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Sumadrio

O projecto QUASUS visa contribuir para um melhor conhecimento das interac¢des entre a
producdo de améijoa-boa Ruditapes decussatus na Ria Formosa e as alteragdes ambientais, quer
causadas por fendmenos naturais, quer resultantes da ac¢io do homem. No decurso do
Projecto foram realizados diversos ensaios experimentais na Ria Formosa e a comparacio dos
resultados obtidos com dados histéricos com o objectivo de avaliar possiveis efeitos da reducdo
das pressdes antropogénicas na qualidade deste ecossistema lagunar. O Relatério Final, aqui
apresentado, incorpora os resultados mais relevantes ja incluidos nos relatérios de progresso
anteriores, novos dados obtidos na fase final do projecto, a comparagdo com os dados histéricos
existentes no IPIMAR, e uma descri¢do dos produtos fornecidos ao longo do projecto. Sdo
apresentados e discutidos os resultados de diversos aspectos relativos a qualidade e produgio
de améijoas: (i) indicadores fisiolégicos, (ii) distribuicdo de contaminantes pelos principais
tecidos, (iii) toxicidade de bivalves por toxinas marinhas, (iv) mortalidade elevada de améijoas,
(v) capacidade de carga em viveiro-tipo de uma zona problemética, (vi) impacto do
recrutamento de mexilhdo na produgdao de améijoas, (vii) problemdtica de valores maximos
recomenddveis para parametros ambientais de qualidade, (viii) medidas de precauco para a
comercializagdo de améijoas em periodos de elevada precipita¢do e escorréncias.

1. Introdugdo

A moluscicultura na Ria Formosa constitui uma das actividades de maior significado econémico,
no quadro da exploracdo dos recursos vivos naturais, devido as condigbes favoradveis do
ecossistema para esta actividade. A principal produgdo é a de améijoa boa (Ruditapes
decussatus). Contudo, factores ambientais como a baixa renova¢do das dguas nas zonas mais
interiores, a natureza vasosa do sedimento, e a ocorréncia de temperaturas elevadas no Verdo
podem contribuir para situagdes de stress nesta espécie. Torna-se, por isso, pertinente avaliar
potenciais impactos na produ¢do de améijoa devido a alteragdes das condi¢des ambientais. A
interacgao produgdo-ambiente constituiu o principal desafio do projecto QUASUS. No decurso
do Projecto foram realizados diversos ensaios experimentais e a compilacdo de dados histéricos
com vista a avaliar possiveis efeitos da redugdo das pressdes antropogénicas na qualidade deste
ecossistema lagunar. Os resultados destes trabalhos foram reportados em trés Relatérios de
Progresso, com particular destaque para as observacbes em trés viveiros de améijoa
seleccionados em édreas tipo da Ria Formosa. O Relatdrio Final incorpora os elementos mais
relevantes dos relatérios anteriores, novos dados obtidos na fase final do projecto e uma
simula das conclusdes e dos produtos fornecidos ao longo do projecto.

2. Estratégia dos estudos e trabalhos realizados no 4mbito do QUASUS

Com vista a avaliar as diferengas de qualidade ambiental e de producdo entre os viveiros de
améijoa na Ria Formosa foram realizados ensaios experimentais em trés viveiros-tipo (tabela 1 e
figura 1)
(i) viveiro A, situado em Marchil perto da cidade de Faro, esta sujeito a influéncia das
pressoes relacionadas com as actividades da cidade;
(i} viveiro B, localizado em Olhdo-Marim, é influenciado pelas actividades na Estacio
de Piscicultura do IPMA;
(iii) viveiro C, situado na zona da Fortaleza perto da Barra do Lavage, beneficia do
elevado hidrodinamismo das aguas e da entrada da d4gua do mar na enchente.
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Tabela 1. Datas de amostragens de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) nos viveiros A, B e C.

Datas de Amostragem
T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
A 24-Nov | 04-Jan | 07-Fev | 22-Mar | 5-Abr | 3-Mai | 2-Jun | 3-Ago | 12-Set | 26-Out
B 25-Nov | 05-fan | 07-Fev | 23-Mar | 5-Abr | 3-Mai | 2-Jun | 3-Ago | 14-Set | 27-Out
C 25-Nov | 05-Jan | 09-Fev | 23-Mar | 5-Abr | 4-Mai | 1-Jun | 2-Ago | 12-Set | 26-Out

Viveiro

Para além dos ensaios experimentais nestes viveiros, comparam-se os resultados obtidos com
dados histdricos sobre a qualidade da agua na Ria Formosa e sobre os teores de contaminantes
na parte edivel das améijoas. Examinou-se se a reducdo das pressdes antropogénicas nas
ultimas décadas teve repercussdes positivas na qualidade microbiolégica das améijoas, na
contaminacdo quimica por metais e na disponibilidade de nutrientes na coluna de agua. Foi,
também, feita uma compila¢do dos dados plurianuais de toxicidade em bivalves da Ria Formosa
por toxinas marinhas obtidos pelo IPMA no ambito da sua miss&o.

Com base no conhecimento adquirido neste projecto e de outros estudos realizados na Ria
Formosa e em outros sistemas lagunares, equacionaram-se quais as razées mais plausiveis para
a mortalidade anormal das améijoas que ocorre com alguma regularidade nos viveiros da Ria
Formosa.

Os trabalhos realizados neste projecto seguiram metodologias de-andlise e observagdes in situ
correntemente usadas nos laboratérios do IPMA. Estas metodologias tém sido validadas através
de diversas publicacbes em revistas internacionais com arbitragem. O Anexo | (Metodologias
analiticas e de observagdo) apresenta a descri¢do detalhada destas metodologias.

Figura 1. Localiza¢do dos viveiros-tipo (A, B e C).

3. Indicadores fisioldgicos de améijoas em viveiros

As alteragGes sazonais de alguns parametros ambientais e as caracteristicas do local de cultivo
influenciam o desenvolvimento das populagbes de bivalves. Qualquer factor, exégeno ou
endogeno, que afecte os processos fisiolégicos, pode condicionar a sobrevivéncia e o
crescimento dos bivalves e, portanto, a produtividade do viveiro. O ciclo reprodutivo é um
processo fisiolégico energeticamente dispendioso, sendo referido que o crescimento somatico
decresce quando a energia é canalizada para a gonada (Bricelj & Shumway, 1991). O indice de
condigdo permite uma apreciagao geral sobre o estado fisiolégico geral das populagdes de
bivalves e é reconhecido como um util biomarcador capaz de reflectir a capacidade dos bivalves
em resistir a condigoes adversas e/ou stress antropogénico (Fernandez Castro & Vido de Mattio,
1990).
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3.1 Indice de condigéo

A evolugdo anual do indice de condigdo das améijoas cultivadas nos trés viveiros encontra-se
representada na figura 2. Apesar de ndo se registarem diferengas significativas entre viveiros, a
evolugdo ao longo do periodo experimental foi ligeiramente diferente. As améijoas cultivadas
nos viveiros A (Faro) e B (Piscicultura) apresentam uma condigdo inferior, comparativamente
com as améijoas do viveiro C (Fortaleza) durante o Inverno, invertendo-se esta situagdo durante
o periodo da Primavera. No periodo de Verdo os valores do indice de condigdo mantiveram
estaveis no viveiro da C, enquanto as améijoas cultivadas no viveiro A apresentaram uma
diminui¢cdo abrupta. Esta diminuigdo também foi verificada apos o més de Agosto nas améijoas
provenientes do viveiro B. Esta observagdo sugere que as améijoas do viveiro C possuiram uma
maior capacidade de armazenamento de reservas no periodo de Inverno o que lhes permitiu, no
final do periodo reprodutivo (Outubro), ndo apresentarem niveis de deplegdo e debilidade
fisiolgica tdo baixos como nos outros viveiros.

16 1

indice de condig¢iio

T T T T T T T T T T T )

Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out
e=t==Faro ==®=Piscicultura Fortaleza

Figura 2. Evolugao do indice de condicdo de améijoa-boa nos trés viveiros (A- Faro; B- Piscicultura; C -
Fortaleza), ao longo dos ensaios experimentais.

3.2 Ciclo reprodutivo e indice gonadal

Pretendeu-se caracterizar o ciclo reprodutivo das améijoas cultivadas nos 3 viveiros. A
gametogénese foi caracterizada em 5 estados através de observagdes histolégicas da génada, de
acordo com o desenvolvimento do estado gonadal: | — repouso sexual; Il - inicio da
gametogénese; Ill — gametogénese avangada; IV — postura; V- postura parcial; VI — fim da
gametogénese (Delgado & Pérez-Camacho, 2005).

A améijoa-boa apresenta os sexos separados e no decurso do periodo experimental ndo se
detectou nenhum caso de hermafroditismo. O ciclo reprodutivo, nos 3 viveiros, foi caracterizado
por um padrdo sazonal, com ambos os sexos a apresentarem sincronismo no desenvolvimento
gonadal (figura 3). A gametogénese iniciou-se em Janeiro nos trés locais estudados. A postura,
que teve inicio no més de Maio nos viveiros A (Faro) e B (Piscicultura) e no més de Junho no
viveiro C (Fortaleza), intensificou-se durante o Verdo. Durante este periodo, as améijoas ndo
apresentaram um desenvolvimento gonadal continuo, ou seja apés a postura ndo se seguiu um
periodo de inactividade. Efectivamente foi observado que apds a postura a génada voltava a
recuperar, evidenciando a existéncia de posturas parciais. Em Outubro a maioria dos individuos
ja tinha emitido e estavam num estado inactivo. O ciclo gametogénico dos individuos
provenientes dos trés locais ndo apresentou diferencas significativas.
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Figura 3. Evolugdo dos estados de maturacdo sexual nos trés viveiros {(A- Faro; B- Piscicultura; C -
Fortaleza), ao longo dos ensaios experimentais.

O indice gonadal seguiu o mesmo padrdo do desenvolvimento gametogénico. A recuperagio
da génada nas améijoas provenientes do viveiro A, ap6s a primeira postura (Maio), ndo foi
efectuada de modo tdo intenso como nos outros locais (figura 4). No entanto, ndo se
registaram diferencgas significativas entre viveiros. A auséncia de diferencas significativas
entre viveiros, mostrou que as diferentes condicGes ambientais que lhes serviram de
suporte ndo afectaram o desenvolvimento gonadal dos organismos.

5 4

N D J F M A M J J A S (o]
=== Faro ==®= Piscicultura ¥ Fortaleza

Figura 4. Evolucdo do indice gonadal nos trés viveiros {A- Faro; B- Piscicultura; C - Fortaleza), ao longo
dos ensaios experimentais.

3.3 Osmolaridade da hemolinfa

Os indicadores fisiolégicos podem fornecer informagdo relevante sobre o estado dos bivalves,
face aos pardmetros gerais de cultivo ({zootécnicos e ambientais). As améijoas s3o



QUASUS - Relatério Final (22 versdo) - Julho de 2013

osmorreguladores muito ativos que possuem dois sifées que lhe permitem efetuar facilmente
trocas com 0 meio, para manutengdo da sua osmolaridade. No estudo efetuado ndo se verificou
relacdo entre a osmolaridade da hemolinfa e o local de cultivo. A variacdo observada ao longo
do periodo de amostragem é inerente a fisiologia do organismo (figura 5). A osmolaridade dos
organismos diminui com a redugdo de salinidade, como ocorre no Inverno, e estd também
associada com a infecgado por Perkinsus spp. (Megan et al, 2009).
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Figura 5. Variacdo da osmolaridade da hemolinfa de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) nas diferentes
estagbes do ano, correspondentes aos meses de amostragem dos ensaios; valores médios dos 3 viveiros;
as letras representam as diferencas significativas (p<0,05).

3.4 pH da hemolinfa

Os bivalves com patologias ou mantidos em mas condigdes ambientais podem manifestar uma
acidose metabdlica, com uma redugdo no pH da hemolinfa. No estudo efectuado na Ria
Formosa ndo se encontraram diferencas significativas entre os 3 locais estudados. Ao longo do
ano podemos verificar que o Verdo é a estagdo do ano em que os bivalves apresentam o pH
mais baixo, o que seria de esperar dado os baixos niveis de oxigenacdo a que os bivalves estdo
sujeitos contribuindo para o aumento do CO, na hemolinfa e consequentemente maior
quantidade de ides H'. Pelas razdes opostas, com o aumento de teor de oxigénio em
temperaturas mais baixas, registou-se um incremento no Outono (figura 6).
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Figura 6. Variagdo do pH da hemolinfa de Ruditapes decussatus nas diferentes esta¢des do ano,
correspondentes aos meses de amostragem dos ensaios; valores médios dos 3 viveiros; as letras
representam as diferencas significativas (p<0,05).

4. Teores de metais em améijjoas

A presenga de metais na parte edivel dos bivalves reflecte quer a disponibilidade destes
elementos no ambiente quer os processos metabolicos dos organismos. A disponibilidade dos
metais em ambientes costeiros resulta de processos naturais, designadamente o transporte dos
continentes para o oceano, assim como das actividades do Homem. Os bivalves podem assimilar
estes elementos por filtragdo através da dagua, alimento e particulas em suspensdo. A
distribuicdo pelos tecidos reflecte a via de entrada dos metais ou mecanismos da sua retencio
nos tecidos.

Nos meses de Novembro de 2010, Fevereiro, Maio, Julho e Agosto de 2011 foram recolhidos
exemplares de améijoa nos trés viveiros dos ensaios (A, B e C). Prepararam-se trés conjuntos de
10 individuos que foram dissecados e separados em hepatopancreas (HP), branquias (Br),
manto+sifdes (M+S) e parte restante (PR). De seguida foram preparadas amostras compostas de
cada tecido, por local e data de amostragem com vista as determinagdes de Cobre, Zinco,
Cadmio e Chumbo.

A figura 7 apresenta a variagdo dos niveis de Cobre e Zinco nos diferentes tecidos de améijoas,
ao longo dos meses de amostragem nos trés viveiros. Os teores de Cobre no hepatopancreas
foram substanciaimente mais elevados do que nos restantes tecidos analisados. Esta diferenca
foi observada nas améijoas dos trés viveiros, embora os valores no viveiro B superassem os
registados nos restantes viveiros. Os teores de Zinco foram mais elevados no hepatopéncreas do
que nos outros tecidos, a diferenca entre tecidos ndo sendo, contudo, tdo acentuada. O mesmo
padrdo observou-se nos trés viveiros.
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Figura 7. Variagdo dos niveis de Cobre e Zinco em tecidos de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) nos
viveiros A e B (hepatopancreas (HP), branquias (Br), manto (M), sifes (S) e parte restante (PR)), nos
meses de amostragem dos ensaios; valor médio (ug g'l) 1 DP; trés réplicas (n=10).

A figura 8 apresenta a variagdo dos niveis de Cddmio e Chumbo nos diferentes tecidos de
améijoas, ao longo dos meses de amostragem nos trés viveiros. Os teores de Cddmio foram
relativamente uniformes entre os tecidos analisados e entre os trés viveiros. Apenas se
observando incrementos pontuais. No caso do Chumbo, as concentra¢des no hepatopéncreas e
na parte restante superaram os valores dos outros tecidos. Este padrdo de reparticdo entre
tecidos foi observado na maioria dos meses amostrados em améijoas dos trés viveiros. Os
teores registados no viveiro B foram superiores aos dos viveiros A e C.

Estes resultados indicam que a diferenca das concentragbes de metais entre tecidos é mais
acentuada do que a diferenga entre os locais de amostragem. Esta observacio estd em
concordancia com a hipdtese da mistura das dguas da Ria imposta pela maré atenuar os efeitos
das fontes localizadas dos contaminantes.
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Figura 8. Variacdo dos niveis de Ciddmio e Chumbo em tecidos de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) nos
viveiros A e B (hepatopancreas (HP), branquias (Br), manto (M), sifes (S) e parte restante (PR)), nos
meses de amostragem dos ensaios; valor médio (ug g‘l) + DP; trés réplicas (n=10).

5. Toxicidade de bivalves da Ria Formosa devido a presenca de toxinas marinhas

A toxicidade em bivalves da Ria Formosa tem ocorrido devido a acumulagdo de toxinas marinhas
produzidas por espécies fitoplanténicas téxicas como Dinophysis spp. e Gymnodinium
catenatum (Vale et al, 2008). Estas microalgas sdo produtoras de toxinas lipofilicas do grupo
diarreico (diarrhetic shellfish poisoning - DSP) e toxinas paralisantes (paralytic shellfish poisoning
- PSP), respectivamente. Os dados do programa nacional de monitorizacdo de toxinas e algas
toxicas do IPMA mostram que na maioria dos anos sdo ultrapassados os limites maximos
admissiveis para estes grupos de compostos, estabelecidos pela Comissdo Europeia (EU 2004),
permitindo desencadear ac¢des de interdicdo de apanha e comercializagdo de bivalves da Ria
Formosa. A ocorréncia de toxinas DSP e PSP tem sido mais frequente, o que ndo se tem vindo a
verificar para os compostos do grupo amnésico (amnesic shellfish poisoning - ASP), acumulados
em moluscos bivalves devido a ocorréncia de blooms de diatomdceas téxicas do género
Pseudonitzchia spp.

5.1. VariagBes inter-anual
5.1.1. Ano 2010

As figuras 9 e 10 apresentam os dados de toxicidade por toxinas marinhas em améijoa e
berbigdo provenientes da Ria Formosa (zonas de produgdo de Faro e Olh3o) no dmbito do
programa nacional de monitorizagdo de toxinas e algas téxicas do IPMA (Anexo | - Metodologias
analiticas e observagdes). A figura 9 refere os valores de toxicidade devido a DSP e a figura 10
devido a PSP. Os valores foram baixos com excepgdo de uma semana em Abril de 2010, em que
foi atingido o limite regulamentar para DSP (160 pg 4cido ocaddico equivalente por Kg tecido)
(EU 2004). Em geral, os niveis de toxicidade por DSP, PSP e ASP detectados foram muito
inferiores aos respectivos limites regulamentares (PSP - 800 ug saxitoxina equivalente por Kg
tecido; ASP - 20 mg acido doméico por Kg tecido) (EU 2004). Em concordincia com estes

resultados, a monitorizacdo de espécies de fitoplancton téxico, em amostras de agua colhidas
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da Ria Formosa, ndo detectou a presenga das espécies associadas as
Ndo foi, por isso, necessario efectuar a intensificagdo de amostragens

de agua e de améijoa-boa dos viveiros, como era previsto no planeamento das actividades. -
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Figura 9. Niveis de DSP (diarrhetic shellfish poisoning) em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) e berbigio
(Cerastoderma edulis) recolhidos na Ria Formosa (zonas de produgdo Faro e Olhdo) entre Margo e
Dezembro de 2010; LR (limite regulamentar)=160 pg acido ocadéico (AO) equivalente por Kg tecido.
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Figura 10. Niveis de PSP (paralytic shellfish poisoning) em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) e berbigio
{Cerastoderma edulis) recolhidos na Ria Formosa (zonas de produgdo Faro e Olhdo) entre Janeiro e
Novembro de 2010; limite regulamentar=800 pg saxitoxina equivalente por Kg tecido.

5.1.2. Ano 2011

No final de Margo de 2011 registou-se a ocorréncia de um bloom da espécie de dinoflagelados
Dinophysis acuminata na zona costeira adjacente a Ria Formosa. Estas microalgas produtoras de
toxinas DSP foram responsaveis por niveis de dcido ocadaico e de dinofisistoxinas superiores aos
limites maximos admissiveis detectados em améijoa-boa, berbigdo e ostra de todas as zonas de
produgdo da Ria Formosa. Houve, .portanto, uma entrada de um elevado nimero de células
desta alga no sistema lagunar. A figura 11 apresenta os dados de toxicidade por DSP em
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améijoa-boa, berbigdo e ostra provenientes da Ria Formosa (zonas de producdo de Faro e
Olhdo) obtidos também no ambito do programa nacional de monitorizacdo. O limite
regulamentar para toxinas diarreicas foi ultrapassado em todas as espécies com excep¢do da
ostra, tendo o berbigdo atingido o valor mais elevado nas amostras analisadas durante o bloom.
A ocorréncia de toxinas nestas espécies de bivalves levou a interdigio da apanha e
comercializagdo para consumo humano durante trés semanas com inicio em 1 de Abril de 2011.

Esta interdigdo incluiu os viveiros A, B e C deste trabalho.
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Figura 11. Niveis de DSP (diarrhetic shellfish poisoning) em améijoa-boa (Ruditapes decussatus), berbigio
(Cerastoderme edule) e ostra (Crassostrea spp., Ostrea spp.) colhidos na Ria Formosa (zonas de producio
de Faro e Olhdo) entre Fevereiro e Maio de 2011; LR (limite regulamentar) =160 pg 4cido ocadéico {AO)
equivalente por Kg tecido.

5.1.3. Ano 2012

Entre Maio e Julho de 2012 registou-se a ocorréncia de elevadas concentragdes de células da
espécie Dinophysis acuminata na zona costeira adjacente a Ria Formosa. Apesar de terem sido
interditas espécies de bivalves da zona costeira, as espécies das zonas de producio de Olhdo e
Faro (Ria Formosa) ndo apresentaram niveis de toxicidade DSP superiores ao limite
regulamentar. A mesma situagdo repetiu-se em Setembro e Novembro, nido tendo sido
decretadas interdi¢des por toxinas diarreicas para as espécies da Ria Formosa. A figura 12
apresenta os dados de toxicidade por DSP em améijoa-boa e berbigio provenientes da Ria
Formosa (zonas de produgdo de Faro e Olhdo) obtidos em 2012 no dmbito do programa nacional
de monitoriza¢do. No inicio do més de Agosto foi registada a ocorréncia de um bloom de
Gymnodinium catenatum, espécie de fitoplancton produtor de toxinas PSP, na zona costeira
adjacente a Ria Formosa. Apés entrada destas microalgas para o sistema lagunar, os niveis de
toxinas paralisantes ultrapassaram o limite regulamentar, estabelecido para estes compostos,
em vdrias espécies de bivalves da Ria Formosa. Os niveis triplicaram e duplicaram o limite
regulamentar, em améijoa-boa e em berbigdo, respectivamente. A ocorréncia destes niveis teve
como consequéncia a interdicdo de captura e comercializacdo de todas as espécies da Ria
Formosa, durante 32 dias, incluindo os viveiros A, B e C dos ensaios experimentais descritos
neste relatério. A figura 13 representa os niveis de PSP em améijoa-boa (Ruditapes decussatus)
e em berbigdo (Cerastoderme edulis) provenientes das zonas de producdo Faro e Olhdo entre
Janeiro e Dezembro de 2012. Em contraste com anos anteriores, em Junho foram quantificados
niveis de toxinas amnésicas (amnesic shellfish poisoning - ASP) em bivalves da Ria Formosa. Foi
registada a ocorréncia de um bloom de diatomdceas téxicas do género Pseudonitzchia spp. na
zona costeira, em simultaneo com a detec¢do de valores acima do limite regulamentar para
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toxinas amnésicas em espécies da Ria Formosa (20 mg acido domdico por Kg tecido). A figura 14
apresenta os niveis ASP em ameijoa-boa e berbigdo, recolhidos nas zonas de producéo de Faro,
Olhdo, Tavira e V. Real de S. Anténio.
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Figura 12. Niveis de DSP (diarrhetic shellfish poisoning) em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) e
berbigdo (Cerastoderme edulis) recolhidos na Ria Formosa (zonas de producio Faro e Olh3o) entre Janeiro
e Dezembro de 2012; LR=limite regulamentar=160 pg acido ocadaico (AO) equivalente por Kg tecido.
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Figura 13. Niveis de PSP (paralytic shellfish poisoning) em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) e berbigio
(Cerastoderme edulis) recolhidos na Ria Formosa (zonas de produgdo Faro e Olhdo) entre Janeiro e
Dezembro de 2012; LR (limite regulamentar)=800 ug saxitoxina equivalente por Kg tecido.
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Figura 14. Niveis de ASP (amnesic shellfish poisoning) em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) e berbigdo
(Cerastoderme edulis) recolhidos na Ria Formosa (zonas de produgdo Faro, Olh3o, Tavira e Vila Real de S.
Antdnio) entre Janeiro e Dezembro de 2012; LR (limite regulamentar)=20 mg dcido domdico (AD) por Kg
tecido.

5.2. Padrées sazonais

Apesar da ocorréncia de blooms de algas toxicas ser um fendmeno natural e imprevisivel,
dependendo de vérios fenémenos oceanograficos, é de referir que nos ultimos 3 anos ocorreu
um padrdo sazonal {plano nacional de monitorizagdo de toxinas e algas toxicas). Ao longo do
periodo a que se refere este relatério foi possivel registar a mesma variabilidade sazonal na
ocorréncia de blooms de algas téxicas na zona costeira adjacente a Ria Formosa e
consequentemente a presenga de toxinas marinhas nos bivalves da Ria Formosa. A ocorréncia
de toxinas diarreicas na zona costeira adjacente a Ria Formosa nos anos de 2010, 2011 e 2012
teve inicio em Abril ou Maio, e as toxinas paralisantes em 2010 e 2012 ocorreram a partir do
més de Julho. A duragdo dos episédios de toxicidade em bivalves depende da intensidade do
bloom, da entrada e permanéncia de algas téxicas no sistema lagunar, assim como das cinéticas
de acumulagdo e eliminagdo de toxinas nas espécies de bivalves.

5.3. Comparacéio com os dados de 2001-2011

Os dados de 2012 foram comparados com os dados histéricos do programa de monitorizagio do
IPIMAR referentes ao periodo entre 2001 e 2011. Os tipos de toxicidade mais frequentemente
detectados foram DSP e PSP (paralytic shellfish poisoning) (Vale et al, 2008).

Os periodos de interdi¢do nesta década foram inferiores e com uma duragdo mais curta que em
outras zonas de produg¢do em Portugal. Na maioria dos anos, o limite regulamentar para toxinas
diarreicas é apenas ligeiramente ultrapassado e por periodos muito curtos. A situa¢do ocorrida
em 2012 foi diferente, tendo sido a interdi¢do na Ria Formosa mais prolongada do que em anos
anteriores e ultrapassando os periodos de interdi¢gdo observados em outras zonas de produgdo
em Portugal. Em 2012 a toxicidade foi maioritariamente causada por PSP, tendo também sido
necessario decretar a interdigdo da Ria Formosa por toxicidade ASP.

5.4. Aniuncio da interdi¢do de comercializagéo de bivalves

Presentemente o site http://www.ipma.pt/pt/pescas/bivalves/index.jsp publica o estado de

interdicdo das zonas de produgdo e de apanha de bivalves na Ria Formosa e no litoral Algarvio.
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Os periodos em que é decretada a interdigdo resultam da presenca  de toxinas marinhas em
niveis que superam os valores regulamentares estabelecidos. A informac&do sobre a toxicidade

dos bivalves neste site é actualizada regularmente de acordo com os dados do Programa
Nacional de toxinas e algas tdxicas da responsabilidade do IPMA.

6. Estatuto sanitdrio das zonas de produgdo da Ria Formosa

O controlo da salubridade dos moluscos bivalves vivos é relevante, dado que os surtos de
infecgBes e intoxicagBes causados pelo consumo de bivalves contaminados com microrganismos
patogénicos bacterianos configuram um problema de satde publica recorrente a nivel mundial.
A legislagdo em vigor atribui ao IPMA, enquanto Laboratério Nacional de Referéncia,
competéncias no controlo da salubridade dos moluscos bivalves vivos, que consiste na
delimitacdo e classificagdo periddica das zonas de produgdo. Esta classificagdo é efectuada em
categorias ou estatuto sanitario, de acordo com os teores bacterioldgicos encontrados (tabela
2). Desde 2005 a Unido Europeia recomenda que esta classificagdo se baseie no teor de
Escherichia coli (E. coli). O estatuto sanitario indica o grau de contaminagio fecal existente nas
diferentes zonas de produgdo de bivalves, assim como determinar o tipo de tratamento
necessdrio para a posterior comercializagdo. Actualmente a Ria Formosa estd classificada como
B, de acordo com os resultados obtidos no plano de amostragens efectuado as diferentes zonas
de producdo.

Tabela 2. Critérios microbiolégicos para classifica¢do das zonas de producdo de moluscos bivalves vivos de
acordo com o Regulamento (CE) N2854 (EU 2004).

Classes Niveis Permitidos (Teor de E. coli/100g) Acgdes necessdrias
A < 230 E. coli/100g de carne e liquido intervalvar Centro de Expedi¢do e Consumo
Directo
8 230 < E. coli < 4600 /100g de carne e liquido Depuragdo e depois cumprir os
intervalvar em 90% das amostras requisitos da Classe A
4600 < E. coli £ 46000 /100g de carne e liquido Industria transformadora ou
C intervalvar permanecer pelo menos 2 meses
em zona de transposi¢ao

6.1. Niveis de E. coli em améijoas dos viveiros

Os dados obtidos de E. coli para as determinagBes efectuadas nos ensaios experimentais nos
viveiros A, B e C (zonas de producdo de Faro e Olhdo) que decorreram entre Novembro de 2010
e Outubro de 2011 s&do apresentados na figura 15. Os niveis oscilam entre os valores das classes
A e B, atingindo apenas uma amostra a classe C no Inverno. A figura 16 compara os valores
médios dos teores de E. coli em améijoas dos trés viveiros durante este periodo anual de
observagdes. Os valores no viveiro A sdo substancialmente superiores aos encontrados no
viveiro C, enquanto o viveiro B- encontra-se numa situagdo intermédia de contaminagio
microbiolégica.

15



QUASUS - Relatério Final (22 vers3o) - Julho de 2013

5 -
4 - Classe C
[T
o
]
=3 ClasseB
8
u
(-9
2 -
§ Classe A
7]
S
1 -
o -t

Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mal Jun Jui  Ago Set Out

N Viveiro A NN ViveiroB I Viveiro C

Figura 15. Teores de Escherichia coli em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) colhidas nos viveiros A, B e C,
entre Novembro de 2010 e Outubro de 2011.
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Figura 16. Teor médio de Escherichia coli em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) colhidas nos . viveiros A,
B e C entre Novembro de 2010 e Outubro de 2011. As letras representam as diferéncas significativas
(p<0,05).

6.2. Efeito da temperatura, radiacdo solar e pluviosidade

Com o aumento da temperatura da 4dgua no Verdo, e presumivelmente da intensidade e
duragdo da radiagdo solar, observou-se um decréscimo nos valores de E. coli. Apesar do
aumento da populagdo no periodo estival e, consequentemente do débito dos efluentes
urbanos, registou-se uma diminuigdo nos teores de E. coli nas améijoas. Estes dados sugerem
que o efeito bactericida da radiagdo solar e da temperatura complementando o tratamento
existente nas ETAR. No entanto, os teores de E. coli mais elevados foram observados nos meses
de maior precipitagdo, especialmente nos viveiros mais proximos das cidades (viveiros A e B).
Provavelmente estas variagbes dos teores resultam do efeito de fontes difusas, nomeadamente
actividades agro-pecuarias, industriais, fossas, entre outras. Estas observacées estdo de acordo
com dados anteriores que sugerem uma relagdo entre a contaminagdo microbiol6gica dos
bivalves e os factores climaticos. Observaram-se niveis baixos de contaminagio microbiana’
durante o periodo de seca extrema de 2004 e 2005, e niveis anormalmente elevados durante os
meses de pluviosidade intensa (Almeida & Soares, 2012)
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6.3. Evolugdo do estado sanitdrio das améijoas em viveiros

Com base em dados histéricos existentes no IPIMAR foi feita uma andlise da evolugio do
estatuto sanitario das zonas de produc¢do de bivalves de Faro e Olh3o entre 1990 e 2012. A
classificagdo da zona de produgdo de Faro e de Olhdo variou ao longo duas décadas entre a
classe A, B e C, tendo maioritariamente sido classificada como B (figuras 17 e 18). Pontualmente
a zona de produgao de Olhao atingiu a classificagdo C.

Os valores mais baixos de E. coli nos bivalves da Ria Formosa foram registados em 2004,
parecendo existir uma tendéncia para a diminuigdo do seu teor nos tltimos anos da década de
2000-2010 em todas as zonas de produgdo definidas. Em 2002, o tratamento de dguas residuais
ja abrangia 83% da populagdo do Algarve. Nos Gltimos anos tém sido construidas e remodeladas
vérias ETAR, nomeadamente as existentes em Castro Marim, Tavira, Olhdo e Faro, muitas ja
incluindo tratamento secundario com desinfecgdo. Cachola & Campos (2006) verificaram
também a diminuicdo da contaminagdo fecal nestes Gltimos anos em algumas zonas da Ria
Formosa. Estes resultados apontam, portanto, para uma diminuigdo significativa da
contaminagdo nos bivalves provenientes da regido intermédia da laguna e das zonas mais
préximas das barras ao longo da década de 2000, com a implementacio e melhoramento das
ETAR existentes no litoral algarvio. No entanto, para garantir a qualidade da 4gua nas zonas de
produgdo de bivalves na Ria Formosa é necessario uma redugdo das fontes de contaminagio,
tanto pontuais como difusas.
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Figura 17. Evolugdo do estatuto sanitario (A, B e C) da zona de producdo de Faro entre os anos 1990 e

2012. Os teores de Echerichia coli por classe sdo: A< 230 NMP E. coli/100g, B>230 e <4600 NMP E.
colif100g , C24600 NMP E. colif100g .
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Figura 18. Evolugdo do estatuto sanitdrio (A, B e C) da zona de'produgio de Olh3o entre os anos 1990 e

2012. Os teores de Echerichia coli por classe sdo: AS 230 NMP E. coli/100g, B>230 e <4600 NMP E.
colif{100g , C24600 NMP E. coli/100g .
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7. Medidas de ac¢do para a melhoria e controlo da qualidade da 4gua na Ria Formosa

A contaminacgdo fecal das aguas conquicolas da Ria Formosa resulta de diversos factores. De
forma a optimizar a producdo/captura dos bivalves e garantir a sua qualidade como produto
para consumo humano, torna-se necessario definir um conjunto de medidas para assegurar a
proteccdo e melhoria constante da qualidade dessas aguas. Foi, por isso, proposto um Programa
de Acgdo e Medidas para a Melhoria e Controlo da Qualidade da Agua na Ria Formosa (DR n2
181 de 20 de Setembro de 2012). Neste programa consta como medida de ac¢do a desenvolver,
sob responsabilidade do IPMA, a implementagdo de um programa de seguranca para a
interdigdo da apanha de bivalves para consumo humano em curtos periodos, coincidentes com
chuvas torrenciais, em especial as primeiras chuvas ap6s a época de estiagem.

As medidas de acgdo propostas sao as seguintes:

(i) Interdi¢do da captura de améijoas na Ria Formosa, por precaugdo, sempre que a
pluviosidade for superior a 20 mm/dia;

(il) Apds interdicdo, vigilancia dos niveis de E. coli em améijoas amostradas duas vezes por
semana em viveiros perto da cidade de Faro (viveiro no Canal Ladrdo), Olhdo (Marim) e
Tavira (Quatro Aguas);

(iii) Levantamento de interdi¢do quando valores de E. coli forem inferiores a 46 000 NMP E.
¢olif100g (estatuto sanitario C).

8. Estimativa da Capacidade de Carga em Viveiros de Améijoa

Os viveiros de améijoa da Ria Formosa apresentam uma grande diversidade de caracteristicas,
nomeadamente a circulagdo da agua, as cotas, a granulometria do sedimento e os efeitos
antropogénicos recebidos do meio urbano circundante. Factores ambientais, tais como a menor
renovagdo das aguas nas zonas mais interiores, a natureza menos adequada do substrato e, a
ocorréncia de temperaturas elevadas parecem contribuir para situacdes de stress nesta espécie.
Nestas condigOes as cargas de cultivo poderdo ser superiores a capacidade de suporte do meio.
A avaliacdo da capacidade de carga dos viveiros de améijoa, ou seja o quantitativo de individuos
por metro quadrado que ndo condicione a o rendimento da produgdo, em particular nas zonas
mais problematicas, é essencial para a manutengdo da cultura e para a sustentabilidade desta
actividade econémica.

8.1 Condig¢des dos ensaios: tipo substrato e densidade das améijoas

Para a estimativa da capacidade de carga nos viveiros de améijoa-boa da Ria Formosa foi
testado o efeito da granulometria do substrato e da densidade das améijoas. Os ensaios para
esta estimativa foram realizados num viveiro de améijoa-boa, considerado ambientalmente
problemdtico devido a influéncia das actividades humanas, junto ao Canal de Olh3o (figura 19),
nas seguintes condigoes:

() delimitagdo de trés dreas com 18 m* com as seguintes percentagens da fraccio fina
(<63um) na cama superficial {0-1 cm): 0.98-1.12% designada por mistura de calhau rolado
e areia; 1.28-1.49% considerado substrato arenoso; e 2.50-2.89%, substrato vaso-arenoso;

(ii) divisdo de cada tipo de substrato em 3 sub-dreas de 6 m? e demarcagio de 72 quadriculos
com 50x50 cm;

(iii) sementeira, em cada quadricola, de juvenis de Ruditapes decussatus, provenientes de
bancos naturais da Ria Formosa com as seguintes caracteristicas: comprimento médio de
21.85+2,53 mm, peso médio de 2.19+0,74 g; .

(iv) colocagdo das sementes em cada substrato com a densidade de 160, 260 e 400 ind.m’%;
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(v) amostragem das améijoas de modo aleatério simples sem reposi¢cdo em dois quadriculos,
mensalmente entre Maio a Outubro, durante a baixa-mar de marés vivas;

(vi) amostragem de pardmetros ambientais (temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido e
matéria organica, clorofila a e feopigmentos no sedimento)

(vii) registo do nimero total de individuos em cada quadriculo para avaliacio da taxa de
mortalidade;

(viii) determinagdo dos parametros biométricos (comprimento, altura, espessura, peso),
pardmetros bioquimicos (lipidos totais e glicogénio) e indice de condi¢io nas améijoas.

= "A‘!x"_'" ’é‘ s 2l

Pl

Figura 19. Localizagdo do viveiro utilizado para a realizacdo dos ensaios de estimativa de
capacidade de carga.

8.2. Variagtio de par@metros ambientais durante os ensaios

A medic¢do da temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido foi realizada in loco, entre as 10h00
e 12h00, mensalmente entre Maio e Outubro. A temperatura da dgua e do sedimento
superficial variou entre 22 e 27 °C.; a salinidade entre 35 em Outubro e 37 em Agosto; e o
oxigénio entre 7.6 (lulho) e 14.1 mg L™ (Agosto).

A percentagem de matéria orgénica no sedimento superficial diminui de 3% em Maio para 1%
em Junho, variando posteriormente entre 0.5 e 2.0 %. A percentagem de matéria orgénica no
sedimento vaso-arenoso foi significativamente superior (p<0,05) aos valores dos substratos
arenoso e arenoso + calhau. Ndo se registaram diferengas significativas entre densidades de
améijoa (p>0,05).

A concentragdo de clorofila a no substrato vaso-arenoso (8.35+2.35 pg g*) foi superior a do
substrato arenoso (6.81+2.24 ug g) e arenoso + calhau rolado (6.9143.10 ug g). O factor
densidade, por si s6, ndo afectou a variagdo da clorofila a (p>0,05). A concentra¢io de
feopigmentos no sedimento foi comparavel para as trés densidades de améijoa testadas e
significativamente mais elevada nos substratos vaso-arenoso e arenoso+calhau
comparativamente ao substrato arenoso.

8.3. Variagéio de pardmetros biolégicos durante os ensaios

8.3.1. Tamanho

Registou-se, de um modo geral, um aumento do comprimento e peso das améijoas em todos os
ensaios, sendo mais acentuado até ao més de Agosto (figura 20 e tabela 3). Em cada um dos
substratos testados, o crescimento das améijoas foi semelhante para as trés densidades e variou
significativamente com o tipo de substrato (p<0,001). No substrato vaso-arenoso, as améijoas
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apresentaram um comprimento significativamente superior comparativamente com as améijoas
cultivadas nos substratos arenoso e arenoso+calhau (p<0,05). Relativamente ao peso vivo,
registou-se, a existéncia de diferencas significativas entre os trés tipos de sedimentos (p<0,05),
com o vaso-arenoso a apresentar os valores médios mais altos e o arenoso os valores médios
mais baixos. No final dos ensaios, os indices globais de crescimento em peso (IcTp) mais baixos
foram obtidos no substrato arenoso e os mais elevados foram registadas nos sedimentos vaso-
arenoso e arenoso+calhau. No que se refere ao indice global de crescimento em comprimento,
os valores, no final do ensaio, foram bastante similares entre densidades e substratos.

arenoso vaso-arenoso arenoso + calhau rolado

P kit ttdrto dt Fote s s si G T 20 4 + } " } t
Mar Jun  Jul Ago Set Out Mai  Jun  Jul  Ago Set Out Mai  Jun  Jul Ago Set Out
arenoso vaso-arenoso arenoso + calhau rolado
10 = 10 e 10 ] =
8 81
i - 86t i
o ° |
£ a4 Eat
27 = 2
0 - + . . - 0+ + ¥ + + { 04 + . - - ;
Mat  Jun  Jul  Ago Set Out Mai Jun  Jul  Ago  Set Out Mai Jun Jul  Ago Set Out

—— 400 indm-2 260 indm-2 —&— 160 ind m-2|

Figura 20. Crescimento médio mensal (+ ) em comprimento (mm) e peso (g) de améijoa-boa (Ruditapes
decussatus) cultivada em diferentes substratos com diferentes densidades.
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Tabela 3. [ndice global de crescimento em comprimento e peso de améijoa-boa (Ruditapes decussatus)
cultivadas em diferentes substratos com diferentes densidades.

Indice Global de Crescimento (IcT)

Comprimento

Arenoso Vaso-arenoso Arenoso + Calhau rolado
DE DM DB DE DM DB DE DM DB
Junho 0,31 0,33 0,33 0,37 0,36 0,52 0,33 0,20 0,30
Julho 0,36 0,34 0,36 0,33 0,37 0,37 0,31 0,34 035
Agosto 0,33 0,34 0,32 0,36 0,37 0,36 0,35 0,33 0,34
Setembro 0,26 0,27 0,24 0,29 0,29 0,31 0,27 0,26 0,27
Outubro 0,21 0,22 0,21 0,23 0,23 0,23 0,23 0,24 0,25

_ Peso

Arenoso Vaso-arenoso Arenoso + Calhau rolado
DE DM DB DE DM DB DE DM DB
Junho 1,20 1,03 1,02 1,59 1,37 1,63 1,24 0,88 1,20
Julho 1,08 1,06 1,10 1,14 1,22 1,24 1,02 1,09 1,12
Agosto 0,97 1,03 0,98 1,11 1,13 1,11 1,03 1,00 1,02
Setembro 0,79 0,81 0,75 0,93 0,92 0,94 0,82 0,81 0,85
Outubro 0,65 0,67 0,65 0,77 0,74 0,75 0,71 0,72 0,77

DE = Densidade elevada
DM = Densidade média
DB = Densidade baixa

8.3.2. Indice de condigéo

Em todos os ensaios, a variagdo do indice de condicdo (IC) (figura 21) foi semelhante (p>0,05),
variando entre 5.581+2.93 e 16.76+8.51. O valor maximo foi observado no més de Julho, em
todas as situagdes testadas. Apds este més registou-se um decréscimo dos valores médios do IC,
a excepgdo dos resultados obtidos para os individuos cultivados no substrato arenoso, na
densidade mais elevada que, apresentaram um valor superior no tltimo més de amostragem.

arenoso vaso-arenoso arenoso + calhau rolado
30 30 - —- - ——| 30 -
25 o 251 - 25
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Figura 21. Valores mensais (+o) do indice de condigdo em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) cultivadas
em substratos diferentes com diferentes densidades.

8.3.3. Conteudo em matéria orgdinica

Em todos os tipos de substratos e densidades, observou-se um incremento no contetdo da
matéria organica total nas améijoas até Agosto/Setembro, com os valores maximos a variarem
entre 0.2710,11 e 0.3440,10 mg (figura 22). Esta variagdo ndo apresentou diferencas

}
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significativas com a densidade (p>0,05). Contudo, observaram-se diferencas significativas entre
améijoas do substrato vaso-arenoso e do substrato arenoso (p<0.05).

arenoso - vaso-arenoso arenoso + calhau rolado
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Figura 22. Valores médios mensais (tc) do conteido em matéria organica (mg por individuo) em
améijoa-boa (Ruditapes decussatus) cultivadas em substratos diferentes, com diferentes densidades.

8.3.4. Lipidos e glicogénio

Os contelidos em lipidos e glicogénio das améijoas apresentaram uma tendéncia temporal,
apesar da varia¢do entre densidades e substratos (figura 23). Foi verificada a ocorréncia de um
pico de acumulagdo de reservas energéticas (lipidos e glicogénio) em Julho e Agosto seguido de
um decréscimo no final deste periodo. Ao longo dos ensaios, foram observadas flutuagdes
erraticas no contetido em lipidos, no entanto este constituinte foi significativamente inferior na
densidade média das améijoas (p=0,01) e no substrato arenoso+calhau (p<0,01). No que se
refere, ao conteiido em glicogénio, este apresentou um marcado decréscimo (90 a 99 %) no més
de Setembro, mais evidente na densidade elevada e média.
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Figura 23. Variagdo mensal do contetido em lipidos totais (g g peso seco) e glicogénio (g g'1 peso seco)
em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) cultivadas em substratos diferentes com diferentes densidades.
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8.3.5. Mortalidade de améijoas

A taxa de mortalidade foi mais elevada na densidade mais elevada de améijoas (30-36 %)do que
nas densidades baixa (12%) e média (21%) (figura 24).
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Figura 24. Valor final da taxa de mortalidade (%) de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) cultivadas em
substratos diferentes, com diferentes densidades.

8.3.6. Rendimento da biomassa

A figura 25 mostra o rendimento, ou seja, a diferenca entre a biomassa final e a biomassa inicial
estimada para as diferentes densidades e substratos testados. Os rendimentos mais elevados
foram observados no substrato calhau+areia, tendo sido detectadas diferencas significativas
entre a densidade mais baixa e as outras duas densidades (p<0,05).
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Figura 25. Rendimento (g peso vivo.m™) obtido ao fim de seis meses de cultura de améijoa-boa (Ruditapes
decussatus) em fun¢ado da densidade e do tipo de substrato.

8.4. Estimativa da melhor capacidade de carga

O crescimento dos bivalves varia de acordo com varios factores: area de cultivo, esta¢do do ano,
temperatura, quantidade e qualidade do alimento disponivel, tamanho, idade, densidade
populacional, tipo de substrato, salinidade, oxigénio dissolvido e fase da gametogénese
(Martinez et al, 1997).

Os ensaios desenvolveram-se com valores de salinidade e oxigénio dissolvido dentro da gama de
variagdo normal para a Ria Formosa (Falcdo et al, 1992), embora a espécie Ruditapes decussatus
seja tolerante a varia¢Bes de salinidade e de oxigénio (Sobral & Widdows, 1997). De um modo
geral, o crescimento das améijoas foi essencialmente influenciado pelo tipo de substrato, sendo
mais adequado natureza vaso-arenosa, arenoso+calhau e, por ultimo, arenosa. Os valores mais
elevados de clorofila @ e matéria organica nos substratos vaso-arenoso e arenoso+calhau estio
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de acordo com as maiores taxas de crescimento e contelido em matéria organica das améijoas
cultivadas nestes substratos. O efeito na nutrigdo e, consequentemente, no desenvolvimento da
améijoa-boa parece ser relevante.

De acordo com Gabbott (1976), os lipidos representam uma importante reserva de energia
devido ao seu elevado valor caldrico e sdao fundamentalmente usados em condigGes de stress
cronico, enquanto as reservas em glicogénio sdo geralmente usadas nos processos de
gametogénese guando ndo existe disponibilidade de lipidos. As améijoas cultivadas no substrato
vaso-arenoso € nas densidades intermédia e baixa apresentaram uma melhor condigdo bioldgica
em termos bioquimicos, dado que apresentaram, no final do periodo experimental, os valores
mais elevados de lipidos.

Em moluscicultura, os indices de condigdo também podem ser usados para avaliar a qualidade
do produto no mercado e para caracterizar a actividade fisiolégica dos individuos. Marin et al.
(2003) consideram como produto de qualidade as améijoas que apresentam um valor de indice
de condigdo de 5. Quando se utiliza este valor de referéncia de indice de condi¢do para a
espécie em estudo (Ruditapes decussatus) verifica-se que esta condig¢do foi observada em todo o
periodo experimental. Tendo em conta este pressuposto pode-se considerar as améijoas
produzidas na Ria Formosa um produto de qualidade.

Numa cultura de bivalves, o factor que condiciona o desenvolvimento e mortalidade dos
organismos é fundamentalmente a densidade de cultura. Uma densidade elevada leva a taxas
de mortalidade maiores, uma vez que as améijoas competem pelo espaco e pelo alimento.
Efectivamente, os nossos resultados mostraram uma percentagem de mortalidade mais
elevada, no final do periodo experimental, na cultura efectuada com a maior densidade (30 a
36%), independentemente do tipo de substrato. Como esperado, a mortalidade tem reflexos na
biomassa das améijoas e consequentemente no rendimento da produgdo. O rendimento
mostrou uma tendéncia para subir quando se aumentou a densidade inicial de cultura.

Sumariamente, a conjugacdo dos resultados de todos os pardmetros analisados, evidenciam
que: i) as densidades testadas ndo estabeleceram uma marcada influéncia no desenvolvimento
de Ruditapes decussatus, pelo que se recomenda densidades iniciais entre 260 e 400 ind.m™ (=
500 a 1000 g), contudo deve ter-se em conta que o equilibrio carga bidtica-alimento varia de
local para local; ii) o substrato arenoso é nitidamente aquele em que se deve utilizar as
densidades iniciais de cultura proximas do limite inferior estabelecido (260 ind.m?), uma vez
gue, foi o que suportou pior as densidades mais elevadas, ou seja aquele que apresentou
rendimentos mais baixos; o substrato vaso-arenoso é aquele que suporta densidades préximas
do limite superior estabelecido (400 ind.m?) e o arenoso+calhau é o que suporta um valor
intermédio.

9. Possivel Impacto do Recrutamento de Mexilhdo na Produc¢do de Bivalves na Ria Formosa

9.1 Consideracdes sobre o recrutamento do mexilhéo na Ria

Os mexilhdes produzem normalmente gametas e desovam pela primeira vez quando tém cerca
de um ano de idade. A gametogénese, a desova e o armazenamento de nutrientes fazem parte
de um processo integral denominado ciclo reprodutivo. Este ciclo é resultado de um complexo
balango entre factores exdgenos (ex: disponibilidade de alimento, temperatura, salinidade,
duragdo da exposi¢do ao ar, pH) e factores endégenos (reservas de nutrientes, ciclo hormonal e
genétipo) (Seed, 1978). Deste modo, a interacgdo entre estes factores assegura a sincronizacdo
do desenvolvimento dos gametas dentro da populagdo (Newell 1989). A pré-vitelogénese (i.e
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formagdo de odgonias e espermatogdnias) ocorre durante o Inverno até ao inicio da Primavera,
quando a disponibilidade do alimento é menor. A energia utilizada para este acontecimento é
suportada por reservas de glicogénio adquiridas durante o periodo de p6s-desova (Thompson &
Sciences, 1984). A vitelogénese (estado final da gametogénese, quando os espermatécitos e os
oodcitos estdo formados), usualmente ocorre num periodo curto de algumas semanas no final da
Primavera (Newell, 1989). A energia utilizada neste processo, tal como na pré-vitelogénese, é
retirada das reservas de glicogénio ou de alimento ingerido. Os gdmetas estdo entdo prontos
para serem libertados. A quantidade de glicogénio armazenado durante o periodo de repouso
pode, também, influenciar a fecundidade, a qualidade dos odcitos e o desenvolvimento larval
(Fearman & Moltschaniwskyj, 2010).

A fecundacgdo é externa, as fémeas libertando milhares de ovos para a coluna de agua que sdo
fecundados pelos espermatozdides libertados simultaneamente pelos machos (Newell, 1989). A
fase larvar plancténica, constitui a fase de maior mobilidade dos mexilhdes, sendo também a
fase de maior mortalidade. Nesta fase, podem sofrer até 99 % de mortalidade devido a falta de
substratos adequados e suficientes no ambiente natural e a competicdo por espago com
competidores intra e inter-especificos. Contudo, quando as condigdes Gptimas se conjugam os
recrutamentos desta espécie sao elevados.

Desde longa data que em condigdes ambientais normais, os recrutamentos desta espécie se
encontram bastantes limitados na Ria Formosa, atendendo & inexisténcia de substratos
adequados para a sua fixagdo. No entanto, em algumas épocas tem sido observado aumentos
tempordrios do recrutamento de mexithdo na costa Algarvia e na Ria Formosa-presumivelmente

atribuidos a processos naturais.

9.2. Possivel relagéio entre o recrutamento anormal e as mds prdticas de produgéio

Quando as condigdes Optimas para a reprodugdo e fixagdo se conjugam podem ocorrer
recrutamentos anormais de mexilhdo. De acordo com Associagdo de Moradores da llha da
Culatra, no ano de 2012 ocorreu um recrutamento anormal de mexithdo na Ria Formosa, em
especial nos viveiros de améijoas. A referida Associacdo relaciona esta abundancia com a
presenga de uma estrutura para a producdo de mexilhdo e ostra num dos extremos da Area
Piloto de Produgdo Aquicola (APPA) na Armona.

A andlise técnico-cientifica desta situagdo, com vista a esclarecer se o incremento da abundancia
de mexilhdo é o resultado local da producdo de mexilhdo na APPA, ou de um fenémeno natural
de vasta extensdo, requer diversas ac¢des, nomeadamente: (i) visitas a viveiros de améijoa, (ii)
mergulhos nas zonas subtidais da Ria, (iii) mergulhos na zona costeira proxima da APPA; (iv)
determinagdo da distribuicdo espacial e abundancia do mexithdo; (v) comparagdo com a
extensdo e intensidade da situagdo reportada pela Associacdo da Ria Formosa.

Sendo a presenga de um substrato adequado o principal factor que potencia o aumento de
recrutamento é natural que o incremento do nimero de viveiros de produgdo de ostras (mesas
e sacos ostreicolas) favoreca o aumento da biomassa de mexilhdo na Ria Formosa.

Tendo em conta, a possivel implicagdo do aumento da massa desovante atribuida & produgdo na
zona da APPA, recomenda-se que os produtores de bivalves da Ria Formosa afim de
minimizarem a fixacdo, adoptem o mais rapidamente possivel as boas praticas de produgio,
amplamente divulgadas, nomeadamente no que concerne: (i) a delimitagdo dos
estabelecimentos das culturas marinhas, em que muitas vezes sdo utilizados materiais como
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tijolos, ferros, e outros objectos estranhos ao meio e (ii) a minimizagdo da utilizagdo de calhau
rolado, por potenciarem a disponibilizagcdo de substrato para a fixagdo.

10. Valores Mdximos Recomenddveis para Parametros Ambientais de Qualidade

Em ambientes aquaticos sujeitos as pressdes das actividades humanas é frequente optar pelo
estabelecimento de valores maximos recomendaveis para diversos parametros fisico-quimicos
ou bioldgicos. Ao definir a métrica para estas variaveis, pretende-se ter uma estimativa dos
impactos causados pelas pressGes numa zona confinada do ecossistema. Contudo, a dindmica
do sistema pode dificultar a obtengdo de valores com intervalos de confianca aceitaveis.

10.1 Disponibilidade de nutrientes

As concentragdes de nutrientes na coluna de dgua da Ria Formosa mostraram diferengas mais
acentuadas entre as situagbes de baixa-mar e preia-mar, do que entre os trés locais
monitorizados nos trés viveiros-tipo. Os valores de nitrato, nitrito, amonia, fosfato e silica foram
sempre mais elevados em baixa-mar do que em preia-mar. Estas diferencas sdo ilustradas na
figura 26.

Para além do consumo pelos produtores, admite-se que a variabilidade da disponibilidade de
nutrientes em intervalos tdo curtos de tempo resulta principaimente do balanco entre a
regeneragao de nutrientes no sedimento e da escorréncia através das zonas interditais durante
a vazante, que provocam um aumento das concentragdes e a mistura da dgua da Ria com a dgua
do mar trazida pela enchente, que tendem a diluir as concentragdes existentes na dgua da Ria.

Em particular, o intervalo dos valores de nutrientes registado no viveiro B, influenciado pelas
descargas da Estagdo de Piscicultura do IPMA, é comparavel com o intervalo observado no
viveiro C, na proximidade da barra de Olhdo. Ou seja, os efeitos resultantes das actividades da
Estacdo de Piscicultura tendem a ser reduzidos pela mistura das dguas imposta pela maré.
Nestas circunstancias de uma elevada influéncia da mistura fisica das dguas, o conceito de valor
maximo recomendavel tem pouco significado pratico.
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Figura 26. Concentragdes de azoto inorganico dissolvido (DIN)(1M) e fosfato (LM) em dgua superficial nos
viveiros A, B e C; situacdo de baixa-mar e preia-mar.

10.3. Comparacéo com dados histéricos

Nas décadas anteriores a Ria foi receptora de efluentes urbanos com tratamento preliminar, a
par da rejeicio de desperdicios provenientes de pequenas actividades industriais.
Presentemente existe um tratamento mais eficaz dos efluentes urbanos e, consequentemente,
as descargas de nutrientes e contaminantes sdo menores. Apesar de outras modificacdes
puderem ter alterado as concentragdes destes pardmetros, como a produg3o primaria, o tipo de
coberto vegetal, a produ¢do de améijoas, etc., foi considerado interessante comparar os dados
obtidos nos ensaios realizados no dmbito deste projecto com dados histéricos existentes no
IPMA.

10.3.1. Razdio DIN/P

Usaram-se dados de DIN (azoto inorgénico dissolvido) e P (fosfato) registados em 1986, 1992 e
2010 no viveiro C em situagdo de baixa e preia-mar (figura 27). Nos dois primeiros anos o padrio
foi dominado pelas diferengas entre baixa-mar e preia-mar. Em 2010/2011 observou-se um
incremento muito elevado em Novembro/Dezembro, para além das diferencas entre as duas
situagdes de maré. Os dados do viveiro C, préximo na barra, indicam um défice de azoto, que é
apenas superado no periodo das chuvas quando as fontes difusas sdo mais activas, como foi o
caso observado de forma mais acentuada em 2010.
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Figura 27. Razdo molar de azoto inorgéanico dissolvido (DIN) e fosfato em &gua superficial do viveiro C ;
anos 2010/2011, 1992/1993 e 1986/1987; situacdo de baixa-mar e preia-mar.

10.3.2. Clorofila a

Nas mesmas condigdes foi também feita a comparacdo dos valores de clorofila a (figura 28).
Apesar das alteragbes ocorridas na Ria Formosa nas tltimas décadas, ndo se encontraram
diferengas substanciais nos valores deste pardmetro indicador da produgdo fitoplancténica
entre as condigBes actuais e ha 25 anos. Estas comparagdes podem ser interpretadas face a
predominancia dos processos naturais na Ria para a produgdo primaria.
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Figura 28. Niveis de clorofila a (ug L) em agua superficial no viveiro C; anos 2010/2011, 1992/1993 e
1986/1987; situagdo de baixa-mar e preia-mar.

.
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10.3.3. Zinco e Cobre em améijoas

As concentragdes de zinco e cobre, na parte edivel das améijoas colhidas nos viveiros A, B e C,
entre Novembro de 2010 e Outubro de 2011, foram baixos em comparagdo com valores
registados em outros ambientes lagunares ou estuarinos (Raimundo et al, 2011). Os dados
foram comparados com valores registados em améijoas recolhidas nos mesmos locais em 1984
(figura 29). Apesar destes elementos serem essenciais para o metabolismo dos organismos, esta
comparagao mostra que, em 1984, a acumulagdo foi superior a actual. Aqueles valores devem
estar relacionados com uma maior disponibilidade ambiental dos elementos existente no
passado na Ria. Os valores actuais, mais baixos, sdo atribuidos a uma menor disponibilidade em
resultado de uma redugao da descarga de contaminantes quimicos para a Ria. Véarios factores
podem ter contribuido para estas alteragdes, designadamente o tratamento mais eficaz dos
efluentes urbanos, as alteragdes nos processos industriais incorporando preocupacdes
ambientais e o eventual fecho de algumas actividades na zona. As diferencas entre os dois anos
foram mais acentuadas no viveiro A provavelmente devido a proximidade da zona
urbana/industrial da cidade de Faro.
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Figura 29. Niveis de zinco e cobre (ug por g tecido) na parte edivel de améijoa-boa (Ruditapes decussatus)
colhidas nos viveiros A e B; anos de 1984 e 2011.

10.3.4. Chumbo e Cddmio em améijoas

As concentragdes de chumbo e cadmio, na parte edivel das améijoas colhidas nos viveiros A, B e
C, entre Novembro de 2010 e Outubro de 2011, foram inferiores aos valores recomendados
para o consumo humano (EU 2006). Estes dados foram também comparados com valores
registados em améijoas recolhidas nos mesmos locais em 1984 (figura 30). Esta comparagdo
mostra que, em 1984, a acumulagdo foi superior a existente actualmente. Os valores devem
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reflectir uma varia¢do da disponibilidade ambiental destes elementos na Ria. Os valores actuais
mais baixos sdo atribuidos a uma redugdo da descarga para a Ria. O tratamento mais eficaz dos
efluentes urbanos, as alteracbes nos processos industriais incorporando preocupagdes
ambientais, a eliminagdo da gasolina com aditivos de chumbo, e o eventual fecho de algumas
actividades industriais na zona, sdo alguns dos factores que podem ter contribuido para estas
alteragdes. As diferengas de chumbo entre os dois anos foram mais acentuadas no viveiro A,
dada a sua proximidade da cidade de Faro.
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Figura 30. Niveis de chumbo e cadmio (ug por g tecido) na parte edivel de améijoa-boa (Ruditapes
decussatus) colhidas nos viveiros A e B; anos de 1984 e 2011.

11. Sobrevivéncia de améijoa-boa em viveiros

Com vista a examinar se 0s niveis de sobrevivéncia registada durante os ensaios foram
invulgares, compararam-se os valores de 2011 com os observados em 1997 e 1987 no viveiro B
(Marim) durante periodos anuais (figura 31). Esta figura permite evidenciar a existéncia de um
decréscimo acentuado nos valores de sobrevivéncia em 2011 (méx. 40%) relativamente aos dois
anos usados como comparagdo, que apresentam sobrevivéncias maximas de 80% (1987) e 50%
(1997).
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Figura 31. Comparagao da percentagem de sobrevivéncia de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) em
2011, 1997, 1987 no viveiro B.

12. Factores explicativos para a mortalidade anormal da améijoa-boa

Os episodios de mortalidade de améijoa-boa na Ria Formosa sdo recorrentes, embora a
intensidade seja varidvel de ano para ano, devido provavelmente a conjugacdo de diversos
factores fisiolégicos e ambientais.

12.1. Diminui¢do das reservas energéticas

O ciclo reprodutivo das améijoas é caracterizado por um periodo de acumulagio de reservas
energéticas (glicogénio e lipidos) no Inverno utilizadas para o desenvolvimento dos gadmetas na
Primavera. Durante o periodo de Verdo ocorre a desova levando os organismos a uma
debilidade fisiologica devido a diminuigdo das reservas energéticas. A figura 32 ilustra os
periodos de desenvolvimento, desova e pds-desova nas améijoas transplantadas para o viveiro C
em estudo.
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Figura 32. Percentagem de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) na fase de desova e p6s-desova apds
transplantagao para o viveiro C. ;
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12.2. Patologias

A produgcdo de améijoas na Ria Formosa decresceu consideravelmente nas ultimas duas
décadas. Tem sido observado a partir dos anos 80 uma infestagdo crescente das améijoas pelo
protozoario parasita Perkinsus atlanticus. A infecgdo pelo parasita, que tem sido relacionada
com os surtos de mortalidade, é caracterizada pela formag¢do de nédulos nas branquias das
améijoas, como se ilustra na figura 33, levando a uma diminuigdo da capacidade respiratéria.. O
estudo desenvolvido no dmbito do projecto “AMBIPERK - Efeito dos Factores Ambientais na
Infestagdo pelo Parasita Perkinsus atlanticus da Améijoa Ruditapes decussatus ” (Universidade
do Algarve/CCMAR e IPIMAR) aponta para que factores ambientais como temperatura,
salinidade e ferro, podem influenciar a taxa de crescimento e/ou de viruléncia do parasita, assim
como a resisténcia da améijoa a infecgdo. Em particular, através de uma experiéncia laboratorial
verificou-se um maior grau de infec¢do para temperaturas da dgua de 15 e 20 C do que a 252C
(figura 34). Estes resultados sugerem que existem, no final do Inverno e Primavera, condi¢ées de
temperatura, na Ria Formosa mais favordveis para o desenvolvimento do parasita.

12.3. Conjugacéio de factores para a mortalidade anormal

No Verdo de 2011 foi detectada uma mortalidade anormal e abrupta em diversos viveiros na Ria
Formosa, incluindo o viveiro C na Fortaleza. Foi realizado no IPIMAR o rastreio do parasita
Perkinsus spp., tendo sido registados niveis de infec;do em que 70% das améijoas se
encontravam no nivel 4-5, numa escala de 0 a 5. Estes resultados sugerem uma relagdo entre a
mortalidade anormal e a presenga deste parasita. Ndo é de excluir a conjugagcdo de outros
factores concorrentes para a mortalidade. Por exemplo, a menor oxigenac¢do da dgua verificada
durante o Verdo, em particular nas marés mortas, leva a um dispéndio adicional de energia por
parte do organismo através do aumento da taxa de filtragdo para a realizagdo da respiragdo.
Esta situagdo verifica-se num periodo de debilidade das améijoas em termos fisioldgicos devido
ao esfor¢o reprodutivo. Salienta-se que a mortalidade incidiu sobre a améijoa-boa e ndo em
outros organismos benténicos de forma significativa. Este facto evidencia a apeténcia desta
espécie para desenvolver niveis elevados de infestacdo por Perkinsus spp. perante a conjugacdo
dos factores supra-mencionados.

Figura 33. Fotografia de uma brdnquia de améijoa-boa (Ruditapes decussatus), onde se podem observar
os nédulos do parasita Perkinsus atlanticus. (Projecto AMBIPERK).
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Figura 34. Efeito da temperatura no grau de infec¢do pelo parasita Perkinsus atlanticus em améijoa-boa
(Ruditapes decussatus).

12.4. Ac¢bes propostas para minorar a mortalidade

Com vista a minorar futuros episédios de mortalidade sibita de améijoas em viveiros
recomenda-se a implementacdo de um sistema de alerta, que deverd contemplar a
monitoriza¢cdo da temperatura da dgua, do nivel de infestagdo por Perkinsus e do estado de
maturagdo dos bivalves. No caso de haver uma conjugagdo de debilidade fisiolégica, elevada
infestacdo, e temperatura elevada em periodos de maré morta, os viveiristas deverdo ser
alertados. As acgBes propostas para a Administracdo e os Viveiristas s3o apresentadas no
seguinte esquema:

« Temperatura
» Dessasoreamento dos o Infestagdo por Perkinsus
canais/barras * Estado de maturagdo
» Apoio técnico aos
viveiristas
Acgbes preventivas
(Administra¢do)

AcgBes preventivas = AccBes rapidas
{Vivelristas) {Vivelristas)

* Recolha de améijoas
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13. Realiza¢do de workshops

No decurso do projecto foram realizadas diversas reunides conjuntas dos projectos QUASUS e
FORWARD em forma de workshops, envolvendo entidades da Administra¢cdo Regional e Central,
organizagdes de produtores, sindicatos e especialistas nacionais e internacionais convidados.

Descri¢do Entidades Data
Apresentacdo EXPOMAR IPIMAR, IMAR 29/04/2010
Reunido interna IPIMAR, IMAR, Cooperativa RF 19/05/2010
Reunido interna IPIMAR, IMAR, ARH 15/12/2010
Reunido plendria IPIMAR, IMAR, ARH, Cooperativa RF, Convidados 20/01/2011
Workshop internacional IPIMAR, IMAR, Convidados 21/02/2011
Reunido plendria IPIMAR, IMAR, ARH, Cooperativa RF, Convidados 08/07/2011
Reunido plendria IPIMAR, IMAR, ARH, Cooperativa RF, Convidados 13/12/2011
Reunido plendria IPMA, IMAR, ARH, Cooperativa RF, Convidados 19/07/2012

14. Fornecimento de elementos ao IMAR com vista a aplicagdio de modelos

No ambito deste projecto foram fornecidos a equipa do projecto FORWARD (IMAR) dados
existentes no {PIMAR e resultados obtidos no decorrer do QUASUS, com vista a aplica¢do de
modelos na Ria Formosa. A lista do tipo de dados partilhados é apresentada no Anexo Ii.

15. PublicagBes técnicas, artigos cientificos e comunicagdes de divulgacdo

No decorrer do projecto foram elaboradas diversas publicagGes e artigos cientificos, assim como
a disseminacdo dos resultados obtidos através de comunicagbes orais em semindrios.
Apresenta-se seguidamente a lista destes documentos, cujas copias sdo apresentadas no Anexo
.

15.1. Publicagdes técnicas

"Qualidade Microbiolégica de Bivalves na Ria Formosa: 20 anos de resultados”, F. Soares, A.
Almeida, R. Cachola (2012), IPIMAR — Relatérios cientificos e técnicos, serie digital. 54:47 pp.

“Microbiological monitoring of bivalve molluscs growing areas: a food safety and public
health approach”, F. Bettencourt, D. Matias, F. Soares (2012). Aquacuiture Europe, 37, 11-15.

"Vigilancia de toxinas marinas em bivalves" M.J. Botelho, C. Vale, S.M. Rodrigues (2011),
Newsletter da Associagdo Portuguesa de Aquacultores.

“Boas Praticas na Produgdo de Améijoa-boa” , IPMA (pronto em Fevereiro 2013)

15.2. Artigos cientlficos

“Uptake and release of paralytic shelifish toxins by the clam Ruditapes decussatus exposed to
Gymnodinium catenatum and subsequent depuration” (2012), M. J. Botelho, C. Vale, R. V. Grilo,
J. Gomes Ferreira, Marine Environmental Research 77: 23-29.

“Microbiological monitoring of bivalves from the ria formosa lagoon (south coast of
portugal): a 20 years of sanitary survey” (2012), A.C. Almeida, F. Soares, Marine Pollution
Bulletin 64:252-262.

“The impact of environment in the culture performance of the European clam Ruditapes
decussatus (Linnaeus, 1758)”, D. Matias, S. Joaquim, P. Sobral, A. Leitdo. Submited to Estuarine,
Coastal and Shelf Science.
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“Microbiological monitoring of Ruditapes decussatus from Ria Formosa Lagoon (South of
Portugal)”, F. Bettencourt, C. Alimeida, M.l. Santos, L. Pedroso and F. Soares. Submited to
Management of Environmental Quality.

15.3. Comunicagdes orais

"Quality e sustentability of biological resources of Ria Formaosa lagoon", D. Matias, Workshop
Grupo de Acgao Costeira FARNET, 5 de Junho de 2012.

16. Accdes de formagdo no dmbito do QUASUS

A execugdo do projecto proporcionou a formagao de estudantes a diversos niveis e foram
realizados cursos tedrico-praticos.

16.1. Estdgios curriculares do 122 ano e licenciatura

"Contaminag¢do fecal em zonas de produgdo de bivalves da Ria Formosa”, Pedro Castro,
insere-se no ano zero do plano curricular curso de Especializagdo Tecnolégica em Seguranca
Alimentar.

"Indicadores microbiolégicos em bivalves", Carolina Silva, insere-se no 22 ano do plano
curricular do curso Técnico-profissional de Técnico de Laboratério.

“Qualidade microbiolégica de bivalyes da ria formosa”, Ana Daniela Fernandes, insere-se no
22 ano do plano curricular do Mestrado em Biologia Marinha.

16.2. Teses de mestrado

"Avaliagdo da qualidade bacteriolégica dos bivalves produzidos na Ria Formosa". F.
Bettencourt . Tese de mestrado em Seguranga Alimentar e Satide Publica. Instituto Superior de
Ciéncias da Satide Egas Moniz. 134 pp.

"Comparison between classical and rapid methods for bacteria identification in shellfish
samples”..D. Jorquera. Tese de mestrado em Aquacultura e Pescas, Universidade do Algarve. 57
pp.

"Validation of alternative methods in a microbiological laboratory". Lucia Garcia Pastor. Tese
de mestrado em Aquacultura e Pescas, Universidade do Algarve. 59 pp.

16.3. Cursos tedrico-prdticos

“Boas praticas, prevengdo e diagndstico basico em aquacultura de moluscos bivalves.” 14 e
15 de Junho, 2012.
"Diagnéstico de patologias em moluscos bivalves.” 25 a 29 de Junho, 2012.

17. Conclusdes e recomendacdes

Este trabalho, realizado sobre a problematica da relagdo entre a qualidade e produgdo de
améijoa (Ruditapes decussatus) em viveiros da Ria Formosa e a qualidade ambiental, aponta
para as seguintes principais conclusées:
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A producdo de améijoa, em 470 hectares da Ria Formosa, constitui a maior quantidade de
bivalves produzida em Portugal, envolvendo 1 600 licencas de exploragdo e cerca de 10 000
pessoas;

Recomenda-se que a capacidade de carga dos viveiros da Ria seja entre 0.5 kg/m? para
viveiros vaso-arenosos e 1 kg/m? para viveiros arenosos de elevado hidrodinamismo; no inicio
do cultivo de améijoa utiliza-se, correntemente, entre 0.35 kg/m” e 0.5 kg/m? de acordo com
as condi¢cdes ambientais de suporte do viveiro;

Os principais constrangimentos a produgdo de améijoa na Ria sdo a disponibilidade de
semente, 0s picos de mortalidade, e as condigGes ambientais desfavoraveis;

A disponibilidade de semente de améijoa nos bancos naturais flutua anualmente; para
superar o deficit existente em alguns anos equaciona-se, por isso, a possibilidade da criacdo
de uma maternidade para bivalves na regiao;

As questdes ambientais, que interferem com a producdo de améijoas e o valor da sua
comercializacdo, estdo relacionadas principalmente com:

— Contaminagdo fecal e o estatuto sanitdrio das zonas zona de produgdo; embora
apresentando uma tendéncia para uma melhoria, devido ao tratamento dos efluentes,
registam-se, contudo, aumentos bruscos de E. coli em améijoas dos viveiros quando
ocorre chuva mais intensa, em particular no Outono; este trabalho apresenta
propostas medidas preventivas para a comercializagdo de améijoas nestes periodos
(seccdo 12.4);

— Os teores de nutrientes na coluna de &gua variam consideravelmente ao longo dos
ciclos semi-diurno e quinzenal das marés; a troca de mais de 50% do volume de 4gua
da Ria com o mar, entre a baixa-mar e a preia-mar, atenua diferengas sistematicas da
disponibilidade de nutrientes entre os viveiros da Ria; devido a esta elevada
variabilidade em pequenas escalas de tempo a definicio de valores mdaximos
recomendaveis é imprecisa; contudo, recomenda-se que as concentracbes, na
Primavera e Verdo, ndo ultrapassem 20 uM de azoto inorganico dissolvido, 15 uM de
silicatos e 0.9 uM de fosfatos.

N

— Toxicidade pontual das améijoas devido a ocorréncia natural de blooms de algas
toxicas na zona costeira; o IPMA procede a vigildncia deste tipo de toxicidade no
ambito da sua missdo (seccdo 5);

— Contaminagdo quimica, que reduziu nos ultimos anos provavelmente devido a
diminuicdo do ndmero de industrias e as melhores praticas ambientais (seccdo 10.3.3 e
10.3.4);

Os picos de mortalidade das améijoas tendem a ser mais acentuados em viveiros com mas
préticas de producao e em viveiros localizados nas dreas interiores da Ria, embora se registe
também em viveiros localizados perto das barras (seccdo 11); os factores que contribuem para
estas mortalidades abruptas, sdo os seguintes:

— Decréscimo de lipidos e reservas energéticas nas améijoas, causando maior debilidade
fisiologica no Verdo (secgdo 12.1);

— Menor oxigenagdo das aguas, em épocas de temperatura mais elevada e menor
renovacdo das dguas em marés mortas, levando ao aumento das taxas de filtracdo e
respiracao;

—~ Infestagdo por Perkisus atlanticus, originando a presenga de nddulos nas branquias e o
consequente decréscimo da taxa de respiracao (secgdo 12.3);
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e Com a vista a minorar a mortalidade abrupta das améijoas na Ria Formosa este trabaiho

propde medidas de prevenggo, inseridas num Programa para Controlo da Qualidade da Agua
na Ria Formosa (seccdo 12.4):

— Adopcdo de medidas preventivas a implementar pelos viveiristas e Administragso;

— Monitorizagdo da temperatura das aguas, estado de maturagdo, e infestacio de
améijoas num viveiro de controlo com vista a constituir um sistema de alerta;

— AcgOes rapidas dos viveiristas apés o alerta.
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Anexo | - Metodologias analiticas e de observagédo

1. Par@metros ligados a qualidade da dgua

Temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido. A temperatura, salinidade, pH e oxigénio
dissolvido foram medidos in situ com uma sonda multiparamétrica.

Concentragdo de sdlidos em suspensfo. As amostras de agua foram filtradas através de
membranas de policarbonato com porosidade de 0.45 um e secas a 40 2C até peso constante. A
concentragdo de matéria particulada em suspensdo foi calculada como sendo a massa de
particulas retidas na membrana por unidade de volume (mg L).

Nutrientes. As amostras de agua foram filtradas através de membranas Nuclepore (MSI) com
0.45 um de porosidade e conservadas no frio. Os nutrientes dissolvides foram determinados por
colorimetria num autoanalisador TRAACS 2000: amonia, nitrito e nitrato, com limite de deteccdo
de 0.001 mg L™ e silicato e fosfato, com um limite de deteccdo de 0.003 mg L™. Os compostos de
azoto foram oxidados em meio alcalino enquanto que os compostos de fésforo oxidados em
meio dcido. Posteriormente procedeu-se a sua determinagdo por titulagdo colorimétrica no
referido autoanalisador. Na determinagdo da amdnia, os iGes presentes na amostra reagem com
fenol e hipoclorito em meio alcalino, seguindo a reacgao de Berthelot. O citrato de trissédio e o
EDTA (dcido etilenodiaminotetracético) sdo adicionados a amostra para evitar a precipitacio dos
hidréxidos alcalinos, enquanto que o nitroprussido age como catalisador. O indofenol azul foi
medido a 660 nm. Na determinagdo do nitrito, este composto reage com o sulfanilamido e o
acido N-(1-naftil)-etilenodiamino em meio acido originando sal diazonium, colorido, que é
medido a 550 nm. Na determina¢do do nitrato, os nitratos presentes na amostra foram
reduzidos a nitrito numa coluna de cdédmio, num meio tampdo. Os nitritos formados reagem
com o sulfanilamido e o acido N-(1-naftil)-etilenodiamino em meio acido originando sal
diazonium, colorido, gue é medido a 550 nm. Na determinagdo do fosfato, os ides ortofosfato
reagem com o molibdato em meio acido para formar fosfomolibdato e depois com o &cido
ascorbico para formar molibedénio azul, cuja intensidade é medida a 880 nm ou 660 nm (Falcdo
e Vale, 2003).

Clorofila a na dgua. Apés a colheita, as amostras de agua foram filtradas através de filtros
Whatman GF/F 45mm didmetro e porosidade 0.7 um, colocados os filtros em tubos de
polipropileno, congelados de imediato e transportados para o laboratério. Posteriormente
foram extraidos com acetona a 90 %, durante 24h no frio e centrifugadas a 3000 rpm, durante
10 min. A determinacdo da clorofila a foi realizada em espectrofotémetro antes e apés
acidificagdo dos extractos com HCl (0.5M) e as leituras efectuadas a 750 nm e 664 nm (Lorenzen,
1967).

Clorofila a e feopigmentos no sedimento. Estes pigmentos foram determinados pelo método
fluorimétrico. Apds a recolha do sedimento para os fracos, seguiu-se a respectiva pesagem e
posterior acondicionamento no congelador. Para a extrac¢do dos pigmentos fotossintéticos
procedeu-se ao prévio descongelamento e a adigdo de um volume calculado de acetona a 90 %.
As amostras foram colocadas no frigorifico, durante 24 horas, agitandoe-se duas vezes durante
esse periodo. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos,
procedendo-se seguidamente a leitura num fluorimetro (665nm e 750 nm) Lorenzen (1967).
Para a correcgdo dos feopigmentos e apds a dosagem da clorofila g, acidificou-se o extracto com
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uma gota de dacido cloridrico a 1N, agitando-se por inversdo e prosseguiu-se com a leitura, nos
mesmos comprimentos de onda.

Matéria orgénica no sedimento. Procedeu-se a secagem do sedimento em estufa a 80 2C,
durante 6 horas. Apds a secagem, a amostra de sedimento foi moida com auxilio de um
almofariz e foram retiradas 3 sub-amostras com cerca de 1 g de sedimento. Posteriormente, as
sub-amostras foram incineradas em mufia a 4502C, até a obtenc¢do de peso constante:(o que
ocorreu aproximadamente ao fim de 4 horas) e pesadas de novo para o calculo da matéria
organica total (Rodrigues & Quintino, 1990).

Fracgéo fina no sedimento. Apos a secagem do sedimento em estufa, a 80 2C, durante 24 horas,
este foi pesado e homogeneizado com um almofariz. Durante 10 minutos, cada amostra foi
sujeita a uma crivagem, por um crivo de malha quadrada de 63 um de lado, num agitador SBS
Instruments S.A., a 220 rota¢Bes por minuto. De seguida pesaram-se as frac¢des (<63um e
>63um), e determinou-se a percentagem de finos reportada ao peso total da amostra (Paterson
& Nell, 1997; Goulletquer et al, 1999).

2. Par@metros ligadas a produgéio das améijoas

Sobrevivéncia. Antes de se proceder a montagem do ensaio e atendendo que se pretendia
efectuar uma cultura com uma densidade de juvenis de améijoa de 1Kg.m, foram retiradas
cinco amostras de 1 kg do total de individuos existente para repovoar cada viveiro e
quantificado o nimero médio de individuos existentes por Kg de juvenis. Em cada amostragem
mensal seleccionou-se aleatoriamente 2 quadriculas de 1x1m e foi efectuada a recolha da
totalidade dos juvenis existentes em cada quadricula. A diferenca entre o niimero de juvenis
colocados no tempo 0 e em cada um dos tempos amostrados permitiu determinar a taxa de
sobrevivéncia.

Crescimento. O crescimento em peso, comprimento (maior distdncia no sentido antero-
posterior), altura (maior distancia no sentido dorso-ventral, passando pelo umbo) e espessura
(maior distancia entre as duas valvas) foi quantificado em 50 individuos mensalmente, em cada
viveiro.

Indice de condi¢Go e matéria orgénica. Os individuos foram previamente descongelados,
levando a uma abertura das valvas e, com o auxilio de uma pinga e de um bisturi foi separada a
parte edivel da concha. A parte edivel de cada individuo foi colocada em papel absorvente
durante alguns minutos e seguidamente foi determinado o peso humido da carne. O peso seco
da carne, e respectiva concha, foi determinado apds secagem em estufa a 80 ¢C, durante 24
horas. As cinzas da parte edivel foram obtidas por incineracdo numa mufla a 450 2C, durante 24
horas. As pesagens foram efectuadas numa balanca digital de precisdo as 0.0001g. A matéria
organica (g) foi calculada pela diferenca entre o peso seco da carne e o peso das cinzas. O indice
de condigdo é expresso pela seguinte formula (Walne & Man, 1975):

I.C. = (peso seco da carne (g) — peso das cinzas (g)) / peso seco da concha (g)

Lipidos. O teor lipidico foi determinado por extracgdo de cinco aliquotas de 5 mg do material
homogeneizado com uma mistura de cloroférmio/metanol (2:1), durante 30 minutos, a 20 2C
em que a fase metanol (subnadante) rapidamente extrai os lipidos dos tecidos (Floch et al.,
1957). Ap6s a extrac¢do juntou-se 0,4 ml da solugdo de NaCl 0,7 % e aguardou-se 15 minutos

41



QUASUS - Relatério Final (22 versao) - Julho de 2013

antes de se proceder a centrifugacdo a 3 000 rpm durante 5 minutos. Registou-se o volume da
fase solvente (subnadante) e retirou-se 1 mil desta para concentracdo dos lipidos por
evapora¢do do solvente em banho de agua a 80 2C, durante 30 minutos. O total de lipidos foi
quantificado através da adigdo de 2 ml de acido sulfurico concentrado ao estrato purificado,
colocagdo na estufa a 200 2C durante 15 minutos, colocagdo em agua fria durante 10 minutos,
adicao de 3 ml de dgua destilada e agitar no vortex e colocagdo em banho de agua fria durante
10 minutos (Marsh & Weinstein, 1966). A absorvincia das amostras foi lida por
espectrofotometria a 375 nm. Foram usadas diferentes solugdes de colesterol para estabelecer
a curva padrao. A concentragdo total de lipidos da amostra foi quantificada através da curva
padrdo e o valor obtido foi multiplicado pelo volume registado da fase solvente.

Glicogénio. Para a determinagdo deste constituinte foi necessario proceder a secagem do
homegeneizado dos tecidos durante 24 horas, a 80 2C. O material seco foi posteriormente
reduzido a p6 num almofariz. A cada amostra foram retiradas aliquotas de 0,5 a 1 mg do
homogeneizado seco. A determinagdo do glicogénio consiste na digestdo dos tecidos com KOH
(33 %) a 100 2C, durante 15 minutos. O glicogénio foi posteriormente purificado, a baixas
temperaturas (4 °C), através de precipitacbes com etanol 98 %. O precipitado é, entdo,
condensado com antrona de modo a formar um composto de coloragdo verde e lido a 620 nm.
Foram usadas diferentes solu¢des de glicogénio para estabelecer a curva padrio. A
concentracdao do glicogénio da amostra foi quantificada através da curva padrdo (Viles &
Silverman, 1949).

Biomassa. A biomassa foi estimada mediante o produto do nimero de individuos colhidos em
cada amostragem pelo seu peso vivo médio (g peso vivo.m™).

Rendimento. O rendimento da producgdo foi estimado através da diferenca entre a biomassa
colacada no inicio de cada ensaio e a biomassa estimada no final de cada ensaio (g peso vivo.m’

)

Estados de maturagfio. Foram examinados histologicamente 10 individuos por sexo
mensalmente. A massa visceral foi separada dos sifdes e branquias e fixada em solugdo Davison
durante 48 horas. Posteriormente o tecido foi transferido para alcool etilico a 70%. O tecido foi
desidratado e embebido em parafina. Foram cortadas sec¢bes no micrétomo e coradas com
hematoxilina-eosina. As preparagBes histolégicas foram observadas ao microscépio e
classificadas de acordo com o estado de maturagdo (Delgado & Pérez-Camacho, 2005).

indice gonadal. O indice gonadal foi calculado através da férmula Seed (1976):
IG = [(3 ind. Em cada estado x cotagdo do estado de maturagdo) / n? total de ind. amostrados]

Cotacdo dos estados de maturacdo: Repouso sexual (0); inicio da gametogénese (3);
gametogénese avancada (4); postura (5); postura parcial (2); fim da gametogénese (1).

3. Pardmetros ligados & qualidade das améijoas

E. coli e coliformes totais. A andlise microbiolégica dos bivalves é efectuada no dia da recolha
das amostras. E utilizado o nimero suficiente de améijoas até se atingirem as 80g de carne e
liquido intervalvar. Utiliza-se a técnica da fermentagdo dos tubos multiplos, com séries de cinco
tubos pelo método do Numero Mais Provavel (NMP) (Donovan et al, 1998). Os ensaios sdo
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realizados em duplicado. Para a prova presuntiva, semeiam-se 10 ml da suspensdo-mie em cada
tubo de uma série de cinco tubos contendo o caldo de glutamato modificado com minerais
(meio MMGB) em concentragdo dupla. inocula-se 1 mL da suspensdo-mde nos cinco tubos
contendo o meio MMGB em concentragdo simples e 1 mL das diluigdes 10-2, 10-3 e 10-4
noutras séries de cinco tubos com o mesmo meio. Os tubos sdo colocados numa estufa de
incubagdo a 372C durante 24h. Consideraram-se suspeitos (e positivos) os tubos que
apresentaram turvacdo e alteragdo da cor lilds do meio para amarelo, indicando viragem do pH
devido a produgiio de 4cido. Os tubos com reacgdo positiva sdo sujeitos a prova de confirmag3o.
Repicaram-se os tubos com ansas de 10ul para placas com meio Agar de triptona bilis x-
glucoronideo (TBX) e com meio Agar ChromoCult® Coliform (CHR). Incubam-se as placas com
meio TBX na estufa de a 442C e as com meio CHR a 362, durante 24h. Nas placas com meio TBX,
o crescimento de col6nias azuis/esverdeadas indica a presenca de E. coli. Nas placas com meio
CHR, o crescimento de coldnias de cor vermetha ou rosadas indica a presenca de bactérias
coliformes e o crescimento de coldénias de cor violeta escuro a presenga de E. coli. Reportam-se
as secgbes consideradas positivas aos tubos de MMGB e anota-se o nimero de tubos com
reaccdo positiva. A partir da tabela do NMP |é-se o nimero de organismos presentes em 100g
de amostra.

Toxinas marinhas. As determinactes foram efectuadas por cromatografia liquida com detecgdo
por espectrometria de massa (DSP), com detecgdo fluorimétrica (PSP) e com deteccdo por ultra-
violeta (ASP). Apds a amostragem os moluscos bivalves foram dissecados e preparadas amostras
compostas {n=30) com a totalidade dos tecidos. As metodologias utilizadas para a extracgdo das
toxinas, determinacdo das concentragdes dos diferentes compostos e conversdo para valores de
toxicidade encontram-se descritas em Vale e Sampayo (2002) para DSP, em Lawrence et al
(1991) e Botelho et al (2010) para PSP e Quilliam et al (1995) para ASP. Os limites de deteccdo
para os diferentes grupos de compostos foram os seguintes: 18 ug acido ocadaico equiv. por Kg
tecido;:19 pg saxitoxina equiv. por Kg tecido e 0.8 pg acido doméico por g tecido.
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Anexo |l - Lista de dados partilhados

Foram partilhados os seguintes conjuntos de dados:

(i) Dados sobre os viveiros de améijoa (Ruditapes decussatus) na Ria Formosa (localizacdo —
SIG); existem 1587 viveiros ocupando 47006778 m?* da area intertidal da Ria; os viveiros estdo
distribuidos por 5 reparticdes maritimas em Vila Real de Santo Anténio (12 viveiros, 21425 m?),
Tavira (118 viveiros, 298071 m? Fuzeta (137 viveiros, 371901 m?), Olhdo (1048 viveiros,
3535810 m?) e Faro (272 viveiros; 479570 m?).

(i) Dados sobre préticas de cultura; através da consulta de diversos trabalhos e em conjugacdo
com a Associacdo de Produtores, foi efectuada uma caracterizagdo das préaticas de cultura para
as duas espécies predominantemente produzidas na Ria Formosa (ostra e améijoa),
nomeadamente, no que se refere a densidades de cultura, perlodo de sementeira e periodo de
captura, ciclo de produgdo.

(ili) Dados sobre as taxas de crescimento de améijoas sujeitas a diferentes condigbes de cultura
(substratos, densidades e localizagGes). Inventariagdo da produgdo de ostra (Crassostrea gigas)
na Ria: atendendo que o licenciamento para a produ¢do de moluscos bivalves ndo é dirigido a
uma espécie em concreto efectuou-se um levantamento dos viveiros a produzir ostra através da
Associacdo de Produtores e in Joco; foi, ainda, necessario efectuar a actualizacdo do SIG.

(iv) Dados sobre os fluxos de nutrientes do sedimento para a coluna de 4gua em viveiros: o
transporte de amdnia, nitratos e fosfato entre o sedimento e a dgua foi estimado através de dois
mecanismos: difusdo molecular durante o periodo de imersdo dos sedimentos e adveccdo
induzida pela inundacdo da maré nas zonas intertidais; estes calculos foram realizados em
diferentes substratos.

(v) Dados de qualidade de dgua (T, sal, clorofila a) na Ria e zona costeira adjacente; foi
recolhida informagdo sobre as variagdes sazonais destes parametros da qualidade de dgua em
diversos locais da Ria Formosa.

(vi) Dados sobre praticas de piscicultura na Ria (espécies, pisciculturas): a piscicultura na Ria
Formosa é praticada em regime semi-intensivo e extensivo; as espécies cultivadas sdo
essencialmente o robalo (Dicentrarchus labrax) e a dourada (Sparus aurata), embora sejam
produzidas outras espécies, nomeadamente o linguado (Solea senegalensis) e diferentes
espécies de sargo; actualmente existem apenas 3 pisciculturas semi-intensivas activas na Ria
Formosa; esta situagdo contrasta com a grande area licenciada de pisciculturas extensivas com
producbes muito baixas.
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Anexo lll - Publicagdes técnicas, artigos cientificos e comunicagdes de divulgagio
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