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Resumo

O crescimento da populacdo mundial e a sobre-exploracao dos recursos marinhos tornam
urgente encontrar alternativas vidveis para garantir proteina animal sustentavel e acessivel. Os
bivalves assumem particular relevancia por aliarem elevado valor nutricional a baixo impacto
ambiental, caracteristico de espécies de nivel tréfico reduzido. Em Portugal, um dos maiores
consumidores mundiais de produtos do mar, a produgdo nacional cobre menos de metade da
procura, reforcando a importancia do cultivo de bivalves.

Tradicionalmente dependente da apanha de sementes em bancos naturais, a producdo de
bivalves recorre hoje a maternidades, que asseguram fornecimento continuo de juvenis e
reduzem a pressao sobre os stocks selvagens. Este modelo contribui para a sustentabilidade dos
ecossistemas costeiros, mas enfrenta desafios como a variabilidade no fornecimento de
sementes, a suscetibilidade a doencas e a necessidade de um controlo rigoroso das condi¢des
ambientais.

Este trabalho descreve as atividades desenvolvidas durante o estagio na maternidade da
Oceano Fresco, centrado na producdo das espécies nativas de améijoa europeia Venerupis
corrugata e Ruditapes decussatus. O estagio envolveu as principais etapas da producdo,
incluindo o acondicionamento de reprodutores, desova, cultivo larvar e o cultivo de microalgas,
bem como o acompanhamento microbioldgico e a aplicagdo de medidas de biosseguranca. E
também apresentado um ensaio experimental com sementes de V. corrugata em sistema
upweller, no qual foram testadas diferentes densidades iniciais. Os resultados demonstraram
gue densidades intermédias, em particular 280 g de sementes por crivo, proporcionaram maior
eficiéncia produtiva, conciliando crescimento e uniformidade. O estudo confirma que a
densidade inicial € um fator determinante para otimizar a producdo de sementes de bivalves em
maternidade.

Palavras-chave: Aquacultura, Maternidade de bivalves, Ruditapes decussatus, Venerupis
corrugata, Oceano Fresco.



Abstract

The growth of the world population and the overexploitation of marine resources make
it urgent to find viable alternatives to ensure sustainable and affordable animal protein. Bivalves
are particularly important because they combine high nutritional value with low environmental
impact, characteristic of species with a low trophic level. In Portugal, one of the world's largest
consumers of seafood, domestic production covers less than half of demand, reinforcing the
importance of bivalve farming.

Traditionally dependent on seed collection from natural beds, bivalve production now
relies on hatcheries, which ensure a continuous supply of juveniles and reduce pressure on wild
stocks. This model contributes to the sustainability of coastal ecosystems, but faces challenges
such as variability in seed supply, susceptibility to disease, and the need for strict control of
environmental conditions.

This paper describes the activities carried out during the internship at the Oceano Fresco
hatchery, focusing on the production of the native European clam species Venerupis corrugata
and Ruditapes decussatus. The internship involved the main stages of production, including the
conditioning of broodstock, spawning, larval cultivation, and microalgae cultivation, as well as
microbiological monitoring and the application of biosafety measures. An experimental trial with
V. corrugata seeds in an upweller system is also presented, in which different initial densities
were tested. The results showed that intermediate densities, in particular 280 g of seeds per
screen, provided greater production efficiency, combining growth and uniformity. The study
confirms that initial density is a determining factor in optimizing the production of bivalve seeds
in hatcherys.

Keywords: Aquaculture, Bivalve hatchery, Ruditapes decussatus , Venerupis corrugata ,
Oceano Fresco.
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1. Introducao

1.1. Aguacultura no mundo

A aquacultura é definida pela Food and Agriculture Organization (FAO), como a producdo de
organismos aquaticos, tais como: peixes, moluscos, crusticeos e plantas aquaticas, em
condi¢cdes controladas. Com a estagnacdo da pesca marinha, o aumento da populacdo e,
consequentemente, a crescente procura de produtos do mar, a producado aquicola tem registado
um enorme crescimento, representando 49,2% da producdo mundial total em 2020 (Samat et
al., 2024). Este crescimento da producdo aquicola tem sido essencial para dar suporte ao
aumento do consumo de produtos do mar per capita nas Ultimas décadas (Guillen et al., 2025).
Dada a forte tendéncia de crescimento do consumo alimentar global, prevé-se que a aquacultura
continue a aumentar nas proximas décadas, especialmente se os produtos do mar forem
desempenhar um papel significativo na resposta aos desafios da seguranca alimentar global e
da malnutricdo. Para além de poder fornecer alimentos sustentdveis e altamente nutritivos, com
impactos positivos na saude publica, a aquacultura pode contribuir para o setor econdmico do
pais, e para a criacdo de emprego (Guillen et al., 2025).

Nos préximos trinta anos, a humanidade enfrentard o enorme desafio de fornecer nutricao
segura e adequada a uma populagdo mundial estimada em 9,7 mil milhdes até 2050 (Ferreira et
al., 2020). De acordo com as Ultimas estatisticas mundiais sobre aquacultura, compiladas pela
Food and Agriculture Organization, a producdo total da pesca e da aquacultura atingiu um
recorde histérico de 223,2 milhGes de toneladas em 2022, 185,4 milhdes de toneladas (peso vivo
equivalente) de animais aquaticos e 37,8 milhGes de toneladas (peso humido) de algas,
correspondendo a um aumento de 4,4 por cento em relagao a 2020. Sessenta e dois por cento
dos animais aquaticos foram colhidos em areas marinhas (69% da pesca e 31% da aquacultura)
e 38% em aguas interiores (84% da aquacultura e 16% da pesca de captura). Os paises asidticos
produziram 70% dos animais aquaticos, seguidos pelos paises da Europa e da América Latina e
Caraibas (9% cada), Africa (7%), América do Norte (3%) e Oceania (1%). A China continua a ser o
maior produtor (36%), seguida pela india (8%), Indonésia (7%), Vietname (5%) e Peru (3%) (FAO,
2024).

Em 2022, segundo a FAO a produgdo de espécies animais provenientes da aquacultura (51%)
ultrapassou pela primeira vez a da pesca de captura, com a aquacultura interior a produzir 62,6%
do total de animais aquaticos (Figura 1). O aumento global (76%) a partir de 2020 ocorreu
principalmente na Asia (87,9%), seguido pela América Latina e Caraibas (7,3%), Europa (3,5%) e
Africa (0,8%). Este aumento ocorreu principalmente na aquacultura de peixes (58,1%), seguida
pelos crustaceos (24,6%) e moluscos (15,6%). A produgdo aquicola mundial atingiu um novo
recorde de 130,9 milhdes de toneladas em 2022, avaliada em 313 mil milhdes de ddlares e
compreendendo 94,4 milhdes de toneladas de animais aquaticos e 36,5 milhdes de toneladas
de algas. A Asia contribuiu com 91,4% do total geral, seguida pela América Latina e Caraibas
(3,3%), Europa (2,7%), Africa (1,9%), América do Norte (0,5%) e Oceania (0,2%). Dez paises
lideres (China, Indonésia, india, Vietname, Bangladesh, Filipinas, Republica da Coreia, Noruega,
Egito e Chile) produziram 89,8% do total (FAO, 2024).
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Figura 1- Produg¢do mundial de animais aquaticos de pesca e aquacultura de animais (Fonte:
FAO, 2024 - The State of World Fisheries and Aquaculture 2024).

Recentemente, a Estratégia Nacional para o Mar 2021-2030 e o seu plano de acdo — Plano
Mar Portugal (PMP) — estabelecem, para a Area Programéatica da Aquacultura, o objetivo de
fomentar a atividade em linha com o crescimento do consumo e segundo uma matriz de
desenvolvimento regional, visando alinhar a producdo com as necessidades de mercado. De
acordo com o mesmo plano, a nivel mundial verifica-se um aumento da procura de produtos da
pesca e da aquacultura, assistindo-se, sobretudo desde o final do século XX, a uma substituicao
gradual dos produtos de captura pelos de aquacultura. Na Europa, apesar do crescimento e
moderniza¢do do setor, apoiados por fundos publicos e pelo contributo técnico e cientifico das
instituicGes de investigacdo, a aquacultura ainda ndo alcang¢a volumes de produgdo que
permitam contribuir de forma significativa para o abastecimento do mercado. No caso especifico
dos moluscos bivalves, o plano refere que existem poucas diferengas entre os métodos de
producdo convencionais e bioldgicos, o que facilita a transicdo entre sistemas. Contudo, esta
mudanca implica custos acrescidos e maior carga administrativa. A auséncia de incentivos de
mercado robustos, seja através de prémios de pre¢o ou de maior procura por parte dos
consumidores, constitui, assim, uma barreira relevante ao crescimento da producdo bioldgica
neste segmento.

A distingdo entre aquacultura convencional e aquacultura bioldgica é fundamental para
compreender as diferentes praticas de producdo existentes. De acordo com Marques (2019), na
aquacultura convencional, as praticas de cultivo garantem as necessidades e desenvolvimentos
dos animais (bem-estar, qualidade da agua, alimentacdo, teor de oxigénio, alimentacao, etc.),
enquanto que, a aquacultura bioldgica, consiste na producdo de animais aquaticos tais como
camarao, peixes, bivalves, etc. e plantas aqudticas, sem a utilizacdo de antibidticos, quimicos e
fertilizantes de maneira a contribuir para a preservac¢do do ecossistema e da biodiversidade. Mais
especificamente, de acordo com o novo regulamento (EU) n.2 2018/848 do Parlamento Europeu
e do Conselho de 30 de maio de 2018, a aquacultura bioldgica baseia-se em diversos principios,
tais como: i) a utilizagdo responsavel da energia e dos recursos naturais, tais como a agua, os
solos, a matéria organica e o ar; ii) a producdo de produtos aquicolas de elevada qualidade que
respondam a procura, por parte dos consumidores, de bens produzidos por processos que ndo



sejam nocivos para o ambiente, salde humana ou a salide e bem-estar animal; iii) a concecdo e
gestdo adequadas de processos bioldgicos baseados em sistemas ecoldgicos que utilizem
recursos naturais internos ao sistema de gestdo, utilizando métodos que pratiquem a
aquacultura respeitando o principio de exploragdo sustentavel dos recursos aquaticos, excluam
a utilizacdo de produtos obtidos a partir de organismos geneticamente modificados (OGM); e iv)
se baseiem na avaliagdo dos riscos, bem como na utilizacdo de medidas de precaucdo e
preventivas.

1.2. Aquacultura em Portugal

Em Portugal, a aquacultura tem vindo a afirmar-se como um setor estratégico para o
abastecimento de pescado, complementando a producdo proveniente da pesca de captura
(DGRM, 2024). As espécies mais cultivadas incluem a dourada (Sparus aurata), o robalo
(Dicentrarchus labrax), o linguado (Solea senegalensis), a truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
bem como moluscos bivalves como a améijoa-boa (Ruditapes decussatus) e o mexilhdo (Mytilus
galloprovincialis) (EUMOFA, 2023; Rocha et al., 2022).

Nos ultimos anos, a producdo nacional tem registado uma tendéncia de crescimento,
acompanhando a procura global por produtos aquicolas. No entanto, a aquacultura europeia,
apesar do apoio publico e cientifico, ainda ndo alcancou volumes de producdo suficientemente
relevantes para reduzir de forma significativa a dependéncia das importacdes (Rocha et al.,
2022). O setor enfrenta também desafios relacionados com a disponibilidade de areas costeiras,
a concorréncia com outras atividades econdmicas e os processos de licenciamento. A aposta em
novas tecnologias de mar aberto, sobretudo na producdo de peixes e moluscos bivalves, é
apontada como alternativa para aliviar a pressao sobre as zonas tradicionais de cultivo préximas
da costa, menos sujeitas a impactos ambientais locais (EUMOFA, 2023 & FAS/USDA, 2021).

A produ¢do de moluscos em aquacultura (10 151 toneladas) aumentou 11,3%, tendo
representado 53,9% da producdo total aquicola, face a 50,8% em 2021 (INE, 2024). O ano 2022
viu crescer o volume das principais espécies, com as améijoas a atingirem as 4 346 toneladas
(+21,2%), tendo reforcado a sua posicdo na estrutura de producdo dos moluscos (+3,5 p.p.).
Seguiram-se os mexilhdes, com 3 189 toneladas (+4,8% face a 2021) e em terceiro lugar as ostras
(2 465 toneladas), que viram também a sua produgdo aumentar 7,5% face ao ano anterior (INE,
2024) (figura 2). Em 2022, a producdo total aquicola em Portugal ascendeu as 18 822 toneladas,
um aumento de 4,8%, face a 2021. As vendas geraram uma receita de 159,8 milhGes de euros
(157,1 milhdes de euros em 2021), o que refletiu um acréscimo de 1,7%, tendo as quantidades
vendidas registado uma redugdo de 8,2%. O total das vendas (16 116 toneladas) foi 14,4%
inferior a produgdo nacional do ano em analise (figura 3).
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Figura 2 - Volume de produg¢do em aquacultura, por espécie de molusco (Fonte: INE, 2024).
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Figura 3 - Produgdo de Aquacultura em Portugal (Fonte: INE, 2024).

1.3. Sustentabilidade ambiental da aquacultura

A aquacultura desempenha um papel fundamental no que diz respeito a produgdo de
organismos, mas inerente ao aumento e intensificagdo da produgdo, tém surgido diversos
impactos negativos como o aparecimento de doengas provocadas pelo ndo cumprimento das
regras e pelo deficiente maneio. Tendo em conta o nivel de exigéncia imposto por parte dos
consumidores, ndo basta produzir de forma massiva, é também necessario produzir produtos de
qualidade e seguros, seguindo técnicas de produgdo sustentdveis que nao afetem o bem-estar
animal (Pires, 2018). A medida que a produgdo aquicola aumenta para atender a crescente
demanda em produtos do mar, estes impactos ambientais tendem a aumentar, como foi
observado com muitas tecnologias de produc¢do de alimentos. Estes impactos variam
significativamente entre espécies, tecnologias de produgdo e sistemas de governanga, e sdo
menores do que para a maioria das outras proteinas animais (Guillen et al., 2025). Em geral, as
praticas de aquacultura sdo reconhecidas como tendo uma grande importancia para a produgdo
de proteina de elevado valor nutricional, com e um reduzido custo ambiental. No entanto, face
ao aumento da produgao aquicola, traduzida pela intensificagdao dos sistemas de producdo, o
impacto ambiental assumiu-se como um dos principais fatores condicionantes do
desenvolvimento sustentado desta industria, principalmente nas zonas costeiras de alguns



paises (Peres, 2000). Torna-se, por isso, essencial que a aquacultura se desenvolva de forma
sustentavel, com respeito pelo ambiente, de forma a manter a sua viabilidade econdmica e
assegurar a sua propria sobrevivéncia como atividade a longo prazo (Dinis & Rocha, 2021).

A seguranga alimentar estd intimamente ligada ao desenvolvimento socioecondmico e é
especialmente crucial para paises de baixa e média renda lidarem com a desnutri¢do. Entre as
fontes de proteina disponiveis, os produtos aquaticos como peixes e crustdceos sdo
considerados acessiveis e baratos. Assim, a aquacultura é um componente critico no apoio a
seguranca alimentar (Mahari et al., 2024). Atualmente, a aquacultura é uma industria
confrontada com o grande desafio de aumentar a produtividade sem prejudicar a qualidade do
meio ambiente (Dinis & Rocha, 2021). O Plano Estratégico para a Aquicultura 2021-2030
pretende implementar boas praticas no que concerne a utilizagdo nos estabelecimentos
aquicolas de materiais reciclaveis (ndo plastico), assim como uma adequada gestdo e recolha de
residuos e subprodutos decorrentes da atividade. Os dejetos aquicolas sdo excretados sob a
forma de sdlidos suspensos e de compostos soltveis. Os sélidos suspensos resultam tanto da ma
gestdo da alimentacdo (desperdicio de alimento), quanto da utilizacdo digestiva dos alimentos
(perdas de origem fecal). A reducdo do desperdicio de alimento implica uma gestdo da
alimentacdo que considere todos os fatores que influenciam a ingestdo voluntaria do animal,
nomeadamente fatores ambientais (temperatura), fatores intrinsecos ao animal (ritmo e
comportamento alimentar e velocidade do transito intestinal) e composicdo da dieta (dieta
nutricionalmente equilibrada e densidade energética da dieta) (Peres, 2000).

A apanha de bivalves é fortemente condicionada pelas variaveis climaticas. As oscilacdes de
salinidade e temperatura originam uma elevada variabilidade espacial e temporal nas capturas,
resultando em perdas econdmicas significativas. Foram registados episédios de mortalidade
acentuada em bancos naturais de bivalves. Estes episddios foram posteriormente analisados e
conclui-se que as descidas de salinidade e as variacdes de temperatura da dgua foram os
principais fatores responsaveis pela mortalidade. No entanto, embora a temperatura nao seja o
Unico fator ambiental que afeta os bivalves, constitui um dos principais e determinante que
influenciam a fisiologia e a distribui¢cdo do habitat destes moluscos (Castro-Olivares et al., 2022).
Estudos realizados por Bae et al. (2021) corroboram que as altera¢des de temperatura ou
salinidade, afetam o comportamento e a sobrevivéncia da améijoa japonesa Ruditapes
philippinarum, podendo refletir-se em taxas de mortalidade. A temperatura e a salinidade atuam
ndo s6 como fatores de stress individuais, mas também como fatores combinados. Neste estudo,
a temperatura, a salinidade e a interacdo entre ambas influenciaram significativamente a
mortalidade e o fecho das valvas.

Dinis & Rocha (2021) referem que, para alcancar o desenvolvimento sustentavel, é crucial
harmonizar trés elementos fundamentais: crescimento econdmico, inclusdo social e protecdo
ambiental. Estes elementos estdo interligados e sdo cruciais para o bem-estar dos individuos e
das sociedades. O investimento em sistemas de producdo sustentaveis para a aquacultura é uma
alternativa que deve ser incentivada para garantir a protecdo ambiental, que seja também
economicamente vidvel e socialmente justa (Cavalli et al., 2021). De acordo com Goulart (2024),
olhando para os SDGs, Sustainable Development Goals, podemos considerar que a aquacultura,
de alguma forma, consegue atingir quase todas as metas da Agenda 2030. Embora na definicdo
dos SGDs, a ONU tenha vinculado a aquacultura ao SDG 14 - Conservar e usar de forma



sustentdvel os oceanos, mares e recursos marinhos para o desenvolvimento sustentdvel, a
aquacultura tem a possibilidade de contribuir para o cumprimento de vdrios SDGs, de acordo
com a realidade atual de sua implementacdo, sendo o onde, o qué e como os principais gatilhos
para as repercussdes a serem enfrentadas. De facto, hd muitas maneiras pelas quais a
aquacultura pode contribuir para os SDGs da ONU, desde nutricdo, erradicacdo da pobreza e
desenvolvimento socioeconémico até sustentabilidade ambiental, j que as suas producdes de
baixo nivel tréfico tém baixa pegada ambiental e, a0 mesmo tempo, podem contribuir para o
sequestro de carbono. Também, Wijsman et al. (2019), referem que, para estimular o
crescimento, a sustentabilidade das atividades de aquacultura é uma questao fundamental, isto
porgue, os aspetos ambientais para a aquacultura sustentavel incluem a pesca em recursos de
sementes, capacidade de carga, espécies invasoras e carga organica. Problemas de seguranca
alimentar devido a contaminantes ambientais e biotoxinas devem ser minimizados para
aumentar a confiabilidade dos bivalves marinhos como uma fonte de alimento saudavel e
estimular as demandas do mercado. Programas de monitorizacdo adequadamente projetados
sdo ferramentas importantes para alcancar o crescimento sustentavel da produgdo de bivalves
marinhos. Por estes motivos, as estratégias de desenvolvimento da aquacultura incorporam
muitas das recomendacbes constantes de cddigos de prdtica de aquacultura responsavel,
verificando-se que no nosso Pais, as empresas e os profissionais deste subsetor, partilham o
mesmo tipo de preocupacdes e principios defendidos pelos seus congéneres europeus. Sdo
evidentes os esforcos de coordenacdo entre as autoridades, para direcionar o desenvolvimento
e a aplicacdo de politicas, regulamentacdo e procedimentos, no sentido da sustentabilidade
ambiental, econdmica e social da atividade de aquacultura (DGRM, 2024).

1.4. A importancia dos moluscos bivalves

Os bivalves sdao fundamentais para o desenvolvimento, funcionamento e sustentabilidade
dos ambientes costeiros. H4 muito que os moluscos sdo venerados pela beleza das suas conchas,
pelos seus atributos culinarios e por constituirem a base de diversas produc¢des aquicolas de
sucesso. Como filtradores altamente eficientes, os bivalves facilitam o acoplamento benténico-
pelagico, influenciam os processos sedimentares, fornecem estrutura e contribuem para a
diversidade de habitos e a biodiversidade. Embora o termo “servicos ecossistémicos” seja
relativamente recente, o papel dos moluscos na prestacdo desses servigos é reconhecido ha
séculos. No entanto, s6 nas Ultimas décadas é que estes atributos foram estudados,
quantificados, modelados e apresentados como parte integrante do desenvolvimento,
manutencado e sustentabilidade dos ecossistemas (Wijsman et al., 2019). Os bivalves marinhos
sdo apreciados pelos consumidores devido aos seus beneficios nutricionais e ao seu sabor. Os
bivalves sdo fontes saudaveis de energia e proteinas, ricos em vitaminas (A e D) e minerais
essenciais (iodo, calcio selénio), com baixo teor de gordura e uma boa fonte de acidos gordos
Omega-3 cujos beneficios para a saude estdo amplamente comprovados. Juntamente com seu
efeito benéfico no meio ambiente e alto valor nutricional e teor de proteina, o cultivo de
moluscos, especialmente o cultivo de bivalves (por exemplo, ostras), é considerada sustentavel
e uma industria verde emergente. Além disso, devido aos métodos de cultivo mais simples em
comparacdo com o cultivo de peixes, o cultivo comercial de moluscos é menos complexo para as
comunidades iniciarem. Assim, a aquacultura de moluscos esta a ser explorada como uma
aquacultura comunitaria que pode melhorar a seguranga alimentar e os meios de subsisténcia
costeiros (Wijsman et al., 2019; Mahari et al.,, 2024). Para além do seu valor atual nos



ecossistemas e na aquacultura, os bivalves destacam-se também pela sua trajetdria evolutiva,
gue contribuiu significativamente para o seu dominio nos ambientes marinhos. O sucesso dos
bivalves pode ser atribuido as suas taxas metabdlicas, sendo estas de 3 a 10 vezes maiores do
que as dos braquiépodes e a um sistema de tampao de cdlcio-carbonato mais eficiente (Dame &
Kenneth, 2011). Os bivalves influenciam o ciclo do carbono marinho através de trés mecanismos
principais. Primeiro, formam conchas de carbonato de célcio a partir de iGes de bicarbonato,
processo conhecido como biocalcificacdo. Durante este processo pode ocorrer a libertacdao de
CO,, mas as conchas constituem também potenciais reservatérios de carbono a longo prazo.
Segundo, os bivalves realizam respiracdo, libertando CO, para a dgua e atmosfera, participando
assim no ciclo do carbono inorganico. Terceiro, ao alimentarem-se de fitoplancton, zooplancton
e detritos organicos, removem carbono organico particulado (COP) da coluna de agua e
contribuem para a sua transferéncia e transformacdo ao longo da cadeia alimentar. Estes
mecanismos estdo associados a varios processos ecolégicos e fisiolégicos fundamentais —
respiracao, biocalcificacdo, alimentacdo, ingestdo e excrecdo — que, em conjunto, determinam
o papel dos bivalves na dinamica do carbono (Liang et al., 2024).

Os bivalves marinhos sdao também uma forma sustentavel de producado alimentar. Por serem
herbivoros, ocupam um nivel tréfico baixo. A posicdo tréfica dos bivalves marinhos, como
mexilhdes, ostras, améijoas e berbigbes, é de 2 (herbivoros), enquanto a posicdo trofica média
da pesca extrativa marinha é de 3,1. Em contraste com a aquacultura intensiva de peixes, a
aquacultura de bivalves é uma forma extensiva, uma vez que estes se alimentam de algas que
ocorrem naturalmente no ecossistema, ndo sendo adicionados quaisquer suplementos, como
vitaminas ou antibidticos. A producdo depende unicamente da produtividade natural do
fitoplancton marinho, seja sob a forma de algas vivas ou de detritos, transportados até aos
bivalves pelo movimento da agua, como as correntes e o fluxo das marés. Os bivalves podem
ainda potenciar a produc¢do primaria através do aumento da reciclagem de nutrientes. No
entanto, em densidades de cultivo elevadas, os bivalves podem provocar uma pressao excessiva
sobre a produg¢do primaria, reduzindo a produ¢do da mesma (Wijsman et al., 2019). Além do
fornecimento de alimentos, ha um reconhecimento crescente dos beneficios ecossistémicos
mais amplos da aquacultura de bivalves em aguas costeiras, incluindo servicos de regulacdo
como captura de carbono, remediagdo de nutrientes, defesa costeira e beneficios indiretos
decorrentes de bancos de moluscos e recifes (van der Schatte Olivier et al., 2020). De entre os
principais motivos para a producdo de bivalves, destaca-se o facto de: serem individuos
filtradores, que se alimentam principalmente de fitoplancton; a facilidade do seu cultivo; a sua
tolerancia a flutuagdes de varios fatores ambientais; e por serem apreciados gastronomicamente
em diversos paises (da Costa, 2018).

1.5. O potencial da Aquacultura de moluscos bivalves

A aquacultura de moluscos bivalves é uma pratica antiga, que remonta, possivelmente ao
inicio das civilizagdes egipcias e chinesas. Na Europa ndo é certo o inicio desta atividade, havendo
relatos de que em Itdlia se iniciou no ano 1 a.C., ainda assim outros autores fazem referéncia a
Franca no séc. Xlll, mas sé teve verdadeira importancia econdmica a partir do séc. XIX. Em
Portugal, a aquacultura de bivalves desenvolveu-se a partir do final desse século sobretudo com
a producao extensiva tirando proveito de toda a riqueza existente na costa litoral. A partir de
1940 a moluscicultura comecou a ter importancia socioecondmica, principalmente pelo
mercado de améijoa-boa (Ruditapes decussatus ) existente entre Portugal e Franga (Pires, 2018).
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A producdo global de bivalves marinhos para consumo humano é de mais de 15 milhdes de
toneladas por ano (periodo médio de 2010 a 2015), o que representa cerca de 14% da producao
marinha total no mundo. A maior parte da producdo de bivalves marinhos (89%) vem da
aquacultura e apenas 11% vem da pesca selvagem. A Asia, especialmente a China, é de longe o
maior produtor de bivalves marinhos, respondendo por 85% da producdao mundial e responsavel
pelo crescimento da producdo (figura 4). Em outros continentes, como por exemplo, na Europa,
a producdo estd a estabilizar ou a diminuir nas Ultimas décadas (Wijsman et al., 2019). Em 2016,
o mercado da améijoa representava 37% do mercado mundial de bivalves (mexilhdes, améijoas,
ostras e vieiras) e correspondia a 27,6 mil milhGes de délares. Em 2014, a améijoa de Manila
(Ruditapes philippinarum) foi a espécie economicamente mais importante pertencente a familia
Veneridae, representando 95% da produc¢do mundial (capturas e aquacultura) e atingindo uma
colheita de 4.264.274 toneladas. S6 na Europa, a améijoa de Manila representou 54% da
producdo de Veneridae em 2014. A améijoa de Manila foi introduzida nas aguas europeias entre
1972 e 1975, primeiro em Franca e depois em Inglaterra, Espanha e Itdlia. Esta espécie de
améijoa demonstrou uma elevada adaptabilidade a varios ambientes costeiros, tendo provocado
a deslocacdo competitiva de espécies de améijoas nativas europeias, como a améijoa-boa,
Ruditapes decussatus (da Costa et al., 2020).
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Figura 4 - Producdo mundial de Aquacultura de moluscos (Fonte: FAO, 2024 - The State of World Fisheries and
Aquaculture 2024).

De acordo com a Food and Agriculture Organization, as espécies de moluscos bivalves mais
comercializadas sdo as vieiras, as améijoas e os mexilhdes, a grande maioria dos quais sdo
cultivados. Em 2022, as exportagdes globais de moluscos bivalves totalizaram 6,0 mil milhdes de
dodlares, representando cerca de 3% do valor das exportagdes globais de produtos de animais
aquaticos. A China foi de longe o maior exportador de bivalves, representando cerca de um
quarto de todas as exportagées de moluscos bivalves em termos de valor. A Unido Europeia, os
Estados Unidos da América, a China e o Japdo representam a maior parte da procura de
importagdes. A exportacdo de moluscos bivalves registou uma quebra em 2020, principalmente
como consequéncia do encerramento de restaurantes devido a restricdes de confinamento
relacionadas com a pandemia. No entanto, o setor demonstrou uma recuperac¢ao robusta em
2021 e 2022. Os pregos dos bivalves estdao a aumentar nos principais mercados devido a inflagao
e a elevada procura. No entanto, tal como observado para outros produtos, a resisténcia dos
consumidores aos precos elevados pode surgir em resposta a condicdes econdmicas dificeis
(FAO,2024).

A percentagem de moluscos tem vindo a aumentar ao longo do tempo e, atualmente, a
maioria dos crustaceos e moluscos, em particular os moluscos e, em menor grau, os crustdceos,
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sdo cultivados. Os moluscos representavam 14% do consumo de alimentos de animais aquaticos
em 1961, em comparacdo com 26% em 2021 (figura 5). Também a Direcdo-Geral dos Recursos
Naturais, Seguranga e Servicos Maritimos (DGRM) refere que, de entre as principais espécies
produzidas em aquacultura no nosso Pais, os bivalves produzidos em regime extensivo
representam uma parte significativa da producdo nacional.
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Figura 5 - Consumo aparente de alimentos de animais aquaticos por grupo de espécies
principais, 1961 e 2021 (Fonte: FAOQ, 2024 - The State of World Fisheries and Aquaculture 2024).

As améijoas da familia Veneridae incluem os representantes mais importantes das espécies
de bivalves no mundo. Por exemplo, a Ruditapes philippinarum ou améijoa de Manila, que foi
introduzida em varias partes do mundo desde o inicio do século XX, é de longe a espécie de
améijoa mais comummente cultivada. A améijoa Mercenaria mercenaria Linnaeus, 1758 é uma
importante espécie recreativa e comercial capturada nos Estados Unidos. As estatisticas da FAO
registaram uma produc¢do aquicola superior a pesca de unidades populacionais selvagens em
2009. Meretrix lusoria Roding, 1798 é um bivalve comercialmente importante na Coreia, Japdo
e China, sendo a segunda espécie de améijoa mais cultivada no mundo em 2009 (da Costa,
2012). Entre as améijoas autdctones da familia Veneridae, a améijoa listrada (Chamelea gallina)
representou 64% da producdo de améijoas em 2014 e é predominantemente produzida em
Itdlia, Espanha, Franga e Portugal. No mesmo ano, a améijoa-boa, Ruditapes decussatus foi a
segunda em termos de produgao, com 6155 toneladas de captura em Italia, Portugal, Espanha e
outros paises. A restante producdo é composta pela améijoa-macha (Venerupis corrugata ), pela
ameijola (Callista chione), pela améijoa-judia (Polititapes rhomboides), pela améijoa pé-de-burro
(Venus verrucosa) e pela améijoa-cdo (Polititapes aureus) (da Costa et al., 2020).

A producdo de moluscos bivalves é uma atividade estratégica, uma vez que contribui
significativamente para a preservagao das economias locais e gera capital e emprego nas zonas
litorais. Em Portugal, a producdo de bivalves é uma das atividades socioecondmicas mais
importantes, com um grande potencial de crescimento como subsector das pescas, devido as
condigdes edafo-climaticas e geograficas (Matias, 2013). O desenvolvimento de metodologias
para cultivo de espécies de baixo nivel tréfico voltou a assumir um papel prioritdrio. A
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identificacdo de espécies consumidas pelas comunidades, cujo cultivo seja exequivel sem
recorrer a alimentos compostos voltou assim a estar na ordem do dia, o que pode contribuir
preponderantemente para o desenvolvimento desta atividade de uma forma sustentavel, e
acima de tudo, permitir a producdo de proteina animal para autoconsumo ou para
comercializacdo ou troca por outros bens de primeira necessidade entre as comunidades (Rocha
& Dinis, 2019). Espécies de niveis troficos inferiores, incluindo moluscos e algas, atualmente
representam cerca de metade de toda a producdo aquicola e oferecem potencial para
contribuicdo significativa para o crescimento sustentavel no suprimento global de alimentos
aquaticos (van der Schatte Olivier et al., 2020). A producdo em maternidade de sementes
autdéctones de améijoa é, portanto, essencial para sustentar e aumentar a aquacultura e a
subsequente captura destas espécies (da Costa et al., 2020).

1.6. Producdo de améijoas em aquacultura

O cultivo de bivalves marinhos é a forma mais antiga de aquacultura. No entanto, foi apenas
no final do século XIX que se desenvolveram as técnicas fidveis que permitiram o rapido
crescimento da industria (Barnabé, 2018). A sobre-exploracdo dos stocks selvagens levou os
pescadores a refletir sobre a gestdo dos recursos e a considerar o repovoamento e a cultura em
aguas profundas com juvenis provenientes da maternidade. Assim, um novo salto foi dado, cerca
de um século mais tarde: trata-se do desenvolvimento de maternidades para a producdo de
juvenis. As praticas ligadas ao cultivo marinho, tais como as melhorias tecnoldgicas, a perspetiva
de novos métodos, nomeadamente no dominio das biotecnologias, fazem prever um aumento
do numero de problemas ligados a biologia das espécies cultivadas (Barnabé, 2018). Também, a
nivel mundial, o fornecimento inconsistente de sementes e as flutuagées anuais drdsticas do
recrutamento de sementes em bancos de sementes selvagens sdo os principais desafios que o
sector da produg¢do de améijoas enfrenta. A produgdo de améijoas é muito afetada por a¢oes
antropogénicas e alteragdes climdticas, como o aumento da temperatura, baixa salinidade,
acidificacdo dos oceanos e doencas, causadas principalmente por bactérias, virus e protozoarios.
Os stocks das espécies de améijoas nativas europeias tém diminuido nos ultimos anos devido a
varios fatores, como a sobrepesca e a falha de recrutamento em C. gallina e V. corrugata. A
apanha e a producdo aquicola de R. decussatus sdo limitadas pelo baixo recrutamento, pela
mortalidade de adultos causada por Perkinsus spp. e pelo elevado custo de produgao de juvenis
em maternidades comerciais (da Costa et al., 2020). O cultivo de améijoas ndo apresenta grandes
variagoes entre espécies. Este divide-se em maternidade, pré-engorda e engorda (figura 6). A
reproducdo artificial de bivalves requer uma manipulagdo dos fatores fisico-quimicos do meio
de cultivo e abundancia de alimento. Ao providenciar condi¢Ges ideais a sobrevivéncia,
crescimento e maturagdo sexual dos organismos, procura-se assim contornar o problema da
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sazonalidade de reproducgdo natural das améijoas, que limita a sua produgdo em cativeiro (da
Costa, 2018).
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Figura 6 - Ciclo de produgdo de bivalves em aquacultura (fonte: FAQ,
2009 - Venerupis corrugata (Montagu, 1803) [Veneridae]).

As vantagens da produg¢do de sementes de bivalves em maternidade s3ao numerosas, tais
como: fornecimento de juvenis de alta qualidade, que ndo dependem das condicGes ambientais
nem das flutuagdes dos recrutamentos das populagdes naturais, além de ultrapassar a
dificuldade que os produtores enfrentam em encontrar, recolher e adquirir sementes (spat)
selvagens. Permite também selecionar o tamanho e o peso da semente mais adequados para
iniciar a fase de producdo de crescimento durante todo o ano e, quando as condicGes
zootécnicas sdo controladas com precisdo, torna-se possivel realizar um cultivo com um controlo
rigoroso da dieta e das condigdes ambientais, atingindo taxas de crescimento étimas e juvenis
sauddveis. O controlo das condi¢cbes zootécnicas permite a producdo de juvenis com
determinadas carateristicas de interesse, tais como sobrevivéncia, crescimento 6timo e
resisténcia a doencgas (Matias, 2013). Também a procura por espécies nativas europeias tem sido
cada vez mais evidente entre produtores e consumidores devido ao seu elevado valor
gastronémico, nutricional e econémico (cerca de 3 vezes mais elevado no prego por kg do que
as espécies invasoras) (Goes et al., 2024). Neste sentido, a producdo artificial de juvenis de
bivalves surge como uma forma de satisfazer as necessidades da industria da aquacultura, uma
vez que permitird obter um produto controlado. Para que as maternidades produzam sementes
de forma consistente, é essencial desenvolver técnicas de acondicionamento dos reprodutores.
E crucial conhecer e manipular o ciclo gonadal natural e o periodo de desova das améijoas, de
modo que os adultos possam ser induzidos a desovar mais cedo ou mais tarde do que no
ambiente natural. Apesar do conhecimento crescente em matéria de cultivo de bivalves, alguns
aspetos bioldgicos permanecem desconhecidos ou mal compreendidos, tais como as
necessidades alimentares dos bivalves, sendo as fases larvares as fases mais criticas do ciclo de
vida dos bivalves (Matias, 2013).

1.7. Morfologia, reproducdo e ciclo de vida dos moluscos bivalves

Os moluscos bivalves pertencem ao filo Mollusca, um grupo que inclui animais tdo diversos
desde os quitons (conchas em cadeia), gastropodes, cefalépodes (lulas e polvos), bem como
améijoas, ostras, mexilhdes e vieiras. Este filo apresenta seis classes, das quais uma é a classe
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Bivalvia (FAO, 2024). Os bivalves sdo caracterizados por apresentarem uma concha protetora,
normalmente de origem calcaria, com duas valvas, geralmente simétricas. Estas duas valvas sdo
articuladas dorsalmente, ligadas através de um ligamento eldstico e estdo unidas entre si por um
ligamento e articulam-se por meio de uma charneira; fecham-se com o auxilio de um ou dois
musculos adutores. Na superficie interna das valvas existe uma linha paleal, que corresponde a
impressdo deixada pela aba do manto e que na regido anterior apresenta um seio paleal ao nivel
dos sifées. Dentro da concha existe o pé muscular e o manto com dois lobos achatados, cuja
margem posterior forma geralmente sifées - um inalante e um exalante - responsaveis pela
entrada e saida de dgua com oxigénio e alimento (figura 7) (Cervifio-Otero, 2011; Rodrigues, et
al., 2023). Uma série de dentes e encaixes interligados ao longo da linha de articulagdo impedem
gue as valvulas deslizem uma contra a outra. A concha apresenta varias fungdes: atua como um
esqueleto para a fixagdo dos musculos, protege contra predadores e, nas espécies que tém como
habito enterrar-se, ajuda a manter a lama e a areia fora da cavidade do manto. Relativamente a
sua composicdo, a concha é constituida por carbonato de calcio, formado pela deposicao de
cristais deste sal numa matriz organica, que é composta pelo polissacdrido B-quitina, uma
proteina hidrofébica da seda e um conjunto complexo de proteinas hidrofilicas, muitas delas
ricas em acido aspartico. O componente mineral representa mais de 95% do peso da concha,
enquanto 1-5% representa a matriz organica (Gosling, 2015).
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Figura 7 - Caracteristicas externas e internas de

um bivalve (Fonte: FAO - Bivalves—Bailey-
Matthews Shell Museum, Florida, USA).

As valvas envolvem o corpo do animal, constituido principalmente pela massa visceral,
branquias, pé e manto (Figura 8). A massa visceral contém todos os 6rgaos, o aparelho digestivo,
reprodutor, circulatdrio e excretor. As branquias estdo situadas de cada lado da massa visceral.
O pé é constituido por uma massa muscular situada na regido posterior do animal, sendo um
orgdo contratil que Ihe permite deslocar-se ao longo do fundo e enterrar-se no substrato. Na
base do pé encontra-se a glandula byssus, que segrega um filamento que lhe permite fixar-se ao
substrato, sendo mais funcional nas fases juvenis no caso das améijoas (Cervifio-Otero, 2011).
Na regido posterior do corpo do animal, o bordo do manto une-se formando dois sifGes, o
exalante e o inalante, responsaveis pela circulagdo de agua no interior da concha, necessdria
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para obtencgdo de alimento, trocas gasosas, bem como para a elimina¢do de fezes e produtos de
excregao. Estes poderdo ser mais ou menos desenvolvidos, consoante os bivalves vivam mais ou
menos enterrados profundamente no sedimento. Consequentemente, os sifées 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 drgao
muito musculado, usado para a locomogao e fixagdo no substrato (da Costa, 2018).
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Figura 8 - Anatomia geral de um bivalve (Fonte: FAO - Bivalves—Bailey-Matthews
Shell Museum, Florida, USA).

Para respirarem e se alimentarem, os bivalves filtram grande quantidade de agua que
entra na cavidade paleal e banha as branquias onde fica retido o fitoplancton, outros
microrganismos e as particulas organicas que se encontram em suspensdo. As branquias sdo
constituidas por dois pares de laminas de cada lado do pé que possuem pequenos filamentos,
os cilios, que conduzem a corrente de agua para a cavidade do manto (IPMA, 2025). As grandes
branquias filtram os alimentos da dgua e dirigem-nos para os palpos labiais, que rodeiam a boca.
Os alimentos sdo selecionados e introduzidos na boca, isto porque os bivalves tém a capacidade
de selecionar os alimentos filtrados da dgua. Os bolos de alimento, ligados com muco, que sdo
passados para a boca, sdo por vezes rejeitados pelos palpos e eliminados pelo animal sob a forma
de “pseudofezes”. O eséfago curto conduz da boca ao estbmago, com varias camaras e varias
aberturas. O estbmago estd completamente rodeado pelo diverticulo digestivo (glandula), uma
massa escura de tecido que é frequentemente designada por “figado”. Uma abertura do
estdbmago conduz ao intestino, muito enrolado, que se estende até ao pé nas améijoas,
terminando no reto e, por fim, no anus (Helm et al., 2004). O sistema digestivo é constituido pela
boca, eséfago, estdmago, glandula digestiva, intestino, reto e anus. Através da boca, e passando
por um curto eséfago, as particulas alimentares chegam ao estdmago, onde se encontra o estilo
cristalino, cuja fungdo é triturar as particulas alimentares com as enzimas que contém. Estas
particulas semi-digeridas passam para a glandula digestiva, onde sofrem uma digestdo
intracelular, para depois entrarem no intestino e entrarem na cavidade palatina através do anus,
muito proximo do sifdo exalante (Cervifio-Otero, 2011).

O sistema circulatdrio tem uma estrutura simples e a circulagdo é aberta. O coragdo esta
situado dorsalmente, encerrado numa cavidade pericardica, e é constituido por duas auriculas e
um ventriculo. As aortas, uma anterior e outra posterior, expulsam a hemolinfa que é distribuida
por todo o corpo através de artérias e arteriolas, terminando estas ultimas em lacunas, de modo
que a hemolinfa circule livremente em todos os tecidos (Cervifio-Otero, 2011). Este tipo de
sistema favorece a exposicdo direta dos moluscos bivalves ao ambiente onde se inserem. Alguns
autores admitem que os hematdcitos desta classe de organismo estdo envolvidos em processos
cruciais como a regeneracao e reparacao da concha e a digestao e transporte de nutrientes
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(Ventura, 2019). O aparelho excretor é constituido por um par de rins que purificam a hemolinfa
antes de esta passar pelas branquias para ser oxigenada e devolvida ao corac¢do. O sistema
nervoso é constituido por trés pares de ganglios: cerebral, pedal e visceral, ligados entre si por
um cordao neural. Os ganglios cerebrais situam-se perto da boca e atuam na regido anterior, os
ganglios pedonais inervam o pé e a parte posterior do manto e os ganglios viscerais atuam nas
branquias e na massa visceral (Cervino-Otero, 2011).

O sistema reprodutor dos bivalves é extremamente simples. A gdnada é constituida por
gonodutos e foliculos e, na maturidade, ocupa uma grande parte da massa visceral. Os
gonodutos ndo possuem células musculares, pelo que os gdmetas sao expulsos pelo movimento
dos cilios que revestem estes ductos. Os foliculos sdo estruturas acinosas, muito ramificadas,
onde ocorre a gametogénese (Cervifio-Otero, 2011). Nos bivalves primitivos, o gonoduto abre-
se nos rins e os ovulos e espermatozoides saem através da abertura do rim (nefridiéporo) para
a cavidade do manto. Na maioria dos bivalves, os gonodutos ja ndo estdo associados aos rins,
mas abrem-se através de poros independentes na cavidade do manto, perto do nefrididporo. A
fecundacdo é externa e os gametas sdo libertados através da abertura exalante do manto, exceto
no caso das ostras, em que muitas espécies criam ovos no interior da cavidade do manto. A
maioria dos bivalves sdo didicos, ou seja, os sexos sdo separados, e ha geralmente um ndmero
igual de machos e fémeas, embora os sexos ndao possam ser diferenciados em caracteres
externos. No entanto, alguns bivalves de cultivo, por exemplo, algumas vieiras, sdo
hermafroditas com a producdo de évulos e espermatozoides em simultaneo. Outros mudam de
sexo durante o desenvolvimento. Normalmente, estes sdo protandricos, sendo os individuos
mais jovens machos e os mais velhos fémeas. Alguns bivalves podem sofrer mais do que uma
mudanca (frequentemente anual) na sexualidade funcional e diz-se que apresentam
hermafroditismo ritmico consecutivo (por exemplo, espécies de Ostrea). Embora as causas da
mudanca de sexo nos bivalves sejam pouco conhecidas, foram sugeridos componentes ativados
por genes que respondem a fatores ambientais, genes determinantes do sexo e oferta de
alimentos. Tal como nos peixes e nos crustdceos decdpodes, a maturagdo dos gametas nos
bivalves é influenciada por uma série de fatores exdgenos, incluindo a temperatura da agua, a
disponibilidade de alimentos, a intensidade da luz e a periodicidade lunar. E também
influenciada por fatores enddgenos, incluindo hormonas, fatores genéticos e niveis de reservas
energéticas enddgenas (Gosling, 2008).

As améijoas sdo espécies didicas sem dimorfismo sexual (Cervifio-Otero, 2011). No
entanto, foram reconhecidos dois tipos de padrdes sexuais, para além dos sexos separados: o
hermafroditismo assincrono e o hermafroditismo simultdneo. As améijoas da espécie
Mercenaria mercenaria tornam-se sexualmente maduras com menos de um ano de idade,
desenvolvendo-se primeiro como machos, mas mudando para uma relacdo sexual igual no
segundo ano. Por outro lado, a améijoa gigante, Tridacna, é macho e fémea ao mesmo tempo,
os espermatozoides sdo libertados primeiro, seguidos dos ovécitos algumas horas mais tarde
(Gosling, 2008). O ciclo reprodutor dos bivalves tem sido amplamente investigado,
principalmente no que diz respeito as espécies comerciais, devido a sua importancia no
desenvolvimento da aquacultura e na gestao das pescas. Uma vez que a reprodugao nos bivalves
é influenciada por fatores exdgenos (principalmente a temperatura e a disponibilidade de
alimento) e enddgenos (de tipo enddcrino e neuroldgico), sdo discutidas as investigagGes que
tratam do efeito de ambos os fatores nas améijoas (da Costa, 2012). Nos bivalves marinhos, o
padrdo de desenvolvimento larvar mais comum é a libertacdo de gdmetas para a agua do mar,
normalmente na agua que rodeia os adultos e, consequentemente, a fertilizagdo e o
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desenvolvimento embriondrio ocorrem externamente (figura 9) (Dame & Kenneth, 2011;
Aranda-Burgos et al., 2014). De acordo com Dame & Kenneth (2011), o ciclo de vida de um
bivalve marinho pode ser separado em duas fases muito distintas: o periodo plancténico pré-
larvar e o periodo pds-larvar juvenil-adulto. O periodo de pré-eclosdo é importante para a
dispersdo da espécie, enquanto o periodo juvenil-adulto é importante para a reproducdo. As
duas fases estdo espacial e temporalmente separadas durante a maior parte da sua existéncia,
o que reduz as hipéteses de mortalidade induzida pelos adultos nas larvas através da
alimentacao por filtracao dos adultos. A fecundagdo das améijoas inclui-se no método externo e
o desenvolvimento das larvas é indireto, passando por varias fases larvares da vida planctdnica
até sofrerem a metamorfose, passarem para o fundo e iniciarem a vida bentdnica. Os
espermatozoides e os ovdcitos sdo expulsos para o exterior através do sifao exalante. O
espermatozoide penetra no odcito e, pouco depois, é produzida a membrana de fecundacao,
que impede a penetracdo de outros espermatozoides (Cervifio-Otero, 2011).

Larva
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Fecundagdo gmentagio ) Trocéfora Larva veligera
Espermatozéide Ovécito /

4 4
Larva
> pediveligera
Fixagdo

Pés-larva

Figura 9 -Ciclo de vida de uma améijoa (Fonte: da Costa et al. (2019) - Cultivo
de bivalves em maternidade e critérios para a sua localizagdo).

Ap0s a fertilizacdo do ovécito, este comeca a dividir-se e aproximadamente 12 horas depois
forma-se a larva trocéfora. Esta é uma larva plancténica, 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 natacdo e suspensao
na coluna de dgua. Nesta fase, os organismos ja apresentam valvas rudimentares, de natureza
calcéria (da Costa, 2018). Passadas 24-48 horas depois da fertilizacdo, a glandula da concha
segrega a primeira concha larvdria, que acaba envolvendo a larva trocéfora para dar lugar a larva
veligera ou larva D devido a forma da letra “D”, com largura maxima entre os 80 e os 100 um (da
Costa, 2018; da Costa et al., 2019)). Neste momento comeca a fase veligera plancténica,
aparecendo o sistema digestivo que permite a alimentacdo exdgena de fitoplancton. Uma das
caracteristicas mais importantes da larva D é a charnela em linha reta e a presenga do véu, um
érgdo que nado sé serve para a alimentagdao, mas também permite a larva nadar e mover-se na
coluna de 4gua. A partir do momento em que a larva comega a alimentar-se ocorre um aumento
consideravel no tamanho, o que implica o crescimento da concha e a apari¢do das linhas de
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crescimento (da Costa et al., 2019). Entre os 100 a 150 um, formam-se os umbos, vagamente
explicados como sendo uma grande protuberancia para a extremidade anterior do lado dorsal
da concha, em ambas as valvas. As larvas umbuladas dispdem ainda de velum, mas apresentam
formas muito variadas e distintas, consoante a espécie (da Costa, 2018). Perto do fim do
desenvolvimento larvar, que dependendo da temperatura de cultivo, ocorre entre 14 e 20 dias
apos a eclosdo, a larva comeca a desenvolver o pé enquanto o véu ainda persiste: é a chamada
larva pediveligera (da Costa et al., 2019). Durante a metamorfose, o véu é reabsorvido, perdendo
sua funcdo de captura de alimento e deslocamento, e os filamentos branquiais comecam a se
desenvolver (Cervifio-Otero, 2011). Esta fase é classificada como um periodo critico no
desenvolvimento dos bivalves, durante o qual o animal passa de uma existéncia planctonica e
nadadora para uma existéncia bentdnica sedentaria. Nesta altura, podem ocorrer mortalidades
consideraveis, tanto na natureza como nas maternidades (Helm et al., 2004). Apds esta fase, as
pos-larvas comeca a adotar a forma adulta definitiva, a crescer a partir dos nutrientes do meio
ambiente e a desenvolver a concha ou disconcha adulta (Cervifio-Otero, 2011). Ao terminarem
todas as metamorfoses larvares e pds-larvares, os bivalves alcancam uma largura aproximada de
300 um. Ja sdo organismos morfologicamente semelhantes aos adultos, tanto interna como
externamente, sendo chamados de “sementes” (figura 9) (da Costa, 2018).

1.7.1. Améijoa-macha (Venerupis corrugata (Gmelin, 1791))

A espécie Venerupis corrugata (Gmelin, 1791) é um molusco bivalve da familia Veneridae,
vulgarmente conhecida em Portugal como améijoa-macha (dos Santos, 2018) e, em Espanha, é
denominada de améijoa babosa, devido a libertagdo de um muco, principalmente no estadio
juvenil (da Costa, 2018). E uma espécie atlantico-mediterranica de clima quente que habita em
fundos arenosos a lodosos, enterrando-se em fundos de areia, cascalho ou lama, geralmente
desde a baixa-mar até uma profundidade de 40 m (FAO, 2009; Joaquim et al., 2016). A nivel
morfoldgico externo, apresenta 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. A
superficie exterior da concha apresenta coloracdao desde creme a cinzenta, com bandas
alternadas de cor escura. Tem numerosas estrias longitudinais, bem marcadas, e estrias radiais
quase impercetiveis. Na parte interior, as valvas apresentam colora¢do branca brilhante
(ocasionalmente purpura), com a linha paleal bem definida, em forma de “U”, que se estende
para além da linha média da concha (figura 10) (da Costa, 2018).
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Figura 10 - Carateristicas externas e internas das valvas da
concha de améijoa-macha, Venerupis corrugata (Fonte: FAO,
2009 - Venerupis corrugata (Montagu, 1803) [Veneridae]).

A améijoa V. corrugata apresenta os sifées muito curtos e unidos na sua totalidade,
caracteristica que distingue esta espécie da améijoa-boa, Ruditapes decussatus (FAO, 2009).
Estes sifdes estdo presos ao longo de todo o comprimento, e, tal como a concha, a sua zona
terminal pode variar de tonalidade, desde o branco, a castanho ou alaranjado (dos Santos,
2018). Estas améijoas tém uma largura maxima de 5 cm, sendo comercializadas com um
tamanho minimo de 3 cm (da Costa, 2018). V. corrugata (Gmelin, 1791) esta entre as espécies
de bivalves mais comuns registadas na Produgao Global de Aquacultura, com uma producdo de
aquicultura de 111 a 338 toneladas (2001-2013) (Velez et al., 2016). E uma espécie explorada
comercialmente em Portugal, Espanha, Franca e Italia, sendo que, em Portugal, as populacdes
de V. corrugata diminuiram durante as ultimas décadas devido a sobrepesca e falhas de
recrutamento, mesmo em dreas onde esta espécie foi outrora abundante, como na Ria de Aveiro
e na Ria Formosa. De facto, a densidade populacional da Ria Formosa diminuiu abaixo de um
nivel limite, de tal forma que a recuperacdo natural ndo parece ser possivel. Por isso, apesar da
elevada procura no mercado e do alto valor comercial desta espécie, este declinio levou a um
abandono por parte dos pescadores locais (Joaquim et al., 2016).

1.7.2. Améijoa-boa (Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758))
A améijoa-boa, Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758) é um molusco bivalve lamelibranquio
que filtra a dgua através dos seus dois sifées (um de entrada e outro de saida), capturando
matéria organica (detritos) e fitoplancton como alimento. As branquias sdo dois pares de placas
compostas por filamentos. Os sexos sdao geralmente separados e a maturidade sexual é
geralmente atingida quando as ameéijoas tém cerca de 20 mm. Em geral, no final do
inverno/inicio da primavera, as gonadas do macho e da fémea comecam a amadurecer e estes
espécimes podem ser condicionados artificialmente para a desova, em condi¢des de cultivo.
Quando as gbénadas estdo maduras, um estimulo, frequentemente um aumento rdpido da
temperatura ou uma maior abundancia de alimento, pode desencadear a desova. No entanto, a
desova também pode ser desencadeada por varios fatores ambientais, incluindo a temperatura,
os estimulos quimicos e fisicos, as correntes de dgua ou uma combinacdo destes e de outros
fatores, como ja foi referido anteriormente. O periodo de desova nas populagdes naturais difere
consoante a localizacdo geografica. A desova natural desta espécie estda confinada a uma
determinada época do ano (entre maio e outubro). Os ovos e os espermatozoides sdo libertados
na agua, onde ocorre a fertilizacdo. A presengca de esperma na agua desencadeia
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frequentemente a desova noutros animais. O esperma é descarregado num fluxo fino e
constante através da abertura exalante ou do sifao exalante. A descarga de ovos é mais
intermitente e estes sdo emitidos em nuvens pelo sifdo. Durante o desenvolvimento larvar, as
larvas nadam livremente, em média, 10 a 15 dias até se dar a metamorfose (transferéncia para
semente), com cerca de 0,5 mm de comprimento, num substrato de areia ou lama (FAO, 2009;
Matias et al., 2013). A distribuicao de R. decussatus estende-se desde o Mar do Norte até ao
Senegal e através do Mar Mediterraneo, onde vive enterrada ou parcialmente enterrada na areia
ou na lama, a 15-20 cm de profundidade, principalmente na zona intertidal, embora também
habite zonas subtidais (FAO, 2009; Aranda-Burgos et al., 2014). Em Portugal, esta presente na
Ria de Aveiro, na Lagoa de Obidos, nos estuarios do Tejo, Sado e Arade, na Ria de Alvor e na Ria
Formosa. Também esta presente na ilha de S3o Jorge, Acores, mais precisamente na “Lagoa da
Faja de Santo Cristo” (Matias et al., 2013). A nivel morfoldgico, R. decussatus caracteriza-se pela
sua concha ovalada irregular com numerosas estrias transversais, uma cor geralmente
esbranquicada ou amarelada, frequentemente apresentando manchas escuras irregulares,
sendo também, por vezes, dificil de distinguir da sua congénere invasora R. philippinarum
(améijoa-japonesa) (Rodrigues, et al., 2023). As linhas e estrias que sdo observadas na concha
formam um quadriculado caracteristico desta espécie. Apresenta a superficie externa das valvas
convexa e a interna concava que envolve o corpo do individuo. Possui um manto que integra os
dois lobos que segregam as valvas, dois sifdes separados em todas a sua extensdo, branquias
bastante desenvolvidas e presenca de cilios (responsaveis pelos processos de respiracdo e
alimentacdo). Os musculos adutores, responsaveis pela abertura e fecho das valvas, assumem
uma forma ligeiramente cilindrica (figura 11). R. decussatus apresenta ainda um pé, que é
responsavel pela locomocado. Geralmente esta espécie apresenta um comprimento médio entre
2,5 cm e 4 cm, podendo chegar aos 7,5 cm (Ventura, 2019).

Figura 11 - Carateristicas externas e internas das valvas da concha
de améijoa-boa, Ruditapes decussatus (Fonte: ICTIOTERM -
Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758)).

A R. decussatus é cultivada na costa atlantica da Franca, Espanha, Portugal e na bacia do
Mediterraneo, sendo que, a sua colheita ocorre principalmente em Espanha e em Frang¢a. Em
Espanha, os primeiros registos sobre a pesca e o consumo de moluscos, a partir do século XVI,
referem-se principalmente a ostra plana e sé raramente a améijoa, mas mencionam a
comercializagdo de améijoas em Portugal e noutros locais. Em Espanha, perto de San Simon, na
Ria de Vigo, os pescadores encontraram uma popula¢do natural de améijoas e esgotaram-na em
pouco tempo. Em 1935, a pesca da améijoa foi regulamentada e a quantidade de améijoas que
cada pescador podia apanhar em cada maré baixa era de 14 kg, sendo a época fechada de maio
a outubro. Nessa altura, havia 6 130 apanhadores ambulantes e 1 480 outros que utilizavam
embarcacgbes perto de San Simon (FAO, 2009). R. decussatus tem sido amplamente produzida
em Portugal, e, o seu cultivo é de bastante importancia no sector econédmico. Esta espécie é
fundamental para as receitas da aquacultura, sendo que, em 2009, a produgdo anual nacional
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atingiu 2 toneladas métricas (representando 27% do total de marisco cultivado em Portugal).
Também constitui uma das espécies de bivalves mais importantes na aquacultura europeia de
moluscos (4128,73 T e 45 milhGes de €) (Dubert et al., 2016). As principais zonas de producgdo
desta espécie sdo a Ria de Aveiro (40°42'N; 08°'W) e a Ria Formosa (37°01'N; 07°49'W). Nestas
zonas de producdo, as améijoas sao criadas em parcelas na zona intertidal. O cultivo de R.
decussatus na Ria Formosa representa 90% da produgdo nacional e é fulcral no quadro
socioecondmico, visto que, a mesma é considerada uma das espécies de bivalves
economicamente mais importantes em Portugal e em outros paises do sul da Europa, onde é
extensivamente produzida e colhida, constituindo a maior parte das receitas da aquacultura em
Portugal e representando 76% da producdo anual nacional de moluscos (Matias et al., 2013; De
Sousa et al., 2015). No entanto, durante as duas ultimas décadas, a produgdo europeia de
améijoa sofreu um decréscimo importante devido a varios constrangimentos, nomeadamente
falhas de recrutamento e excessiva pressdo na captura de juvenis nos bancos naturais e graves
mortalidades de améijoas (Matias et al.,, 2013). Para resolver esse problema, foram
desenvolvidos programas artificiais de desova e criacdo de larvas para fornecer uma fonte
alternativa de sementes. Além disso, doencas causadas por uma ampla gama de microrganismos
estdo associadas a grandes perdas econdmicas em R. decussatus , que é uma espécie altamente
vulneravel ao estresse fisico e patdgenos (De Sousa et al., 2015). O primeiro passo no cultivo em
maternidades é o acondicionamento dos reprodutores, previamente recolhidos de areas
selvagens, em tanques onde a maturacado das gonadas é induzida por meios artificiais, ou seja,
manipulando a temperatura da agua do mar e fornecendo a alimenta¢do adequada. Portanto, o
processo de producdo pode ser estendido e o desenvolvimento dos gametas dos reprodutores
em gametogénese acelerado (Dubert et al., 2016).

1.8. Cultivo de alimento vivo — microalgas

A maioria dos invertebrados marinhos depende das microalgas durante todo o seu ciclo de
vida, pelo que as maternidades comerciais de moluscos tém um sistema de producdo de
microalgas paralelamente a sua produg¢do animal. Além disso, a necessidade de uso de alimento
vivo no estdgio larval pode representar aproximadamente 30% do custo da produgdo. Por este
motivo, a producdo de microalgas é um componente critico para a aquacultura (Guedes &
Malcata, 2012; Portugal, 2012). Consequentemente, o desenvolvimento dos moluscos esta
intimamente relacionado com a quantidade e a qualidade do fitoplancton produzido (Muller-
Feuga et al., 2003). A nutricdo é entdo um dos fatores dominantes que vao ter influéncia no
crescimento e na sobrevivéncia das larvas de bivalves (Aranda-Burgos et al., 2014). Devido a sua
importancia na producdo larvar, a nutricdo tem sido estudada ha muitas décadas. A maior parte
das reservas armazenadas nos ovos durante a gametogénese sdo utilizadas durante a
embriogénese, pelo que existe uma necessidade particularmente elevada de fontes exdgenas de
nutrientes durante as fases larvares até ao assentamento. Assim sendo, o cultivo de fitoplancton
numa maternidade é necessario porque o teor natural de microalgas da dgua do mar utilizada é
insuficiente para assegurar um crescimento 6timo das elevadas densidades de larvas e juvenis
cultivados. Além disso, durante os tratamentos a que a dgua utilizada na maternidade é sujeita,
para evitar infe¢des bacterianas, a d4gua do mar utilizada é purificada, geralmente por filtragdo
fina (0,2-1,0 um) e/ou tratamento ultravioleta (UV). Estes processos eliminam quase todo o
fitoplancton natural, que deve entdo ser substituido por cultivos artificiais densos (Muller-Feuga
et al., 2003; Marshall et al., 2010; Cervifio-Otero, 2011).

O crescimento padrdo de uma cultura, em que a adi¢do de nutrientes é feita apenas aquando
da inoculacdo, e em que as condicBes de cultivo (temperatura, salinidade, intensidade luminosa
e fotoperiodo) se mantém constantes, é caracterizada pelas seguintes fases (figura 12) (Dinis &
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Rocha, 2021): A primeira é i) fase lag ou de laténcia, em que a cultura comeca a crescer, muitas
vezes com uma ligeira quebra no crescimento devido a adaptacdo das microalgas a um novo
ambiente; ii) fase de crescimento exponencial, quando as células estdo adaptadas ao meio de
cultura e iniciam uma divisdo celular mais rdpida, aproximando-se de uma forma de crescimento
que duplica ou triplica o nimero de células; iii) fase de desaceleracdo do crescimento,
caracterizada pelo aumento do ndmero de células em progressao geométrica, sendo ideal para
a utilizacdo de um cultivo, tanto para a alimentacdo de outros organismos como para a
repicagem,; iv) fase estacionaria, em que ja ndo se regista um aumento do nimero de células e a
populacdo atinge o equilibrio, ou seja, existe um equilibrio entre as taxas de divisdo celular e de
morte das células; v) fase de declinio ou morte, quando a cultura comeca a diminuir em nimero
de células. A duragdo das fases depende da espécie de microalga, das condi¢Ges de cultura e do
fornecimento de nutrientes ou de didxido de carbono (Tenorio et al., 2023).

Concentragao _
celular

1 2 3 4 5

$» Tempo

Figura 12 - Crescimento padrdo de uma cultura de microalgas. 1 - fase lag ou
de laténcia; 2 - fase de crescimento exponencial; 3 - fase de desaceleragdo no
crescimento; 4 - fase estaciondria; 5 - fase de morte.

Os métodos basicos de cultivo de algas pouco mudaram ao longo dos anos. As vdrias
etapas do processo que conduzem as culturas a escala de produgao sao apresentadas na figura
13. O processo de scale-up de culturas bioldgicas processa-se em vdrias etapas sequenciais, com
o objetivo de aumentar gradualmente o volume da cultura sob condi¢gdes controladas.
Inicialmente, utilizam-se culturas de stock com volumes de aproximadamente 250 ml, mantidas
a temperaturas entre 4 °C e 12 °C, de forma a preservar a viabilidade dos organismos. Estas sdo
posteriormente transferidas para culturas iniciais, com volumes compreendidos entre 250 ml e
4 L, incubadas a temperaturas entre 18 °C e 22 °C durante um periodo de 7 a 14 dias. Segue-se
a fase de culturas em escala intermédia, com volumes entre 4 L e 20 L, nas mesmas condicbes
de temperatura e duragdo. Por fim, as culturas sao transferidas para sistemas de produgao em
larga escala, com volumes superiores a 50 L, adequadas para aplica¢gdes industriais ou ensaios
experimentais em maior escala. Em geral, as maternidades optaram por uma cultura intensiva
no interior, com iluminagao artificial, geralmente externa aos recipientes de cultura, ou por uma
cultura extensiva no exterior, em grandes tanques ou lagos, utilizando luz natural. As técnicas
intensivas sdo satisfatérias em termos de fiabilidade e produtividade, mas sdo dispendiosas em
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termos de mdo de obra, enquanto que os métodos extensivos tendem a ser menos fiaveis e, por
vezes, pouco produtivos (Helm et al., 2004).

Large-scale

Cultures
Stock Starter Intermediate-scale
Cultures Cultures Cultures
/:‘ /\}?( (7 to 14 days) (7 to 14 days)
\ \
J=) U
(250 ml) (250 mito41) (4110 201)
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>4 <12°C R — >18<22°C |

Figura 13 - Etapas da produgdo de microalgas (Fonte: Helm et al., 2004 -
The hatchery culture of bivalves: a practical manual. FAO).

Os cultivos de microalgas podem fazer-se, ndo so a escala laboratorial ou a escala piloto, mas
também em sistemas fechados e em sistemas abertos (Figura 14). De uma forma geral, os
indculos iniciais de células isoladas de uma Unica espécie sdo mantidos em (a) placas de Petri em
meio sélido ou em (b) tubos de ensaio em pequenos volumes de meio liqguido em condi¢des de
esterilidade e em salas de temperatura controlada. Estes indculos tém como objetivo preservar
as diversas espécies de forma a garantir o abastecimento regular da producdo com culturas
puras. Os indculos puros deverdo ser mantidos em meios sélidos. Baldes de vidro e Erlenmeyers
(c) sdo usados para as etapas iniciais de um cultivo. Normalmente as culturas iniciam-se com
volumes de 250 mL, e depois este volume pode replicar-se em 500, 1000, 2000 ou 10 000 mL
quando sdo transferidos para recipientes de plastico (carboy, (d) na figura 14). A escala piloto, o
volume de producdo aumenta e de acordo com os objetivos pode optar-se por culturas em
sistema fechados (E — 12 sacos, F — Colunas de acrilico e; G — sistemas laminares e (H) e (l)
fotobioreatores); ou sistemas abertos (J - raceways e K — tanques de cultivo) (Pinto et al., 2021).
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Figura 14 - Sistemas de cultivo de microalgas a escala
laboratorial (A-D), em sistema fechado (E-1) e em sistema

fechado (J e K) (Fonte: Pinto et al., 2021 - Microalgae —
cultivation, recovery of compounds and applications).

O fitoplancton é cultivado em 4gua do mar natural que é tratada e enriquecida com
nutrientes adicionais, tais como nitratos, fosfatos, oligoelementos essenciais, vitaminas e didxido
de carbono como fonte de carbono. Para além disso, sdo adicionados silicatos ao cultivo de
diatomaceas (Cervifio-Otero, 2011). Nos cultivos em pequenos volumes, a densidade celular
deve ser sempre baixa para evitar autoensombramento, variacées do pH e a ocorréncia de
fatores limitantes. Contudo, nos cultivos com concentra¢des celulares elevadas, além de
arejamento, que promove a agitacao do meio, evitando a deposicdo das células, deve também
ser introduzido, juntamente com o ar, cerca de 1% de diéxido de carbono, como fonte de carbono
e para controlo do pH, o que permite compensar o seu consumo continuo por parte das
microalgas e corrigir o aumento do pH, que pode atingir o valor limite de 9 (Dinis & Rocha, 2021),
variando de neutro a alcalino para a maioria das espécies de microalgas. Pesquisas relacionadas
com a interagdo entre intensidade luminosa, temperatura, agitacdo e concentra¢do de
nutrientes podem contribuir para a otimizagdao do cultivo, pois o crescimento de microalgas
deriva de diversas rea¢des bioquimicas e bioldgicas (Bertoldi et al., 2008). A ocorréncia de fatores
limitantes no cultivo, resultantes do método de produgdo, manifesta-se, em geral, no final da
fase exponencial e durante a fase estaciondria. Podem ocorrer os seguintes fatores limitantes:
esgotamento de nutrientes; reducdo da exposicdo solar, devido ao aumento da densidade
celular (autoensombramento); autoinibicdo das divisdes celulares, provocada por acumulagdo
de catabolitos e aumento do pH, como consequéncia das altas densidades celulares e da
diminui¢do do teor em didxido de carbono dissolvido (Dinis & Rocha, 2021).

Em maternidade, o cultivo de microalgas pode ser realizado segundo diferentes modos
operacionais, cada um com caracteristicas préprias. No regime Batch, muito utilizado em
maternidades aquicolas, efetua-se uma Unica inoculacdo de células num recipiente com meio
enriquecido em nutrientes, deixando as algas crescer durante vdrios dias até atingirem a
densidade maxima ou quase maxima; a colheita ocorre geralmente durante a fase exponencial,
sendo as microalgas usadas como alimento ou como indculo para volumes maiores (Dinis &
Rocha, 2021). O modo continuo caracteriza-se pela colheita e reposi¢do constante do meio de
cultura, o que permite manter as populagdes muito préximas da taxa maxima de crescimento
durante periodos prolongados (Dinis & Rocha, 2021), otimizando a produtividade e estabilidade
das culturas (Schadler et al., 2021). Ja o regime semi-continuo baseia-se na colheita periddica de
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parte da cultura, seguida de reposicdo do volume removido com meio fresco, possibilitando
maior estabilidade do que no Batch e sem a complexidade técnica de um sistema continuo (Dinis
& Rocha, 2021). Estudos recentes tém mostrado que regimes semi-continuos podem melhorar
a produtividade de proteinas e lipidos em diferentes espécies de microalgas, constituindo uma
alternativa eficaz para aplicaces industriais (Umetani et al., 2024; Oyama et al., 2022).

As espécies de microalgas utilizadas na alimentagdo de bivalves pertencem principalmente
a dois grandes grupos: diatomdaceas e flagelados. As diatomaceas caracterizam-se por possuirem
uma parede celular rigida (frustula) composta por silica, apresentando formatos variados e
geralmente maiores. Ja os flagelados, que incluem grupos como haptdfitas e cloréfitas, possuem
elevada mobilidade gracas a um ou mais flagelos. Relativamente aos critérios de sele¢cdo de uma
dieta de microalgas adequada para as larvas, estes devem basear-se na forma, mobilidade,
tamanho, toxicidade e capacidade das larvas para capturar, ingerir, digerir e assimilar e
composicdo bioquimica (Aranda-Burgos et al., 2014; Dinis & Rocha, 2021). Nesse contexto, a
producdo de bivalves em maternidades estd indubitavelmente relacionada a qualidade e a
quantidade de microalgas fornecidas. A escolha das espécies de microalgas a serem usadas como
alimento para as larvas é, por isso, de extrema importancia (Fernandez-Pardo et al., 2016). A sua
gualidade nutricional é determinada, sobretudo, pela composicdo bioquimica maioritaria
(proteinas, lipidos e hidratos de carbono) e pela composicdo em dacidos gordos. Em geral, as
microalgas apresentam um elevado teor de proteinas, incluindo aminodacidos essenciais, lipidos
ricos em acidos gordos insaturados e hidratos de carbono, bem como acidos nucleicos, vitaminas
e outras moléculas como carotenoides, clorofilas e enzimas (Rey-Méndez et al., 2012). De acordo
com Cheng et al. (2020), estudos mostraram que o conteudo lipidico total das microalgas esta
positivamente correlacionado com o comportamento alimentar de moluscos bivalves. Por
exemplo, Isochrysis galbana, que é rica em maior conteudo lipidico total, tem melhores efeitos
em alguns moluscos bivalves que se alimentam por filtracdo. No entanto, esta composicdo varia
em funcdo da espécie e da fase de cultivo e, sobretudo, das condicGes em que este é efetuado,
tais como, disponibilidade de nutrientes, luz, temperatura, pH e fonte de carbono. Por este
motivo, o conhecimento aprofundado dos fatores que influenciam o desenvolvimento das
microalgas é fundamental para garantir o sucesso do seu cultivo (Portugal, 2012; Rey-Méndez et
al., 2012).

Nas maternidades de bivalves, as microalgas sdo utilizadas como alimento para acondicionar
os reprodutores e para produzir larvas, pds-larvas e juvenis. Apds a desova e a fertilizagao, a
alimentacdo das larvas comeca dentro de 24-48 h apds a fertilizacdo no estadio de larva D. Por
esse motivo, a adigdo de baixas concentragdes de microalgas (por exemplo, Chaetoceros muelleri
a 1-2 x 10* células ml') aos tanques antes da alimentacdo pode ser benéfica, como fonte de
matéria organica dissolvida que pode ser absorvida e utilizada pelos embriGes em
desenvolvimento. No caso dos reprodutores, e, dependendo da espécie, estes sao alimentados
com microalgas durante um a trés meses, a uma taxa de alimentagdo diaria de 2-6 % do peso
seco de microalgas em relagcdo ao peso seco da carne dos reprodutores. Normalmente, sao
utilizadas misturas de duas ou mais espécies, sendo os componentes comuns a C. calcitrans e a
Isochrysis sp. (T.ISO). Além disso, Brown & Blackburn (2013) também referem que, foram
realizados diversos estudos que identificaram as microalgas Isochrysis galbana, Isochrysis sp.,
Pavlova lutheri, Tetraselmis suecica, Pseudoisochrysis paradoxa, Chaetoceros calcitrans e
Skeletonema marinoi como estirpes importantes para a alimenta¢ao dos bivalves. Num ensaio
de oito experiéncias independentes realizadas por Marshall et al. (2010), foi registado que 88%
da sobrevivéncia larvar ou mais observadas continham C. calcitrans, quer como dieta
monoespecifica, quer em combina¢do com outras espécies de microalgas. Neste contexto, as
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dietas mistas satisfazem melhor as necessidades nutricionais das larvas de bivalves do que as
dietas unialgais. Uma dieta mista composta por duas ou mais algas pode fornecer melhor
equilibrio de nutrientes e crescimento e, maior sobrevivéncia. Deste modo, a combinacdo de
microalgas com nutrientes complementares pode ser mais propicia ao crescimento dos bivalves

(Cheng et al., 2020).

Isochrysis galbana é uma espécie de microalga amplamente utilizada em todo o mundo
como alimento na produgdo de bivalves em maternidade. Em conjunto com Isochrysis sp.,
Pavlova lutheri e Chaetoceros sp., constitui um dos grupos de microalgas mais comuns para a
alimentacdo de larvas, juvenis e reprodutores (durante o acondicionamento em maternidade),
devido as suas excelentes propriedades nutricionais (Tabela I) (Brown & Blackburn, 2013;
Aranda-Burgos et al., 2014).

Tabela | - Principais classes, géneros e espécies de microalgas utilizadas como alimento vivo nas diferentes fases de

desenvolvimento de bivalves (Fonte: Brown & Blackburn (2013) - Live microalgae as feeds in aquaculture hatcheries.
Advances in aquaculture hatchery technology 117-158e.)

Classe Espécies Objetivo de alimentacao e frequéncia
de utilizagcao
Diatoms Chaetoceros (C. calcitrans, C. Fase larvar, Fase pds-larvar,
muelleri) Reprodutores
Thalassiosira (T. pseudonana, Fase larvar, Fase pds-larvar,
T. oceanica) Reprodutores
Skeletonema (S. costatum, S. Fase larvar, Fase pds-larvar,
pseudocostatum) Reprodutores
Prymnesiophytes Isochrysis (I. galbana, I. sp. Fase larvar, Fase pds-larvar,
(T.ISO) Reprodutores
Pavlova (P. lutheri, P. salina, P. Fase larvar, Fase pés-larvar,
pinguis) Reprodutores
Prasinophytes  Tetraselmis (T. suecica, T. chuii) Fase larvar, Fase pds-larvar,
Reprodutores
Pyramimonas virginica Fase larvar e Fase pds-larvar
Micromonas pusilla Fase larvar
Cryptophytes Rhodomonas (R. lens, R. Fase larvar e Fase pos-larvar
salina)
Chlorophytes Dunaliella tertiolecta Fase pds-larvar e Reprodutores
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2. Descricao do local de estagio

Fundada em 2015, a empresa Oceano Fresco, localizada no interior do Porto de Abrigo da
Nazaré (39.5867° N, 9.0747° W, datum WGS84) desenvolve a sua atividade em aquacultura de
duas espécies de améijoas nativas, a améijoa-boa (Ruditapes decussatus), a améijoa-macha
(Venerupis corrugata ) e ostra plana (Ostrea edulis) (figura 15). Esta exploracdo esta dividida em
trés fases, pela combinacdo de maternidade, bergdrio e viveiro em mar aberto, onde é possivel
o controlo do ciclo de vida total desde a fase de desova, semente e até a idade adulta.
Atualmente, na maternidade sdo produzidas apenas estas duas espécies de améijoa, onde os
principais objetivos visam a replicagdo das condi¢des ideais encontradas na natureza,
respeitando a sua propensao bioldgica e crescendo até atingirem a fase de semente. Com esse
intuito, as instalacdes beneficiam de acesso direto as dguas de qualidade, provenientes da
Nazaré, com renovacgdo continua junto a costa. Em mar aberto (offshore), localizado no Oceano
Atlantico a 3,5 milhas nauticas da costa de Lagos, no Algarve, e com 100 hectares, a empresa
desenvolve a sua atividade através do cultivo de juvenis de améijoa, com as condic¢Ges ideais,
tais como temperaturas amenas, abundancia de alimento e renovacdo constante de dgua para
fazer crescer améijoas até ao tamanho comercial.

Figura 15 - Localizagdo da empresa Oceano Fresco no Porto de
Abrigo da Nazaré (Fonte: Google Maps).

A empresa Oceano Fresco surgiu da identificagdo de uma necessidade no mercado:
diversificacdo das fontes de proteina e da regeneracao da biodiversidade marinha. Ao contrario
de outras espécies produzidas, o cultivo de bivalves ndo requer a utilizacdo de dgua doce, ragao
artificial nem antibidticos. Estes organismos alimentam-se exclusivamente de microalgas e
requerem baixo consumo de energia. Para além disso, pelas suas caracteristicas de filtradores e
ao contrario de outros animais, ndo deixam residuos significativos e ainda melhoram a qualidade
da dgua. Desta maneira, o cultivo de duas espécies de améijoas em risco de extingdo contribui
para a diversificagdo das fontes de proteina e da regeneracdo da biodiversidade marinha,
fornecendo um servico inovador para o setor da aquacultura. A empresa desenvolve também,
projetos de I&D nas dreas de cultivo, genética e patologias, em cooperagdo com varias
universidades, centros de investigacao e outros parceiros externos de inovagao, tendo, como
objetivo final, a criacdo de novas metodologias e tecnologias para o setor da aquacultura.
Acrescenta-se ainda a criacdo de um programa cientifico de melhoramento seletivo para a
espécie de améijoa-boa (R. decussatus ) e de améijoa-macha (V. corrugata ).
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3. Desenvolvimento do programa de estagio (descricao dos
trabalhos efetuados)

3.1. Abastecimento, armazenamento e tratamento de dgua

Todas as instalacdes de aquacultura necessitam de um abastecimento de dgua. E importante
dispor de uma fonte de agua fidvel e de boa qualidade e, equipamento para transferir a dgua
para dentro da instalacdo. O volume de agua necessario depende do tamanho da instalacado, das
espécies e do sistema de producdo e, em alguns casos, pode ser muito grande, até varias
centenas de metros cubicos por minuto. Se o sistema de abastecimento ou distribuicdo de agua
falhar, pode resultar numa catdstrofe para a instalacdo de aquacultura. Este facto também
enfatiza a importancia de um conhecimento adequado nesta area. A conce¢do e construgao
corretas do sistema de entrada de dgua é um requisito absoluto para evitar os problemas que
podem surgir, por exemplo, quando o sistema de entrada é demasiado pequeno e o caudal de
agua para a instalacdo é inferior ao esperado (Lekang, 2013). Na empresa Oceano Fresco, o
abastecimento de dgua doce é feito através de um ramal de ligacdo a rede geral dos servigos
publicos de abastecimento de dgua potavel da rede publica de distribuicdo, tendo sido
desenvolvidas duas redes de agua doce, fria e quente, para usos sanitdrios e gerais.
Relativamente a captacdo de agua salgada foram aproveitados dois furos que ja existiam da
antiga instalacdo do porto da Nazaré (Figura 16). Nesses furos foram instaladas duas bombas
submersiveis em aco inoxiddvel. A partir deste furo saem duas tubagens subterradas até a
maternidade.

Ponto de extracdo

Maternidad
~aiemidade Coordenadas: 39°35' 157" N

l 9°04'39,8" O

Figura 16 - Localizagdo do ponto de extracdo de agua salgada (Fonte:
Oceano Fresco).

A qualidade da agua é um dos fatores mais determinantes na escolha do local para a
maternidade, pois o seu sucesso depende da manutenc¢do de boas condi¢des ao longo do ano.
Além disso, a elevada necessidade diaria de grandes volumes de agua torna essencial a sua
qualidade. Mesmo quando a agua é de excelente qualidade, esta deve ser tratada para remover
organismos indesejados, tais como o zooplancton, fitoplancton, bactérias e virus. Embora o
sistema de tratamento de dgua de cada maternidade dependa de varios fatores (qualidade inicial
da agua, desenho das instalag¢oes, preferéncias do operador...), a instalagdo desta maternidade
segue um esquema semelhante a outras instalagdes. A figura 17 descreve todas as etapas e
processos de tratamento aplicados a dgua de cultivo. A 4gua comeca por ser bombeada, através
de duas bombas de captacdo, diretamente desde os furos até aos dois reservatérios com
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capacidade de 30 m3 cada (figura 17. A), onde é realizada primeiramente uma sedimentac3o. A
partir deste reservatério, a d4gua é sujeita a dois tipos de filtracdo mecanica, passando em
primeiro lugar por filtros de areia (figura 17. B), onde as particulas superiores a 50 um sao retidas,
e, em segundo lugar, por filtros de cartucho (figura 17. C), de modo a reter as particulas entre 10
e 1 um. De seguida, a dgua é esterilizada de modo a remover todos os tipos de microrganismos
através de luz ultravioleta (figura 17. D). Por fim, com o auxilio de permutadores, é possivel ter
varias linhas com agua a diferentes temperaturas controladas. Atualmente, estdo disponiveis 4
linhas de agua, a ambiente, a temperada, a quente e a fria, podendo estas ser alteradas
consoante as necessidades do cultivo. Para o cultivo de fitoplancton na sala do indculo, por
seguranca, a agua volta a ser esterilizada com vapor a alta pressado, através de uma autoclave de
grande capacidade, antes de ser utilizada.

Figura 17 - Estagdo de Tratamento da agua no exterior da maternidade. A. Reservatdrios; B. Filtros de
areia; C. Filtros de cartucho e D. Luzes Ultravioleta.

3.2. Circulacdo hidraulica

O circuito hidraulico entra no edificio por um Unico sitio, sendo posteriormente dividido por
todas as salas de producao, através de tubagens. Toda a canalizagao de agua salgada fica a vista,
sendo que todos os materiais das tubagens e todos os acessérios, tais como as valvulas, sdo em
policloreto de vinila (PVC). A alimentacdo da rede é feita sob pressdo pelo que foi instalado um
sistema hidropressor adequado para dgua salgada, formado por uma central hidropneumatica
para dgua salgada, equipada com 3 eletrobombas principais de 20 m3/h de caudal. Para otimizar
as condigdes de cultivo, a temperatura da dgua é controlada e, cada sec¢ao da maternidade tem
acesso a agua com uma determinada temperatura, que podera ser diferente consoante a espécie
e a fase do cultivo. Para esse controlo da temperatura da dgua nos sistemas, utiliza-se um chiller.
Este equipamento permite manter uma temperatura constante e adequada de modo a otimizar
varias funces vitais da espécie, tais como crescimento e reproducdo. Além disso, a temperatura
controlada reduz a mortalidade e o stress nos animais, prevenindo surtos patogénicos e também
melhorando a eficiéncia energética do sistema (Boyd, 2017).
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3.3. Sala do Indculo de microalgas

Os bivalves alimentam-se por filtracdo, principalmente de fitoplancton, como referido
anteriormente. Desta forma, o cultivo de fitoplancton na maternidade é fulcral de modo a
garantir o acondicionamento de reprodutores e o crescimento 6timo de larvas, juvenis e
semente. Na sala do indculo, sdo produzidas quatro espécies de microalgas flageladas —
Isochrysis galbana (1G), Tisochrysis lutea (T-iso), Tetraselmis chuii (Tchuii) e Dicrateria lutheri (DL)
— e trés espécies de diatomaceas — Chaetoceros gracilis (Chg), Chaetoceros calcitrans (Chc) e
Chaetoceros muelleri (Ch. Mue) — para alimentar as améijoas ao longo das varias fases do seu
desenvolvimento. A producdo das microalgas é iniciada a partir de culturas inéculo ("stock"), que
representam a fase asséptica do cultivo (figura 18). O objetivo destas culturas é conservar varias
estirpes de modo a garantir o abastecimento regular da produc¢ao com culturas puras e fornecer
continuamente inéculos para os grandes volumes de produgdo. As espécies a manter e o nimero
de replicados por espécie estdo de acordo com o planeamento da producdo. E possivel
conservar-se espécies em tubo de ensaio para utilizacdo em outras épocas do ano. Neste caso,
as culturas para inéculo sdo mantidas em pequenos volumes em recipientes de plastico, mais
especificamente de policarbonato - T-flask (ou frascos em “T”) — sendo ideais para o indculo de
culturas de microalgas pois sdo fechados com tampas ventiladas, reduzindo o risco de
contaminacdo. Estas sdo armazenadas numa estante dentro da camara climatizada a uma
temperatura controlada entre 18 e 20°C, em condi¢des de esterilidade, utilizando lampadas de
radiacdo ultravioleta. Esta sala possui uma camara de fluxo laminar onde se realizam as
repicagens, sempre que necessario. Todas as culturas estdo sob iluminagdo continua, sendo
agitadas ligeiramente todos os dias, no caso dos erlenmeyers de 500 mL que ndo tém arejamento
continuo. Ja para os balGes de 6L, é fornecido arejamento continuo com a adicdo de diéxido de

u
|
T
Z
L]
1
»)
] repicagem p 4
)
Tubo de ensaio T
| I /
) ()

Repicagens —

carbono, CO,.

N
[

15 a 30 dias, nova

v—

1 rl / \
Caixa de Petri ‘n" \\  Erlenmeyer
;_\i

Figura 18 - Esquema da repicagem de indculos (Fonte:
Ferreira, 2009 - Manual de cultivo e bioencapsulagdo da
cadeia alimentar para a larvicultura de peixes marinhos.)
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A producdo de volumes sucessivamente maiores é realizada durante a fase exponencial do
cultivo, tendo como objetivo cobrir as necessidades da producdo. Nesta fase é fundamental o
controlo da densidade e a da qualidade das culturas, pois se existir contamina¢des nao ha
crescimento. Para garantir um cultivo eficiente e de alta qualidade, é fundamental seguir um
conjunto de rotinas didrias que assegurem a manutencdo das culturas, a sua propagacao e a
detecdo precoce de possiveis contaminagdes. Deste modo, as principais atividades realizadas
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nesta sala incluem a contagem e monitorizacdo da densidade celular, a divisdo das culturas, a
preparacdo de meios de cultura estéreis, a esterilizacdo de materiais e o controlo microbioldgico
de modo a prevenir o crescimento de organismos indesejados.

A monitorizacdo da densidade celular das culturas de microalgas é fundamental para avaliar
o seu crescimento e qualidade, sendo também um parametro essencial na formulagdo das dietas
para as fases larvares e pds-larvares das améijoas. A determinacdo da densidade celular é
realizada diariamente através da recolha de amostras do mix (uma mistura de diferentes
espécies de microalgas da sala dos sacos, fornecida exclusivamente a individuos juvenis e
adultos), da sala de Batch e da sala dos sacos. Antes da diluicdo das amostras para contagem,
sdo efetuadas observacdes microscopicas das culturas puras para detetar possiveis
contamina¢Oes, garantindo a qualidade das dietas fornecidas aos individuos em
desenvolvimento. Nos periodos em que ha organismos em fase larvar e pds-larvar, procede-se
também a quantificacdo celular nos sacos e balGes utilizados na alimentacdo, assegurando um
controlo rigoroso deste parametro. Para a recolha das amostras, utilizam-se pipetas de Pasteur
esterilizadas. A contagem celular é efetuada com recurso a uma camara de Neubauer, sob
microscopia 6tica. Dado que a densidade das culturas pode variar, é necessario proceder a
diluicBes antes da contagem, ajustando a proporc¢do de acordo com a concentragao da cultura.
Culturas menos densas, como o mix, sdo diluidas numa proporcao de 1:6, o que corresponde a
diluicdo de 100 pL de amostra em 500 microlitros de agua salgada. J& em culturas mais
concentradas, como os balGes de seis litros, aplica-se uma diluicdo de 1:27, onde 100 pL da
amostra sdao diluidos em 26 000 puL de agua salgada. Apds a diluicdo, no caso das microalgas
flageladas, é adicionada uma gota de formol, com o objetivo de facilitar a contagem das células.

A camara de Neubauer deve estar devidamente limpa e seca antes da utilizacdo para evitar
contaminagOes e garantir medigdes precisas. Para a prepara¢do da amostra, coloca-se
cuidadosamente uma lamela sobre a cdmara e, com o auxilio de uma micropipeta ou pipeta de
Pasteur, introduzem-se 10 pL da amostra na ranhura lateral da cdmara. A amostra deve espalhar-
se por capilaridade, preenchendo o espago entre a lamela e a superficie da camara de forma
homogénea, sem a formacdo de bolhas de ar, pois estas podem comprometer a precisdo da
contagem. Apds a preparagao, a camara de Neubauer é colocada sob um microscépio dtico,
sendo a observacao realizada com objetiva de 10x ou 40x, dependendo do tamanho das células.
A estrutura da cdmara de Neubauer apresenta diferentes areas de contagem, conforme ilustrado
na figura 19. Existem quatro regides periféricas, indicadas com o nimero 1, sendo que cada uma
destas é subdividida em 16 quadrantes de igual area, identificados com o nimero 2. Estas regides
periféricas sdo recomendadas para a contagem de células de maior volume ou em baixa
concentracdo (Soares, 2020), sendo este o método adotado para a quantificagdo de microalgas.
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Figura 19 - Representagdo esquematica das areas de
contagem da camara de Neubauer (Fonte: Soares, 2020 -
Projeto e desenvolvimento de microfermentadores
monitorados por sensor de fibra dptica).

O calculo da densidade celular (DC) é realizado da seguinte forma:

DC_MXD
01

Onde: M é a média das 4 contagens obtidas nos campos 1 e D da diluicdo aplicada a amostra.
O valor obtido é dividido por 0,1 uma vez que o nimero de células num campo L corresponde
a 0,1 pl, ouseja, 1074 ml.

A esterilizagdo é um passo critico para evitar contaminag¢des e garantir que as microalgas
cresgam num ambiente livre de microrganismos. Para a esterilizagdo de material, tais como,
baldes, frascos, Erlenmerys, provetas e outros materiais de inoculagao reutilizaveis, estes sao
submetidos a um processo de esterilizacdo de modo a garantir que estejam livres de agentes
contaminantes antes de serem utilizados novamente. Para isso, é realizada a preparagao de
baldes de vidro de 6 litros com uma mistura de dgua doce e salgada necessaria para o meio de
cultivo das microalgas. Juntamente com os balGes, o restante material é posteriormente
submetido a uma esterilizagdo em autoclave. Também na descontaminag¢do de residuos
bioldgicos, antes da eliminagdo, os residuos de materiais microbioldgicos (placas de Petri de
Marine Agar e Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose Agar (TCBS)) sdao também submetidos a um ciclo
de autoclavagem. E de ressaltar que a correta preparagdo e operagdo da autoclave é essencial
para evitar falhas na esterilizacdo, que podem comprometer toda a qualidade e a fase das
culturas.

Todas as semanas sdo realizadas divisdes das microalgas, utilizando baldes e Erlenmeyers
qgue tenham 7 dias desde a ultima divisdo. Sdo preparados a chama os balGes de seis litros, com
a mistura de agua doce e dgua salgada previamente autoclavada, com a adi¢cao de 40 mL de
nutrientes (fig. 20. A) e 4 mL de silicatos, somente as espécies de diatomdaceas. Seguidamente é
transferida a cultura para os balGes (fig. 20. B) e os mesmos sdo colocados na prateleira com
arejamento reduzido (fig. 20. C). A realizagdo da divisdo dos Erlenmeyers é realizada na cdmara
de fluxo laminar. A cada Erlenmeyer sdo adicionados 300 mL de meio fresco (fig. 19. D) — mistura
de 4gua doce e agua salgada com adicdo de nutrientes — previamente preparado, e, no caso das
espécies de diatomaceas, sdo adicionados 300 L de silicatos. Depois sdo transferidos 50 mL da
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cultura antiga para o novo Erlenmeyer (fig. 20. E) e 0 mesmo é colocado na estante (fig. 20. F).
Estes procedimentos garantem um crescimento progressivo e evitam a degradacdo do meio de
cultura devido a acumulag¢do de metabolitos.

Figura 20 - Processo de divisdo das culturas de microalgas. A. Adicdo de nutrientes;
B. Transferéncia da cultura antiga para os novos baldes; C. Colocagdo na prateleira
para crescimento; D. Adi¢do de meio fresco; E. Transferéncia da cultura antiga para
os novos Erlenmeyers e F. Colocagdo na estante para crescimento.

Para além deste processo tradicional, otimizou-se o cultivo através da inoculacdo em linha,
utilizando baldes com bung (figura 21). Esta técnica consiste em conectar uma mangueira,
previamente esterilizada, na zona de recolha de cultura da bung do baldo e, com a mola de
entrada do ar fechada, é criada uma pressdo de ar positiva que permite a transferéncia direta da
cultura para o novo baldo. Desta forma, reduz-se significativamente o risco de contaminagao,
melhora-se a eficiéncia do processo e assegura-se uma transferéncia mais controlada da cultura.
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Figura 21 - Processo de divisdao
das culturas de microalgas:
inoculagdo em linha.

E realizada uma monitorizacdo constante das culturas de microalgas e da dgua corrente
através de andlises microbioldgicas que permitem a detegao precoce de contaminagdes. Este
processo envolve varias etapas: a prepara¢do de meios de cultura para a detegao de possiveis
contaminantes, onde se utilizam dois meios de cultura principais, o Marine Agar, que é utilizado
para a detecao e quantificagcao de bactérias heterotréficas presentes nas culturas e o TCBS, um
meio seletivo para a detec¢do de Vibrio spp., um género de bactérias potencialmente patogénicas
para os bivalves. Estes meios sdo preparados, esterilizados e posteriormente vertidos em placas
de Petri dentro da camara de fluxo laminar para garantir que permane¢am estéreis até ao
momento da inoculagdo. As amostras de culturas de microalgas e dguas correntes sdo inoculadas
em placas de Petri dentro da cdmara de fluxo laminar. Para garantir a assepsia do procedimento,
inicia-se com a prepara¢do do material necessario, incluindo as placas de Marine Agar e TCBS,
que sdo retiradas do frigorifico e submetidas a um ciclo de UV de 30 minutos na cdmara de fluxo
laminar (figura 22). Durante este periodo, procede-se a recolha das amostras para Falcons de 15
mL estéreis. S3o recolhidas seis amostras dos tanques de colheita, seis das linhas de colheita de
microalgas e uma da agua que passa apds o pasteurizador da sala dos sacos. Adicionalmente,
recolhem-se amostras da agua corrente da sala da semente, das salas dos larvarios (caso estejam
operacionais), da sala do Batch, da sala dos reprodutores e da agua tratada pelo UV na area
técnica.
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Figura 23 - Preparagdo do material necessario para procedimentos microbiolégicos na camara
de fluxo laminar.

Para as amostras das linhas da sala dos sacos, procede-se a realizacdo de dilui¢des decimais
seriadas, dado que estas apresentam geralmente uma maior carga microbiana (UFC). Este
método permite reduzir a densidade celular para uma concentracdo adequada a contagem e
quantificacdo de coldnias de bactérias (figura 23). As dilui¢cGes sdo realizadas dentro da cdmara
de fluxo laminar, garantindo a esterilidade do processo. Antes da utilizagdo, sdo autoclavados
tubos de ensaio com 4,5 mL de uma mistura de dgua salgada e agua doce. O procedimento inicia-
se com a transferéncia de 500 pL da amostra pura para o primeiro tubo de ensaio, originando
uma diluicdo de 10™". Apds homogeneizacdo em vortex, 500 ulL desta diluicdo sdo retirados e
adicionados a um segundo tubo, obtendo-se uma diluicdo de 1072 (figura 23). Apds a preparacdo
das dilui¢des, procede-se ainoculacdo das amostras nas placas de Petri. Para as placas de Marine
Agar, pipetam-se 100 uL da amostra diluida sobre a superficie do meio sélido. De seguida,
adicionam-se beads esterilizadas, pequenas esferas de vidro ou plastico utilizadas para dispersar
uniformemente a suspensdo de microrganismos — um processo conhecido como glass bead
spreading. As placas sdo agitadas suavemente para garantir uma distribuicdo homogénea e as
beads sao descartadas num goblet contendo solugdo de limpeza. Para a inoculagdo das placas
de TCBS, pipeta-se 1 mL de amostra pura e realiza-se uma agitacao suave (figura 23). O excesso
de amostra é entao descartado para um goblet. Por fim, todas as placas sdao colocadas na estufa
de incubac¢do a 25°C durante 72 horas.

500pL  500pL  500pL 500 pL

] e o | o
O OO

TCBS Marine Agar

Figura 22 - Dilui¢cGes decimais seriadas para
inoculagdo de placas de Marine Agar e
inoculagdo de placas de TCBS, através da
amostra pura.

Apds a incubacdo, as placas sdo analisadas para detetar possiveis contaminagdes. Quando
presentes, realizam-se novas analises. No caso das culturas da sala dos sacos, cada saco é
avaliado individualmente. Os sacos contaminados s3ao descartados e os procedimentos de
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assepsia revistos, de forma a prevenir recorréncias. A aplicagdo rigorosa destas rotinas assegura
a qualidade dos cultivos de microalgas, essenciais para a alimentacdao das améijoas e para o
sucesso da producdo aquicola.

3.4. Sala dos Sacos

A sala dos sacos é a fase seguinte a sala do inéculo, onde a producdo de microalgas passa
para volumes maiores, permitindo a obtencdo de grandes quantidades de biomassa que serao
usadas na alimentacao de todas as fases de desenvolvimento das améijoas. O sistema desta sala
esta dividido em quatro partes: 1) tratamento da dgua; 2) distribuicdo da dgua pelas 6 linhas; 3)
distribuicdo da agua por cada saco e 4) colheita (figura 24). Antes de entrar na nos sacos, a agua
passa por um sistema de tratamento (figura 25). A dgua comega por ser filtrada através de dois
filtros de cartuxo, com uma capacidade de retencdo de 1 um. Depois, segue para o permutador
onde sofre um primeiro aquecimento antes de entrar no pasteurizador. Ao entrar no
pasteurizador atinge os 85°C, de modo a eliminar qualquer contamina¢do microbiolégica. A dgua
sai do pasteurizador e volta a passar pelo permutador, onde arrefece antes de entrar no sistema
de distribuicdo para as linhas e consequentemente para dentro de cada saco. Apds o processo
de pasteurizacdo, os nutrientes sdo injetados e a dgua é entdo distribuida pelas 6 linhas do
sistema. A parte deste sistema s3o adicionados nutrientes na concentracdo de 2 mL por litro de
agua e também é adicionado diéxido de carbono (CO,) ao ar, de modo a favorecer o crescimento
das microalgas.

Figura 24 - Sistema de entrada de agua e colheita de microalgas da sala
dos sacos: 1. Distribuicdo da 4dgua pelas linhas; 2. Distribuicdo da agua
por cada saco; 3. Colheita de microalgas e 4. Recolha da colheita de
microalgas.

Figura 25 - Estagdo de tratamento da agua da sala dos sacos. 1. 37
Filtros de cartucho; 2. Permutador; 3. Pasteurizador; 4. Tanque dos
nutrientes; 5. Injecdo de didxido de carbono (CO,).



A sala dos sacos opera em sistema continuo, composto por 6 linhas, cada uma com 14
sacos, fazendo um total de 84 sacos. O material dos sacos é polietileno e a sua capacidade é de
350 litros. Cada linha é dedicada a uma espécie especifica de microalga, o que facilita o controlo
da producdo e reduz o risco de contaminacao cruzada. Sao cultivadas 6 espécies no total: quatro
espécies flageladas: I. galbana (IG), Tisochrysis lutea (T-iso), T. chuii (Tchuii) e D. lutheri (DL) e
duas espécies de diatomaceas — C. gracilis (Chg) e C. muelleri (Ch. Mue). Apds a inoculagao, os
sacos recebem continuamente agua enriquecida com nutrientes, permitindo o crescimento
constante das microalgas. O caudal de dgua é inicialmente controlado por um caudalimetro e
ajustado por capilares individuais antes de entrar em cada saco, assegurando um fornecimento
adequado. O sistema é ainda apoiado por um arejamento continuo com ar enriquecido em
diéxido de carbono, CO,, que é ajustado diariamente conforme as necessidades de cada cultura.
A adicao de nutrientes é controlada por um sistema informatico, assegurando uma dosagem
precisa e constante. No caso das diatomdaceas, os silicatos sdo adicionados manualmente a cada
saco nas respetivas linhas.

Os sacos sdo colhidos semanalmente, sendo selecionados com base no tempo de cultivo,
dando-se prioridade aos que apresentam um tempo de cultivo mais avancado. A colheita é
realizada através da perfuracdio do saco com uma mangueira previamente desinfetada,
direcionando o conteudo para os tanques de colheita. Apds este processo, sdo colocados novos
sacos nas respetivas linhas, que ficam a encher com agua e ar, ficando prontos para a inocula¢do
no dia seguinte. A inoculacdo dos sacos de cultivo no sistema em linha é realizada a partir de
balGes de cultura de 6 L que contém microalgas na fase de crescimento exponencial. Cada saco
é inoculado com um baldo, conforme ilustrado na figura 26. A transferéncia do indculo para os
sacos é feita através de uma ligacdo direta em linha, como descrito anteriormente na sala do
indculo. A bung dos baldes possui trés orificios: um para a entrada de ar, outro para a saida de
ar e um terceiro destinado a recolha da cultura. Para efetuar a transferéncia, liga-se uma
mangueira da entrada de ar do saco a entrada de ar do baldo. De seguida, conecta-se uma
mangueira de colheita do baldo ao saco e, por fim, fecha-se a mola da saida de ar do baldo. Este
procedimento cria uma pressao interna que permite a passagem controlada da cultura para o
saco (figura 26). Todo o material utilizado (tubagem de silicone) é previamente esterilizado,
garantindo condig¢Ges assépticas e minimizando o risco de contaminagao.
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Figura 26 - Inoculagdo em linha na sala dos sacos. A. Entrada do ar; B.
Saida do ar e C. Entrada da cultura.

A gestdo dos sacos é realizada em fung¢do do volume e das espécies em cultivo, garantindo
uma transicdo gradual e controlada do cultivo. Este processo permite realizar um scale-up eficaz,
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assegurando que as microalgas se desenvolvem em condi¢des 6timas a medida que passam de
volumes menores para maiores. A gestdao destes procedimentos é acompanhada de registos
didrios, onde se assinala a data em que os sacos sdo colhidos e inoculados, bem como o
momento em que um saco inicia a sua colheita. E também registado o nimero de sacos em
colheita por dia, o que permite planear de forma eficiente o fornecimento de microalgas as
diferentes salas da maternidade.

A prevengdo de contaminagles é uma prioridade, sendo que as praticas de controlo, ja
descritas anteriormente, focam-se na monitorizacdo microbioldgica regular para detetar
possiveis contaminacdes, com a eliminacdo imediata de culturas comprometidas e na limpeza e
desinfecdo continuas das linhas e equipamentos para evitar a propagacdo de microrganismos
indesejados. Diariamente, é efetuada uma recirculacdo das bombas de colheita a 200 ppm de
hipoclorito de sddio e de seguida é utilizada uma solugdo neutralizante, de tiossulfato de sédio,
em concentracdo de acordo com a graduacdo do hipoclorito, apds meia hora de recirculagao.
Para confirmar que ndo existem vestigios de lixivia, sdo utilizados kits de reativos liquidos.

Durante o processo de cultivo, sdo realizados procedimentos regulares de limpeza das
tubagens e tanques de colheita, com o objetivo de prevenir contaminacdes microbioldgicas e
assegurar a qualidade do sistema. Estes procedimentos incluem a utilizacdo de solugdes
desinfetantes e agentes neutralizantes, aplicados em diferentes salas (sementes, reprodutores,
Batch e sacos), de acordo com uma periodicidade definida. A execucdo sistematica destas
limpezas garante a manutengao das condi¢Ges higiénicas necessarias ao bom desempenho das
culturas. Com este sistema bem organizado e monitorizado, a sala dos sacos assegura a producdo
continua e eficiente de microalgas, garantindo que as condi¢des ideais de cultivo sejam mantidas
para o sucesso da alimentagdo de todas as fases de desenvolvimento das améijoas.

3.5. Sala do Batch

Para além da sala dos sacos, foi criada a sala do Batch, de forma a dar resposta a necessidade
de aumentar a produgdo de microalgas. O crescimento do numero de sementes nas unidades de
producdo levou a um aumento da procura de alimento, tornando essencial a existéncia de um
sistema de produgdo adicional. Assim, a sala do Batch permite produzir maiores volumes de
microalgas de forma continua, garantindo a alimentac¢do necessaria para as sementes de améijoa
e os reprodutores. Nesta sala, a producdo é dedicada exclusivamente a duas espécies de
microalgas diatomaceas (C. calcitrans e C. gracilis), selecionadas pela sua elevada qualidade
nutricional e importancia no desenvolvimento dos bivalves.

Os tanques utilizados s3ao construidos em fibra de vidro, com uma capacidade maxima de
3000 litros cada. Cada tanque estd equipado com um sistema de air-lift, desenvolvido
internamente pela empresa, utilizando tubagens e materiais de PVC. O sistema de air-lift foi
desenvolvido através da realizacdo de pequenos furos ao longo da tubagem central, permitindo
assim a libertacdo de ar e uma circulagdo continua da cultura dentro do tanque, assegurando a
homogeneiza¢do das microalgas e promovendo a sua oxigenacdo. Esta circulagao é fundamental
para evitar a sedimentacdo das células e garantir condi¢des ideais de crescimento ao longo de
todo o volume de cultivo. O funcionamento do sistema de air-lift baseia-se na introdugdo de ar
comprimido no fundo do tanque, através da tubagem de PVC. A medida que o ar é libertado,
forma bolhas que ascendem pela coluna de agua, arrastando consigo a cultura de microalgas.
Este movimento cria uma circulagdo constante dentro do tanque, promovendo a mistura
homogénea das células e assegurando uma boa oxigenacdo da cultura. Além disso, o movimento
gerado pelo air-lift reduz o risco de sedimentacdo das microalgas no fundo do tanque,
mantendo-as em suspensao e favorecendo um crescimento saudavel e uniforme.
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Todos os dias, sdo recolhidos e inoculados dois tanques da sala do Batch. Para a recolha dos
tanques sao utilizadas uma bomba e uma mangueira especificas, que transportam o contetdo
para a sala da semente, mais concretamente para os "pulmdes" (tanques da sala da semente).
Apds a recolha estar completa, os tanques s3o desinfetados. E realizada uma limpeza cuidada de
todas as tubagens e equipamentos de cultivo, de forma a prevenir contaminacdes
microbioldgicas e garantir a manutencdo das condi¢Ges adequadas para a inoculagdo e
crescimento das culturas.

A inoculagdo dos tanques é uma das etapas cruciais nas rotinas diarias da sala do Batch,
sendo responsavel pela introducdo das culturas iniciais de microalgas. Este processo deve ser
realizado com precisdo para assegurar o desenvolvimento adequado das microalgas e garantir a
alimentacdao necessdria para os bivalves. Antes do processo de inoculacdo, comeca-se pela
limpeza com agua doce e posterior montagem dos sistemas de air-lift. De seguida, enche-se cada
um dos tanques com agua salgada. Apds os tanques estarem com o volume de 1500 L de agua
salgada, adicionam-se os nutrientes e os silicatos. Antes da inoculacdo dos tanques, a valvula do
ar é entdo aberta, permitindo que o ar comprimido seja introduzido no fundo do tanque. Esse
processo facilita a homogeneiza¢do dos nutrientes e silicatos na agua, garantindo que as
microalgas recebam uma distribuicdo uniforme desses elementos essenciais para o seu
desenvolvimento.

Na sala do Batch, existem trés métodos principais de inocula¢do das microalgas, adaptados
as necessidades especificas de cada cultivo. Para a espécie de C. calcitrans, a inoculagdo é feita
utilizando quatro baldes provenientes da sala do indculo. A cultura é previamente preparada na
sala do indculo e os baldes sdo vertidos diretamente para o tanque. Para a outra espécie, C.
gracilis, a inoculacdo é realizada com o uso de um saco proveniente e selecionado previamente
na sala dos sacos. O processo comeca com a perfuracdo do saco, realizada com uma mangueira
higienizada, dentro da prdpria sala. O contetddo do saco é entdo transferido para um pequeno
tanque e, de 13, para o tanque maior da sala do Batch, utilizando uma bomba e uma mangueira.
Além disso, quando a densidade celular no tanque de origem estd adequada, é possivel realizar
a inoculagdo de tanque para tanque, sem recorrer a balGes ou sacos. Este terceiro método é
utilizado para ambas as espécies de diatomaceas. O novo tanque é preenchido previamente com
agua salgada, nutrientes e silicatos e, apenas uma parte do contetdo do tanque de origem é
transferida para o novo tanque utilizando uma bomba e uma mangueira especificas para cada
espécie (figura 27). Por fim, apds a inoculagdo, independentemente do método utilizado, o
sistema de air-lift é conectado a valvula do ar e é ativado de modo a garantir a oxigenacdo e
homogeneizagdo da cultura. Além disso, é adicionada uma pedra de arejamento a mangueira
pertence a injecdo de didxido de carbono (CO,), sendo depois aberta a valvula correspondente,
o que permite a difusdo do gas e promove o crescimento adequado das microalgas. O CO, é
essencial para a fotossintese das microalgas, promovendo o seu crescimento e aumentando a
produtividade da cultura. Também sdo adicionadas luzes LED, que proporcionam o ambiente
adequado para o crescimento das microalgas. O ar proveniente do sistema de air-lift, juntamente
com a injecdo de CO, e com as luzes LED, trabalham em conjunto para criar um ambiente ideal
para o desenvolvimento das microalgas.
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Figura 27 - Procedimentos de preparagdo e inoculagdo de tanques na
sala do Batch.

Independentemente do método utilizado, é essencial adotar medidas rigorosas para evitar
a contaminacdo entre as culturas. Para garantir a pureza de cada espécie de microalga, é utilizado
material especifico para cada processo, como bombas e mangueiras devidamente identificadas
e separadas. Cada espécie possui o seu proprio conjunto de material, que é etiquetado e
mantido isolado, evitando a troca de material entre cultivos e minimizando o risco de
contaminacao cruzada.

Com o objetivo de otimizar a producdo de microalgas e avaliar o potencial de sistemas
tecnolégicos avancados no apoio a alimentacdo de bivalves, foram instalados na maternidade
dois fotobiorreatores (PBR) fechados, com capacidade de 1250 litros, de funcionamento
automatizado e caracteristicas técnicas sofisticadas. Esta introducdo teve um cardcter
complementar e experimental, ndo substituindo os métodos convencionais de cultivo, mas
permitindo testar a sua eficacia em paralelo, no contexto da alimentacdo das duas espécies de
bivalves produzidas na maternidade. Este PBR apresenta uma estrutura vertical compacta,
iluminacdo LED reguldvel, sensores em tempo real e um sistema automatizado de controlo de
variaveis criticas como temperatura, pH, fotoperiodo e concentra¢do de diéxido de carbono
(CO,). Integra ainda um sistema interno de agitagdo por recirculacdo eficiente, bem como
circuitos dedicados ao fornecimento de meio de cultura e a colheita (harvest) da biomassa. Estas
funcionalidades permitem manter condi¢cGes de cultivo mais estdveis, alcancar elevadas
densidades celulares, reduzir o risco de contaminagao e minimizar a necessidade de intervengao
manual. A introdugdo destes equipamentos representa, assim, uma etapa importante na
avaliagdo de solugdes tecnoldgicas inovadoras, com vista a melhoria da eficiéncia, previsibilidade
e qualidade da produc¢do de microalgas destinadas a alimentagdo larvar em maternidades de
bivalves.
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O processo de inocula¢do do PBR é realizado com culturas previamente desenvolvidas na
sala do inéculo, nomeadamente culturas com sete dias de crescimento, assegurando a pureza e
viabilidade das microalgas. O volume inicial da inoculagdo correspondeu a aproximadamente 10
litros, ao qual é adicionado meio de cultura estéril enriquecido com nutrientes e silicatos,
essenciais ao crescimento da espécie Chaetoceros gracilis. Apds a inoculacdo, o cultivo é
monitorizado diariamente, registando-se um aumento progressivo da densidade celular,
acompanhado pela intensificacdo da coloracdo e turbidez da cultura. As condi¢cbes ambientais
no interior do reator mantém-se estaveis e otimizadas para a espécie em questdo, e os dados de
crescimento sdo acompanhados através de contagens celulares com uma camara de Neubauer.
Em regime de funcionamento semi-continuo, o PBR realiza automaticamente o reabastecimento
com 4gua do mar apds cada colheita, assegurando a continuidade da cultura sem interrupgao
do ciclo produtivo. Diariamente, é efetuada uma colheita diretamente do PBR para um dos
tanques da sala do Batch (figura 28), previamente preparado com sistema de airlift, 4gua do mar,
nutrientes e silicatos (procedimento descrito anteriormente), de forma a garantir um ambiente
propicio ao crescimento e manutencao da biomassa transferida. Este processo rotativo permite
a utilizacdo eficiente dos recursos e garante uma alimentacdo didria e estdvel das sementes e
dos reprodutores de améijoas, em alinhamento com os objetivos experimentais e operacionais
da maternidade.

Figura 28 - Procedimento de
inoculagdo de tanques na sala do
Batch com o fotobiorreator (PBR).

3.6. Sala dos reprodutores

3.6.1. Rececdo e acondicionamento dos reprodutores

O acondicionamento do stock de reprodutores, de modo a preparar os moluscos bivalves
para a desova, € uma etapa crucial na opera¢do de maternidades de bivalves. O objetivo do
acondicionamento do stock de reprodutores é atingir a fecundidade maxima dos adultos,
preservando a qualidade e a viabilidade dos gametas, bem como a saude geral do bivalve (da
Costa et al., 2020). A manutencgdo dos reprodutores na maternidade para a obtengdo de desovas
controladas pode ser realizada de acordo com duas estratégias. Por um lado, pode-se tirar
partido da temporada de desova natural, utilizando os reprodutores no momento da
maturidade. Por outro lado, eles podem ser acondicionados na maternidade fora da sua época
de desova natural. Para acondiciona-los controla-se o ambiente fisico e o alimento, promovendo
o desenvolvimento gonadal e a gametogénese, a fim de adiantar a maturidade sexual ou

42



prolongar os periodos de desova natural. Durante o acondicionamento, os principais fatores
ambientais que geralmente afetam os reprodutores sdao a temperatura e a alimentacdo. As
mudancas de temperatura sazonais e a abundancia do fitoplancton no ambiente natural estdo
muitas vezes relacionados com o desenvolvimento das génadas e a gametogénese nos
invertebrados marinhos. E por isso que, para promover a maturacdo dos reprodutores durante
o acondicionamento, estes sdo submetidos a um aumento da temperatura e sdo administradas
maiores quantidades de alimento.

Na maternidade, o acondicionamento de reprodutores realiza-se em caixas retangulares
(120 L) de polietileno (Figura 29). Os reprodutores sdo colocados nas caixas dentro de bandejas
perfuradas, de modo a permitir a passagem de fezes e detritos. Os reprodutores sdo mantidos
em circuito aberto e com arejamento constante e, em cada uma das caixas, sdao colocados
reprodutores de tamanho comercial (30-40 mm). E fornecido um fluxo de dgua de 60 L/h as
caixas, e por isso o volume total da caixa serd renovado a cada 3-4 horas. A alimentacdo dos
reprodutores é feita diariamente, com uma dieta mista de todas as espécies cultivadas na
maternidade, numa ragdo entre 3 e 6% do peso seco de microalgas em relagdo ao peso seco da
carne dos reprodutores. O fitoplancton é adicionado continuamente através de uma tubagem
para permitir um melhor racionamento, evitando assim o seu desperdicio. A temperatura de
acondicionamento da d4gua é diferente consoante a espécie, no caso da améijoa-boa (R.
decussatus ), deve ser realizado um aumento gradual da agua desde a temperatura ambiente
até 20 °C (aproximadamente 0,1 °C por dia), no entanto, no caso da améijoa-macha (V. corrugata
), € apenas necessario colocar os reprodutores nos tanques (a uma temperatura entre 16-18 °C)
até que desovem.
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Figura 29 - Acondicionamento dos reprodutores.

O tempo necessario para acondicionar os reprodutores e obter a desova fora da época
natural depende da altura em que se inicie o condicionamento, e, portanto, do estado gonadal
dos reprodutores no inicio do mesmo. No caso da améijoa-boa, os estudos recomendam
comecar o acondicionamento em finais do inverno (janeiro) quando no meio natural estdo a
comegar a gametogénese. Como ja foi mencionado anteriormente, a améijoa-macha pode
desovar durante todo o ano, pelo que o acondicionamento ndo é necessario. Da mesma forma,
depois de se realizar a desovar, estas améijoas podem ser mantidas durante mais um més nos
tanques e é possivel obter outra desova do mesmo lote, ou seja, é realizado um periodo de
acondicionamento. Todos os dias os tanques sao esvaziados para limpeza, de modo a evitar a
acumulagdo de metabolitos e bactérias. Diariamente, a temperatura da agua do tanque é
controlada, os individuos mortos sao retirados e o fluxo de alimento e de agua é controlado e
ajustado consoante a densidade dentro da sala.
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3.7. Desova

Para avaliar o estado de maturacdo dos reprodutores, sdo feitas amostragens ao longo do
tempo, desde a chegada dos reprodutores a maternidade, até a data definida para a desova, de
forma que sejam selecionados os reprodutores mais aptos a uma desova de sucesso. A
amostragem é realizada através da observacdo macroscopica da génada (figura 30) e através da
observacao de um esfregaco da mesma, ao microscdpio otico (figura 31), avaliando a quantidade
e qualidade dos gdmetas, conforme descrito na tabela Il. Os lotes que apresentem uma média
de reprodutores no estado 3 serdo os selecionados para a desova, uma vez que estes tém maior
probabilidade de sucesso na libertacdo de gametas e na fecundagdo, otimizando assim a
producao larvar. Este procedimento é essencial para garantir que o processo de reproducao seja
realizado com organismos aptos, assegurando o sucesso das fases seguintes do ciclo larvar.

Tabela Il - Descri¢do de cada nivel de maturagdo avaliado a fresco (Escala de avaliagdo fornecida pela Oceano Fresco).

Nivel de
Maturacao Descri¢ao
Estadio Denominac¢ao Aparéncia macroscépica Esfregaco a
fresco
Godnada plana, esbranquicada e Auséncia de
0 Repouso transparente (observam-se os gametas
intestinos)
Gametas
1 Desenvolvimento Gdnada continua pequena comecam a
precoce aparecer
Gametas
2 Desenvolvimento Tamanho da génada comega a comegam a ser
tardio aumentar mais
abundantes
A génada atinge o seu
3 Maduro (pronto a desenvolvimento maximo Abundancia de
desovar) ocupa a maior parte da massa gametas
visceral
4 P&s desova Gdnada em regressao e flacida Gametas
residuais
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Figura 30 - Observagao do estado de maturagdo de individuos da
espécie de améijoa-boa (R. decussatus ).

Figura 31 - Fotografias de esfregaco de gdnada de améijoa-macha ao
microscopio otico: (A) fémea no estado 3, madura e (B) macho no
estado 3, maduro.

Apds a selecdo dos reprodutores, estes sdao submetidos a um periodo de jejum, 48h antes
da desova, com o intuito de reduzir a carga fecal e, consequentemente, minimizar o risco de
contaminag¢des durante o processo, bem como para evitar desovas espontaneas. 24h antes da
desova, os reprodutores sdao cuidadosamente recolhidos das caixas e distribuidos por sacos de
rede, sendo cada lote identificado com uma abragadeira de cor distinta para garantir a
rastreabilidade. Os sacos sdo posteriormente acondicionados numa caixa térmica fechada,
forrada com cartdo e com placas de gelo, de forma a evitar o contacto direto com os organismos.
Adicionalmente, sdo colocados panos humedecidos com d&gua salgada sobre os sacos,
mantendo-se assim um ambiente frio e humido (figura 32). Estas condi¢cdes visam reduzir a
atividade metabdlica dos reprodutores e prepara-los fisiologicamente para o estimulo térmico
de indugdo que ocorrerd no dia seguinte.
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Figura 32 - Recolha e armazenamento dos reprodutores no dia
anterior a desova: (A) e (B) Colocagdo de placas de gelo e papel cartdo
na caixa; (C) Limpeza dos individuos; (D) Recolha e separagdo por lotes
em sacos de rede; (E) e (F) Acondicionamento dos reprodutores na
caixa com panos humidos.

No dia da desova, os reprodutores sdo transferidos para a sala do larvario e colocados em
bandejas, inseridas dentro de tanques cilindrocénicos de 450 L, contendo agua do mar a uma
temperatura elevada, com o objetivo de promover a estimulagdo térmica inicial (figura 33. A e
B). Embora o método classico do choque térmico envolva ciclos alternados de dgua quente e
fria, neste protocolo utiliza-se apenas um Unico aumento de temperatura, mantendo os
individuos continuamente na dgua com temperatura aquecida. Esta alteragdo subita simula uma
flutuagdo ambiental tipica do inicio da época reprodutiva e desencadeia a libertacdo de gametas.
De forma a acelerar o processo de estimulagdo dos reprodutores, sdo feitas escarificagdes de
gbnadas, através do sacrificio de alguns individuos (figura 33. D) e adigdo de microalgas. Durante
o processo de desova, a libertacdo de gametas é monitorizada visualmente, com o auxilio de
uma lanterna e, também sdo realizadas amostragens microscépicas ao longo da desova, de
forma a haver controlo do nimero de espermatozdides em cada ovo, de modo a evitar a
polispermia. Os machos sdo geralmente os primeiros a iniciar a libertacdo de esperma,
caracterizada por um filamento continuo de aspeto leitoso, enquanto as fémeas libertam um
fluido de aparéncia mais granular (figura 33. C). As bandejas com os reprodutores sdo
transferidas para um tanque limpo quando a dgua fica com uma turbidez elevada, o que significa
que existe uma quantidade elevada de espermatozoides e odécitos presentes no tanque. Apés 4h
de fertilizagdo nos tanques, os ovos sdo recolhidos através da abertura das torneiras localizadas
na base dos tanques (figura 33. E). Para este procedimento, sdo colocados dois crivos na saida
da dgua, com malhas de tamanhos distintos organizadas por ordem decrescente. O primeiro
crivo, com malha de maior dimensdo (90 um), tem como fungdo reter particulas e residuos de
maiores dimensdes que possam estar presentes na agua, tais como fezes. O segundo crivo, com
uma malha mais fina (25 um), é utilizado para reter os ovos fertilizados. Apés a recolha, os ovos
sdo cuidadosamente transferidos para um copo de 5L contendo agua do mar, de forma a permitir
a sua quantificacdo e observacdo (figura 33. F).
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Figura 33 - Indugdo da desova em individuos de améijoa-boa, Ruditapes
decussatus . (A) Preparagdo dos tanques; (B) Acondicionamento das
ameéijoas; (C) libertagdo de gametas masculinos na agua; (D) Estimulo a
desova; (E) Drop do tanque e (F) Recolha dos ovos.

Para a quantificacdo dos ovos, através de andlise microscopica e com recurso a um
microscépio 6tico e a uma cdmara de contagem de Sedgwick-Rafter, é determinado o nimero
de ovos por unidade de volume presentes em um tanque de 450L. Para este procedimento, sdo
pipetadas trés gotas de 20 puL diretamente na camara, sendo efetuadas trés contagens para
obtencdo de uma média (figura 34. A e B). Apds a quantificacdo da densidade dos ovos, estes
sdo transferidos para tanques de maior capacidade (2000 L) (figura 34. C). A densidade
pretendida no dia da desova (dia 0) é de aproximadamente 30 ovos/mL, que da um total de
60 000 000 ovos p/2000 L. Antes da transferéncia das larvas para os novos tanques, estes sdo
previamente preparados com d4gua salgada cuja qualidade é rigorosamente controlada,
incluindo o ajuste do pH com a adi¢do de carbonato de sédio (Na,COs) e arejamento constante.

Figura 34 - Quantificagdo dos ovos de améijoa-boa, R. decussatus . (A) e (B) Contagem na
camara de Sedgwick-Rafter e (C) Colocagdo dos ovos no novo tanque (2000 L).
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Apds a fertilizagdo do ovdcito, este inicia o processo de divisao celular (figura 35), formando
aproximadamente 12 horas depois a larva trocéfora, caracterizada pela presenga de uma coroa
de cilios que Ihe permite nadar livremente na coluna de agua. Nas primeiras 24 horas apds a
fertilizagcdo (dia 1), sdo realizadas observa¢cbes ao microscopio para avaliar o sucesso da
fecundacdo e o desenvolvimento larvario. Nesta fase, inicia-se o estadio plancténico da larva
veligera, 0o momento em que surge o sistema digestivo e se inicia a alimenta¢do exdgena (tabela
). E fornecida uma dieta mista, composta por diferentes percentagens de duas espécies de
microalgas flageladas (Tisochrysis lutea e Dicrateria lutheri) e duas espécies de microalgas
diatomaceas (Chaetoceros gracilis e Chaetoceros calcitrans).

Tabela Ill - Estadios embriondrios e larvares de V. corrugata (Fonte: Cervifio, 2011 - Ciclo reproductivo, cultivo en
criadero y en el medio natural de la almeja babosa Venerupis corrugata (Montagu, 1803)).

Estadio Tempo desde a fertilizacao Tamanho (pm)

Ovo nao fertilizado Oh 65-75
Estado de 2 células 1 h 30 min 80-90
Estado de 4 células 2h 80-90
Estado de 8 células 2 h 30 min 80-90
Estado de 16 células 3 h30min 80-90
Estado de 32-64 células 4h 80-90
Blastula 5h 30 min 80-90
Gastrula 7-8h 80-90
Trocéfora 13-14h 80-90

Larva D 30-32h 100 - 105

Larva Umbonada 8 -9 dias 140 - 150

Larva Pediveligera 16 - 18 dias 220- 240

Pé6s larva 21 -22 dias 250-270
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Figura 35 - Fotografias ao microscépio de luz do
desenvolvimento embriondrio de V. corrugata . 1:
Odcito ndo fertilizado. 2: Estadio de 2 células. 3: Estadio
de 4 células. 4: Estadio de 8 células. 5: Estadio de 16
células. 6: Estadio de 32 células. 7: Estadio de 64
células. 8: Blastula. Barra de escala: 20 pm (Fonte:
Cervifio, 2011 - Ciclo reproductivo, cultivo en criadero
y en el medio natural de la almeja babosa Venerupis
corrugata (Montagu, 1803)).

Assegurar as condigOes ideais é essencial para o crescimento sauddvel e a viabilidade das
larvas em desenvolvimento. Por esse motivo, a implementagao das rotinas didrias numa sala de
larvas, com foco na andlise microbioldgica, avaliacdo larvar e procedimentos de higiene, de
forma a garantir a eficacia das operagdes e a minimiza¢do de riscos de contaminagdes, apresenta
um papel importantissimo no sucesso do desenvolvimento larvar e pds-larvar dos individuos
numa maternidade. O inicio de cada dia é marcado por uma avaliagdo visual sistematica de todos
os tanques. Esta inclui a verificagdo do funcionamento do sistema de arejamento, a confirmacgao
do nivel da dgua dos tanques e a observacdo da presenca de quaisquer depdsitos ou residuos no
fundo dos mesmos. Paralelamente, procede-se a andlise geral das condigdes ambientais da sala,
0 que permite detetar precocemente anomalias no ambiente de cultivo. A qualidade da dgua
constitui um dos parametros criticos a ser monitorizado diariamente. Assim, é realizada a
medicdo do pH e da temperatura em todos os tanques. Estas medi¢Ges asseguram a estabilidade
fisico-quimica do meio aquatico, essencial para a saude larvar. Nos dias em que ocorre a
transferéncia de larvas (designados como drop days), procede-se a recolha de amostras para
analise microbioldgica. Utiliza-se uma pipeta Pasteur e recolhe-se 1 mL da dgua dos tanques para
aplicar diretamente numa placa com meio TCBS, sendo o excesso descartado e a placa colocada
na estufa para posterior incubagdo durante 72 horas. Realiza-se duas vezes ao dia a colheita de
amostras para andlise de residuais em todos os tanques de larvas. A leitura dos residuais é
efetuada através da recolha de uma amostra de cada tanque com uma pipeta de Pasteur. A
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amostra é homogeneizada e transferida para uma cadmara de Neubauer, onde se realiza a
contagem. Consoante o valor obtido, os dados sdo inseridos no Excel da dieta e, consoante as
percentagens das diferentes espécies de microalgas, é possivel determinar as quantidades de
alimento (por mL) a fornecer a cada tanque. Estes valores sdo fornecidos através de um ficheiro
de Excel criado pela empresa.

A observacgao larvar é uma etapa fundamental e deve ser conduzida diariamente em todos
os tanques. Para tal, recolhe-se uma amostra de agua por tanque e com o auxilio de uma cdmara
de Sedgwick-Rafter, colocam-se duas gotas bem separadas, sendo que a uma delas se adiciona
uma gota de formol. A amostra ndo fixada permite a andlise do comportamento e padrao de
natacdo das larvas vivas, enquanto a amostra fixa viabiliza a avaliacdo das reservas lipidicas,
outras medicdes morfométricas, tais como o comprimento médio, e a presenca ou auséncia de
contaminacgdes sob microscdpio. A alimentacdao dos organismos é efetuada diariamente, desde
o dia 1 apods a fertilizagcdo. Apds o drop dos tanques das larvas, procede-se a contagem e
classificacdo das larvas, seguidas da sua transferéncia para tanques novos, de acordo com as
densidades de cultivo previamente estabelecidas.

O protocolo de limpeza é outro pilar essencial nas rotinas didrias nos larvarios, garantindo
condicbes higiénicas adequadas e prevenindo contaminagdes que possam comprometer o
cultivo. Durante o periodo da tarde, realiza-se a segunda ronda diaria da contagem de residuais
em todos os tanques. Esta contagem é realizada de modo a saber qual o niumero de células
presentes nos tanques, mais concretamente, é para saber a quantidade a alimento que as larvas
comem e quanto é que se deve fornecer aos tanques das larvas. Por fim, caso seja necessario,
os tanques sdo preparados para o drop do dia seguinte, com agua salgada e arejamento.

3.8. Sala do pds-larvario

A confirmacdo da metamorfose é feita através de observagdes diarias ao microscopio. O véu
é reabsorvido, perdendo a sua funcdo de absorcdo do alimento, e os filamentos branquiais
comegam a desenvolver-se. Apds atingirem a metamorfose, aproximadamente 20 dias desde a
fertilizagdo, as larvas transformam-se em pds-larvas, com um tamanho aproximado de 250 um,
sendo posteriormente transferidas para a sala do pds-larvario.

Esta sala estd equipada com tanques cilindrocénicos de 450 L, semelhantes aos utilizados na
fase larvar, mas com uma modificagdo especifica: um sistema de setting system. No interior de
cada tanque é colocado um tambor, com 50 cm de didametro, inicialmente com uma malha de
125 um, que depois vai sendo substituida durante o crescimento das pds-larvas. Este tambor
funciona como suporte para a reten¢do das pds-larvas, facilitando a renovag¢do da agua. Cada
tambor encontra-se equipado com um sistema de air-lift, construido com tubos de PVC, que
promove a circulacdo da agua no interior do tambor e assegura uma oxigenacdo adequada.
Relativamente a sua alimentacdo, a dieta continua a ser feita com microalgas vivas, fornecidas
em concentragdes adaptadas ao crescimento das pds-larvas. As espécies de microalgas utilizadas
sdo geralmente as mesmas da fase larvar, embora em quantidades progressivamente superiores.
A qualidade da agua é rigorosamente monitorizada, com controlo da temperatura, arejamento
e pH, assegurando condig¢des ideais para o desenvolvimento.

O cultivo é realizado em circuito fechado. Assim sendo, sdo realizadas trocas de agua todos
os dias. Os tanques sdo esvaziados e as pods-larvas sdo lavadas cuidadosamente com dagua
salgada. De seguida, é retirada uma amostra de cada tanque para se realizar uma observac¢do ao
microscépio. Deste modo, é possivel acompanhar o processo de crescimento das pés-larvas. E
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realizada uma avaliagdo microscépica em 10 pds-larvas de cada tanque consoante uma escala
de 0-4. Estes dados sdo anotados na folha de registo diario da sala do pds-larvario cultivo. A nivel
interno é avaliada a qualidade do estdmago e a quantidade de lipidos. A nivel externo é realizada
uma medicdo do comprimento total da concha. Caso se verifique, também é registada a
existéncia de mortalidade e/ou contaminagdo. A qualidade da pds-larva é influenciada pela cor
do estdmago e pela quantidade de lipidos. A presenca de um estébmago escuro e uma elevada
quantidade de lipidos sdo indicadores visuais de um bom desenvolvimento fisiolégico (figura 36).

Figura 36 - Pds-larvas de améijoa-macha (V. corrugata ). (A) Medigdo do comprimento total da
concha. Tamanho da concha: 310 um; (B) Avaliagdo do estémago e dos lipidos.

Posteriormente, os tambores sdo colocados em novos tanques de 450 mL, preparados
previamente com dgua salgada e pH ajustado com uma solu¢do de carbonato de sddio. De
seguida as poés-larvas sdo alimentadas com a dieta de microalgas vivas.

3.9. Sala da Semente

Apds um periodo aproximado de duas semanas na sala do pds-larvério, as pds-larvas
atingem um comprimento médio de 400 micras. A partir deste momento, as pds-larvas passam
a ser designadas por sementes. Na sala da semente, os individuos permanecem em condi¢des
controladas de densidade e qualidade da agua até atingirem o comprimento ideal para a sua
saida da maternidade (1800 micras). As rotinas didrias na sala de semente incluem operagGes
de higienizacdo e manutengdo que visam garantir a qualidade do ambiente de cultivo e o bem-
estar dos animais. Estas atividades compreendem a: lavagem das sementes para remocdo de
residuos organicos e particulas em suspensdo aderidas aos individuos; a lavagem dos crivos e
tanques para a prevencdo do acumulo de matéria organica e controlo do desenvolvimento de
agentes patogénicos e a monitorizacdo de pardmetros fisico-quimicos, como a avaliacdo da
temperatura e pH.
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As estruturas utilizadas nesta fase sdo iguais as aplicadas na fase do pds-larvdrio,
nomeadamente os setting systems e os air-lifts, que permitem a manutencdo de condicdes
adequadas de circulacdo da 4dgua e retencao dos organismos (figura 37. A). Nesta sala, utilizam-
se dois sistemas de cultivo para as sementes de améijoa: o sistema de downweller e o sistema
de upweller (Hadley & Whetstone, 2007). Downwellers, sdo cilindros abertos nas extremidades,
normalmente construidos com tubo de plastico, suspensos num tanque. O fundo do cilindro é
coberto com uma malha fina que sustenta as améijoas. Antes de serem transferidas para os silos,
as améijoas devem ter um tamanho suficiente para se manterem numa malha de 150 um.
Malhas mais finas entopem com facilidade, obstruindo o fluxo de dgua. A agua (e o alimento)
circula através dos silos por meio de sistemas de air-lift. Num downweller, o air-lift esta
posicionado fora do cilindro e move a agua do reservatdrio para o interior do silo (figura 37. C).
Os downwellers sdo usados geralmente, nas fases iniciais pds-fixacao, quando as améijoas ainda
sdo pequenas e podem ser sugadas pelo air-lift. Quando as améijoas atingem cerca de 0,5 mm
de comprimento da concha, os silos podem ser convertidos em upwellers, movendo-se o air-lift
para o interior do cilindro, de forma a puxar a dgua de baixo para cima através das améijoas
(figura 37. B) (Hadley & Whetstone, 2007). Os upwellers consistem numa estrutura cilindrica
construida em fibra de vidro, plastico ou PVC. Uma malha é firmemente fixada numa das
extremidades do cilindro, servindo de superficie de suporte para a semente (Tarnecki et al.,
2023). Os silos sdo suspensos dentro de um tanque. O volume do tanque deve garantir pelo
menos 0,5 ml de dgua por améijoa. O alimento é adicionado ao tanque por doses ou através de
fornecimento continuo. Toda a agua do reservatdrio deve ser renovada regularmente —
idealmente todos os dias, mas pelo menos trés vezes por semana (Hadley & Whetstone, 2007).
Entre estes dois sistemas, o mais comum e utilizado em maternidades é o sistema de fluxo
ascendente ou upweller (Gosling, 2008). Os sistemas de upweller sdo particularmente
influenciados pelo fluxo de 4gua, que regula a disponibilidade de alimento, o oxigénio e a
qualidade da 4gua, sendo que, em geral, o sistema de upweller apresenta uma capacidade de
densidade de cultivo muito superior a de outros métodos (figura 38) (Campbell et al., 2020).
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Figura 37 - Cilindros de cultivo pdés-fixagdo em sistema de downwelling e upwelling (Fonte: Hadley & Whetstone,
2007 - Hard clam hatchery and nursery production).
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Figura 38 - Sistema de Upweller na sala da
semente.

Além das rotinas didrias, realiza-se periodicamente a crivagem das sementes. Este
procedimento consiste na separacao dos individuos por classes de tamanho, recorrendo a crivos
de diferentes malhas, consoante o tamanho das sementes do lote em especifico. A crivagem é
um procedimento essencial para promover a homogeneidade do lote, evitando discrepancias
significativas de tamanho, reduzir a competicdo intraespecifica por recursos limitados,
nomeadamente alimento e espaco, e remover organismos mortos ou debilitados que possam
comprometer a qualidade da dgua e facilitar a proliferacdo de patégenos. Adicionalmente, este
processo permite selecionar os individuos com melhor desempenho, que serdo utilizados nas
fases subsequentes do crescimento. A segrega¢do por tamanho reveste-se de grande
importancia zootécnica, dado que populacées com elevada variabilidade morfométrica tendem
a apresentar competigcdo assimétrica. Nestes contextos, os individuos de maiores dimensdes
beneficiam de maior eficiéncia na captura de alimento, apresentando taxas de crescimento
superiores, enquanto que os de menor tamanho tendem a ser preteridos, acumulando défices
nutricionais que culminam frequentemente na mortalidade. Os eventos de mortalidade,
sobretudo quando ndo identificados precocemente, resultam na degradacao da qualidade da
agua, com aumento de compostos azotados e matéria organica particulada. Estas alteragdes tém
um impacto negativo no desempenho fisioldgico dos individuos sobreviventes, comprometendo
o crescimento, a robustez imunoldgica e a eficiéncia alimentar. Assim, a gestdo rigorosa das
rotinas de limpeza e a realizagdo regular de crivagem constituem medidas indispensaveis ao
sucesso do processo produtivo.

Apods a crivagem, as sementes sdo colocadas em crivos pequenos e transportadas para o
laboratdrio, onde se procede a contagem (figura 39). Para cada tamanho, pesa-se o crivo com as
améijoas e realizam-se cinco contagens, procurando ter cerca de 100 individuos por amostra.
Com estas contagens obtém-se o numero de individuos vivos e mortos em cada classe de
tamanho. De seguida, calcula-se a média dos resultados e os valores sao inseridos num ficheiro
de Excel, que gera a taxa de mortalidade do lote. A tabela IV apresenta a quantidade a pesar em
funcdo do tamanho das améijoas.
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Tabela IV - Peso por amostra a contar consoante o tamanho das améijoas.

Tamanho Peso por amostra a

(micras) contar (g)
300 0.005
400 0.008
500 0.015
600 0.03
750 0.077

1000 0.3
1500 0.75
1800 1.04
2000 1.5
2400 24
3300 5.0

Figura 39 - Pesagem e contagem da semente.

Quando a semente atinge o tamanho de 1.8 milimetros, é realizado o acondicionamento do
lote pretendido em sacos de rede, numa caixa com isolamento térmico. Segue-se o transporte
desde a maternidade até a unidade de pré-engorda, em Sines, e numa fase mais avangada,
seguem para o viveiro em mar aberto localizado em Lagos, onde os organismos completam o
seu ciclo de crescimento até atingirem o tamanho comercial de 32-40 mm (2-4 cm).

4.Programas de melhoramento seletivo

No ambito da otimiza¢do da produgdo aquicola, a Oceano Fresco implementa programas de
melhoramento seletivo direcionados para a espécie V. corrugata (améijoa-macha), com o
objetivo de potenciar caracteristicas genéticas desejaveis, nomeadamente o crescimento mais
rapido, maior taxa de sobrevivéncia, resisténcia a doencas e melhor adaptacao as condi¢des de
cultivo em maternidade e em viveiro. O ciclo de reprodugdo é induzido em ambiente laboratorial,
com manipulagdo das varidveis ambientais como temperatura e fotoperiodo, de modo a
sincronizar a desova e otimizar a fecundagao. As desovas sao monitorizadas e os cruzamentos
sdo realizados de forma controlada, promovendo a variabilidade genética dentro das linhagens
e evitando fenédmenos de consanguinidade. Este esfor¢o de melhoramento genético constitui
uma estratégia a longo prazo, alinhada com os objetivos de sustentabilidade e competitividade
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da producdo de bivalves em ambiente aquicola, contribuindo também para a conservagao da
espécie e a reposicao dos stocks naturais, quando aplicavel.

O conhecimento dos recursos genéticos das espécies, ou seja, de todas as informagoes
genéticas ou gendmicas de um grupo de individuos representativos de uma espécie que constitui
um recurso natural, tornou-se cada vez mais importante. Isto devido a descoberta da
importancia dos indicadores genéticos para a conservagao das espécies, a obtencdo de matéria-
prima suficiente para gerar programas de melhoria bem-sucedidos, a sustentabilidade dos
bancos naturais e a gestdao adequada dos recursos genéticos. Os programas de melhoramento
genético exigem gestdo reprodutiva ao longo de todo o ciclo da espécie (Astorga, 2014). As
maternidades de moluscos oferecem a oportunidade de gerir a reproducdo, de modo a que
carateristicas positivas possam ser introduzidas ou mantidas nos moluscos que estdo a ser
produzidos comercialmente. O foco desta criacdo pode estender-se a manutencdo da
diversidade genética, através de carateristicas que proporcionam uma vantagem comercial
direta, como o crescimento, o rendimento e a capacidade de sobrevivéncia. Outras carateristicas
gue proporcionam a diferenciacao do produto, como a forma e a cor da concha, também podem
ser selecionadas (Duthie, 2010). O objetivo dos programas de melhoramento é melhorar uma
ou mais caracteristicas de importancia comercial, como taxa de crescimento, rendimento,
pigmentacao da concha, tolerancia a temperatura e resisténcia a doengas. Como a lucratividade
é uma das principais medidas de sucesso dos programas de melhoramento, os programas
existentes para moluscos frequentemente estabelecem metas de melhoramento com base em
informacdes da industria (Hollenbeck & Johnston, 2018).

Foi descrito por Newkirk (1980) que existia um potencial consideravel de melhoramento
genético das unidades populacionais aquicolas. No entanto, ndo havia evolucdo ao nivel de
melhoramento genético nas populagdes de moluscos, apesar de existir um controlo o ciclo de
vida de todas as espécies comercialmente importantes. Newkirk (1980) também referiu a
existéncia de varios estudos que fornecem uma indica¢do do potencial de reproducdo seletiva,
tanto através de estudos de hereditariedade como de sele¢Ges experimentais. Estes estudos
indicam que existe o potencial esperado e que o que é necessario a seguir € um grande empenho
no desenvolvimento de linhas selecionadas. Décadas de estudos genéticos que envolvem os
moluscos bivalves revelaram uma série de caracteristicas que os diferenciam de outras espécies
de aquacultura. Em particular, os moluscos demonstraram exibir niveis extremamente altos de
diversidade genética, desvios das propor¢des em populagdes selvagens, marcadores em
cruzamentos em pares, alta incidéncia de alelos nulos em marcadores genéticos e correlagdes
entre caracteristicas de aptidao e niveis de heterozigosidade. O encerramento do ciclo de vida
das espécies em centros de incubac¢do pode garantir a independéncia em relagdo as populagdes
selvagens e permite o melhoramento genético a longo prazo dos reprodutores através da
reproducdo seletiva. As técnicas gendmicas tém o potencial de revolucionar os programas de
melhoramento, melhorando a compreensdo das carateristicas da genética dos moluscos que
podem constituir um desafio para a aquacultura intensiva e fornecendo um novo conjunto de
ferramentas para o melhoramento genético. O futuro da aquacultura industrializada de
moluscos passa, sem duvida, pelo fecho do ciclo de vida de mais espécies e pelo
desenvolvimento de maternidades que possam fornecer uma producdo suficiente de sementes
para cultivo no mar, permitindo ao mesmo tempo a reproducdo seletiva para melhorar
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carateristicas comercialmente importantes, como o crescimento, o rendimento da carne, a
resisténcia as doencas e a tolerancia ao stress (Hollenbeck & Johnston, 2018).

Os programas de melhoramento bem-sucedidos foram estabelecidos para bivalves em todo
o mundo, incluindo abordagens baseadas em selecdo em massa e selecdo familiar. Na selecdo
em massa, os individuos sdo geralmente escolhidos com base no seu desempenho em
comparagao com a média da popula¢do para uma determinada caracteristica (por exemplo, o
crescimento), sem considerar totalmente a estrutura familiar. Esta estratégia pode ser eficaz,
mas apresenta o risco de depressdo endogamica e é adequada apenas quando o foco estd em
uma ou duas caracteristicas. Por outro lado, a selecdo familiar baseia-se em informacao
genealdgica, sendo escolhidos para reproducdo os individuos provenientes das familias com
melhor desempenho. Esta abordagem permite uma manutencdo mais eficaz da diversidade
genética (Nascimento-Schulze et al., 2021). O uso correto dos recursos genéticos permite que a
espécie seja desenvolvida de forma sustentavel, mantendo-a para as geracdes futuras; essas
informacgGes também sdo a base para novos programas de melhoramento genético em espécies
em estdgios iniciais ou avancados da aquacultura. Niveis adequados de variabilidade devem
entdo ser mantidos ao longo do tempo, monitorando a variabilidade genética para evitar o
excesso de consanguinidade. Esses fatores — que exigem a aplicacdo de biotecnologias ou a
elaboracdo de planos de melhoramento genético — foram identificados como importantes para
iniciar a producdo aquicola (Astorga, 2014). A falta de controlo da qualidade dos gametas
durante a desova artificial pode resultar numa grande variabilidade na taxa de desenvolvimento
dentro de um mesmo lote (Nascimento-Schulze et al., 2021). Se for desejado realizar uma
reproducdo controlada, as améijoas sao induzidas a desovar em copos individuais, permitindo
assim o controlo da fertilizacdo. Se o objetivo for apenas produzir larvas e a parentalidade ndo
for importante, é mais facil realizar uma desova em massa, colocando as améijoas num
recipiente comum. O esperma libertado pelos machos na desova ird estimular outras améijoas
a desovar também, e os ovdcitos serdo fertilizados nesse mesmo recipiente comum (Hadley &
Whetstone, 2007).

Devido a sua praticidade, a desova em massa é um procedimento comum na fertilizagcdo
artificial. No entanto, esta abordagem ndo controla a contribui¢dao parental e pode resultar numa
reducdo do numero efetivo de progenitores envolvidos no programa. Além disso, como os
individuos com melhor desempenho podem ser excluidos dos cruzamentos, a desova em massa
pode limitar a precisdo do programa de melhoramento. Apesar disso, os bivalves apresentam
niveis elevados de fecundidade e a fertilizagdo ocorre normalmente com sucesso, sendo
geralmente obtido um numero suficiente de descendentes (Nascimento-Schulze et al., 2021).

Na maternidade, o programa de melhoramento teve inicio com a escolha de reprodutores
de améijoa-macha (V. corrugata ). Realizou-se o sacrificio de pelo menos 10 individuos de cada
lote escolhido e observou-se uma amostra da génada de cada individuo ao microscdpio 6tico,
tal como descrito anteriormente na sec¢do da desova. Apds esta seleg¢do, os reprodutores foram
mantidos em caixas, separadamente dos restantes da produc¢do. 24 horas antes da inducdo a
desova, todos os individuos foram submetidos a um jejum. A desova foi realizada por meio de
mudancas bruscas de temperatura de agua (choque térmico) em intervalos de 1 a 2 horas, e,
para além deste método, foram adicionados outros estimulos, tais como, fitoplancton e esperma
de algum macho sacrificado (figura 40. C e D). A desova foi realizada em caixas retangulares com
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uma abertura (figura 40. A), de modo a facilitar a troca de agua (figura 40. B). Durante o choque
térmico, observou-se o comportamento das améijoas, com o auxilio de uma lanterna. Quando
as ameéijoas comecaram a desovar, foram separadas das restantes em recipientes
individualizados para a realiza¢do da fertilizacdo controlada (figura 40. E). Através da figura 41, é
possivel visualizar a diferenca entre o filamento continuo de aspeto leitoso produzido pelos
machos e, no caso das fémeas, a emissdo um fluido de aparéncia mais granular. Apds a
fertilizagdo controlada, realizou-se a contagem do nimero de ovos fertilizados (figura 40. F e G),
com a auxilio de uma cdmara de Sedgwick-Rafter, e os mesmos foram colocados em tanques
com um volume de 100 L (figura 40. H), preparados previamente com agua salgada, arejamento
constante e pH ajustado com bicarbonato de sédio. Cada tanque foi identificado com o nimero
pertencente a cada macho e fémea, com o nimero da familia e com a quantidade de ovos, de
modo a manter a rastreabilidade de cada familia.

Figura 40 - Procedimentos para a obten¢do da desova. (A) e (B) indugdo de choque térmico; (C) e
(D) adigdo de estimulos de fitoplancton e esperma de machos sacrificados; (E) separagdo de machos
e fémeas em goblets; (F) e (G) contagem do nimero de ovos obtidos na cdmara de Sedgwick-Rafter
e (H) colocagdo dos ovos no tanque.
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Figura 41 - Exemplares de V. corrugata durante a indugdo da
desova. (A) fémea a emitir odcitos e (B) macho a emitir esperma.

5. Otimizacao da produtividade do cultivo de sementes de améijoa
no sistema Upweller

O presente projeto foi concebido e desenvolvido no ambito do estagio curricular realizado na
Oceano Fresco, tendo a sua execugdo resultado de uma solicitacdo expressa por parte da
entidade de acolhimento. A definicdo do tema e dos objetivos decorreu das necessidades
identificadas pela empresa, assegurando a relevancia pratica do estudo e, simultaneamente,
permitindo a articulacdo entre a aplicacdo profissional e a consolidacdo da formacdo académica.

Resumo

A densidade de povoamento é um dos principais fatores que influenciam o crescimento de
sementes de bivalves em maternidades. Este estudo avaliou o impacto de diferentes densidades
iniciais de cultivo no desempenho da améijoa-macha (Venerupis corrugata) em sistema upweller,
utilizando sementes com tamanho inicial de aproximadamente 1,5 mm. Foram conduzidos
quatro ensaios de 15 dias, testando densidades entre 75 g e 650 g por crivo. Os resultados
mostraram que densidades baixas (75-185 g) promoveram maiores ganhos percentuais de
biomassa (até 148 + 30 %), embora com produgdo absoluta limitada. Densidades elevadas (=500
g) resultaram em crescimento e sobrevivéncia reduzidos, evidenciando os efeitos negativos do
sobrepovoamento. A densidade de 280 g destacou-se como a mais eficiente, apresentando
simultaneamente a maior produgdo absoluta (305 + 71 g) e um ganho relativo (109 + 25 %). Estes
resultados sugerem que densidades intermédias representam a estratégia mais adequada para
otimizar a produgdao de sementes em maternidade, conciliando produtividade, uniformidade e
eficiéncia no uso de recursos.

Palavras-chave: Venerupis corrugata, aquacultura, juvenis de bivalves, densidade de cultivo,
upweller.

Abstract

Stocking density is a key factor influencing the growth of bivalve seeds in hatcheries. This study
evaluated the effect of different initial stocking densities on the performance of the carpet shell
clam (Venerupis corrugata) in an upweller system. Four 15-day trials were carried out, testing
densities ranging from 75 g to 650 g per sieve. Results showed that low densities (75-185 g)
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promoted higher relative biomass gains (up to 148 + 30 %), although with limited absolute
production. High densities (=500 g) led to reduced growth and survival, highlighting the negative
effects of overcrowding. The 280 g density was identified as the most efficient, combining the
highest absolute production (305 + 71 g) with a relative gain (109 * 25 %). These findings suggest
that intermediate densities represent the most suitable strategy to optimize seed production in
hatcheries, balancing productivity, uniformity, and resource efficiency.

Keywords: Venerupis corrugata, aquaculture, bivalve juveniles, stocking density, upweller.

5.1. Introducgdo

A producgdo sustentdvel de sementes de bivalves, como é o caso da améijoa-macha (V.
corrugata), assume uma importancia econdmica e ecoldgica significativa em vdrias regioes
costeiras. A implementacdo de sistemas de cultivo eficientes é essencial para garantir o
fornecimento continuo de juvenis para as fases subsequentes de engorda, assegurando
simultaneamente taxas de crescimento elevadas e uma producdo de qualidade. As maternidades
comerciais fornecem, geralmente, sementes de bivalves com tamanhos consideravelmente
reduzidos (entre 1,5 a 5 mm), sendo necessdrio um sistema intermédio para o crescimento
destas sementes até atingirem um tamanho adequado para a sua transferéncia para sistema de
cultivo de maior escala. As condicdes de cultivo controladas proporcionadas pelas maternidades
favorecem uma maior taxa de sobrevivéncia e um crescimento mais rapido das sementes.
Tradicionalmente, as maternidades de bivalves utilizavam canais longos com fluxo lento de agua
do mar sobre os juvenis, aumentando gradualmente esse fluxo a medida que os organismos
cresciam. Este método foi progressivamente substituido pelas tecnologias upweller e
downweller. Nos sistemas upweller, a d4gua atravessa a massa de sementes de améijoa, podendo
ser movimentada de forma passiva (utilizando ar) ou ativa (por fluxo forcado). Ja nos sistemas
downweller, a dgua é movimentada por gravidade através das unidades de cultivo que contém
os juvenis (Pfeiffer & Rusch, 2001). Os sistemas upweller sao amplamente utilizados na produgdo
de sementes de bivalves, dada a sua eficiéncia em promover o crescimento através de um fluxo
continuo de agua rica em nutrientes. Este tipo de sistema consiste em tanques nos quais as
sementes sdao mantidas em compartimentos perfurados ou redes, permitindo a passagem
constante de agua de baixo para cima, assegurando uma renovag¢do continua da dgua e uma
distribuicdo uniforme das particulas alimentares disponiveis (Acquafredda et al., 2022). Este
fluxo também favorece a remogdo eficiente de residuos metabdlicos e a manutengdo de
condi¢Ges ambientais adequadas para o crescimento sauddvel das sementes. Segundo Bacher &
Baud (1992), os principais fatores a considerar para um crescimento otimizado de bivalves num
sistema upweller incluem a temperatura, a disponibilidade de alimento, a densidade de cultivo
e o fluxo de agua. A densidade é um fator critico, pois densidades elevadas podem gerar
competicdo por recursos e espaco, levando a crescimentos desiguais e a um maior risco de
doengas. Por outro lado, densidades demasiado baixas podem comprometer a viabilidade
econdmica da producdo. Assim, é essencial encontrar um equilibrio entre o desempenho
bioldgico e a eficiéncia produtiva.

Este estudo foi realizado no decorrer do estagio com a empresa Oceano Fresco, com o
objetivo de obter dados relevantes para a otimiza¢do da producao de sementes na maternidade.
Entre os parametros de cultivo, a densidade destaca-se como um dos fatores que mais
influenciam o crescimento e a mortalidade dos individuos, uma vez que a taxa de crescimento
tende a diminuir com o aumento da densidade. Por isso, € fundamental determinar a densidade
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ideal, ou seja, o peso de individuos por cm?, a ser alocado em cada crivo. Assim, sera possivel
alcancar uma populacdao mais homogénea, com menor taxa de mortalidade e maior eficiéncia
no consumo de recursos, reduzindo também o tempo necessario para o cultivo de sementes.
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto de diferentes
densidades de cultivo no crescimento de sementes de améijoa-macha num sistema upweller,
com base no crescimento, ganho de biomassa e eficiéncia na utilizagdo de recursos num contexto
de producdo em maternidade.

5.2. Metodologia

5.2.1. Sistema de cultivo e montagem experimental

O presente estudo avaliou o impacto de diferentes densidades iniciais sobre o crescimento
ao longo de um periodo experimental de 15 dias. Os ensaios foram conduzidos num sistema
upweller constituido por duas caixas pldsticas retangulares, cada uma equipada com quatro
crivos circulares em PVC, totalizando oito unidades experimentais por ensaio. Estes crivos foram
dispostos sobre uma estrutura metdlica elevada, permitindo a circulacdo ascendente de agua do
mar previamente filtrada, assegurando a distribuicdo uniforme do fluxo e a adequada
oxigenacao dos juvenis.

Cada crivo apresentava uma darea Gtil de 452 cm? e uma malha com abertura de 600 pum,
apropriada para o cultivo de sementes com tamanho inicial médio de 1500 um (1,5 mm). A
configuracdo do sistema encontra-se ilustrada na figura 42.

Figura 42 -Montagem do sistema experimental com dois
upwellers e oito crivos circulares.

O sistema operava com circulacdo continua de agua do mar previamente filtrada,
assegurando a renovagdo permanente do meio e a estabilidade dos parametros fisico-quimicos
ao longo dos ensaios. O sistema encontrava-se ligado ao circuito de produ¢do da sala da
semente, assegurando o fornecimento continuo de dgua do mar e mantendo as condicGes reais
de cultivo utilizadas em ambiente produtivo.

5.2.2. Desenho experimental
O estudo seguiu um desenho experimental com quatro ensaios consecutivos, cada um com
a duragdo de 15 dias (figura 43). Em cada ensaio foram testadas quatro densidades iniciais
diferentes de sementes (em gramas por crivo), conforme apresentado na tabela V Cada
densidade foi testada em duplicado (dois crivos por densidade), perfazendo um total de oito
unidades experimentais por ensaio e 32 unidades no total. Na tabela VI apresentam-se os
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parametros experimentais referentes ao Ensaio 1. Os restantes ensaios seguiram a mesma
estrutura experimental, variando apenas nas datas, no lote e na densidade.

Upweller A-B Upweller C-D

A B C D

Header
tank

Figura 43 - Representacdo esquematica do desenho experimental
adotado no estudo. (A-D) Sistema de Upweller, composto por duas caixas
principais. Header tank (Tanque central) conectado as duas caixas. Setas
azuis correspondem a circulagdo do mix (dgua mais o alimento).

Tabela V - Densidades iniciais (g/crivo) utilizadas nos quatro ensaios experimentais.

Ensaio Densidade 1 Densidade 2 Densidade 3 Densidade 4
(g/crivo) (g/crivo) (g/crivo) (g/crivo)
1 75 185 280 500
2 650 185 280 500
3 215 280 - -
4 280 300 350 400

Tabela VI - Resumo dos pardmetros experimentais (Ensaio 1) utilizados para caracterizar as condigdes de cultivo em
sistema de upweller.

Numero do ensaio 1
Data de inicio 12/11/2024
Data de fim 26/11/2024
Fluxo por tanque 640
(L/h)
Fluxo por crivos 160
(L/h)
Fluxo por crivos 2,67
(LPM)
Fluxo por crivos 444
(mL/10s)
Alimentacgdo Igual a producdo
Tamanho inicial > 1500
Lote VC2407
Data da desova 13/08/2024
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Densidade de 75
cultivo 1 (g/ crivo
pequeno)
Densidade de 185
cultivo 2 (g/ crivo
pequeno)
Densidade de 280
cultivo 3 (g/ crivo
pequeno)
Densidade de 500
cultivo 4 (g/ crivo
pequeno)
Area do crivo (cm?) 452
Tamanho da malha 600
do crivo (micras)
Biomassa total 2080
necessaria (g)

As densidades foram ajustadas entre ensaios com base nos resultados previamente obtidos,
com o objetivo de alcangcar a gama ideal para o crescimento das sementes em ambiente
controlado, mas também de maximizar a produg¢do de sementes por unidade. Antes do inicio de
cada ensaio, as sementes foram submetidas a um processo de crivagem, de modo a garantir a
homogeneizacdo do tamanho e a distribui¢do equitativa por densidade (figura 44).

A

Figura 44 - Crivagem do lote de sementes usado nos ensaios.
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No final de cada ensaio foi considerada a possibilidade de avaliagdo da sobrevivéncia das
sementes, através da contagem de individuos vivos e mortos (figura 45). Esta analise foi realizada
apenas nos dois Ultimos ensaios, uma vez que inicialmente o foco incidiu exclusivamente nos
parametros de biomassa. Assim, os dados de sobrevivéncia apresentados referem-se
unicamente ao Ensaio 3 e ao Ensaio 4.

Figura 45 - Pesagem do lote e contagem do nimero de sementes vivas e
mortas.

Durante a realizagdo dos ensaios, foram monitorizados diariamente os seguintes parametros
ambientais, de forma a garantir a estabilidade das condi¢Ges de cultivo:

- Temperatura da agua (°C) e pH, avaliados com uma sonda portatil (GroLine, HI98118, Hanna
Instruments) previamente calibrada;

- Clorofila total (pg/L), estimada por um Fluorimetro (AquaFlash, Handheld Active
Fluorometer, Turner Designs);

- Contagem de microalgas residuais (células/mL), realizada por contagem direta em cdmara
de Neubaeur.

Todos os dados foram registados em ficheiro de Excel, permitindo o controlo diario e a
detecdo de eventuais variagdes ambientais que pudessem influenciar os resultados.

5.2.3. Recolha e andlise dos dados
No final de cada ensaio, as sementes foram recolhidas cuidadosamente, lavadas com
agua do mar e ligeiramente secas com papel absorvente para remover o excesso de humidade.

A biomassa final (g/crivo) foi determinada com recurso a uma balanca de precisdo.
Com base nestes dados, foram feitos os seguintes calculos:

- Crescimento médio diario (g/dia), e
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- Crescimento relativo (%).

Estes indicadores permitiram comparar o desempenho entre as diferentes densidades
testadas e avaliar a eficiéncia do sistema de cultivo.

Para avaliar a relacdo entre a concentragdo de clorofila total (ug/L) e os residuais de
microalgas (cel/mL), foi realizada uma analise de regressdo linear simples. Determinou-se a
equacio da reta de ajuste e o respetivo coeficiente de determinagdo (R?), de forma a quantificar
a proporg¢ao da variabilidade da clorofila total explicada pela concentragao residual de células de
microalgas.

Adicionalmente, nos dois Ultimos ensaios foi realizada a avaliacdo da sobrevivéncia,
recorrendo a contagem dos individuos vivos e mortos apds o término do periodo experimental.
Este parametro permitiu complementar a andlise do crescimento, fornecendo informacao
adicional sobre o impacto das densidades iniciais na viabilidade das sementes.

5.3.  Resultados

A producdo de biomassa apresentou variacdes em funcdo da biomassa inicial de
povoamento (figura 46). Na tabela VIl estd apresentada média e o desvio-padrdo referente a
producdo de biomassa por més nas diferentes densidades iniciais de cultivo. As densidades mais
baixas resultaram em producdes absolutas relativamente reduzidas, com médias de 107 + 23 g
para 75 g iniciais e 166 + 74 g para 185 g iniciais. Em densidades intermédias, os valores de
producdo aumentaram, com destaque para as biomassas iniciais de 215 g (142 + 14 g)e 280 g
(305 + 71 g), esta ultima representando o valor maximo registado. Para densidades mais
elevadas, a producdo de biomassa tendeu a diminuir, com médias de 198 + 44 g (300 g), 239
31 g (350 g), 262 + 14 g (400 g) e 241 + 50 g (500 g). A densidade mais elevada, de 650 g,
apresentou a menor producdo absoluta (85 + 48 g), refletindo uma quebra acentuada em relacao
as restantes condicGes testadas.

O ganho percentual de biomassa revelou uma tendéncia inversa a producdo absoluta,
diminuindo progressivamente com o aumento da biomassa inicial (figura 47).

Na tabela VIl esta apresentada média e o desvio-padrdo referentes ao ganho de
biomassa por més nas diferentes densidades iniciais de cultivo. O valor mais elevado foi obtido
para a densidade de 75 g, com um ganho médio de 143 + 30 %, seguido pela densidade de 280
g, com 109 + 25 %. Densidades intermédias (185—-350 g) apresentaram ganhos percentuais entre
52-75%, enquanto as densidades mais elevadas resultaram em ganhos reduzidos,
nomeadamente 36—48% para 500 g e apenas 13 + 7 % para 650 g.

De forma geral, as biomassas iniciais mais baixas (75—-185 g) e intermédias (215-300 g)
promoveram os maiores ganhos relativos, ainda que as producdes absolutas mais elevadas
tenham sido registadas nas densidades de 280—400 g. Em contraste, densidades mais elevadas
(2500 g) resultaram simultaneamente em producGes absolutas mais baixas e em ganhos
percentuais reduzidos, sugerindo que o aumento da densidade inicial exerceu um efeito
limitante na acumulagdo de biomassa.
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Tabela VII - Média e desvio-padrdo da Produgdo de biomassa por més em diferentes densidades iniciais de cultivo.

Média — Produgdo de biomassa por més

Biomassa inicial de cultivo (g)

Ensaio 75g 185¢g 215g 280g 300g 350g 400g 500 g 650 g
1 (A-D) 107g 166¢g 209 g 241 g
2 (A-D) 97¢g 133 g 177g 85g
3 (A-D) 142g 186¢g
4 (A-D) 305¢g 198g 239g 262¢g
DP - Biomassa de produgdo por més
Biomassa inicial de cultivo (g)
Ensaio 75¢ 185g 215g 280g 300g 350g 400g 500g 650¢g
1 (A-D) 23 g 74 g 12 g 50g
2 (A-D) 13 g 22 g 11g 48 g
3 (A-D) l4g 62g
4 (A-D) 71g 44 g 31lg l4g
Produgdo de biomassa em diferentes densidades iniciais de cultivo
. m1(A-D) ®2(A-D) ®3(A-D) ©4(AD)
£ g 23pg g
£ e b 1982

Figura 46 - Produgdo mensal de biomassa (em gramas) sob diferentes densidades iniciais de cultivo.

Biomassa inicial de cultivo

Os diferentes tons de azul representam os ensaios realizados.
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Tabela VIII - Média e desvio-padrdo do ganho de biomassa por més em diferentes densidades iniciais de cultivo.

Média - Ganho de biomassa por més (%)

Ensaio 758 185¢g 215g 280g 300g 350g 400g 500 g 650 g
1 (A-D) 143% 90% 75 % 48 %
2 (A-D) 52 % 48 % 36 % 13 %
3 (A-D) 67 % 67 %
4 (A-D) 109% 66% 69 % 66 %
DP - Ganho de biomassa por més (%)
Ensaio 758 185¢g 215g 280g 300g 350g 400g 500 g 650 g
1 (A-D) 30 % 40 % 5% 10 %
2 (A-D) 7% 8 % 2% 7%
3 (A-D) 6 % 22%
4 (A-D) 25% 14 % 9% 4%

Ganho mensal de biomassa em diferentes densidades iniciais de cultivo
W1(A-D) m2(A-D) ®W3(A-D) =4(A-D)

200%

180%

160%

140%

=1
g

100%

Ganho de biomassa (%)

®
2

5g 215¢g 2808 300g 3508 4008
Biomassa inicial de cultivo

Figura 47 - Percentagem de ganho mensal de biomassa sob diferentes densidades iniciais de cultivo. As

barras indicam a eficiéncia relativa da produgdo em fun¢do da biomassa.

A relacdo entre a concentracdo de clorofila total (ug/L) e os residuais de microalgas (cel/mL)
revelou uma associagdo positiva forte (figura 48). O ajuste linear apresentou um coeficiente de
determinac3o elevado (R? = 0,9672), indicando que aproximadamente 97% da variacdo da
clorofila total pode ser explicada pela variacdo na concentracdo residual de células de
microalgas. A equacdo da reta obtida foi y = 1,7537x, evidenciando que, para cada unidade de
aumento em residuais (cel/mL), hd um acréscimo proporcional de cerca de 1,75 pg/L na

concentracdo de clorofila total.
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180 y=1,6313x
*  R*=0,9776
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Clorofila total (micro g/L)
.

60 80 100 120

Residuais (Cel/mL)

Figura 48 - Correlacdo entre os residuais (cel/ mL) e a concentracdo de clorofila total (ug/ L).

5.4. Discussao

Os resultados obtidos demonstraram que a biomassa inicial condicionou a produgdo e o
ganho percentual de biomassa. Verificou-se que densidades baixas e intermédias
proporcionaram maiores ganhos relativos, ao passo que densidades mais elevadas ndo
produziram redug¢bes, mas sim aumentos mais modestos, quer em termos absolutos quer
percentuais. Em particular, a densidade de 75 g apresentou o maior ganho percentual (148 + 30
%), enquanto a densidade de 280 g registou a maior produgdo absoluta (305 + 71 g). Por outro
lado, a densidade mais elevada (650 g) conduziu simultaneamente a menor producdo e ao
menor ganho percentual, evidenciando o efeito negativo do sobrepovoamento.

Tendéncias semelhantes foram observadas em estudos anteriores com bivalves, onde
densidades reduzidas favoreceram o crescimento individual e a taxa de sobrevivéncia, ao passo
que densidades excessivas comprometeram o desempenho produtivo (Liu et al., 2006; Oliveira
et al., 2019; Zorita et al., 2021). Trabalhos realizados com outras espécies, como Crassostrea
gigas, Chlamys nobilis e Mytilus galloprovincialis, reforcam esta tendéncia, associando
densidades elevadas a crescimento reduzido, maior mortalidade e maior vulnerabilidade
fisiologica (Beadman et al., 2004; Ren & Ross, 2005; Marshall et al., 2014). Também um estudo
efetuado por Joaquim et al., (2016), refere que as condi¢gdes de densidade podem prejudicar o
desenvolvimento de individuos de V. corrugata em fase larvar, sendo que a eficiéncia da
utilizacdo dos alimentos pode diminuir devido ao stress criado pelo cultivo em alta densidade.
Tal situacdo poderd estar associada ndo apenas a menor disponibilidade de alimento, mas
também a restricdo do espaco de confinamento, a qual compromete a circulagdo e conduz a
degradacdo da qualidade da agua (Oliveira et al., 2019).

Os efeitos negativos de densidades elevadas podem estar associados a diferentes fatores.
Em primeiro lugar, a maior biomassa inicial aumenta a competicdo intraespecifica pela
disponibilidade de microalgas, reduzindo a ingestdao individual e, consequentemente, o
crescimento. Em segundo lugar, a limitagao de espaco fisico pode comprometer a circulagdo da
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agua nos crivos e a eficiéncia de filtracdo. Adicionalmente, o aumento do contacto entre
individuos e as condi¢des de sobrepovoamento podem induzir stress fisioldgico, aumentando os
custos energéticos de manutencgao e reduzindo a energia canalizada para o crescimento (Newell,
2004; Liu et al., 2019).

Do ponto de vista da producdo aquicola, os resultados sugerem a existéncia de um
compromisso entre a maximizacao da producdo absoluta e a otimizacdo do ganho percentual.
Densidades muito baixas, embora proporcionem elevados ganhos relativos, representam uma
perda para a empresa, pois implicam menor produgdo total, maior consumo de microalgas e
maior tempo de trabalho. Por outro lado, densidades demasiado elevadas penalizam ambos os
parametros. Assim, densidades intermédias, em particular a de 280 g, revelaram-se mais
vantajosas, permitindo alcancar uma elevada produc¢do absoluta sem comprometer de forma
acentuada o ganho percentual.

De acordo com Oliveira et al., (2019), a alimentagdo é um fator limitante do crescimento de
moluscos bivalves cultivados em altas densidades. Para estudar o efeito da densidade
populacional numa espécie-alvo, deve-se garantir que a alimentacdo ndo exceda uma
concentracdo maxima e minima desejavel. Deste modo, um outro aspeto a ter em conta na
realizagdo deste estudo é a alimentacdo fornecida ao longo do ensaio. Este sistema utilizava um
mix de microalgas produzido na maternidade, fornecido através do regime de alimentagdo
estabelecido para a producdo. No entanto, ndo foi possivel determinar a densidade celular
fornecida em cada alimentacdo, o que limita a avaliacdo precisa da quantidade de alimento
efetivamente disponivel para as sementes de V. corrugata em cada densidade. Esta falta de
quantificacdo pode ter introduzido variabilidade adicional, dificultando a distincdo entre os
efeitos da densidade inicial e os da disponibilidade alimentar. Seria, por isso, interessante
desenvolver no futuro um sistema que permitisse monitorizar de forma continua os residuais de
microalgas na agua de saida, de modo a avaliar melhor a fracdo de alimento efetivamente
ingerida, sobretudo em condi¢des de densidade muito elevada.

Do ponto de vista cientifico, a auséncia de um controlo rigoroso da densidade celular
representa uma limitagdo metodoldgica, uma vez que diversos autores demonstraram que a
concentracdo de microalgas fornecida influéncia diretamente as taxas de crescimento e de
sobrevivéncia dos bivalves (Walne, 1970; Helm et al., 2004; Rico-Villa et al., 2006). Contudo, em
contexto produtivo, a utilizacdo de misturas de microalgas produzidas localmente representa
uma pratica benéfica e eficiente, ndo so pela reducdo de custos, como também pela flexibilidade
e adequagao as necessidades globais do sistema de produgdo (Brown et al., 1997). Assim, ainda
que a alimentacgdo utilizada limite a precisdo cientifica do ensaio, ela reflete as praticas reais da
maternidade e garante a aplicabilidade pratica dos resultados obtidos.

Durante os ensaios, as algas residuais foram verificadas diariamente, para manter a mesma
concentracdo em cada tratamento alimentar e garantir que ndo faltasse alimento, especialmente
na densidade mais elevada. Assim, presume-se que o alimento nao foi um fator limitante. O
elevado valor de R? indica uma correlacdo muito forte entre a concentracdo residual de células
de microalgas e a concentragao de clorofila total, sugerindo que a clorofila € um bom indicador
da biomassa fitoplanctdnica presente no sistema. Esta relagdo é consistente com estudos prévios
que reportam a utilizacdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos, em particular a clorofila
a, como proxy da biomassa algal (Lorenzen, 1967; Strickland & Parsons, 1972).

A inclinacdo da reta (1,7537) reforca que mesmo pequenas varia¢Ges na densidade celular
residual resultam em aumentos substanciais na concentragdo de clorofila, evidenciando que a
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acumulagdo de pigmentos esta diretamente associada ao crescimento e disponibilidade de
microalgas na coluna de dgua. Este padrdao pode refletir ndo apenas a densidade celular, mas
também diferencas fisioldgicas das microalgas, como o teor de pigmentos por célula, o qual pode
variar em funcdo de condi¢Ges ambientais e nutricionais (Maclntyre, Kana, & Geider, 2000).

No contexto da maternidade de bivalves, esta forte correlacdo sugere que a monitorizagao
da clorofila total pode constituir uma ferramenta pratica para avaliar a disponibilidade de
alimento no sistema, servindo como indicador indireto da concentracdo de microalgas residuais
fornecidas as sementes. Tal abordagem tem sido defendida como alternativa em sistemas de
producdo onde a monitorizacdo celular continua é limitada ou dificil de implementar (Coutteau
& Sorgeloos, 1992; Helm et al., 2004). Deste modo, como a contagem direta de células residuais
€ um processo moroso e limita a frequéncia de recolha de dados, seria interessante avaliar em
estudos futuros se a utilizacdo exclusiva da clorofila pode fornecer estimativas fidveis da
concentracdo de células por mililitro, permitindo recolher um volume muito maior de
informacao.

Em sintese, os resultados confirmam que a densidade de cultivo é um fator determinante
para o sucesso na producdo de sementes de bivalves. A adocdo de estratégias de gestdo que
privilegiem as densidades intermédias poderd representar a melhor solugdo para otimizar
simultaneamente a produtividade do sistema e o desempenho individual, garantindo maior
eficiéncia no processo de cultivo de sementes de améijoa.

5.5.  Conclusao

O presente estudo demonstrou que a densidade inicial de cultivo influencia diretamente o
crescimento e a sobrevivéncia de sementes de améijoa-macha (V. corrugata ) em sistema
upweller. Os resultados evidenciaram que densidades baixas promoveram maiores ganhos
percentuais de biomassa, mas resultaram em producdes absolutas reduzidas. Por outro lado,
densidades elevadas (2500 g) comprometeram ambos os pardmetros, conduzindo a menores
valores de produgado e ganho relativo. A densidade intermédia de 280 g destacou-se como a mais
vantajosa, combinando elevada producdo absoluta com ganhos percentuais satisfatérios. Este
valor passou a ser adotado como referéncia pela Oceano Fresco, tendo resultado num aumento
significativo da produtividade da maternidade. Em sintese, este trabalho reforca que a densidade
de cultivo é um dos principais fatores a considerar na produgdo de sementes de bivalves em
sistemas upweller. A definicao de valores 6timos contribui ndo sé para aumentar o rendimento
imediato, mas também para gerar conhecimento cientifico aplicavel a gestdo sustentdvel da
espécie V. corrugata .
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