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RESUMO

A aquacultura € um sector em crescimento, assim como o interesse pelos cultivos
multitroficos, combinando espécies superiores, que requerem fornecimento de alimento, como
sd0 0s peixes e espécies secundarias que se alimentam de matéria em suspensao, como é
exemplo as ostras. O conhecimento nesta &rea é ainda escasso, dai a pertinente de um estudo

comparativo entre ostras cultivadas em cultivos multitréficos e em monoculturas.

Analisou-se o desenvolvimento biométrico, histolégico e microbioldgico, utilizando uma
amostra de 750 ostras, da espécie Crassostrea gigas, separadas por 3 locais (250 ostras/local).
Dois deles produzem-nas em monocultura (locais B e C) e um em cultivo multitréfico (local
A). Durante seis meses, de fevereiro a julho de 2014, colheram-se amostras mensais de 30

ostras/local e realizaram-se medi¢des biométricas, analises microbioldgicas e histologicas.

Os resultados permitiram verificar que as ostras produzidas em cultivo multitréfico
apresentaram um aumento de peso e de comprimento total superiores as produzidas em
monocultura, 45,32 g e 8,42 mm, no local A; 20,48 g e 7,66 mm, no local C e 6,28 g e 0 mm,

no local B, respetivamente.

O estatuto sanitario, nos locais A e B, obtiveram-se valores correspondentes ao estatuto
sanitario A, com médias de 46,67 e 38,33 Numero Mais Provavel (MPN) de E. coli/100 g de
carne e liquido intervalvar, respetivamente. No local C registou-se 3287,50 MPN E. coli/100

g de carne e liquido intervalvar, correspondendo ao estatuto sanitario B.

Histologicamente, no local C, a gametogénese comecou primeiro, observando-se gametas

maduros em fevereiro, nos outros locais isso aconteceu em marco (A) e abril (B).

Concluiu-se assim, que as ostras produzidas em cultivo multitréfico apresentaram um estatuto
sanitario similar, mas com desenvolvimento biométrico superior, o que revela ser vantajoso

este método de producao.

Palavras-chave: Crassostrea gigas, aquacultura, cultivos multitroficos, estatuto sanitario,

microbiologia, biometria.



ABSTRACT

The aquaculture sector is growing rapidly. Simultaneously, the interest in multi-trophic
cultures has also increased, which combine fed aquaculture species like finfish with
secondary species that feed of suspended matter like oysters. The knowledge in this area is

still low, so studies like this are necessary to improve this lack of knowledge.

A total of 750 oysters, from the species Crassostrea gigas, were distributed by three fish
farms (250 oysters /farm). Two of them produce oysters in monoculture, local B and C and
other in multi-trophic culture, local A. Samples of 30 oysters /farm were taken from February
to July (6 months) and biometric measurements, microbiological and histological analyses

were made.

The results showed that oysters produced in multi-trophic culture showed a superior increase
in weight and total length, to those produced in monoculture. The increase in weight and total
length in local A were 45,32g and 8,42 mm against 20,489 and 7,66 mm in C and 6,28g and 0

mm in B.

Regarding sanitary status, in local A and B showed values corresponding to sanitary status A,
with averages between 46,67 and 38,33 Most Probable Number (MPN) of E. coli / 100g of
flesh and intervalvar liquid, respectively. In local C the observed values were 3287,50 (MPN)

E. coli / 100g of flesh and intervalvar liquid, corresponding to a sanitary status B.

In local C the gametogenesis began first, in February it was possible to observe mature
gametes, while in the other 2 farms this only happened in March (local A) and in April (local
B).

The obtained results seem to point that oysters produced in multi-trophic culture have a
similar sanitary status, but with higher biometric development, which shows advantages for
multi-trophic production.

Key words: Crassostrea gigas, aquaculture, multi-trophic cultures, sanitary status,

microbiology, biometrics.
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INTRODUCAO

A vida do Homem tem sido condicionada pela procura de alimento. De forma a contrariar esta
condicdo e a melhorar a sua qualidade de vida, o homem desenvolveu técnicas, criou

instrumentos nas diferentes areas do conhecimento e transformou produtos.

No entanto, o aumento demogréafico, a deficiente gestdo dos recursos naturais, a sua
exploracdo e os desequilibrios ambientais (poluicdo) tém contribuido para a reducdo da
produtividade de uma das mais importantes fontes de proteina animal, a pesca (Schuller,
1998).

Desde o inicio da humanidade que os produtos provenientes do mar fazem parte da dieta
humana, sendo inclusive a principal fonte de proteina de origem animal em alguns paises.
Atualmente é cada vez maior o nimero de pessoas que prefere a proteina proveniente do

peixe como alternativa saudavel a da carne (Huss, 1993).

O constante aumento do consumo de produtos marinhos, 0s constrangimentos dos recursos
naturais e ambientais, contribuiram para que o setor das pescas atingisse o seu limite
sustentavel, sendo esperado que a aquacultura tenha um papel importante na resposta a esta
procura (Byod, 2003). Tendo todos estes fatores em conta, a aquacultura é um dos setores de
producdo alimentar que mais tem crescido, sendo necessario uma regulamentacdo e gestao
eficazes para que este continue a crescer de uma forma sustentavel e possa responder as

exigéncias, cada vez maiores, da populacdo humana (FAO, 2001).

A aquacultura é entendida como o cultivo e producdo de organismos aquaticos, incluindo
peixes, moluscos, crustaceos e plantas aquéticas, através de algum tipo de intervencdo no
processo de criacdo, aumentando a sua producdo, como por exemplo, protecdo de predadores,

alimentacéo, entre outros (FAO, 2009).

Perante um estado de sobre exploracdo dos recursos, a aquacultura, surge como uma
alternativa para obtencdo de proteina animal de qualidade e a baixo custo, tanto para o
consumo humano como para a restauragdo dos mananciais (repovoamento). Esta pratica vem
sendo implementada, ndo para substituir a pesca tradicional, mas como forma de a
complementar em duas grandes vertentes: diminuir a escassez de alimento a nivel mundial e

diminuir a pressao sobre os recursos naturais (Mestre, 2008).
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1. AQUACULTURA INTEGRADA DE OSTRAS CRASSOSTREA GIGAS:
REVISAO DA LITERATURA

Rever a literatura significa caracterizar o objeto de estudo e fazer pesquisa e um balanco sobre
0 que ja foi estudado no dominio da investigacdo em curso (Fortin, 1999). Como defende esta
autora, por mais pertinentes que sejam as questdes de investigacdo colocadas, estas nao

poderdo ser abordadas sem termos em consideracdo os conhecimentos j& desenvolvidos.

A pesquisa documental é assim, uma etapa fundamental a exploracdo de um dominio de
investigagdo. O recurso a diversas fontes documentais ndo s6 permite verificar o estado da
arte e dos conhecimentos no dominio em estudo, como permite também alargar os
conhecimentos do autor e a estabelecer relacdes entre os resultados obtidos e os obtidos por

outros investigadores.

Assim, neste capitulo, serdo abordados os resultados de estudos sobre as ostras Crassostrea
gigas em pisciculturas integradas e em rias e que tenham estudado o estatuto bacteriologico,
parasitologico desta espécie de ostras, o seu desenvolvimento biométrico, os parametros

macroscopicos e a qualidade das aguas.

1.1. Caracterizacéo da ostra C. gigas

Em Portugal, a producdo de ostra C. gigas assume particular importancia em estuarios como
os dos rios Tejo, Sado e Ria Formosa. Até a década de 70, do século passado, predominava
em Portugal a ostra Crassostrea angulata que, face ao seu quase desaparecimento, levou a

substituicdo desta espécie por C. gigas, originaria do Japéo (Dinis et al., 1998)

As ostras C. gigas sdo bivalves euritérmicos e eurialinos, o que significa que suportam
intervalos amplos de variagdes de temperatura e salinidades respetivamente. Para esta espécie
as condigdes Otimas de salinidade encontram-se entre os 20 e 25 psu, sobrevivendo a
salinidades inferiores a 10 psu e superiores a 35 psu, onde se torna pouco provavel a sua
reproducdo. Relativamente a temperatura, esta espécie sobrevive a temperaturas entre 0s
1.8°C e 0s 35°C (FAO, 2005).
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Esta € uma espécie com uma notavel resisténcia a alteracbes do meio ambiente. Tem um
crescimento rapido e elevada fecundidade. No entanto, o seu crescimento, sobrevivéncia e
qualidade estdo diretamente relacionados com as condi¢des ambientais a que a cultura esta
sujeita (Sara & Mazzola, 1997).

A ostra C. gigas é uma espécie de molusco bivalve da familia Ostreidae, cuja taxonomia se
apresenta no Tabela 1. Desenvolve-se em &guas marinhas ou estuarinas. Oriunda do
continente asiatico, do Oceano Pacifico, foi sendo introduzida em varias partes do mundo.
Difere da ostra comum (Ostrea edulis) pela sua curvatura, forma estreita e especialmente pelo

seu sabor mais forte (Coutinho, 2012).

Tabela 1 — Taxonomia da ostra Crassostrea gigas.

Reino Animalia

Filo Mollusca

Classe Bivalvia

Ordem Ostreida

Familia Ostreidae

Género Crassostrea
Espécie Crassostrea gigas

Fonte: Thunberg (1793).

O corpo mole, da ostra C. gigas, é protegido externamente por uma concha, que apresenta
duas valvas: a valva superior ou direita, que é plana e a valva inferior ou esquerda, que é
levemente concava ou abaulada. A juncdo entre as duas valvas é feita através do masculo

adutor e também por um ligamento situado na regido posterior (Coutinho, 2012).

A concha € constituida principalmente por carbonato de calcio, que é retirado diretamente da
agua do mar com auxilio de células especializadas localizadas no manto. O corpo, que é a
parte mole do organismo, para além do manto é constituido pelas branquias, palpos labiais,
coracdo (pericardio), massa visceral (6rgdos do aparelho digestivo, reprodutor e excretor) e
musculo adutor (Fig. 1). O manto é a camada de tecido que recobre as partes moles de ambos
os lados do corpo, com excecdo do musculo adutor. Além de conter as células responsaveis
pela formacdo da concha, como ja referido, 0 manto tem também funcdes sensoriais. As

branquias tém por funcdo realizar as trocas gasosas (respiragdo) e a captura do alimento.
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Devido a grande superficie branquial que esta constantemente himida, as ostras podem
resistir a longos periodos fora da dgua (Coutinho, 2012).

reto pericardio

anus gbénada
; intestino
musculo adutor ; .
aparelho digestivo
3 = esofago
manto ‘ — boca
5 ligamento
' S °
nm ' |
palpos labiais
estdmago

branquias

valvula esquerda

Figura 1 — Anatomia da ostra Crassostrea gigas (Adaptado de Miossec et al., 2009).

A ostra C. gigas € um bivalve filtrador de rapido crescimento, bentdnico e séssil, com
valvulas assimétricas, que vivem fixados firmemente a um substrato duro pela sua valvula
esquerda entre as zonas intertidais e subtidais (Higuera-Ruiz et al., 2009). Alimentam-se
principalmente de fitoplancton e de matéria organica suspensa na agua (Martinez-Cordova et
al., 2006) ou outras particulas como, microalgas, materiais organicos e inorganicos. Os
valores de filtracdo de cada ostra variam entre os 5 a 25 litros/hora (Christo, 2006). Tendo em
conta estas caracteristicas, esta espécie de ostra é frequentemente utilizada em culturas
integradas, tirando partido da producdo natural de matéria organica produzida pelas outras
espécies, nomeadamente espécies piscicolas, no tanque e convertendo esta em biomassa, 0

que representa um aumento de producdo (Martinez-Cordova et al., 2006).

Sdo organismos didicos, ou seja, apresentam 0 sexo separado, mas externamente, ndo é
possivel diferenciar o macho da fémea, pois ambos apresentam a gbnada (6rgdo sexual
masculino ou feminino) com a mesma coloracéo. A diferenciacdo sexual sO € possivel através
de raspagem da gonada e analise do material em microscopio, pois 0s ovdcitos tém um
formato arredondado e os espermatozoides, uma massa compacta. O desenvolvimento das
gonadas (maturacdo) é influenciado por fatores externos como luminosidade, salinidade e,

principalmente, pela temperatura e disponibilidade de alimento (Abrunhosa, 2011). A
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gametogénese comecga com 10 ° C e a salinidades entre 15 e 32 psu, sendo que raramente é
completada com salinidades superiores. A desova ocorre geralmente a temperaturas
superiores a 20 ° C, sendo a temperatura Otima entre os 20 e 25°C (Mann et al.,1991;
Kobayashi et al., 1997) e raramente a 15-18 ° C (FAOQ, 2005).

O ciclo de vida as ostras do género Crassostrea, inicia-se quando os gametas (ovocitos e
espermatozéides) sdo libertados na agua, onde a fecundacdo acontece. As células véo-se
depois dividindo até chegarem a fase embrionaria e depois atingir, apds 12 horas, a forma
larvar e as 24 horas da fecundacéo a larva adquire ja um formato que Ihe permite alimentar-se
e deslocar-se. Por volta dos 22 dias, as larvas deixam de ser planctonicas, sofrem
modificacbes morfologicas que lhes permitem fixarem-se num substrato ideal. Uma vez
fixadas, sofrem uma metamorfose adquirindo a forma definitiva de uma ostra jovem (Fig. 2).
O crescimento € mais rapido entre os 15-25 ° C e em salinidades entre 25 e 32 psu,

dependendo também da taxa de reposicao natural do fitoplancton (FAO, 2005).

Neste substrato crescem até atingirem o tamanho ideal para a comercializacdo, entre 70-100g
de peso vivo (com casca), que € alcangado entre os 18 a 30 meses, dependendo das condi¢bes
ambientais onde se encontram (Coutinho, 2012, FAO, 2005).

Ostra adulta -

1830 meses

Ostra jovem Fase fixs

Metamprfose Fase Planctonica

Figura 2 — Ciclo de vida da ostra Crassostrea gigas (Adaptado de Tirapé et al., 2007).
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Assim, conhecendo a anatomofisiologia, forma de fecundacdo e ciclo de vida da ostra C.
gigas, suas potencialidades e fragilidades na relagdo com o meio ambiente, ha que analisar o

impacto desse ambiente no seu desenvolvimento, quer em quantidade, quer em qualidade.

1.2. Estado da aquacultura em Portugal

Em Portugal a producdo da aquacultura tem-se mantido relativamente constante ao longo do
tempo. No periodo 2000 - 2009, produziu-se, em aquacultura, entre 6000 e 8000 t de produtos
marinhos (FAO, 2009). Grande parte desta producdo provém de pequenas unidades de
producdo, com destaque para o cultivo de bivalves, moluscos e peixes marinhos
(Carrasquinho, 2009).

No passado, a ostra portuguesa (C. angulata), teve um maior significado econémico na
producdo aquicola da Ria Formosa (Cachola, 1995). Estas culturas eram realizadas com
juvenis obtidos na natureza que eram depois colocados diretamente nos sedimentos dos
viveiros. No entanto dada a sua quase extin¢do, na década de 70, provocada pela doenca das
branquias, a producdo desta espécie diminuiu drasticamente (Dinis et al., 1998). Atualmente,
0s aquicultores da Ria Formosa produzem ostras C. gigas, provenientes de diferentes centros
de reproducdo franceses, em sacos de rede sobre-elevados, em mesas ostreicolas (Ferreira,
2003). De acordo com a FAO (2009), em Portugal, entre 2000 e 2009, a producdo desta
espécie foi em média de 426.9 t, sendo juntamente com C. angulata e O. edulis uma das
espécies produzidas com maior taxa de exportacdo, na ordem das 250 t/ano (Carrasquinho,
2009).

1.3. Culturas multitréficas integradas

As culturas integradas pertencem a uma area que tem vindo a ganhar grande relevo no ambito
da aquacultura pela necessidade, cada vez maior, da humanidade tornar as suas atividades
cada vez mais sustentaveis e de reduzir o seu impacto ambiental. Ao cultivar-se espécies de
forma integrada estamos a tirar partido de relagdes que os animais tém naturalmente, tornando
assim as nossas culturas mais sustentaveis e mais rentaveis, pois estamos a produzir mais

produto sem mais investimentos (Soto, 2009).

O desenvolvimento de praticas de aquacultura multitréfica integrada (IMTA), do ponto de

vista de uma abordagem equilibrada do ecossistema, esta destinado a ter um papel maior na
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expansdo sustentavel da aquacultura a nivel mundial (Soto, 2009). A pratica de culturas
integradas tem vindo a aumentar significativamente a sustentabilidade na aquacultura, devido
ao seu potencial econdmico, social e de beneficios para o ambiente (Troell et al., 2009). Estes
potenciais verificam-se porque as espécies de menor nivel trofico promovem a reciclagem dos
residuos agricolas e nutrientes desperdigados pelas espécies de maior nivel tréfico (Troell et
al., 2009; Ren et al., 2012), diminuindo assim, as emissOes de descargas prejudiciais ao
ambiente. Permite ainda a diversificacdo de produtos e um aumento do retorno econémico,
necessitando no entanto, de serem corretamente geridas a nivel das densidades ideais para

cada espécie cultivada (Ren et al., 2012).

A aquacultura multitrofica integrada € uma &rea em crescimento que, devido a falta de
modelos preditivos, tem dependido de ensaios de campo, cujos resultados permanecem semi-
quantitativos (Neori et al., 2004; Chopin et al., 2008). No entanto, tém vindo a aumentar 0s
estudos nesta area. Ren et al. (2012) realizaram um trabalho onde desenvolveram um modelo
de IMTA genérico, incorporando orcamentos de energia dinamica de uma serie de espécies de
diferentes niveis tréficos cultivadas de uma forma integrada, com o objetivo de otimizar a
produtividade das multiplas espécies e projetar futuros viveiros de aquacultura multitréfica

integrada.

As simulagdes dos diversos cenarios de IMTA revelaram que a conversdo de monoculturas
em policulturas reduziria consideravelmente as descargas e aumentaria a produtividade.
Embora estas praticas dependam de valores aceitdveis de descargas, produtividade e
viabilidade das culturas, poderdo ser usadas como ferramentas para perceber a interacdo entre
espécies, bem como, prever a produtividade dos viveiros de culturas integradas, podendo
ajudar a conceber futuras aquaculturas deste tipo de forma a maximizar a utilizacdo dos

recursos e a minimizar os impactos ambientais.

No entanto, a viabilidade de uma abordagem para a gestdo na inddstria de aquaculturas
IMTA, depende da flexibilidade de um modelo para varias espécies e sistemas aquicolas As
aplicacdes destas técnicas de cultivo serdo dependentes da sua aplicabilidade e viabilidade das
culturas, valor econdémico e seu potencial, sendo estes fatores primordiais para a selecdo da
espécie principal e secundaria (Chopin et al., 2008). Estas técnicas poderdo ainda abranger
culturas off-shore uma vez que alguns dos desafios que a aquacultura proxima de terra
enfrenta sdo semelhantes as das culturas off-shore, sendo que a maior for¢a do oceano aberto

adiciona ainda mais uma série de desafios técnicos e econdémicos (Troell et al., 2009).
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1.4. Fatores que influenciam a ostreicultura

A ostra depende, para 0 seu crescimento, de fatores como: temperatura da &gua, alimento
disponivel, salinidade e quantidade de oxigénio dissolvido na agua, sendo esta caracterizada

por ser resistente a grandes flutuacGes destes fatores ambientais (Orban et al., 2004).

A semelhanca do que acontece com os moluscos em geral, as ostras s&o filtradoras e regulam
a quantidade de alimento ingerido adaptando o seu ritmo de filtracho em funcdo da
concentracdo de alimento disponivel (Foster-Smith, 1975; Bayne, 1991). Assim, esta espécie

de nivel trofico inferior torna-se uma importante candidata para as cultivos multitroficos.

Sendo as ostras animais filtradores, a qualidade da agua torna-se fundamental para o seu
desenvolvimento, como evidenciou um estudo realizado por Bayen et al., (2007), que
compararam as taxas de crescimento da ostra C. gigas, em dois locais de Singapura: um, com
agua ndo contaminada; outro, com agua contaminada. As taxas de crescimento diferiram
significativamente nos dois locais, verificando-se que na zona ndo contaminada os resultados
sdo normais e comparaveis com outros locais com clima semelhante (caso de estudos
realizados no Brasil), enquanto o crescimento na zona contaminada foi bastante afetado e
incomparavel com outros estudos. Os parametros de qualidade da agua analisados incluiram:
a temperatura, a salinidade, o oxigénio, o carbono organico e a clorofila a e foram
semelhantes em ambos os locais. No entanto, na zona contaminada, foram observadas
anomalias na concha das ostras juvenis e adultas. De salientar o caracter reversivo dos efeitos
negativos da poluicéo sobre as ostras, quando transferidas para &guas ndo poluidas, revelando
a sua capacidade de recuperar a taxa de crescimento, o peso e de diminuir a bioacumulagéo de

poluentes organicos persistentes (POPS).

Outro dos fatores determinantes para o crescimento destas espécies de ostras, como
verificaram Ruiz et al. (1990) e Ferreira (2003), é a quantidade e qualidade do alimento
disponivel. Ferreira (2003), comparou taxas de crescimento e qualidade da ostra em
aquaculturas da Ria Formosa, sujeitos a diferentes tipos de cultura e pardmetros ambientais e
observou ainda que a partir de abril e até ao final da experiéncia (setembro), houve um
aumento consideravel no comprimento das ostras. Tal resultado podera estar relacionado com
0 aumento da temperatura da agua que, como é sabido, tem uma influéncia direta na producéo
de fitoplancton (Toro et al., 1999).
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Resultado semelhante foi obtido por Cardoso (2013), que comparou ostras de dois estuarios
no sul da Europa (Ria Formosa, em Portugal e Ria do Ribadeo, em Espanha). Na Ria Formosa
as concentracgdes de clorofila sdo altas durante todo o verdo (Newton & Mudge, 2003; Brito et
al., 2009), sendo que as ostras desta area evidenciaram tirar vantagem destas condicdes de
alimentacdo e temperatura para o seu crescimento, pois o racio de massa de concha aumentou.
Este crescimento estara relacionado com o afloramento (upwelling) observado na costa
portuguesa, principalmente na primavera e com menos intensidade, no outono, o que leva a
que haja uma maior disponibilidade de alimento (Schuller, 1998). A grande abundéncia de
fitoplancton e matéria organica suspensa na &gua foi igualmente reportado por Falcédo et al.
(2000), como sendo a razéo para as altas taxas de crescimento observadas nestas culturas.

As zonas costeiras portuguesas permitem um crescimento das ostras praticamente continuo ao
longo do ano, embora este seja muito lento nos meses de janeiro e fevereiro e mais rapido
durante a primavera e o0 outono (Schuller, 1998). Contudo, outros estudos (Zwarts, 1991;
Honkoop & Beukema, 1997) revelaram também que, em condicBes similares, mas com
temperaturas mais elevadas, as condigdes de corpo das ostras sdo menores do que seria de
esperar, devido aos custos energéticos mais exigentes nestas zonas. As maiores condi¢des de
corpo em agua mais fria sdo superiores quando comparadas com as de areas mais quentes
(Cardoso et al., 2007; Santos et al., 2011).

No entanto, relativamente a ostra C. gigas, Cardoso (2013) verificou que tal ndo aconteceu,
apresentando as ostras das populagfes do sul da Europa, melhores condi¢Ges durante o
inverno em comparacdo com as populagdes do norte. A condicdo de alimentacdo no sul serd
melhor para o seu crescimento, caracteristica esta apoiada pelo facto da quantidade de massa
corporal em relacdo a massa de concha ser maior nestas areas. Isto sugere que a temperatura
sera um fator influenciador das condi¢des de corpo da ostra C. gigas, mas em habitats onde as
restantes condicOes sejam semelhantes.

Este estudo alerta ainda para o facto de que, caso se observem condi¢cdes ambientais
favoraveis, é provavel que as populacbes se expandam sendo que, na Ria Formosa, varias
ostras selvagens foram observadas a volta das zonas de cultura indicando que as condicfes
ambientais para o crescimento e reproducdo desta espécie sdo favoraveis. Esta ocorréncia,
contudo, devera ser estudada a fim de se prever os possiveis efeitos negativos desta expansédo
da espécie nos ecossistemas da ria, sendo importante fazer uma monitorizagdo continua do

desempenho fisioldgico da espécie nestas areas.
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No que se refere ao desenvolvimento das gonadas, Cardoso et al. (2013), observaram o
desenvolvimento das mesmas em individuos com dimensdes superiores a 23.5 mm de
comprimento de concha, na Ria Formosa e superiores a 27.5 mm de comprimento de concha,
na Ria do Ribadeo. O esforco para o desenvolvimento das gonadas pode ser um fator
causador de mortalidade nas ostras, pois como referem Flahauw et al. (2012), estudos
comparando linhas selecionadas com diferentes suscetibilidades para mortalidades que
ocorrem no verdo, concluiram que quanto maior for o esforco reprodutivo, menor é a

sobrevivéncia.

Este facto foi comprovado por Cotter et al. (2010), num estudo sobre a mortalidade da ostra
do Pacifico (C. gigas) no verdo, no mar da Irlanda, tendo em conta fatores como o
crescimento, a bioguimica e a gametogénese. Estes autores observaram mortalidades
significativas nos locais irlandeses, mas ndo nos locais do Pais de Gales. As ostras nos locais
irlandeses exibiam um aumento significativo do crescimento e desenvolvimento das gonadas
em comparacdo com ostras nos locais gauleses. Estes autores referem que, maiores taxas de
crescimento, de desenvolvimento das gdnadas e desova, podem contribuir para um aumento
do stresse fisiologico em ostras jovens, tornando-as mais vulneraveis a mortalidade que

ocorre no verao.

Por sua vez, no estudo de Ferreira (2003), em ambas as aquaculturas, foram observadas
oscilacbes ao longo do periodo de amostragem no que respeita aos diferentes parametros e
indices analisados. Tal facto, podera estar relacionado, com a prépria sazonalidade verificada
nas variaveis ambientais analisadas, ja& que normalmente em moluscicultura os fatores mais
importantes na determinacdo do crescimento sdo de origem ambiental (Lucas, 1982; Abalde
et al., 1990; Abad et al., 1993; Dittman et al., 1998). Contudo, ndo se pode também desprezar
outros fatores como o tipo de cultura. As ostras podem ser cultivadas em camas elevadas,
prateleiras e nos fundos. Como refere Ferreira (2003), quando se comparam os métodos de

cultura (enterrado vs mesas) as mesas parecem ser o melhor método de cultivo para C. gigas.

Vaérios estudos (Soletchnik et al., 1999; 2005; Samain et al., 2005; Royer et al., 2007) tém
demonstrado que a proximidade dos sedimentos do fundo pode ser um fator potencialmente
causador de elevada mortalidade, As ostras que estdo enterradas diretamente na lama
apresentam taxas de mortalidade mais elevadas do que ostras criadas elevadas dos fundos.
Esta alta mortalidade pode estar relacionada com o tipo de substrato, pelo potencial de

libertacdo de compostos toxicos, como amonia e hidrogénio sulfureto (Royer, 2007), que
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representa outro risco ambiental para ostras. Este estudo revelou, contrariamente ao estudo de
Grabowski et al. (2004), feito com Crassostrea virginica, que a proximidade do sedimento no
fundo leva a maiores mortalidades em comparacdo com as culturas fora do mesmo (Bataller et
al., 1999; Soletchnik et al., 1999; 2005).

Numa revisdo sistematica da literatura sobre a aquacultura de ostras, que abrangeu estudos
realizados entre 1978-2009 Forrest et al. (2009) concluiram que a cultura de ostras em
estuarios com fins industriais € usada principalmente a ostra do Pacifico (C. gigas), cujo
método mais comum é a cultura elevada em camas ou prateleiras. Os estudos ecoldgicos
demonstraram que o uso de culturas elevadas tem menores impactos ecoldgicos e mais

localizados, quando comparados com outras formas de aquacultura.

As questBes ecoldgicas mais amplas incluem os efeitos de pragas (pragas incrustantes,
microalgas toxicas/nocivas, doencas), a criacdo de novos habitats (por exemplo, quedas de
estruturas da exploracdo e acumulacdo de conchas), a alteracdo dos ciclos de nutrientes, o
esgotamento das particulas suspensas por parte das ostras e os efeitos sobre 0s animais de
nivel trofico superior como peixes, aves marinhas e mamiferos marinhos. Estas questdes séo
menos compreendidas para os sistemas de cultura elevada, mas os efeitos ecolégicos podem
ser inferidos a partir dos poucos estudos que tém sido realizados, com outras formas de

aquacultura de bivalves (mexilhGes, por exemplo).

Embora os efeitos da cultura elevada de ostras sejam conhecidos e o seu significado ecoldgico
possa ser avaliado, existem ainda lacunas de conhecimento e areas de incerteza. Contudo,
muitos autores (McKindsey et al., 2006; Forrest et al., 2007; Dumbauld et al., 2009; Keeley
et al., 2009) concluiram que o foco da pesquisa e 0 conhecimento sobre as culturas elevadas
de ostras €, em grande parte, semelhante ao de outras espécies de bivalves e a outros métodos

de cultivo.

Outro espaco do conhecimento onde se evidenciam lacunas € o da associagdo entre as culturas
de ostras versus disseminacdo secundaria de espécies de pragas, que podem ter significado
ndo local e consequéncias irreversiveis. Ha claramente necessidade de corrigir e redirecionar
os esforgos de estudos futuros, que devem incluir, por exemplo, o perfil de risco de um sitio
especifico de potenciais pragas (avaliacdo da probabilidade de que espécies de pragas de alto
risco se possam estabelecer) e analisar a viabilidade da gestdo das mesmas (Taylor et al.,
2005; Forrest et al., 2006). Esta revisdo revelou ainda que a introducdo e propagacdo de
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espécies causadores de doengas sdo importantes, mas no entanto, sdo frequentemente

negligenciadas para as culturas elevadas de ostras.

1.5. Estatuto sanitario dos moluscos: indicadores microbianos

Do estatuto sanitario, associado a aquacultura de bivalves, vamos dar especial atengdo a
contaminagdo bacterioldgica, especificamente as bactérias Escherichia coli, os coliformes

totais e os coliformes fecais.

A presenca de E. coli e outros coliformes fecais em alimentos esta diretamente relacionada

com a contaminacéo fecal (Costa, 2013).

Os coliformes sdo habitualmente mais utilizados para determinar a qualidade sanitaria de
aguas para bebida e atividades recreativas (Dionisio, 1996) e para a avaliacdo do estatuto

sanitario em moluscos.

Os coliformes totais definem-se como bactérias com forma de bacilo, Gram-negativas, nao
esporogénicas, aerébias e anaerdbias facultativas, capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas dentro de 24-48 h a 35° C (APHA, 1992).

Os coliformes fecais, também denominados de termotolerantes, por suportarem uma
temperatura superior a 40°C, que fermentam a lactose com producéo de &cido e gas em 24h a
44.5 — 45.5° C, sdo especificos das fezes de animais homeotérmicos (Bonde, 1962; Geldreich,

1966) e considerados como indicadores de contaminagéo.

A espécie E. coli, que dentro das bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes fecais, é a
Unica que geralmente nédo se reproduz, nem cresce no meio ambiente, decorre especificamente
da contaminacdo fecal e por consequéncia, € o melhor indicador de contaminacfes fecais,
sendo alids a espécie utilizada para avaliar o estatuto sanitario tanto de aguas como de

moluscos (Souza, 2010).

Foi publicado no Despacho n® 15264/2013, que estabelece as normas sanitarias que regem a
producdo e a colocacdo no mercado de moluscos bivalves vivos. Segundo este documento as
zonas de producdo/apanha de bivalves podem ser classificadas de A, B, C e classe proibida,
incluindo também as medidas a tomar para cada estatuto, como pode ser observado no Tabela
2.
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Tabela 2 - Escala de classificagdo do estatuto sanitario das ostras

Classificacao Niveis permitidos Medidas a tomar
A <230 E. coli /_100g de carne e liquido Consumo direto
intervalvar
5 230 <E. coli <4600 /100g de carne dOs .t""g‘"’es gOdem ser apanhados e
liquido intervalvar em 90% das amostras estinados a depuragao, transposigao
ou transformacdo em unidade industrial
4600 <E. coli < 46000 /100g de care ¢ | 05 Divalves podem ser apanhados e
C P destinados a transposicao prolongada
liquido intervalvar x : . .
ou transformacdo em unidade industrial
Proibida a apanha Mais de 46000 Interdita a captura de moluscos
bivalves

E. coli é uma bactéria que vive na camada mucosa do colon de animais de sangue quente.
Estas bactérias sdo a microbiota facultativa ndo-patogénica predominante no intestino
humano. No entanto, algumas estirpes de E. coli, desenvolveram a capacidade de causar
doencas gastrointestinais, urinarias ou no sistema nervoso central, mesmo em hospedeiros
humanos mais robustos (Nataro, 1998). Estas contaminacGes podem ser originadas de duas
formas: pelo contato direto com o produto com as médos contaminadas ou pela existéncia

destes organismos no meio marinho.

Para prevenir surtos de doencas associados ao consumo de moluscos, tem de haver um
controlo minucioso das suas caracteristicas microbioldgicas (Costa, 2013). A monitorizacao
das concentracbes de E. coli e outros coliformes fecais nestes invertebrados, representa a
forma mais direta de avaliar o estado sanitario de uma area de colheita (Sonier et al., 2008),
sendo esta uma das atividades realizadas semanalmente pelo IPMA de forma a classificar a

qualidade das zonas de colheitas de bivalves.

Esta espécie de bactéria pode também ser usada para classificar o estatuto sanitario de novas
areas de interesse para a instalacdo de aquaculturas e, caso ndo existam moluscos nestas
zonas, a avaliacdo podera ser feita, utilizando os sedimentos, verificando assim a presenca ou
auséncia de E. coli, de forma a fornecer dados dos niveis de contaminacdo da nova area de

interesse (Sonier et al.,2008).

Numa revisdo sobre a existéncia de E. coli em moluscos, a sua importancia no estatuto
sanitario e o impacto desta bactéria na saude publica, Costa (2013), concluiu que a presenca
de E.coli nos alimentos provenientes do mar representa um risco para os consumidores. Este
esta relacionado com as estirpes patogénicas, que provocam dores de estdmago e abdominais,

vomitos, anorexia e especialmente, diarreia (algumas vezes com a presenca de sangue).
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De forma a assegurar que os alimentos provenientes do mar ndo se tornem num veiculo de

transmisséo de E.coli, algumas medidas chaves tem de ser consideradas, nomeadamente:

- Manutencdo da qualidade microbiol6gica da dgua no sitio da captura;

- Cuidados pés-captura;

- Condicdes de higiene adequada no processo de manuseamento dos animais;

- No caso de comida processada, devem ser tomadas medidas para assegurar a nao

contaminagéo durante 0 processo.

A presenca de E.coli ndo patogénica, por sua vez, também deve ser levada em consideragédo
para a salde humana, tanto pela possibilidade da presenca de estirpes patogénicas, como
também por estas bactérias serem indicadoras de contaminacdo fecal, indicando a possivel

presenca de outros agentes patogénicos no ambiente analisado.

Num estudo realizado por Almeida & Soares (2012) as autoras fizeram uma monitorizacao da
microbiologia de bivalves na Ria Formosa durante um periodo de 20 anos (1990-2009).
Verificaram que nos anos 90 o nivel de contaminacéo de E. coli era maior devido as descargas
de &guas residuais ndo tratadas e escorréncias, pelas aguas das chuvas, de produtos
provenientes da agricultura. A partir do ano 2000, esta contaminacdo diminuiu devido a
instalacdo ou remodelacdo de centrais de tratamento de aguas residuais, que serviam cerca de
83 % da populacdo. Observaram também que a maior contaminacdo de bivalves encontrava-
se nas maiores zonas urbanas, no caso deste estudo, Faro, devido ao facto de ainda existirem

contaminacgdes pontuais e zonas de difusdo de contaminantes.

A contaminacao das aguas por E. coli pode ser influenciada por varios parametros abioticos.
Existem diversos estudos que demonstram que as taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento
de bactérias nas massas de agua podem ser afetadas por fatores abi6ticos como a exposicao a
luz solar (Fujioka et al., 1981), temperatura (Rowse & Fleet, 1984), salinidade (Anderson et
al., 1979), pH (Solic & Kirstulovic, 1992), precipitacdo (Ackerma & Weisberg, 2003),
presenca de nutrientes organicos e inorganicos (Rheinheimer, 1992; Dionisio et al., 2000) e
sedimentacdo (Rozen & Belkin, 2001). Estes fatores atuam em conjunto como verificaram
Almeida & Soares (2012), num estudo desenvolvido na Ria Formosa. O aumento da
contaminag¢do microbioldgica geralmente era acompanhado pelo aumento da precipitacdo e
uma diminuicdo da temperatura e salinidade da agua. Observaram haver variagdo sazonal, 0s

maiores niveis de contaminacdo registados foram durante o outono e inverno, devido as
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escorréncias das aguas das chuvas. Os menores niveis de contaminagcdo microbioldgica
registados na primavera e verdo, onde as elevadas temperatura e salinidades demonstraram
um efeito de bactericida. Para 0 bom desenvolvimento as bactérias da espécie E. coli
necessitam de salinidades baixas, temperaturas ndo muito elevadas, pH ligeiramente &cido

(=5), baixo periodo de exposicao a luz solar.

Neste estudo, embora ndo diretamente relacionado com a atribuigdo do estatuto sanitério, a
presenca de Vibrio spp. foi também registada. Estes organismos podem ser potencialmente
patogénicos para 0s humanos. Vibrio spp. sdo bactérias Gram-negativas, facultativamente
anaerdbias, com forma encurvada e um anico flagelo polar. Entre os membros do género, 12
espécies ja foram relatadas como patogénicas para os seres humanos, onde oito destas podem
ser associadas a gastroenterites de origem alimentar (Oliver & Japer, 1997). A maioria das
infecdes alimentares, sdo causadas pelas espécies Vibrio parahaemolyticus e Vibrio cholerae
e em menor quantidade por Vibrio vulnificus (FAO/WHO, 2004).

Existem varios fatores que podem mudar o ambiente estuarino e influenciar a comunidade
microbiana, incluindo Vibrio spp., como a temperatura, a renovacdo da agua pelas mares, o
clima, a precipitacdo e a renovagdo de nutrientes, afetando a qualidade da agua estuarina e a
salde publica (Hsieh et al., 2008).

Varios autores verificaram existir uma correlacdo entre a ocorréncia de Vibrio spp. no

ambiente, a temperatura e a salinidade (Anacleto et al., 2013; Hsieh et al., 2008).

Estas bactérias sdo originarias de habitats marinhos, salobres e estuarinos (Hsieh et al., 2008;
Gutiérrez & Martos, 1997), aparecendo em grandes concentracdes com temperaturas entre 20-
30 °C. A baixas temperaturas, Vibrio spp. permanece nos sedimentos do fundo do mar em
concentracdo insuficiente para causar infecGes. A sua concentragdo aumenta nos meses
quentes, devido as condi¢cbes ecoldgicas favoraveis, aumentando a sua acumulacdo pelos
moluscos filtradores (Gutiérrez & Martos, 1997). Relativamente a salinidade, esta é
amplamente referida como tendo influéncias significativas na concentracéo de Vibrio spp. No
entanto, tém sido observados varios tipos de correlagbes, como positiva, negativa e
inexistente. Estas correlacbes sdo provavelmente afetadas pela gama de salinidades
observadas (Kasper & Tamplin, 1993; Motes et al., 1998). Outras evidéncias indicam que a
tolerdncia a salinidade pode depender da temperatura e concentracdo de nutrientes elevada
(Kaspar e Tamplin, 1993; Tantillo et al., 2004).
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Podendo estas bactérias ser prejudiciais para os seres humanos, o regulamento (CE) n.°
2073/2005 da comissdo de 15 de novembro de 2005 relativo a critérios microbioldgicos
aplicaveis aos géneros alimenticios, ndo inclui critérios microbiologicos para bactérias
autotones. No entanto, a Food and Drug Administration (FDA) considera tolerancia zero para

V. vulnificus em produtos da pesca (Coutinho, 2012)

“O Comité Cientifico das Medidas Veterindrias Relacionadas com a Saude Pdblica
(CCMVSP) adotou um parecer sobre V. vulnificus e V. parahaemolyticus em 19 e 20 de
Setembro de 2001. O comité concluiu que os dados cientificos atualmente disponiveis ndo
justificam o estabelecimento de critérios especificos para a presenca de V. vulnificus e V.
parahaemolyticus no peixe e marisco. Recomendou, no entanto, o estabelecimento de codigos
de praticas, a fim de assegurar a aplicagdo de boas praticas de higiene” (CE, 2005).

1.6. Estatuto sanitario das ostras versus tipos de cultivos

Os diferentes tipos de culturas utilizados, nomeadamente nas integradas e em viveiros, podem
influenciar o estatuto sanitario das ostras. No estudo realizado por Sonier et al. (2008), cuja
finalidade era perceber em que medida a concentracéo de E. coli nos sedimentos pode ser um
indicador de estatuto sanitario das ostras (C. virginica), foram observados niveis de
contaminacdo significativamente menores na dgua do que nos sedimentos. A concentracdo
desta bactéria atingiu valores até 10 vezes mais nos sedimentos do que na dgua, embora a
diferenca ndo tenha sido significativa entre a contaminacdo das ostras suspensas e as do
fundo. Tal facto deve-se provavelmente a baixa profundidade da agua no local da experiéncia,
resultando num padrdo uniforme de salinidade, perfis de temperatura, bem como de
concentracdes de E. coli ao longo da coluna de agua. O padrdo apresentado pode ndo ser
semelhante em locais onde as profundidades sejam maiores e exista um gradiente de
salinidade, temperatura e concentragdes de E. coli na coluna de agua.

As conclusdes deste estudo, podem sustentar a melhor qualidade microbioldgica das ostras
produzidas em sistemas integrados em pisciculturas, uma vez que a agua fica parada no
reservatorio de entrada de agua e o numero de E. coli poderd concentrar-se no fundo do
mesmo, ndo transitando ou transitando em menor quantidade para os tanques de cultura onde
sdo produzidas as ostras. Os resultados revelam ainda, uma correlacdo positiva entre 0s niveis

de concentracdo de E. coli em agua e em ostras que reflete claramente uma tendéncia para
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estas variaveis flutuarem paralelamente, bem como, uma variacdo sazonal que teve valores

significativos na ocorréncia de contaminacdo por coliformes em todas as culturas.

O estudo de Sonier et al. (2008), sugere também que 0s niveis de concentracdo de E. coli em
sedimentos sdo um indicador mais fidvel do estado sanitario de uma aquacultura de ostras, do
que os niveis da mesma bactéria em agua. Uma explicacdo para isto é que os sedimentos
fornecem um ambiente mais estavel. Outra sera o facto de, em ambiente marinho, esta
bactéria poder sobreviver entre 65 e 80 dias, em particulas de areia vs 3-5 dias em &gua
(Labelle et al., 1980; Marino & Gannon, 1991; Young-Joo et al., 2002).

Evidenciou-se também a existéncia de uma correlacdo positiva entre a temperatura da agua e
a concentracdo de E. coli, pois os niveis de concentracdo da mesma tendiam a ser mais altos
entre o final de junho e setembro, época em que a temperatura da agua estava mais quente
(15-23 ° C). Isto é espectavel, uma vez que estas bactérias sobrevivem melhor em dgua morna
e tendem a ser mais abundantes nestas condicGes (Flint, 1987). Além disso, a taxa de filtracdo
de bivalves aumenta com a temperatura (Loosanoff, 1958; Solic et al., 1999) pelo que o0s
animais sdo mais suscetiveis de acumular E. coli em condi¢bes de temperatura mais elevada.
Tais flutuacdes sazonais de niveis de contaminagdo em ostras, sedimentos e agua, enfatizam a

importancia da recolha de amostras regularmente durante estas alturas do ano.

Por outro lado, véarios autores (Crowther et al., 2001; Benedict & Neumann, 2004; Noble et
al., 2004; Trousselier et al., 2004) alertam também para o facto de, durante os episédios de
ventos fortes e tempestades, os sedimentos poderem ser ressuspensos, promovendo a
reintroducédo de E. coli na coluna de agua, expondo assim os bivalves a niveis mais elevados

de contaminagéo.

Assim sendo, as aquaculturas de bivalves estdo associadas a alguns riscos para a saude
humana, relacionados com a contaminagdo da dgua e manuseio do produto. Isto deve-se ao
constante aumento da industrializacdo, urbanizacdo e densidade demografica junto as zonas
costeiras que tem ocasionado um aumento da contaminacdo dos ecossistemas marinhos
(Castello, 2010). A poluicdo marinha representa um potencial risco para a inddstria da
aquacultura préxima das aguas costeiras, expondo os animais a diversos contaminantes,
podendo transforma-los em improprios para consumo (Bayen et al., 2007). Este risco é
perfeitamente compreensivel tendo em conta o sistema de alimentacdo destas espécies,
filtrando enormes quantidades de agua, sendo capazes de acumular elementos patogénicos e

microrganismos que vivem na coluna da agua (Boher et al., 1992). Do ponto de vista da satde
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do consumidor, a contaminagdo dos bivalves € um assunto a ter particular atencao (Sonier et
al.,2006).

1.7. Parasitologia

Os parasitas vivem em associacdo intima com o seu hospedeiro, do qual dependem
metabolicamente e ao qual causam danos (Anderson & May, 1978). Estes danos podem levar
0 hospedeiro ao estado de doenca. A doenca, foi definida por Kinne (1983), como um desvio
do estado normal (saude), funcional e/ou estrutural, de um organismo, implicando prejuizos

que causam a reducgdo do seu potencial ecolégico.

Os principais agentes causadores de doengas em bivalves marinhos pertencem ao grupo dos
virus, bactérias, fungos, protozoarios, treméatodes digenéticos, poliquetas e copépodes (Kinne,
1983). Dentro destes parasitas, tem-se vindo a dar grande atencdo aos poliquetas, uma vez
que, estes poliquetas (Polychaeta: Spionidae) pertencentes ao género Polydora, séo
conhecidos pelas suas atividades em véarios substratos calcérios de diversas espécies como

algas coralinas, corais, conchas de moluscos e crustaceos (Blake, 1996).

Embora estas espécies escavem as estruturas calcarias para criacdo do seu habitat, séo
considerados invasores nocivos do ponto de vista dos aquicultores, uma vez que
frequentemente afetam o valor comercial dos moluscos, tanto a nivel da concha, tornando-a
menos atrativa visualmente, como reduzindo a sua taxa de crescimento e quantidade de carne
(Mori et al., 1985; Handley & Bergquist, 1997; Lleonart et al., 2003; Simon et al., 2006;
Sato-Okoshi et al., 2008; 2012).

Quando as galerias escavadas por estas espécies atingem o manto das ostras, estas reagem
depositando camadas de conchiolina e calcita, como forma de defesa (Boehs et al., 2012), o
poliqueta por sua vez preenche estas camadas com lodo, causando 0 mau aspeto nas ostras
quando abertas para consumo (Figueras & Villalba, 1988). Embora estas espécies de parasitas
ndo causem normalmente grandes mortalidades, afetam o crescimento das ostras, pelo desvio
da energia que deveria ser usada para o crescimento, para a produgéo de conchiolina e calcite,
para se defender da invasdo do mesmo e tornando estes organismos menos apelativos a nivel

visual, prejudicando assim o seu valor comercial.
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2. CARATERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

Para que seja possivel iniciar o trabalho de campo que todo o projeto de investigacdo exige,
h& que selecionar o contexto e area em que 0 estudo se vai materializar por forma a obter

dados que nos permitam atingir os objetivos propostos. Neste estudo a &rea de concretizacdo
do trabalho foi a Ria Formosa.

2.1. Localizacdo geografica da Ria Formosa

A sudeste da costa portuguesa, no litoral algarvio, situa-se uma importante formacéao lagunar,
denominada de Ria Formosa ou Ria de Faro/Olhdo (Fig. 3).
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Figura 3 — Localizacdo geogréafica da Ria Formosa e as suas barras (Falcéo et al., 2003).

A Ria Formosa, juntamente com a Ria de Aveiro e 0s Estuarios do Tejo e do Sado,
constituem o grupo de zonas humidas mais importantes do nosso pais (Dionisio, 1996) e

estende-se por cerca de 55 Km, desde o Ancdo a Cacela, sendo a sua largura variavel,
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podendo atingir 6 Km, desde Faro ao Cabo de S. Maria. Apresenta uma forma triangular e
uma area de cerca de 16 300 ha (Dionisio, 1996). Estima-se uma area submersa de cerca de 10
500 ha (Falcéo et al., 2003). A sua extensdo abrange os concelhos de Faro, Olhdo, Loule,

Tavira e Vila Real de Santo Antonio.

Este sistema enquadra-se na definicdo de zona lagunar intertidal (Dronkers e Zimmerman,
1982). Esta protegido do oceano por uma barreira arenosa constituida por cinco ilhas barreira,
interrompidas por seis barras (S. Luis, Faro-Olh&o, Armona, Fuzeta, Tavira e Cacela) que
estabelecem a ligacdo do mar com a area interior, que engloba salinas, viveiros, ilhas de

pequenas dimensdes e um conjunto de canais fortemente ramificados.

Devido a auséncia de gradientes de salinidade significativos, a elevada taxa de renovacdo de
aguas e a baixa concentracdo de nutrientes, considera-se a Ria Formosa como pertencente ao

dominio dos estuarios (Péra, 1986).

2.1.1. Condic0es climatéricas

O clima do litoral algarvio apresenta verdes quentes e secos, invernos amenos e precipitacoes
fracas, correspondendo assim a um clima do tipo mediterranio, como ilustram os dados da
Agrometeorologia da Direcdo de Servicos de Experimentacdo e Fomento da Producdo
Agropecudria da Direcdo Regional de Agricultura do Algarve, na estacdo do Patacdo/Faro’,

do ano de 2013, relativamente a temperatura do ar e precipitacao (Fig. 4 e 5).
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Figura 4 - Temperatura do ar na estacdo do Patacdo/Faro no ano de 2013.

! Sf, http://www.drapalg.min-agricultura.pt/ema/images/dados/pat13.pdf
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Figura 5 - Total de precipitagdo na estacdo do Patacdo/Faro no ano de 2013.

Através da observacao dos graficos podemos verificar que entre os meses de junho e setembro
foi o periodo onde se registou a maior temperatura anual com o valor mais alto em agosto, de
33,2 ° C. Por outro lado, as temperaturas mais baixas foram registadas entre novembro e

fevereiro, sendo este ultimo, 0 més com a temperatura minima mais baixa, 3,7° C.

Em relacdo a precipitacdo, observaram-se dois picos anuais nos meses de fevereiro e outubro,
com valores de 222 mm e 99,2 mm, respetivamente. Sendo que nos meses de maio, junho,

julho e agosto, a precipitacao foi praticamente nula.

2.1.2. Condic0es hidrograficas

A amplitude da maré varia entre 1 m, nas marés mortas e 3,5 m, nas marés vivas. A existéncia

de vérias barras, parece ser o resultado da troca dum grande volume de 4gua, entre o sistema

lagunar e o oceano (Phleger, 1969).

Uma elevada amplitude da maré, significa uma intensa troca de massa de agua (40 a 70 %),
que ocorre durante cada ciclo de maré (Sprung, 1994). Grandes areas ficam expostas ao ar
durante varias horas em cada ciclo de maré semi-diurno. Os ciclos biogeoquimicos naturais
deste sistema lagunar, sdo essencialmente regulados por trocas com a agua do mar feita pelo

ciclo de marés e pelas trocas com a interface do sedimento (Falcdo et al., 2003).
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A Ria Formosa é um sistema lagunar de baixa profundidade, pelo que toda a coluna de agua
se desloca no mesmo sentido, o qual se inverte com o ritmo das marés (Dionisio, 1996).
Existem cinco rios que realizam descargas para a Ria Formosa, porém quatro deles séo
sazonais, sendo do Rio Gildo (Tavira) a Unica entrada permanente de dgua doce para a lagoa
(Barreira, 2007). Dionisio (1996), refere ainda que os rios que chegam a ria s6 tém um caudal

significativo um ou dois meses por ano e num namero limitado de dias.

Devido a baixa entrada de &gua doce para a Ria, a salinidade de agua varia entre os 35,5 psu e
0s 36,6 psu, com a excecdo dos periodos de chuva intensa, onde pode chegar aos 30 psu
(Falcdo et. al., 1992). A temperatura da agua varia de 12-13 ° C, no inverno, a 27-28 ° C, no
verdo (Barreira, 2007). A temperatura maxima da agua, na Ria Formosa, ocorre entre 0S
meses de julho e setembro (Dionisio, 1996), podendo a mesma ainda variar alguns ° C ao

longo do dia.

2.1.3. Poluicao

O crescimento dos centros urbanos e o aumento do desenvolvimento das agriculturas
intensivas podera constituir um perigo para a estabilidade do ecossistema da Ria Formosa.
Estudos, sobre a qualidade microbiolédgica da agua e moluscos bivalves da ria, consideram o
grau de poluicdo consideravel e carente de medidas corretivas (Cachola & Nunes, 1974, 1985
e 1986; Lima & Vale 1980; Cachola & Sampayo, 1984; Cachola, 1990; Baptista, 1990, 1993).

As bactérias E. coli e Streptococcus faecalis apresentam uma grande variabilidade espacial
nos bivalves e na dgua do sistema lagunar. Nas areas sob o impacto direto e indireto de dguas
residuais tratadas e ndo tratadas, bactérias fecais podem atingir valores entre 4 600 e 46 000
MPN (nimero mais provavel) E. coli / 100g de carne e liquido intervalvar (&reas classificadas
por zona C de acordo com as legislacdo®). Na maioria das zonas intertidais de culturas de
bivalves, os valores de coliformes fecais podem variar de 230 a 4600 MPN E. coli / 100g de
carne e liquido intervalvar (areas classificadas por zona B). Em &reas sem quaisquer
constrangimentos, os niveis obtidos estdo abaixo de 230 MPN E. coli / 100g de carne e
liquido intervalvar (areas classificadas como zona A). Estas bactérias, presentes na dgua do
sistema lagunar, diminuem drasticamente com o aumento da distancia das zonas de descarga

de aguas residuais, devido a dispersao.

2 Cf. Diério da Republica, 2.2 série — N.° 227 — 22 de novembro de 2013.
34



Num programa de monitorizacdo das aguas da Ria Formosa, realizado em 2002 (in Falcdo et
al., 2003), perto da zona de descarga de &guas residuais, por parte das estacGes de tratamento
dos principais centros urbanos (Faro, Olhdo e Tavira), os valores médios registados foram
entre 250 e 1000 MPN E. coli/100ml, a uma distancia de 100 m do ponto de descarga,
enquanto os valores obtidos, para uma distancia de 1000 m, foram inferiores a 200 MPN E.
coli/100ml.

As concentracbes de metais pesados em sedimentos, particulas em suspensdo e organismos
filtradores sdo espacialmente variaveis e relativamente baixos neste ecossistema (Cortesao et
al., 1986). De acordo com esses autores, as maiores concentracfes de zinco (Zn), chumbo
(Pb), cobre (Cu) e cromio (Cr) foram medidas em sedimentos e particulas perto dos principais
centros populacionais. Contrariamente nas zonas livres de descargas antropogénicas, as
concentracdes destes metais sdo menores, ndo apresentando problemas ambientais (Relatério
do Projeto "Estudos de Monitorizacdo do Impacte das Dragagens na Ria Formosa" 1999 -
2000).
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3. Objetivos

Objetivo Geral:

- Determinar o status sanitario de ostras produzidas em tanques de cultivo multitréfico com

peixes versus monocultivo

Obijetivos especificos:

- Determinar os indices de condicdo das ostras:

* indice biométrico externo: comprimento, largura, espessura, peso e indice de
AFNOR.

e Caracterizacdo do estado de maturacéo das gonadas.
- Analisar parametros microbioldgicos na ostra:
* Coliformes totais, E. coli e Vibrio spp.

* Presencga/auséncia do parasita Polydora spp.
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4. MATERIAL E METODOS

Num estudo de investigagdo cientifica, tal como afirma Fortin (1999) a metodologia a adotar
decorre da natureza do problema e dos objetivos tracados. A metodologia, num processo de
investigacdo deve explicitar detalhadamente, os principios metodolégicos, nomeadamente
tipo de estudo, populacdo em estudo, tipo de amostragem, método e materiais necessarios
para colheita dos dados e previséo de tratamento e analise dos mesmos.

Neste sentido, neste capitulo, serd feita a explicitacdo e fundamentacdo das opcdes

metodoldgicas, assim como 0 processo heuristico a seguir.

Trata-se de um estudo que se situa num paradigma de investigacdo quantitativo, pois seguira

um processo sistematico de colheita de dados observaveis e quantificaveis (Fortin, 1999).

4.1. Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA): o contexto do estudo

Este estudo foi realizado no IPMA, na Divisdo de Aquacultura e Valorizagdo, a qual compete
a investigacao, desenvolvimento tecnoldgico e demonstracdo em aquicultura, nomeadamente
nos dominios da reproducdo, melhoramento genético, nutricdo, sanidade, bem como ao nivel

da diversificacdo e dos sistemas de producéo.

A Estacdo Piloto de Piscicultura de Olhdo (Fig. 6) é uma estrutura de investigacdo e
desenvolvimento tecnoldgico, dimensionada para realizar, a escala pré-industrial, ensaios de
producdo de espécies com atual ou potencial interesse para a aquicultura nacional. Esta
estrutura constitui ainda o suporte privilegiado para a transferéncia de tecnologia para 0s
aquicultores e para a formacao técnica e cientifica nesta area, sendo de realcar a componente

pedagdgica deste projeto.
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Figura 6 - Imagem panoramica da estac¢do piloto de piscicultura de Olh&o.

Esta estacdo tem uma area de cerca de 7 hectares, em terrenos do Parque Natural da Ria

Formosa e é composta por:

- Uma maternidade;

- Uma zona de pré-engorda intensiva;

- Uma zona de engorda semi-intensiva em tanques de terra e areas destinadas a estudos
do &mbito ambiental.

- Uma jaula oceénica onde decorrem ensaios de cultivo de peixes em sistemas off-shore.

A investigacdo constitui a vertente fundamental deste projeto, tendo em conta a necessidade
de promover e desenvolver o conhecimento da aquacultura numa base ecologicamente

sustentada.

4.2. Populacéo e tipo de amostragem

A populacdo em estudo foi constituida por 750 exemplares de ostras C. gigas que foram
separadas aleatoriamente e distribuidas por seis sacos diferentes, com 125 exemplares cada
um, para que a densidade ndo fosse demasiado elevada. Os sacos foram colocados em trés
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locais diferentes, ficando cada local com um total de 250 ostras. Estes foram distribuidos,
entre os dias 15 e 18 de Novembro de 2013, pelos seguintes locais (Fig. 7):

A — Cultivo multitréfico, Ria Formosa - tanques de terra batida em policultivo, com
peixes, robalos (Dicentrarchus labrax), douradas (Sparus aurata,), meros
(Epinephelus marginatus) e sargos veado (Diplodus cervinus). Os tanques tém um
volume de 2500 m® e uma profundidade de 1,5 m. As ostras foram cultivadas em
suspensdo na &gua, a flutuabilidade foi conferida pela inclusdo de uma placa de

esferovite nos sacos contendo as ostras.

B — Monocultivo, Ria Formosa - tanque de terra batida onde os sacos das ostras foram
colocados, em monocultura, com a uma placa de esferovite para conferir
flutuabilidade aos mesmos. Na preia-mar a profundidade nos tanques pode chegar a
2,5m.

C — Monocultivo, Sapal de Castro Marim - tanque de terra batida com cerca de um
hectare onde as ostras foram colocadas em monocultura, em camas elevadas, e
separadas dos peixes. Com uma profundidade média dos tanques de 2 m na preia-

mar.

A escolha destes locais deveu-se ao facto destes serem os Unicos locais onde existem

pisciculturas ativas na zona proxima de Olhao.

Data SIO, N S. Navy, NGA, GEBCO

2014 Google )
age Landsat (‘()()t{l

Figura 7 - Mapa com a localizagdo, dos trés locais envolvidos no estudo. A- Cultivo multitréfico, B-

Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro Marim.
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A colheita dos exemplares em cada ponto de amostragem foi feita mensalmente e durante um
periodo de seis meses, de fevereiro a julho de 2014. Todos os meses, foram retiradas de cada
local 30 ostras para andlises macroscopicas, histologicas, morfométricas, parasitologia e

microbiologia.

4.3. Procedimentos de colheita de dados

- Determinacéo dos indices de condi¢do em moluscos:

indice biométrico externo

Para a caraterizacdo morfométrica, foram avaliados o0s parametros biométricos dos
exemplares como: peso, comprimento total, largura e espessura da concha, de acordo com

Rajaei et al. (2014), como se observa na Fig. 8.

Valvula direita

Espessura

Vilvula esquerda

Comprimento total

Largura

Figura 8 - Representacdo esquematica dos procedimentos para avaliacdo dos pardmetros biométricos
(Adaptado de Rajaei et al., 2014).

O indice de qualidade foi também observado, e utilizamos o indice de qualidade AFNOR
(Goyard, 1995). Este indice deriva da norma NF V45-056 (1985) e é calculado de acordo com
a seguinte formula (Soletchnik, et al., 2000):

AFNOR = (carne humido / peso total) x 100
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Os resultados exprimem-se em percentagem da relacdo entre o muasculo himido e o peso total
do individuo, permitindo classificar as ostras em "finas" e "especiais”, de acordo com a tabela

3 de classificacdo por categorias das ostras.

Tabela 3 — Categorizacao segundo o indice AFNOR

indice AFNOR Categorias
Inferior a 6.5 N&o classificadas
Entre 6.5e9 "Finas"
Superior a 9 "Especiais”

O metodo utilizado para o calculo do indice de qualidade AFNOR foi semelhante ao descrito
por Ferreira (2003), ou seja, 0 musculo foi separado cuidadosamente das valvas, evitando a
inclusdo de particulas da concha, sendo este depois colocado em papel absorvente durante
alguns minutos para retirar o excesso de agua, para posterior medi¢do do peso humido do

mesmo.

- Analise de parametros microbioldgicos

Anédlises microbiolégicas

A caracterizagdo microbioldgica, por sua vez, fez-se de acordo com 0s procedimentos
descritos na norma ISO 7218:2007. Foram pesquisadas a presenca de bactérias E.coli,

bactérias coliformes totais e Vibrio spp.

As analises de E.coli e de coliformes totais foram efetuadas segundo o método do Numero
Mais Provavel (MPN) descrito por Donovan et al. (1998). Este método consiste na preparacao
de séries de 5, com diferentes diluicbes de uma suspensdo mae. Para a qual se realizam os

seguintes passos (Fig.9):

-Separa-se 0s animais das conchas na proximidade do bico de Bunsen até se obter um total
de 80g;

- Colocam-se estes 80g num saco estéril com filtro e leva-se 2 minutos ao Stomacher a 200
rpm;
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- Retiram-se 40g da amostra para outro saco estéril, com filtro e adiciona-se 100 ml de
solucéo salina (Triptona) voltando a colocar 2 minutos no Stomacher a 200rpm;
- Adiciona-se 260 ml de solucéo salina (Triptona) e repetem-se 0s 2 minutos a 200 rpm no

Stomacher.
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Figura 9 — Representacdo esquemdtica dos procedimentos para anélise microbioldgica (Adaptado de Donovan
et. al., 1998)

Apbs a obtencdo da suspensdo mae, retirou-se 10 ml (10 ) da mesma, para cada tubo da
primeira série, que contém um caldo de glutamato modificado, com minerais (MMGB, Oxoid
CMO607) de concentragdo dupla. Para a segunda série, retirou-se 1 ml (10 ) para cada tubo,
contendo estes MMGB de concentracdo simples e por fim, na terceira série de tubos, colocou-
se 1 ml da diluicdo 10 contendo cada um também caldo MMGB de concentracdo simples
(Gongalves, 2010).

Depois desta preparacdo, os tubos das trés séries foram incubados, a 37°+1° C, durante 24
horas. Apds este periodo de incubacdo, observou-se os tubos, para verificar a cor do meio. A
mudanca de cor do meio de lilas para amarelo, indica a producgdo de acido glutamico a partir

da lactose, apontando para a presenca de bactérias na amostra.

Para a confirmacdo e identificacdo destas bactérias, realizou-se a repicagem, utilizando-se

ansas de 10 uL, dos tubos suspeitos (com alteracdo de cor), para placas de Triptona Bilis Agar
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com X-Glucuronido (TBX) um meio cromogénico, para isolamento de E. coli e placas de
Agar ChromoCult para Coliformes (CHR), para isolamento de coliformes totais. Estas placas
foram incubadas durante 24 horas, a 44°+0.5 para as placas de TBX e 37+0.5° C para as
placas de CHR. O crescimento de colonias azuis/esverdeadas, nas placas de TBX, é
considerado como indicador da presenca de E. coli e o crescimento de coldnias salmé&o e rosa-
avermelhadas, nas placas de CHR, como indicador da presenca de coliformes totais. S&o
registados o numero de tubos que apresentam reacdo positiva (em cada série), usando-se a
tabela de MPN (ISO, 2005) para o calculo do Ndmero Mais Provavel de organismos em 100 g

de amostra.

Relativamente a anélise da amostra para pesquisa de Vibrio spp, foi retirado 1 ml da solucéo
mae, atras referida (40g de carne e liquido intervalvar), antes de diluicdo com triptona, sendo
a placa de Agar Tiosulfato Citrato Sais biliares e Sacarose (TCBS) inoculada com 100 puL e
posteriormente incubada a 24+1° C durante 24 horas. Esta analise foi realizada em triplicado,
tendo sido inoculadas varias diluicGes. Apds o periodo de incubacdo contou-se o nimero de

colonias que se desenvolveram nas placas cujo numero de colonias variou entre 30 e 300 ufc.

Para as analises microbioldgicas atras descritas, foram utilizados meios de cultura diferentes.
Estes meios de cultura foram preparados de acordo com as indicagdes fornecidas pelos

fabricantes (Anexo 1).

- Avaliacdo da presenca do parasita Polydora spp.

Para o estudo parasitologico, ou seja, o despiste da presenca de Polydora spp. antes de se
iniciar os estudos morfométricos e macroscopicos, observou-se as conchas das ostras em
busca de sinais da sua presenga, como a existéncia de escavacdes e perfuraces da concha,

registando a sua presenca ou auséncia em todos os exemplares amostrados.

- Caracterizacgao do estado de maturacao das gonadas

Para a avaliacdo do estado de maturacdo das gonadas foram feitas sec¢Oes histologicas das
gonadas utilizando uma metodologia semelhante a utilizada por Flahauw et al. (2012). Foram
separadas todos os meses 10 ostras para o estudo histolégico. Para tal, as ostras foram abertas

e retirado o excesso de tecido, como branquias e musculatura, sendo posteriormente colocadas
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em solucéo de Davidson durante um periodo de 48 h. Apos este periodo, os exemplares foram
lavados durante meia hora para retirar o fixador e colocados em alcool a 70 % para
conservacdo até uma posterior analise. ApoOs este tratamento, a elaborou-se os cortes

histologicos.

Para a preparacdo dos blocos de parafina, foram realizados os cortes de tecido, com o auxilio
de um bisturi, obtendo-se uma seccdo de 3 a 5 mm, de modo a que o aspeto dorsal-ventral
passasse atraves da glandula digestiva e do tecido branquial posterior aos palpos, como se

exemplifica na Fig. 10.

Boca

Palpos labiais

Tecido retirado
para analise

Glandula digestiva

Anus Branquias

Concha

Figura 10 — Local onde foi realizado o corte histolégico (Adaptado de Ellis et al., 1998).

Apbs processamento dos tecidos, com o aparelho automatico de processamento de tecidos
Leica Jung 1020 (Fig. 11-A), foram produzidos os blocos de parafina com o auxilio do
sistema de inclusdo de parafina Leica EG 1140 H (Fig. 11-B). Depois da producéo dos blocos
de parafina e com o auxilio do Micrétomo Leica RM- 2155 (Fig. 11-C) procedeu-se ao
desbaste, que consistiu em cortar os blocos de parafina com uma medida de 15 um, até expor

os tecidos. Ap0s este desbaste foram realizados 0s cortes histolégicos com uma medida de 5
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um, sendo estes cortes colocados num banho com &gua destilada, num equipamento de banho-
maria circular Electrothermal 2155 (Fig. 11-D) a uma temperatura entre 45 a 50° C para que
0s mesmos se expandissem. Os cortes foram posteriormente colocados na estufa a 36 + 1°C,

durante 24 h para que 0s mesmos secassem e aderissem a lamina.

C D

Figura 11- Equipamento utilizado para efetuar cortes histoldgicos para avaliacdo do estado de maturacdo das
gonadas: A) Aparelho automatico de processamento de tecidos Leica Jung 1020, B) Sistema de
inclusdo de parafina Leica Eg 1140 e placa de refrigeragdo Leica GG 1140, C) Micrétomo Leica
RM-2155, D Banho maria circular Electrothermal.

Posteriormente foi efetuada a coloracdo com Hematoxilina e Eosina (Anexo Il1), ao que se

seguiu a montagem para observagdo ao microscopio.

Apo0s a coloracdo, as preparagdes foram observadas ao microscépio e classificadas em trés
estados de maturacdo diferentes, como descrito por Flahauw et al. (2012). Assim sendo o
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estado de maturagdo 1, quando as ostras ndo apresentaram gametas maduros, estado de
maturagdo 2, quando as ostras ja apresentam alguns gametas maduros e estado de maturacdo

3, quando as ostras apresentam a gonada cheia de gametas maduros.

- Dados climéticos e parametros fisico-quimicos da agua dos locais do estudo

Foram registados os valores da precipitacdo e energia solar na Ria Formosa, recorrendo aos
dados fornecidos pelo Agrometeorologia da Direcdo de Servicos de Experimentacdo e
Fomento da Producdo Agropecudria da Direcdo Regional de Agricultura do Algarve, na
estacdo do Patacdo/Faro. No caso da precipitacdo foi calculada a média dos valores
observados 15 dias antes das datas das amostragens. Para a energia solar foi considerada a

média mensal calculada para cada més.

Relativamente aos parametros fisico-quimicos da &gua, nomeadamente temperatura e
salinidade, esta informacdo foi fornecida pelas empresas de aquacultura, que por norma
controlam e monitorizam estas variaveis ambientais. No caso da temperatura no local A e C
os valores correspondem a uma média mensal. No local B esta amostragem foi feita trés vezes
por més tendo sido considerada a média correspondente as estas trés amostras mensais.
Relativamente a salinidade os valores observados no local B foram obtidos de forma
semelhante & temperatura. No caso do local C, os dados foram obtidos por uma média mensal

arredondada utilizando o refractometro 6ptico.

4.4. Tratamento dos dados

Os dados colhidos necessitam de ser organizados e tratados de forma a serem passiveis de
analisar e interpretar. Trata-se de identificar os aspetos essenciais de uma determinada
situacdo e descrever sistematicamente as suas relaces. A informacdo é tratada no sentido de

construir um significado que responda aos objetivos a alcancar.

Assim, apds a leitura dos resultados, nos diferentes momentos de colheita de dados e das
diferentes andlises, os dados foram registados. Os resultados das analises microbiologicas
foram registados em folha de registo interno do IPMA (Anexo Il). Para os restantes
resultados, foi elaborada uma base de dados em Excel, para posterior tratamento estatistico —

descritivo e indutivo - dos dados.
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Para a anélise descritiva dos dados, como refere Quivy & Campenhoudt (1998), apresentar
dados com recurso a gréaficos favorece a qualidade das interpretagcdes. Neste sentido, a
estatistica descritiva e a expressdo grafica foram as técnicas utilizadas para a apresentacdo e

interpretacdo dos resultados.

Para a analise estatistica indutiva dos resultados, foi utilizado o Programa GraphPad prism 5,
e realizadas analises de variancia®, com recurso a testes de Anova bifactorial, para comparar
os dados obtidos nos 3 locais amostrados e testes de Bonferroni de comparagdes multiplas,

para intervalos de confianca de 95%.

% A analise de variancia compara médias de diferentes populagdes para verificar se possuem médias iguais ou
ndo. Permite que varios grupos sejam comparados a um sé tempo e é utilizada quando se quer saber se
diferencas amostrais observadas sdo reais (se as diferencas sdo estatisticamente significativas nas populagdes
observadas) ou casuais (decorrentes da mera variabilidade amostral) (Milone, 2009)
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5. RESULTADOS

Neste capitulo apresentamos os resultados obtidos decorrentes da analise dos dados colhidos
ao longo dos seis meses em que decorreu o trabalho de campo.

5.1. Biometria

- Peso

No que se refere ao peso das ostras, 0s valores obtidos ao longo dos seis meses em analise,

originaram médias mensais que apresentamos na Fig. 12.

Para este parametro, como podemos observar, 0 aumento do peso das ostras no local A foi
muito superior aos dos outros 2 locais. Fazendo a diferenca entre 0 peso das ostras antes
destas serem separadas pelos diferentes locais do ensaio (TO) e a média de peso das ostras no
final do mesmo, podemos verificar que as ostras do local A apresentaram um aumento de

45,32 g enquanto para os outros dois locais foram de 20,48 g (local C) e 6,28 g (local B).
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Figura 12 — Registo mensal do peso médio de Crassostrea gigas ao longo do estudo nos trés locais de estudo.
A- Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro

Marim.

O aumento de peso das ostras quer entre os diferentes locais, quer ao longo do tempo, foi
estatisticamente significativo (p <0,0001 para ambos). Também se observou uma interaccao

significativa entre os fatores local/tempo (p <0,0001).

Através do teste de Bonferroni de comparagdo multipla, verificou-se que o peso das ostras do
local A e B, & exce¢do do més de fevereiro, foi estatisticamente diferente em todos os
restantes meses e estas diferenciou-se, nos meses de abril, maio e julho, do local C. Os
resultados dos locais B e C diferiram estatisticamente entre si apenas nos meses de marco e

julho.

- Largura

Relativamente a largura das ostras ao longo dos seis meses, como se observa na Fig. 13, antes
de serem separadas pelos diferentes locais (T0), a largura média era de 45,43 mm. Com o
decorrer do ensaio podemos ver que as ostras do local A, apresentaram 0 maior crescimento
neste pardmetro no fim do ensaio (+ 4,47 mm) em comparagdo com as ostras de local C (+
3,51 mm) e o local B (- 1,95 mm).

Como relativamente a largura da concha, esta ndo é passivel de diminuir, numa anélise linear

destes valores e das curvas de registo das medidas médias mensais da largura observadas na
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Fig. 13 podem parecer indicar, que tais resultados tém a ver com a aleatoriedade da colheita

das amostras mensais, considerando-se que o crescimento foi nulo (0).
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Figura 13 — Registo mensal da largura média de Crassostrea gigas ao longo do estudo nos trés locais. A-

Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro Marim.

Os valores médios das larguras das ostras, registados nos trés locais foram significativamente
diferentes (p <0,0001). Através do pos-teste de Bonferroni podemos ver que os valores da
largura das ostras do local C diferiram das do local A no més de abril e do local B nos meses
de fevereiro, marco e julho. Comparando o local A e o B observou-se que os resultados da
largura das ostras destes locais foram estatisticamente diferentes nos meses de marco, abril e
julho. Verificou-se também que ao longo do tempo ndo foi observada uma diferenca
estatistica (p=0,6839). No entanto houve uma interaccdo, estatisticamente significativa, entre

os fatores local/tempo (p <0,0001).

- Espessura

A evolucdo média da espessura da conha das ostras, como se verifica na Fig. 14, antes da
separacdo das ostras pelos trés locais do ensaio (T0), indica que a medida média da espessura
da amostra era de 26,07 mm. A diferenca entre este valor e os valores médios de espessura da
concha das ostras, no final do ensaio, em cada um dos trés locais, foi novamente superior no
local A onde se verificou um crescimento nas ostras de +3,51 mm, contra os -0,31 mm do

local C e 0s -2,15 mm no local B.
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Foi nas ostras do local A que se registou maior aumento médio. Nos restantes locais
verificaram-se valor médios negativos que, a semelhanca do referido relativamente a largura,
resultard da aleatoriedade das amostras mensais, uma vez que a espessura também nao é

passivel de diminuir, considerando-se um crescimento nulo (0).
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Figura 14 — Registo mensal da espessura média de Crassostrea gigas ao longo do estudo nos trés locais. A-
Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro Marim.

Relativamente ao aumento médio da espessura das conchas das ostras verificou-se que as
amostras sdo estatisticamente diferentes (p <0,0001). Verificou-se uma interaccao
significativa entre os fatores local/tempo (p=0,0060), no entanto ao longo do tempo os
resultados ndo foram estatisticamente diferentes (p=0,2098). Comparando estas amostras
entre si podemos ver que os resultados para o local C foram estatisticamente diferentes do
local A em abril e julho e ndo foram estatisticamente diferentes em nenhum dos meses em
comparacao com o local B. Entre o local A e B as diferencas estatisticas observaram-se nos

meses de abril e julho.

- Comprimento total

A analise da média do comprimento total mensal originou o grafico da Fig. 15. Podemos ver
que inicialmente nas amostras do local C, comecou por se observar maiores comprimentos
médios, sendo no més de abril ultrapassado pelas ostras do local A. Mais uma vez foi nas

ostras do local B que se registou menor crescimento neste parametro.

Antes da separacdo das ostras (T0), a media de comprimento total das ostras era de 73,88 mm.

A diferenca entre esta média inicial e a final dos comprimentos das ostras nos trés locais do
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ensaio, permite-nos verificar que, mais uma vez, foi no local A que se observou o maior
crescimento, com +8,42 mm, em comparacdo com os +7,66 mm no local C e — 4,72 mm no
local B. A semelhanca do referido anteriormente, relativamente a largura e espessura, a
diminuicdo verificada no comprimento total, s podera resultar da aleatoriedade das amostras
mensais uma vez que o comprimento ndo é passivel de diminuir, considerando-se o aumento

de comprimento nulo (0).

100+ - A -~ B -~ C

mm)

~ 90'

Comprimento total

60 T T 1

>

Y
<
S

Figura 15 — Registo mensal médio do comprimento total de Crassostrea gigas ao longo do estudo nos trés
locais. A- Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro

Marim.

Através da Anova bifactorial, foi possivel verificar que a diferenca estatistica observada, é
significativa entre os diferentes locais estudados, relativamente ao comprimento total (p
<0,0001), bem como ao longo do tempo (p=0,0084). A interaccdo observada entre estes dois
fatores é também estatisticamente significativa (p <0,0001). O pds-teste de Bonferroni,
indicou que as diferencas estatisticas significativas observadas entre o local A e B, foram nos
meses de maio e julho e entre o local A e C, nos meses de abril e maio. Por Gltimo, nos locais

B e C, estas diferencas foram observadas nos meses de marco e julho.

- Indice de qualidade AFNOR

Para o indice de qualidade de AFNOR, ou seja a quantidade de carne himida de cada animal,
observando na Fig. 16, podemos ver que em todos os locais houve um decréscimo de

quantidade de carne humida por animal ao longo da amostragem.
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No local C, as ostras comecaram com o Indice de AFNOR maior, 22,92 %, foi sempre
decrescendo ao longo do periodo de amostragem acabando, em julho, com 14,89 %,

apresentando assim, um decréscimo de 8,03 %.

As ostras do local A, cujo indice de qualidade cresceu entre fevereiro e abril, sofreram uma
quebra em maio, que recuperaram em junho voltando a sofrer grande quebra em julho. O
valor inicial do Indice de AFNOR foi de 19,92 % e o final foi de 9,90 %, valor minimo

registado, tendo assim um decréscimo de 10,02 %.

Por sua vez, o local B foi onde as ostras apresentaram menor indice de AFNOR inicial, 16,71
% e no final foi de 10,44 %, observando-se um decréscimo de 6,27 %. No més de maio, neste
local, registou-se um grande aumento do indice de AFNOR, que foi de 18,86 % de quantidade
de carne himida, sendo inclusive o seu valor maximo e o sitio com maior indice de qualidade,
neste més. Contudo, voltou a sofrer uma grande quebra nos meses de junho e julho,

registando-se neste ultimo o seu valor minimo.
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Figura 16 — Registo mensal dos valores médios de indice de AFNOR de Crassostrea gigas ao longo do estudo
nos trés locais. A- Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de
Castro Marim.

As diferengas registadas nos valores de AFNOR séo estatisticamente diferentes, tanto entre os
locais das amostragens (p <0,0001), como ao longo do tempo (p <0,0001). No que se refere a
interacgdo entre estes dois fatores também se evidenciou como significativa (p <0,0001).
Estas diferencas foram observadas entre o local A e B, nos meses de margo, abril e junho e
entre o local A e C no més de julho. Entre o local B e C apenas no més de maio, estas
diferengas foram significativas.

53



5.2. Parasitologia

Da andlise parasitologica, nomeadamente de Polydora spp. (Fig. 17), como podemos verificar
no Tabela 4, até ao més de maio ndo se observou a presenca deste parasita. Foi nas ostras do
local B que este parasita primeiramente apareceu, a partir do més de maio e tanto nas ostras

do local A como do local C, este parasita, apenas foi observado no més de julho.

Figura 17 - Polydora spp. (a). Ostra colhida no local A com Polydora spp no interior da concha. (b). Bolhas de
lama no interior das ostras afetadas com Polydora spp, observada nas ostras do local A em julho (c e
d).

54



Tabela 4 - Observagdo da presenca (+) ou auséncia (-) de Polydora spp. ou escavagdes feitas pela mesma nas
conchas das ostras nos trés locais do estudo. A- Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa,
C- Monocultivo, Sapal de Castro Marim.

Més A B C
fevereiro - - -
marco - - -
abril - - -
maio - +
junho - + -
julho + +

5.3. Mortalidade

A maior taxa de mortalidade das ostras registada foi no local A, B e C, com 10,4 %, 2,4 % e 8

% respetivamente (Fig. 18).
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Figura 18 — Mortalidade das ostras Crassostrea gigas observada nos trés locais ao longo do estudo. A- Cultivo

multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro Marim.

5.4. Histologia

Para o estudo histolégico das ostras, comegcamos por proceder a sua classificacdo, consoante o
seu estado de maturacdo. ApoOs observacdo ao microscopio as ostras de cada local foram
classificadas em 3 estados de maturacdo (Fig. 19).
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Figura 19 — Os trés estados de maturacéo das ostras Crassostrea gigas, fémeas (a) e machos (b), observados nos
trés locais do estudo. De cima para baixo corresponde ao estado de maturacdo 1, 2 e 3. OP —
Odcito primério, O — OAGcito, F — Foliculo, EZ — Espermatozoides, ET — Espermatidios, EC —

Espermatocitos.

De acordo com esta classificacdo dos estados de maturacdo das ostras de cada local do estudo,
elaborou-se a Fig. 20.
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Figura 20 — Frequéncia de observacdo dos trés estados de maturacdo observados nos trés locais do estudo. (a)
Machos e (b) Fémeas. A- Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo,

Sapal de Castro Marim.

Relativamente a relagdo entre machos e fémeas observados, verificou-se no total uma

ocorréncia de 35,56% de machos e 64,44% de fémeas.

As ostras no local C comecaram a gametogénese primeiro que as dos restantes locais, uma
vez que em fevereiro a maioria dos exemplares observados, apresentavam alguns gametas
maduros (estado de maturacdo 2). No local A também se observou em fevereiro algumas
ostras no estado de maturacao 2, embora e menor nimero do que no local A, sendo que marco

a ocorréncia de gametas maturos aumentou. Por outro lado no local B, em marco j& se
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observou ostras no estado de maturacdo 2, no entanto sé em abril a sua incidéncia aumentou.
A partir de maio a maioria das ostras j& se encontravam no estado de maturacdo 3. Podemos

verificar que os machos atingiram a maturidade primeiro que as fémeas.

5.5. Microbiologia

Os valores microbioldgicos, como a quantidade de E. coli (Fig. 21-A) e de coliformes totais
(Fig. 21-B), d&o-nos indicacdo sobre estatuto sanitario do local onde séo produzidas as ostras.
Observando os valores correspondentes a E. coli, podemos observar que antes das ostras
serem divididas pelos trés locais do estudo (T0), os valores registados nas analises foram de
230 (MPN) E. coli/100g de carne e liquido intervalvar, ou seja, 0 seu estatuto sanitario

correspondia a um estatuto A.

No decorrer do periodo de amostragem podemos observar que, as ostras do local C
apresentaram concentracGes mais altas que as observadas nos outros 2 locais, com o valor
maximo no més de fevereiro (10950 (MPN) E. coli/ 100g de carne e liquido intervalvar), Para
0s outros dois locais, os valores foram sempre baixos, com a exce¢do do més de abril onde
houve um pico que atingiu valores de 125 (MPN) E. coli/ 100g de carne e liquido intervalvar,

no local A e 130 E. coli/100g de carne e liquido intervalvar, no local B.

Fazendo a média dos valores registados ao longo dos seis meses, a nivel de E. coli, podemos
observar que tanto as ostras do local A como do B, apresentaram valores correspondentes a
um estatuto sanitario A, com médias de 46,67 e 38,33 (MPN) E. coli/100 g de carne e liquido
intervalvar, respetivamente. Por sua vez, no local C, observou-se um valor médio de 3287,50

(MPN) E. coli/100 g de carne e liquido intervalvar, correspondendo ao estatuto sanitario B.

Relativamente aos valores dos coliformes totais, as ostras do local C também apresentaram
valores superiores as dos outros dois locais, com 0 maximo a ser no més de fevereiro (54 000
(MPN) coliformes totais/100g de carne e liquido intervalvar). Nos outros dois locais 0s
valores foram substancialmente mais baixos, tendo o seu valor maximo sido registado em
abril, no local A (1045 (MPN) coliformes totais/ 100g de carne e liquido intervalvar) e em

maio, no local B (530 (MPN) coliformes totais/100g de carne e liquido intervalvar).

Os valores médios registados para os coliformes totais, para 0s seis meses, das ostras
distribuidas pelo local A, B e C, foram de 327,50, 286,08, e 15063,33 (MPN) coliformes
totais/100 g de carne e liquido intervalvar, respetivamente.
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Figura 21-A - Registo mensal médio de Escherichia coli em Crassostrea gigas ao longo do estudo nos trés

locais. A- Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro

Marim.
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Figura 21-B - Registo mensal médio dos coliformes totais em Crassostrea gigas ao longo do estudo nos trés
locais. A- Cultivo multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro

Marim.
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Comparando as diferencgas dos valores de E. coli, verificamos que estas sdo estatisticamente
significativas (p <0,0014) ndo so entre os trés locais, como ao longo do tempo (p=0,0012).

Também se observou uma interaccao entre os fatores (p=0,0003).

Apobs a realizacdo do pos-teste, este demonstrou que, entre o local A e B, estas diferencas ndo
foram significativas em nenhum dos meses mas que ambos diferiram do local C no més de

fevereiro.

Relativamente aos resultados da enumeracdo de coliformes totais também foi observada uma
diferenga estatistica entre os locais do estudo (p <0,0001), ao longo do tempo (p <0,0001) e
que houve interaccao significativa entre os fatores (p <0,0001). Os resultados das amostras do
local C s6 ndo foram estatisticamente diferentes do local A e B no més de abril, e entre os

locais A e B as amostragens ndo foram estatisticamente diferentes em nenhum dos meses.

No que se refere a Vibrio spp., os valores registados ao longo dos 6 meses, como se observa
na Fig. 22, os valores sdo superiores nas ostras do local A, com excegdo apenas para 0S meses
de fevereiro e maio. Neste local a média registada foi de 1,25 x 10* ufc/g. Depois foi no local
B que as ostras registaram maiores valores de Vibrio spp. com uma média registada de 7,80 x
10° ufc/g. E por Gltimo o local C, foi onde as ostras apresentaram valores menores de Vibrio

spp., com uma média de 3,82 x 10° ufc/g.
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Figura 22 - Registo mensal médio de Vibrio spp. em Crassostrea gigas ao longo do estudo nos trés locais. A-

Cultivo multitrofico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro Marim.
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Verificaram-se diferencas estatisticas, para os valores de Vibrio spp., entre as amostras dos
diferentes locais (p=0,0002), ao longo do tempo (p=0,0001) e uma interaccdo significativa
entre estes dois fatores (p <0,0001). Através do teste de Bonferroni foi possivel observar que

os resultados dos locais A, B e C foram todos diferentes entre si nos meses de junho e julho.

Em sintese, relativamente a analise microbioldgica, no local C, observaram-se valores de E.
coli e de coliformes totais bastante superiores aos dos outros dois locais, cujos valores foram
semelhantes. No que se refere a Vibrio spp., foram nas ostras do local A que se registaram

valores mais elevados.

5.6. Dados climaticos e parametros fisico-quimicos da agua

Considerando que as condicBes climatéricas podem influenciar o estatuto sanitario dos
bivalves, neste caso, das ostras, foram registadas os valores da precipitacdo na estacdo do

Patacéo em Faro (Fig. 23) e da energia solar (Fig. 24).

Como se observa, nos meses de fevereiro e abril registou-se a maior precipitacdo do periodo
em que se realizou o ensaio. Relativamente & energia solar esta foi aumentando
progressivamente & medida que se caminhava para o fim do inverno e inicio da primavera e

verdo, tendo-se mantido mais ou menos estavel nos meses desta estacéo do ano.
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Figura 23 — Valores de precipitacdo, obtidos através da média dos valores de precipitagdo registados 15 dias

antes das amostras de cada més na estacdo do Patacao/Faro.
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Figura 24 — Valores da energia solar acumulada diariamente em K.J.m * proveniente da medigéo da radiacéo
solar global em W.m™ na estagéo do Pataco/Faro.

Relativamente aos dados quimicos da agua das trés aquaculturas, foram registados a

temperatura e salinidade, sendo que esta ultima nédo foi registada no local A (Fig. 25 e Fig.
26).

Como se observa as temperaturas da agua oscilaram entre 13,6° C e 25,3° C. No local Ae C a
temperatura foi sempre aumentando progressivamente, de acordo com o que seria de esperar

com a época do ano. No local B, pelo contrario, observou-se uma inflexdo desta curva entre
0s meses de abril e maio.

Desta andlise verifica-se que, em meédia, foi no local A, que se registou uma temperatura
média ligeiramente superior (20,80 +4,35 °C), em relacdo ao local B (19,83+ 2,40 °C) e ao
local C (18,67+3,49 °C).
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Figura 25 — Registo da temperatura média da agua dos trés locais ao longo do estudo. A- Cultivo multitréfico,

B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro Marim.

No que se refere a salinidade, o local B apresentou niveis de salinidade bastante superiores
(entre 37 e 38 psu) mas mais estaveis que o local C (entre 20 e 30 psu), onde estes valores

apresentaram grandes oscilacdes de salinidade das suas aguas.
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Figura 26 — Valores registados mensalmente da salinidade para os locais B e C ao longo do estudo. B-

Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal de Castro Marim.

Comparando as amostras estatisticamente, verifica-se que os valores de temperatura ndo sdo
significativamente diferente nos trés locais do estudo (p <0,5831). Relativamente a salinidade,

nos locais em que foi avaliada (B e C), sdo estatisticamente diferentes (p <0,0001).
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5.7. Correlacdo entre os dados microbiolégicos e os dados climéaticos e
parametros fisico-quimicos da agua

Foram realizadas testes de correlagdo estatistica entre os valores obtidos nas amostragens
microbiologias e os dados climaticos e os parametros fisico-quimicos da agua originando o
tabela 5.

Tabela 5- Correlagdo entre as analises microbioldgicas nos trés locais do estudo e os dados climaticos e
parametros fisico-quimicos da agua, (a) E. coli, (b) Coliformes totais e (c) Vibrio spp.. A- Cultivo
multitréfico, B- Monocultivo, Ria Formosa, C- Monocultivo, Sapal Castro Marim. (*) Correlacéo

estatisticamente significativa.

a
Local Precipitacao Temperatura Salinidade E. solar Vibrio spp.
P value 0,172 0,605 - 0,7003 0,9092
A R de Pearson 0,639 -0,271 - -0,2026 -0,0606
P value 0,0362* 0,6497 0,2262 0,9063 0,3947
5 R de Pearson 0,8402* 0,238 0,5813 -0,0626 -0,4300
P value 0,8332 0,2422 0,3703 0,1697 0,8608
¢ R de Pearson 0,1116 -0,5655 -0,4502 -0,6415 0,0931
b
Local Precipitacdo = Temperatura Salinidade E.solar  Vibrio spp.
P value 0,0965 09344 - 0,8756 0,8012
A R de Pearson 0,7343 0,0438 - 0,0831 -0,1333
P value 0,7174 0,9854 0,9983 0,3964 0,8441
5 R de Pearson 0,1907 0,0098 0,0011 0,4286 0,1043
P value 0,7142 0,1883 0,358 0,1026 0,9428
¢ R de Pearson 0,1929 -0,6209 -0,4606 -0,7256 -0,0382
c
Local Precipitacdo Temperatura Salinidade E. solar
P value 0,6389 0,1584 - 0,2808
A R de Pearson -0,2457 0,6545 - 0,5288
P value 0,363 0,2735 0,4078 0,2743
5 R de Pearson -0,4564 0,5355 0,4194 0,5347
P value 0,4256 0,922 0,6694 0,9217
¢ R de Pearson 0,4051 -0,0520 -0,2242 0,0522
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Relativamente a E. coli podemos observar que o Unico local em que se observou correlacéo
estatisticamente significativa foi no local B em relacdo a precipitacdo (p=0,0362),
observando-se uma correlagéo positiva entre a concentragdo de E. coli e a precipitagéo. Para o
local A embora esta correlacdo ndo tenha sido estatisticamente significativa, podemos ver
pelo valor elevado de R de Pearson (0,639) que parece haver também alguma correlacéo
positiva em relagdo a precipitacdo. No local C podemos ainda ver um valor de R alto (-
0,6415) observado para a correlagdo entre a concentragdo de E. coli e os valores registados da
energia solar indicando um correlacdo negativa entre estes dois valores, ndo sendo esta

suficiente para ser comprovada estatisticamente.

Quanto aos valores de coliformes totais, podemos observar no local A um valor de R elevado
(0,7343) relativamente a concentragdo destes microrganismos e os valores registados de
precipitacdo. Embora esta correlacdo positiva aparente existir, ndo é suficiente para ser
estatisticamente significativa. Para o local C podemos observar dois valores de R de Pearson
elevados relativamente a correlacdo entre a concentracao de coliformes totais e a temperatura
(-0,6209). Entre os coliformes totais e a energia solar (-0,7256), existe correlacdo negativa
entre a concentracdo destes microrganismos e os dados climéaticos e os parametros fisico-

quimicos da agua, ndo sendo esta estatisticamente significativa.

Por ultimo, relativamente a concentracdo de Vibrio spp., tanto para o local A como para o
local B, as correlacGes ndo sdo estatisticamente significativas. Os valores de R de Pearson
observados em A (0,6545) e em B (0,5355) relativos a comparagdo da concentracdo destes
microrganismos e os valores de temperatura, parece existir alguma correlacdo (positiva) entre
estes. Para o local B ainda podemos ver um valor de R elevado (0,5347) para a relagdo entre a
concentracdo de Vibrio spp. e a energia solar, indicando alguma correlacdo positiva, ndo

sendo no entanto suficiente para que esta fosse estatisticamente significativa.
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6. DISCUSSAO

Biometria

As ostras produzidas em cultura integrada com os peixes, local A, apresentaram em geral
maiores indices biométricos do que as ostras cultivadas nas outras duas aquaculturas, a
excecdo do indice de AFNOR, onde apresentou 0 menor indice dos trés locais em andlise no

final do ensaio.

O crescimento das ostras pode ser afetado por diversos parametros como salinidade,
temperatura, disponibilidade e qualidade de alimento, embora a ostra C. gigas se caraterize

por resistir a grandes flutuacdes destes pardmetros ambientais (Orban et al., 2004).

A semelhanca do que acontece com os moluscos em geral, a C. gigas, € filtradora e regula a
quantidade de alimento ingerido adaptando o seu ritmo de filtragio em funcdo da
concentracdo de alimento disponivel (Sara & Mazzola, 1997). Ambos os fatores, quantidade e
qualidade de alimento sdo determinantes para o seu crescimento (Ruiz et al., 1990; Sara &
Mazzola, 1997). Falcdo et al. (2000) revelou que a Ria Formosa apresenta uma elevada
abundancia de fitoplancton e de matéria detritica em suspensdo, sendo este uma das razes

para as elevadas taxas de crescimento em améijoas.

Na Ria Formosa, as concentracdes de clorofila a sdo normalmente elevadas durante todo o
verdo (Newton & Mudge, 2003; Brito et al., 2009), sendo que as ostras desta ria parecem tirar
partido destas condicGes favoraveis de disponibilidade de alimento e temperatura durante o
verdo apresentando elevadas taxas de crescimento (Cardoso et al., 2013). Na costa portuguesa
ocorre um afloramento (upwelling), na primavera e com menor intensidade no outono

(Ferreira, 2003), o0 que provavelmente leva a esta grande disponibilidade de alimento.

Dos trés lugares do estudo, o local A e B recebem agua da Ria Formosa enquanto o local C
(sapal de Castro Marim) recebe d4gua do Rio Guadiana. Tendo isto em conta, o alimento
disponivel podera ser um dos fatores que levou as ostras do local A a apresentarem um maior
crescimento gque nos restantes locais do ensaio, nomeadamente com o local B, uma vez que

tem a mesma fonte de entrada de agua (Ria Formosa). Nesta producédo, o cultivo integrado
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com 0s peixes poderd ser a causa da maior produtividade, pois para além do alimento
disponivel na coluna de agua, as ostras provavelmente aproveitam também os restos de racéo

da alimentacéo fornecida aos peixes, que nao existem nos outros dois locais.

Os parametros fisico-quimicos da agua também sdo muito importantes para o crescimento
destes bivalves. Segundo um documento da FAO, (2005), as ostras da espécie C. gigas
apresentam maiores crescimentos com temperaturas entre os 15-25°C e com salinidades entre
0s 25-32 psu, atingindo o tamanho de mercado (70-100g) entre 18 a 30 meses. A temperatura
da &gua registada nos trés locais apresenta-se, a partir do més de marco, no intervalo 6timo
para o crescimento das ostras. Em fevereiro verificou-se 0 minimo da temperatura da agua no
local C com 13,6°C, sendo que também o local A apresentou uma temperatura ligeiramente
abaixo da 6tima com 14,6°C. A partir do més de mar¢o as temperatura da 4gua encontram-se
dentro do intervalo medio sendo a temperatura maxima registada no local A no més de julho
com 25,3°C.

No entanto, relativamente a salinidade, observamos que no local B, esta foi em média 37 psu,
ou seja, acima do intervalo médio 6timo da espécie. Embora ndo tenhamos os dados da
salinidade do local A, Falcdo et al. (1992), diz que a salinidade da Ria Formosa se encontra
entre 0s 35,5 psu e os 36,6 psu, com a excecdo dos periodos de chuva intensa, onde pode
chegar aos 30 psu. Assim sendo podemos presumir que a salinidade neste lugar sera mais
préxima dos valores do local B do que dos valores do local C. Logo, este podera ser um dos
fatores que levou as ostras a apresentarem, no local B, a um menor crescimento que nos
outros dois locais, pois o local C apresenta valores de salinidade dentro do intervalo 6timo
para o crescimento desta espécie, a excecdo do més de fevereiro e marco (20 psu), estando um
pouco abaixo do minimo indicado como étimo (25 psu). No local A o crescimento podera ndo
ser tdo afetado por esta variante devido a provavel maior disponibilidade de alimento
resultante da comida fornecia aos peixes. Outro fator que pode ter influenciado o crescimento
das ostras, no local B, pode ter sido o aparecimento mais cedo de Polydora spp.. Enquanto no
local A e C este parasita sO apareceu no més de julho, no local B, este apareceu no més de
maio. Segundo Korringa (1976), Polydora spp. ndo provoca grandes mortalidades nas ostras,
contudo, as ostras afetadas por este parasita despedem muita energia a produzir concha na
zona afetada, para formar bolhas de lama para se protegerem. Isto afeta a taxa de crescimento,
bem como o valor comercial deste animal. Kent (1979), que estudou o efeito de infestagdes
deste parasita em mexilhGes (Mytilos edulis), verificou que com o aumento do parasita, neste

caso Polydora ciliata, ha um aumento de quantidade de agua no interior do mexilhdo e
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consequentemente uma reducdo da quantidade de carne. Este facto pode explicar a queda do
indice de AFNOR nos trés locais do ensaio. No local B, a partir de maio, comecou-se a
observar as primeiras provas da presenca deste parasita, sendo que neste més o seu efeito
ainda ndo se iria notar, pois este indice atingiu o seu maximo (18,86%). Posteriormente houve
uma queda na percentagem de carne nas ostras, ap6s o més de maio, que coincide com o
aparecimento deste parasita. Isto também foi observado no local A, no més de julho, com o
aparecimento de Polydora spp. e uma queda acentuada na percentagem de carne das ostras.
As ostras do local C também sofreram uma queda da percentagem de carne no més de julho,

embora em menor escala.

Com o aumento de competitividade entre as empresas de aquacultura, a producédo de produtos
de alta qualidade torna-se essencial, sendo necessario evitar surtos de parasitas como
Polydora spp. que reduzem o valor e qualidade dos produtos. Observando as ostras apds 0s
meses em que foram infetadas, constata-se 0 impacto negativo que estas espécies tém nas
ostras, reduzindo a quantidade de carne por concha (indice de AFNOR) e o proprio aspeto das
ostras, observando-se as conchas perfuradas e as bolhas de lama no seu interior tornando as

mesmas muito menos apelativas.

Estado de maturacdo das ostras

Nas ostras da espécie C. gigas, segundo a FAO (2005), a gametogénese comega com
temperaturas a volta dos 10° C e com salinidades entre os 15 e 0s 32 psu, sendo que raramente
é completada com salinidades superiores. A desova geralmente ocorre com temperaturas
superiores a 20° C, sendo a temperatura Otima entre os 20 e 25°C (Mann et al., 1991;
Kobayashi et al., 1997) e raramente a temperaturas entre os 15 e 18° C. Os machos atingem,
normalmente, a maturacdo sexual primeiro. Em areas com abundancia de alimento disponivel,
0 sex ratio das ostras mais velhas demonstram predominancia de fémeas em relacdo aos
machos, acontecendo o contrario em situacfes de alimento escasso. As fémeas podem mudar
de sexo, quando existe uma situacdo de sobrelotacdo de uma determinada area, limitando a
disponibilidade do alimento. Assim sendo, isto pode explicar a diferenca entre machos
(35,56%) e fémeas (64,44%) encontradas na amostragem, uma vez que a Ria Formosa é uma
zona com boa disponibilidade de alimento. Também € possivel verificar que 0os machos tém a

tendéncia a apresentar estados de maturacdo das gonadas mais avangados do que as fémeas.

68



Observamos que as ostras do local C comegaram a gametogénese primeiro, j& se observando
em fevereiro ostras maioritariamente no estado de maturacdo 2. Relacionando este facto com
a temperatura da agua e a salinidade dos 3 locais do estudo vemos que estes, desde o inicio,
tinham temperaturas acima dos 10° C, temperatura necessaria para o inicio da gametogénese,
mas o local C tinha niveis de salinidade inferiores ao local B e mais préximos dos valores dos
6timos para a gametogénese. Por outro lado, no local B, a salinidade encontrava-se com
valores acima dos Otimos para a gametogénese das ostras da espécie C. gigas, podendo ter
contribuido para o atraso do desenvolvimento sexual das ostras neste local. Relativamente ao
local A, o desenvolvimento sexual das gonadas das ostras foi mais rapido ao observado no
local B, mas mais lento que o registado no local C. Considerando que, embora néo tenha sido
possivel obter os dados para a salinidade neste local, mas que provavelmente estes seréo
préximos dos valores do local B, devido ao facto de ambas as aquaculturas se encontrarem na
Ria Formosa, os niveis de salinidade poderdo ser um dos fatores a influenciar a maturagédo
sexual. No entanto a possivel maior disponibilidade de alimento neste local podera ter levado

a sua gametogénese a ser ligeiramente mais rapida no local A do que no local B.

A partir do més de maio praticamente todas as ostras apresentaram o estado de maturacéo 3.
Isto provavelmente deve-se ao facto de a temperatura, nos trés locais do estudo, no més de
maio ja se apresentar proxima, ou mesmo acima dos 20° C necessario para a desova nesta

espécie.

Os dados obtidos neste estudo vao de encontro aos observados por Cardoso et al. (2013) na
Ria Formosa, onde observaram que a percentagem de individuos com génadas desenvolvidas
na primavera e verao era maior em contraste com o outono e inverno. Cardoso et al. (2007 e
2013), também observaram o inicio da gametogénese com o aumento da temperatura e que a
desova se inicia no final do verdo, onde as temperaturas atingem valores maximos. Resultados
semelhantes foram observados por Rene et al. (2003), que verificaram que o pico de
desenvolvimento das gdnadas é atingido no verdo. Cardoso et al. (2013) verificou também
que o facto de se observar ostras selvagens na Ria Formosa, indica que as condicdes nesta,

séo favoraveis para o crescimento e reproducédo das ostras da espécie C. gigas.

Microbiologia

O estatuto sanitario da Ria Formosa tem vindo a melhorar ao longo dos anos como

demonstraram Almeida & Soares (2012). Estes autores verificaram que, nos anos 90,
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nomeadamente em 1994, apenas 54 % dos efluentes da zona sul portuguesa eram enviados
para centrais de tratamento de esgotos, sendo o resto libertado diretamente para as dguas da
ria sem qualquer tipo de tratamento (Mudge & Bebianno, 1997; PROT-Algarve, 2002;
Cachola & Campos, 2006). No entanto, a partir do ano 2000, houve uma tendéncia para a
diminuicdo da contaminagdo, nomeadamente a partir do ano 2002, onde ja cerca de 83 % da
populagéo sul portuguesa era servida por centrais de tratamento de esgotos.

A contaminagdo microbioldgica é um dos fatores mais importante a influenciar a qualidade
das areas de producdo de bivalves (Almeida & Soares 2012). Isto porque os bivalves
alimentam-se através da filtracdo da agua, concentrando pequenas particulas incluindo

microrganismos (Younger et al., 2003).

Neste estudo observamos que os picos de E. coli, registados nos trés locais, correspondem aos
picos da precipitagédo registados 15 dias antes de cada amostragem. Tanto o local A como o
local B apresentaram os maiores valores no més de abril, correspondendo ao maior pico de
precipitacdo registado durante os seis meses do estudo. Relativamente ao local C, este
apresentou os maiores valores para esta bactéria no més de fevereiro, correspondendo ao

segundo valor mais alto registado de precipitacdo durante o periodo da amostragem.

Os valores obtidos neste estudo foram semelhantes aos que encontrados por Anacleto et al.
(2013), que realizaram uma analise da contaminagdo microbioldgica de moluscos nativos e
exoticos do estuario do Tejo. Estes autores observaram uma maior concentracao de E. coli nos
meses de inverno em comparacao com 0s meses de verdao. Observaram também, a semelhanca
do presente estudo, uma variagédo de E. coli nas amostras classificadas entre os estatutos A, B
e C. Resultados semelhantes foram igualmente observados por Almeida & Soares (2012), em
estudos onde as concentracdes de E. coli foram normalmente maiores durante o periodo de
outono e inverno e menores no periodo de primavera e verdo. Segundo Younger et al. (2003),
estas variacGes derivam de varios fatores, atuando isoladamente ou em conjunto. Incluindo:
variacfes na atividade biol6gica dos organismos, oscilacbes na descarga de efluentes e as
tendéncias sazonais de precipitacdo, temperatura, salinidade, oxigénio. Existem diversos
estudos que demonstram que as taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento de bactérias nas
massas de agua podem ser afetadas por fatores abidticos como a exposi¢do a luz solar
(Fujioka et al., 1981), temperatura (Rowse & Fleet, 1984), salinidade (Anderson et al., 1979),
pH (Solic & Kirstulovic, 1992), precipitagdo (Ackerma & Weisberg, 2003), presenca de

nutrientes organicos e inorganicos (Rheinheimer, 1992; Dionisio et al., 2000) e sedimentacdo
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(Rozen & Belkin, 2001). Entre estes fatores, a precipitacdo € um dos mais relevantes podendo
levar a uma queda de até duas classes de classificacdo de contaminagdo (Pedro et al., 2008;
Riou et al., 2007; Vieira et al., 2008). Isto deve-se ao facto de as chuvas provocarem um
escoamento das aguas, transportando uma variedade de compostos organicos e inorganicos
que desaguam no litoral. Esta pode levar ao escoamento de &reas contaminadas, a descargas
de aguas ndo tratadas ou parcialmente tratado pelas centrais de tratamento de aguas e outras
descargas intermitentes (Kay et al., 2008; Lee et al., 2003). Além disso, a eficacia das
estacdes de tratamento pode também ser reduzida devido as elevadas taxas de fluxo durante
periodos de chuvas intensas (Ackerma & Weisberg, 2003; Younger et al., 2003). Através das
analises de correlacdo podemos observar a influéncia que este pardmetro abidtico
(precipitacdo) tem na concentracdo de E. coli nas ostras. Nomeadamente, no local B
verificou-se uma correlacdo positiva, estatisticamente significativa, entre a concentracdo de E.
coli e a precipitagdo. Nos outros dois locais embora a correlagdo nédo seja estatisticamente
comprovada, podemos ver pelos valores de R de Pearson de 0,639 para o local A e 0,1116

para o local C.

Outro fator que influencia as concentracdes de E. coli na coluna de agua é a luz (radiacéo
solar), sendo inclusive considerado por alguns autores (Gameson et al., 1975, Chamberlin et
al., 1978, Fujioka et al., 1981 e Sinton et al., 1994) como o fator mais importante para a
morte bacteriana no mar, particularmente em zonas lagunares pouco profundas (Almeida &
Soares, 2012). O efeito deste fator é proporcional a intensidade e periodo de radiacdo (Alkan
et al., 1995; Cornax et al., 1990; Fujioka et al., 1981; McCambridge & McMeekin, 1981,
Rowse & Fleet, 1984; Rozen & Belkin, 2001; Solic & Krstulovic, 1992). As correlacbes
observadas nos trés locais do estudo, entre as variaveis energia solar e concentracdo de E.
coli, embora ndo tenham sido significativamente demonstradas, os valores de R de Peason
observados, foram negativos nos trés locais (-0,2026 local A, -0,0626 Local B e -0,6415 no
local C) indicando correlacdo negativa entre estas duas variaveis. A Ria Formosa, durante a
primavera e verdo, apresenta um longo periodo de exposi¢éo a luz solar, o que pode explicar a

diminuicdo de contaminacdo fecal durante estas épocas (Dionisio et al., 2000).

A salinidade, outro fator abidtico importante no desenvolvimento de microrganismos,
apresentando maiores taxas de sobrevivéncia, em menores salinidades (Anderson et al.,
1979). Pelos valores de correlacéo para o local C, podemos observar uma correlagdo negativa
entre a concentracdo de E. coli e a salinidade, embora a significancia da correlagdo néo tenha

sido estatisticamente demonstrada (R -0,4502).
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Além disso, a salinidade aumenta a sensibilidade de E. coli a luz solar (Rowse & Fleet, 1984;
Rozen & Belkin, 2001). Este fator pode explicar os menores valores destes microrganismos
no local B em comparacdo com local C, visto a salinidade registada no primeiro ser muito
superior a do segundo. No que se refere ao local A, embora a salinidade ndo seja avaliada,
esta piscicultura encontra-se na Ria Formosa, sendo provavel que tenha valores de salinidade
semelhantes a registada no local B, podendo assim explicar os valores menores de E. coli e
coliformes totais observados neste local. Tanto o local A como o B estdo mais proximos da
costa que o local C, estando assim sob a influenciada de aguas costeiras enquanto o ponto C,
encontra-se numa zona mais sob a influenciada de &guas fluviais provenientes do Rio

Guadiana.

A temperatura é outro fator importante no desenvolvimento destas bactérias, que vivem no
interior do sistema digestivo dos animais homeotérmicos a 37°C, sofrendo assim um choque
ao entrar em contato com a agua do mar. No entanto, a temperatura Otima para a
sobrevivéncia ndo € necessariamente a mesma para o seu crescimento. Na verdade, a maioria
dos relatérios indicam maior estabilidade de E. coli a temperaturas mais baixas, embora
outras mudancas ambientais possam contribuir para sobrevivéncia bacteriana, como foi
constatado por Rozen & Belkin (2001) e por nos, no presente estudo. A sobrevivéncia
bacteriana foi maior a temperaturas mais baixas. Contudo, com o aumento da temperatura da
agua, ndo se verificou um aumento da concentragdo de microrganismos nos bivalves.
Excetuando o local B, os valores de R de Pearson observados, para os locais A e C, indicam

correlacdo negativa, estatisticamente ndo significativa (-0,271 e -0,5655 respetivamente).

Estes resultados poderdo estar associados assim, ndo s6 ao aumento da temperatura, mas
também ao aumento da exposicdo dos microrganismos a outros fatores abidticos como uma
maior radiacdo solar, maior salinidade e menor precipitacdo associados ao periodo da

primavera/verao.

No caso do local A podera haver ainda outros dois fatores a influenciar os valores obtidos de
E. coli e coliformes totais, relacionado com a sedimentacdo e tempo de sobrevivéncia desta
bactéria. Como verificaram Sonier et al. (2008), as concentracdes de E. coli nos sedimentos
podem ser até 10 vezes maiores do que na coluna da &gua. A explicacdo serd a de que 0s
sedimentos fornecem um ambiente mais estavel. Por outro lado, varios estudos (Labelle et al.,
1980; Marino & Gannon, 1991; Young-Joo et al., 2002) constataram que, em ambiente

marinho, esta bactéria pode sobreviver entre 65 e 80 dias, em particulas de areia vs 3-5 dias
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em 4agua. Estes dois fatores, poderdo ter um papel importante na classificacdo desta
Piscicultura a nivel sanitario, pois a &gua antes de chegar aos tanques onde estdo os bivalves,
fica parada num reservatério durante algum tempo, podendo haver um processo de
sedimentacdo das bactérias, fazendo com que a agua ao chegar aos tanques, tenha uma
concentracdo de E. coli e coliformes totais mais baixa que as concentracdes iniciais, a entrada

do reservatorio.

Por outro lado, os valores elevados no local C podera dever-se ao facto desta aquacultura estar
dependente das marés para a renovacdo de agua e nas alturas de maior precipitacéo, devido a
uma salinidade demasiado baixa serem fechadas as comportas, ndo havendo assim uma
renovacdo da &gua. Como observaram Almeida & Soares (2012), os sitios menos

contaminados eram as areas com maior renovacgdo de agua.

Relativamente as andlises feitas para Vibrio spp., podemos ver que, a excecéo do local C, com
0 passar dos meses o valor de Vibrio spp. registado aumentou. Este aumento nos meses
guentes foi semelhante ao observado por Anacleto et al. (2013), Cantet et al. (2013) e
Azandégbé et al. (2010).

Isto pode ser explicado pelo facto de Vibrio spp., sendo originario de habitats marinhos,
salobros e de estuarios, aparecendo em maiores concentragdes quando a temperatura se
encontra entre os 20 - 30° C (Hsieh et al., 2008). Com temperaturas baixas estas bactérias
permanecem nos sedimentos em baixas concentracdes. Nos meses mais quentes, a sua
concentracdo aumenta, devido as condicGes ecologicas favoraveis, sendo que também
aumenta a sua bio-acumulagdo nos moluscos (Gutiérrez & Martos, 1997) derivado da sua
maior taxa de filtracdo. Assim podemos verificar que, a0 aumento da temperatura ao longo
dos meses da amostragem, observou-se o aumento dos valores registados para Vibrio spp., no
local A e B, sendo estes tendencialmente mais elevados no primeiro, onde a temperatura da
agua também foi ligeiramente mais elevada do que nos outros locais. Os valores resultantes
das andlises de correlacdo entre a concentracdo de Vibrio spp. e os valores da temperatura, nos
locais A e B (0,6545 e 0,5355 respetivamente) foram semelhantes aos registados por Hsieh et
al. (2008), Azandégbé et al. (2010) e Anacleto et al. (2013). No local C registou-se uma
média mais baixa de temperatura que nos outros dois locais (18,67 ° C), sendo que no local A
e B se registou uma media de 20.80 ° C e 19.83 ° C, respetivamente, podendo ser este um dos

fatores a influenciar os valores mais baixos de Vibrio spp. registados neste local.
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Devido a auséncia de valores de salinidade de referéncia para a ocorréncia de Vibrio spp.,
fazer a comparacdo entre as salinidades registadas nos diferentes locais do estudo e a
concentracdes observadas desta espécie ndo pode ser feita. Como referido por Kaspar &
Tamplin (1993) e Motes et al. (1998) correlacdes positivas, negativas ou ndo existentes tem
sido observadas. Neste trabalho nos locais onde a salinidade foi registada, nomeadamente no
local B e C, embora as correlagfes ndo tenham sido estatisticamente significativas, podemos
observar atraves dos valores de R de Pearson tendéncias correlativas diferentes. Uma

tendéncia de correlacdo positiva no local B (R=0,4194) e negativa no local C (R=-0,2242).

Hsieh et al. (2008), refere que existem varios fatores que influenciam a comunidade
microbiologia, como a, temperatura, renovacdo de agua pelas marés, clima, precipitagdo e
renovacdo de nutrientes. Isto pode explicar o porque de se ter registado, no local C
concentracdes menores de Vibrio spp. relativamente ao observado noutros dois locais, pelo
facto de, provavelmente existirem outros fatores importantes nesta area que nao sejam
favoraveis para a sobrevivéncia destas bactérias, como por exemplo a temperatura que foi
ligeiramente mais baixa neste local do que nos restantes. A disponibilidade de alimento pode
também explicar este facto, uma vez que sabemos que a Ria Formosa é uma zona rica em
nutrientes, sendo este um caso que pode explicar o porqué dos valores registados nos locais A
e B (Ria Formosa) terem sido maiores do que os registados no local C (sapal de Castro
Marim). Isto também pode explicar o porqué destes valores serem maiores no local A do que
nos restantes locais, uma vez que neste sitio existe ainda mais uma fonte de alimentos,
proveniente dos restos da racdo fornecida aos peixes, bem como a temperatura que foi

ligeiramente superior aos restantes locais.

Os valores médios de Vibrio spp. observados neste estudo, foram 1,25 x 10* UFC/g no local
A, 7,80 x 10° UFC/g no local B e 3 x 10° UFC/g) no local C. Estes valores sd0 comparaveis
com outros estudos semelhantes, como os de Suffredini et al. (2014), onde se fez a detecdo e
quantificacdo de V. parahaemolyticus nas zonas de producdo de moluscos em Italia. Estes
autores registaram valores entre 2 x 10%e 3,8 x 10°® UFC/g na Sardenha (média de 84 UFC/g)
e valores entre 0s 5 x 10%e 1,1 x 10° UFC/g no Veneto (média de 73 UFC/g). Neste estudo
umas das maiores contaminagdes nas areas de estudo foram encontradas numa amostra de
Crassostrea (2.1 x 10° UFC/g). Os valores encontrados no género Crassostrea foram
semelhantes aos observados no presente estudo, embora que no geral os valores obtidos por
Suffredini et al. (2014) foram inferiores. Azandégbé et al. (2010), num estudo sobre a

sazonalidade e a ocorréncia de Vibrio aestuarianus no sedimento e na hemolinfa de ostras da
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espécie C. gigas em duas aquaculturas em Franca, observaram, & semelhanca do presente
estudo, que os valores do Vibrio spp. registados em Riviére d”Auray e Aber Benoit, variaram
entre 1 x 10° e 3 x 10* CFU/g e entre 2 x 10° e 1 x 10° CFU/g respetivamente.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que as ostras produzidas em cultura integrada com
peixes, apresentam melhor desenvolvimento biométrico que as produzidas em monocultura.
As ostras produzidas em cultura integradas parecem tirar vantagem da provavel maior
disponibilidade de alimento, proveniente dos restos de alimentacdo fornecida aos peixes,

usando este alimento para o seu desenvolvimento biomeétrico.

Relativamente ao estatuto sanitario, podemos observar que as ostras produzidas em
pisciculturas localizadas na Ria Formosa (locais A e B) apresentaram valores muito
semelhantes de contaminacdo microbioldgica por E. coli (estatuto sanitario A). As ostras
produzidas em pisciculturas localizadas no sapal de Castro Marim (local C) apresentaram
estatuto sanitario que variou entre A, B e C. Relativamente as amostras submetidas a analises
microbiologicas, Vibrio spp. foi registado em todos os locais do estudo, embora com

concentracdes maiores nas aquaculturas localizadas na Ria Formosa (local A e B).

Quanto ao desenvolvimento das gonadas, observamos caracteristicas na populacéo,
relativamente a sua maturacdo que nos indicam a boa qualidade da 4gua tanto na Ria Formosa
como no sapal de Castro Marim para a sua producdo, nomeadamente 0 menor numero de
machos em relacdo as fémeas, indicador de condigdes favoraveis de crescimento, bem como o
facto de se observar ostras selvagens desta espécie na Ria Formosa. Observamos também, que
as ostras dos trés locais do estudo beneficiam das condi¢bes ambientais favoraveis ao seu
desenvolvimento reprodutor, a nivel de temperatura, salinidade e disponibilidade de alimento,

tanto na Ria Formosa como no sapal de Castro Marim.

Relativamente ao parasita Polydora spp. podemos concluir a sua presenca nas ostras
produzidas tanto nas aquaculturas da Ria Formosa como no sapal de Castro Marim, tendo
sido maior a sua detecdo na Ria Formosa, Este ensaio demonstrou um melhor
desenvolvimento das ostras C. gigas em cultura integrada relativamente aos aspetos
biométricos e uma igual ou melhor classificagdo sanitaria, relativamente as aquaculturas que
produzem estes bivalves em monocultura. No entanto esta melhoria podia ser ainda maior
utilizando tecnologias que possibilitassem controlar melhor os fatores abioticos, como a
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salinidade e temperatura da agua, que influenciam o desenvolvimento das ostras bem como a
reducdo da concentracdo de bactérias tais como Vibrio spp., E. coli e coliformes totais que
influenciam o estatuto sanitario atribuido a estas culturas, bem como espécies como a
Polydora spp., possibilitando um melhor controlo destes fatores para a producdo das ostras e
utilizando-os para prevenir e dificultar surtos das bactérias e parasitas que as possam infetar,

reduzindo assim o seu valor.

As conclusbes deste estudo apontam para a vantagem da producgdo de ostras em cultivos
multitréficos, contudo carece de continuidade no sentido de se comparar também a nivel dos
caracteres organoléticos, como sabor, cor, cheiro e textura, das ostras das diferentes culturas.
Isto €, uma vez que produzi-las com os peixes traz vantagens a nivel de seu crescimento e
microbiologia, futuramente dever-se-ia caracteriza-las sob o ponto de vista organoléptico de
forma a verificar se estas sdo também mais apelativas, ou pelo menos igualmente apelativas,

para 0s consumidores e consequentemente, compradores.
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PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURA

Métodos utilizados na elaboracdo dos meios de cultura para analise microbiolégica

= Solucdo _de Triptona Sal (OXOID LTD., Basingstone, Hampshire, UK) com
Cloreto de Sodio (MERCK KGaA, Darmstadt, Germany):
Dissolver 1 g de triptona e 8,5 g de cloreto de s6dio num litro de agua destilada,

agitar muito bem até se obter uma mistura homogénea. Distribuir em frascos e
esterilizar em autoclave a 121 °C £ 1 °C durante 15 minutos (pH final de 7,2 + 0,2 a
25 °C). (www.oxoid.com e www.merck.com);

= Meio_de Triptona Bilis_X-Glucoronideo (TBX) (OXOID LTD., Basingstone,
Hampshire, UK):

Dissolver 36,6 g de TBX num litro de agua destilada, aquecer numa placa de
aquecimento com agitacao até o meio ficar completamente dissolvido e deixar entrar
em ebulicdo. Esterilizar em autoclave a 121 °C + 1 °C durante 15 minutos. Deixar
arrefecer até a temperatura de 45 °© - 50 °C e distribuir em placas de Petri estéreis (pH
final de 7,2 £ 0,2 a 25 °C). Apos solidificacdo do meio, as placas sdo armazenadas no
frigorifico, a 5 °C £ 3 °C, por um periodo maximo de uma semana.
(www.oxoid.com).

= Agar _ChromoCult® para Coliformes (CHR) (MERCK KGaA, Darmstadt,

Germany).

Dissolver 26,5 g de CHR num litro de agua destilada esterilizada, aquecer numa
placa com agitacdo. Por vezes pode surgir alguma turvacdo, mas isso ndo afeta do
desempenho do meio. N&o se faz a esterilizagdo na autoclave e ndo se deve aquecer
demasiado (pH final de 6,8 + 0,2 a 25 °C). Deixar arrefecer até a temperatura de 45 °©
- 50 °C e distribuir em placas de Petri estéreis. Apds solidificacdo do meio, as placas
sdo armazenadas no frigorifico, a 5 °C + 3 °C, por um periodo de uma semana.
(www.merck.com).

= Agar_Triptona de Soja (Meio TSA) (OXOID LTD., Basingstone, Hampshire,
UK).
Dissolver 40,0 g de TSA num litro de agua destilada, aquecer numa placa de

aquecimento com agitacao até o meio ficar completamente dissolvido e deixar entrar

em ebulicdo. Distribuir por tubos. Esterilizar em autoclave a 121 °C £+ 1 °C durante
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15 minutos (pH final de 7,3 £ 0,2 a 25 °C). Apds solidificacdo do meio, os tubos sédo
armazenadas no frigorifico, a 5 °C £ 3 °C, por um periodo maximo de uma semana.
(www.oxoid.com).

= Minerals modified glutamate médium (MMGB) (OXOID LTD.):

- Concentracdo dupla: Dissolve-se 12,7g de glutamato de sodio LP0124 e 22,79 de
MMGB em 11 de &gua destilada contendo 5g de cloreto de amonia. Misturar até
dissolver completamente. Esterilizar na autoclave durante 10 minutos a 116 ° C,
em alternativa calor a 100 ° C durante 30 minutos em trés dias sucessivos.

- Concentracdo simples: Dissolve-se 6,4 g de sodio glutamato LP0124 e 11,4 g de
MMGB, em 1l de 4gua destilada contendo 2,5g de cloreto de amdnia. Misturar
até dissolver completamente. Esterilizar por autoclave durante 10 minutos a 116
° C, em alternativa calor a 100 ° C durante 30 minutos em trés dias sucessivos

= Meio TCBS (OXOID LTD)
Suspender 88g de TCBS CM0333 em 1 litro de 4gua destilada. Ferva para dissolver o meio

completamente. N&o autoclavar.
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Anexo Il — Metodologia utilizada para a realizacdo da coloracéo histologica
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Coloragdo Hematoxilina e Eosina (45 min)

Tina n? Reagente Tempo Observagoes
1 Xilol 15 min.
2 Xilol 6 Imersdes
3 Alcool 100% 6 Imersdes
4 Alcool 100% 6 Imersdes
5 Alcool 96% 6 Imersdes
6 Alcool 70% 6 Imersdes
7 Alcool 50% 6 Imersdes
8 Agua destilada 2 min.
9 Hematoxilina 10 min. Pode ser necessdrio mais tempo
10 Agua da torneira 5 min.
11 Alcool 4cido 2 min.
12 Agua da torneira 5 min
13 Alcool 96% 3 min
14 Eosina 30 seg. Pode ser necessario mais tempo
15 Agua da torneira 30 seg. Enxaguar
16 Alcool 96% 6 Imersdes
17 Alcool 96% 6 Imersdes
18 Alcool 100% 6 Imersdes
19 Alcool 100% 6 Imersdes
20 Xilol Cerca de 25 min
21 Xilol até montagem
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