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Resumo

A concentracdo de dioxido de carbono atmosférico tem vindo a aumentar, passando de
niveis de cerca de 280ppm, no inicio da revolucdo industrial para cerca de 380ppm
actualmente, devido principalmente a queima continua de combustiveis fosseis. Com o
aumento da pressdo de CO, na atmosfera aumenta a sua diluicdo no oceano, causando a
reducdo dos valores de pH. Esta “acidificacdo” da agua do mar afecta muitos
organismos marinhos, principalmente os com estruturas calcificadas, como bivalves,
que se dissolvem em pH mais acidos. Para além disso, a reducdo de pH ¢é
potencialmente causadora de stress fisioldgico sobre os organismos, com consequéncias
em vérias fases do ciclo de vida. Assim, este estudo teve por objectivo analisar, em
laboratdrio, o efeito potencial da reducdo de pH, em 0,4 e 0,7 unidades, tal como
previsto nos relatorios do IPCC (International Panel for Climate Change), na
gametogénese e sucesso reprodutivo do mexilhdo, Mytilus edulis. A experiéncia
abrangeu apenas um periodo de reproducéo, pelo que uma analise mais conclusiva sobre
os efeitos da acidificacdo sobre a reproducdo desta espécie € necessaria para uma
consolidacdo dos resultados obtidos. Alguns dos indicadores estudados (p.ex. o indice
gonado-somatico, o didmetro dos odcitos e o racio sexual) variaram substancialmente
durante a experiéncia, embora essa variacdo ndo pareca estar relacionada com o0s
diferentes niveis de pH. No entanto, a diferenca observada nos estados de gametogénese
das fémeas sugere um retardamento da desova no tratamento de acidificacdo mais
extremo (pH-0,7). O desfasamento do desenvolvimento da gdénada entre 0s sexos
afigura-se assim como um potencial efeito da acidificagdo por CO, no sucesso

reprodutivo de M. edulis.

Palavras-chave: alteracGes climaticas, acidificacdo, reproducdo, gametogénese, Mytilus
edulis,



Abstract

The concentration of atmospheric carbon dioxide has been increasing, from levels of
around 280 ppm, in the beginning of industrial revolution to around 380ppm in the
present day, mainly due to continued burning of fossil fuels. With the increase of
atmospheric concentrations, more CO, dissolves on the ocean, causing a reduction in
pH values. This “acidification” of the sea water affects many marine organisms,
especially the calcified, like bivalves, whose shells may dissolve at lower pH values. In
addition, the pH reduction has the potential to cause physiological stress on the
organisms, with consequences at various stages of the life cycle.

The main objective of this study was to analyze, in laboratory controlled experiment,
the potential effect of reductions of pH, by 0,4 and 0,7 units, as predicted in the reports
of the IPCC (International Panel for Climate Change), on the gametogenesis and
reproductive success in mussel (Mytilus edulis). This experiment covered only one
reproductive period, so a more conclusive study on the effects of acidification in the
reproduction of this specie is necessary for a consolidation of results. Some of the
indicators studied (eg. gonadsomatic- index, oocyte diameter and rex ratio) varied with
substantially during the experiment, although the observed differences cannot be
directly attributed to the different levels of pH. Nevertheless, the differences observed in
the maturation stages of females suggests a delay of spawning in the most extreme
acidification treatment (pH-0,7). Desynchronized gametogenic development constitutes,
therefore, a potential effect of ocean acidification on the the reproductive success of M.

edulis.

Key words: climatic change, acidification, reproduction, gametogenesis, Mytilus edulis
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1 Introducao

1.1 Acidificacdo da agua do mar por aumento da concentracdo de
CO,

Desde o inicio da revolucdo industrial que a concentracao de dioxido de carbono (CO,)
atmosférico tem vindo a aumentar, passando de niveis de cerca de 280 ppm, no inicio da
revolucdo industrial (séc. XVIII) para cerca de 380ppm nos dias de hoje (Feely et al.
2004). Este aumento é devido principalmente & queima continua de combustiveis
fosseis associada as actividades humanas (Beesley et al. 2008). Cerca de 50% de todo o
CO, produzido pelas actividades humanas penetra na superficie dos oceanos e é
transportado pelas correntes oceanicas para aguas mais profundas. O oceano funciona
como um reservatorio natural de carbono. Este processo pode reduzir, assim, a
acumulacdo atmosférica de CO,, induzindo a uma diminui¢cdo do aquecimento global
mas provocando por outro lado uma acidificacdo dos oceanos (Sabine et al. 2004).

A acidificagdo dos oceanos pode ser definida como uma alteracdo quimica da &gua do
mar conduzida pelos inputs quimicos da atmosfera, sendo estes de carbono, nitrogénio e
componentes de enxofre (Guinotte & Fabry 2008), que resulta na reducdo do pH.
Assim, quanto maior a dissolucdo destes gases nos oceanos maior sera a reducao do pH
e consequentemente a acidificagdo do meio. A dissolucdo do CO, na agua do mar gera
acido carbdnico, levando a um aumento de iGes hidrogénio, o que provoca a diminuicao
do pH, e de ides de bicarbonato (ao diminuir a concentracdo dos i6es carbonato, o que
gera implicacBes bioldgicas para 0s organismos marinhos que requerem minerais de
carbonato nas suas conchas e esqueletos (Raven 2005b). Estima-se que este processo
tenha reduzido o pH do oceano em cerca de 0,1 unidades, até aos dias de hoje,
relativamente aos valores registados antes da revolucdo industrial, no séc. XIX (Orr et
al. 2005). No entanto, o continuado aumento das emissdes de CO, para a atmosfera e a
deflorestacdo sdo factores considerados pelo IPCC para estabelecer um cenéario de
decréscimo dos valores de pH que podera ser de 0,4 unidades até ao final do século 21 e
0,7 unidades até 2250 (Caldeira & Wickett 2003). Segundo Feely et al. (2004), o pH dos
oceanos podera atingir valores que nao terdo ocorrido durante os ultimos 20 milhdes de
anos. Alteragdes desta ordem de grandeza naturalmente afectam os organismos

marinhos, principalmente aqueles com estruturas calcificadas, ja que séo dissoluveis em



meios acidos, tais como corais, foraminiferos, moluscos e equinodermes (Guinotte &
Fabry 2008).

Para se compreender o efeito da acidificagdo do oceano a nivel de uma espécie é
importante determinar quais os estados do ciclo de vida que sdo mais sensiveis a estas
mudancas do ambiente. Usualmente, sdo os estados reprodutivos e larvares que sdo
mais afectados com as mudancas do ambiente (Alonso et al. 2007), sendo que o stress
ambiental pode afectar a altura da desova, a qualidade dos gametas e o sucesso da
fertilizacdo (Schreck 2001). De acordo com Gosselin & Qian (1997) a mortalidade dos
invertebrados marinhos, incluindo os organismos bentonicos calcificados, excede 0s

90% durante o estado larvar no seu habitat natural.

1.2 Efeitos da acidificacéo na reproducao dos organismos marinhos
Quando expostos a altos niveis de CO, e baixo pH, muitos organismos conseguem
regular o seu sistema acido-base através de um efeito tampdo do ido bicarbonato intra e
extracelular (Portner et al. 2005). Por sua vez, a longo-prazo, o custo energético destes
mecanismos pode ter consequéncias noutros processos fisioldgicos (Michaelidis et al.
2005). Caso haja uma incompleta regulacdo do balanco &cido-base, o crescimento e
reproducdo podem ser afectados directamente (Portner et al. 2005).

O aumento de CO; na 4gua do mar, a diferentes niveis, tem impactos no ciclo de vida
dos organismos bentoénicos calcificados em diferentes estados ontogénicos tendo como
consequéncia a alteracdo da sua distribuicdo e a diminuicdo da abundéncia. Como tal,
impactos na fertilizagdo e reproducdo podem directamente causar o aumento da
mortalidade e a diminui¢do do tamanho da populacdo (Kurihara 2008).

A energia investida nos gametas e na reproducdo é acompanhada por custos fisioldgicos
cuja energia € retirada das reservas, no entanto em ambientes de stress pode ocorrer a
libertagdo dos gadmetas ou a sua reabsorcdo (Stoeckmann & Garton 2001). Assim, a
exposicao a agua acidificada pode levar os organismos a reabsorverem 0s seus gametas
como uma estratégia de sobrevivéncia para poupanca de energia (Bibby et al. 2008;
Fabry et al. 2008). Um estudo recente efectuado na Ria Formosa sugere que a
acidificacdo da agua do mar causada pelo CO, pode causar um atraso na gametogénese

em ameijoa-boa, Ruditapes decussatus (Range et al. 2011).



1.3 Reproducéo de Mytilus spp

Um dos organismos que tém merecido especial atencdo quanto as alteragdes climaticas
e acidificacdo dos oceanos sdo os bivalves e particularmente os mexilhdes (Michaelidis
et al. 2005; Berge et al. 2006; Gazeau et al. 2010). De facto os mexilhdes séo
calcificadores com elevada importdncia econdémica. S&o também considerados
“engenheiros do ecossistema” (sensu Jones, Lawton, & Shachak 1994), uma vez que o
seu bisso reforca a estabilidade do sedimento e fornece habitat a pequenos invertebrados
ou “fauna criptica”, sendo ainda uma importante fonte de alimento para outros
organismos como aves e humanos (Nagarajan, Lea, & Gosscustard 2006).

Os mexilhdes sdo geralmente didicos, ja tendo havido referéncia de casos de
hermafroditismo (Seed, 1969). Normalmente produzem gametas e desovam pela
primeira vez quando tém cerca de um ano de idade. Em condigdes ambientais adversas
podem, contudo, apresentar taxas de crescimento reduzidas e a maturidade sexual por
vezes ndo é atingida antes dos dois anos de idade (Newell 1989).

A gametogénese, a desova e 0 armazenamento de nutrientes fazem parte de um processo
integral denominado ciclo reprodutivo. Este ciclo é resultado de um complexo balanco
entre factores exdgenos (ex: disponibilidade de alimento, temperatura, salinidade,
duracdo da exposicdo ao ar, pH) e factores enddgenos (reservas de nutrientes, ciclo
hormonal e genétipo) (Seed 1969). Assim sendo, a interac¢do entre estes factores
assegura a sincronizacdo do desenvolvimento dos gametas dentro da populacdo (Newell
1989). Existem vérios indices utilizados para se determinar eventos gametogénicos nos
bivalves, tais como: variagdo sazonal do didmetro do odcito, uma vez que esta medida
estd associada aos estados gametogénicos (Maloy 2001); diminuicdo drastica do peso
seco em cinzas do tecido mole (Mallet & Carver 1995); o indice gonado-somatico, que
é considerado o método mais eficiente para se fazer uma avaliacdo do estado de
desenvolvimento sexual do individuo (Blanco, Suarez, & San Juan 2006); e o indice de
condicdo (Joaquim et al. 2008), que considera ndo s6 a quantidade de gametas mas
também a quantidade de tecido conjuntivo no manto (Duinker et al. 2008).

A preé-vitelogenese (i.e formacdo de oogonias e espermatogonias) ocorre durante o
Inverno até ao inicio da Primavera, aquando da disponibilidade de alimento é menor. A
energia utilizada para este acontecimento é suportada por reservas de glicogénio

requeridas durante o periodo de pos-desova (Newel & Hilbish 1982; Thompson &



Sciences 1984) e armazenadas em células especializadas, designadas de
adipogranulares, do tecido conjuntivo do manto (Bayne, Gabbott, & Widdows 1975).

A vitelogénese (estado final da gametogénese, quando os espermatécitos e 0s 00citos
estdo formados), usualmente ocorre num periodo relativamente curto de algumas
semanas no final da Primavera (Newell 1989). A energia utilizada neste processo, tal
como na pré-vitelogénese, € retirada das reservas de glicogénio ou de alimento ingerido.
Os gametas estdo entdo prontos para serem libertados no entanto, se a desova for
retardada, os gametas degeneram-se e sdo reabsorvidos (Newell 1989). A quantidade de
glicogénio armazenado durante o periodo de repouso pode, também, influenciar a
fecundidade, a qualidade dos odcitos e o desenvolvimento larval (Fearman &
Moltschaniwskyj 2010).

Na altura da desova a gonada ocupa uma parte consideravel do peso do corpo, podendo
contribuir com cerca de 35% para o peso edivel (Widdows, Fieth, & Worrall 1979). A
gonada estende-se por quase todo o corpo do mexilhdo excepto o pé, brénquias e
musculos (Sprung 1983). Assim sendo, os tecidos de reserva do glicogénio decrescem
no manto durante a gametogénese e aumentam nos periodos de repouso (Lubet 1959).
Nesta fase, o0 sexo dos mexilhdes pode ser distinguido através da coloracdo da gonada,
cor eshranquigada para 0s machos e alaranjada nas fémeas (Figura 1) (Yeats, Gagneé, &
Hellou 2008).

g

Figura 1: Mexilhdo maduro, macho e fémea aberto, cuja valva contém a gbnada e outros tecidos da parte

edivel; m= macho, f= fémea, g= gbnada (Mikhailov, Torrado, & Méndez 1995).



A fecundacéo € externa: as fémeas libertam milhares de ovos para a coluna de agua que
sdo fecundados pelos espermatozoOides que sdo simultaneamente libertados pelos
machos (Newell 1989).

1.4 Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis

Actualmente, a existéncia de Mytilus edulis (Linnaeus, 1758) e M. galloprovincialis
(Lamarck, 1819) é um assunto em discussdo, uma vez que ndo se sabe se se trata de
duas espécies distintas, ou da mesma espécie ou de duas sub-espécies de M. edulis, uma
vez que sdo muito similares podendo apresentar algumas distin¢des (Villalba 1995).
Segundo Skibinski, Beardmore & Cross (1983) os mexilhdes azuis (nome comum) do
género Mytilus consistem num taxon complexo e bem diferenciado. Como tal, M. edulis
e M. galloprovincialis diferem morfologicamente (McDonald, Seed, & Koehn 1991),
fisiologicamente (Hilbish 2005) e geneticamente (Skibinski, Beardmore, & Cross
1983). No entanto sdo conhecidos por hibridar, uma vez que co-habitam em algumas
areas, como as costas norte, sul e oeste da Irlanda e costas norte e oeste da Franca
(Lépez et al. 2002). Embora possam hibridar, apresentam identidades genéticas
relativamente distintas, principalmente porque as suas formas taxondmicas e as suas
caracteristicas estdo fisiologicamente adaptadas a diferentes provincias biogeograficas
(Schneider et al. 2005; Smietanka et al. 2004). Segundo Seed (1976), existem duas
teorias diferentes sobre a sua existéncia geografica. Uma delas considera que o M.
edulis estende-se por toda a costa atlantica desde a Europa até ao norte de Africa e a
outra considera que o M. galloprovincialis é o mexilhdo predominante na costa atlantica

da Peninsula Ibérica.

1.5 Objectivos

Com este estudo pretendeu-se avaliar experimentalmente o efeito da acidificacdo agua
do mar por CO, na gametogenese de Mytilus edulis. De acordo com 0s cenarios
indicados pelo IPCC até final do século XXI, as redugdes de pH testadas foram de -0,4
e -0,7 unidades relativamente ao pH natural. As variaveis de resposta consideradas
foram, especificamente: o indice de condicdo, indice gonado-somético, estado de
maturagdo, didmetro dos odcitos, evolucdo temporal do estado reprodutivo e récio

sexual e composicdo da concha.



2 Metodologias

2.1 Amostragens

Em 30 de Margo de 2010 foram recolhidos cerca de 600 mexilhdes, na praia do Farol,
ilha da Culatra (Latitude: 36°58'15,02"E; Longitude: 7°51'58,95"0). Destes foram

retirados cerca de 15 machos e 15 fémeas para determinacGes de histologia e

bioquimica. Os restantes individuos foram para o sistema de cultivo em condicfes de

pH controlado, instalado na Estacdo de Moluscicultura do INRB/IPIMAR, em Tavira.

Utilizaram-se trés niveis de pH: dois niveis de pH reduzido, em -0,4 e -0,7 unidades

relativamente ao pH normal da agua e um terceiro em que o pH néo foi manipulado (pH

controlo). Os mexilhdes foram divididos por 9 tanques de 15 litros (3 replicados de cada

tratamento), com cerca de 60 individuos em cada tanque com sistema aberto e adi¢ao de

CO,. Nos meses seguintes foram feitas novas amostragens do meio natural e dos

mexilhdes do sistema de cultivo (Tabela 1).

Tabela 1: Desenho experimental de todas as determinacfes efectuadas ao longo de toda a experiéncia.

AMN: amostragem do meio natural; AT: amostragem dos tanques (2011)

Marco Abril Maio Junho Julho Agosto
indice de AMN AMN AMN AMN AMN AMN
Condicao

Indice Gonado- | AMN | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT
Somético
Histologia AMN | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT
Peso concha AMN | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT
seca
Bioquimica AMN | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT | AMN; AT
Total de AMN: | AMN:30 | AMN:30 | AMN:30 | AMN:30 | AMN: 30
mexilhdes 60
AT 36 AT: 90 AT: 90 AT: 90 AT: 90

2.2 Sistema de cultivo

Foi utilizada agua da Ria Formosa, previamente filtrada e arejada durante cerca de 2 a 3

dias, para estabilizar a concentragdo em oxigénio dissolvido e os valores de pH durante
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a experiéncia. Utilizou-se um sistema de fluxo continuo, regulado manualmente por
uma vélvula de PVC, para minimizar a interferéncia dos residuos metabdlicos dos
organismos. Cada nivel de pH foi replicado em trés tanques de 15l, com um caudal de
cerca de 140ml/min. Os tanques dos diferentes tratamentos foram intercalados e a sua
posicao alterada de duas em duas semanas, para evitar qualquer artefacto experimental
devido a disposicéo espacial.

O controlo de pH da &gua do mar, nos tanques de pH reduzido, foi feito através da
difusdo do CO, puro em reactores fechados (Aqua Medic — reactor 1000), instalados no
abastecimento de agua, antes dos tanques experimentais. O fluxo de gas do tanque de
CO, para o reactor foi controlado por um sistema de controlo de pH (Aqua Medic AT
Control), que abria ou fechava a electro-valvula quando as leituras de pH, dos tanques
experimentais, estavam 0,1 unidades abaixo ou acima dos valores pré-determinados.
Estes valores pré-determinados foram definidos em relacdo aos valores de pH medidos
nos tanques de controlo e ajustados manualmente quando era necessario.

A temperatura, a salinidade e o pH foram monitorizados, de 3h em 3h, durante a
experiéncia usando eléctrodos Aqua Medic e um controlador de dados. As leituras
automaticas foram validadas com uma multisonda YSI 556.A salinidade foi calibrada
com um salinébmetro Autosal, usando &gua standart IAPSO com uma variacdo de
coeficiente de 0,003%. Os eléctrodos de pH foram regularizados com agua tampdo Tris
(com uma forca i6nica de 0,7M), com uma precisdo de 0,14%.

O alimento disponibilizado aos mexilhdes foi produzido na Estacdo de Moluscicultura
de Tavira onde decorreu a experiéncia e era composto por uma mistura de razéo 1:1 de
2 litros de microalgas Isochrysis galbana (clone T-ISO) e Chaetoceros calcitrans, com
uma concentracdo de cerca de 2,0 x 10° na manga de cultivo. O alimento era adicionado
aos tanques duas vezes ao dia, para garantir que nunca era limitante para os individuos.
Os tanques foram limpos dois dias por semana, utilizando &gua doce, sem adicdo de

qualquer outro produto.

2.3 Histologia

Apbs cada amostragem, as gonadas foram retiradas com um bisturi, pesadas
individualmente numa balanca AND de precisdo de +0,01g e colocadas em cassetes de
histologia, marcadas previamente. Seguidamente foram fixadas durante 48h em fixador

Davidson (Howard & Smith 1983). Decorridas as 48h as amostras foram lavadas em

7



agua corrente durante cerca de 1lh e conservadas em alcool 70° de acordo com
procedimento descrito por Herrmann et al. (2009).

Posteriormente (cerca de 1 a 2 semanas depois) foi feita a desidratagdo das amostras
num processador de tecidos Leica Jung 1020 e a inclusdo destas em parafina num
dispensador Leica EG1140H (Joaquim et al. 2008). As gonadas em parafina foram
cortadas, numa espessura de 7 um, utilizando para tal um micrétomo Leica RM 2155.
Foram feitos entre 2 a 6 cortes, dependendo do tamanho da génada, que foram
colocados, com utilizacdo de um pouco de albumina para facilitar a montagem, em
laminas identificadas (Maloy 2001). Posteriormente, os cortes foram desparafinados e
desidratados em sucessivos banhos de xilol e etanol com concentragdes decrescentes,
desde 100% a 50% (Alonso 2007). Os cortes histologicos das goénadas foram corados
com hematoxilina-eosina. A montagem entre lamina e lamela foi feita com resina
sintética (DPX) (Howard & Smith 1983; Maloy 2001).

2.4 ldentificacdo dos estados de gametogénese

Depois de secas as amostras foram observadas num microscopio numa ampliacdo de
100x, procedendo-se a identificacdo dos estados de maturacdo de cada individuo,
baseado na escala de Duinker (2008), uma vez que foi a que mais se adequou as
caracteristicas histologicas observadas. Foi acrescentado o estado 4 (desova) uma vez
que a escala de Duinker (2008) nédo caracterizava este estado. Os o6citos foram também
medidos com uma ocular micrométrica. Foram considerados 0s seguintes estados
(Figura 2):



Estado 0 (repouso): estado dominado por tecido do manto, identificando-se pouco tecido

gonadal. Normalmente ndo se consegue identificar o sexo. As células acini, nas fémeas,

podem ser identificadas se existirem odcitos em estado pré-vitelogenése. Ja nos machos as

células acini podem ser identificadas pela presenca de células de esperma em estado inicial,

espermatideos ou espermatozaides.

I/
5%

(%
nr o
- o—o

Estado 1 (inicio gametogénese): as células acini sdo facilmente identificados e o sexo é

facilmente determinado. Muitos odcitos estdo no inicio da vitelogénese e alguns ja estdo
maturos. Nos machos as células imaturas do esperma ocupam pelo menos metade das
ceélulas acini. Os gametas maturos residuais podem ser observados individualmente,

recuperando da desova.



Estado 2 (gametogénese): muitos odcitos estdo em vitelogénese avancada, com granulos do

vitelo e o involucro da célula visiveis mas ainda agarrados as paredes das células acini. A
maior parte dos o6citos ja estdo soltos e bastante maturos. Os machos tém mais espermatideos

mas ainda possuem muitas células de esperma imaturas.

Estado 3 (maturo): este estado é muito similar ao estado 2 mas a propor¢do de gametas

maturos nas células acini é maior e a proporcdo de tecido gonadal em relacdo ao tecido

conjuntivo é normalmente maior.
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Estado 4 (desova): emissdo total ou parcial dos gametas. Neste estado observam-se

algumas células maduras juntamente com bastante tecido conjuntivo, conseguindo-se

identificar o sexo dos individuos devido a presenga de o6citos ou espermatozoides.

Figura 2: Identificacdo de todos os estados de maturacéo de fémeas e machos ao microscopio. A- fémea
estado 0; B- macho estado 0; C- fémea estado 1; D- macho estado 1; E- fémea estado 2; F- macho estado

2; G- fémea estado 3; H- macho estado 3; I- fémea estado 4; J- macho estado 4. Escala: 100 um

2.5 Indice de condic&o (IC)

2.5.1 Individuos do meio natural

Os individuos provenientes do meio natural foram pesados numa balanca de precisdo
AND de +0,01g e medidos com uma craveira com uma precisdéo de 0,01mm.
Seguidamente retirou-se toda a parte edivel com um bisturi e colocou-se num cadinho
previamente pesado na mesma balanca de precisdo. Posteriormente colocou-se tudo a

secar numa estufa a cerca de 60°C, durante 24h.

O indice foi calculado através da seguinte formula (Labarta et al. 2005):

IC= (peso seco parte edivel/ peso seco concha)

2.5.2 Individuos do sistema de cultivo

Aos individuos provenientes do sistema de cultivo foi-lhes retirada a parte edivel para a
analise histoldgica. Nao foi feito indice de condicdo para estes individuos, uma vez que
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Ihes foi retirada a gonada para os estudos histologicos e bioquimicos e para o indice de

condicdo é necessaria toda a parte edivel incluindo a gbnada.

2.6 Indice gonado-somatico (IGS)

O indice gonado-somatico € o método considerado mais eficiente para se fazer uma
avaliacdo do estado de desenvolvimento sexual do individuo. Foi calculado este indice
para se ter uma ideia mais clara sobre o desenvolvimento da gonada de cada individuo.
A parte edivel dos individuos do sistema de cultivo foi retirada com um bisturi e pesada
numa balanca de precisdo AND de +0,01g, juntamente com as génadas. Posteriormente

estas foram pesadas individualmente na mesma balanca.

O indice foi calculado atraves da seguinte formula (Grant & Tyler 1983):

IGS: (peso da gbnada) / (peso da génada + peso da parte edivel)

2.7 Inducéo de postura

A inducdo da postura foi efectuada a 9 de Setembro, depois de todas as amostragens
realizadas, por choque térmico. 18 individuos de cada tratamento, juntamente com
individuos provenientes do meio natural foram retirados dos tanques de diferente pH e
colocados a -4°C durante cerca de 24h, apds o que foram colocados em tanques
diferentes com agua aquecida a cerca de 28°C. Passado uma hora, 0s mexilhdes foram
colocados novamente a -4°C durante cerca meia hora e passado o tempo, colocados
novamente a 28°C. Estes choques térmicos foram repetidos 3 vezes. Simultaneamente
efectuou-se uma escarificacdo de um mexilhdo, neste caso macho, deitando-se aos
poucos a suspensdo de esperma nos tanques a fim de estimular a desova (Utting &
Spencer 1991). Nao houve sucesso com este procedimento, ndo havendo qualquer taxa

de desova.

2.8 Composicao da concha

Depois de retirada a parte edivel, as conchas foram secas durante 24h a 60°C, para
determinar o peso seco (Michaelidis et al. 2005). Decorridas 24h pesaram-se as conchas
numa digital AND com precisdo de +0,01g. O peso inorganico foi determinado pela

pesagem das conchas depois de queimadas na mufla durante 14 horas a 450°C. O peso
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organico da concha foi determinado subtraindo o peso inorganico ao peso Seco
(Michaelidis et al. 2005).

2.9 Analise de dados

As hipdteses acerca dos efeitos da acidificacdo por CO, na gametogenese dos mexilhdes
foram testadas por andlises de variancia (ANOVA) de um ou dois factores. As
amostragens em meio natural (AMN) foram sempre consideradas como um controle
assimétrico relativamente aos 3 tratamentos de pH controlado (AT — Amostragem
Tanques), pelo seguinte procedimento:

» as diferencas entre os 4 tratamentos foram determinadas numa ANOVA com
todos os dados; nos casos em que ndo se verificaram diferencas significativas a
andlise foi terminada neste passo;

» as somas de quadrados relativas as diferencas entre os 3 niveis de pH controlado
foram determinadas numa segunda ANOVA, excluindo os dados de AMN;

» A comparacdo a priori AMN vs. AT foi feita subtraindo as somas de quadrados
da 22 ANOVA as da 18,

Em alguns casos, o “Sex0” foi considerado como um segundo factor nas analises, sendo
fixo e ortogonal ao ‘“Tratamento”. Em todas as andlises o pressuposto da
homogeneidade de variancias foi testado pelo teste de Cochran. Diferencas entre médias
foram consideradas significativas para p<0.05. Quando apropriado, foram utilizados
testes de comparacdo mdltipla de médias Student Newman Keuls (SNK), para

identificar grupos que diferiram significativamente.
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3 Resultados

3.1 Parametros fisico-quimicos da agua

Os valores de pH mantiveram-se estaveis, como resultado do controlo automaético
efectuado (Figura 3), existindo uma clara diferenciacdo entre os trés tratamentos. No
entanto, registou-se um aumento dos valores no tratamento pH-0,7 durante o Gltimo
més, como consequéncia de um pequeno aumento de temperatura. Os valores de pH

variaram para os Varios niveis de controlo testados, dentro dos limites estabelecidos.

8.5
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T
o
757 PR T
—CT 04 oo 0.7
7 T T T T T 1
Abr-10 Mai-10  Jun-10 Jul-10  Ago-10  Set-10 Out-10
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> 'I\ S 'y \'|I| g
g 21 l‘“\l;r\,;\\.r W N :.' ‘“ - 32 §
™~ ©
£ 20 - o ?
(&) A - 30
~ 18
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Figura 3: Média diaria de valores para pH (A), temperatura e salinidade (B) para a agua dos tanques

experimentais.

A temperatura variou entre 0s 19.25 °C + 0.144 e o0s 25.67°C £ 0, apresentando algumas

oscilagbes, mas com uma tendéncia crescente durante os 4 meses de duracdo da
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experiéncia. Os valores de salinidade variaram geralmente entre os 29,73 £ 0 e os 33,48

+ 0, havendo um ponto méximo de 38.61 £ 2.5 no més de Agosto.

3.2 Indice génado-somatico (IGS)

Né&o foram registadas diferencas significativas do indice gbnado-somaético (IGS) entre
os 3 niveis de pH considerados. Em contraste, foram detectadas diferencas significativas
entre sexos para todas as amostragens (Tabela 2). De facto, os valores de IGS dos
machos foram consistentemente superiores aos das fémeas, independentemente do
tratamento (Figura 4). Nos individuos do meio natural os valores de IGS mantiveram-se
relativamente constantes ao longo do tempo, enquanto que no sistema de cultivo o IGS
apresentou uma tendéncia decrescente. Assim, a partir do més de Junho os individuos
do meio natural apresentam valores de IGS significativamente superiores aos do sistema
de cultivo, que n&o diferiram entre si (Tabela 2)

Tabela 2: Anélise de variancia para o indice gonado-somético em cada més de amostragem. O sexo e 0
tratamento sdo factores fixos ortogonais; grupos de amostras com heterogeneidade de variancia
(Cochran's tests, p<0.05) sdo marcados #; os asteriscos mostram diferencas significativas, *p < 0.05, **p
< 0.01, ***p < 0.001; n = 3 (AMN: amostragem meio natural; AT: amostragens nos tratamentos; Tr:

tratamento)
Abril Maio Junho # Julho Agosto

Fonte de variagdo gl MQ F MQ F MQ F MQ F MQ F
Tratamento 3

AMN vs AT 1 17791  13.52 0.15 0.04 17348 6441 ™ 14019 6421 " 27315 10645

Entre AT 2 2.65 0.20 2.87 0.73 3.19 1.18 0.16 0.07 3.04 1.18
Sexo 1 60.09 456 ~ 14442  36.59 " 29.02 10.77 ™ 115.07 52.70 " 55.03 21.44 ™
Trvs Sex 3 9.27 0.70 13.68 347 7 1.12 0.41 11.78 5.40 5.37 2.09
Residuo 16 13.16 3.95 2.69 2.18 2.57
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Figura 4: indice gonado-soméatico (média + erro padrdo) para cada més de amostragem. F- fémeas; M-

machos; AMN- amostragem meio natural; CT- controlo; pH: -0,4; pH: -0,7. letras a e b indicam grupos

de médias que diferem significativamente.
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3.3 Indice de condic&o (IC)

Comparando os valores dos dois indices utilizados para quantificar o estado reprodutivo
dos mexilhdes em meio natural (IGS e IC), verifica-se que, embora os valores do IGS
sejam superiores, existe uma relagdo directa entre os dois indices (Figura 5). Quando
um indice aumenta ou diminui o outro também aumenta ou diminui com excepcao do
més de Agosto em que a relacdo € inversa. O valor maximo para ambos os indices
registou-se no més de Junho, sendo o IC = 0,12 + 0,001 e o IGS= 0,209 + 0,005. O IC
apresenta o seu minimo em Maio (0,82 + 0,0009) e 0 IGS em Agosto (0,177 + 0,005).

812 : Médiado IC 025 Médiade IGS
0.1 0.2
0.08 - 0.5 |
0.06 1 01
0.04 - 0.05 -
0.02
O 4
) Abril | M JhJIhAt
Abril | Maio Junho Julho Agosto f aio | Junho | Julho | Agosto
AMN AMN

Figura 5: indice de condicdo (média + erro padréo) e indice gonado- somatico (média + erro - padréo)
para todas as amostragens em meio natural. IC- indice de condicdo; IGS- indice gonado- soméatico; AMN-

amostragens meio natural

3.4 Estados de gametogénese

Na primeira amostragem do meio natural (Abril) os valores médios de estados de
maturacdo ndo apresentavam variagoes significativas entre tratamentos ou sexos (). Em
Maio foi possivel observar maior numero de fémeas em estado maturo no tratamento
pH -0,7, do que nos restantes niveis de pH ou no meio natural. Em relacdo aos machos,
ndo houve diferencas significativas, o que resulta na interac¢do observada (Tr x Sex -
Tabela 3). A partir do més de Junho verificaram-se diferencas significativas apenas
entre 0s sexos, sendo que o estado de maturacdo das fémeas foi consistentemente
inferior ao dos machos, para todos os tratamentos. Esta tendéncia acentuou-se nos
meses de Julho e Agosto, em que a larga maioria das fémeas se encontrava em estado
zero, enquanto o0s machos se encontram maioritariamente no estado 2,

independentemente do tratamento.
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Figura 6: Estados de maturacdo (média + erro padrdo) em cada més de amostragem. F- fémeas; M-
machos. AMN- amostragem meio natural; CT- controlo; pH: -0,4; pH: -0,7. letras a e b indicam grupos de

médias que diferem significativamente.

18



Tabela 3: Analise de variancias para o estado de maturacdo em cada més de amostragem. O sexo e 0
tratamento sdo factores fixos ortogonais; grupos de amostras com variancia de heterogeneidades
(Cochran's tests, p<0.05) sdo marcados#; os asteriscos mostram diferencas significativas, *p < 0.05, **p <
0.01, ***p <0.001;n=3

Abril # Maio Junho Julho Agosto #

Fonte de variagdo  df MQ F MQ F MQ F MQ F MQ F
Tratamento 3

AMN vs AT 1 0.13 0.27 15.12 6.08 ~ 0.91 1.05 0.26 0.23 0.57 0.69

Entre AT 2 0.68 1.45 0.48 0.19 2.23 2.60 0.39 0.35 0.59 0.71
Sexo 1 0.60 1.27 0.23 0.93 6.32 736 " 1617 1439 T 11.82 1432 ™
Tr vs Sex 3 0.56 1.19 8.32 335 7 0.15 0.17 0.62 0.55 0.53 0.64
Residuo 16 0.47 2.49 0.86 1.12 0.83

3.5 Diametro dos odcitos

Na primeira amostragem nao se registaram diferencas significativas do tamanho médio
dos odcitos (Tabela 4). No més de Maio os individuos do meio natural apresentaram
valores significativamente inferiores aos do sistema de cultivo (Tabela 4) e o tratamento
pH: -0,7 apresentou os valores mais elevados (Figura 5). A partir de Junho o tamanho
médio dos odcitos é consistentemente superior nos individuos de meio natural, embora
essa diferenca ndo seja significativa. Para o0 més de Agosto a maioria das fémeas
encontrava-se no estado de maturacdo zero, ndo existindo, assim, o6citos para serem
medidos com excepcao dos bivalves recolhidos no meio natural e do tratamento de pH:
-0,4 em que existiam alguns odcitos mas pequenos. O valor maximo dos o0citos
medidos no meio natural foi de 60 pum £ 0,05 no més de Abril e o valor minimo foi de
36 um + 0,04, em Agosto. J& para o sistema de cultivo o valor maximo foi de 63 um +
0,04 para o tratamento de controlo no més de Abril e o valor minimo foi de 36 um *

0,04 para o tratamento de pH: -0,4 no més de Agosto.

Tabela 4: Andlise de variancias para o tamanho médio dos 6ocitos em cada més de amostragem; o
tratamento é um factor fixo; grupos de amostras com heterogeneidade de varidncias (Cochran's tests,
p<0.05) estdo identificados com #; os asteriscos denotam diferencas significativas, *p < 0.05, **p < 0.01,
***p<0.001;n=2

Abril # Maio Junho # Julho Agosto
Fonte de variacdo gl MQ F MQ F MQ F MQ F MQ F
Tratamento 3
AMN vs AT 1 7415 0.26 75.43 14.41 * 449.60 3.13 1853.78 4.57 60.49 0.27
Entre AT 2 337.04 1.18 32.53 6.21 265.98 1.85 193.83 0.48 193.83 0.87
Residuo 8 286.21 5.24 143.60 405.32 224.07
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Figura 7: Didmetro dos docitos (média + erro padrdo) para cada més de amostragem; AMN- amostragem

meio natural. AT- mostragem tanques (CT-controlo; pH: -0,4; pH: -0,7). As letras a e b identificam

grupos que diferiram significativamente (p<0,05).
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3.6 Evolucéo temporal do estado reprodutivo e racio sexual

Os mexilhGes mantidos no sistema de pH controlado apresentaram alteracdes
acentuadas no estado gametogénico das gonadas e um decréscimo do indice gonado-
somatico ao longo da experiéncia, independentemente do nivel de pH (Figura 8). O
padrdo foi particularmente claro para as fémeas sendo que, a partir de Julho, a maioria
(80% a 124%) se encontrava em estado zero (repouso). J& em relacdo aos machos
verificou-se em Agosto, no meio natural e no pH controlo, 0 mesmo numero de
individuos nos estados zero e 4. Nos individuos do meio natural a alteracdo do estado
gametogénico, ao longo do tempo foi pouco notével.

O réacio sexual (n° machos / n° fémeas) variou consideravelmente ao longo da
experiéncia (Figura 8). De facto, nos meses de Abril, Maio e Junho o racio aproxima-se
de 1, ndo existindo diferencas significativas entre tratamentos (Tabela 5). J& nos meses
de Julho e Agosto récio difere significativamente entre os individuos do meio natural
(AMN: M > F) e os do sistema de pH controlado (AT: F> M), independentemente do
nivel de pH.
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Figura 8: Gréficos A, C, E e G — media do nimero de individuos em cada estado de maturagdo em cada

més de amostragem. F- fémeas, M- machos; Gréaficos B, D, F e H — indice gonado- soméatico (média +

erros padrdo) para cada més de amostragem. F- fémeas; M- machos; Numero de individuos amostrados

em Abril =36; restantes meses =90
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Tabela 5: Analise de variancias para o racio sexual em cada més de amostragem. O tratamento é um
factor fixo; grupos de amostras com heterogeneidade de variancias (Cochran's tests, p<0.05) estdo
identificados com #; os asteriscos denotam diferencas significativas, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001;
n=3

Abril Maio Junho Julho Agosto #
Fonte de Variacdo gl MS F MS F MS F MS F MS F
Tratamento 3
AMN vs AT 1 0.04 0.03 0.29 1.88 0.20 0.43 580 50.08 ™" 3.58 773 7
Entre AT 2 1.26 1.04 0.00 0.00 0.74 1.59 0.08 0.73 0.95 2.04
Residuo 8 1.22 0.15 0.46 0.12 0.46

3.7 Composicao da concha

Nos meses de Maio e Agosto os individuos do meio natural apresentaram valores
médios de peso seco da concha significativamente superiores aos do sistema de pH
controlado, que nédo diferiram entre si (Tabela 6A). No més de Maio a média para o
meio natural foi de 9,099 + 0,179 g e para o pH controlado de 7,057 £ 0,284 g. Para o
més de Agosto a média para 0 meio natural foi de 9,293 £ 0,222 g e para pH controlado
foi de 7,862 £ 0,371 g.

O peso da concha para os individuos do meio natural é superior para os individuos com
maior peso de matéria organica (Figura 9A) e menor peso de matéria inorganica (Figura
9B). Para 0 peso da matéria organica as diferencas foram significativas em todas as
amostragens, excepto em Julho (Tabela 6C). Relativamente ao peso da matéria
inorganica, as diferencas foram significativas apenas no més de Maio (Tabela 6B).
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Tabela 6: Analise de variancias para 0 peso seco da concha (A); peso inorganico (B) e peso organico (C)
em cada més de amostragem. O tratamento é um factor fixo; grupos de amostras com heterogeneidade de

variancias (Cochran's tests, p<0.05) estdo identificados com #; os asteriscos denotam diferencas

significativas, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; n=3

A Abril Maio Junho Julho Agosto
Fonte de variacdo gl MQ F MQ F MQ F MQ F MQ F
Tratamento 3
AMN vs AT 1 010 0.04 93.82 1899 ™ 245 0.15 0.13 0.01 48.75 5.66
Entre AT 2 590 2.34 10.30 2.08 5.96 0.37 7.81 0.68 16.57 1.92
Residuo 8 252 4.94 1.00 16.20 11.42 8.61
B Maio Junho Julho Agosto
Fonte de variagdo gl MQ F MQ F MQ F MQ F
Tratamento 3
AMN vs AT 1 38.68 8.87 * 17.17 111 12.65 1.20 28.67 3.73
Entre AT 2 0.97 0.22 0.58 0.04 0.70 0.07 1.56 0.20
Residuo 8 4.36 15.49 10.56 7.69
C Maio Junho Julho Agosto
Fonte de variacdo gl MQ F MQ F MQ F MQ F
Tratamento 3
AMN vs AT 1 55419 1250 " 317.48 11.00 © 27.29 0.14 160.60 12.56
Entre AT 2 10.30 0.23 251 0.09 451.99 2.25 15.02 1.17
Residuo 8 44.33 28.87 201.22 12.79
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Figura 9: Relacdo do comprimento da concha com: (A) o peso organico da concha em todas as
amostragens e (B) o peso inorganico da concha em todas as amostragens;

3.8 Mortalidade

Durante os 4 meses de duracdo da experiéncia e independentemente do tratamento
morreram em média 5 a 6 individuos por tanque, 0 que se traduz numa taxa de
mortalidade inferior a 10%.
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4 Discussao

A concentracdo de CO, atmosférico tem vindo a aumentar, tal como a sua dilui¢do no
oceano, com a consequente reducdo dos valores de pH. Por consequéncia muitos
organismos marinhos sdo afectados, principalmente os calcificados. Como tal, é
importante testar experimentalmente o efeito potencial da reducdo do pH na
gametogénese e no sucesso reprodutivo do mexilhdo, M. edulis.

Como jé referido existem varios indices indicativos do estado fisiologico e que podem
relacionar-se com a ocorréncia de eventos gametogénicos em bivalves, um deles é o
indice gonado-somatico. Nesta experiéncia os valores minimos encontrados, para as
amostragens no meio natural, foram nos meses de Verdo (Julho e Agosto), depois do
valor méximo ter ocorrido no més de Junho, indicando uma desova dos mexilhdes.
Segundo Blanco, Suarez, & San Juan (2006) os menores valores do indice gonado-
somatico ocorrem no final da Primavera inicios de Verdo, para individuos recolhidos no
Estuério de Vigo, com temperaturas a rondar os 15°C e os 17°C. Estes valores ocorrem
depois da desova principal, coincidindo com o observado no presente estudo, nao sendo
0s meses coincidentes. Segundo este autor a disponibilidade de alimento é menor, o que
pode justificar esta diminuicdo do valor do indice, o que coincide com este estudo uma
vez que se trata de amostragens no meio natural.

As diferencas significativas nos valores de I1GS entre as fémeas e 0s machos, nos varios
tratamentos, podem ser justificada pela ndo resisténcia das fémeas a um ambiente
stressante, despoletando uma desova. No entanto, os individuos do meio natural, a partir
de Junho, apresentam valores superiores aos dos de sistema de cultivo, podendo indicar
que o stress causado pelas condi¢Bes de cultivo pode ter conduzido a um evento de
desova. Segundo os dados obtidos, foi uma desova parcial, pelo menos para 0s machos,
uma vez que ndo houve emissdo total dos gametas.

Outro indice referido € o indice condi¢do (IC). O valor maximo obtido para este indice
no presente estudo foi no més de Junho, em individuos do meio natural (0,12), estando
de acordo com os resultados obtidos por Duinker et al. (2008) para a mesma espécie,
com dois anos (cerca de 5,1 £ 0,5 cm de comprimento e 12,4g de peso, estando perto
das medidas dos mexilhdes utilizados nesta experiéncia) na Noruega Ocidental. Este
autor atribui este pico em Junho a acumulacdo de tecido conjuntivo e de gametas,

aumentando o numero de individuos no estado 3 (maturo), combinado com uma
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actividade de desova reduzida ou inexistente. No entanto, segundo Cravo et al. (2009), o
valor mais alto foi obtido no Verdo (0,146), para individuos recolhidos na costa sul de
Portugal com uma salinidade 36,9 e uma temperatura de 19°C. Segundo estes autores
este aumento do valor de indice de condicdo no Verdo, deve-se a um aumento de
temperatura.

Outro estudo feito foi a determinacdo do didmetro dos odcitos. Para 0 més de Maio
observou-se uma diferencga significativa entre 0 meio natural e o sistema de cultivo,
sendo o didmetro dos odcitos no meio natural inferior aos restantes tratamentos. Isto
pode significar que pode ter ocorrido um pequeno evento de desova no meio natural. O
superior tamanho médio dos odcitos nos individuos de meio natural, relativamente aos
do sistema de cultivo, foi aparente nos meses de Junho e Julho, ndo sendo esta diferenca
significativa. Esta diferenca pode ser justificada pelo facto de as fémeas no sistema de
cultivo terem tido um evento de desova massivo, ndo havendo inicio de outro ciclo
gametogénico, enquanto que as do meio natural tiveram uma desova continua durante
esse periodo (Maloy 2001).

Os estados de gametogénese também foram estudados, uma vez que também sdo um
bom indicador de eventos de desova. Os mexilhdes em situacdes adversas apresentam
varias estratégias de desova (Maloy, 2001). Assim sendo, a diferenca significativa entre
os niveis de pH registada unicamente para as fémeas no més de Maio pode indicar um
retardamento da desova no nivel de pH -0,7, ou seja um desfasamento da reproducéo
entre machos e fémeas. Este padrdo podera corresponder a uma estratégia de
acumulacdo de reservas de glicogénio para o seu crescimento ou para uma futura
desova, eventualmente despoletado por algum stress ambiental associado ao sistema de
cultivo (Alonso et al. 2007). Nao parecem ter ocorrido eventos massivos de desova para
0s machos durante o estudo, tanto no meio natural como no sistema de cultivo. Isto
pode indicar que os machos utilizaram a energia reservada para o crescimento ou para
outros processos fisiolégicos. Holcomb, Cohen, & McCorkle (2011) descrevem um
padrdo semelhante num estudo com o coral Astrangia poculata, concluindo que o maior
investimento reprodutivo nas fémeas traduz a sua maior sensibilidade aos niveis de CO;
na agua, relativamente aos machos.

Para os individuos do sistema de cultivo o estado predominante no inicio das
amostragens era o estado 3 (maturo), tanto para fémeas como para machos, nédo

coincidindo com o estado predominante no final das amostragens, sendo este o estado 0
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(repouso) para as fémeas e estado 1 e 2 para 0os machos. Ja para os individuos do meio
natural, 0 mesmo ndo acontece, uma vez que o estado predominante no inicio das
amostragens era o estado 3, tanto para fémeas como para machos e no final era o estado
0 para as fémeas e estado 2 para 0os machos. Esta diferenca de estados predominantes
pode indicar que algum stress justificado pela temperatura, salinidade ou
disponibilidade de alimento, que passou a ser maior no final desta experiéncia, uma vez
que a quantidade de alimento foi a mesma em toda a experiéncia mas o ndmero de
individuos em cada tanque foi diminuindo, o que tera despoletado eventos de desova
que ndo ocorreram no meio natural. Estes eventos de desova foram massivos para as
fémeas do sistema de cultivo, uma vez que no final das amostragens estavam
praticamente todas em estado zero (repouso). Em relagdo aos machos do sistema de
cultivo ndo se verificou 0 mesmo que as fémeas, uma vez que houve regressao de estado
durante as amostragens. Ao longo da experiéncia os estados de gametogénese dos
individuos deveriam seguir uma evolucdo natural dos estados de O para 4, 0 que ndo
acontece. Isto € particularmente evidente em Maio, para o pH -0,4, uma vez que o
estado predominante é o estado 3 e em Junho o estado predominante é 2, sendo suposto
ser 0 estado 4 o estado predominante. Segundo Beesley et al (2008) a regressdo de
estado ocorre quando os animais ficam expostos a ambientes stressantes, levando a uma
necessidade de reabsorcao de tecido para recuperacao de energia para outros processos
vitais, tais como a respiracdo. No entanto estas alteracGes podem-se dever as alteracdes
dos factores fisico- quimicos como a temperatura, salinidade que aumentaram (Alonso
et al. 2007) e quantidade de alimento (Newell & Hilbish 1982) e ndo directamente a
reducdo do pH. Existem estudos relacionados com os efeitos da acidificacdo para esta e
outras espécies mas para outros factores que ndo a gametogénese, nomeadamente a
mortalidade e dissolucdo da concha de améijoa (Bamber 1987), efeitos nos ovos e larvas
de mexilhdo (Gazeau et al. 2010), efeitos na qualidade do mexilhdo (Beesley et al.
2008), efeitos no desenvolvimento embrionario e fecundacdo de ostra (Parker, Ross, &
O'Connor 2009). Existe ainda um estudo sobre a gametogénese de M. galloprovincialis,
mas incide sobre os efeitos da temperatura (Fearman & Moltschaniwskyj 2010) e ndo da
acidificacéo.

Outro aspecto estudado foi o racio sexual, uma vez que ao longo da experiéncia se
notou diferengas entre o nimero de fémeas e o nimero de machos. Esta diferenga é

mais notavel no final da experiéncia e dificilmente podera ser justificada pela
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mortalidade existente, pois esta foi bastante reduzida e nao diferiu entre os niveis de pH
considerados, afigurando-se como causa mais provavel algum erro de identificagdo do
sexo na determinacdo dos estados gametogénicos. Ainda assim, ndo é possivel excluir
que a mortalidade tenha incidido preferencialmente nos machos, uma vez que quando 0s
individuos eram encontrados mortos ja ndo possuiam parte edivel de modo a ser
possivel identificar o sexo.

A composicao da concha, em relagcdo aos seus componentes organicos e inorganicos, foi
outro aspecto estudado nesta experiéncia (Beesley et al. 2008; Hubbard, McManus, &
Al-Dabbas 1981). Este indice foi desenvolvido porque durante a experiéncia foi
verificado que alguns individuos apresentavam danos no periostracum, principalmente
na zona do umbo, o que poderia facilitar a dissolucdo da concha. A diferencga observada
entre os individuos do meio natural e os do sistema de cultivo ndo pode ser justificada
pelo tamanho dos individuos, que diferiu apenas nos meses de Abril e Julho, em sentido
oposto ao verificado para o peso organico (os individuos do sistema de cultivo eram de
maiores dimensdes). O peso inorganico apenas diferiu no més de Maio, enquanto que o
peso organico diferiu em todos 0s meses, excepto Junho. Estas diferencas ndo podem
portanto ser atribuidas aos diferentes niveis de pH, mas a um artefacto experimental,
provavelmente devido a presenca de organismos epifitos (cracas, algas) que ndo tenham

sido completamente removidos dos individuos do meio natural.
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5 Consideracoes finais

Durante esta experiéncia ocorreram periodos de emissdao, mesmo em ambiente de pH
reduzido, uma vez que os mexilhdes nesses tratamentos apresentaram alteracdes no
estado gametogénico das suas gobnadas. Alguns dos indicadores de eventos
gametogénicos estudados, como o indice gbnado-somatico, o diametro dos odcitos e o
rdcio sexual, sofreram alteracGes associadas aos diferentes niveis de pH. Essas
alteracdes foram, no entanto, inconsistentes, o que dificultou a sua interpretacdo e a
atribuicdo de causalidade. No entanto, a diferenca observada nos estados de
gametogénese das fémeas sugere um retardamento da desova no tratamento de
acidificagcdo mais extremo (pH-0,7). O desfasamento do desenvolvimento reprodutivo
entre os sexos afigura-se assim como um potencial efeito da acidificacdo por CO, no
sucesso reprodutivo de M. edulis. A curta duracdo desta experiéncia (4meses), também
n&o foi suficiente, uma vez, que abrangeu apenas um pico de reproducdo, ndo havendo
uma longa adaptacdo dos individuos maturos aos diferentes niveis de pH na época de
desova. Como tal, é dificil prever quais os efeitos da acidificacdo na reproducdo M.
edulis com base nos resultados obtidos. Sugere-se assim um estudo mais longo,
abrangendo pelo menos um ciclo anual, de modo possibilitar uma analise mais

conclusiva sobre os efeitos da acidificacdo sobre a reproducdo desta espécie.
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