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Resumo

A améijoa japonesa (Ruditapes philippinarum) tem sido uma das espécies mais
amplamente introduzidas para fins de aquacultura na Europa devido ao seu elevado
crescimento, resisténcia e facilidade de captura e forte procura no mercado. A obtengéo
de sementes de améijoa para aquacultura dependia, até recentemente, da recolha em meio
selvagem, no entanto, durante as Ultimas duas décadas, foi observado um grave declinio
nas populacdes de bivalves refletindo-se diretamente na disponibilidade de sementes.
Estas limitagdes levaram a um aumento da necessidade de reproducgédo controlada em
maternidades e por consequente da necessidade de uma dieta equilibrada e formulada
para a nutricdo de bivalves que esteja disponivel comercialmente e que permita o

fornecimento continuo de alimento.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de cinco dietas no acondicionamento
de reprodutores de R. philippinarum das quais trés foram selecionadas para avaliar o seu
impacto a nivel do desenvolvimento gonadal, sendo utilizada uma dieta controlo a base
de microalgas vivas (dieta A), um concentrado liquido a base de microalgas inertes (dieta
B) e um po piloto a base de microalgas inertes combinadas com probidticos (dieta E). No
final do acondicionamento a dieta E revelou ter efeitos positivos no desenvolvimento
gonadal dos reprodutores apresentando a maior proporcdo de animais maduros (1G=4,07)
em comparagdo com a dieta A (1G=3,20). Em termos nutricionais a dieta A apresentou
um teor lipido significativamente mais elevado (73,92+41,79 pug mg™* PSLC) enquanto a
dieta E se destacou pelo teor proteico (846,65+289,99 ug mg™* PSLC). Adicionalmente
os dados sugerem que o decréscimo no indice de condicdo dos reprodutores esteja
associado a ocorréncia de uma desova no inicio do acondicionamento uma vez que

quando estes foram adquiridos ja se encontravam maduros.

Palavras-chave: Ruditapes philippinarum; acondicionamento de reprodutores; dietas de

microalgas; concentrado de microalgas; alimento inerte;
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Abstract

The Japanese carpet shell (Ruditapes philippinarum) has been one of the most widely
introduced species for aquaculture purposes in Europe due to its high density, ease of
capture, and strong market demand. Obtaining clam seeds for aquaculture depended, until
recently, on wild collection. However, over the last two decades, a severe decline in
bivalve populations has been observed, directly affecting seed availability. These
limitations have led to an increased need for controlled reproduction in hatcheries and
consequently to the necessity of a balanced, commercially available formulated diet for

bivalve nutrition, allowing for continuous food supply.

The aim of this study was to evaluate the effect of five diets on the conditioning of R.
philippinarum broodstock, of which three were selected to assess their impact on gonadal
development. A control diet based on live microalgae (diet A), a liquid concentrate based
on inert microalgae (diet B), and a pilot powder based on inert microalgae combined with
probiotics (diet E) were used. At the end of conditioning, diet E showed positive effects
on gonadal development of broodstock, exhibiting the highest proportion of mature
animals (IG=4.07) compared to diet A (IG=3.20). Nutritionally, diet A had a significantly
higher lipid content (73.92+41.79 ug mg! AFDW), while diet E stood out for its protein
content (846.65+289.99 pg mg! AFDW). Additionally, the data suggest that the decrease
in the condition index of the broodstock is associated with spawning at the beginning of

conditioning, as they were acquired already mature.

Keywords: Ruditapes philippinarum; broodstock conditioning; microalgae diets;

microalgae concentrate; inert food.
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1. Introducéo

O aumento exponencial da populacédo global resulta na necessidade da producéo de
alimentos, especialmente provenientes do mar. Desta forma a aquacultura constitui um
elemento essencial no futuro da inddstria alimentar e contribui ativamente para a reducéo
do défice existente entre a demanda de alimentos de origem marinha e reabilitacdo de

stocks selvagens para uma exploracao pesqueira sustentavel (FAO, 2022).

Segundo o ultimo relatério The State of World Fisheries and Aquaculture (SOFIA)
(FAO, 2022), em 2020 a producao total de pesca e captura de recursos registou 90,3
milhdes de toneladas apresentando um decréscimo de 4,0% face a média dos trés anos
anteriores (Figura 1). Esta diminui¢do compreende a pesca de captura marinha e em aguas
interiores (3,9% e 4,3%, respetivamente). Estima-se que esta queda esteja relacionada
com as interrup¢cbes nas operacfes pesqueiras devido a pandemia de COVID-19 e a
reducdo de capturas na China (10% menor em 2020). O pico registado nos trés anos
anteriores, em 2018, compreendeu uma producdo total de capturas de 96,5 milhdes de
toneladas devido as elevadas capturas de anchoveta (Engraulis ringens) (FAOQ, 2022).
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Figura 1- Capturas mundiais da pesca e producdo mundial aquacultura (FAO, 2022).
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Em 2020, a produgdo mundial no setor da aquacultura manteve-se estavel,
compreendendo 87,5 milhdes de toneladas de animais aquaticos, para fins alimentares,
35,1 milhGes de toneladas de algas como recurso alimentar e ndo alimentar e 700
toneladas de conchas e peérolas para uso ornamental, atingindo um total de 122,6 milhdes
de toneladas em peso vivo em 2020 (FAO, 2022). Em 2022 a producéo de outras espécies
de animais aquéticos de criacdo atingiu 17,7 milhGes de toneladas de moluscos,
principalmente bivalves e 11,2 milhGes de toneladas de crustaceos (Figura 2) (FAO,
2022).
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Figura 2 - Producdo mundial de aquacultura de animais aquéticos e algas desde 1990 até 2018 (FAQ, 2022).

Em Portugal a producdo de moluscos em aquacultura registou em 2020 um total de 9 863
toneladas correspondendo a 47,5% da producgéo, observando-se assim um aumento face
a 2019 (46,6%) que representou 58% da producéo aquicola total. Em 2020 as ostras foram
a espécie mais relevante, registando-se uma producao de 3 838 toneladas, mais de 50%
da produgdo de 2019, seguidas das améijoas que no mesmo ano registaram uma producao
de 3 659 toneladas, com um aumento de 11,7% e dos mexilhdes (Mytilus sp.) registando
uma producdo de 2007 toneladas, com um aumento de 37,7%. (DGRM, 2022). Neste
momento a apanha excessiva e a producdo irregular de améijoa-boa (Ruditapes
decussatus) levaram a grandes importacbes de améijoa-japonesa (Ruditapes
philippinarum), assim como ao desenvolvimento do cultivo desta espécie, apesar de ndo

ser permitida em Portugal a sua cultura ou transposi¢do, uma vez que se trata de uma
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espécie exotica invasora (IPMA, 2022), o que contribuiu para o decréscimo da améijoa-
boa (FAO, 2022).

Atualmente os bancos naturais de sementes de améijoa apresentam pouca
produtividade, condicionando a obtencdo de reprodutores utilizados em aquacultura
(Martini et al., 2023). A utilizagdo de espécies invasoras representa uma vantagem devido
a sua capacidade adaptativa e performance reprodutiva. A parte das vantagens
econdmicas do cultivo da améijoa japonesa, é inegavel que a introducdo e adaptacao de
espécies exoticas invasoras numa dada regido pode comprometer o ecossistema onde esta
prolifere (Maia et al., 2021). O impacto negativo de espécies exaticas gera problemas as
comunidades existentes a nivel da competicdo interespecifica por espaco e alimento
(Czech et al., 1997; Wilcove et al., 1998; Solidoro et al., 2000), predacdo (Cohen et al.,
1995; Levings et al., 2002) ou como vetor de transmissdo de agentes patogénicos ou
parasitas (Crowl et al., 2008). Os efeitos das espécies invasoras sobre as espécies nativas
sdo imprevisiveis e podem causar um declinio populacional ou até mesmo a sua extincao,
com graves consequéncias econdmicas e sociais por vezes de caracter irreversivel e de
dificil contabilizacdo (Maia et al., 2021).

1.1. Ruditapes philippinarum

Ruditapes philippinarum (Adams & Reeve, 1850) ou améijoa japonesa € um molusco
bivalve pertencente a familia Veneridae. Encontra-se amplamente distribuida nas costas
ocidentais do Oceano Pacifico, desde as Filipinas até a Russia e é caracterizada por
elevadas taxas de crescimento e elevada tolerancia a uma ampla gama de condicdes
ambientais (Coelho et al., 2021). A espécie foi acidentalmente introduzida nas costas
californianas durante a década de 1930 devido a importacdo de sementes de ostra do
Pacifico Crassostrea gigas do Japéo, espalhando-se por toda a costa do Pacifico até o
Alasca (Moura et al., 2017). Externamente, a améijoa japonesa dispde de uma concha
espessa, inequilateral e com bicos na metade anterior, apresentando estrias radiais bem
evidenciadas (FAO, 2022). O seio paleal € profundo e arredondado, sem chegar ao centro
da valva e apresentam um bordo liso (Garaulet, 2011). Na regido média as estrias
longitudinais sd&o menos evidentes e podem apresentar uma coloragdo castanha ou
amarela (Garaulet, 2011; FAO, 2022) formando diversos desenhos geralmente com
manchas ou bandas escuras concéntricas ou irregulares. O interior da concha apresenta
uma coloracdo esbranquicada podendo alguns individuos exibir uma cor purpura na

regido proxima ao umbo. Pode atingir até 8 cm de comprimento (Garaulet, 2011).
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Relativamente a sua morfologia interna observam-se dois sifdes fundidos na maior parte
do seu comprimento, sendo separados apenas nas pontas (Nerlovi¢ et al., 2016), um
manto, branquias, palpos labiais, musculo adutor e massa visceral e massa visceral
dividida em, pé, que permite a sua locomocao e massa visceral contendo os também se
divide em duas partes, 0 pé, que permite a locomogao e a propria massa visceral, onde se
encontram os sistemas reprodutivo, digestivo, nervoso e circulatorio (FAO, 2022).

Esta espécie nativa da regido do Indo-Pacifico e foi intencionalmente importada pela
primeira vez para a lagoa de Veneza, na Italia, em 1983, para fins experimentais de cultivo
e encontra-se distribuida no Mar Mediterraneo e na costa Atlantica (Martini et al., 2023).

Devido as suas caracteristicas de facil adaptacédo e reproducao esta tornou-se a espécie
preferida para a industria de produgdo de améijoas, o que impulsionou a sua introdugéo
em todo o mundo (Coelho et al., 2021) . O sucesso da colonizacao e adaptacdo da améijoa
japonesa no meio natural deve-se a caracteristicas particulares desta espécie tal como
rapida taxa de crescimento, época reprodutiva longa e elevada capacidade de reproducéo
(Moura et al., 2017; Moura et al., 2018). Além disso, esta espécie tem uma elevada
capacidade de filtracdo (0,96 dm3h™ind?) (Sorokin & Giovanardi, 1995) quando
comparada com Ruditapes decussatus (0,5 dm?3.h™.ind?) (Abidli et al., 2023) com a qual
compete no mesmo nicho ecolégico (Francisco et al., 2021). Morfologicamente € dificil
distinguir R. philippinarum de R. decussatus devido as suas semelhancas morfoldgicas,
por esta razdo, R. philippinarum é frequentemente submetida a fraudes alimentares, sendo
erroneamente identificada como R. decussatus que possui um valor comercial mais
elevado (Nerlovi¢ et al., 2016).

1.1.1. Aquacultura de améijoa japonesa

A Itélia ocupa a posi¢do de segundo maior produtor global de améijoa japonesa e
destaca-se como o principal produtor na Europa, contribuindo com 95% do rendimento
total e a sua producéo anual de améijoas atinge 33 500 toneladas (Bordignon et al., 2021).
A producéo italiana tem origem predominantemente no Mar Adriatico do Norte,
especialmente nas lagoas costeiras de Veneza e em areas como Marano, Scardovari e
Goro, onde a maior parcela da producéo resulta de atividades aquicolas (Chiesa et al.,
2011). Atualmente, a producédo de améijoa japonesa na Europa deriva principalmente da
pesca de populacdes selvagens, estabelecidas apds introducGes mediadas pelo homem

(Chiesaetal., 2011). E o caso de Franca, especificamente da Baia de Arcachon, onde toda
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a producdo provém de populagdes originalmente antropogenicamente introduzidas entre
1972 e 1975 (Bald et al., 2009; Bidegain & Juanes, 2013; Robert et al., 2013), assim como
Espanha (Bidegain & Juanes, 2013) e Portugal (Dias et al., 2019; Carvalho et al., 2020;
Martini et al., 2023).

A améijoa japonesa ocorre em Portugal ha mais de duas décadas e apesar do seu
cultivo ndo ser permitido, existem registos da sua ocorréncia em aguas portuguesas desde
o0 inicio da década de 80 sendo encontradas em diversos estuarios (Rio Tejo e Rio Sado),
sistemas lagunares (Ria Formosa e Ria de Aveiro) e lagoas costeiras (Lagoa de Albufeira
e Lagoa de Obidos) (Carvalho et al., 2020). Contudo, a exploragdo comercial intensiva
da améijoa japonesa € permitida ao abrigo da legislacdo em vigor (Pires, 2018).
Atualmente, a capturas podem ser realizadas na Ria de Aveiro com limites de peso e
tamanho minimo, sendo permitida a captura de 30 kg de améijoa japonesa, por
mariscador, com um tamanho minimo de 3,5cm. Este valor € muito superior ao permitido
para a améijoa boa, que esta estipulado um limite de 2 kg sem tamanho minimo de captura
(DGRM, 2022). A legislacdo atual aplicada a captura da améijoa japonesa permite
controlar a sua abundancia e expansdo na Ria de Aveiro proporcionando,
simultaneamente, um rendimento suplementar aos mariscadores e a preservacao das
populacdes de moluscos bivalves nativas de maior valor econdmico como a améijoa boa
(Pires, 2018). A exploracdo comercial da améijoa japonesa na Ria de Aveiro foi iniciada
em 2010, registando uma média de desembarques de aproximadamente 3 toneladas, com
um volume de vendas estimado em cerca de 5000€ (Francisco et al., 2021). Verificou-se
um aumento significativo das capturas num curto espaco de tempo, sendo que em 2012
os desembarques excediam as 437 toneladas anuais gerando um lucro de 840 000 € (Maia
et al., 2021). Estes valores justificam o impacto da introducdo de uma espécie invasiva e
a sua respetiva importancia comercial para as comunidades piscatérias da regido. O
declinio das populacbes selvagens da sua congeénere nativa R. decussatus, e
consequentemente os parcos rendimentos da pesca, contribuiram para a introducao desta
espéecie em diversas zonas de producdo de moluscos bivalves do pais. Além disso, as
populacbes de améijoa japonesa sdo, geralmente, extremamente abundantes, faceis de

capturar e possuem forte procura no mercado (Coelho et al., 2021; FAO, 2022).

A obtencédo de sementes de améijoa para aquacultura dependia, da recolha em meio
selvagem (Parisi et al., 2012; Robert et al., 2013), em lagoas costeiras, onde se registava

maior abundancia. No entanto, durante as ultimas duas décadas, foi observado um sério
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declinio nas populacdes de bivalves refletindo-se diretamente na disponibilidade de
sementes (Martini et al., 2023). As causas deste declinio residem em fendmenos que
atuam sinergicamente, como a apanha excessiva, aumento da temperatura da &gua do mar,
reducdo da salinidade em sistemas lagunares onde ocorre a producdo e ameijoa, anoxia,
eutrofizacdo, degradacdo da qualidade ambiental e doengas. As alteragdes climéticas
representam um potencial fator limitante, interferindo diretamente na sobrevivéncia e no
comportamento dos bivalves (Rato et al., 2022) e apesar da temperatura nao ser o Unico
fator ambiental, € um dos determinantes e que mais influencia a fisiologia e a distribuicéo
do habitat (Castro-Olivares et al., 2022; Matozzo et al., 2013; Sobral & Widdows, 1997).
No contexto das flutua¢Ges na salinidade, o agravamento do ciclo global de precipitacéo
e evaporacdo, associado ao aumento do fluxo de d&gua doce proveniente de rios e ao degelo
glaciar nos oceanos, influencia areas estuarinas e costeiras, provocando alteracdes
substanciais nos niveis de salinidade promovendo stress nos bivalves (Coughlan et al.,
2009; Matozzo et al., 2013) que resultam em alteracBes nas respostas fisioldgicas e
comportamentais e, em casos extremos, levar a mortalidade elevada (Coughlan et al.,
2009; Martini et al., 2023).

Os fatores patoldgicos tém também um impacto nas populacGes de bivalves, muitas
espécies de bactérias do género Vibrio estdo envolvidas em doencas que resultam em
mortalidade elevada, quer em bancos naturais ou maternidades (Travers et al., 2015).
Vibrio tapetis (Borrego et al., 1996) é o agente etioldgico responsavel pela doenca do anel
castanho (BRD) (Paillard et al., 2014; Rahmani et al., 2021) e ocorre principalmente na
améijoa japonesa (Rahmani et al., 2021). Estes fatores afetam as populacdes de
reprodutores selvagens na Europa (Martini et al., 2023), incluindo Portugal (Carvalho et
al., 2020), levantando a dificuldades na obtencdo de sementes para aquacultura.
Consequentemente levou a um aumento da necessidade de reproducdo controlada em
maternidades para suprir as necessidades de apanha de sementes em meio selvagem
(Robert et al., 2013). Desta forma a producdo de sementes em aquacultura torna-se
imperativa para conservar os stocks naturais e mitigar a sobre exploracao das populacoes
de bivalves. Em contrapartida, a gestdo e manutencdo de reprodutores representa um
desafio, uma vez que devem ser garantidas as condigdes Otimas para 0 sucesso da
producdo das sementes, com principal destaque na alimentacdo. Dado que a producdo de
microalgas implica uma exigéncia significativa de recursos humanos e custos de

producdo (Soudant et al., 2000; Brown & Robert, 2002;) e esté suscetivel a colapsos,
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torna-se imperativo recorrer a utilizacdo de outras dietas especificas para a alimentacao
de reprodutores. E fundamental o desenvolvimento de uma dieta equilibrada focada na
nutricdo, a fim de assegurar uma elevada capacidade reprodutiva e qualidade da das

larvas.

1.1.2. Alimentagéo

Os bivalves obtém nutrientes a partir de uma ampla variedade de matéria organica,
nomeadamente fitoplancton, microalgas bentonicas em suspensdo, detritos e bactérias.
Em culturas de moluscos, as microalgas vivas sdo tradicionalmente utilizadas como
alimento para bivalves (Robert & Trintignac, 1997). E crucial ter em conta a facilidade
de cultivo de uma espécie de microalga numa maternidade (Robert & Trintignac, 1997)
uma vez que custo do cultivo de microalgas é elevado, equivalente a cerca de 30 a 50%
dos custos totais de producdo (Willer & Aldridge, 2017). Além da producdo de
microalgas requerer elevada méo de obra € passivel de ocorrerem quebras dos cultivos,
entdo a utilizacdo de dietas desenvolvidas para a nutricdo de reprodutores de bivalves
torna-se um fator fundamental. O desenvolvimento de uma dieta equilibrada e formulada
para a nutricao de bivalves, e que esteja disponivel no mercado, permite o fornecimento
continuo de alimento que é indispensavel para a maturacdo das génadas e qualidade da
progénie. A quantidade e qualidade do alimento sdo pardmetros importantes para o éxito
das diferentes fases do cultivo. Para além de terem de ser necessario terem uma dimenséo
adequada para que sejam ingeridas, entre 2 ¢ 10um, o valor nutricional das microalgas e
a digestibilidade das mesmas também sdo aspetos determinantes na escolha das espécies
que devem ser incluidas na dieta. Os &acidos gordos polinsaturados como EPA (acido
eicosapentandico) e acido araquidonico (AA) sdo considerados essenciais em nutricdo e
processos fisioldgicos de bivalves e devem ser fornecidos através da dieta. Estes acidos
gordos estdo presentes principalmente no fitoplancton e algas marinhas, sendo
posteriormente transferidos para consumidores nos niveis troficos superiores das cadeias
alimentares marinhas (Zhukova, 2019). As diatoméaceas sdo 0s principais contribuintes
para as redes alimentares marinhas e sdo conhecidas como o principal fornecedor
de &cidos gordos de cadeia longa (LC-PUFA). A elevada concentracdo de EPA e DHA
(&cido docosahexaenoico) nas diatoméceas justificam a importancia da sua presenga nas
dietas de bivalves. (Zhukova, 2019). Normalmente, as espécies de fitoplancton utilizadas
sdo flageladas como Isochrysis galbana, Pavlova lutheri e Tetraselmis suecica ou

Platymonas sp. e combinagdes de flagelados com diatoméceas como Skeletonema
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costatum, Chaetoceros calcitrans, C. gracilis e Thalassiosira pseudonana que séo ricas
em é&cidos gordos, como DHA, EPA, vitaminas e aminoacidos, constituem um elemento
fundamental nas dietas dos bivalves. Estas dietas balanceadas, facilitam a gametogénese
e desenvolvimento larvar (Joaquim et al., 2008; FAO, 2022). Considerando
caracteristicas como o tamanho celular, a composi¢do bioquimica (lipidos, proteinas,
hidratos de carbono) e a facilidade de cultivo, as espécies de microalgas mais
frequentemente utilizadas para o cultivo de bivalves séo Isochrysis spp., Pavlova spp.
(primnesiofitas), Skeletonema sp., Thalassiosira spp. (diatomaceas), Tetraselmis spp.
(clordfitas), Nannochloropsis gaditana, Chlorella sp. (Albentosa et al., 2002; Cheng et
al., 2020; Saucedo et al., 2013), (Spolaore et al., 2006) . Em aquacultura, os flagelados e
diatoméaceas, principalmente Isochrysis spp. e Chaetoceros spp., sdo utilizados para
producdo de R. philippinarum (Albentosa et al., 2002, 2007). Dietas constituidas por
microalgas como Tisochrysis lutea, Diacronema lutheri e Tetraselmis suecica s&o
exemplos de combinages que relnem os valores nutricionais adequados ao
desenvolvimento dos bivalves (Gui et al., 2016) cuja composi¢do bioquimica se traduz
num teor aproximado de 30,0% de proteina, 6,7% de lipidos e 0,6% de hidratos de
carbono (Gui et al., 2016; Supono et al., 2023).

Nas Ultimas cinco décadas muitos estudos investigaram diferentes tipos de dietas
como alternativa ou complemento a microalgas vivas incluindo bactérias, fermento,
farinha, bioencapsulados contendo &cidos gordos polinsaturados (PUFA), concentrados
de algas, po de algas, microparticulas e microcépsulas para os cultivos bivalves (Robert
& Trintignac, 1997; Martinez et al., 2000); Hendriks et al., 2003; Marshall et al., 2010;
Parwadani Aji, 2011; Lopez-Carvallo et al., 2017; Supono et al., 2023). A substituicdo
parcial de microalgas vivas por diferentes tipos de dietas formuladas tem vindo a facilitar
o cultivo de diversas espécies de bivalves Alguns exemplos sdo, dietas a base de leveduras
(Loor et al., 2021), emulséo lipidica (Soudant et al., 2000), micro encapsulados (Zhu et
al., 2022), bactérias (Camacho et al., 2004) e pastas de microalgas (Brown & Robert,
2002; Hassan et al., 2021).

1.1.3. Reprodugéo

A améijoa japonesa € uma espécie gonocdrica e as suas gonadas sdo representadas
por um tecido difuso ligado ao sistema digestivo (Sladonja et al., 2011). Em populacdes

naturais, a améijoa japonesa atinge a primeira maturacdo sexual aos 20 mm, entre o
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primeiro e terceiro ano de vida (Sladonja et al., 2011; Maia et al., 2021). Nos bivalves, a
reproducdo ocorre através da libertacdo de gametas masculinos (espermatozoides) e
femininos (odcitos) diretamente para a agua sendo a sua fecundacéo externa (Joaquim et
al., 2008). A formacdo dos gametas nas gonadas, a oogénese nas fémeas, e nos machos a
espermatogénese, ocorrem nos foliculos gonadais levando a producdo de odcitos e
espermatozoides maduros que sdo emitidos na época de desova. O estado de
desenvolvimento das gonadas pode ser observado através de analises histoldgicas. A
observacdo dos tecidos corados permitem classificar o estado de maturacdo dos

individuos.

Na natureza a reproducdo das améijoas varia consoante as reservas energéticas, a
temperatura e a localizacao geogréafica (Delgado & Pérez-Camacho, 2007; Matias, 2013).
Nas primeiras desovas 0 numero de gametas pode ser reduzido e ndo terem viabilidade,
sendo que a fecundidade e a fertilidade aumentam ao longo das posturas seguintes
(Matias, 2013; Joaquim et al., 2018).

1.1.4. Acondicionamento de reprodutores

O acondicionamento de reprodutores é realizado com o objetivo manipular a
maturacdo de individuos para obtencdo de gdmetas de elevada qualidade e uma elevada
viabilidade larvar. Durante este periodo, as condi¢cdes de cultivo e a nutricdo dos
individuos s@o manipuladas para promover a gametogénese, a desova, o desenvolvimento
larvar para a producéo de juvenis de posterior transporte para 0s viveiros ou diretamente
no mar (Joaquim et al., 2008; Matias, 2013). O acondicionamento de reprodutores tem a
duracdo média de 30 a 40 dias a uma temperatura de 20 °C (Laing & Lopez-Alvarado,
1994). Ao atingirem a maturagdo, a desova em maternidades pode ser induzida por
choque térmico, em alternativa recolhe-se os gametas por escarificagdo para realizagdo
de reproducdo artificial através de protocolos de fertilizacdo estabelecidos (Laing &
Lopez-Alvarado, 1994; Lopez-Alvarado, 2015). A condicdo 6tima necessaria para induzir
uma reproducéo artificial bem-sucedida em bivalves depende de fatores-chave endogenos
e exdgenos como a temperatura e a alimentacdo (Abbas et al., 2018).

1.2. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de cinco dietas (microalgas
vivas e concentrados de microalgas) no acondicionamento de reprodutores de R.
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philippinarum através da evolucdo da composicdo quimica (proteinas, glicogénio e
lipidos) durante a maturacao sexual.
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2. Materiais e métodos

O trabalho laboratorial do presente estudo foi realizado no laborat6rio de Aquacultura
do Edificio Cetemares do Politécnico de Leiria, em Peniche. As dietas a administrar as
ameéijoas, 0s inoculos de microalgas para a dieta de microalgas vivas assim como 0 meio

de cultivo para microalgas foram cedidos pela Necton S.A.

2.1. Cultivo de microalgas

Realizou-se o cultivo de microalgas em regime semi-continuo das espécies
Tetraselmis chui, Tisochrysis lutea e Skeletonema costatum para a producéo de alimento
vivo, a fornecer aos reprodutores. Os cultivos foram iniciados em baldes de 500 ml e
procedeu-se a um scale-up até ao volume final em balGes de 6 litros, para T. chui e T.
lutea em carboys de 10 litros para S. costatum. De cada espécie de microalga foi feita
uma cultura-mée (stock). Os cultivos foram mantidos com meio Nutribloom® (Necton
S.A., Olhdo, Portugal) nas quantidades, indicadas pelo fornecedor, adequadas as
necessidades de cada espécie. As densidades dos cultivos foram determinadas
semanalmente atraves da contagem do nimero de células por mililitro com recurso a uma
camara de Neubauer e de um microscopio 6tico (Zeiss, Axio Lab.Al). Os cultivos de T.

chui e T. lutea tiveram inicio 6 semanas antes do cultivo de S. costatum.

2.2. Anélise microbioldgica

Realizaram-se analises microbioldgicas semanais as culturas stock dos cultivos de
microalgas durante as suas fases exponenciais, antes de efetuar a renovagdo de meio. As
amostras foram inoculadas em placas de TSA Tryptic soy agar (Ph. Eur., USP, JP)
suplementado com 1,5% de NaCl (TSA 1,5) e em TCBS Thiosulfate-Citrate-Bile-Salt
Sucrose Agar (VWR CHEMICALS), em triplicado, numa camara de fluxo laminar
(Telstar, Bio 1l Advance 4) e incubadas numa estufa a 21 °C (MEMMERT, IPP 110)

durante 48 horas.

2.3. Desenho experimental

Com a finalidade de observar a adaptagé@o dos bivalves as dietas foram realizados dois

ensaios preliminares (ensaio 1 e 2). As dietas testadas ao longo do trabalho foram:

Dieta A: microalgas vivas (Tetraselmis chui, Tisochrysis lutea e Skeletonema
costatum) em proporcdes semelhantes as do produto comercial PhytoBloom®
SHEL Lbreed administrada a 4% do peso seco dos animais;
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Dieta B: dieta de bivalves em concentrado liquido Phytobloom® SHELLbreed

(Necton S.A., Olhdo, Portugal) administrada a 4% do peso seco dos animais;

Dieta C: dieta de bivalves em concentrado liquido piloto Phytobloom® SHEL Lbreed

(Necton S.A., Olhdo, Portugal) administrada a 4% do peso seco dos animais;

Dieta D: microalgas vivas (Tetraselmis chui, Tisochrysis lutea e Skeletonema

costatum) em proporgdes iguais administrada a 4% do peso seco dos animais;

Dieta E: dieta piloto, em p6 combinando microalgas e probidticos (Necton S.A.,
Olhé&o, Portugal).

O ensaio 1, com a duragéo de 12 dias, incluiu 3 dietas (A, B e C) sendo a dieta A, a
dieta controlo. Este ensaio teve como objetivo avaliar a adaptacdo das améijoas as dietas

em concentrado liquido (dietas B e C) assim como estabelecer as dosagens das mesmas.

O ensaio 2, com a duracéo de 33 dias, incluiu 4 dietas (A, B, C e D) Este ensaio teve
como objetivo avaliar a adaptacdo das améijoas as dietas assim como estabeleceras
dosagens das dietas em concentrado liquido (dietas B e C) e da nova dieta com diferente

mistura de microalgas vivas (D).

Com base nos resultados obtidos nos ensaios 1 e 2 realizou-se 0 ensaio 3, com duracao
de 55 dias, onde foram incluidas 3 dietas (dietas A, B e E) cuja dieta A foi a dieta controlo
com microalgas vivas, a dieta B um concentrado liquido comercial e a dieta E uma

formulacéo piloto, em p6, combinando microalgas e probidticos.
Ensaio 1

Foram distribuidos 14 individuos da espécie R. philippinarum em cada um dos 3
tanques cinzentos de PVC de 50 L, com arejamento, contendo no seu interior um cesto
de rede (30x45 cm) com area de 1350 cm? e identificados como A1l (alimentados com a
dieta A), A2 (alimentados com a dieta B) e A3 (alimentados com a dieta C). Durante este
ensaio registaram-se diariamente parametros de agua com recurso a uma sonda
multiparamétrica (YSI, Professional Plus): temperatura (18,0+0,5°C), salinidade (33), pH
(8,1£0,3), e percentagem de oxigénio dissolvido (78,21+3,9%). Eram observadas e
registadas diariamente, a mortalidade e realizadas trocas de agua de dois em dois dias e
sempre que se verificou mortalidade. As fezes foram observadas diariamente e serviram

como principal indicador de digestibilidade do alimento fornecido. Para tal, era feita
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diariamente a recolha de dejetos do fundo do tanque e observacgao dos mesmos analisando
visualmente a proporgéo de fezes e de pseudofezes em cada tanque.

Ensaio 2

Foram distribuidos 160 individuos por 4 tanques cinzentos de PVC de 50 L, com
arejamento, contendo no seu interior um cesto de rede (30x45 cm) com area de 1350 cm?.
Os tanques foram identificados como Al (alimentados com a dieta A), A2 (alimentados
com a dieta B), A3 (alimentados com dieta C) e A4 (alimentados com dieta D). Durante
este ensaio foram registados diariamente os parametros de agua com recurso a uma sonda
multiparamétrica (YSI, Professional Plus): temperatura (18,5+0,12°C), salinidade (33),
pH (7,8+0,2) e percentagem de oxigénio dissolvido (78,5+4,7%). Foram observadas e
registadas diariamente as fezes dos individuos e a mortalidade e realizadas trocas de agua
de dois em dois dias e sempre que se verificou mortalidade. As fezes foram observadas
diariamente e serviram como principal indicador de digestibilidade do alimento fornecido
e consistiu na recolha de dejetos do fundo do tanque e observacao dos mesmos analisando

visualmente a proporcgéo de fezes e de pseudofezes em cada tanque.

Apbs a realizacdo dos ensaios 1 e 2, com base nas observacfes da adaptacdo dos
bivalves as dietas testadas, assim como a quantidade administrada, foram selecionadas as
dietas A (microalgas vivas) e B (concentrado liquido) para realizar o ensaio 3. Tendo em
conta 0 numero de animais por tanque e de maneira a evitar a degradacdo da qualidade

da &gua, no ensaio 3 as trocas de dgua foram realizadas diariamente.
Ensaio 3

Antes de iniciar o ensaio, os individuos originarios da Lagoa de Albufeira, Setubal
(38°33"28" N, 9° 08" 29" O) foram submetidos a 7 dias de aclimatizagdo. A aquisigao
dos reprodutores foi complicada devido a pouca disponibilidade no mercado. Este ensaio
teve a duracdo de 55 dias, os 371 individuos da espécie R. philippinarum foram
acondicionados em 9 tanques de PVC de 50 L com arejamento, contendo no seu interior
um cesto de rede (30x45 cm) com area de 1350 cm?. Os trés tratamentos foram realizados
em triplicado, sob as condi¢es de um sistema fechado com renovacéo de agua diéria, a
uma temperatura de 21,2+1°C, salinidade de 32, pH de 7,520,2 e percentagem de oxigénio
dissolvido de 77,5+5,7%.
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2.6. Rotinas diarias

As rotinas diérias eram iniciadas com a verificacdo da ocorréncia de mortalidade
sendo retirados e feito o registo dos individuos mortos. De seguida era feita a analise
visual da presenca de fezes, pseudofezes e desperdicio de alimento. Para tal, foi
estabelecida uma escala quantitativa de 0 a 3, onde O - auséncia, 1 — pouca quantidade, 2
—alguma quantidade e 3 — muita quantidade. Depois era feita a limpeza dos tanques com
agua doce e uma esponja limpa de modo a remover totalmente os residuos, de seguida
eram enxaguados com agua salgada e era feita a troca total da agua. Com recurso a uma
sonda multiparamétrica (YSI, Professional Plus) era medida e registada a temperatura, o
pH, a salinidade e a percentagem de oxigénio dissolvido. Depois era preparado o
alimento, sendo que para a preparacdo da dieta A (microalgas vivas), era colocada num
copo de 5 L que se mantinha no Laboratério de Aquacultura com arejamento a
temperatura ambiente. Para preparar a dieta B, com uma proveta, era medida a quantidade
indicada pelo fabricante (0,30 ml por individuo) do concentrado liquido e filtrado com
um crivo de 180 um. De seguida era diluido num volume de 2 L e reservado em camara
frigorifica a 4°C. Para a dieta C era pesada a quantidade indicada pelo fabricante (0,259
por individuo) numa balanca analitica (Sartorius, TE124S), e depois diluida num gobelet
de 1 L e deixada a hidratar por quinze minutos. Ap6s o tempo de hidratagdo, o alimento
era homogeneizado numa liquidificadora, filtrado através de um crivo de 150 um e
mantido em camara frigorifica a 4° C. A alimentacéo para as trés dietas era fornecida duas

vezes ao dia, de manha 10:00h, apos as rotinas e a tarde, as 18:00h.
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2.7. Procedimentos analiticos

2.7.1. Plano de amostragem

Na figura 3 esta representado o plano de amostragem. Para a amostragem TO, antes
de se iniciar o ensaio, recolheram-se aleatoriamente 60 bivalves: 15 individuos para
andlise biométrica (peso, altura, largura e comprimento) e determinagdo do indice de
condicdo, 15 individuos para analises bioquimicas (teor de proteina, glicogénio e lipidos)
e 15 individuos para andlise histoldgica. Apos 24 dias foram retirados 15 bivalves de cada
tratamento para 0 momento de amostragem T1 e ap0s 55 dias foram retirados 15 bivalves
de cada tratamento para 0 momento de amostragem T2.

To0 « Biometria,c indice de condigdo (n=15)
* Bioquimica: Proteinas (n=15), Lipidos (n=15) e Glicogénio (n=15)

Amostragem inicial « Histologia (n=15)

Amostras recolhidas (n) por dieta (A, Be E):

T1 + Biometria,e Indice de condigdo (n=15)
* Bioquimica: Proteinas (n=15), Lipidos (n=15) e Glicogénio (n=15)
* Histologia (n=15)

(apos 24 dias)

Amostras recolhidas (n) por dieta (A e E):

T2 + Biometria e Indice de condigdo (n=15)
(apos 55 dias) * Bioquimica: Proteinas (15), Lipidos (n=15) e Glicogénio (n=15)
Amostragem final * Histologia (n=15)

Figura 3 - Plano de amostragens (biometria, analise bioquimica e histologia) nos trés momentos de amostragem
(TO, T1 e T2) e nimero de individuos amostrados (n) por dieta.

2.7.2. Biometria

Com recurso a uma craveira, foi medida e registada a altura (A), a largura (L) e o
comprimento (C) em centimetros de cada individuo. Depois, com uma balanca analitica

(Sartorius, TE124S) foram pesados e registado o peso individual.

2.7.3. Determinacdo do indice de condicao

Os bivalves utilizados para recolha de dados biométricos foram congelados a — 20 °C
para posterior determinagdo do indice de condi¢do. Para calcular o indice de condigdo
bivalves foram abertos, e colocados individualmente em estufa (Binder, FD115) a 80 °C
durante 24 horas. Depois, foram pesados e registado o peso seco das valvas e da parte
edivel, separadamente. Depois, a parte edivel de cada individuo foi colocada na mufla
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(Nabertherm, B170) a 450 °C durante 24 horas. Depois de pesar e registar o peso das
cinzas foi calculado o indice de condigéo (IC) de acordo com Walne & Mann (1975):

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

IC=

x 100

Peso seco da concha (g)

2.7.4. Andlises bioquimicas

A parte edivel dos bivalves foi retirada e individualmente colocada em microtubos
Eppendorf de 2 ml que se mantiveram a -20°C até ao seu processamento. Para este, foram
homogeneizados com o homogeneizador de tecidos (IKA T18 Digital ultra-turrax,
Scansci). Para cada individuo de cada tratamento, foi determinado, em duplicado: o teor de
proteina, através do método de Lowry (1994), o teor de glicogénio, pelo homogeneizado seco
(80°C durante 24 horas) usando a antrona como reagente (Viles & Silverman, 1949) e os
lipidos totais extraindo-se do material homogeneizado fresco com cloroférmio/metanol
(Folch et al., 1957), e estimados por espectrofotometria apds a adicdo de acido sulfirico
concentrado (Marsh & Weinstein, 1966).

Para determinar o teor de proteina foi pesado entre 0,1900 e 0,2100g de
homogeneizado para tubos de vidro de 8 ml com tampa. Para realizar a extragdo foi
adicionado 500 pl de solucdo de sacarose acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
agitoado5 minutos em Stomacher (Stuart SIS00, Barloword Scientific, UK) a 130 rpm.
Depois foi adicionado 4,5 ml de NaOH numa diluicdo de 1:100 (NaOH N/100) até
perfazer um total de 5 ml e agitando cuidadosamente por invers&o, foi deixado a repousar
no frigorifico durante 30 minutos e depois filtrado através de um filtro de papel. Foi
medido 200 ul do filtrado para um tubo de vidro, adicionado 4,8 ml NaOH N/100 para
perfazer um total de 5 ml e agitado por inversdo. Para a determinacdo da proteina foi
retirado 300 ul para microtubos Eppendorf (em duplicado), preparados dois brancos com
300 pL de NaOH N/100 e cinco padrdes com 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL e 50 pL de
solucgéo de albumina bovina (VWR). A solucéo de Sulfato de cobre alcalina (Merck) foi
preparada e adicionado 1 ml as amostras, aos brancos e aos padrbes. Depois foram
agitados no vortex durante 15 segundos e incubados a 37°C na estufa (Memmert UF110,
Germany) durante 3 minutos. Foram adicionados 100 ul da solugéo de Folin-Ciocalteu
(Merck) e agitados no vortex durante 15 segundos. Foram incubados a 37°C durante 3
minutos e lida a absorvancia a 750 nm contra o branco no espectrofotometro
(Thermo Scientific, Evolution 201).
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Para determinar o teor de glicogénio foi pesado entre 0,8 e 1,1 mg do homogeneizado
seco para um Eppendorf com tampa de rosca em duplicado cada amostra e foi adicionado
500 pL de KOH (VWR) a 33% a cada tubo. Os tubos foram colocados, tapados, num
banho de agua (Memmert, OB14) em ebulicdo a 100°C durante 15 minutos sendo agitados
duas vezes durante o tempo do banho. Depois foram deixados a arrefecer e foram
adicionados 25 ul de Na.SO4 (VWR) saturado e foram ao vortex. Foi adicionado 1 ml de
etanol (Aga) e foram agitados cuidadosamente. Ficaram a repousar no frigorifico a 4°C
durante 30 minutos até precipitar e depois centrifugados na centrifuga (5810R Eppendorf,
Germany) durante 10 minutos a 3000 rpm. Foi decantado o sobrenadante e os tubos
invertidos sobre papel. De seguida o precipitado foi dissolvido em 250 pL de agua
destilada, agitado no vortex, e adicionado 500 pL de etanol e novamente agitado no
vortex. Foi deixado a precipitar durante 30 minutos no frigorifico a 4°C. Foi centrifugado
durante 10 minutos a 3000 rpm e deixado a decantar o sobrenadante. Foi redissolvido o

precipitado em 200 pL de &gua e depois agitado no vortex.

Para a determinacdo do glicogénio foi realizada uma curva de calibragdo com sete
padrdes com 5, 10, 15, 20, 50, 100 e 200 pL de uma solucéo glicogénio (Fisher Scientific
- Acros) (1mg/ml) e dois brancos com 200 L de dgua destilada aos quais foi adicionado
1,5 ml de solucdo de antrona (Merck) e depois foram agitados no vortex. as amostras
foram colocadas em banho de agua a 90°C durante 20 minutos e agitadas ao fim de 10
minutos. Foram deixadas a arrefecer a temperatura ambiente e foi feita a leitura no

espectrofotometro (Thermo Scientific, Evolution 201) a 620 nm.

Para determinar o teor de lipidos foram pesados 2 a 3 mg de homogeneizado, num
papel de aluminio, numa balanca de precisdo (CPA225D Sartorius, Germany). Foram
colocados num tubo com o auxilio de uma espétula ao qual foi adicionado 1 ml de solugéo
de cloroférmio/metanol (2:1) e reservado durante 30 min no escuro a temperatura
ambiente (20°C). Foi adicionado a cada amostra e padrdes 200 pL da solucdo de NaCl a
0,7% e ficaram em repouso durante 15 minutos. Foram centrifugados a 3000 rpm durante
5 minutos e registado o volume da fase solvente. Foram retirados 500 pL da fase solvente,
que se colocaram num tubo de ensaio de vidro Pyrex e depois num banho de agua a 80°C,
para remover o solvente, durante 30 minutos. Foram deixados a arrefecer sendo depois
adicionado 1 ml de &cido sulfdrico (H2SO4) (CHEM-LAB) concentrado. Foram a incubar
em estufa (Memmert UF110) a 200°C durante 15 minutos sendo depois deixados a

arrefecer a temperatura ambiente, durante 10 minutos. Foi adicionado cuidadosamente
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1,5 ml de agua destilada e de seguida agitados no vortex. Foram novamente mantidos a
temperatura ambiente durante 10 minutos e feita a leitura no espectrofotometro
(Thermo Scientific, Evolution 201) a 375 nm.

2.7.5. Andlise histolégica

A glandula digestiva de cada bivalve foi retirada e colocada em frascos com 10 ml de
solucéo de Davidson durante 48 horas. Depois deste periodo foi substituida a solucao, por
alcool a 70%, mantendo as amostras desta forma até ao seu processamento. Os tecidos
dos individuos foram colocados no processador de tecidos (Leica-TP 1020) e submetidos
a um processo de desidratacdo com uma série de passagens em alcool de concentragdes
crescentes de modo a remover a dgua dos tecidos, de seguida foram imersos em xilol,
para remocdo do alcool, e por fim incorporados na parafina. Os cortes histologicos foram
realizados no micrétomo (Sakura® AccuCut® SRM™ 200), com uma espessura de 7
pm. As laminas com os cortes foram colocadas na estufa (Binder) a 35°C durante 24
horas. As preparacbes foram coradas com hematoxilina e eosina e observadas e
fotografadas ao microscopico com camara fotogréafica (Leica DM 2000 LED; Leica MC
170 HD). As preparacdes histologicas foram observadas com uma objetiva de 10x e a
cada individuo foi atribuido um estadio consoante a area predominante de tecido

observado.

Segundo Gaspar (1996) e Maia et al. (2021), podem ser descritas as seguintes fases

do desenvolvimento gonadal em R. philippinarum:

Tabela 1 - Escala reprodutiva segundo Gaspar (1996) e Maia et al. (2021) para individuos da espécie Ruditapes
philippinarum.

Estadio Descricao histolégica
Caracterizado pela escassez e tamanho reduzido dos foliculos

gonadais dispersos na massa visceral. Tecido muscular e

Repouso sexual | conjuntivo ocupa toda a zona desde a glandula digestiva ao pé.

(Fase 0) N&o ha& evidencia de desenvolvimento gonadal. Sexo do
individuo é indiferenciavel.

Caraterizada pelo aumento de namero e dimenséao dos foliculos

Ga:r;}i'i[glgenese e diminuic&o do tecido conjuntivo. Paredes foliculares tornam-se

(Fase I) mais espessas e exibem células germinativas em diferentes fases

de maturagcdo e torna-se possivel a distingdo dos sexos. Os
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foliculos e &cinos gonadais comegam a aparecer em fémeas e
machos. Nas fémeas estes aumentam de tamanho e aparecem
cobertos com odcitos na fase de crescimento e nos machos com

gametas imaturos (espermatogonias e espermatocitos).

Caracterizada pelo aumento do didametro dos foliculos e pela
auséncia quase total de tecido conjuntivo interfolicular. No

interior dos foliculos coexistem gametas em diferentes estados de

Gametogénese < ' .- L .

g maturacdo. No fim deste estadio, o odcito projeta-se do centro do
avancada

(Fase 1) limen, permanecendo preso, através do peddnculo, A
abundancia de odcitos livres € igual aos que se encontram unidos
a parede do foliculo. Nos machos, a maioria dos acinos encontra-

se cheios de espermatidios e espermatozoides.
Verifica-se a maturacdo da maioria, dos gadmetas. Nos 00citos

Maturacao .

(Fase I11) maduros ocorre a rutura do pedunculo, e consequentemente, 0s
oocitos, ocupam o interior folicular. Nos machos, 0s acinos
gonadais contem principalmente espermatozoides
Caracteriza-se pela libertacdo dos gametas. A medida que a

Desova x . ~

(Fase IV) desova avanca observa-se uma reducdo gradual das dimens6es
dos foliculos e da densidade de gametas no seu interior. Alguns
foliculos poderdo estar total ou parcialmente vazios. O tecido
conjuntivo interfolicular é abundante.

Abundante tecido conjuntivo interfolicular. Residuos ocasionais
, de espermatozoides ou odcitos. Verifica-se um aumento
Pos-desova

(Fase V) acentuado do tecido conjuntivo interfolicular e a presenca de
hemocitos, que efetuam a lise in situ dos oocitos e
espermatozoides residuais e de todo o material sexual néo

expelido.

O indice gonadal (1G) foi determinado usando o método proposto por Seed (1976),

com adaptacao a escala reprodutiva.

_ (Xindividuo em cada fase de maturagao x posicdo numeérica)
- Total de individuos por tratamento

1G
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Para cada fase de maturacdo da gonada foi atribuido um valor, sendo o Repouso
sexual = 0, Gametogénese inicial = 3, Gametogénese avancada = 4, Maturacédo = 5,
Desova = 2, Pés-desova =1. O IG varia entre 0 (quando todos os individuos estdo em

repouso sexual) e 5 (quando todos os individuos estdo na fase madura).

Figura 4 - Microfotografias representativas dos diferentes estadios de desenvolvimento das génadas femininas
de Ruditapes philippinarum (A-F) A - Repouso sexual; B — Gametogénese inicial; C - Gametogénese avangada; D —
Maturagdo; E — Desova; F — P6s-desova.
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Figura 5 - Microfotografias representativas dos diferentes estadios de desenvolvimento das génadas masculinas
de Ruditapes philippinarum (A-F) A - Repouso sexual; B — Gametogénese inicial; C - Gametogénese avancada; D —
Maturagdo; E — Desova; F — P6s-desova.
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2.7.6. Andélise estatistica

Os valores obtidos foram apresentados no formato de média + desvio padrao (DP) e
normalizados com a fungdo Arcsine sempre que estes se encontravam expressos em
percentagem. No ensaio 3, para analise dos valores da biometria, indice de condicao e
composicdo bioquimica foram comparadas as médias entre os trés momentos de

amostragem para cada dieta (A, B e E).

Os valores do indice de condigdo, valores de peso obtidos para a analise biométrica e
composi¢ao bioquimica (teor de proteinas, glicogénio e lipidos totais) foram analisados
através de uma analise de variancia unidirecional (One-way ANOVA). As diferencas
estatisticas entre dietas e tempos de amostragem foram analisadas através de testes post
hoc Tuckey de comparagdes multiplas (P<0,05). O tratamento estatistico foi realizado

com recurso ao software IBM SPSS Statistics 28.
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3. Resultados

3.1. Analise microbiolégica

A analise microbioldgica foi realizada em todos os cultivos de microalgas ao longo
do tempo. As contagens obtidas, expressas em unidades formadoras de colonias (UFC)
por ml, para cada uma das microalgas, estdo registadas nos graficos (Figura 6: A, B e C).
Nos mesmos tambem estéo assinaladas as densidades da cultura em nimero de células
por ml (cel/ml). As culturas stock de S. costatum apresentaram as contagens
microbioldgicas mais elevadas (2,5x10° UFC/ml), seguidas da T. chui (2,3x10° UFC/mI)
e T. lutea (2,2x10° UFC/ml) quando foi utilizado o meio TSA. Observou-se para T. lutea
e S. costatum, um aumento a quarta semana. De um modo geral, os stocks de T. chuie T.
lutea apresentaram um numero total de bactérias mais elevado pelo facto de terem ido
inoculados 6 semanas antes do stock de S. costatum, estado, como tal, expostos a
contaminagdes por um periodo mais longo. A densidade da cultura stock de T. chui variou
entre uma densidade minima de 1,20x10° cel/ml e uma densidade maxima 1,99x10°
cel/ml, a cultura de T. lutea entre 5,51x10° cel/ml e 6,8 x10° cel/ml e a cultura de S.
costatum entre 1,81x10° cel/ml e 8,08x106 cel/ml. A cultura em que se observou uma
constancia nos valores da densidade celular foi a cultura T. lutea. Ndo se observou

crescimento em nenhuma das placas de TCBS em nenhum dos cultivos de microalgas.
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Figura 6 — Valores das contagens microbiologicas (média+DP, n=3) em meio TSA com 1,5% de NaCl e densidade
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3.2. Ensaiol

Os individuos alimentados com a dieta A apresentaram consistentemente, fezes e
auséncia de alimento na agua até ao fim do ensaio. Os individuos alimentados com a dieta
B demonstraram um periodo de adaptacdo ao alimento, durante 5 dias. Este periodo foi
caraterizado pelo desperdicio de alimento evidente pela turbidez da 4gua e pela presenca
de muitas pseudofezes, indicando que os individuos ndo estavam a digerir o alimento.
Depois foi observada uma reducdo da presenca de pseudofezes e diminuicdo da turbidez
da agua em comparagdo com o que se observou no inicio do ensaio. A partir do 6° dia até

ao 12° dia, foi observada a presenca de fezes e menor turbidez da agua.

Os individuos alimentados com dieta C demonstraram uma melhor adaptacdo ao
alimento e muito menos desperdicio quando comparados com os individuos alimentados
com a dieta B, até ao 5° dia, como indicado por serem sempre observadas mais fezes do
que pseudofezes. O inverso aconteceu a partir do 7° dia, em que os individuos mostraram
uma menor digestdo do alimento, reduzindo significativamente a quantidade de fezes,

apresentado mais pseudofezes e aumento da turbidez da agua.

Foi observada ainda a presenca de espuma na superficie da dgua dos tanques, nos
tratamentos com dieta B e C sendo inicialmente removida com recurso a um camaroeiro.
Porém, ao reduzir a dose de concentrado a quantidade de espuma diminuiu e, sem limpeza

adicional, foi possivel observar que desaparecia gradualmente ao longo do dia (Anexo 1).
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Na figura 7 esté registada a sobrevivéncia dos individuos durante o ensaio 1. Os
individuos alimentados com a dieta A apresentaram uma diminuicao na sua sobrevivéncia
a partir do dia 3 (85,7%) mantendo-se estavel até ao dia 8. Depois apresentaram um novo
decréscimo, que se manteve até ao fim do ensaio sendo a dieta que apresentou menor
sobrevivéncia final (42,9%). Os individuos alimentados com a dieta B apresentaram uma
diminuicdo da sobrevivéncia para 75% até ao dia 3 passando para 62,5% ao dia 7, e depois
permaneceu até ao final do ensaio, sendo a dieta que apresentou a maior sobrevivéncia.
Os individuos alimentados com a dieta C apresentaram a maior sobrevivéncia (100%)
durante os primeiros 8 dias do ensaio e depois um declinio até ao final do ensaio, dia 11
(55,6%).
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Figura 7 — Representagdo grafica da sobrevivéncia (%) dos individuos de Ruditapes philippinarum
acondicionados com as dietas A (microalgas vivas), B (concentrado liquido) e C (concentrado liquido piloto)
durante 12 dias.

41



3.3. Ensaio 2

Os individuos alimentados com a dieta A apresentaram, ao longo dos 33 dias do
ensaio, muitas fezes, auséncia de pseudofezes ou desperdicio de alimento e maior

sobrevivéncia quando comparados com as restantes dietas.

Os individuos alimentados com a dieta B demonstraram um periodo de adaptacdo ao
alimento de 7 dias (mais dois dias que no ensaio 1), sendo este periodo caracterizado pela
presenca de muitas pseudofezes, poucas fezes e decréscimo de sobrevivéncia (68%) que
se manteve estavel até ao fim do ensaio. Depois foi observada uma reducdo continua da
presenca de pseudofezes, passando a ser possivel observar algumas fezes e poucas
pseudofezes, mantendo este comportamento até ao dia 20. Até ao fim do ensaio foram

observadas poucas fezes.

Os individuos alimentados com a dieta C demonstraram melhor digestibilidade do
alimento quando comparados com a dieta B. Durante os primeiros 7 dias foram
observadas muitas pseudofezes e apenas algumas fezes, apos esse periodo houve uma
reducdo das pseudofezes e a partir do 8° dia foi observada a presenca de algumas fezes e
auséncia de pseudofezes. A partir do 26° dia e até ao final do ensaio foi observado um

desperdicio de alimento.

Os individuos alimentados com a dieta D apresentaram sempre muitas fezes ao longo
dos 33 dias do ensaio. Até ao 5° dia foram observadas algumas pseudofezes tendo
ocorrido uma reducédo até ao 13° dia, e ndo se tendo voltado a registar até ao final do
ensaio. Entre 0 3° e 0 18° dia foi observado desperdicio de alimento, apresentando a agua
uma cor esverdeada. Por esta razdo foi ajustada a quantidade de alimento, com redugéo
da quantidade de T. chui na dieta para 20%.

Na figura 8 apresenta-se a sobrevivéncia do ensaio 2, registada ao longo dos 33 dias.
Os individuos alimentados com as dietas A e B apresentaram uma sobrevivéncia
semelhante de 65% e 68%, respetivamente. Os individuos alimentados com a dieta A
apresentaram uma sobrevivéncia relativamente estavel durante os primeiros 15 dias do ensaio
(65%) sendo observado depois um decréscimo. Os individuos alimentados com a dieta B
apresentaram uma sobrevivéncia de 68% ap0ds a primeira semana gque se manteve estavel
até ao fim do ensaio. Os individuos alimentados com a dieta C apresentaram uma
sobrevivéncia de 60%, que se manteve estdvel durante a segunda e terceira semana,

apresentando depois um decréscimo até ao final do ensaio (45%). Os individuos
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alimentados com a dieta D apresentaram uma sobrevivéncia que foi decrescendo até ao

final do ensaio (45%).

As dietas A (65%) e B (68%) apresentaram uma sobrevivéncia mais elevada
relativamente as dietas C e D que apresentaram uma sobrevivéncia final mais baixa de
45%.
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Figura 8 - Representacdo grafica da sobrevivéncia (%) dos individuos de Ruditapes philippinarum
acondicionados com as dietas A (microalgas vivas), B (concentrado liquido), C (concentrado liquido piloto) e D
(microalgas vivas em iguais propor¢des) durante 33 dias.

43



3.4. Ensaio 3

Os individuos alimentados com dieta A apresentaram, poucas fezes nos primeiros dois
dias do ensaio, passando depois a apresentar muitas fezes até ao Gltimo dia do ensaio.
Durante 0 ensaio ndo se verificou a presenca de pseudofezes nem desperdicio de alimento.

Os individuos alimentados com a dieta B apresentaram, poucas fezes até ao 11° dia
do ensaio, apresentando depois muitas fezes até ao fim do ensaio. Foram observadas
pseudofezes apenas até ao 5° dia. Nao foi observado desperdicio de alimento. O ensaio

com a dieta B terminou ao 24° dia.

Os individuos alimentados com a dieta E apresentaram muitas fezes durante todo o
ensaio, poucas pseudofezes até ao 21° dia do ensaio e apenas se observou desperdicio de

alimento até ao 5° dia.

Resumindo, quando comparadas as dietas A e B apresentaram um aumento na
producdo de fezes ap6s um periodo inicial, enquanto a dieta E manteve uma elevada
presenca de fezes ao longo do ensaio. A presenca de pseudofezes variou entre as dietas,
sendo mais evidente na dieta B até ao 5° dia. Nao houve desperdicio de alimento nas trés

dietas, exceto nos primeiros dias nas dietas E e B.

Na figura 9 apresentam-se os dados da sobrevivéncia registada durante o ensaio 3. Os
individuos alimentados com a dieta A apresentaram uma sobrevivéncia média de 77% no
final da primeira semana do ensaio estabilizando-se até ao final da segunda semana onde
comegou a apresentar um declinio pouco acentuado, até ao 44° dia (68%) e depois um
decréscimo até ao fim do ensaio (61%).

Os individuos alimentados com a dieta B apresentaram uma sobrevivéncia média de
78% no final da primeira semana de ensaio que se manteve estavel até ao 24° dia, quando
terminou o ensaio com esta dieta.

Os individuos alimentados com a dieta E apresentaram uma sobrevivéncia de 83% no
final da primeira semana do ensaio, mantendo-se estavel até ao 13° dia, onde comecou a

um decrescimento constante até ao final do ensaio (67%).
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Figura 9 - Representacdo grafica da sobrevivéncia (%) dos individuos de Ruditapes philippinarum

acondicionados com a dieta A (microalgas vivas), B (concentrado liquido) e dieta E (p6 piloto combinado com
probidticos) durante 55 dias.
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3.4.1. Biometria

O peso das améijoas no inicio do ensaio (TO) foi significativamente mais elevado
(16,09+4,74g) do que o peso das améijoas alimentadas com a dieta E na primeira
amostragem (13,35 +1,91g), no entanto néo foi significativamente diferente dos restantes

tratamentos em ambos os periodos amostrados (T1 e T2) (Figura 10).

Foi avaliada a altura, largura e comprimento das valvas das améijoas ao longo do
ensaio. Foi possivel verificar que ndo houve diferengas significativas entre as dietas ao
longo de todo o ensaio em termos de altura (1,57+1,69cm), largura (3,34+1,34cm) e

comprimento das valvas (2,41+2,81cm).
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Figura 10- Valores do peso em gramas (g) (médiatDP, n=15) observados em individuos de Ruditapes
philippinarum acondicionados com a dieta A (microalgas vivas), B (concentrado liquido) e E (p6 piloto) nos
momentos de amostragem TO (inicio do ensaio), T1 (24 dias de ensaio) e T2 (55 dias de ensaio). As diferentes
letras representam as diferencas significativas entre dietas ao longo do ensaio (One way ANOVA, post hoc
Tuckey, P<0,05).
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3.4.2. Indice de condicéo

O indice de condicéao de reprodutores de améijoa, foi avaliado ao longo do ensaio de
condicionamento, com a duracdo de 55 dias, em que se testaram 3 dietas de microalgas,
nomeadamente a Dieta A (mistura de microalgas vivas), a Dieta B (concentrado liquido
de microalgas) e a Dieta E (dieta de microalgas em pd). Foi possivel observar que o indice
de condig&o dos animais no inicio do ensaio foi significativamente superior relativamente
ao indice de condicdo dos animais alimentados com a Dieta A ao longo do ensaio, em
ambas as amostragens (T1 e T2) e a dieta E no fim do ensaio (T2). No entanto, o indice
de condicdo dos animais alimentados com as dietas B e E no primeiro ponto de
amostragem ndo foi significativamente diferente do indice de condigdo inicial dos
animais (TO) (Figura 11).
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Figura 11 - Valores do indice de condi¢do (médiatDP, n=15) observados em individuos de Ruditapes
philippinarum acondicionados com a dieta A (microalgas vivas), B (concentrado liquido) ¢ E (p6 piloto) nos
momentos de amostragem TO (inicio do ensaio), T1 (24 dias de ensaio) e T2 (55 dias de ensaio). Os resultados
foram expressos em média. As diferentes letras representam as diferencas significativas entre dietas ao longo do
ensaio (One way ANOVA, post hoc Tuckey, P<0,05).

3.4.3. Anadlise bioquimica

O constituinte da massa corporal predominante das améijoas acondicionadas e
independentemente das dietas, foram as proteinas, seguidas dos lipidos totais e do
glicogénio. A dieta E no final do acondicionamento (T2) revelou um nivel de proteinas
na massa corporal significativamente mais elevado (846,65+289,99 ug mg? PSLC) do
que as améijoas no inicio do ensaio (488,08+77,55 pg mg?t PSLC) e nas dietas A
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(508,42+101,04 pg mg? PSLC), B (587,65+233,03 pug mgt PSLC). O mesmo se
observou relativamente a dieta E (771,723+295,24 pg mg™ PSLC) na amostragem T1
(Figura 12A).

Os lipidos totais da massa corporal dos reprodutores acondicionados foram mais
elevados na dieta A no na amostragem T2 (73,92+41,79 pug mg?! PSLC), sendo
significativamente mais elevados do que os animais alimentados com dieta E no mesmo
ponto (56,04+27,65 ug mg™ PSLC), no entanto ndo foi significativamente diferente nos

restantes pontos de amostragem (Figura 12B).

O teor de glicogénio obtido, foi significativamente mais elevado na massa corporal
das améijoas, no inicio do acondicionamento (77,19+47,1565 ng mg! PSLC)
relativamente a todos os pontos de amostragem exceto em relagdo a dieta E (52,77+£25,79

ug mg PSLC) na amostragem T1 (Figura 12C).
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Figura 12 — Analise bioquimica de individuos de Ruditapes philippinarum acondicionados com as dietas A (microalgas vivas),
B (concentrado liquido) e E (p6 piloto) nos momentos de amostragem TO (inicio do ensaio), T1 (24 dias de ensaio) e T2 (55
dias de ensaio): A) Teor de proteina (média+DP, n=15), B) Teor de lipidos totais (média+DP, n=15), C) Teor de glicogénio
(média£DP, n=15. Os resultados foram expressos em média (ug mg'1 PSLC). As diferentes letras representam as diferencas
significativas (One way ANOVA, post hoc Tuckey, P<0,05).
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3.4.4. Anadlise histoldgica

No inicio do ensaio (TO) observou-se que 13,3% dos individuos se encontravam no
inicio da gametogénese (Fase 1), 40% em gametogénese avancada (Fase Il) e 46,7%
maturos (Fase I11) (Figura 13). O valor obtido para o IG foi 4,33 (Tabela 2).

Tabela 3 — Valores do indice gonadal (IG) observados em individuos de R. philippinarum (n=15)

acondicionados com as dietas A (microalgas vivas), B (concentrado liquido) e E (p6 piloto) nos momentos de
amostragem TO (inicio do ensaio), T1 (24 dias de ensaio) e T2 (55 dias de ensaio).

T1 T2
o A B E A E
| IG 4,33 4,27 4,07 4,20 3,20 4,07

No momento da amostragem T1 é observado que apds o acondicionamento dos
animais com a dieta A, 73,3% estavam em gametogénese avancada (Fase Il) e 26,7%
maturos (Fase I11), com IG de 4,07 (Tabela 2). Os individuos amostrados da dieta B, 20%
estavam no inicio da gametogénese (Fase 1), 53,3% em gametogéenese avancada (Fase I1)
e 26,7% maturos (Fase I11) apresentando um IG de 4,07 (Tabela 2). No mesmo momento
de amostragem, dos animais acondicionados com a dieta E, 80% estavam em
gametogénese avancada (Fase 1) e 20% maturos com IG de 4,20 (Tabela 2).

No final do acondicionamento os animais da dieta A, tinham 13,3% em repouso
sexual (Fase 0), 33,3% no inicio da gametogénese (Fase 1), 46,7% em gametogénese
avancada (Fase Il) e 6,7% maturos (Fase Ill) com IG de 3,20 (Tabela 2). Apds o
acondicionamento com a dieta E foi observado que 6,7% se encontravam em repouso
sexual (Fase 0), 6,7% no inicio da gametogénese (Fase 1), 46,7% em gametogénese
avancada (Fase I1) e 40,0% maturos (Fase I11) com IG de 4,07 (Tabela 2).
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Figura 13 - Variacoes do desenvolvimento das gonadas dos machos e fémeas de R. philippinarum acondicionados
com as dietas A (microalgas vivas), B (concentrado liquido) e E (p6 piloto) nos momentos de amostragem TO (inicio
do ensaio), T1 (24 dias de ensaio) e T2 (55 dias de ensaio) onde 0- Repouso sexual; | — Gametogénese inicial; Il -
Gametogeénese avangada e 111 — Maturag&o.
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4. Discussao

A producéo de bivalves em aquacultura esté diretamente relacionada com a qualidade
do alimento fornecido (Helm et al., 2004). Com as atuais técnicas de acondicionamento,
a producdo de microalgas pode representar 30% a 40% dos custos de producdo (Soudant
et al., 2000; Supono et al., 2023). A formulacdo de dietas focadas na nutricdo de
reprodutores com o objetivo de melhorar a qualidade reprodutiva tem sido o foco de
varios estudos em espécies de bivalves produzidas em aquacultura (Robert & Trintignac,
1997; Marshall et al., 2010; Supono et al., 2023). No presente estudo foram testadas cinco
dietas, das quais, a partir de ensaios preliminares foram selecionadas para o ensaio de
acondicionamento, uma dieta controlo a base de microalgas vivas (dieta A), um
concentrado liquido de microalgas (dieta B) e uma dieta em po6 piloto combinando
microalgas com probidticos (dieta E) com o objetivo de avaliar a sua eficiéncia na

maturacgdo de reprodutores de améijoa japonesa (R. philippinarum).

O controlo microbioldgico das microalgas utilizadas para alimentar os animais, é
essencial pois a presenga de bactérias potencialmente patogénicas pode afetar
negativamente o crescimento das microalgas e dos bivalves (Pienkos & Darzins, 2009;
Le Chevanton et al., 2013). Bactérias Gram-negativas dos géneros Alteromonas,
Cytophaga, Pseudomonas, Pseudoalteromonas e Vibrio estao associadas a declinios na
densidade celular (Ashen & Goff, 2000), podem comprometer a sobrevivéncia dos
animais e a seguranca alimentar do produto final (Le et al., 2020). As culturas que
apresentaram um maior nimero de bactérias foram os stocks de Tetraselmis chui e
Tisochrysis lutea, nomeadamente os que foram mantidos durante mais tempo, antes de
iniciar o controlo microbioldgico. Pela observacédo dos graficos parece existir uma relagéo
inversa entre a densidade celular e 0 numero total de bactérias, podendo evidenciar o
envelhecimento da cultura stock por diminui¢cdo do numero de células e aumento do
numero de bactérias. Estes resultados sugerem que estes cultivos tiveram maior exposi¢ao
a fatores de contaminacdo em comparagao com S. costatum que apenas a quarta semana
atingiu valores semelhantes aos restantes stocks. Os cultivos foram mantidos em regime
semi-continuo, permanecendo assim expostos a riscos de contaminacao bioldgica didria.
Steinrucken et al. (2023) estudaram as comunidades bacterianas em distintas culturas de
microalgas sujeitas a diferentes condi¢cdes de crescimento, tendo concluido que os

géneros de microalgas tém comunidades bacterianas proprias e que estas sdao afetadas
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pelo meio de cultura. Estes autores demonstraram que as comunidades bacterianas
permaneceram estaveis durante o cultivo de diferentes estirpes de Phaedactylum sp. Este
trabalho refor¢a a importancia de um controlo microbiolégico das diferentes microalgas
produzidas e demonstra que as comunidades bacterianas associadas também sao muito
distintas. Muito embora no presente estudo nao se tenha feito uma identificacao das
bactérias que se desenvolveram, o facto de ndo ter havido crescimento bacteriano nas
placas inoculadas em TCBS, meio de cultura especifico para bactérias da familia
Vibrionacea, dos quais fazem parte um grande namero de patdgenos, revela a qualidade
microbioldgica dos cultivos para alimentacdo de bivalves. As densidades celulares dos
cultivos mostraram uma relacdo inversa a contagem de microrganismos em meio TSA. O
aumento do nimero bactérias sugere que os cultivos estavam a envelhecer nos tltimos

dias de amostragem (Kokou et al., 2012).

Com base nos resultados obtidos nos dois primeiros ensaios, selecionaram-se as dietas
A (microalgas vivas) e B (concentrado liquido) para a realiza¢do do ensaio 3 e introduziu-
se a dieta E (p6 piloto combinado com probi6ticos). Delgado & Pérez-Camacho (2007)
efetuaram um estudo sobre o efeito da temperatura no desenvolvimento gonadal de
reprodutores de R. decussatus e R. philippinarum alimentados com uma dieta
monoespecifica de I. galbana clone T-1SO tendo concluido que R. philippinarum tem
uma necessidade de maior quantidade de microalga I. galbana quando acondicionados a
18°C comparativamente com 14°C. Foram realizados outros estudos para o
acondicionamento de reprodutores de bivalves, quando se utilizaram microalgas vivas
como por exemplo, Matias et al. (2016), Anjos et al. (2017), Supono et al. (2023). No
estudo de Matias et al. (2016) efetuado com reprodutores de R. decussatus, foram
utilizadas duas dietas monoespecificas, de Isochrysis galbana clone T-ISO e Chaetoceros
calcitrans e uma mistura de I. galbana clone T-1SO e C. calcitrans. Os melhores
resultados foram obtidos quando foi administrada uma dieta com a mistura das duas
microalgas. Nalguns destes estudos, foi observado que uma maior proporcao de
diatomaceas como Skeletonema costatum, Chaetoceros calcitrans e Thalassiosira
pseudonana, apresentam resultados que coincidem com as necessidades nutricionais do
acondicionamento de reprodutores de R. decussatus. Em alternativa ao alimento vivo,
também podem ser utilizadas dietas formuladas a base de algas inertes no
acondicionamento de reprodutores. Um estudo de Rato et al. (2018) testou o efeito de

quatro dietas com diferentes propor¢des da mistura de microalgas (Skeletonema costatum,
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Chaetoceros calcitrans e Isochrysis galbana clone T-ISO) e p6 de macroalgas (Ulva
rigida) e foi observado que a substituicdo até 25% por p6 de macroalgas revelou um efeito
positivo no acondicionamento de reprodutores de C. gigas. Num estudo de Willer &
Aldridge (2020) foi testado o efeito de trés dietas a base de Schizochytrium sp no
acondicionamento de reprodutores de O. edulis com uma dieta composta pela microalga
viva, outra apenas com microencapsulados e a terceira uma combinacdo de ambas. A
dieta composta por microencapsulados teve um melhor resultado na maturagéo das
gonadas das ostras. Lopez-Carvallo et al. (2017) avaliaram o efeito de trés dietas
nomeadamente: uma mistura de microalgas vivas de T. lutea e C. calcitrans, duas dietas
de microalgas vivas enriquecidas com hidratos de carbono tendo concluido que as dietas
microalgas vivas suplementadas com fontes ricas em hidratos de carbono s&o uma
alternativa viavel para a gametogénese de reprodutores Modiolus capax a elevadas
temperaturas assim como aumentam as reservas de hidratos de carbono em tecidos

somaticos a elevadas temperaturas (26°C).

Para o presente estudo foram utilizadas trés dietas com composi¢cdo semelhantes,
nomeadamente microalgas vivas, um concentrado liquido e uma dieta em p6 piloto
combinada com probioticos. Foi possivel verificar que houve uma perda gradual do indice
de condi¢do dos animais ao longo do tempo da experiéncia relativamente ao indice de
condicdo inicial (5,05+1,69). Este facto foi evidente no final do acondicionamento onde
a dieta em po piloto (dieta E) apresentou um valor do IC de 3,77+0,35, e a dieta com
microalgas vivas (dieta A) um valor de (3,67%0,83).Estes valores sdo inferiores quando
comparados com o0s valores obtidos no estudo de Matias et al. (2013) onde foram
utilizadas duas dietas monoespecificas, de Isochrysis galbana clone T-ISO (agora
denominada Tisochrysis lutea) e Chaetoceros calcitrans € uma mistura de 1. galbana
clone T-ISO com C. calcitrans em reprodutores de R. decussatus sendo o valor do IC
observado superior a 10,0. No estudo de Rato et al. (2018) em C. gigas sobre o efeito de
quatro dietas com diferentes propor¢des da mistura de microalgas (Skeletonema costatum,
Chaetoceros calcitrans e I. galbana clone T-ISO) e p6 de macroalga (Ulva rigida) em
diferentes propor¢des. No inicio do acondicionamento o valor do indice de condicao foi
de 4,57+1,37. No final da experiéncia a dieta composta por p6é de macroalgas apresentou
o valor mais baixo (1,96+0,27) enquanto a dieta composta apenas por microalgas vivas
apresentou o valor mais elevado (5,53+0,72). Adicionalmente, ¢ necessario salientar que

os animais quando foram adquiridos j& vinham com um nivel de maturagdo avancado
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levando a possibilidade de ocorréncia de uma desova no inicio do ensaio. Este facto
justifica assim o decréscimo observado no indice de condi¢do como anteriormente
descrito por Abbas (2018), que associa esta diminui¢do do IC ao elevado consumo
energético envolvido no processo da reproducao. Um estudo conduzido por Vazquez et
al. (2021) revelou que variagdes na aclimatizacdo gera repercussdes na performance
reprodutiva e sobrevivéncia dos animais, uma vez que reprodu¢do em si implica stress
fisiolégico e, desta forma, qualquer stress exdgeno adicional durante o periodo
reprodutivo comprometera a sobrevivéncia, pois os animais tém de alocar uma grande
quantidade de energia para suportar os custos de manuten¢do. No presente estudo a dieta
em pod piloto combinada com probidticos (dieta E) (4,07) promoveu melhor
desenvolvimento gonadal nos reprodutores de R. philippinarum, em contraste, a dieta

com microalgas vivas (dieta A) (3,20) apresentou menor desenvolvimento gonadal.

No inicio do ensaio foi possivel observar que uma grande parte dos animais (46,7%)
se encontrava em estado de gametogénese avancada (fase III), o que dificultou a
observagdo direta do efeito das dietas na maturagdo gonadal. No T2 observou-se que na
dieta A, apenas 6,7% dos animais se encontrava em fase de gametogénese avancada (fase
IIT), enquanto na dieta E, para a mesma fase, o valor foi de 40%. Mais uma vez sugerem
uma melhor performance da dieta E na maturagdo das gonadas evidenciando possuir um
carater nutritivo adequado para os reprodutores. Num estudo de Matias et al. (2016) onde
foram utilizadas duas dietas monoespecificas, de 1. galbana clone T-ISO e C. calcitrans
e uma mistura de 1. galbana clone T-ISO com C. calcitrans com reprodutores de R.
decussatus, 60% dos animais apresentaram estados de desenvolvimento gonadal
avancada (fase IV). O mesmo sucesso no desenvolvimento das gonadal foi observado
num estudo de Rato et al. (2018), onde reprodutores de C. gigas alimentados com p6 de
macroalgas (Ulva rigida) apresentaram desenvolvimento gonadal ao fim de 11 semanas
de acondicionamento onde foi observado que 75% dos animais estavam na fase de
maturacdo (III) e 25% em fase de gametogénese avancada (II). Estes resultados
evidenciam que dietas formuladas por dietas formuladas com microalgas produzidas
industrialmente tiveram impacto no desenvolvimento das gonadas dos bivalves. Porém o
presente estudo teve a duracdo de oito semanas, sendo necessario um periodo mais longo
em condi¢des otimizadas para avaliar de forma mais robusta o efeito das dietas
selecionadas, nomeadamente a dieta controlo (dieta A), o concentrado liquido (dieta B) e

a dieta em po piloto combinada com probioticos (dieta E).
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A condicéo gonadal é refletida a nivel bioquimico e esta diretamente relacionada com
a alimentacdo (Abbas et al., 2018). Nos bivalves as proteinas possuem maioritariamente
uma funcdo estrutural, porém podem ser utilizadas como reserva de energia em situagoes
de stress nutricional ou durante a maturacdo gonadal. Estas podem também servir de
reserva energética na auséncia de reservas de hidratos de carbono (Marshall et al., 2010;
Matias et al., 2013). No presente estudo observou-se um aumento do teor proteico ao
longo do ensaio sendo o valor mais elevado (846,65+289,99 ug mg™ PSLC) registado na
dieta E no final do ensaio (T2). O valor do teor de proteina mais baixo (488,08+77,55 ug
mg* PSLC) foi registado no inicio do ensaio (T0). O mesmo padrio foi observado num
estudo de Anjos et al. (2017) onde foram testadas quatro dietas de diferentes misturas de
microalgas: Pavlova lutheri com I. galbana clone T-ISO, P. lutheri, T-ISO com S.
costatum e S. costatum, e C.calcitrans com P. [utheri, S. costatum e C. calcitrans no
acondicionamento de reprodutores de C. angulata e observou-se valor do teor de proteina
variou entre 242,21+64.00 ug mg™* PSLC e 459,38+ 91,20 ug mg™* PSLC observado nos
animais alimentados com uma mistura de P, lutheri, T-ISO e S. costatum. Num estudo de
Rato et al. (2018) mesmo comportamento crescente nos valores proteicos foi observado
em C. gigas quando alimentados com quatro dietas com diferentes proporgdes da mistura
de microalgas (S. costatum, C. calcitrans e 1. galbana clone T-ISO) e pé de macroalga
(Ulva rigida) onde os valores variaram entre 151,57+10,32 ug mg™ PSLC e 549,46+61,20
ug mgt PSLC. No presente estudo, os dados sugerem que o aumento do teor de proteina
nos animais foi impulsionado pelo decréscimo do teor de glicogénio uma vez que no
inicio do ensaio estes se encontravam na fase de desova e que obriga a um gasto
energético. Desta forma, no futuro a dieta em p6 podera ser modificada de forma a reduzir

o seu contetido em proteina e aumentando o seu conteido em lipidos.

Relativamente ao teor de glicogénio este apresentou valor mais elevado (77,19+47,15
ug mg! PSLC) no inicio do ensaio (T0). Nos bivalves adultos o glicogénio é a reserva
energética mais importante uma vez que esta pode ser usada como fonte de energia para
0 crescimento e pode simultaneamente ser armazenada em células especificas como uma
reserva energética para a gametogénese e desenvolvimento gonadal (Matias et al. 2013).
Desta forma, a reducdo dos hidratos de carbono durante o processo de formacéo de gametas
€ observada como uma caracteristica comum em R. decussatus, o que destaca a importancia
significativa do uso das suas reservas energéticas para o desenvolvimento dos Orgéos

reprodutivos (Matias et al. 2016). Num estudo realizado por Matias et al. (2016) em que
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foram testadas o efeito de quatro dietas no acondicionamento de R. decussatus foi
observado o mesmo padrdo nos valores do teor de glicogénio nos animais acondicionados
com a dieta a base de I. galbana clone T-ISO com C. calcitrans, onde no inicio do
acondicionamento os animais apresentaram 7,50+0,64% do peso seco, seguido de um
decréscimo para 4,35+0,61% a quarta semana e no final do ensaio observou-se um
aumento para 8,10+0,35% onde os elevados valores no teor do glicogénio foram
registados num periodo em que os animais se encontravam na sua maioria na fase de
gametogénese avancada. O mesmo padrao foi observado no presente trabalho onde o
valor mais elevado do teor de glicogénio foi registado no inicio do acondicionamento

onde os animais apresentavam numa fase de desenvolvimento gonadal avancada.

Relativamente ao teor de lipidos totais estes apresentaram o valor mais elevado
(63,47+54,76 pg mg? PSLC) com a dieta A no final do ensaio. O valor mais baixo
(49,28+28,61 ug mg™* PSLC) foi registado com a dieta E no mesmo periodo. Estes dados
sugerem que a dieta A possuia um teor lipidico adequado para acondicionamento dos
reprodutores, uma vez que estes possuem um papel fundamental na producdo dos gametas
pois sdo essenciais para o organismo do reprodutor durante o processo da gametogénese
e na propria formacdo dos gametas sendo que espermatozoides e odcitos apresentam
grande composicao lipidica (Albentosa et al., 2007). O mesmo foi observado por Matias
et al. (2016), num estudo que comparou o efeito dietas com diferentes composicdes de
microalgas, onde se verificou que uma dieta a base de I. galbana clone T-ISO e C.
calcitrans produziu um elevado teor lipidico na massa visceral dos reprodutores
(10,69+0,50% do peso seco) onde estes apresentavam a condicdo ideal para desovar.
Consequentemente, a acumulacdo de lipidos observada nos reprodutores de R.
philippinarum do presente trabalho ndo apresentaram um padrao dentro do padrao normal

de acondicionamento de reprodutores de améijoa.

Em resumo, foi possivel observar neste estudo, apesar da diminui¢do do indice de
condi¢do (que foi comum a todas as dietas) uma boa performance da dieta experimental

em po piloto combinada com probidticos comparativamente com as microalgas vivas.

A utilizacdo de dietas de microalgas produzidas industrialmente para aquacultura de
bivalves, tal como as que foram utilizadas na presente tese, contribuem para a reducdo da
producao de microalgas em aquacultura o que pode promover a otimizagdo dos recursos
e metodologias aplicadas neste setor de producdao animal. A utilizacdao destas dietas em
maturacdo de bivalves € particularmente relevante uma vez que a recolha de pos-
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larvas/juvenis de bivalves para aquacultura em ambiente natural se encontra em declinio
devido as alteragoes climaticas. Neste sentido, atualmente ha uma necessidade crescente
de producdo de animais em maternidade através da reprodugdo de bivalves. A eficiente
maturacao de bivalves com dietas de microalgas formuladas especificamente para esta

aplicagdo ¢ essencial para o desenvolvimento deste setor de aquacultura.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo enfatizam o sucesso do acondicionamento dos
reprodutores de améijoa quando alimentados com dietas formuladas com microalgas
produzidas industrialmente. Através da evolucdo da composi¢do quimica e analise
considerou-se que a dieta em po6 piloto combinada com probidticos (dieta E) teve
influéncia positiva na maturacdo das génadas dos reprodutores de R. philippinarum.
Apesar dos animais alimentados com a dieta controlo a base de microalgas vivas terem
apresentado um teor lipidico superior na sua massa visceral aos animais alimentados com
a dieta em po, esta ndo promoveu melhor desenvolvimento gonadal. A aquisicdo dos
animais ja numa fase madura e as condic¢des do cultivo pude ter influenciado a ocorréncia
de uma desova no inicio do ensaio uma vez que estes apresentaram um decréscimo no
indice de condicdo. O mesmo pode ser concluido através da diminuicéo observada no teor
de glicogénio em todas as dietas na amostragem T1. Assim sendo, no futuro devem ser
realizados novos ensaios com estas dietas e antes do ensaio sujeitar 0s animais a
temperaturas reduzidas de forma a regredir o seu estado gonadal a niveis basais de forma

a avaliar de forma mais conclusiva o efeito das dietas na maturacdo gonadal dos animais.

Em estudos futuros seria interessante avaliar o comportamento das dietas utilizadas
no presente trabalho durante um periodo mais longo uma vez que o concentrado liquido
foi testado por um curto periodo e apresentou os valores nutricionais mais elevados das
trés dietas assim como analisar a composi¢do bioquimica das dietas a testar.
Adicionalmente sugere-se que sejam testadas também dietas compostas por alimento vivo
e inerte, em diferentes proporgdes, de modo a averiguar o impacto da combinagéo das

diferentes dietas no acondicionamento dos reprodutores.
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7. Anexos

Anexo 1 - Observac0es das fezes (F), pseudofezes (Pf), desperdicio (D) registadas numa escala quantitativa de 0
a 3, (onde 0 - auséncia, 1 — pouca quantidade, 2 — alguma quantidade e 3 — muita quantidade) e quantidade de alimento
fornecido em ml (Q) em individuos de R. philippinarum alimentados com 4 dietas diferentes (A, B e C).

Dias Tanque Al (dieta A) Tanque A2 (dieta B) Tanque A3 (dieta C)
F Pf D Q (ml) F Pf D Q (ml) F Pf D Q (ml)
1 3 0 0 1110 0 3 3 20 2 2 2 20
2 3 0 0 950 1 3 3 20 2 2 1 20
3 3 0 0 950 2 2 3 20 2 1 1 20
4 3 0 0 950 2 2 3 20 2 1 1 20
5 3 0 0 950 2 1 2 20 2 1 0 100
6 3 0 0 950 2 1 1 20 1 1 3 100
7 3 0 0 950 3 1 1 20 1 3 1 20
8 3 0 0 800 3 1 1 10 1 3 1 10
9 3 0 0 800 3 1 1 10 1 3 1 10
10 3 0 0 800 3 1 0 10 1 3 1 10
1 3 0 0 800 3 1 0 10 1 3 2 10
12 3 0 0 640 3 1 0 20 1 3 0 10
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Anexo 2 - Observagdes das fezes (F), pseudofezes (Pf), desperdicio (D) registadas numa escala quantitativa de 0

, 1 —pouca quantidade, 2 — alguma quantidade e 3 — muita quantidade) e quantidade de alimento

- auséncia,
fornecido em mL (Q) em individuos de R. philippinarum alimentados com 4 dietas diferentes (A, B, C e D).
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Anexo 3.1 - Observagoes das fezes (F), pseudofezes (Pf) e desperdicio (D) registadas numa escala quantitativa de
0 a 3, (onde 0 - auséncia, 1 — pouca quantidade, 2 — alguma quantidade e 3 — muita quantidade) em individuos de R.

philippinarum alimentados com a dieta A.
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Anexo 3.2 - Observac0es das fezes (F), pseudofezes (Pf) e desperdicio (D) registadas numa escala quantitativa de
0 a 3, (onde 0 - auséncia, 1 — pouca quantidade, 2 — alguma quantidade e 3 — muita quantidade) em individuos de R.

philippinarum alimentados com a dieta B.
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Anexo 3.3 - Observagdes das fezes (F), pseudofezes (Pf) e desperdicio (D) registadas numa escala quantitativa de
0 a 3, (onde 0 - auséncia, 1 — pouca quantidade, 2 — alguma quantidade e 3 — muita quantidade) em individuos de R.

philippinarum alimentados com a dieta E.
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