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Resumo

A aquacultura de moluscos bivalves tem um importante papel na alimentacdo
humana e a seguranca alimentar esta a ser afetada pela bioincrustacdo que, geralmente, é
considerada uma ameaca séria para as atividades costeiras humanas. A Styela plicata é
uma ascidia bioincrustante com potencial invasor, amplamente distribuida, que esta
associada a diversos danos causados nas atividades de aquacultura. Para fornecer
informacdes sobre a biologia reprodutiva de S. plicata na Lagoa de Albufeira, a atividade
reprodutiva desta espécie foi avaliada através da histologia gonadal e de um indice
gonadossomatico, no periodo de julho de 2019 a agosto de 2020, com o intuito de
contribuir para o possivel controlo das ascidias nas aquaculturas de Mytilus edulis
presentes naquela localidade. Nenhum padrdo sazonal claro foi observado, os gametas
maturos estiveram presentes durante todo o ano. A desova pode ocorrer de forma
continua, embora mais acentuada no final do verdo e inicio do outono. Um periodo
reprodutivo prolongado pode conferir uma vantagem competitiva para S. plicata, o que
garante a permanéncia nas areas ja introduzidas e oferece a oportunidade para a ampliacédo

de sua area de ocorréncia.



Abstract

The shellfish aquaculture plays an important role in human nutrition and food
security. The biofouling is considered a serious threat to the human coastal activities, and
it has been one of the main problems for mussel culture. The invasive ascidian Styela
plicata is a biofouling widely distributed which is associated with damages caused in
aquaculture activities. To provide information about the reproductive biology of S. plicata
in Lagoa de Albufeira, the reproductive activity of this species was evaluated through
gonadal histology and a gonadosomatic index, from July 2019 to August 2020. This study
aims to contribute to a possible control of the biofouling ascidians in the Mytilus edulis
aquacultures in Lagoa de Albufeira. No clear seasonal pattern was observed, and mature
gametes were present all year long. Spawning was potentially continuous, although it
seemed more pronounced in late summer and early autumn. A prolonged reproductive
period is likely to confer a competitive advantage A prolonged reproductive period can
confer a competitive advantage for S. plicata, which allows the species to remain in the

inhabited areas and offers the opportunity to expand its area of occurrence.
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Figura 33. Individuo de Styela plicata medindo 27,97 mm de comprimento a apresentar
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Figura 34. Estéadio de desenvolvimento dos odcitios em individuos de Styela plicata que
apresentaram comprimento menor que 40 mm. Total de 104 individuos menores que 40
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1. Introducéo

1.1. Aquacultura e a Seguranca Alimentar

Um importante fator global de preocupacdo € a garantia de alimentos para a
crescente populacdo humana, especialmente as fontes de proteinas. Enquanto
caminhamos para um mundo habitado por 10 bilhGes de pessoas, desde 2015 o nimero
de pessoas desnutridas tem aumentado (FAO, 2020). O aumento populacional tem gerado
forte pressao sob os recursos naturais levando a deplecdo dos stocks bioldgicos marinhos
a uma taxa superior a capacidade de recuperacao do sistema (Bailey, 2016; Perissi et al.,
2017). Diante este quadro, € fundamental que sejam criadas solu¢des inovadoras para
aumentar a produgdo e ampliar o acesso aos alimentos, melhorando assim, a nutri¢éo da
populacdo. A aquacultura ja demonstrou o seu papel crucial na seguranca alimentar e para
além disso, a aquacultura tem uma importante relevancia na sustentabilidade dos recursos
marinhos (Alleway et al., 2019; FAO, 2020).

A aquacultura é o cultivo organizado de organismos aquéticos, envolvendo
intervencdes no processo de producdo para otimizar a produtividade em areas costeiras,
interiores e offshore, para fins comerciais, recreativos ou publicos. De acordo com as
ultimas estatisticas mundiais, compiladas pela FAO, a producdo mundial da aquacultura
atingiu um recorde histoérico de 114,5 milhGes de toneladas em peso vivo em 2018 (Figura
1), com valor de venda total estimado em 216,45 bilhdes de euros (FAO, 2020). A
aquacultura é provavelmente o setor de producdo de alimentos que apresenta o maior
crescimento em termos globais: 5,3% ao ano em média no periodo de 2001-2018
(Alleway et al., 2019; FAO, 2020).

Em 2018, os principais setores de producdo da aquacultura foram: os peixes, com
54,3 milhdes de toneladas produzidas (47 milhGes de toneladas provenientes da
aquacultura de aguas interiores e 7,3 milhdes de toneladas da aquacultura marinha e
costeira); os moluscos, principalmente bivalves (17,7 milhGes de toneladas) e os
crustaceos (9,4 milhdes de toneladas) (FAO, 2020).
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Figura 1. Producdo mundial da aquacultura de animais aquaticos e algas, em milhdes de toneladas (peso fresco),
entre os anos de 1990 a 2018. Fonte: FAO, 2020.

A aquacultura marinha € um ramo de atividade da aquacultura praticado em &gua
salgada e, em 2018, representou cerca de 42,5% da aquacultura global. Seus principais
produtos sdo: as plantas aquaticas; os moluscos; os peixes marinhos, principalmente
salmonideos; e os camardes. Os moluscos representam 42,7% do total da aquacultura
global, constituindo os bivalves a maior parte dos moluscos cultivados, tais como as

ostras, as ameijoas, os mexilhdes e as vieiras (FAO, 2020).

1.2. O Cultivo de Moluscos Bivalves e os seus Desafios

O cultivo de moluscos bivalves contribui significativamente para o crescimento
sustentavel do abastecimento global de alimentos aquaticos e esta bem desenvolvido em
diversos paises do mundo (Tabela 1). Este cultivo apresenta uma importante relevancia
na economia mundial e foi avaliado em 28,41 bilhGes de euros, em 2018 (Smaal et al,,
2018; FAO, 2020).



Tabela 1. Principais produtores globais em aquacultura de animais aquaticos, producdo em peso fresco por
mil toneladas e de bivalves na producdo total de animais aquaticos pela aquacultura. Fonte: FAO, 2020.

Total production Bivalves production Share of bivalves
{thousand tfonnes, live weight) {percentage)
China 47 559.1 13 358.3 28.1
Chile 1 266.1 376.9 29.8
Japan 642.9 350.4 54.5
Republic of Korea 568.4 391.1 68.8
United States of America 468.2 181.1 38.7
Spain 347.8 287.0 82.5
Taiwan Province of China 283.2 75.8 26.8
Canada 191.3 43.2 22.6
France 185.2 144.8 78.2
Italy 143.3 93.2 65.0
New Zealand 104.5 88.2 84.3

A miticultura € o cultivo de mexilhGes, principalmente espécies do género Mytilus
(Figura 2) (Paleo, 2017). Na Europa, os mexilhdes (Mytilus spp., incluindo Mytilus edulis
e Mytilus galloprovincialis) sdo as espécies de bivalves mais produzidas (Paleo, 2017;
FAO, 2020).

Figura 2. Mexilhdo azul Mytilus edulis aberto. Fonte:
sciencephoto.com

A miticultura e o cultivo de bivalves em especifico tém enfrentado desafios, tais
como: a degradacao dos ambientes costeiros (Carranza et al., 2020); a intruséo de doengas
nas culturas (Renault, 1996; Balseiro et al., 2007) e o aparecimento e estabelecimento de
espécies ndo indigenas (NIS) no ambiente de cultivo (Fitridge et al., 2012; Bannister et
al., 2019).



As NIS tém a capacidade de se adaptar ao novo ambiente, reproduzir e aumentar
significativamente a sua area de distribuicdo podendo se tornar invasoras (McNeely,
2001). Existem registos de que estas introducdes estdo a ocorrer a um ritmo acelerado,
devido a globalizacdo econdémica das Ultimas décadas (Neves et al., 2019). No sistema
marinho, existem varios vetores que podem transportar as NIS da sua area de distribuicdo
nativa para outros locais, sendo o transporte marinho identificado como o principal vetor
de introducédo, através da dgua de lastro e incrustacfes dos cascos dos navios (Chainho et
al., 2015; Minton et al., 2015). Outros vetores de introducéo associados com as atividades
humanas sdo, a aquacultura, o comércio de isco vivo e a aquariofilia (Carlton et al., 2015).
Mais recentemente, a navegacdo recreativa foi também identificada como outro
importante vetor das NIS (Ferrario et al., 2017).

A proliferacdo e a dispersdo das NIS aquéaticas sao uma preocupacao crescente para
a atividade econémica e para a conservacao da biodiversidade aquatica, com impactos
relevantes nos custos associados as atividades econdémicas, sejam eles diretos ou
indiretos, exigindo politicas e estratégias de manejo eficazes (Fitridge et al., 2012;
Bannister et al., 2019). Na aquacultura, as NIS aquaéticas incrustantes, aquelas que vivem
associadas a um substrato, constituem uma das principais barreiras para uma producao
eficiente e sustentavel (Callier et al., 2018).

A infraestrutura de producdo aquicola consiste numa complexa variedade de
componentes submersos, tais como jaulas, redes, flutuadores e cordas que podem servir
como substrato para o estabelecimento de uma ampla diversidade de organismos
incrustantes, 0 que pode gerar severos problemas para as operagfes da cultura,
provocando impactos econdmicos negativos significativos no setor (Fitridge et al., 2012;
Bannister et al., 2019). Os custos globais diretos do controlo de invasdes sao substanciais,
com estimativas conservadoras entre 5% a 10% dos custos de producdo atribuidos
somente a bioincrustagdo (Lane & Willemsen, 2004). Na miticultura, as NIS incrustantes
podem ter um impacto relevante, por alterarem diversas variaveis relacionadas com o
bem estar dos animais cultivados como, por exemplo, a interferéncia mecénica na fungéo
da concha e a competicdo por alimento e espaco (Fitridge et al., 2012).

Algumas NIS representam um impacto especialmente significativo para a
aquacultura, entre os quais os representantes do Subfilo Tunicata, dentro do qual, a Classe
Ascidiacea é a maior representante em numero de espécies (Lambert, 2005).

As ascidias exercem grande influéncia na dinamica de cultivos de aquacultura, pois

podem incrustar-se numa gama muito variada de substratos solidos. Além de usar a
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infraestrutura de producdo aquicola como substrato, utilizam os préprios organismos
cultivados para se fixarem (YYamaguchi, 1975; Lambert, 2005) tornando-se fortes
concorrentes espaciais das culturas aquicolas, capazes de alcancar uma densidade ou
biomassa muito alta num curto periodo de tempo (Minchin & Duggan, 1988; Minchin &
Duggan, 1988; Fletcher et al., 2013).

Por exemplo, a ascidia Styela plicata (Lesueur, 1823) é capaz de se estabelecer
numa gama muito variada de substratos, invadindo o habitat de sésseis nativos excluindo-
o0s dos substratos (Barros et al., 2009). A ascida Ciona intestinalis (Linnaeus, 1767) €
considerado um dos organismos incrustantes mais preocupantes e problemaéticos para o
cultivo de mexilhdes em termos globais, tendo generalizado a sua presenga em cultivos
nas regides temperadas e tropicais, afetando negativamente a produtividade das culturas
(Fitridge et al., 2012; Bannister et al., 2019). A mesma situacdo ocorre com a ascidia
Styela clava (Herdman, 1881), capaz de incrustar substratos naturais e artificiais e atingir
densidades de 500-1000 individuos/m? (Holmes, 1969; Minchin & Duggan, 1988),
causando danos ambientais e impactos econdmicos sobre a biodiversidade e a aquacultura
(Osman et al., 1989; Lutzen 1999).

O conhecimento das caracteristicas biolégicas e, especialmente, do ciclo
reprodutivo de uma NIS é crucial para avaliar o seu potencial invasor e desenvolver
ferramentas eficazes de gestdo, como a erradicacdo, a contencdo e a prevencao através
dos programas preventivos das NIS (Ordéfiez et al., 2015; Pineda et al., 2013), visando a

protecdo dos ecossistemas naturais e/ou das aquaculturas afetadas.

1.3. A Capacidade Adaptativa das Ascidias NIS

As ascidias (Filo Chordata) compreendem aproximadamente 3 000 espécies
encontradas em todos os habitats marinhos, desde as costas rochosas a fundos lamacentos
de planicies abissais. Sdo organismos sesseis filtradores, que exibem crescimento
solitario ou colonial e sdo membros de muitas comunidades bentdnicas (Lambert, 2005).

Em condicBes naturais, a dispersdo das ascidias no meio marinho ndo excede
poucos metros de distancia do seu local de eclosdo (Lambert, 2005). Embora algumas
espéecies apresentem estadios larvares com duracdo longa (e.g. 1-5 dias para C.
intestinalis), o que pode favorecer a dispersdo com as correntes marinhas, € mais provavel
que a dispersdo natural influencie apenas a propagacao local (Zhan et al., 2015). No

entanto, o trafego oceanico e maritmo tem facilitado a dispersdo de diversas espécies,
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incluindo algumas espécies de ascidias como, por exemplo, 0s organismos transportados
pela &gua de lastro dos navios ou atraves de incrustacfes nos cascos de embarcacdes
(Yamaguchi, 1975; Lambert, 2001; Lambert, 2005; Pineda et al., 2012; Neves et al.,
2019).

As ascidias sdo tolerantes a ambientes alterados e/ou poluidos e também a amplas
flutuacGes ambientais da temperatura e da salinidade (Sims, 1984; Naranjo et al., 1996;
Thiyagarajan & Qian, 2003; Lambert, 2005; Pineda et al., 2012), conferindo as mesmas
sucesso na colonizacdo de ambientes, como portos e areas industriais, onde o excesso de
matéria organica em suspensdo e a proliferacdo de bactérias sdo fontes alimentares
(Naranjo et al., 1996); e onde a temperatura e a salinidade podem variar
consideravelmente ao longo do tempo (Lambert, 2005; Pineda et al., 2012). Por exemplo,
S. plicata pode ser considerada uma espécie indicadora de areas que estiveram sujeitas a
intenso stress, durante longos periodos de tempo (Naranjo et al., 1996). Em estudos
realizados no sul da Espanha, por Naranjo et al. (1996), essa espécie foi encontrada em
altas densidades em zonas com substratos altamente transformados, agua estagnada e
excesso de sedimentacdo e de matéria em suspensdo. Em estudos efectuados nos Paises
Baixos, os exemplares de S. clava foram capazes de sobreviver a temperatura da agua de
2°C (Lambert & Lambert, 2003). A C. intestinalis, uma espécie com alto potencial
invasor (Zhan et al., 2015), pode sobreviver as variacdes na temperatura da agua entre os
35°C (Dybern, 1965) e -1°C (Carver et al., 2003; Therriault & Herborg, 2008) e as
espécies do género Didemnum podem tolerar temperaturas da dgua que variam de <1 a
> 24°C, com mudangas diérias de até 11°C, como mostraram o0s estudos realizados por
Valentine et al. (2007), em zonas entre marés na Inglaterra.

No que diz respeito a salinidade, a maioria das espécies de ascidias sobrevivem a
salinidades entre 25 e 40, enquanto algumas espécies sobrevivem abaixo de 25 ou acima
44 (Lambert, 2005). A C. intestinalis pode sobreviver a salinidades que variam de 12 a
40 e chega a suportar exposicéo de curto prazo a salinidade < 11 (Therriault & Herborg,
2008), assim como, adultos de S. clava podem resistir temporariamente a salinidade de 8
(Lutzen, 1999), embora estejam ausentes em areas onde a salinidade era consistentemente
inferior a 20 (Davis & Davis; 2004).

Outras importantes caracteristicas presentes em algumas especies de ascidias que
explicam o seu sucesso como espécies NIS s&o o seu inicio precoce de reproducéo, a alta
fecundidade e o crescimento rapido (Yamaguchi, 1975). Por exemplo, na Estacdo

Biologica Marinha de Misaki, na baia de Tdquio, Japdo, a C. intestinalis atingiu a
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maturidade sexual em cerca de um més no verdo e dois meses no inverno, enquanto a S.
plicata demorou cerca de dois meses no verdo para atingir o tamanho reprodutivo
(Yamaguchi, 1975). Em temperaturas adequadas, a C. intestinalis e a S. plicata podem
produzir gametas continuamente (Carver et al., 2003; Pineda et al. 2013): cada individuo
maturo de C. intestinalis pode gerar e libertar aproximadamente 500 ovos por dia, durante
o0 periodo de desova (Carver et al., 2003).

Outra caracteristica importante para o estabelecimento num novo ambiente é a
rapida colonizacdo, por exemplo, em estudos realizados por Pineda et al. (2012), em
Espanha, mesmo quando mudangas severas de temperatura ou de salinidade eliminaram
S. plicata, esta foi capaz de voltar a colonizar completamente as estruturas estudadas no
periodo de um més.

As espessas tunicas presentes em algumas espécies de ascidias também podem
favorecer o sucesso como NIS, pois as conferem resisténcia a dessecacdo (Lambert, 2005;
Lutzen & Sorensen, 1993). Exemplares da ascidia S. clava, de diversos tamanhos,
sobreviveram até trés dias fora da &gua a uma temperatura de 10°C em ensaios realizados
por Lutzen & Sorensen (1993). A tlnica também confere protecdo contra predadores, nao
havendo relatos de predacdo para a espécie S. clava na Europa (Lutzen, 1999).

1.4. Os Efeitos Nocivos das Ascidias na Aquacultura

O estabelecimento de comunidades de ascidias invasoras na aquacultura de
mexilhdes tem gerado problemas para os aquacultores (Adams, et al., 2011; Fitridge et
al., 2012). A infraestrutura de producdo de mexilhGes em jangadas, por exemplo, utiliza
componentes submersos, como flutuadores e cordas, que servem de substrato para as
ascidias (Fitridge et al., 2012). As ascidias incrustantes de culturas de mexilhdes
competem por recursos alimentares, por oxigénio e aumentam a suscetibilidade a
predadores, diminuindo a taxa de crescimento e o valor comercial dos mexilhdes (Adams,
et al., 2011; Fitridge et al., 2012).

As ascidias incrustantes de culturas de mexilhdes causam danos relacionados,
principalmente com: (1) interferéncia mecénica da funcdo da concha devido a
colonizacdo das conchas, particularmente ao redor do labio, afetando a capacidade de
alimentacdo e aumentando a suscetibilidade a predadores; (2) competicdo bioldgica por
recursos como alimentos e espaco, afetando o crescimento e a salde dos animais; (3)

modificagdo ambiental devida a colonizacdo da infraestrutura da cultura, levando a
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reducdo do fluxo de &gua, acumulacdo de residuos, diminui¢do dos niveis de oxigenio
dissolvido e reducdo da disponibilidade de alimento; (4) aumento do peso da biomassa
sobre os equipamentos de cultivo (por exemplo, cordas e flutuadores), resultando em
maiores custos de producéo associados a demandas extras de manutencéo, além do risco
de perda de stock e de equipamento (Adams, et al., 2011; Fitridge et al., 2012).

Os mexilhdes e as ascidias tém potencial para uma concorréncia substancial por
recursos alimentares, pois sdo ambas espécies filtradoras. Os tunicados tém, claramente,
um efeito negativo na produtividade do mexilhdo (Daigle & Herbinger, 2009). Por
exemplo, em cultivos do mexilhdo Perna perna colonizados por incrustantes, os
individuos demoraram mais tempo para atingir o tamanho comercial em relagdo ao grupo
de controlo (Marques et al., 1998; Sa et al., 2007). Em aquaculturas do mexilhdo M.
edulis, no Canada, o aumento da densidade da espécie de ascidia C. intestinalis provocou
diminuicdo do tamanho do mexilhdo e foi registado que cerca de 50% da mortalidade de
mexilhdes estava relacionada a incrustacdes intensas (~2kg/m?) (Daigle & Herbinger,
2009).

Os efeitos das ascidias em cultivos de mexilhdes séo conhecidos ha mais de trés
décadas (Perera et al., 1990). Um estudo realizado ao longo de 10 anos em cultivos de
mexilhdes e ostras no sul do Brasil identificou 17 espécies de tunicados associados as
culturas, sendo somente uma delas nativa. Entre os tunicados identificados, S. plicata e
Didemnum perlucidum foram os mais abundantes, estando presentes nos cultivos de
ostras e de mexilhGes. O estudo alerta para a diversidade de espécies NIS introduzidas, e
propde uma monotorizacao rigorosa das populagdes em rapida expansao, evitando assim
0 aparecimento de novas espécies invasoras, tanto nas culturas como no ambiente natural
(Rocha et al., 2009).

1.5. A Aguacultura em Portugal

Portugal esta localizado na parte mais ocidental da Europa, na costa oeste, ao longo
das trés principais regides biogeograficas do Oceano Atlantico, incluindo os arquipélagos
dos Acores e da Madeira. Portugal tem uma costa de 1 214 km (representando 1,8% dos
66.000 km de costa da UE) (FAO, 2017). A localizagédo geogréafica da costa continental
portuguesa, inserida na transi¢cdo de duas importantes subprovincias oceanograficas do
Norte Atlantico - a subtropical e a subtropical/subpolar - promove a existéncia de uma

grande diversidade de habitats, sendo por isso considerada uma zona rica em termos



bioldgicos. Além disso, a zona costeira tem uma grande variedade geomorfoldgica e
diversos estuarios e rias, com caracteristicas favoraveis a pratica da aquacultura (DGRM,
2019).

A producdo da aquacultura em Portugal no ano de 2018 foi de 13 992 toneladas,
traduzindo-se num aumento de 11,5% face a 2017. As vendas geraram uma receita de
96,8 milhdes de euros, superior em 18,5% relativamente a 2017 (INE, 2019). Enquanto
houve um decréscimo de 18% na producédo de peixes em aguas de transi¢cdo e marinhas
entre 2017 e 2018, observou-se um aumento em 32,1% na producdo de moluscos, que
representou 67,2% da producdo aquicola total. As améijoas permaneceram como a
espécie mais relevante (3 970 toneladas) tendo aumentado 2,1%, seguidas das ostras, cujo
volume quase triplicou (+191,2%), atingindo as 3 451 toneladas e dos mexilhdes que,
com uma producdo de 1 746 toneladas, tiveram um incremento de 1,4% (INE, 2019).

No final de 2018 existiam 1 515 estabelecimentos licenciados em aquacultura, com
cerca de 88% das unidades correspondendo a viveiros para producdo de moluscos
bivalves, 9,3% correspondendo a tanques para a producdo de peixes e 2,0%
correspondendo a estruturas flutuantes (maioritariamente destinadas a producdo de
moluscos bivalves) (INE, 2019). A producéo da aquacultura de Portugal prioriza o regime
de exploracdo extensivo, registando 70,1% do total da producéo aquicola em 2018 (INE,
2019).

Embora Portugal apresente abundéncia de recursos hidricos, as taxas de
crescimento do sector da aquacultura estdo limitadas pelas condicBes técnicas e/ou
naturais de utilizagdo dos recursos existentes, pelos fortes ventos e correntes oceanicas
que atingem a costa e também por fatores financeiros (REA, 2019). O Plano Estratégico
para a Aquacultura Portuguesa (2014-2020) prevé um conjunto de metas que inclui um
aumento da capacidade produtiva nacional de 25 000 toneladas até 2023, com apoio do
Fundo Europeu dos Assuntos Maritimos e das Pescas (FEAMP) (REA, 2019).

Poucos trabalhos sobre as espécies NIS na costa portuguesa estao publicados, o que
torna muito mais dificil compreender os processos bioldgicos e ecoldgicos especificos
destes organismos a fim de realizar uma boa gestdo da sua presenca nas empresas de
aquacultura (Chainho et al., 2015). O presente trabalho pretende contribuir para reduzir

esta lacuna.



1.6. As Caracteristicas da Aquacultura de Mexilhdes

Os bivalves marinhos como as ostras, as améijoas e os mexilhGes sao cultivados ha
milhares de anos (Smaal et al., 2018). Em Portugal, a exploracdo de bivalves ¢ uma
atividade milenar, com importancia social, economica e cultural (Oliveira et al., 2013).

O cultivo de mexilhdes (miticultura) € uma pratica considerada sustentavel (Duarte
et al., 2009), pois em ambientes propicios, como 0s existentes na aquacultura extensiva,
ndo h& a necessidade do fornecimento de alimentos, que é abundante no meio natural,
além disso, ndo ha a necessidade do uso de medicamentos, tais como antibidticos ou
vacinas, reduzindo os custos associados, assim como 0s impactos ambientais gerados
(Duarte et al., 2009; Smaal et al., 2018).

A miticultura corresponde a aproximadamente 9% da producéo global de moluscos
(FAO, 2020). Em Portugal, as capturas ainda representam o maior rendimento no setor
(Oliveira et al., 2013; Avdelas et al., 2020). Os mexilhdes capturados e cultivados
destinam-se ao mercado nacional e também & exportacdo (Oliveira et al., 2013). A
producdo oscilou entre 2008 e 2016, mas tendeu a aumentar, chegando a um méximo de
quase 1 000 toneladas em 2016, o valor das vendas seguiu o padréo, atingindo 1,75 milh&o
de euros em 2016, sendo de producédo de mexilhdo proveniente de 17 unidades operativas
(Avdelas et al., 2020).

As técnicas de cultivo de mexilhdo mais usadas na Unido Europeia sdo: a cultura
de jangada e a cultura em Longline, que sdo culturas suspensas; e a cultura de fundo e a
cultura de Bouchot, que séo culturas associadas ao substrato (Paleo, 2017; Avdelas et al.,
2020).

Para a comercializagcdo de mexilhdes frescos, ou de outros bivalves destinados ao
consumo humano, a realizacdo do processo de depuracdo é uma exigéncia legal
(Martinez-Albores et al., 2020). Em Portugal, as zonas de producdo de moluscos bivalves
frescos sdo classificadas em trés categorias diferentes em funcdo do nivel de
contaminacéo fecal do local. A autoridade competente pode classificar como pertencendo
a classe A, as zonas onde os moluscos bivalves vivos podem ser colhidos para consumo
humano directo. Zonas pertencentes a classe B, os bivalves podem ser colocados no
mercado para consumo humano, unicamente apos tratamento num centro de depuracéo e
zonas da classe C, os animais devem ser transpostos a outra zona, por um periodo
prolongado de tempo (ndo inferior a 2 meses), antes de serem destinados ao consumo
humano (DGAV, 2021).
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A exploracdo de mexilhGes tem um potencial consideravel de expansdo em
Portugal, especialmente se forem melhoradas a comunicacao entre as partes interessadas,
produtores e comerciantes; a organizacdo do setor e a agregacdo de valor ao produto,

criando novas oportunidades de mercado (Oliveira et al., 2013).
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2. Styela plicata

Styela plicata (Lesueur, 1823) é uma espécie de ascidia solitaria de corpo ovoide,
sem pedunculo e envolto numa tunica opaca, resistente e coridcea. Possui duas aberturas,
os sifdes orais e atriais, posicionados anteriormente; as pontas dos sifoes sdo circundadas

em listas claras e escuras, alternadas (Howey, 1998) (Figura 3).

Figura 3. Styela plicata. Fonte: iNaturalist

A S. plicata é uma espécie cosmopolita presente em todo o globo, pode ser
encontrada em habitats marinhos pouco profundos caracterizados por aguas tropicais e
temperadas (Figura 4). Estudos efetuados por Barros et al. (2009) analisaram
geneticamente sete populagdes de S. plicata, em quatro regides geograficamente distintas
(duas populagbes no Oceano Pacifico e as restantes nos Oceanos Atlantico Norte e

Atlantico Sul) e sugerem que a S. plicata seja nativa da regido noroeste do Pacifico.
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Figura 4. Mapa de distribuicdo da espécie Styela plicata. Fonte: aquamaps.org

A S. plicata € uma espécie abundante em marinas e portos e esta também registada
a sua presenca em cultivos de moluscos bivalves (Pineda et al., 2012). Uma série de
caracteristicas permitiu a S. plicata prosperar nesses ambientes e competir com outros
invertebrados benténicos (Pineda et al., 2011), por exemplo, pode se adaptar
fisiologicamente a ambientes amplamente flutuantes, particularmente a mudancgas da
temperatura e da salinidade (YYamaguchi, 1975; Thiyagarajan & Qian, 2003); pode tolerar
aguas altamente poluidas (Naranjo et al., 1996) e cresce rapidamente até atingir a
maturidade sexual (Sabbadin, A.,1957; Yamaguchi, 1975; Sciscioli et al., 1978).

A anatomia geral de uma espécie do género Styela pode ser observada na Figura 5.
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Figura 5. Diagrama dos 6rgéos internos do género Styela, a apresentar: saco
branquial, trato digestivo que consiste em esdfago, estdbmago e intestino;
6rgdos reprodutivos na parede corporal (de ambos os lados); e coracdo, em
que, en, constitui o endostilo (6rgdo encontrada em cordados invertebrados
que auxilia a filtracdo; bf, dobras branquiais; dl, 1amina dorsal; rb, banda
retrofaringea; ht, coracdo; es, eséfago; st, estbmago; in, intestino; ov, ovario;
t, testiculo. Fonte: seapeachbio.blogspot.com

A S. plicata alimenta-se por filtracdo, na qual o sifdo oral leva dgua para a cesta
faringea, onde as particulas de alimentos (fitoplancton, zoopléncton e materiais
organicos) sdo filtradas; os residuos sdo excretados pelo sifédo atrial (Lambert, 2005).

E uma espécie hermafrodita protandrica e autoestéril, de reproducao sexuada (Villa
& Patricolo, 2000; Lambert, 2005). E pertencente a ordem Pleurogona (subordem,
Stolidobranchiata) em que as gonadas estdo localizadas entre 0 manto e o saco branquial,
de ambos os lados do corpo, especialmente do lado direito. As gonadas femininas e
masculinas estdo presentes como varias unidades alongadas de tamanho consideravel,
cada uma com seus proprios dutos (Tucker, 1942), ndo havendo diferenciacdo fisica
visivel macroscopicamente das gonadas femininas e masculinas, pois estdo agrupadas na
mesma estrutura (Kawamura et al., 2011).

O ovario é constituido por tubos ovarianos ramificados e espessados, formando o
epitélio germinativo que dara origem as células germinativas femininas, os 00citos
imaturos, que ao longo do tempo irdo desenvolver-se. No género Styela, o tubo ovariano

assume a forma de T-invertida (Tucker, 1942; Kawamura et al., 2011) (Figura 6).
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Figura 6. Ovério do género Styela. AE,
epitélio atrial; GE, epitélio germinativo; OT,
tubo ovariano. Modificado de Tucker
(1942).

Em todas as espécies de ascidias, o testiculo ramifica-se em varios lobos, 0s
foliculos testiculares. Cada foliculo testicular extende-se em tubulos eferentes estreitos
que se unem para formar a abertura do espermiducto na cavidade atrial (Kawamura et al.,
2011).

A reproducéo da S. plicada € um processo que envolve uma série de mudancas nas
células somaticas e germinativas que se manifestam pelo desenvolvimento das gonadas.
A maturacdo do ovario é submetida a ciclos alternados com as estacdes do ano; as fases
terminais da maturagdo ovariana terminam com desova e fecundagdo (lbrahim, 2018).
Em cada ciclo, os ovérios produzem od6citos que sofrem um processo essencial vital
denominado vitelogénese, a fim de que esses 00citos se transformem em 6vulos maturos
(Saad, 2008).

A vitelogénese, ou seja, 0 processo de evolucdo das células sexuais, compreende
duas fases: a pré-vitelogénese e a vitelogénese em si (lbrahim, 2018). A vitelogénese €
dependente do epitélio germinativo e envolve uma variedade de fatores fisicos e
bioquimicos complexos, com um aumento considerdvel no material vitelogénico e
desenvolvimento dos envelopes foliculares (Sciscioli et al, 1978; Saad, 2008). A origem
dos trés envelopes celulares dos évulos (foliculo externo, foliculos internos e células de
teste) ainda é debatido (Kawamura et al., 2011). A fase que se segue a vitelogénese é
chamada de pos-vitelogénese e é alcancada quando o epitélio folicular se desfaz, a
granulacdo desaparece e o citoplasma torna-se mais homogeneo (Villa & Patricolo, 2000;
Saad, 2008).

A Figura 7 mostra um desenho esquematico do processo de vitelogénese da S.

plicata.
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(1) Oogonia anexada
ao epitélio germinativo

(2) Oocito jovem

(3) Oécito circundado por

celulas foliculares
primarias

(4) Oocito envolto pelo
epitélio folicular
primario.

(5) Oocito folicular inicial

(6) Oacito folicular tardio

(7) Ooctio completo,
envolto pelo corion

Figura 7. Desenho esquematico ilustrando o
processo de vitelogénese da espécie Styela
plicata. Modificado de Saad (2008).

Os foliculos testiculares apresentam ciclo biologico de duracdo mais longa, pois 0s
elementos germinativos em varios estadios de maturagdo sdo encontrados também nos
meses mais frios (Sciscioli et al.,1978).

A fertilizacdo em S. plicata é externa, a desova ocorre a noite (Yamaguchi, 1975;
Lambert, 1976), sendo os 6vulos e espermatozoides libertados do sifdo atrial para a
coluna de agua (Lambert, 2005). Os limites de temperatura para desova no laboratério
foram de 11 a 28°C (West & Lambert, 1976). Nos dvulos libertados do ovario, o epitélio
folicular externo estd ausente (estadio pds-vitelogénico) e a camada externa dos
involucros consiste nas células foliculares internas (Villa & Patricolo, 2010). Apés a
fertilizacdo, o ovo de S. plicata tem cerca de 230 um de didmetro e esta rodeado pelas

grandes ceélulas foliculares (Figura 8) (Villa & Patricolo, 2010).
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Figura 8. Microscopia eletrénica de varrimento do ovo de Styela
plicata. Pode-se observar as grandes células foliculares de
aproximadamente 18 um de altura. Fonte: Villa & Patricolo
(2010).

Em laboratorio, os ovos fecundados desenvolveram-se durante a noite e as larvas,
de aproximadamente 1,3 mm de comprimento total, eclodiram durante a manhé seguinte,
ap6s 60 minutos de exposi¢do ao sol (Yamaguchi, 1975). A larva apresenta forma de
girino (Figura 9) e é classificada como lecitotrofica, ou seja, apos a eclosdo alimenta-se
das reservas presentes no vitelo (Lambert, 2005). A notocorda primitiva presente na larva

de S. plicata desaparece no individuo adulto (Lambert, 2005).

Ocelo

Cauda pés-anal

Intestino Endoéstilo

100 pm

Figura 9. Larva em forma de girino de uma ascidia. Modificado de Caicci et al., 2010.
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O tempo larvar é curto, ap6s adquirirem a competéncia larvar, as larvas perdem as
capacidades natatdrias e assentam um dia ap0s a ecloséo (YYamaguchi, 1975) e em poucas
horas a larva sofre metamorfose, uma modificacdo profunda de seu plano corporal,
passando de um organismo com capacidade natatoria a um adulto séssil (Karaiskou et al.,
2015). No verdo (temperaturas entre 18° e 24°C), a ascidea juvenil, com a forma idéntica
a dos adultos, é formada 4 dias ap6s o assentamento (Yamaguchi, 1975; Svane e Young,
1989).

Segundo Yamaguchi (1975), a S. plicata atinge a maturidade sexual por volta dos
40 mm de comprimento de corpo. Individuos cultivados em ambiente natural, na Baia de
Téquio, demoraram 2 meses no verdo e 5 meses no inverno para atingirem o tamanho

reprodutivo (Figura 10).
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Figura 10. Crescimento de Styela plicata. Uma
geracdo de verdo (junho a agosto) e de inverno
(novembro a abril). Comprimento médio do corpo +
desvio padrdo é dado para cada medicdo, plotado em
escala semi-logaritmica. Fonte: Yamaguchi (1975).

18



A Figura 11 mostra um desenho esquematico dos estadios do ciclo reprodutivo de

uma ascidia.

Embriogénese

Fertilizacdo

Figura 11. Ciclo reprodutivo de ascidia. Fonte:
gbri.org.au (modificado)
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3. Objetivo do Estudo

O objetivo do presente estudo é determinar o ciclo reprodutivo da ascidia Styela
plicata presente numa unidade de cultivo em jangada de mexilhdo (Mytillus edulis) na
Lagoa de Albufeira. Este estudo da biologia reprodutiva desta espécie, que tem um
potencial invasor, € primordial para o apoio no desenvolvimento de estratégias de
conservacao do ambiente de cultivo.

Neste projecto, pretende-se efetuar o estudo da biologia reprodutiva da ascidia S.
plicata presente na Lagoa de Albufeira, contribuindo assim para um melhor entendimento
sobre como as variaveis ambientais como a temperatura e a salinidade influenciam o seu
desenvolvimento e estabelecimento. A caracterizacdo biol6gica do ciclo reprodutivo de
uma espécie ou populacdo permite-nos apurar quais os meses do ano em que cada fase
do ciclo gametogénico ocorre em maior frequéncia. Sendo assim possivel fazer a
determinacéo do ciclo reprodutivo da espécie.

Para atingir o objetivo de caracterizacdo bioldgica do ciclo reprodutivo da ascidia
S. plicata, este estudo concentrou-se na determinacdo de parametros biométricos dos
individuos (peso e comprimento), na avaliacdo do indice gonadossomatico (GI) e na
analise histologica para a identificacdo dos estadios de desenvolvimento gametogénico
das gonadas e medicdo do diametro dos odcitos em individuos de S. plicata coletados
numa jangada de cultivo de mexilhGes na Lagoa de Albufeira, ao longo de 14 meses.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Caracterizacio da Area de Estudo

A Lagoa de Albufeira (38°30'42.44"N 9°10'23.66"W) esta localizada a 20 km ao
sul de Lisboa, numa costa mesotidal moderadamente exposta e tem uma orientagdo NE-
SW em relac&o a costa (Pereira Coutinho et al., 2012) (Figura 12A). E um corpo de agua
classificado como agua de transicdo por apresentar um carater parcialmente salgado em
resultado da proximidade das aguas costeiras do Oceano Atlantico, mas com influéncia
significativa da contribuicdo por um curso de agua doce (DGRM, 2019). E composta por

dois corpos de &gua contiguos, a Lagoa Grande e a Lagoa Pequena, separados por um

canal estreito, sinuoso e pouco profundo (Figura 12B).

Portugal

Oceano Allantico

N

- N\

Gibraltar.

s

Figura 12. Mapa da Area da Lagoa de Albufeira. (A) Localizacio da Lagoa de Albufeira (38°30'42.44"N
9°10'23.66"W) (* em vermelho). (B) Localizacdo da area amostral (* em vermelho). Fonte: Google Earth
2020 (modificado).

A lagoa tem area de 1,3 km?, profundidade média entre 4 e 5 m e profundidade
maxima de 13 m na zona inferior e central da lagoa (Pereira Coutinho et al., 2012).
Apresenta geometria alongada, com um comprimento maximo de 3,5 km e uma largura
méaxima de 625 m (DGRM, 2019). A salinidade da agua € de aproximadamente 35 e a
temperatura média 21°C (o presente trabalho).

A evolucdo geomorfolégica da Lagoa de Albufeira é marcada pela sedimentacao e
assoreamento da entrada da lagoa, que fecha intermitentemente a ligacdo com o mar. Para

promover a renovacdo e a manutencdo da qualidade da agua da lagoa, é realizada a

21

B> 0 L v ol & T N2



abertura artificial da barra da lagoa uma vez ao ano, geralmente durante a primavera
(DGRM, 2019).

Na Lagoa de Albufeira sdo desenvolvidas diversas atividades de relevante
importancia econdémica, como: aquacultura; pesca profissional e lddica (exceto a
desportiva); pratica de mergulho; desportos nduticos (windsurf, kitesurf, padle, caiaque,
canoagem, remo, vela); e turismo de natureza (particularmente a observagéo de aves na
Lagoa Pequena) (DGRM, 2019). No final dos anos 70, uma cultura intensiva de
mexilhdes (Mytilus edulis) foi introduzida na zona inferior, central e mais profunda da
lagoa (DGRM, 2019).

As amostragens biologicas foram realizadas mensalmente numa das jangadas de
cultivo de mexilhdo localizada no centro da Lagoa de Albufeira nas coordenadas
38°30'42.44"N 9°10'23.66"W (Figura 12B). A jangada utilizada para a coleta dos
exemplares é uma jangada activa na producdo de M. edulis, estando presentes na jangada
varias cordas de cultivo com cerca de 10m de comprimento cada, como observado na
Figura 13.

Os parametros fisicos de temperatura (°C) e salinidade foram medidos mensalmente
junto as jangadas, a varias profundidades, com o auxilio de uma sonda multiparamétrica
(YSI EXO 3, YSI, EUA).

Figura 13. Jangada em que foi realizada a coleta. As cordas dispostas
verticalmente com os mexilhdes cultivados. Foto: Maria Ana Dionisio.

22



As cordas foram puxadas para fora da dgua e 0s exemplares que estavam aderidos

as conchas dos mexilhdes foram coletados (Figura 14).

Figura 14. Corda de cultivo de mexilhdes. As setas indicam os espécimes de
Styela plicata aderidos as conchas dos mexilhdes. Foto: Maria Ana Dionisio.

4.2. Caracterizacao e Dados Biométricos dos Individuos Coletados

Os espécimes (n=30 S. plicata) foram coletados a mdo mensalmente, entre julho de
2019 e agosto de 2020, de forma aleatdria, sendo sempre selecionados os maiores
exemplares disponiveis.

Apobs a coleta, foram realizadas as medicdes de comprimento (mm) da tinica com
0 auxilio de uma craveira de precisdo. Ap6s a medi¢cdo do exemplar, foram retirados os
organismos epibiontes presos a tlnica e 0 méximo possivel da &gua contida no espécime.
De seguida, procedeu-se a pesagem (g) com o auxilio de uma balanca analitica (AE
ADAM PGL 3002, Milton Keynes, Inglaterra). Este processo foi repetido para cada um
dos 30 exemplares recolhidos por més.

No més de abril de 2020, devido a problemas técnicos decorrentes da pandemia
causada pelo virus SARS-CoV-2, as medidas de comprimento e peso foram feitas em
individuos preservados em alcool 70%. Para realizar a conversdo, utilizaram-se 0s
padrdes/propor¢des com base nas medidas de comprimento dos individuos frescos

coletados nos meses de maio e junho de 2020.
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4.3. Método Utilizado para as Analises Histoldgicas e Indice Gonadossomatico

Ap6s compilados os dados biométricos, cada individuo foi acondicionado em
frascos de polietileno e fixados em formaldeido tamponado a 4% com &gua da Lagoa de
Albufeira durante 48 horas, e em seguida foram transferidos para alcool 70%. As
amostras foram levadas para o laboratério de histologia da ESTM-Politécnico de Leiria
onde se iniciaram 0s processos para a obtencdo dos dados histoldgicos.

O indice Gonadossomatico (GI) foi realizado para 15 espécimes de S. plicata por
més. Com o auxilio de um bisturi, a tdnica foi cortada ventralmente, para a dissecacdo do
manto e do saco branquial e exposicdo das gonadas (Pineda et al., 2013) (Figura 15). O
peso total dos especimes foi obtido com o auxilio de uma balanca analitica (AE ADAM
PGL 3002, Milton Keynes, Inglaterra) e de seguida, com o auxilio de um bisturi e pinca,
as gonadas foram separadas e pesadas. O Gl foi obtido dividindo o peso da génada pelo

peso total do corpo (Giese, 1958).

¢l = peso génada
~ peso total

Como S. plicata é hermafrodita, o Gl, portanto, combina o peso dos ovarios e
testiculos. Nos individuos em que as gonadas ndo puderam ser adequadamente
dissecadas, como por exemplo, génadas muito reduzidas ou génadas que ndo puderam
ser completamente separadas dos outros tecidos, os individuos foram excluidos dos

célculos do Gl.
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Figura 15. Espécime de Styela plicata dissecada para a exposicdo das
gobnadas (GN).

As analises histoldgicas foram realizadas em 30 espécimes de S. plicata por més.
De cada espécime foi retirada uma amostra de aproximadamente 1 cm de génada (Pineda
et al, 2013), que posteriormente foi levada ao processador de tecidos (Leica TP1020,
Alemanha), onde se realizou o processo de desidratacdo dos tecidos. Apds a desidratacao,
os tecidos foram clarificados em xilol e de seguida impregnados com parafina (Anexo ).
No final do processamento dos tecidos, as amostras foram incluidas em parafina, e
deixadas a temperatura ambiente por no minimo 24h. De seguida foram realizados cortes
de 7 micra em cada amostra, utilizando um micrétomo (Sakura Accu — cut SRM 200,
Japdo). Os cortes obtidos foram colocados a flutuar num banho-maria, de modo a
promover a distensdo e de seguida colocados sobre a lamina. As laminas foram
preservadas numa estufa a 37°C (Binder, Tuttlingen, Alemanha) durante o minimo de
24h, até serem submetidos a coloracdo Hematoxilina-Eosina (Anexo 11).

Apos a coloracdo, as laminas e lamelas foram montadas com o auxilio de uma pinca
e Coverquick 2000 Path® (Sdo Francisco, EUA) e deixadas a temperatura ambiente
durante 72h. Assim, obtiveram-se as preparagdes definitivas das gonadas que foram
observadas ao microscopio 6tico (Leica DM 2000 LED, Alemanha) e fotografadas (Leica
MC170 HD, Alemanha) para medicdo do diametro dos odcitos de cada individuo
(Software LAS V4.4, Alemanha).
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Foi medido o didmetro de 30 odcitos por individuo (n=30) por més. Foram
escolhidos os odcitos seccionados através do nucléolo de modo a se certificar que se
abrangia o maior diametro possivel do odcito e uniformizar a técnica de medicdo dos
odcitos. Os oocitos foram classificados de acordo com os seus diferentes estadios de
desenvolvimento em trés classes, determinadas pelo tamanho e caracteristicas
histoldgicas, de acordo com Sciscioli et al. (1978) e Pineda et al. (2013), permitindo

identificar o estadio de maturacao dos individuos:

e Estadio | (pré-vitelogénico) — oo6citos menores que 50 um, fortemente basofilos,
com um nucleo grande a ocupar a maior parte do citoplasma;

e Estadio Il (vitelogénico) — odcitos entre 50-150 pm, as primeiras células
foliculares tornam-se visiveis e o foliculo primario inicia o processo que dara origem as
duas camadas de células, uma externa, composta de células achatadas, e uma interna,
acompanhando algumas células teste (células auxiliares presentes nas gonadas);

e Estadio 111 (maturo) — odcitos maiores que 150 um, o citoplasma continua a
acumular material nutritivo e a aumentar em volume, acompanhando as células teste e as

duas camadas de células foliculares (internas e externas).

Apos a classificacdo dos odcitos por estadios de desenvolvimento, foi calculada a
frequéncia de tamanho dos odcitos para cada classe por cada més, de acordo com Pineda
et al. (2013).

Para os testiculos, foi estabelecido um indice de maturidade categoérico, seguindo
0s mesmos autores, Sciscioli et al. (1978) e Pineda et al. (2013), de acordo com o

desenvolvimento do foliculo masculino:

eEstadio | (imaturo) - foliculos masculinos preenchidos somente por
espermatogoneas;
e Estadio Il (maturo) — foliculos masculinos repletos de numerosos espermatozoides

maturos no limen;

e Estadio 111 (desovado) — foliculos masculinos com espagos vazios no limen.
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4.4. Método para a Analise de Dados

Para a andlise dos dados, foram estabelecidos a média e o desvio padrdo para o
comprimento e peso dos individuos coletados, assim como a media e o desvio padréo
para o diametro dos odcitos.

Os parametros fisicos da agua, temperatura e salinidade, foram relacionados nos
graficos com as médias dos oocitos. O Gl foi relacionado com a temperatura e com as
meédias dos 00citos.

A apresentacdo grafica dos resultados foi executada mediante a utilizacdo do
programa Microsoft Office Excel (versdo 2002) e o tratamento estatistico dos dados foi
realizado com auxilio do programa IBM SPSS (versdo 28.0.0.0 (190)).

Para determinar se houve diferengas significativas entre os 14 meses de estudo para
0 comprimento e peso dos animais foi realizado o teste ndo parametrico Kruskal-Wallis
(Hgraus de liverdade = Valor; valor de significancia p), pois as amostras ndo cumpriram 0s
pressupostos de distribuicdo normal e homogeneidade de variancia dos dados (Zar, 2010).
Quando se verificaram diferencas significativas entre grupos de dados, procedeu-se as
comparacOes por Método Pairwise (Zar, 2010).

Na avaliacao da biologia reprodutiva de S. plicata, comparou-se o Gl e o diametro
dos odcitos entre 0s 14 meses de amostragem com a execucdo de teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis (Hgraus de liberdade =valor; valor de significancia p), pois as amostras néo
cumpriram os pressupostos de distribuicdo normal e homogeneidade de variancia dos
dados (Zar, 2010). Quando se verificaram diferencas significativas entre grupos de dados,
procedeu-se as comparacdes por Método Pairwise para identificar quais os grupos eram
significativamente distintos dos restantes (Zar, 2010).

Foram realizados testes de correlagdo (correlagdo de Pearson r=valor) para
determinar se houve correlacdo entre o Gl e o tamanho médio dos odcitos e a temperatura
da 4gua; e o tamanho médio dos odcitos e a temperatura e a salinidade da agua da Lagoa
de Albufeira durante o periodo amostral. O coeficiente de correlacdo de Pearson (r),
também chamado de correlacdo linear ou r de Pearson, € um grau de relacdo entre duas
variaveis quantitativas e exprime o grau de correlagdo através de valores situados entre
-1e 1 (Zar, 2010).

Sempre que aplicavel, os valores foram apresentados sob a forma de média +
desvio-padrdo. Na andlise estatistica dos dados, utilizou-se o nivel de significancia
a=0,05 (Zar, 2010).
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5. Resultados

Durante os 14 meses de estudo efectuado nas jangadas de producéo de aquacultura
de mexilhdes na Lagoa de Albufeira, registrou-se a presenca da S. plicata. Observou-se
que esta espécie forma agregados de individuos aderidos as conchas dos mexilhdes de
producdo e as tdanicas uns dos outros. Foram também observadas outras espécies de
epibiontes, tais como outros tunicados, e.g. C. intestinalis, em alguns casos sendo dificil

visualizar os proprios mexilhdes cultivados (Figura 16).

Figura 16. Agregado de Styela plicada e outros epibiontes em substrato de cultivos de mexilhGes
na Lagoa de Albufeira. Janeiro de 2020.

As ascidias S. plicata apresentaram diferencas estatisticas significativas ao longo
dos 14 meses de amostragem no que se refere ao comprimento (Kruskal-Wallis
H13=158,319; p<0,001) e ao peso (Kruskal-Wallis Hiz = 159,734; p<0,001). As médias e
0 desvio padrdo do comprimento e do peso de S. plicada podem ser observadas nas
Figuras 17 e 18, respetivamente, assim como as diferengas estatisticas significativas
indicadas pelas letras diferentes (p<0,001) (Figuras 17 e 18).

O individuo amostrado de S. plicata de maior comprimento apresentou 81,34 mm,
registado no més de setembro de 2019, enquanto 0 menor apresentou comprimento de

20,1 mm, registado no més de marco de 2020.
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As comparagdes por Método Pairwise para a variavel comprimento mostrou que os
meses de julho, outubro, novembro e dezembro de 2019 e janeiro e agosto de 2020 foram
estatisticamente semelhantes entre si (p>0,001) e diferiram dos demais meses. Os meses
de agosto de 2019, fevereiro, marcgo, abril e maio de 2020 apresentaram valores de
comprimento semelhantes, ndo havendo diferencas significativas entre si (p>0,001), e
setembro de 2019, junho e julho de 2020, s&o estatisticamente semelhantes (p>0,001)
diferindo dos demais meses (Figuras 17).
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Figura 17. Comprimento médio (mm) + desvio padrdo de Styela plicata no periodo de julho de 2019 a

agosto de 2020 na Lagoa da Albufeira. As letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,001).

O individuo de S. plicata de maior peso amostrado pesou 31,4 g, registado no més
dezembro de 2019, e o de menor peso apresentou 10,98 g, registado no més de maio de
2020.

As comparacdes por Método Pairwise para a variavel peso entre 0os meses do estudo
mostrou que os meses julho, novembro, dezembro de 2019, janeiro, junho e julho de 2020
foram estatisticamente semelhantes entre si (p>0,001) diferindo dos demais meses. Os
meses de agosto de 2019, margo, abril e maio de 2020 foram estatisticamente semelhantes
entre si (p>0,001), diferindo dos demais meses. Os meses de setembro, outubro de 2019,
fevereiro, abril e agosto de 2020 foram semelhantes entre si (p>0,001) (Figura 18).

29



45 a

40

b
a a a
a a
35 h b
3 ¢ b
C
[ i C
i] i i
JuL AGD SET out NOW D BV MAR ABR MAI JUN JuL AGD

EZ JAN F

Peso (g)

=
(=]

un

2019 2020
Meses

Figura 18. Peso médio (g) + desvio padrao de Styela plicata no periodo de julho de 2019 a agosto de 2020
na Lagoa da Albufeira. As letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,001).

As medidas de comprimento e peso no més de abril de 2020 foram feitas em
individuos preservados em alcool 70%. A percentagem de perda no comprimento foi de

17,2% e a percentagem de perda no peso foi de 54,4%.
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A espécie S. plicata pertence & Ordem Pleorogona e apresenta as gonadas,
femininas e masculinas, localizadas entre 0 manto e o saco branquial, de ambos os lados

do corpo, especialmente do lado direito (Figura 19).

Figura 19. Individuo dissecado de Styela plicata, apds remogéo parcial do
saco branquial. GN, gonadas; SB, saco branquial; IN, intestino; ES,
estdmago. Individuo coletado em julho de 2019.

O exame histol6gico das gonadas de S. plicata confirma a hipdtese desta espécie
ser hermafrodita, sem gdnadas fisicamente separadas (Figura 20). O tecido ovariano
localizava-se principalmente na porgdo apical, enquanto o tecido testicular estava na

porc¢éo terminal; esta distribuicdo foi observada durante os 14 meses do estudo.
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Figura 20. Histologia gonadal de Styela plicata a mostrar as génadas femininas e masculinas presentes no
mesmo individuo. Oo: o6citos; FM: foliculos masculinos. Individuo coletado em margo de 2020.
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Os o6citos com tamanho inferior a 50 um foram classificados como imaturos
(Estadio | - pré-vitelogénico), e o citoplasma apresentou-se de contetldo homogéneo e

fortemente basofilico (Figura 21).
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Figura 21. Odcito de Styela plicata em estadio | - pré-vitelogénese. Odcito de 39,28 um de didmetro. O
citoplasma homogénio e fortemente basofilico. Nucleo e nucléolo. Individuo coletado em agosto de
2019.

Os odcitos entre 50 e 150 um foram classificados em Estadio Il (vitelogénese),
estando as primeiras células foliculares visiveis e a iniciar o processo que daria origem as

duas camadas de células foliculares (Figura 22).
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Figura 22. Od6cito de Styela plicata em Estadio Il - vitelogénese. Od6cito medindo 132,40 um de
didmetro. Individuo coletado em agosto de 2019.

Os odcitos de tamanho superior a 150 um foram classificados em Estadio 11
(maturos), estando as duas camadas de células foliculares formadas e as células teste
presentes (Figura 23). O tamanho maximo de odcito (256 um) foi observado num

individuo coletado em janeiro de 2019.
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Figura 23. Odcito de Styela plicata em Estadio Ill. Odcito de 177,511pum de didmetro. Presencga das células

testes e duas camadas de células foliculares, uma interna e outra externa. Individuo coletado em agosto de
2019.

A temperatura da dgua da lagoa apresentou diferengas sazonais, com o menor valor
no inverno, no més de janeiro, registando 12,0°C, e a temperatura mais elevada no veréo,
no més de julho de 2020, registando 21,8°C (Figura 24).

O GI foi mais elevado no verdo, quando também foram registadas as temperaturas
mais elevadas (Figura 24). A Correlacéo de Pearson entre a temperatura e o Gl apresentou
rigual a 0,774 (p<0,01), um r positivo e alto indica uma forte relag&o linear positiva entre
as duas variaveis.

Em julho de 2019 o Gl foi de 3,74 e a temperatura foi de 21,2°C. A partir dai, o Gl
subiu, atingindo o seu valor maximo (5,35) em setembro de 2019. Apds setembro, o Gl e
a temperatura apresentaram queda, atingindo valores de 1,5 e 14,6°C, respetivamente, em
novembro de 2019, periodo do outono. Apesar da temperatura continuar a cair, o Gl
aumentou nos meses de dezembro de 2019 (GI=1,59) e janeiro de 2020 (GI=1,82), e
depois voltou a diminuir, até atingir o menor valor registado em marco de 2020 (G1=0,67)

(temperatura=15,6°C). Com o inicio da primavera, 0 Gl comecou a subir até atingir o
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valor de 3,22 em julho de 2020 a 21,8°C, e voltou a apresentar queda em agosto de 2020
(GI1=3,08 e temperatura=21,1°C) (Figura 24).

O Gl de S. plicata apresentou diferencas estatisticas significativas ao longo dos 14
meses de amostragem (Kruskal-Wallis H13=107,132; p<0,001) e as comparagdes por
Método Pairwise mostraram que o Gl de S. plicata nos meses de julho, agosto e setembro
de 2019 e junho, julho e agosto de 2020 foram estatisticamente semelhantes entre si
(p>0,001) e diferiram dos demais meses amostrados, novembro e dezembro de 2019 e
janeiro, fevereiro, marco, abril e maio de 2020, sendo estes estatisticamente semelhantes
entre si (p>0,001). As letras diferentes indicam as diferencgas significativas (p<0,001)
(Figura 24).

As temperaturas de abril e maio ndo puderam ser aferidas, por impedimento

causado pelo confinamento imposto pela pandemia do SARS-CoV-2.
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Figura 24. indice gonadossomatico médio de Styela plicata e a temperatura da agua para o periodo de julho
de 2019 a agosto de 2020 na Lagoa de Albufeira, Portugal. n=15, exceto para: julho 2019, n=13; setembro
2019, n=13; fevereiro 2020, n=13; abril 2020, n=13; maio, n=13; junho 2020, n=14. Letras mindsculas
diferentes indicam diferencas significativas (p<0,001) no GI. As temperaturas dos meses de abril € maio
de 2020 ndo puderam ser aferidas por impedimento causado pelo confinamento imposto pela pandemia do
SARS-CoV-2.
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No que respeita a andlise histoldgica dos odcitos de S. plicata, a média dos
didmetros dos odcitos foi maior nos meses de verdo, quando também foram registadas as
temperaturas mais elevadas (Figura 25). A Correlacao de Pearson entre a temperatura e o
didmetro médio dos odcitos apresentou r igual a 0,743 (p<0,01), indicando uma forte
relagdo linear positiva entre as duas varidveis. O maior valor medio de didmetro de odcito
registado ocorreu em julho de 2020 (122,5 + 12,3 um) e 0 menor em mar¢o de 2020 (74,3
+ 13,9 um) (Figura 25).

Em julho de 2019, o didmetro médio dos odcitos foi de 121,1 + 14,5 um e a
temperatura marcou 14,5°C. Apos esse periodo, a tendéncia foi de queda no didmetro
médio a acompanhar a queda da temperatura, que apesar de voltar a subir a partir de
janeiro de 2020, o diametro médio dos o6citos continuou a cair até atingir o menor valor
registado em margo de 2020 (74,3 + 13,9 um). A partir de marco de 2020, quando se
inicia a primavera, o valor médio do didmetro dos odcitos comecgou a subir, até atingir o
valor maximo registado em julho de 2020 (122,5 + 12,3 um) e voltou a cair em agosto de
2020 (Figura 25).

Os didmetros dos odcitos apresentaram diferencas estatisticas significativas ao
longo dos 14 meses de amostragem (Kruskal-Wallis H11=183,803; p<0,001). As
comparagdes por Método Pairwise mostraram que o diametro dos odcitos nos meses de
julho, agosto, setembro de 2019, julho e agosto de 2020 foram estatisticamente
semelhantes entre si (p>0,001), marcando os maiores valores de diametro de odctios. Os
meses de outubro, novembro e dezembro de 2019 apresentaram valores semelhantes de
diametro de odctios ndo diferindo estatisticamente (p>0,001). Fevereiro, margo e abril de
2020 marcaram 0s menores Vvalores de didmetro de odcitos e também foram
estatisticamente semelhantes entre si (p>0,001). Os meses de janeiro, maio e junho nédo
apresentaram diferengas estatisticas entre si (p>0,001). Esse resultado mostra que a partir
de janeiro, o diametro dos o0citos caminhou para atingir o0 menor valor médio (em margo
de 2020) e os meses de maio e junho foram meses em que o diametro médio dos odcitos
caminhou para atingir o maior valor médio (em julho de 2020). As letras diferentes
indicam as diferencas significativas (p<0,001) (Figura 25)
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Figura 25. Diametro médio e desvio padrdo dos odcitos de Styela plicata e a temperatura da agua para o
periodo de julho de 2019 a agosto de 2020 na Lagoa de Albufeira, Portugal. Letras minusculas diferentes
indicam diferengas significativas (p>0,001) no tamanho médio dos o6citos. As temperaturas dos meses de
abril e maio de 2020 néo puderam ser aferidas por impedimento causado pelo confinamento imposto pela
pandemias do SARS-CoV-2.

A andlise de Correlacdo de Pearson entre o Gl e o didmetro médio dos odcitos
apresentou r igual a 0,810 (p<0,001), indicando uma forte relacdo linear positiva entre as
duas variaveis.

A salinidade da 4gua da Lagoa de Albufeira apresentou valores mais elevados nos
meses de julho (35,3), agosto (36,1) e setembro (36,2) e queda a partir do més de outubro
(36,1) de 2019 chegando ao menor valor no més de fevereiro (33,3) de 2020, més em que
a lagoa esté fechada (Figura 26).

A Correlacdo de Pearson entre a salinidade e o didmetro médio dos o6citos indicou
uma forte relacdo linear positiva entre as duas variaveis, e apresentou r igual a 0,825
(p<0,01).
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Figura 26. Diametro médio dos o6citos de Styela plicata e a salinidade da dgua para o periodo de julho de
2019 a agosto de 2020 na Lagoa de Albufeira, Portugal. A salinidade para os meses de abril e maio de 2020
ndo puderam ser aferidas por impedimento causado pelo confinamento imposto pela pandemias do SARS-
CoV-2.

Os odcitos, de todos os estadios de desenvolvimento, estiveram presentes durante
todo o ano. No entanto, individuos em Estadio | (o6citos em pré-vitelogénese) estiveram
presentes em maior frequéncia no inverno, janeiro (21,5%) e fevereiro (27,6%); € no

inicio da primavera, marc¢o (33,4%) e abril (26,2%).

Os individuos em Estadio de Il (o6citos em vitelogénese), aumentaram sua
ocorréncia gradualmente de meados da primavera, maio (75,6%), até o final do verao,
chegando ao pico em agosto de 2020, em que 82,9% dos od4citos se encontravam em

vitelogénese.
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Os individuos em Estadio Il (o6citos maturos) foram observados em maior
frequéncia durante o verdo, com pico no més de julho de 2020 (24,5%) e em menor

frequéncia no inicio da primavera (7,3% em marco) (Figura 27).
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Figura 27. Frequéncia de cada estadio de desenvolvimento dos odcitos de Styela plicata. Estadio I (pré-vitelogénese

— o6citos entre 0-50 um de diametro; Estadio Il (vitelogénese) — o6citos entre 50-150 um de didmetro; Estadio 111
(maturo) — o6citos maiores que 150 pm.
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Os foliculos masculinos foram caracterizados por Estadio | (imaturo), quando se
apresentaram preenchidos por espermatogoneas e espermatozoides ausentes (Figura 28).

Figura 28. Foliculo masculino de Styela plicada em estadio de desenvolvimento imaturo (Estadio I)
preenchido por espermatogéneas. Individio coletado em Agosto de 2019.

Os foliculos masculinos foram caracterizados por Estadio Il (maturo), quando
apresentaram uma parede epitelial espessa e o limen ocupado pelo desenvolvimento de

espermatozoides (Figura 29).
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Figura 29. Foliculos masculinos de Styela plicata em Estadio Il (maturo). PE: epitélio germinal; Etz:
espermatozoides maturos no limen. Individuo coletado em agosto de 2019.

Os foliculos masculinos com espacos vazios no limen, foram caracterizados no
Estadio I11 (desovado), quando ocorreu a desova dos espermatozdides (Figura 30).
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Figura 30. Foliculos masculinos de Styela plicata ap6s a desova mostrando o espaco vazio do limen
apos a libertacdo dos espermatozéides. L: 1imen. Individuo coletado em setembro de 2019.

Os foliculos masculinos apresentaram atividade proliferativa continua, sendo
possivel observar, procedendo da periferia em dire¢do & porcéo central, uma espessa
camada de espermatogoénias e espermatozoides, que ocupam a luz da vesicula (Figura
31).
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Figura 31. Foliculo masculino maturo de Styela plicata. Etz: espermatozoides; Etg:
espermatogonias. Individuo coletado em agosto de 2020.

Os foliculos masculinos em Estadio | (imaturos) foram observados nos meses de
julho (3,33%) e agosto de 2019 (5,88%), e nos meses de janeiro (6,66%), fevereiro
(13,33%), marco (10%), abril (3,33%) e maio (6,66%) de 2020. Ocorrendo em maior
frequéncia no final do inverno (fevereiro 2020) e no inicio da primavera (marco 2020)
(Figura 32).

Os foliculos masculinos em Estadio Il (maturos) foram observados durante todo o
ano, sendo encontrados em maior frequéncia no inverno, novembro e dezembro de 2019
(96,7% - para ambos 0s meses) e em menor frequéncia no inicio do outono, setembro de
2019 (66,7%) (Figura 32).

Os foliculos masculinos em Estadio 111 (desovados) foram encontrados em todos 0s
meses, exceto nos meses de janeiro e fevereiro de 2020, em que estavam maioritariamente
em Estadio | (foliculos imaturos). O més de setembro apresentou a maior frequéncia de
individuos desovados (33,3%) (Figura 32).
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Figura 32. Frequéncia de cada estadio de desenvolvimento dos foliculos masculinos de Styela plicata.
Estéadio | (imaturo); Estadio Il (maturo) e Estadio Il (desovado).

Foram contabilizados 104 individuos menores que 40 mm de comprimento durante
0 periodo amostral. Destes, 92 individuos possuiam gdénadas masculinas e femininas
desenvolvidas (Figura 33).

Estes individuos apresentavam odcitos classificados no Estadio | (pré-vitelogénese
— 1 individuo) e no Estadio Il (vitelogénese — 91 individuos). Ndo foram encontrados
odcitos maturos (o6citos maiores que 150 um) em individuos menores que 40 mm (Figura
34).
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Figura 33. Individuo de Styela plicata medindo 27,97 mm de comprimento a
apresentar odcitos em estadio | (pré-vitelogénese) e estadio 1l (vitelogénese).

O més de margo de 2020 apresentou 24 individuos menores que 40 mm, o maior
numero amostrado, destes, quatro individuos encontravam-se em estadio imaturo
(auséncia de gonadas); um individuo em estadio de pré-vitelogénese e 19 individuos em
estadio de vitelogénese (Figura 34).

Nos meses de setembro de 2019 e julho 2020 ndo foram amostrados individuos

menores que 40 mm (Figura 34).
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Figura 34. Estadio de desenvolvimento dos odcitios em individuos de Styela plicata que apresentaram
comprimento menor que 40 mmTotal de 104 individuos menores que 40 mm, destes, 92 individuos
possuiam génadas masculinas e femininas desenvolvidas (1 individuo apresentou o6citos em estadio de
previtelogénese e 91 individuos apresentaram o6citos em estadio de vitelogénese).
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6. Discussao

A ascidia cosmopolita Styela plicata esteve presente durante todo o periodo
amostral nas jangadas de cultivo do mexilhdo Mytillus edulis na Lagoa de Albufeira. Os
individuos coletados entre os meses de julho de 2019 a agosto de 2020 tiveram
comprimento entre 20,1 mm e 81,34 mm e representam uma selecdo dos maiores
individuos encontrados. Esta seleccdo na amostragem procurou a analise dos individuos
com mais do que 40 mm de comprimento, por ser o tamanho em que a espécie atinge a
maturidade sexual (Yamaguchi, 1995). Desta forma, os individuos amostrados
representam, na sua maioria, a populacéo adulta de S. plicata da Lagoa de Albufeira.

A maior frequéncia de individuos abaixo de 40 mm ocorreu no més de margo de
2020, cuja média foi de 36,3 mm e apenas um individuo apresentou tamanho maior que
50 mm (56 mm) e o0 menor individuo apresentou 20,1 mm de comprimento. Esse resultado
sugere que a fase de maior recrutamento, ou seja, a adi¢cdo de novos individuos assentados
a populacdo, seja por nascimento e maturacdo ou por imigracdo, para a Lagoa de
Albufeira, possa ter ocorrido no inicio do outono de 2019, ja que nos periodos mais frios
do ano sdo necessarios aproximadamente 4 a 5 meses para que a espécie atinja o
comprimento de 40 mm (Yamaguchi, 1975). No Mediterraneo Ocidental, com base em
observac@es dos individuos assentados em cordas recém-expostas, Pineda et al., (2013)
consideraram como recrutas aqueles individuos que tinham 15 mm de comprimento, que
corresponde com a idade aproximada de um més. Na Lagoa de Albufeira, os adultos (>40
mm) foram encontrados durante todo o ano assim como as classes de tamanhos maiores
(>50 mm), a presenca de juvenis e adultos durante todo o ano sugere o resultado da
sobreposicao de sucessivas geracdes na populacdo (Pineda et al., 2013). Os padrdes de
assentamento de S. plicata foram determinados para populagfes no Japdo (Yamaguchi,
1975), no Mediterraneo Oriental (Sabbadin, 1957; Sciscioli et al., 1978; Tursi e
Matarrese, 1981) e no Mediterraneo Ocidental (Pineda et al., 2013). Esses estudos
apontam para um assentamento prolongado durante o verdo (junho-setembro, Sciscioli et
al. 1978), um periodo de assentamento restrito no verdo (agosto-setembro, Tursi &
Matarrese 1981), um nimero variavel de geracdes por ano (Sabbadin 1957; Yamaguchi
1975) ou nenhum padrdo sazonal claro, recrutas presentes o ano todo, embora
especialmente abundantes ap6s meados do verdo e ausentes apenas no més de maio (final

da primavera) (Pineda et al., 2013). Estas diferencas no padrdo de recrutamento podem
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ser devidas a vérios fatores, incluindo temperatura, localizacdo e a estrutura genética das
populagdes investigadas (Yamaguchi, 1975; Pineda et al., 2013).

Em relacdo as células germinativas da espécie, 0s odcitos e os foliculos masculinos
maturos estiveram presentes durante todo o ano, no entanto, o indice Gonadossomatico
(GI) e o didmetro médio dos odcitos atingiram valores méaximos no verao (Figura 24 e
25, respetivamente). Um declinio no Gl foi observado no final do verdo e inicio do outono
(setembro e outubro de 2019) (Figura 25), o que sugere 0 momento do principal evento
de desova para S. plicata na Lagoa de Albufeira, coincidindo com o aparecimento e
prevaléncia de gbnadas com odcitos de tamanho adequado, prontos para a desova (19,3%
dos odcitos maturos em setembro de 2019) (Figura 27). E é a partir do inicio do outono
em que € observada a diminuicdo do tamanho médio dos odcitos (setembro e outubro de
2019), o que sugere que o pico da desova ja ocorreu (Wong et al., 2011; Pineda et al.,
2013).

Somente o declinio no GI poderia ndo corresponder a eventos de desova (Pineda et
al., 2013), pois em algumas espécies de ascidias foi observada a inexisténcia de
correlacdo entre Gl e diametro do odcito (Bingham, 1997; Wong et al., 2011) e a
mobilizacdo de reservas armazenadas nas gonadas em periodos de escassez pode ocorrer
em ascidias (Bingham, 1997). No entanto, a coincidéncia de varios pardmetros (queda no
Gl, queda do diametro do odcito, queda em proporc¢do de odcitos maduros e a correlacdo
positiva entre Gl e diametro dos odcitos, e maior proporcao de foliculos masculinos
desovados), sugere que o principal evento de desova de S. plicata na Lagoa de Albufeira
tenha ocorrido no final do verdo e inicio do outono de 2019. Assim como na populacéo
de S. plicata da Lagoa de Albuferia, populacdes de S. clava estudadas em diversas
localidades do globo, apresentaram o principal evento de desova nos meses de verdo,
estendendo-se, por vezes, até meados do outono (Kelly, 1974; Litzen e Sgrensen, 1993;
Lutzen, 1999; Davidson et al., 2005; Wong et al., 2011). Esses resultados corroboram a
hipdtese de que o periodo de maior recrutamento para a espécie seja no final do verao e
inicio do outono.

No entanto, ndo foi possivel encontrar nenhum padrdo reprodutivo sazonal claro
para a populacdo de S. plicata da Lagoa de Albufeira, pois os oocitos e os foliculos
masculinos maturos estiveram presentes durante todo o ano e a desova mostrou-se
potencialmente continua, mesmo que tenha sido mais intensa durante o verdo. O mesmo
foi encontrado para as populagdes de S. plicata no Mediterraneo Ocidental, em que 0s

gametas maturos estiveram presentes durante todo o ano e a desova mostrou-se
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potencialmente continua, embora tenha sido mais intensa na primavera (Pineda et al.,
2013). No Mediterraneo Oriental, foi observado que, ao final do veréo, quase todos 0s
individuos de S. plicata ja haviam desovado, de forma que a atividade reprodutiva
diminuiu, assim como o diametro medio dos odcitos (Sciscioli et al., 1978). Resultados
semelhantes, picos de reproducdo numa espécie que reproduz continuamente durante todo
0 ano, j& foram descritos por outros autores em regides temperadas (Yamaguchi, 1975;
Bingham, 1997) e ciclo reprodutivos extendidos para ascidias NIS, também ja foram
relatados por outros autores (Bourque et al., 2007; Shenkar & Loya, 2008; Wong et al.,
2011). Pineda et al. (2013) sugere que um periodo reprodutivo prolongado provavelmente
confere uma vantagem competitiva a S. plicata em mares temperados, onde a maioria das
espécies se reproduz sazonalmente, e pode promover introducGes recorrentes, pois as
larvas estao disponiveis para assentamento em vetores de transporte durante a maior parte
do ano, conferindo a espécie potencial colonizador de novas areas.

A temperatura da 4gua da Lagoa de Albufeira e o tamanho médio dos odcitos de S.
plicata, assim como a temperatura e 0 Gl apresentaram correlacdo positiva. A temperatura
mais baixa registada para a Lagoa de Albufeira durante o periodo amostral foi de 12°C
no més de janeiro de 2020, e embora ndo tenha sido encontrados testiculos em pos desova,
individuos maturos e reprodutivamente ativos com odcitos grandes (média de tamanho
de od6citos de 94,13 um) estiveram presentes nos meses mais frios do ano. Sabbadin
(1957) define a temperatura de 10°C como a temperatura minima para que S. plicata
possa se reproduzir e os limites de temperatura para desova de S. plicata no laboratério
foram de 11 a 28 C° (West & Lambert, 1976). O resultado encontrado para a Lagoa de
Albufeira é semelhante ao encontrado para populacdes do Mediterraneo Ocidental, onde
Pineda et al. (2013) afirmam que temperaturas abaixo de 10°C sdo raramente atingidas,
mesmo na estacdo mais fria, e que a especie S. plicata também é reprodutivamente ativa
nos meses de inverno. O mesmo foi observado por Yamaguchi (1975), na baia de Toquio,
onde os individuos de S. plicata estavam maturos também no inverno, embora néo
desovassem durante os meses mais frios do ano, onde as temperaturas da agua no inverno
variaram de 13° a 17 °C, aproximadamente. Tem sido sugerido por diversos autores que
a temperatura é o principal fator desencadeante da reproducao das ascidias (Millar, 1971;
Turon, 1988; Lambert, 2005) e tambem dos ciclos reprodutivos de muitos invertebrados
marinhos em mares temperados (Orton, 1920; Lambert, 2005).

Em termos de salinidade, a 4gua da Lagoa de Albufeira apresentou valores mais

elevada no més de agosto de 2020 (36,1) e o valor mais baixo registado ocorreu em
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fevereiro de 2020 (33,3). Esta flutuacdo nos valores de salinidade da &gua da lagoa ao
longo do ano esta relacionada com o fecho intermitente da liga¢cdo com o mar durante os
meses de inverno, periodo em que ocorre a entrada apenas de agua doce, seja por chuva
ou por rio, ocasionando a diminuic¢ao nos valores de salinidade (Pereira Coutinho et al.,
2012).

Os valores de maior salinidade coincidiram com os maiores didmetros medio de
odcitos e houve uma correlacdo positiva entre as duas variaveis. Nado foram registados
valores de salinidade abaixo de 33,3, desta forma, no que diz respeito a salinidade, a
Lagoa de Albufeira apresenta condi¢bes 6timas para o desenvolvimento da S. plicata,
pois resultados encontrados por Thiyagarajan & Qian (2003) demonstraram que o
desenvolvimento embrionario de S. plicata é favorecido as salinidades entre 30 e 34, e as
variacOes de salinidades presentes na Lagoa de Albufeira ndo representam um fator
limitante para a reproducdo e sobrevivéncia de S. plicata. A regulagdo osmotica desta
ascidia foi demonstrada a amplas variacbes de salinidades, por exemplo, em estudos
realizados com solucdes hipossalinas (17,5), a sobrevivéncia de S. plicata nao foi afetada,
0 mesmo ocorreu quando os espécimes foram submetidos a solugdes hipersalinas (38,5)
(Sims, 1984). Resultados similares foram encontrados para outras ascidias, a
sobrevivéncia em C. intestinalis ndo foi afetada a salinidade de 39,9 (Dybern, 1967) e
Molgula manhattensis sobreviveu a salinidade de 38,8 (Gaill & Lasserre, 1977),
mostrando que 0s meios ligeiramente hipersalinos aparentemente ndo sdao uma barreira
de distribuicdo nesses tunicados. Em outro estudo, em que 0s autores relacionaram a
diversidade de tunicados em ambientes hipossalinos, foi observado que a diminuicao da
salinidade afetou negativamente os processos bioldgicos das espécies nativas, mas as NIS
mostraram respostas neutras aos meios hipossalinos, o que confere vantagem as NIS em
ambientes alterados (McKnight et al., 2021).

Além disso, tem sido demonstrado que os adultos de S. plicata podem responder as
mudangas da temperatura e da salinidade aumentando a producdo de proteinas
relacionadas com o stress. No estudo realizado por Pineda et al. (2012), ocorreu variagao
de 15 vezes nos niveis de expressdao do gene hsp70, que esteve significativamente
correlacionado a temperatura da dgua do mar (> 25°C) e as baixas salinidades (< 28),
sugerindo consistente previsdo de que um certo grau de resiliéncia a condi¢des ambientais
adversas facilitou a distribuicdo mundial desta espécie.

Em relagdo as frequéncias dos estadios dos odcitos e dos foliculos masculinos em

S. plicata, na Lagoa de Albufeira, foi observado que os odcitos maturos estiveram em
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maior frequéncia durante o verdo, com pico em julho de 2020 (24,6%) e em menor
frequéncia no final do inverno, em marco de 2020 (4,7%). Os foliculos masculinos
maturos estiveram mais frequentes nos meses de novembro e dezembro de 2019 (96,7%
para ambos) e a frequéncia de individuos com testiculos desovados foi maior em setembro
de 2019 (33,4%) e outubro de 2019. Desta forma, é observado uma assincronicidade no
desenvolvimento do tecido gamético masculino e feminino, indicando que para a maior
parte do tempo, esta espécie ndo € capaz de autofecundacéo. Essa ligeira assincronicidade
no desenvolvimento do tecido gamético masculino e feminino foi observado para a S.
clava em populacbes do Canada (Davidson et al., 2005), Irlanda (Parker et al., 1999) e
Nova Zelandia (Wong et al., 2011). E embora seja mais provavel que, durante o periodo
de desova, as populaces tanto de S. plicata como a de S. clava, predominantemente, ndo
se cruzem devido as incompatibilidades espermatozoides/6vulos, a assincronicidade pode
estar relacionada a uma estratégia com a finalidade de reduzir a probabilidade de
autofecundacéo fornecendo um bloqueio temporal (Wong et al., 2011), pois em estudo
realizado por Macclary et al., 2008, foi sugerido que S. clava é parcialmente autofertil e
ao sofrer stress (por exemplo, por perturbacdo mecanica, como sendo espremida ou
abrasada por cascos de navios ou durante a remocao) poderia liberar gametas femininos
e masculinos que poderiam se autofecundar e, assim, espalhar a populag&o.

Em relacdo ao tamanho em que a espécie atinge a idade reprodutiva, apesar da
literatura indicar o tamanho de 40 mm, nesse estudo foram encontrados individuos
menores que 40 mm com odcitos em pré-vitelogénese e em vitelogénese. Esse dado pode
revelar que S. plicata, por ser uma espécie oportunista invasora, estd a atingir a
maturidade sexual antes dos 40 mm como uma estratégia para a colonizacdo de novos
ambientes (Ricciardi, 2015).

A presenca da populacdo de S. plicata foi relatada pela primeira vez na Lagoa de
Albufeira em 2017 (projeto Protectinvad, 2018). O presente estudo confirmou a presenca
estabelecida da populacéo de S. plicata na Lagoa de Albufeira, uma vez que os individuos
analisados se encontram férteis 0 ano todo e assim apresentam reprodugdo continua,
pode-se concluir que o ambiente actual da lagoa oferece vantagens para S. plicata. A
temperatura e a salinidade da lagoa ndo excedem os limites de tolerancia para o
estabelecimento e reproducdo da espécie e a baixa hidrodinamica da lagoa, propria de
ambientes Iénticos, favorece a sobrevivéncia e 0 sucesso no estabelecimento das larvas
(Naranjo et al., 1996). Estes fatores sugerem que S. plicata ndo encontra obstaculos

naturais para a sua reproducdo e estabelecimento continuados na Lagoa de Albufeira.
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Desta forma, o cultivo de mexilhdes na Lagoa de Albufeira encontra-se ameagado
e ja foi constatado que a produtividade da cultura de mexilhGes estd a ser afetada pela
presenca das ascidias e outros bioincrustantes, como briozoarios e crustaceos, que estao
a aumentar as taxas de mortalidade dos mexilhdes cultivados como constatado durante as
amostragens do projeto Protectinvad (Mar2020). O cultivo de mexilhdes pode ser uma
importante fonte nutricional e econémica, com a vantagem de ser uma fonte sustentavel
(Duarte et al., 2009), e proporcionar servi¢os ecossistémicos de grande valor para o
ambiente e para a sociedade (van der Schatte Olivier et al., 2020; Avdelas et al., 2020).
No entanto, em contraste com 0 aumento da producdo aquicola de mexilhdes em todo o
mundo, a producéo na Unido Europeia (UE) tem apresentado uma tendéncia decrescente
nas ultimas duas décadas (Avdelas et al., 2020). A presenca dos organismos incrustantes,
como S. plicata e suas consequéncias para a miticultura, somado as alteracbes dos
parametros fisicos da agua ocasionadas pelas mudancas climéaticas, colocam o0s
aquacultores em riscos crescentes concretos num futuro proximo (Avdelas et al., 2020).

Algumas propostas para uma gestdo adequada da aquacultura de mexilhGes para
reduzir o impacto dos organismos incrustantes incluem: a remocdo temporaria dos
moluscos bivalves da profundidade favoravel as larvas dos organismos incrustantes nos
periodos de maior assentamento, o que permitiria que menos larvas colonizem a cultura
e; durante o periodo de assentamento a utilizacdo de placas chamarizes para promoverem
0 assentamento das larvas e reduzir a fixacdo nos bivalves cultivados e nos equipamentos
de producgdo (Arakawa, 1990). Outro exemplo de gestdo é a limpeza e manutencdo das
estruturas de fixacdo dos mexilhdes logo apds o periodo de maior assentamento de
ascidias, uma técnica ja utilizada por diversos aquacultores que facilita o manejo das
ascidias (Carver et al., 2003). Embora tenha havido recentes avancos no conhecimento
da dinamica das bioincrustacdes, para o qual este estudo pretende contribuir, ha lacunas
significativas na capacidade dos aquacultores de gerirem as ac¢des necessarias para
reduzir os impactos negativos da bioincrustacdo (Bannister et al., 2019). Mesmo que 0
presente estudo tenha observado que a populagéo de S. plicata presente na Lagoa de
Albufeira apresenta maior atividade reprodutiva no verdo e inicio do outono e que o
periodo de maior assentamento das larvas possa ocorrer proximo aos meses que sucede 0
pico reprodutivo, sugere-se que haja mais estudos acerca da dindmica dessa populacao,
especialmente para identificar claramente a época de maior assentamento das larvas, para

que possam ocorrer acdes de mitigacao das bioincrustacoes.
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Para o controlo das infestagdes ja estabelecidas vem sendo empregue o uso de acido
acético com sucesso nas aquaculturas de bivalves, no entanto, a pratica requer
conhecimento aprofundado das tolerancias fisiologicas dos bioincrustantes e de cada
espécie de bivalve envolvidos, dos desafios operacionais relacionados a infraestrutura, da
escalabilidade e do controlo de qualidade (Cahill et al., 2021).

Baseado nos resultados deste estudo, S. plicata esta bem estabalecida e com
potencial para a reproducdo continuado ao longo do ano na Lagoa de Albufeira, é
sugerido que sejam encontradas alternativas que possam, por exemplo, tornar as ascidias
organismos rentaveis para os aquacultores locais, 0 que poderia ser a solugdo de maior
sustentabilidade para as areas ja invadidas, se forem objecto de uma gestéo correta para
evitar uma dispersdo ndo desejada da espécie. As ascidias removidas dos cultivos de
mexilhdo podem tornar-se uma fonte de renda se tiver, por exemplo, seu potencial
nutracéuticos, mais explorado. Estudos realizados por Carletti et al. (2020) mostraram
que os extratos etanolicos das ascidias apresentaram atividade antioxidante e anti-
inflamatdria com potencial bioativo na prevencdo de doencas crénicas que causam baixa
densidade Ossea. Outros estudos, realizados na Coreia por Park et al. (2006),
demonstraram que S. plicata pode ser usada para a producdo de pasta de peixe devido a
sua qualidade e funcionalidade. Além dos usos citados, 0 extrato proveniente de
preparacdo fresca de S. plicata apresenta propriedades antioxidantes e anticancerigenas,

podendo ser fonte de valiosos materiais bioativos (Kim et al., 2005).
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7. Conclusao

Os resultados deste estudo permitiram conhecer o comportamento reprodutivo da
espécie cosmopolita S. plicata na Lagoa de Albufeira, Portugal. Este estudo sugere que a
S. plicata apresenta um periodo reprodutivo mais intenso no final do veréo e inicio do
outono, apesar da reproducdo ter se mostrado continua durante todo o periodo amostral.
Um periodo reprodutivo prolongado permite a existéncia de varios lotes de larvas,
garantindo um suprimento abundante de juvenis ao longo do ano, além disso, 0s
parametros fisicos da agua da Lagoa de Albufeira, tais como temperatura e salinidade,
sdo favoraveis a reproducdo e o desenvolvimento de S. plicata, tornando o ambiente
propicio para o estabelecimento continuado da espécie na lagoa.

A presenca de bioincrustantes na aquacultura marinha representa uma das
principais barreiras para uma producdo eficiente e sustentavel (Bannister et al., 2019;
Cahill et al., 2021) e o controlo de bioincrustacdes é um desafio amplamente estudado
(Durr & Watson; 2010; Dunham & Marshall, 2012; Fitridge et al., 2012; Bannister et al.,

2019; Cahill et al., 2021) e para o qual ainda se procuram respostas e solugdes.
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9. Anexos

Anexo |
Processamento de Tecidos:

= Alcool 80% (2h)

= Alcool 96% (2h)

= Alcool 99% (1h)

= Alcool 99% (1h)

= Alcool 99% (1h)

= Alcool 99% + Xilol (1:1) (2h)
= Xilol (1h)

= Xilol (1h)

= Xilol + Parafina (1/4:1) (3h)
= Parafina (4h)

Anexo I
Coloracédo — Procedimento Hematoxilina-Eosina e Montagem das Laminas:
1- Desparafinacdo e Re-hidratacédo

= Xilol (10 minutos)

= Xilol (10 minutos)

= Alcool a 100% (5 minutos)

= Alcool a 100% (5 minutos)

= Alcool a 85% (5 minutos)

= Alcool a 70% (5 minutos)

= Alcool a 50% (5 minutos)

= Agua destilada (5 minutos)

= Hematoxilina de Harris (5 minutos)

= Agua da torneira corrente baixo fluxo (3 minutos)
= Eosina 1% (3 minutos)

= Agua da torneira corrente baixo fluxo (3 minutos)

2- Desidratacao Il

= Alcool a 70% (1 minuto)
= Alcool a 85% (1 minuto)
= Alcool a 100% (1 minuto)
= Alcool a 100% (1 minuto)
= Xilol (5 minutos)
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3- Montagem das laminas com albumina e lamela
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