumenta, o outro diminui
(Figura 3.2; Figura 3.3). A disponibilidade de alimento depende da Cl a e da MOS, o que
consequentemente influéncia a gametogénese das duas espécies, verificando-se correlacdo
linear negativa, para as duas espécies, entre a MOS e o indice gonadal, o que significa que
qguando um fator aumenta, o outro diminui. R. philippinarum, apresenta ainda uma correlagéo

linear positiva entre a Cl a e o indice gonadal (Xie & Burnell, 1994; Joaquim et al., 2008a).

Segundo Machado (2015) o ciclo reprodutivo de R. decussatus tem inicio no més de maio,
onde os individuos se encontram maduros, e a fase de desova inicia-se no més de julho, o que
também foi observado por outros autores (Xie & Burnell, 1994; Joaquim et al., 2008a), o que
pode ser verificado no presente estudo uma vez que, relativamente ao més em que os individuos
se encontram maduros, este corrobora 0s dados supracitados, assim como ao més em que 0s
organismos entram em desova. Neste estudo verificou-se que no primeiro més de estudo
(margo) os individuos apresentaram-se maioritariamente nas fases de inicio da gametogénese e
gametogénese avancada, nos meses de junho e julho os individuos encontravam-se nas fases,
maduros e em desova parcial, respetivamente, ja no final do estudo (novembro e dezembro) os
individuos apresentavam-se nas fases, desova parcial e desova, e verificou-se a ocorréncia de

individuos em fase I, repouso sexual. Estes resultados vao de encontro a estudos realizados
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noutras populagdes, de R. decussatus no mesmo local, Lagoa de Obidos (Machado, 2015) e
seguem padrdes semelhantes em locais diferentes, como na Galiza (Espanha), na Ria de Aveiro
e Ria Formosa (Portugal) (Ojea et al., 2004; Matias et al., 2013). R. philippinarum, apresenta
um ciclo reprodutivo semelhante a R. decussatus, no entanto apresenta sempre uma maior
percentagem de individuos em fases mais desenvolvidas no mesmo periodo de tempo, indo ao

encontro do que foi verificado na populagdo do Estuério do Tejo (Moura et al., 2017b).

Segundo Moura et al. (2017b), consideram-se individuos maduros a partir da fase 111, no
entanto para o presente estudo a escala utilizada, para as duas espécies, esta de acordo com
Delgado & Pérez-Camacho (2005) e adaptada por Matias et al. (2013), refere que os individuos se
encontram maduros apenas na fase 1V esta fase ocorreu entre abril e maio. Nos meses de abril,
maio e junho € quando se observa uma maior percentagem de individuos, em ambas as espécies,

em gametogenese avancada (fase 111) e maduros (fase 1V).

O presente estudo, entra em concordéancia com o trabalho realizado por Moura et al (2017b)
para a populacdo de R. philippinarum (Estuario do Tejo) e com o trabalhado de Machado (2015)
para a populacio R. decussatus (Lagoa de Obidos), uma vez que para ambas as espécies se
verificou uma maior percentagem de individuos na fase Il1, seguindo-se da fase IV, nos meses
de abril, maio e junho, comparativamente as restantes fases (Figura 3.4). No més de julho as
fémeas, de ambas as espécies entraram em desova parcial (fase V), no entanto em R.
philippinarum verificou-se a existéncia de individuos ja em desova (fase VI), os machos de R.
philippinarum também ja se encontravam em desova parcial, enquanto que os machos de R.
decussatus apenas alcancaram esta fase no més seguinte (agosto) (Figura 3.4). Em agosto, é
quando ambas as espécies, e ambos 0s sexos, se encontravam em desova parcial (fase V) e
desova (fase VI), no entanto R. philippinarum, quando comparada com R. decussatus
apresentou, sempre, uma maior percentagem de individuos na fase mais desenvolvida. A partir
do més de setembro, verificou-se, para ambas as espécies, a entrada de individuos em repouso
sexual (fase I), onde n&o é possivel determinar se os individuos s&o fémeas ou machos, esta
percentagem aumentou gradualmente até ao més de dezembro (Figura 3.4). Contudo, com a
excecdo do més de novembro, onde as percentagens das duas espécies se igualam, observa-se
gue R. decussatus apresentou uma percentagem de individuos em repouso sexual superior a
registada em R. philippinarum nos meses de setembro a dezembro (Figura 3.4). Pelo estudo
realizado por Moura et al (2017b), abril o més onde se verifica o fim do repouso sexual no ciclo
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gametogénico de R. philippinarum, o mesmo ndo se observa no presente estudo, pelo que em
abril, R. philippinarum, apresentou individuos (fémeas e machos) no inicio da gametogénese e
em gametogénese avancada (Figura 3.4). No entanto, R. decussatus, no mesmo més (margo)
ainda apresentou individuos em fase | (repouso sexual), o que significa que no mesmo periodo
de tempo (més de marco), R. philippinarum encontrava-se num estadio de maturacdo mais

avancado quando comparada com R. decussatus.

Relativamente as frequéncias referentes aos dez meses de amostragem, quando comparadas
as duas espécies em estudo entre si, verifica-se que os individuos de R. philippinarum,
apresentaram percentagens superiores das fases mais avangadas de desenvolvimento (V e VI),
no entanto verifica-se que para ambos 0s sexos, a percentagem de individuos em fase 1V foi
superior em R. decussatus (Figura 3.4). R. philippinarum, comparando as frequéncias dos dez
meses de estudo, para cada uma das fases com as frequéncias anuais obtidas por Moura et al.
(2017b), existe uma discrepancia, pois as fases mais frequentes neste estudo sdo a fase de
desova parcial e a desova, em machos e fémeas, respetivamente, e no estudo em comparacédo é

a fase de desova parcial para ambos 0s sexos.

Matias et al (2013) (populacdo de R. decussatus na Ria de Aveiro e na Ria Formosa)
defende que os meses anteriores ao inicio do ciclo gametogénico, os valores da Cl a e a MOS
encontram-se mais elevados, tal como é possivel verificar no estudo de Machado (2015)
(populacdo R. decussatus na Lagoa de Obidos) o que leva a crer que as améijoas tiram partido
da disponibilidade de alimento para acumularem reservas para o inicio do ciclo gametogeénico,
0 que, os resultados obtidos neste estudo corroboram os anteriores. No presente estudo,
pressupde-se um periodo de repouso sexual de, aproximadamente, oito meses (setembro a
marco). Apesar de, no estudo efetuado, ndo se amostrarem individuos nos meses de janeiro e
fevereiro, pela observacao de individuos em fase I, no més de marco em R. decussatus, pode
considerar-se que o periodo de repouso sexual ocorre de setembro, onde ja se observa a fase I,
em ambas as espécies, a mar¢o, contudo para R. philippinarum apesar dos individuos iniciarem
0 periodo de repouso no més de setembro, no més de marco ndo foram observam individuos
em fase I. Assim, a afirmacéo supracitada no que se refere a Cl a, é verificada, pois 0 més de
margo apresentou um valor elevado de Cl a, o que coincide com o inicio das fases Il e 11l dos

organismos.
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O sincronismo do desenvolvimento gonadal entre as fémeas e os machos é fundamental
para 0 sucesso reprodutivo das espécies, uma vez que odcitos e esperma sdo libertados,
simultaneamente, na coluna de agua durante a desova, 0 que aumenta as probabilidades de
fertilizacdo (Joaquim et al., 2011; Matias et al., 2013). Neste estudo, verifica-se a sincronia
entre fémeas e machos de ambas as espécies, o que também acontece no estudo de Machado
(2015) e no estudo de Moura et al. (2017b).

Com base na avaliacdo dos valores de indice gonadal (Tabela 3.1) diferenciados entre
fémeas e machos, bem como a avaliacdo do grafico da figura 3.5, observa-se que os valores de
IG para R. decussatus referentes aos meses de margo, abril, outubro e dezembro s&o inferiores
quando comparados com os valores obtidos para 0s mesmos meses em R. philippinarum, uma
vez que para 0s meses referidos, quando comparadas as espécies, R. decussatus, apresenta uma
percentagem de individuos em fases menos desenvolvidas do que R. philippinarum, o que
corresponde ao inicio do periodo de desova dos individuos de R. philippinarum. Nos meses de
maio, junho, julho e agosto, R. decussatus apresenta valores superiores quando comparados
com R. philippinarum, pois os meses referidos, quando comparadas as espécies, R. decussatus,
apresenta uma percentagem de individuos em fases mais desenvolvidas do que R.
philippinarum, o que corresponde ao inicio do periodo de desova dos individuos de R.
decussatus (Tabela 3.1; Figura 3.5). Para os meses de setembro e novembro, verifica-se um
indice gonadal coincidente, quando comparadas as duas espécies em estudo, uma vez que, para
os meses referidos, quando comparadas as espécies, ambas, apresentam uma percentagem de
individuos nas mesmas fases de desenvolvimento (Tabela 3.1; Figura 3.5). Quando se realiza a
comparacdo dos dados obtidos para R. decussatus com o estudo de Machado (2015) observa-
se que os valores de indice gonadal (Lagoa de Obidos 2015) os valores de uma forma geral n&o
sdo coincidentes com o presente estudo, para 0s meses de marco, abril e maio, o IG observado
foi inferior, enquanto nos meses de junho e julho verificou-se o0 inverso, nos restantes meses
observaram-se pequenas variagdes, observa-se ainda que no presente estudo os individuos
entram em desova no més de agosto, enquanto que no estudo de Machado (2015), estes entram
em desova um més antes. Relativamente a R. philippinarum, Moura et al. (2017b) ndo apresenta
dados absolutos, mas analisando o grafico referente a variagdo mensal da média do indice
gonadal (fémeas e machos) a tendéncia dos dados em estudo ndo &€ a mesma, quando
comparados com os dados de Moura et al. (2017b). De uma forma geral verifica-se que de

marco a julho e 0 més de dezembro, os dados do gréfico apresentado por Moura et al. (2017b),
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sdo inferiores aos registados no presente estudo, j& para 0s meses de agosto a novembro verifica-

se o0 contrario.

Quando comparados os valores do indice gonadal com os estadios de desenvolvimento
gonadal, observa-se que apesar da R. philippinarum ter frequentemente, quando comparados 0s
resultados do mesmo més, maiores percentagens de individuos em fases de desenvolvimento
mais avancgadas, 0s seus valores médios de indice gonadal sdo ligeiramente inferiores aos
obtidos por R. decussatus, nomeadamente nos meses de maio, junho, julho e agosto. Estes
resultados aparentam demonstrar que as duas espécies se apresentam em estadios de maturacao

muito semelhantes.

Considera-se que o indice de condicdo se reflete na atividade reprodutiva, o que é
comprovado no presente estudo, para R. philippinarum, uma vez que o indice de condicdo
aumenta durante a gametogénese e diminui durante o periodo de desova, 0 que € reforcado
através da correlacdo do indice de condicdo com o indice gonadal, havendo uma correlacéo
positiva (ANOVA, p-value < 0,05) (Tabela 3.3). Apesar de para R. decussatus esta correlacéo
ndo se verificar, através dos resultados obtidos € detetdvel a mesma informacéo (Figura 3.6)
(indice de condicdo aumenta durante a gametogénese e diminui durante o periodo de desova),
esta constatacdo, ja foi anteriormente observada para diferentes espécies de bivalves da costa
portuguesa (Gaspar & Monteiro, 1998; Gaspar & Monteiro, 1999; Gaspar et al., 1999; Joaquim
et al., 2011). O indice de condicdo apresenta o seu valor mais elevado em agosto para R.
decussatus e maio para R. philippinarum (Figura 3.6). Verifica-se ainda que R. philippinarum
apresenta um IC, quando comparadas as espécies, mais baixo que R. decussatus, o que
demonstra que a concha de R. philippinarum é mais pesada que a da espécie em comparacéo,

significando também que a parte visceral, em gramas, é inferior a de R. decussatus.

Delgado & Pérez-Camacho (2005) e Joaquim et al (2011) validam que o indice de
condigéo, o ciclo reprodutivo, 0 armazenamento e o gasto de energia, nos bivalves estdo
inteiramente ligados. A temperatura e disponibilidade de alimento, regulam o tempo e a taxa de
armazenamento de energia (Joaquim et al., 2011), e o efeito dessas variaveis € complexo e
dependente da aquisicdo e gasto de energia (Pérez-Camacho et al., 2003). O armazenamento de
energia e 0s gastos energéticos traduzem-se em padrBes sazonais de composi¢do bioquimica
(proteinas, glicogénio e lipidos totais) que variam de acordo com a localizacdo geografica das
populacOes e das espécies (Albentosa et al., 2007; Matias et al., 2009). A acumulacdo de
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energia, normalmente, ocorre antes da gametogénese durante periodos de abundancia de
alimento, depois esta energia é usada na sintese gametogénica, quando a necessidade
metabolica é elevada (Mathieu & Lubet, 1993), sendo libertada durante a desova (Albentosa et
al., 2007). As proteinas sdo usadas como uma fonte de energia quando ocorrem situacdes de
stress nutricional, desequilibrio energético e durante a maturacdo gonadal (Gabbott & Bayne,
1973; Liu et al., 2008). Quando as reservas de lipidos estdo totalmente gastas, Albentosa et al.
(2007) e Joaquim et al. (2011), sugerem que as proteinas sdo usadas como fonte de energia de
mantimento. No presente estudo, ambas as espécies, R. decussatus e R. philippinarum,
apresentam uma correlacao positiva das proteinas com a energia total (ANOVA, p-value <0,01)
(Tabela 3.3), 0 que comprova que as proteinas sdo o tecido seco predominante nos bivalves,
como é possivel verificar no estudo de Machado (2015) na populacdo R. decussatus da Lagoa
de Obidos, onde essa correlacdo também foi verificada. Os valores médios de proteina
alcancados, ao longos dos meses de amostragem (Tabela 3.2), quando comparadas as duas
espécies em estudo, observa-se que R. philippinarum apresenta valores de teor de proteina mais
elevados em todos 0os meses amostrados, com a excecdo do més de julho, onde se regista o

contrario, quando comparada com R. decussatus (Tabela 3.2).

Em individuos adultos o glicogénio é considerado a reserva principal (Joaquim et al.,
2008a; Joaquim et al., 2011; Matias et al., 2013), podendo ser usada em simultdneo como fonte
energética para o crescimento e armazenada em células especificas como energia de reserva. R.
philippinarum, apresentou uma correlacdo positiva do teor de glicogénio com o IC (ANOVA,
p-value < 0,01) (Tabela 3.3). O presente estudo apresenta valores de glicogénio (44,20+21,71
a 131,98+22,07 ug mg™* AFDW) para R. decussatus e (18,08+10,67 a 102,10+35,75 pg mg™
AFDW) para R. philippinarum (Tabela 3.2). Comparando as duas espécies em estudo R.
decussatus apresenta valores mais elevados de teor de glicogénio que R. philippinarum, a
excecao dos meses de abril, maio e junho, onde se verifica o contrario (Tabela 3.2) o que sugere

um maior armazenamento energético por parte da espécie nativa da Lagoa de Obidos.

Quando comparados (glicogénio e proteinas), nos dez meses de amostragem, com a
excecdo dos meses de maio, junho e julho, o teor de glicogénio é elevado quando o teor de
proteina é baixo (Tabela 3.2), 0o que sugere que as améijoas intercalam, entre proteinas e
glicogénio, como fontes de manutencdo de energia, analogamente ao que foi registado no
estudo de Machado (2015). O gasto de glicogénio, em R. decussatus, coincide com a fase Il
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(gametogénese avangada), sendo esta registada em percentagens maiores nos meses de abril,
maio e junho (Figura 3.4), quando ha um rapido desenvolvimento gonadal e depois desova, 0
que coincidiu com os valores mais baixos de glicogenio (Tabela 3.2). Relativamente a R.
philippinarum, o mesmo néo se observa, 0 que significa que esta usa as proteinas como fonte

de energia neste periodo (Tabela 3.2).

Os lipidios séo formados quando ocorre a conversdo do glicogénio em lipidos, durante a
formacéo dos gametas (Gabbott, 1975), tornando-se nas principais reservas para 0s 00citos. No
presente estudo, R. philippinarum, apresentam uma correlacao positiva do teor de glicogénio
com o teor de proteinas (ANOVA, p-value < 0,05) e com a energia total (ANOVA, p-value <
0,01) (Tabela 3.3). Para os lipidos totais, o presente estudo exibe valores de lipidos totais com
valores minimos superiores (38,91+24,11 ug mg™* AFDW) para R. decussatus em comparagéo
com (25,91£7,11 ug mg™* AFDW) R. philippinarum (Tabela 3.2), enquanto os valores maximos
sdo inferiores (68,84+13,81 pg mg? AFDW) para R. decussatus em comparagdo com
(97,09+42,97 pg mg* AFDW) R. philippinarum (Tabela 3.2). Para R. decussatus s&o valores
gue apresentam minimos mais elevados e maximos mais baixos que os observados por Matias
et al (2013) em R. decussatus (Ria de Aveiro: 35,0+9,8 a 118,1+20,5 ug mg! AFDW; Ria
Formosa: 27,2+7,3 a 112,1+15,1 ug mg™* AFDW) e por Machado (2015) para a populagio de
R. decussatus (Lagoa de Obidos: 34,60+5,32 a 77,56+22,60 pug mg™> AFDW). Como observado
nos dados (Tabela 3.2), a variacao dos teores de lipidos totais, em ambas as espécies estudadas,
ocorre sem nenhuma tendéncia aparente, ou seja, a subida dos lipidos totais ndo implica a direta
subida ou descida do outro parametro. Esta forma erratica pode ser devida a sucessiva producao
e libertacdo de gametas, tipicas de uma espécie com uma estratégia de reproducdo intermédia
(entre conservativa e oportunista) conforme Matias et al., (2013) e Machado (2015), como
ambas as espécies em estudo apresentam o mesmo tipo de comportamento, consideram-se

espéecies com uma estratégia reprodutiva intermédia.

Existe a necessidade de se estudar estas duas espécies em simultaneo durante pelo menos
dois anos, ndo soO para se tentar perceber se as diferencas encontradas entre este estudo e o de
Machado (2015), nomeadamente a nivel do desenvolvimento gonadal e indice gonadal, de R.
decussatus, se devem apenas a coexisténcia entre as duas espécies estudadas, R. decussatus e
R. philippinarum, ou se a influéncia de parametros nao estudados, como a polui¢cdo (Moura et

al., 2017Db), pode estar na base das diferencas encontradas, sendo necessario colmatar a auséncia
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do més de janeiro e fevereiro, e reforcar os meses ja amostrados, para que os dados sejam o
mais coerentes e precisos possivel. Os dados referentes aos meses de amostragem (marco a
dezembro), indicam que apesar de ser uma espécie invasora, R. philippinarum, possui um
comportamento e uma biologia reprodutiva muito semelhante a espécie nativa, R. decussatus.
Assim, e respondendo ao objetivo, deste trabalho, durante os dez meses de amostragem, néo se
verificaram diferencas acentuadas no ciclo reprodutivo das duas espécies estudadas, no entanto
verifica-se que R. philippinarum, usa mais do que uma fonte de energia em simultaneo em
periodos de elevado esforco reprodutivo, quando comparadas as duas espécies. Pode concluir-
se ainda que, uma vez que se observou que os ciclos gametogénicos das duas espécies séo

semelhantes, existe a possibilidade das duas se cruzarem (Hurtado et al., 2011).
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