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RESUMO

O presente estudo reporta o ciclo reprodutivo, indice de condicdo e o tamanho da primeira maturacdo da
améijoa-japonesa Ruditapes philippinarum na Ria de Aveiro (Portugal). O ciclo reprodutivo foi monitorizado
durante um periodo de 1 ano, de Janeiro a Dezembro de 2013, e classificado em 6 estados de maturacdo de
acordo com a observacdo microscéopica de cortes histologicos das gonadas. A época de desova decorreu de Abril
a Outubro, com um pico de maior intensidade no final do Verdo (Agosto e Setembro). O indice de condi¢do
apresentou um padréo sazonal bem definido, que parece estar relacionado com o ciclo reprodutivo da espécie. A
primeira maturacdo sexual da améijoa-japonesa decorre durante o seu primeiro ano de vida, quando os animais
atingem um comprimento de concha de 20,0 mm. Foi ainda comparada a estratégia reprodutiva e o crescimento
da améijoa-japonesa na Ria de Aveiro com a sua congénere nativa améijoa-boa (Ruditapes decussatus).

Palavras chave: Bivalves, Ruditapes philippinarum, indice de condigdo, tamanho da primeira maturagéo,

competi¢do interespecifica, Ruditapes decussatus, gestdo de recursos pesqueiros.

ABSTRACT

Title: Reproductive cycle, condition index and size at first sexual maturity of the Manila clam Ruditapes
philippinarum (Adams & Reeve, 1850) in the Ria de Aveiro, Portugal. This study reports the reproductive
cycle, condition index and the size at first maturity of the Manila clam Ruditapes philippinarum in Ria de Aveiro
(Portugal). The reproductive cycle was monitored over 1-year period, from January to December 2013, and the
development of the gonads was classified into six successive maturity stages according with the microscopic
observation of histological sections of the gonads. Spawning extended from April to October, with a peak by the
end of summer (August and September). The condition index showed a distinct seasonal pattern which appear to
be related to the reproductive cycle. The size at first sexual maturity was attained at a shell length of 20.0 mm,
within the first year of life. Additionally, the reproductive strategy and the growth parameters were compared
between the Manila clam and its congeneric native species the Grooved carpet shell clam (Ruditapes
decussatus).

Keywords: Bivalves, Ruditapes philippinarum, condition index, size at first maturity, interspecific competition,

Ruditapes decussatus, fisheries resource management.

Referéncia bibliografica: MAIA, F; BARROSO, C., GASPAR, M., 2020. Ciclo reprodutivo, indice de
condicdo e primeira maturacdo da améijoa-japonesa Ruditapes philippinarum (Adams & Reeve, 1850) na Ria de

Aveiro, Portugal. Relatérios Cientificos e Técnicos do IPMA (http//ipma.pt) n°® 28, 33pp.
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INTRODUCAO

A améijoa-japonesa Ruditapes philippinarum é uma espécie exdtica de caracter invasor
indigena das zonas costeiras dos mares subtropicais e temperados do Pacifico Ocidental,
estendendo-se do Sul do mar da China para o Norte até ao mar de Okhotsk, incluindo o mar
do Japédo, com grande capacidade de adaptacdo a novos habitats e que se estabeleceu com
sucesso em varios ecossistemas fora da sua distribuicdo geografica natural. As suas elevadas
taxas de crescimento e reproducdo (Delgado & Pérez-Camacho, 2007; Moura et al., 2018),
ampla tolerancia a diversos fatores ambientais (Velez et al., 2016), assim como a resisténcia a
determinadas doencas e agentes patogénicos (Moreira et al., 2012; Daniel Pires, 2018)
tornaram-na uma 6tima candidata para aquacultura, tendo sido introduzida intencionalmente

com esse fim em diversos paises europeus (Goulletquer, 2015).

Apesar do cultivo da améijoa-japonesa nao ser permitido em Portugal, existem registos da sua
ocorréncia em aguas nacionais desde o inicio da década de 80, nomeadamente na Ria
Formosa onde foram identificados os primeiros exemplares (Ruano & Sobral, 2000). O
declinio das populacdes selvagens da sua congénere nativa Ruditapes decussatus e 0s baixos
rendimentos da pesca dai resultantes contribuiram para a introducdo deliberada desta espécie
em diversas zonas de producdo de moluscos bivalves do pais, estando actualmente presente
em Varios estuarios e sistemas lagunares portugueses (e.g. estuarios do Tejo e Sado, Lagoa de
Obidos, Lagoa de Albufeira e Ria de Aveiro).

A captura comercial de améijoa-japonesa na Ria de Aveiro teve inicio em 2010 com um
registo anual de desembarques em lota na ordem das 3 toneladas e um volume de vendas de
aproximadamente 5 000 €. Num periodo de tempo relativamente curto as capturas
aumentaram significativamente e em 2012 os desembarques ja excediam as 437 toneladas
anuais e geravam rendimentos de cerca de 840 000 €. Este facto demonstra o forte caracter
invasivo da espécie e a importancia comercial deste recurso para as comunidades piscatorias
da regido. Nao obstante o elevado contributo econdmico da améijoa-japonesa para 0
rendimento dos mariscadores locais, convém referir que a introducdo e proliferacdo de
espécies exoticas invasoras numa dada regido pode causar sérios problemas as espécies
autoctones devido a fendmenos de competigdo interespecifica por espago e alimento (Czech,
B. & Krausman, P., 1997; Wilcove et al., 1998; Solidoro et al., 2000), predacédo (Cohen et al.,
1995; Levings et al., 2002), ou ainda como vector de transmissdo de agentes patogenicos ou
parasitas (Crowl et al., 2008). Os efeitos das espécies invasoras sobre as espécies nativas sao

imprevisiveis e podem causar um declinio populacional ou até mesmo a sua extin¢do nas
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areas invadidas (Byrnes et al., 2007), com graves consequéncias econdmicas e sociais por

vezes de caracter irreversivel e de dificil contabilizacéo.

A recente introducdo da améijoa-japonesa (entre 2008 e 2009) e a rapida e descontrolada
disseminacédo na Ria de Aveiro é um motivo de preocupacao, em virtude do seu alto potencial
invasor e capacidade de excluir as espécies nativas de maior valor comercial, nomeadamente
as espécies de bivalves pertencentes a mesma familia Veneridae com as quais partilha
atributos ecoldgicos semelhantes, como por exemplo a améijoa-macha (Venerupis corrugata)
e especialmente a améijoa-boa (Ruditapes decussatus), com a qual compete no mesmo nicho
ecoldgico. O conhecimento sobre a biologia da améijoa-japonesa € fundamental para
compreender as vantagens adaptativas e 0 sucesso competitivo desta espécie invasora sobre as
espécies autoctones e na definicdo de estratégias de gestdo eficazes que minimizem o seu
impacte no ecossistema e que promovam a preservacdo, valorizacdo e a exploracdo sustentada
dos recursos autdctones da Ria de Aveiro. E neste contexto que se desenvolve o presente
estudo sobre o ciclo reprodutivo, indice de condicdo e tamanho da primeira maturacdo da

améijoa-japonesa na Ria de Aveiro.

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

Seleccionou-se para local de amostragem um banco natural permanentemente submerso
localizado no Canal de S. Jacinto-Ovar, proximo da vila da Torreira (Fig. 1). A selecdo deste
banco em particular deve-se ao facto de ser frequentemente utilizado por pescadores
profissionais como local de captura de moluscos bivalves, nomeadamente de améijoa-
japonesa. O canal de S. Jacinto-Ovar, com cerca de 25 km de extensdo, atravessa todo o
sector central da Ria de Aveiro estendendo-se para norte desde a povoagdo de Sdo Jacinto até
a cidade de Ovar. Este canal é limitado a oeste por uma faixa litoral relativamente estreita que
0 separa do Oceano Atlantico. A pescaria de moluscos bivalves nesta zona da Ria de Aveiro
reveste-se de especial importancia sobretudo para os nucleos piscatérios de S. Jacinto,

Murtosa e Torreira.
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Figura 1. Ria de Aveiro. Localizag&o da zona de amostragem de améijoa-japonesa (1).
Figure 1. Ria de Aveiro. Manila clam sampling site location (1).



Ciclo Reprodutivo

O ciclo reprodutivo de Ruditapes philippinarum foi monitorizado durante o periodo de 1 ano,
entre Janeiro e Dezembro de 2013, atraves da analise microscdpica da génada dos animais.
Para esse efeito, foram recolhidos todos os meses 40 exemplares adultos, com comprimentos
de concha superiores a 30 mm, e processados segundo métodos histologicos classicos que tém
produzido bons resultados em estudos desta natureza (ver protocolo de histologia em anexo;
Maia et al., 2006). Apds o processamento dos tecidos/génadas, as preparacbes foram
observadas ao microscépio 6tico e classificadas de acordo com o seu estado de maturagédo
sexual. Neste trabalho foi utilizada a escala de maturacdo proposta por Gaspar (1996),

introduzindo-lhe apenas ligeiras alteragdes, de forma a adapté-la a espécie em estudo:

Estado 0 — Repouso Sexual

Este estado € caracterizado pela abundancia de tecido conjuntivo. Os foliculos gonadais séo
escassos, pequenos e encontram-se dispersos pela massa visceral. Na maioria dos casos estéo
vazios, mas alguns podem conter células germinais ndo diferenciadas. Ndo ha sinais de
00génese ou espermatogénese ativa e é impossivel determinar o sexo dos animais (Fig. 2A e
Fig. 3A).

Estado | — Gametogénese Inicial

Esta fase é caracterizada pelo aumento do nimero e dimensao dos foliculos. A quantidade de
tecido conjuntivo interfolicular diminui significativamente. As paredes foliculares tornam-se
mais espessas e exibem células germinativas em diferentes fases de maturacdo. A génada
feminina apresenta odcitos imaturos em estagios iniciais de desenvolvimento, incrustados nas
paredes foliculares ou ligados a estas por um pedunculo citoplasmatico (Fig. 2B). Nos machos
é possivel distinguir espermatogonias, espermatdcitos, espermatideos e, ocasionalmente,

alguns espermatozoides (Fig. 3B).

Estado |1 — Gametogénese Avancada

Esta fase é caracterizada pelo aumento do diametro dos foliculos e pela auséncia quase total
de tecido conjuntivo interfolicular. No interior dos foliculos coexistem gametas em diferentes

estados de maturacdo. Nos exemplares femininos, a maioria dos o0citos encontra-se ainda
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ligada a parede folicular por um pedudnculo citoplasmatico, assumindo uma forma piriforme.
Ja se detectam odcitos livres no lumen folicular (Fig. 2C). Nos exemplares masculinos, as
espermatogonias, espermatocitos e espermatideos ainda estdo presentes. No entanto, o interior
dos foliculos é maioritariamente preenchido por espermatozéides maduros que se organizam

em “feixes” com os flagelos orientados para o limen folicular (Fig. 3C).

Estado |11 — Maturacido

Esta fase é caracterizada pelo desaparecimento do tecido conjuntivo interfolicular. Os
foliculos apresentam o seu didmetro maximo, ocupam praticamente toda a gonada e estdo
repletos de gametas maduros. Esta etapa do ciclo reprodutivo indica o fim da gametogénese,
no entanto ainda é possivel observar algumas células sexuais em diferentes estados de
desenvolvimento. O interior dos foliculos femininos esta densamente preenchido por odcitos
livres com configuragdo poligonal (Fig. 2D). Os foliculos masculinos estdo totalmente
preenchidos por espermatozoides maduros, dispostos em rosetas (Fig. 3D).

Estado IV — Desova

Esta fase caracteriza-se pela emissdo dos gametas. A medida que a desova avanga observa-se
uma reducdo gradual das dimensdes dos foliculos e da densidade de gdmetas no seu interior.
Alguns foliculos poderéo estar total ou parcialmente vazios. O tecido conjuntivo interfolicular
¢ abundante. Nos exemplares femininos, os odcitos assumem uma forma mais arredondada
como consequéncia da diminuicao da presséo folicular (Fig. 2E). Nos exemplares masculinos,
as rosetas de espermatozoOides desorganizam-se e observam-se espagos vazios no lumen

folicular a medida que a desova prossegue (Fig. 3E).

Estado V — Pés-desova

Esta fase é caracterizada por uma acentuada proliferacdo do tecido conjuntivo interfolicular e
pela presenca de numerosos hemocitos, que efectuam a lise in situ dos oocitos e
espermatozdides residuais e de todo o material sexual ndo expelido. E ainda possivel detetar
nos exemplares femininos (Fig. 2F) e masculinos (Fig. 3F) alguns odcitos e espermatozoides

no interior folicular, a maioria com sinais evidentes de degenerescéncia.
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Figura 2. Microfotografias de sec¢des de gonada de améijoa-japonesa (fémeas): (A) estado O, repouso
sexual; (B) estado |, gametogénese inicial; (C) estado I, gametogénese avancada; (D) estado |11, maturacéo;
(E) estado 1V, desova; (F) estado V, pds-desova. TC, tecido conjuntivo; OOG, oogdnias; OPV, odcitos pré-
vitelogénicos; OV, odcitos vitelogénicos; OM, odcitos maduros; FPV, foliculos parcialmente vazios; OD,
odcitos em degenerescéncia. Barras de escala; 100 um. Coloragdo: azul de toluidina. Fonte: elaborado pelo
autor.

Figure 2. Microphotographs of histological sections of gonadal tissue of Manila clam (females). (A) stage 0,
sexual resting; (B) stage I, early gametogenesis; (C) stage Il, advanced gametogenesis; (D) stage IlI,
maturity; (E) stage 1V, spawning; (F) stage V, post-spawning. TC, connective tissue; OOG, oogonia; OPV,
previtellogenic oocytes; OV, vitellogenic oocytes; OM, mature oocytes; FPV, partially empty follicles; OD,
degenerative oocytes. Scale bars: 100 um. Stain: toluidine blue. Source: elaborated by the author.
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Figura 3. Microfotografias de seccBes de gdnada de améijoa-japonesa (machos): (A) estado O, repouso
sexual; (B) estado I, gametogenese inicial; (C) estado Il, gametogénese avangada; (D) estado 111, maturacéo;
(E) estado 1V, desova; (F) estado V, pos-desova. TC, tecido conjuntivo; EPG, espermatogonias; EPZ,
espermatozdides; REPZ, rosetas de espermatozoides; FPV, foliculos parcialmente vazios; EPZD,

espermatozdides em degenerescéncia. Barras de escala: 100 pum. Coloragdo: azul de toluidina. Fonte:
elaborado pelo autor.

Figure 3. Microphotographs of histological sections of gonadal tissue of Manila clam (males). (A) stage 0,
sexual resting; (B) stage I, early gametogenesis; (C) stage Il, advanced gametogenesis; (D) stage IlI,
maturity; (E) stage 1V, spawning; (F) stage V, post-spawning. TC, connective tissue; EPG, spermatogonia;
EPZ, spermatozoa; REPZ, spermatozoa rosettes; FPV, partially empty follicles; EPZD, degenerative
spermatozoa. Scale bars: 100 pm. Stain: toluidine blue. Source: elaborated by the author.

10




indice de Condicg&o

Os indices de condicédo sao frequentemente utilizados como indicadores de avaliagdo do bem-
estar animal, uma vez que refletem mudancas fisioldgicas (decorrentes de doencgas, estado
nutricional, reproducédo, crescimento, stress, condicdes ambientais, etc.) de um determinado
individuo ao longo de um periodo especifico de tempo (Christo, 2006; Sahin, 2006). O padréo
de evolucéo do indice de condicdo pode ser utilizado para definir estratégias de exploracao de
moluscos bivalves com interesse comercial. De facto, o periodo de apanha e comercializacéo
das espécies-alvo deve coincidir com a época do ano em que estas exibem as melhores
condigdes fisioldgicas, usualmente associadas a um maior peso dos animais e a menores taxas

de mortalidade p6s-colheita, potenciando assim o lucro dos pescadores.

Neste trabalho foi utilizado o indice de condicéao (IC) proposto por Walne (1976):

IC = (P seco dos tecidos/ P seco da concha) x 100

O peso seco dos tecidos e 0 peso seco da concha de cada exemplar foi determinado apos
secagem em estufa a temperatura de 80°C, por um periodo de 24 horas (Christo, 2006). Estes
parametros foram calculados uma vez por més a partir da média de um grupo aleatério de 10
animais com comprimento de concha padréo (40 mm £ 1 mm), de forma a refletir o ganho e
perda de peso dos animais durante a reproducdo, suprimindo assim a influéncia do

crescimento na interpretacdo dos resultados.

Tamanho de primeira maturagéo

Para a determinacao do tamanho de primeira maturacdo foram observados microscopicamente
cerca de 300 exemplares com comprimentos de concha que variaram entre 0s 13 e 0s 55 mm.
As amostras foram recolhidas no periodo de reproducdo da espécie, durante os meses de
Junho a Agosto de 2013.

O tamanho de primeira maturagdo pode ser definido como o comprimento a partir do qual
50% dos individuos estdo sexualmente maturos. Foram classificados como sexualmente
maturos todos os exemplares que, atraves de exame microscopico das gonadas, se
encontravam nos estados de maturacdo Il (Maturacdo), IV (Postura) e V (Pds-postura). Os

dados foram posteriormente ajustados a seguinte curva logistica:

11



P=1/1+exp "t 1))

onde, (P) é a proporcdo de exemplares maturos em cada classe de comprimento (L); r é o

declive da curva e (Lso) € 0 comprimento da primeira maturagéo (King, 1995).

RESULTADOS. DISCUSSAO
Ciclo Reprodutivo

Na figura 4 apresenta-se a evolucdo anual do ciclo reprodutivo observada em exemplares
femininos e masculinos de améijoa-japonesa. Esta espécie apresenta um desenvolvimento
sexual bem definido ao longo do ano, ocorrendo sincronia dos diferentes estados de
maturacdo entre ambos 0s sexos. Por essa razdo, sera realizada uma analise conjunta do seu

ciclo reprodutivo (Fig. 5).
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Figura 4. Améijoa-japonesa. Variacdo mensal da percentagem de exemplares
femininos (A) e masculinos (B) em cada estado do ciclo reprodutor.

Figure 4. Manila clam. Monthly variation in the percentage of female (A) and
male (B) specimens in each stage of gonadal development.

12



Pela analise da figura 5 verifica-se que a gametogénese (estados de maturacdo sexual | e 1)
decorreu durante todo o Inverno e o inicio da Primavera, tendo sido observados individuos
nos primeiros estados (da gametogenese) desde Janeiro até Abril. No final desse periodo
(Abril) alguns exemplares (12,5%) alcancaram o estado maximo de maturacao sexual (estado
I11) e uma pequena percentagem (7,5%) iniciou a desova (estado IV). A desova prolongou-se
pelos meses subsequentes até Outubro, tendo, no entanto, apresentado maior intensidade nos
meses de Verdo, nomeadamente em Agosto (75%) e em Setembro (65%). Durante o Outono
(Outubro e Novembro) a maioria dos individuos observados encontrava-se nas fases de pos-
postura (estado V) e de repouso sexual (estado 0). Em Dezembro observou-se o inicio de um
novo ciclo reprodutivo, apresentando-se grande parte da populagdo (42,5%) no estado de

gametogenese inicial (estado I).
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Figura 5. Améijoa-japonesa. Variacdo mensal da percentagem de animais (fémeas + machos) em
cada estado do ciclo reprodutor.

Figure 5. Manila clam. Monthly variation in the percentage of specimens (females + males) in

each stage of gonadal development.
Para determinar uma possivel influéncia dos parametros fisico-quimicos no desenvolvimento
do ciclo reprodutivo da améijoa-japonesa, registaram-se durante o periodo de estudo e com
periodicidade semanal os valores de salinidade e temperatura da agua (mare cheia) (Fig. 6).

Estes valores foram obtidos com uma sonda multiparametro WTW modelo LF197.
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Figura 6. Valores médios (z desvio padrdo) da temperatura e salinidade da &gua.
Figure 6. Average values (+ standard deviation) of water temperature and salinity.

Verifica-se que a salinidade ndo variou significativamente ao longo do periodo de estudo,
apresentando uma gama de valores compreendida entre os 34,2 e 35,5 (Fig. 6). A evoluc¢édo do
ciclo reprodutivo da améijoa-japonesa parece estar relacionada com a flutuacdo sazonal da
temperatura da dgua na Ria de Aveiro. De facto, verifica-se que a gametogénese (estados | e
I1) e a maturacdo sexual (estado Ill) sdo desencadeadas por um aumento progressivo da
temperatura desde o inicio do Inverno (Dezembro/Janeiro ~13/14°C) até ao fim da Primavera
(Maio/Junho ~15/16°C). O pico de desova (estado V) ocorre no periodo mais quente do ano,
nomeadamente em Agosto e Setembro, altura em que se registaram as temperaturas mais
elevadas de cerca de 20 e 19°C, respectivamente. Sucede-se um periodo caracterizado pela
predominancia dos estados de pos-desova (estado V) e repouso sexual (estado 0), e que

coincide com a queda gradual das temperaturas da agua durante o Outono (Fig. 6).

Na figura 7 apresentam-se as épocas de desova da améijoa-japonesa em VAarios paises
europeus, incluindo Portugal. Observam-se longos periodos de desova para a generalidade das
populacdes estudadas (entre 5 a 8 meses) 0 que demonstra uma boa adaptacdo da espécie a
habitats fora da sua area de distribuicdo natural e capacidade para estabelecer e manter
populacdes vidveis nesses locais. Apesar de se notarem ligeiras diferencas no inicio e no final
das epocas de postura, verifica-se que na maioria das areas colonizadas a desova ocorre
sobretudo durante os meses de Verdo. Estas diferencas poder-se-&o justificar devido a relacdo

entre o ciclo reprodutivo dos bivalves e algumas variaveis ambientais, nomeadamente a
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temperatura e a disponibilidade alimentar (Darriba et al., 2004; Rodriguez-Rua et al., 2003;
Ojeaetal., 2004).

Na Ria de Aveiro, a época de desova da améijoa-japonesa prolongou-se por 7 meses (de Abril
a Outubro), com um pico maximo registado em Agosto e Setembro. Moura et al. (2018)
verificaram que a espécie apresenta uma estratégia reprodutiva semelhante no estuério do
Tejo, diferindo apenas nas datas de inicio e de término da época de desova, que avangaram
cerca de 1 més (Maio a Novembro/Dezembro, respectivamente), e também no periodo de
maior intensidade da desova, que ocorreu de Junho a Agosto. Segundo estes autores, as
variagOes observadas no periodo de reproducdo entre as duas populagdes estudadas podem ser
justificadas devido a diferentes padrées na flutuagdo sazonal da temperatura da 4gua na Ria de
Aveiro e no estuario do Tejo, nomeadamente ao atraso na subida da temperatura da agua e a
valores mais elevados atingidos no estuario do Tejo (maximo = 23°C), do que os observados

na Ria de Aveiro (maximo = 20°C, presente estudo, Matias el al., 2013).

Area Geogréfica JIFIMAMIJIJ AISIO:N D

1 - Drumcliff Bay

2 - Lagoa de Veneza

3 - Delta do Rio Po

4 - Lagoa Thau

5 - Ria de Camarinas .

6 - Ria de Vigo

7 - Ria de Aveiro

8 - Estuario do Tejo

Figura 7. Epoca de desova da améijoa-japonesa em varios paises Europeus. Periodo de desova (azul claro);
pico da desova (azul escuro); 1 - Irlanda (Drummond et al., 2006); 2 - Italia (Meneghetti et al., 2004); 3 - Itlia
(Sbrenna & Campioni, 1994); 4 - Franca (Maitre-Allain, 1985); 5 - Espanha (Ojea et al., 2005); 6 - Espanha
(Rodriguez-Moscozo et al., 1992); 7 - Portugal (presente estudo); 8 - Portugal (Moura et al., 2018).

Figure 7. Manila clam spawning season in several European countries. Spawning season (light blue);
spawnings peak (dark blue); 1 - Ireland (Drummond et al., 2006); 2 - Italy (Meneghetti et al., 2004); 3 - Italy
(Sbrenna & Campioni, 1994); 4 - France (Maitre-Allain, 1985); 5 - Spain (Ojea et al., 2005); 6 - Spain
(Rodriguez-Moscozo et al., 1992); 7 - Portugal (present study); 8 - Portugal (Moura et al., 2018).

Indice de Condic&o

A figura 8 apresenta a variacdo do indice de condicdo (IC) da améijoa-japonesa durante o
periodo de estudo. Verificou-se que as oscilagcbes sazonais do IC estdo intimamente
relacionadas com evolugcdo do ciclo reprodutivo da espécie. De facto, o IC manteve-se
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relativamente estavel entre Janeiro e Marco, periodo do ano em que a maioria dos exemplares
observados se encontrava no estado inicial de gametogénese (estado I). A partir de Abril e até
Julho observou-se um aumento progressivo do IC, acompanhando de perto o processo de
desenvolvimento e maturacdo das gonadas (estados Il e I11). O valor mais elevado do IC foi
obtido em Julho, numa altura em que a maioria dos individuos se encontrava no estado
maximo de maturacao sexual (estado I11). Em Agosto, quando ocorreu 0 maior pico de desova
(75% da populacdo no estado 1V), observou-se uma diminuicdo acentuada do IC,
provavelmente devido a perda de peso dos animais com a libertacdo de gametas e declinio
progressivo das reservas energéticas como consequéncia do esfor¢o reprodutivo. O IC sofreu
uma ligeira subida em Setembro, voltando a diminuir nos 2 meses subsequentes até
Novembro, quando a maioria da populagéo se encontrava nas fases de pos-postura (estado V)
e repouso sexual (estado 0). Em Dezembro, observou-se novamente um aumento do IC que

coincidiu com o inicio de um novo ciclo reprodutivo (42,5% da populagéo no estado I).
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Figura 8. Variacdo sazonal do indice de condicdo (Média + desvio padrdo) da améijoa-
japonesa na Ria de Aveiro.

Figure 8. Seasonal variation in the condition index (mean + standard deviation) of the
Manila clam in Ria de Aveiro.

Tamanho da primeira maturacao

Tal como se referiu anteriormente, o tamanho de primeira maturacgdo (Lso) é definido como o
comprimento a partir do qual 50% dos individuos de uma determinada espécie atinge a
maturacdo sexual. Neste trabalho consideraram-se como sexualmente maturos todos os
exemplares que iriam desovar durante a época de reproducdo (estado Ill), os que se

encontravam na fase activa de desova (estado 1V), bem como todos aqueles que ja tinham
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desovado (estado V). Importa referir que o Lsgp da améijoa-japonesa, bem como da
esmagadora maioria das espécies bivalves, pode variar entre populac@es de diferentes areas
geograficas de acordo com os fatores ambientais especificos de cada habitat que influenciam
o ciclo reprodutivo e o crescimento da espécie (Clarke, 1987; Santos et al., 2011; Moura et al,
2013; Kandeel, 2017).

Na figura 9A e 9B apresentam-se as ogivas de maturacdo da améijoa-japonesa determinadas
para os exemplares femininos e masculinos, respetivamente. Verificou-se que ambos 0s
géneros atingem a maturagédo sexual com um comprimento de concha de 20,2 mm. O tamanho
da primeira maturacdo estimado para a totalidade dos individuos observados (géneros
agrupados) foi de 20,0 mm de comprimento (Fig. 10).

- FEMEAS - A

Porpoc¢édo Fémeas maturas

10 15 20 25 30 35
Comprimento de concha (mm)

- MACHOS - B

Porporcdo Machos maturos

10 15 20 25 30 35
Comprimento de concha (mm)

Figura 9. Ogivas de primeira maturacdo determinadas para as fémeas (A) e para 0s
machos (B) de améijoa-japonesa.
Figure 9. First maturity ogives for females (A) and males (B) of Manila clam.
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- FEMEAS + MACHOS -

Porporgédo de mamturos

10 15 20 25 30 35
Comprimento de concha (mm)

Figura 10. Ogiva de primeira maturacdo da améijoa-japonesa (géneros agrupados).
Figure 10. First maturity ogive of Manila clam (both sexes grouped).

Os resultados do presente estudo enquadram-se no intervalo de valores de Lso referido em
investigacOes anteriores. Na area de distribuicdo nativa da améijoa-japonesa, nomeadamente
na costa oeste da Coreia, 0s machos desta espécie atingem o Lsp com um comprimento de
concha de 17,16 mm (Chung et al., 2013) e as fémeas com 17,83 mm (Choi et al., 2005).
Embora ndo tenha sido estimado o tamanho da primeira maturacdo, Ponurovsky e Yakovlev
(1992) referem que na Baia de Vostok (Mar do Japdo), esta espécie atinge a maturacdo sexual
entre 0s 20 e 30 mm de comprimento. Estes autores referem ainda a presenca de exemplares
maturos de menores dimensdes, com comprimentos de concha de 7,5 mm (fémeas) e de 8,0
mm (machos). No Lago Akkeshi, localizado na costa ocidental norte da Ilha Hokkaido
(Japdo), Yamamoto e Iwata (1956) mencionam que as fémeas atingem a maturacdo sexual
com cerca de 30 a 35 mm de comprimento e 0s machos entre 0s 22 e 0os 27 mm de
comprimento. Chung et al. (2001), num estudo realizado na Baia de Komso (Coreia),
verificaram que 56,3% das fémeas e 60,0% dos machos atingiam a primeira maturacdo com
cerca de 15,1 a 20,0 mm de comprimento, e que toda a populacéo estaria matura a partir dos

25,1 mm de comprimento.

Fora da sua area de distribuicdo geografica natural, nomeadamente em territorio Europeu,
existem poucos estudos sobre o tamanho da primeira maturagdo da améijoa-japonesa. Em
Franca, Devauchelle (1990) indica que a maturacdo sexual ocorre no 1° ano de vida dos

animais, quando estes atingem cerca de 15 a 20 mm de comprimento.
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O tamanho da primeira maturacdo da améijoa-japonesa foi ainda determinado no estuério do
Tejo, onde a espécie apresentou um Lsy de 29,4 mm com cerca de 1 ano de idade (Moura et
al., 2018). A diferenca observada no Lsy entre as populacdes de améijoa-japonesa da Ria de
Aveiro (20 mm) e do estuario do Tejo (29,4 mm) pode estar relacionada com condicdes
ambientais especificas de cada regido que influenciam o processo de maturacdo sexual,

nomeadamente a disponibilidade alimentar.

De facto, na Ria de Aveiro observa-se um padrdo de sucessivos eventos de florescimento
fitoplanctonico, que comecam no fim do Outono e se prolongam até ao fim do Verdo. As
diatomaceas constituem a classe de microalgas planctonicas dominantes durante o final do
Outono e o inicio da Primavera, e as clorofitas sdo responséveis pelo pico de florescimento
observado no fim da Primavera e no Verdo (Lopes et al., 2006). Por outro lado, o estuario do
Tejo é caracterizado por apresentar apenas um unico evento anual de florescimento
fitoplanctonico (diatomaceas), que ocorre no final da Primavera ou no Verdo (Gameiro,
2009).

Assim, o menor valor de Lsy da améijoa-japonesa na Ria de Aveiro pode ser explicado por
uma maior disponibilidade alimentar desde o fim do Outono até ao inicio da Primavera, o que
permite que a espécie retina mais cedo as condicdes fisiologicas necessérias para a maturacdo
sexual, nomeadamente a acumulacdo de reservas de energia suficientes para suportar os

elevados gastos energéticos deste processo.

Medidas de regulamentacao e gestdo da pescaria

A améijoa-japonesa Ruditapes philippinarum conseguiu estabelecer-se com sucesso na Ria de
Aveiro e representa actualmente uma das maiores fontes de rendimento para os mariscadores
locais, apenas superada pela pescaria de outro molusco bivalve, o berbigdo (Cerastoderma

edule).

Quando se comparam alguns aspectos bioldgicos desta espécie invasora, nomeadamente o seu
crescimento, periodo de desova e tamanho de primeira maturacdo na Ria de Aveiro, com 0s
da espécie autoctone Ruditapes decussatus (améijoa-boa), verifica-se que a améijoa-japonesa

possui uma clara vantagem competitiva sobre a sua congénere nativa (Tab. 1).

De facto, a améijoa-japonesa apresenta uma taxa de crescimento superior (0,82 ano™ vs. 0,47
ano™), um periodo de desova mais longo (7 meses vs. 6 meses) e atinge a maturacio sexual

com um comprimento de concha inferior ao registado na améijoa-boa (20,0 cm vs. 21,4 cm).
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A maturidade precoce (que ocorre durante o primeiro ano de vida, tal como acontece com a
améijoa-boa) permite a sua rapida insercdo no stock de reprodutores e uma participacdo ativa
na desova logo na primeira época de reproducao apds o assentamento larval. Estas vantagens
adaptativas podem ajudar a explicar a sua dominancia e o depauperamento progressivo dos

mananciais de améijoa-boa na Ria de Aveiro.

Tabela 1. Comparacdo do crescimento, periodo de desova e tamanho da 12 maturacdo da améijoa-japonesa (R.
philippinarum) e da améijoa-boa (R. decussatus) na Ria de Aveiro. L., (mm): k (ano™); Lso (mm).

Table 1. Comparison of growth, spawning period and size at 1st maturity of the Manila clam (R. philippinarum)
and the grooved carpet shell clam (R. decussatus) in the Ria de Aveiro. L., (mm); k (year™); Lso (mm).

Crescimento

Espécie (Bertalanffy) Periodo Les Vanr_ Referéncias
Desova Comercial
Loo K TO
Ruditapes 'Maia, ndo publicado;
P 58,43' | 0,82' | 055" | 7meses’ | 20,0 | ~2€/kg® | *Presente estudo;

philippinarum Docapesca (2018).

Ruditapes *Maia et al., 2015a;
decussaptus 60,08* | 0,47* | 0,33* | 6meses® | 21.4° | ~10€/kg® | *Maiaetal., 2015b;
*Docapesca (2018).

A partir do momento em que uma espécie invasora se estabelece num determinado territorio,
a erradicacdo torna-se praticamente impossivel. Contudo, a explora¢do comercial intensiva da
améijoa-japonesa permitida ao abrigo da legislacdo em vigor (ndo estdo definidos limites de
captura) pode ajudar a controlar a sua abundancia e expansdo na Ria de Aveiro
proporcionando, simultaneamente, um rendimento suplementar aos mariscadores e a

preservacdo das populacdes de moluscos bivalves autdctones de maior valor econémico.

No entanto, e tal como referido anteriormente, a améijoa-japonesa assume atualmente um
papel preponderante no rendimento econémico de varios agregados familiares ligados a
atividade de marisqueio, pelo que se deve equacionar a gestdo desta pescaria de uma forma
“tradicional”, ou seja, aplicando medidas de regulamentacdo do exercicio da pesca adequadas
a exploragdo sustentavel do recurso (limites maximos de captura, épocas/zonas de defeso,

tamanho minimo de captura, etc.).

Nesse caso, deveria ser definida uma epoca de defeso durante o periodo de maior intensidade
de desova da améijoa-japonesa (Agosto-Setembro). Tendo em consideracdo que na Ria de

Aveiro se pratica uma pescaria multiespecifica, com sobreposicao espacial de areas de pesca,
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a época de defeso da améijoa-japonesa deverd coincidir com o periodo de desova das
restantes espécies comerciais de moluscos bivalves, estabelecendo-se assim uma época de

defeso comum.

Verificou-se neste estudo que a améijoa-japonesa atinge a primeira maturacao sexual (Lsp)
com um comprimento de conha de 20 mm, um valor inferior ao tamanho minimo de captura
actualmente em vigor na Ria de Aveiro (TMC = 40 mm). A manutencdo desta medida
legislativa (TMC) protege eficazmente a fracdo juvenil da populacdo e garante uma boa
reproducdo dos stocks se os efetivos populacionais forem assegurados. Por essa razdo,
deveriam também ser estabelecidos limites méximos didrios de captura para a améijoa-
japonesa (por pescador apeado e por embarcacdo), a semelhanca do que acontece com as

outras espécies comerciais de bivalves da Ria de Aveiro.
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ANEXO
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PROTOCOLO DE HISTOLOGIA
Colheita

Para o estudo histolégico da gonada removeu-se de cada exemplar uma porcdo anterior da
massa visceral com cerca de 3 a 5 mm de espessura. Esta porcdo foi colocada num frasco,

devidamente rotulado, e fixada com liquido de San Felice.

Liguido de San Felice:

Solucao aquosa de 6xido de cromio @ 1%........cccceveveveieeiieseerie e 16 partes

FOMOIL @ 4%0.......oiieiee e 8 partes

ACIdo actiCo GIaCial..........c.ovuevcvereeieeeieceeee e 1 parte
Fixacéo

Um bom fixador deve preservar as caracteristicas morfoldgicas das estruturas celulares que se
pretendem examinar e conferir a peca uma determinada rigidez. A fixagdo actua na
conservacdo das estruturas celulares interrompendo os processos de autélise e confere aos
tecidos a rigidez necessaria para que estes possam suportar as restantes etapas histologicas. As
pecas foram fixadas com liquido de San Felice durante 48 horas. Ap6s um periodo de
lavagem de cerca de trés dias em agua corrente, as pecas foram conservadas em alcool a 70 %
(VIV).

Desidratacéo

A desidratacdo elimina a &gua dos tecidos e prepara-os para a impregnacdo. A passagem pelos
alcoois deve ser gradual para preservar as estruturas celulares. Nesta operacdo, a agua foi
extraida dos tecidos fazendo mergulhar sucessivamente as pecas, durante uma hora, numa
série ascendente de alcoois (90 %, 95 %, 100 % 1 e 100 % II).

Impregnacéao

Nesta etapa promove-se a penetracdo da parafina nos tecidos, tornando-os mais rigidos e

preparando-os para o corte.

28



As pecas desidratadas foram imersas em butanol durante trés horas e de seguida foram
colocadas numa mistura em partes iguais de butanol e parafina com ponto de fuséo de 43°C.
Durante uma hora, as pecas permaneceram na estufa a uma temperatura de aproximadamente
47°C, o que permitiu a evaporacdo do butanol e a sua substituicdo gradual nos tecidos pela

parafina.

A penetracdo prosseguiu na estufa durante a noite, com a introducdo das pecas em parafina
com ponto de fusdo de 43°C. No dia seguinte, as pecas passaram para uma parafina com
ponto de fusdo de 47°C, permanecendo ai uma hora. Apos este periodo, as pecas foram
mudadas para uma parafina com elevado ponto de fusdo (54°C) onde voltaram a aguardar

uma hora antes de se prepararem os blocos.

Inclusao

A inclusdo das pecas num bloco permite a execucdo das restantes etapas histologicas. Nesta
operacdo as pecas foram colocadas, segundo uma orientacdo predefinida, em moldes proprios
para a formacéo de blocos. A incluséo fez-se em parafina com alto ponto de fusdo (54-56°C),

administrada por um dispensador de parafina (Electrothermal paraffin wax dispenser).

Enquanto a parafina ainda estava liquida foram introduzidas etiquetas em cada um dos moldes
de modo a identificar os exemplares. Deixaram-se 0s moldes a temperatura ambiente e logo
apos a solidificacdo da parafina desenformaram-se os blocos. Estes, foram submetidos

durante algum tempo, a uma temperatura de cerca de 5°C antes de serem seccionados.

Corte ou seccionamento

Os blocos, apés refrigeracdo, foram cortados em seccGes de 5 a 6 um de espessura. A
execucdo dos cortes nos blocos fez-se com auxilio de um micrétomo manual (Reichert-Jung
mod. 1130 / Biocut).

O corte seriado de finas sec¢des do bloco forma uma fita vulgarmente conhecida por “ténia”.
Durante o corte, as ténias foram mantidas esticadas com o auxilio de pinceis de cerdas finas.

As ténias obtidas foram depois colocadas, suavemente, sobre uma placa de cartéo.
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Montagem, distensdo e colagem dos cortes

As seccOes da ténia consideradas necessarias foram retiradas com o auxilio de um bisturi e
depois foram montadas, com a face mais brilhante voltada para baixo, em laminas de vidro

sobre uma solucdo de agua albuminada.

Para permitir a distensdo dos cortes, as laminas foram colocadas sobre uma placa de
aquecimento (Electrothermal MH 6616) mantida a uma temperatura moderada. O excesso de

agua albuminada foi retirado com papel de filtro.

Preparacdo da solucdo de agua albuminada:

Colocar uma clara de ovo num gobelé e agitar vigorosamente, de seguida filtrar o
preparado e adicionar uma pequena pedra de timol. Dissolver 14 gotas do preparado em

50 ml de agua destilada.

Secagem

Para garantir a completa adesdo da peca a lamina, retirou-se o excesso da solucdo colante
(dgua albuminada) com papel de filtro. De seguida, colocaram-se as ldaminas numa estufa a
40°C, durante 24 horas.

Desparafinacdo

A parafina foi retirada das pecas através da imersdo das laminas em xilol durante cerca de 30
minutos. Durante esta operacdo foram usadas duas tinas de imersdo e o xilol foi mudado

regularmente.

Re-hidratacado

Para permitir que os cortes possam ser corados, € necessario proceder a sua re-hidratacdo. A
rehidratagdo é conseguida através da passagem das pecas por banhos com concentragdes
decrescentes de alcoois. As laminas foram mergulhadas durante 5 minutos em cada uma das
tinas, contendo uma série descendente de alcoois (100 %, 95 % e 75 %) e no final foram

imersas em agua corrente durante cerca de 15 minutos.
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Coloracéao

A coloragéo permite evidenciar as estruturas que se pretendem estudar. Neste trabalho usou-se

como corante o Azul de Toluidina.

Preparacdo do Azul de Toluidina:

Diluir 1g de bdérax em 100 ml de &gua destilada (agitar no vortex). Adicionar

posteriormente 1g de azul de toluidina e homogeneizar a solucéo.

Os cortes foram corados lamina a ld&mina, com a colocagdo de uma gota deste corante sobre
cada corte. Apos a aplicacdo do corante, as laminas foram passadas imediatamente por agua.
O processo foi repetido quando se verificou uma fraca coloracdo. Engquanto se processava

uma lamina as outras ficavam imersas em agua.

Desidratacéo

Nesta etapa as pecas foram desidratadas atraves da sua passagem por uma série ascendente de
alcoois (75 %, 95 % e 100 %). Esta passagem foi relativamente rapida, ndo demorando mais

de um minuto em cada tina.

Clareamento ou diafanizacdo

Este processo tem como objectivo tornar a peca mais transparente e possibilitar a mistura com
0 meio de montagem. Depois da passagem das laminas pela série ascendente de alcoois,
foram mergulhadas, sucessivamente, em duas tinas com xilol. Na primeira tina as laminas

foram enxaguadas e na segunda sofreram uma paragem durante cerca de 10 minutos.

Montagem

Nesta operacdo, as pecas sao colocadas num meio de montagem cujo indice de refraccéo €
semelhante ao do vidro. O meio de montagem utilizado foi o Entellan. Com o auxilio de uma
vareta de vidro foi colocada uma gota de Entellan em cima do corte. Sobre o meio de

montagem foi colocada, cuidadosamente, uma lamela. Para eliminar as bolhas de ar que, por
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vezes, se formavam entre a lamina e a lamela, exerceu-se uma ligeira pressdo do centro para a

periferia da lamina.

Observacgdo microscopica

Apo6s a montagem das preparac@es, 0s cortes histoldgicos foram observados ao microscopio
optico ( ZEISS Axioskop 2 plus), e classificados segundo os diferentes estados de maturacéo.
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