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RESUMO

Os oceanos, como sumidouros de CO, atmosférico, enfrentam uma grave alteracéo no seu ciclo bio-
geoquimico natural dada a veloz absorcdo de CO, gerado antropogenicamente. A acidificacdo dos
oceanos é o termo geral usado para o fenémeno de decréscimo de pH dos oceanos a partir da
absorcdo de CO, atmosférico, diminuindo a concentracio de COs;* e o estado de saturacdo de
aragonite e calcite. Estas alteracées modificam a dindmica dos ecossistemas marinhos e desafiam a
adaptacao de varias espécies dependentes do ciclo de carbono inorgénico do oceano. Para avaliar os
efeitos deste fendmeno, focou-se no estadio larvar dos bivalves pela producédo de uma fragil estrutura
calcéaria bastante sensivel a alteragées na quimica da agua do mar. Neste contexto, investigou-se o
efeito da acidificacdo dos oceanos na mobilidade do esperma, taxa de fecundacao e viabilidade larvar
(sobrevivéncia, crescimento e anormalidades) da ostra japonesa, Crassostrea gigas, um bivalve de
elevado valor comercial, em ensaios com perturbacdes controladas de CO,. Foi manipulada a
guimica de carbonatos na 4gua do mar através da injeccao directa de CO, puro, para atingir dois
niveis reduzidos de pH (-0,4 e -0,7 unidades, cenarios previstos pelo IPCC e Caldeira e Wickett,
2003, respectivamente) posteriormente comparados com um meio ndo manipulado. Os resultados
revelaram uma elevada sensibilidade da larva veligera de C. gigas a baixos niveis de pH. Em geral,
foram encontradas diferencas entre os pH na mobilidade do esperma, taxa de fecundacao,
sobrevivéncia, crescimento e ocorréncia de prodissoconhas anormais e proturberéncia do manto. O
impacto do pH 7,4 na fecundacéo e viabilidade larvar € maior do que o impacto do pH 7,7. Estes
resultados sugerem que 0 sucesso de reprodu¢do e os mecanismos bioldgicos de calcificagdo sao
interrompidos prematuramente quando expostos a um meio acidificado e influenciam a viabilidade da

larva veligera de C. gigas comprometendo a sua sobrevivéncia.

Palavras-chave: dioxido de carbono, acidificacdo, oceano, bivalves, Crassostrea gigas
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ABSTRACT

Oceans, as sinks of atmospheric CO,, face a serious change to their natural biogeochemical cycle due
to the rapid absorption of CO, generated anthropogenically. Ocean acidification is the common term
used to describe the decrease of ocean pH phenomenon caused by the absorption of atmospheric
CO, which consequently reduces the concentration of CO;* and saturation state of aragonite and
calcite. These changes challenge the adaptation of several species that depend actively on the ocean
inorganic carbon cycle. To evaluate the effects of ocean acidification, we focused on the larval stage
of bivalves which produce a fragile calcareous skeletal structure, very sensitive to changes in
seawater chemistry. In this context, we investigated the effect of ocean acidification on sperm mobility,
fertilization rate and larval viability (survival, growth and abnormalities) of the Pacific oyster,
Crassostrea gigas, a commercially important bivalve, in controlled CO, perturbation experiments. The
carbonate chemistry of seawater was manipulated by diffusing pure CO,, to attain two reduced pH
levels (by -0.4 and -0.7 pH units, scenarios from IPCC data, and Caldeira & Wickett, 2003,
respectively), which were compared to unmanipulated seawater. The results show high sensibility of
the C. gigas veliger larvae to low levels of pH. In general, sperm mobility, fertilization rate, survival,
growth and occurrence of prodissoconch abnormalities and protruding mantle were different on
manipulated and unmanipulated pH. The impact of pH 7.4 in the fertilization and larval viability was
higher than in pH 7.7. The results suggest that the reproductive success and the biological
mechanisms for calcification may be prematurely interrupted when exposed to an acidified

environment and influence the viability of C. gigas veliger larvae, compromising the settlement.

Keywords: carbon dioxide, acidification, ocean, bivalve, Crassostrea gigas
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1. INTRODUCAO

"How inappropriate to call this planet Earth when it is quite clearly Ocean!"
Arthur C. Clarke

Os oceanos sdo um dos recursos mundiais fundamentais e apresentam-se como um dos mais
importantes componentes da natureza tendo em conta o seu papel vital no planeta, como suporte
de bens e servigos. Ocupam 71% da superficie terrestre (Garcia, 2004) e estendem-se numa
superficie de 362 milhdes de km? (Massoud, 1992). Com um volume de 1,37x10° km® constituem o

maior repositério de organismos do planeta, representativos de 31 filos (Nybakken, 2001).

Terra, rios, mar aberto, atmosfera, sedimentos e biota interagem com zonas costeiras e
plataformas continentais, levando a uma heterogeneidade temporal e espacial substancial dos
fluxos de carbono (Chen e Borges, 2009). Nos ultimos 250 anos, as actividades humanas tém
vindo a acelerar as emissdes de gases de efeito de estufa (GEE), particularmente as emiss@es de
diéxido de carbono (CO,) contabilizando-se cerca de 7,7+0,5 Gt de carbono por ano, entre 2000 e
2009, sobretudo pelo consumo de combustiveis fosseis (Assmann et al., 2010). Os niveis de CO,
na atmosfera passaram de 280 ppmv (partes por milhdo em volume), ao nivel pré-industrial, para
384 ppmv em 2007 (Solomon et al., 2007; Doney et al., 2009b). Isoladamente, 0s oceanos
absorvem cerca de 25% do CO, atmosférico de origem antropogénica (Feely, 2008)
correspondendo a cerca de um-terco do CO, antropogénico produzido nos ultimos 200 anos
(Sabine et al., 2004). As trocas gasosas do sistema ar-agua vdo acompanhando este aumento de
carbono atmosférico mas a um custo. A medida que o CO, aumenta, a pressido parcial do CO,
(pCO2) também vai aumentando (fendmeno conhecido como hipercapnia) na agua do mar, a
concentracao de ibes hidrogénio cresce, a concentracao de ides carbonato diminui e a capacidade

de absorcao adicional de CO, fica limitada.

A absorc¢do de carbono antropogénico desde 1750 tem sido responsavel pela diminuicdo média do
pH em 0,1 unidades (Bernstein et al., 2007), actualmente o pH médio dos oceanos é de 8,1.
Apesar do decréscimo de pH ser apenas de 0,1 unidades é importante lembrar que a escala de pH
baseia-se numa escala logaritimica e portanto um decréscimo de décimas pode ter elevadas
ramificacdes fisiologicas (Ringwood e Keeppler, 2002). Ainda que a absor¢cdo de CO, pelos
oceanos venha a atenuar a dimensdo do aquecimento global, este desequilibrio no pH dos
oceanos tende a afectar profundamente o biota marinho. Estas alteracdes podem acontecer ao
nivel do decréscimo de saturacao do carbonato de calcio (CaCOs) (Fabry et al., 2008) ou por via
de disturbios acido-base (metabdlicos) afectando a reproducdo e o crescimento de populacdes e
até mesmo espécies (Porter et al., 2004).

Em particular, € esperado que a acidificacdo progressiva tenha impactes negativos sobre o
processo de calcificagdo utilizado por varios organismos na producdo de conchas ou placas a

partir de carbonato de célcio (CaCOs) (e.g. corais, pteropodes, bivalves, crustaceos) e sobre as



espécies que deles dependem (Bernstein et al., 2007). Sdo estes consumidores primarios que
estdo na base da cadeia alimentar marinha e sustentam os restantes niveis troficos. O seu
desaparecimento ou reducdo poderda condicionar em grande escala a existéncia de outras
espécies (e.g. mais de 60% da dieta do salm&ao juvenil € composta por pteropodes (Fabry, et al.,
2009)) e em ultima instancia contribuir para um futuro desequilibrio sécio-econémico, uma vez que
0s moluscos, por exemplo, formam uma parte significativa da producdo mundial de pesca e
aquacultura (Csirke, 2005).

A acidificacdo dos oceanos ndo é uma consequéncia directa das alteraces climaticas mas sim
uma consequéncia das excedentes emissdes antropogénicas de carbono atmosférico (Denman et
al., 2007) que tém ocorrido nas Ultimas décadas. E necessario agir agora para evitar o risco de

danos irreversiveis nos oceanos (Caldeira et al., 2005).

1.1 Acidificac&o dos Oceanos: Conceitos-chave, Efeitos e Consequéncias

1.1.1 Oceano: Fonte ou sumidouro de carbono atmosférico?

O carbono (C) é o quarto elemento quimico mais abundante no planeta e é um dos componentes
fulcrais na sua constituicdo (NASA, 2010a), porque se comporta como um atomo neutro capaz de
se combinar com outros 4tomos, quer electropositivos quer electronegativos. Esta presente nos
oceanos sob forma mineral, de bicarbonatos, carbonatos e diéxido de carbono dissolvido
(Massoud, 1992), constituindo o sistema inorganico de carbono. O seu ciclo natural engloba a
terra, os oceanos e a atmosfera e dai ser caracterizado como um dos grandes ciclos
biogeoquimicos (NASA, 2010a) (fig. 1.1). Nos oceanos, os bicarbonatos resultantes da alteracéo
das rochas calcarias superficiais dos continentes — provocada pela acidez natural das aguas
pluviais e favorecida pela meteorizacdo e pela erosdo mecéanica — e transportados pelos rios,
precipitam sob a forma de carbonatos constituintes do exosqueleto e da concha dos animais
marinhos (Massoud, 1992).



Atmosfera: 700 Gt (3 anos)

Superficie do oceano
Vegetagao Solo e detritos 600 Gt (6 anos)

700 Gt 1 100 Gt Oceano intermédio
(5 anos) (20 anos) 7000 Gt (100 anos)

Oceano Profundo

Biosfera Terrestre 30 000 Gt (100 000 anos)

Combustiveis Fosseis Sedimentos Marinhos
12 000 Gt (1 000 anos) 30 milhdes de Gt (100 milhGes de anos)

() —tempos de residéncia do carbono, em anos
—> - fluxos de transferéncia de CO; entre reservatorios (Gt.ano'l)
— > —periodo 2000-2009 (Assmann et al., 2010)

Figura 1.1 Ciclo global do carbono, com referéncia ao tamanho dos reservatérios de carbono (1Gt = 10*
gramas) (Holmen, 2000; Raven et al., 2005).

Em terra, a maior retencé@o de carbono da atmosfera faz-se sob a sua forma gasosa (CO,) e deve-
se sobretudo a absorcéo pela vegetacdo, por fotossintese, e a sua libertacéo para a atmosfera,
por respiracdo, criando assim oscilagdes na concentracéo de CO, (fig. 1.2) (NASA, 2010a). Mas o
CO, também circula entre a atmosfera e 0s oceanos, sobretudo a superficie dos oceanos, onde os
organismos marinhos fazem circular o CO, a uma taxa muito comparavel aos processos biolégicos
terrestres (Raven et al., 2005). No entanto, ao longo dos anos estes fluxos bioquimicos tém
assumido uma tendéncia de crescimento exponencial que acompanha o aumento de CO,
atmosférico originado pelo consumo acelerado de combustiveis fosseis e alteragdo do uso do solo.
Uma vasta gama de medidas directas e indirectas confirmam que o racio de CO, atmosférico
aumentou globalmente cerca de 100 ppm (36%) ao longo dos ultimos 250 anos, de uma gama de
275 a 285 ppm na era pré-industrial (anos 1000-1750 dC) para 379 ppm em 2005, confirmado pela
Scripps Institution of Oceanography (SIO) e pela agéncia National Oceanic and Atmospheric
Administration (NOAA) (Foster et al., 2007). As primeiras medicdes continuas in situ de CO,
atmosférico feitas por um analisador de gas infravermelho de alta pressdo nao-dispersivo foram
implementadas por Charles D. Keeling no SIO, em 1958, em Mauna Loa no Hawaii (Foster et al.,
2007). Na figura 1.2 vé-se o crescimento das médias mensais de CO, atmosférico, mostrando um

aumento de 60 ppm nos ultimos 50 anos.



T T T E T T T T T T T
—— média mensal
V
—— média mensal, ap6s correccdo sazonal
380 - ]
€
Q.
=
2
T 360~ ]
=
=
@
g
* 340 - B
Ll
[
x
<
o
320 7
| | | L | | |

1960 1970 1980 1990 2000 2010

Ano

Figura 1.2 Curva de Keeling, média mensal de CO; atmosférico (ppm) (Tans e Keeling, 2011).

Depois de CO, entrar na atmosfera, as trocas gasosas com 0s elementos da biosfera terrestre e a
superficie dos oceanos sdo bastante aceleradas e posteriormente é redistribuido numa escala de
tempo de centenas de anos entre todos os reservatorios activos, incluindo a biosfera terrestre e o

fundo dos oceanos (Foster et al., 2007).

Nos oceanos, as trocas de CO, ocorrem muito facilmente e s@o controladas principalmente pelas
temperaturas a superficie, correntes de circulagédo e pelos processos biolégicos de fotossintese e
respiracdo (NASA, 2010a) e da turbuléncia das aguas (Ho, 2006). A absor¢do de CO, é favorecida
particularmente quando a temperatura do oceano a superficie € mais fria, dado a maior
solubilidade do CO, em &guas de baixas temperaturas. Em 4guas mais quentes, como nhos
tropicos, podera ocorrer libertacdo de CO, para a atmosfera, desde o fundo do oceano (NASA,
2010a).

A vida no oceano consome e liberta grandes quantidade de CO,, mas ao contrario do que
acontece em terra o ciclo de carbono entre a fotossintese e a respiragdo varia muito rapidamente
uma vez que nao existem efectivos de armazenamento de CO,, como as arvores ou 0 solo.
Existem extensas populacdes de plancton fotossintético (fitoplancton) que alimentam grandes
quantidades de plancton animal (zooplancton) em poucos dias ou semanas (NASA, 2010a). No
que diz respeito ao carbono residual do zooplancton, pode dizer-se que as quantidades séo
bastante reduzidas uma vez que as taxas de deposicao no fundo dos oceanos se realizam a uma
escala temporal muito longa. Em suma, pode dizer-se que o oceano € um sumidouro eficaz
quando uma populacédo de fitoplancton retira mais CO, através da fotossintese do que aquele que
€ devolvido pela respiracdo por toda a comunidade (fitoplancton e zooplancton, e outros

organismos que vivem nas camadas superficiais) (Ho, 2006).



A extracgdo e a utilizagdo do carbono, como combustivel, armazenado no subsolo — subtraido ao
seu ciclo, portanto — iniciaram-se no séc. XVIIl com o carvao e prosseguiram com no séc. XIX com
0 petréleo e o gas natural (Massoud, 1992). Desde entdo, a emissdo de carbono sob a forma de
CO, tem vindo a aumentar criando um excesso de Gases com Efeito de Estufa (GEE) -
substancias presentes na atmosfera que tém a facilidade de permitir a passagem dos raios solares
e de reter o calor depois de irradiado pela superficie da Terra (Garcia, 2006). Hoje em dia a
grande massa de CO, que € libertado por via antropogénica é gerada sobretudo por duas grandes
fontes de emissao: consumo de combustiveis fosseis, em todas as suas vertentes (carvao, gas,
producdo de cimento, petréleo) e alteracdo de uso do solo, grande parte por desflorestacdo e
queima de biomassa e mais de metade dessas concentracfes emitidas sao absorvidas pelos dois

grandes reservatorios/sumidouros naturais: as grandes florestas e os oceanos (fig. 1.3).

PRINCIPAIS FONTES RESERVATORIOS
DE EMISSAO

Atmosfera
v 4,1+0,1 PgC.ano™
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+ €T - s s — = »
~ -1
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Figura 1.3 Fontes de CO- e quantidades absorvidas pelos reservatorios naturais, entre os anos 2000-
2009 (Assmann et al., 2010)

O carbono contido no CO, tem dois isétopos estaveis, 2c e B¢, sendo que 2C é 0 mais
abundante. Quando o CO, é libertado antropogenicamente apresenta um racio 3¢/*C menor do
que o CO, atmosférico e cada um apresenta uma assinatura da fonte de onde foi libertado (Foster
et al., 2007). Assim, quando o CO, originado na combustdo de combustiveis fosseis entra na
atmosfera, o racio **c/**C no CO, atmosférico decresce a uma taxa previsivel consistente com as
emissbes de CO, de origem fossil (Foster et al., 2007). Estas alteragcbes podem ser medidas
facilmente usando espectrometria de massa para determinar o racio de is6topos (Foster et al.,
2007) sendo assim possivel estimar as taxas de CO, antropogénico que € emitido para a
atmosfera e posteriormente armazenado nos sumidouros/ reservatorios naturais.
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A relagéo entre o aumento do racio de mistura de CO, atmosférico e as suas emissdes tem sido
monitorizada através de um factor de escala conhecido como fraccao aérea - airborne fraction
(AF) (Foster et al., 2007), definido como a relacéo entre o aumento de CO, atmosférico num
determinado ano com as emissdes totais desse ano (Canadell et al., 2007), isto €, o aumento da
concentracdo de CO, na atmosfera associado as emissfes de combustiveis fosseis (Denman et
al., 2007). A emissdo por alteracdo do uso do solo ndo esta incluida nesta definicdo, pela
dificuldade de quantificar a sua contribuicdo (Denman et al., 2007). Um aumento da AF pode
implicar um aumento de CO, na atmosfera para uma determinada taxa de queima de combustiveis

fésseis, isto pode significar uma certa ineficiéncia nos sumidouros naturais (Canadell et al., 2007).

Altera¢Bes significativas da AF tém-se vindo a verificar (Canadell et al., 2007), partindo de uma
média de 0,43 até 1959 (Raupach et al.,, 2008) efectua-se agora um aumento de 0,31%ano™
(Assmann et al., 2010) (fig. 1.4). A AF tem uma grande variabilidade de ano para ano
principalmente devido a resposta de sumidouros naturais, particularmente receptores terrestres

(fig. 1.3), a variabilidade climética anual (i.e. El Nifio) e erupg¢des vulcanicas (Canadell et al., 2007).
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Figura 1.4 Fracgéo das emissOes totais de CO, que permanecem na atmosfera, Airborne Fraction
(Assmann et al., 2010)
O oceano, com as suas reservas de 38 bilibes de toneladas de carbono sob a forma de
carbonatos dissolvidos, comporta-se como um regulador das trocas com a atmosfera (Massoud,
1992). Se o teor de carbono diminui na atmosfera, o oceano liberta uma quantidade que
contrabalanca esse decréscimo. Inversamente, quando esse teor aumenta, o oceano absorve o
excedente. Foi através deste sistema de libertagdo e de absor¢cdo que o teor de carbono se
manteve estavel na atmosfera durante milhares de anos. Pode dizer-se que o oceano tem uma
capacidade tampdo em relacdo ao aumento do CO, atmosférico. Mas a absorcdo oceanica é
lenta: sdo necessarios varios séculos para que as aguas superficiais, que absorveram o gas,

sejam transportadas e misturadas nas camadas intermédias e profundas dos oceanos (Denman et
6



al., 2007). O oceano levara séculos ou dezenas de séculos para absorver o excesso de carbono

atmosférico gerado pelas actividades humanas.

Actualmente, o fluxo de CO, entre a atmosfera e a superficie oceanica pode ser estimado. O
potencial termoquimico condutor de CO,, em toda a superficie do mar, pode ser calculado pela
diferenca entre a presséo parcial de CO, (pressao que o CO, exerce individualmente) a superficie
da agua do mar, (pCO,)s., € a pressao parcial de CO, na massa de ar sobrejacente, (pPCO,)air
(Takahashi et al., 2009),

ApCO; = [(pCO2)sw — (PCO2)air] 1)

Por exemplo, quando (pCO.,),;: € maior do que (pCO,)sw, APCO, € negativo e 0 CO, atmosférico é
absorvido pela agua do mar (Takahashi et al., 2009). O fluxo liquido de CO, por toda a area
maritima pode ser estimado pela multiplicagdo de ApCO, pelo coeficiente de transferéncia gasosa
do CO,, que depende principalmente do nivel de turbuléncia na interface ar-agua (Takahashi et
al., 2009). Partindo deste principio e através da equacao (2) foi possivel estimar um fluxo liquido

oceano-atmosfera (F):
F=ka ApCOz =Tr ApCOz (2)

onde k é a velocidade de transferéncia do CO,; a é a solubilidade do CO, na agua do mar; Tr é o
coeficiente de transferéncia gasosa oceano-atmosfera; e ApCO, é a diferenca de pCO, no sistema

oceano-atmosfera, ajustado ao ano de referéncia 2000.

O CO,, tal como outros gases, obedece a Lei de Henry i.e. um aumento do nivel de CO, na
atmosfera provoca um aumento da concentragdo de CO, na superficie do oceano (Raven, et al.,
2005). Mas se o aumento da concentracdo de CO, na atmosfera acontece ao ritmo acelerado a
que séo libertadas as massas de gases produzidas por via antropogenica, impdem-se varias
questdes: ndo estard a superficie do oceano a atingir a saturacao? Qual é a eficiéncia do sistema

atmosfera-oceano? Podera o oceano tornar-se fonte de CO,?

Numa escala global, Takahashi et al. (2009) apresentam uma sintese climatolégica global
actualizada com cerca de trés milhdes de medicdes de pCO, a superficie do oceano desde 1970
(Doney et al., 2009a) até 2007, que esclarece o actual desempenho dos oceanos. A partir destas
medi¢cbes Takahashi et al. (2009) mostram um mapa que sumariza a distribuicdo global do fluxo
anual de CO, no sistema ar-agua (fig. 1.5), onde as zonas a azul e roxo correspondem as areas
de maior absorgdo de CO, versus as zonas a amarelo e vermelho que correspondem a areas de
emissdo de CO, Em quase todas as regifes sdo encontrados aumentos de pCO, a mesma taxa
gue na atmosfera. Excepcdes incluem o oceano Pacifico Norte (Mar de Bering, entre a Sibéria e 0
Alasca), onde pCO, tem um aumento mais lento que na atmosfera, e o Oceano Antarctico, onde

pCO, aumenta a uma taxa relativamente mais rapida que na atmosfera (Doney et al., 2009a).
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Figura 1.5 Média anual para o fluxo de CO> no sistema ar-agua, em aguas superficiais (condigbes de ndo-El
Nifio) (Takahashi et al., 2009).
Tendo em conta alteragdes sazonais, como a temperatura da agua, utilizacao bioldgica do CO, e
mistura da 4gua assim como alteracdes na velocidade do vento a melhor estimativa para a média
anual do fluxo de captacado liquida de CO, sobre os oceanos mundiais esta estimada em -1,42
PgC.ano’l (Takahashi et al., 2009). No entanto salvaguardando certos erros de estimativa e
algumas incertezas associadas a ApCO,, factores de dimensionamento, sub-amostragem,
velocidades de vento e métodos de interpolacdo o valor que se considera é -1,6+0,9 PgC.ano'l.
Tendo por base o fluxo estacionario, pré-industrial de 0,4 + 0,2 PgC.ano'l, estima-se que o fluxo
total de absor¢cdo de CO, antropogénico tera sido de -2,0 + 0,7 PgC.ano’l, para o ano de
referéncia de 2000 (Takahashi et al., 2009). A tabela 2.1 descreve com mais detalhe o fluxo
oceano-atmosfera do CO, em vérias zonas do globo. Os valores positivos indicam fluxos oceano-

para-atmosfera e os valores negativos indicam fluxos atmosfera-para-oceano.



Tabela 1.1 Média anual do fluxo de CO; no sistema ar-agua, em aguas superficiais (PgC. ano"l) nas quatro
principais bacias oceénicas para a referéncia do ano 2000 baseado em 3,0 milhdes de medi¢bes de pCO-
(Takahashi et al., 2009).

Zona Area (10" km?) Fluxo de CO, oceano-atmosfera (PgC.ano™)
Atlantico Pacifico Indico Antarctico Somatério
N de 50°N 16,2 -0,27 -0,03 - - -0,3
50-14°N 69,1 -0,22 -0,5 0,02 - -0,7
14°N-14°S 86,7 0,1 0,48 0,1 - 0,69
14-50°S 109,6 -0,2 -0,41 -0,44 - -1,05
50-62°S 29,7 - - - -0,06 -0,06
S de 62°S 15,3 - - - 0,01 0,01
Bacia oceanica/ -0,58 -0,46 -0,32 -0,05 1,42
oceano global
% de fluxo 41% 32% 23% 4% 100%
Area Total 326,5
16, 2 74,8 153,8 53 44,9
(10%° km?)
% da area 100 23 47 16 14

A zona com maior captacdo de CO, situa-se no Atlantico Norte. Esta &rea tem, ainda, um maior
potencial de penetracdo de carbono a maiores profundidades quando comparada com outras
bacias oceanicas dado as seguintes combinacdes: a) superficie altamente alcalina que favorece a
absorcdo de CO, e b) trocas verticais mais activas devido a intensa mistura de 4guas no Inverno
(Sabine et al., 2004; Bindoff et al., 2007).

z

Apesar de existirem zonas no oceano cuja captacdo de CO, é muito baixa ou praticamente
inexistente, ainda assim é possivel estimar uma média global de fluxo de carbono negativa o que
certifica um caracter sumidouro aos oceanos e garante que este recurso é um mecanismo de

combate ao excesso de CO, na atmosfera.

Prejuizos directos incluem o impacte do aumento da concentracdo de CO, e a acidez, que podera
afectar varios estagios do ciclo de vida dos organismos marinhos. Prejuizos indirectos incluem o
impacte resultante de alteracdes na disponibilidade ou na composi¢éo de nutrientes resultado do

aumento de acidez (Raven et al., 2005).



1.1.2 CO, nas zonas costeiras e estuarinas

Apesar das margens continentais, consideradas como uma extensdo desde a linha costeira até
200m de profundidade, ocuparem apenas 7% do oceano e menos de 0,5% do seu volume, sdo um

elemento fundamental no ciclo biogeoquimico do oceano (Chen e Borges, 2009).

Nos estuarios, as emissdes de carbono apresentam uma grande variacdo espacial e temporal,
resultante de interacc6es complexas vindas de inputs de carbono pelo rio, processos de
sedimentagdo e re-suspensdo, processos microbiolégicos na agua e nos sedimentos e trocas
gasosas com a atmosfera (Abril e Borges, 2004). Como sdo menos profundos, menos salinos e
menos alcalinos (Wong, 1979; Miller et al., 2009), os habitats estuarinos e costeiros estdo mais
susceptiveis a alteragBes no seu pH do que no oceano aberto (Miller et al., 2009). O pH em
estuarios varia entre 7,0-7,5 em zonas de agua doce e entre 8,0-8,6 em zonas de agua salgada
(EPA, 2006). No entanto, é importante ter em conta que a variabilidade real podera ser bastante

mais elevada.

Chen e Borges (2009), realizaram uma sintese global de medi¢des de pCO, onde se verifica que a
maioria das plataformas continentais a latitudes altas e temperadas estdo sub-saturadas em
relagédo a CO, atmosférico durante todo o ano, contudo as plataformas a baixas latitudes parecem
estar sobre-saturadas. Por outro lado, a maioria dos estuarios e das zonas costeiras adjacentes
estao sobre-saturadas em relagédo ao CO, atmosférico. O dimensionamento dos fluxos ar-agua de
CO, baseados em medi¢bes de pCO, e em calculos de balan¢o de massa de carbono indicam que
as plataformas continentais absorvem CO, atmosférico variando entre -0,33 e -0,36 PgCano'l,
correspondendo a um sumidouro de carbono de cerca de 27 a 30% do CO, captado em oceano
aberto, tendo em conta os mais recentes estudos por Takahashi et al. (2009) (Chen e Borges,
2009). Estuarios, sapais e mangais emitem cerca de 0,50 PgCano'l, apesar das incertezas
associadas a este valor. Ao nivel europeu, Borges et al. (2006) concluem que a capacidade de
absorcdo de CO, das plataformas continentais é altamente significativa e equivalente a
capacidade de absor¢cdo de CO, pela biosfera terrestre, contabilizando uma troca de CO,
atmosférico de -68,1 TgCano™ para uma &rea de 3065x10° km? de plataforma continental e 67
TgCano™ para uma &rea de 112x10° km? de estuarios. A caracteristica sumidoura das plataformas

continentais é praticamente equilibrada pela emissao de CO, pelos estuarios.

Em Portugal, os dados reunidos por Chen e Borges (2009) correspondem a um fluxo de CO, no
estuario do Douro de -76,0 molCm™ano™, e no Sado de -31,3 molCm™ano™ e contabilizando
apenas estas duas areas, Portugal contribui com cerca de 0,22 MtCano™ (aproximadamente 0,1%
das emissdes mundiais de CO, dos ecossistemas marinhos costeiros) (Oliveira et al., 2011) (fig.
1.6).
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Figura 1.6 Comportamento do fluxo médio diario de CO2 nos estuarios do Douro e Sado (Oliveira et al.,
2011)

Nesta figura (1.6) verifica-se que durante o periodo produtivo (inclui as estacfes de verdo, onde a
produtividade primaria nas zonas costeiras é mais intensa) o fluxo de CO, é mais baixo devido
possivelmente a uma elevada concentracdo de nutrientes a superficie, levando a processos de
fotossintese mais intensos e maior captacdo de CO, dissolvido. E no periodo ndo-produtivo que 0s
fluxos mar-ar de CO, séo maiores, devido a uma continua descarga de nutrientes no estuario mas
dado que as condicdes de afloramento ndo sdo mantidas, nesta altura do ano a libertagdo de CO,
para a atmosfera é maior. Extrapolando grosseiramente estes dados por toda a costa portuguesa,

pode-se dizer que toda a costa emite CO,, sendo que a sul se emite mais CO, do que a Norte.

Ainda, um estudo realizado por Oliveira et al. (2011) para o estuario do Tejo mostra que a
variabilidade do fluxo de CO, é geralmente positiva como seria de esperar, i.e. a libertacdo de CO,
€ dominante em relagdo a captagdo de CO, nestas areas. Curiosamente, esta variagdo tem vindo
a decrescer ao longo dos anos chegando mesmo a valores negativos em 2007 (fig. 1.7). Pensa-se
que a colocacdo de novas ETARs na area do estuario e mesmo a montante conduzira a uma

melhor qualidade da agua que entra no estuério (Oliveira et al., 2011).
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Figura 1.7 Variacéo do fluxo de CO; nos estudrios do Sado e Tejo, entre 1999 e 2007 (Oliveira et al., 2011).

A emissao de CO, em zonas costeiras € um processo natural dado a natureza das descargas,
influéncia do afloramento e o tempo de residéncia das descargas nos estuarios pode ser maior ou
menor. Os estudrios e sapais sao areas onde a influéncia antropogénica pode ser muito grande e
0 seu equilibrio pode ser alterado de varias formas (diminuicdo do pH, aumento da temperatura,
menor salinidade, etc.). Ainda assim, globalmente, as zonas costeiras demonstram um potencial
de absorcdo de carbono atmosférico. A plataforma continental adjacente a Portugal apresenta
ainda alguma capacidade de absorcdo de CO,, mas a emissdo de CO, nas zonas costeiras

interiores pode criar um desequilibrio no ciclo do carbono (Chen e Borges, 2009).

1.1.3 Consequéncias da acidificagcdo dos oceanos

Na atmosfera, o CO, € um gas quimicamente inerte mas quando é dissolvido em &gua do mar,
torna-se mais reactivo e participa em diversas reaccfes quimicas, fisicas, biolégicas e geolégicas,
muitas delas extremamente complexas (Raven et al., 2005). O ciclo de carbono inorganico (CID)
no oceano é um dos mais importantes equilibrios quimicos marinhos e é responsavel pelo controlo
do pH na agua do mar. Dada a natureza alcalina da superficie oceénica, a 4gua do mar é capaz
de absorver grandes quantidades de CO, da atmosfera através de processos inorganicos
(Denman et al., 2007).

O pH é uma medida de acidez caracterizada essencialmente por uma escala de concentracéo de

ibes H' e é dado por,
pH = -log [H']
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quanto maior for a concentracdo de i6es H" menor é o valor de pH e mais acida sera a soluco.

A hidrélise do CO, no meio marinho segue uma série de reac¢cdes que transformam o CO, em
bicarbonato (HCOj3) e carbonato, (CO5*) (equacdo 3) (colectivamente conhecidos como CID) (fig.
1.8), encontrados num racio CO,: HCOs': CO32' de 1:100:10 (Denman et al., 2007),

CO, + H,0 — H" + HCO3 — 2H" + CO,* (3)
CO, + H,0 + CO;> — HCO3 + H" + CO3* — 2HCO3 (4)

Uma vez dissolvido na dgua do mar, o CO, reage com agua para formar acido carbénico (H,CO3),
acido fraco que permanece no oceano sob uma percentagem inferior a 0,3% (Zeebe, 2009), mas
que rapidamente se dissocia em H" e HCO5; (Doney et al., 2009b) (equagdo 3). Ficam ainda
alguns ides H" que reagem com o COs” para formar bicarbonato (HCO3) (Denman et al., 2007)
(equacédo 4). Em suma, o acréscimo de CO, na 4gua do mar aumenta as concentracdes de
H,CO3, HCO5 e H' e diminui a concentragéo de CO32' e 0 pH. Estas reacc¢des sao reversiveis e a
termodindmica destas reac¢des em meio marinho é bem conhecida (Millero et al., 2002; Fabry et
al., 2004). No entanto, Gattuso et al. (2009) afirmam que a acidificagdo dos oceanos continua a
partir de um cenério de emissdo business-as-usual tal como esti a ser realizado no séc. XXl é

irreversivel & escala temporal humana.
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Figura 1.8 Diagrama das trés formas de CID, em meio aquoso (Tyrell, 2011)

A superficie do oceano tem um intervalo de pH de 7,9 a 8,3 (Bindoff et al., 2007), que em média se
pode dizer que é alcalino. Se a superficie do oceano tiver um pH=8,1 entdo cerca de 90% do
carbono inorgénico estd sob a forma de ides bicarbonato, 9% sé&o ides carbonato e 1% é CO,
dissolvido (Doney et al., 2009b). Segundo Bindoff et al. (2007), um decréscimo de 0,1 unidades no

pH dos oceanos corresponde a um aumento de 30% da concentracdo de H' na dgua do mar.

13



A libertacdo de ides H* faz com que os ides carbonato reajam com o hidrogénio para formar ides
bicarbonato gerando um efeito “tampéo carbonato”, mantendo os padrdes ligeiramente alcalinos
dos oceanos. Mas a medida que a dissolu¢do de CO, é mais intensa, a concentracdo de CO,” vai
diminuindo e proporcionalmente as concentracbes de H" e HCO5 vdo permanecendo na agua do
mar tornando-a menos basica (Denman et al., 2007), diminuindo a capacidade tampédo dos
oceanos (consequentemente suprimindo a absorcao adicional de CO,) e dando lugar ao fenémeno

de acidificacéo do oceano. Dois efeitos sdo esperados:

a. A producdo biolégica de corais assim como a producdo do fito- e zooplancton
calcificadores na coluna de agua pode ser inibida ou retardada (Raven et al.,
2005; Denman et al., 2007) e,

b. A dissolucao de carbonato de célcio (CaCO;) no fundo do oceano sera acrescida
(Archer, 2005; Denman et al., 2007).

Porque o CO, é absorvido a superficie, a superficie oceénica é a zona primordialmente afectada
(Raven et al., 2005). Dado que a escala temporal de alteragdo do pH a superficie € menor do que
a escala temporal das misturas verticais oceanicas, a interac¢do com sedimentos ricos em CaCO;
€ mais lenta e a tendéncia para activar a capacidade tampéao adicional dos oceanos podera nao
ocorrer num periodo de tempo suficiente para diminuir as alteracdes de pH, e.g. se os oceanos de
tornarem mais &cidos em profundidade alguns ides carbonatos serdo dissolvidos dos sedimentos
e suavizardo as alteracbes de pH. Mas porque as misturas verticais hos oceanos poderao levar
dezenas de milhares de anos, existirA sempre um atraso na compensacdo do pH que podera
nunca se verificar a superficie. Como resultado do aquecimento global, o aumento da temperatura
nos oceanos podera reduzir a taxa de mistura das aguas mais profundas, retardando ainda mais

esta compensacéo (Raven et al., 2005).

Caldeira e Wickett (2003) estimaram a variagdo do pH em profundidade no oceano, desde o inicio
da revolucdo industrial até ao ano 3000 (fig. 1.9). Prevé-se que esta queda de -0,3 ou -0,4
unidades de pH a superficie para o final do séc. XXI seja equivalente a um aumento aproximado
de 150% de [H+] e um decréscimo de 50% de [CO32"] (Orr et al., 2005; Doney et al., 2009b).
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Figura 1.9 Emissdes antropogénicas de CO, niveis histdricos de CO, atmosférico e previsao das
concentragdes de CO; a partir do cenario de emissdes 1S92a, juntamente com alteracdes no pH de acordo
com a quimica horizontal média (Caldeira e Wickett, 2003).

A disponibilidade de carbonatos é importante para controlar a quantidade de CO, que o0 oceano
consegue captar mas também porque muitos organismos marinhos, sobretudo plancton, corais,
moluscos, equinodermes e crustaceos dependem da segregacéo de calcite, aragonite e dolomite
(estruturas minerais a base de CaCO;) para a formacdo de conchas e esqueletos calcéarios

(Bindoff et al., 2007). A formacéo e dissolucdo mineral pode ser representada da seguinte forma
(Raven et al., 2005):

e Formacé&o mineral

CaCO; S Ca** + COz” (5)

Dissolugdo ——>

Em ambientes pelégicos, os carbonatos viajam pela coluna de dgua e poderéo ser dissolvidos ou
depositados em sedimentos superficiais ou em profundidade (Berelson et al. 2007, Feely et al.
2004; Doney et al., 2009b). A presenca do CO, na coluna de 4gua favorece a dissolugdo do

CaCO; e compromete o estado de saturacdo (Q) das espécies carbonatadas mais comuns,
aragonite (Qarc) € calcite (Qcal),

Qarc = [0032_] [Caz+] ! K sparg

QCAL = [CO32_] [Ca2+] / K,spcal
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onde K’g, corresponde ao produto de solubilidade estequiométrico associado as condi¢cdes de
temperatura, salinidade e pressdo. Valores de Qarg € QcaL > 1 (sobre-saturacdo de aragonite e
calcite) favorecem a formacéo de estruturas calcarias enquanto que valores < 1 a agua do mar
torna-se corrosiva para 0 CaCO; e da inicio a sua dissolucdo (sub-saturacdo). Os estados de
saturacdo sao geralmente mais elevados nos tropicos e mais baixos em latitudes inferiores,
porque a solubilidade do CaCO; aumenta com o decréscimo da temperatura e aumento da
pressao (Fabry et al., 2008).

O nivel ao qual a aragonite e a calcite estdo em equilibrio termodinamico (Q=1) é chamado o
horizonte de saturacdo ou profundidade de saturacdo. Este horizonte é significativamente menos
profundo para a aragonite do que para a calcite, uma vez que aragonite é aproximadamente 50%
mais sollvel em agua do que a calcite (Mucci, 1983; Doney et al., 2009b). Uma vez que o racio
célcio-salinidade na dgua do mar néo varia mais do que 1,5%, as varia¢gdes no racio [Cog,z']:K’sp
dominam o grau de saturacdo em relagdo a aragonite e calcite. A comparac¢ao entre horizontes de
saturacao pré-industriais e horizontes de saturagdo actuais revela uma grave distingdo entre
regides cujo nivel de sub-saturacéo foi ampliado (Feely et al., 2004).

Através do NCAR Climate System Model, Gattuso et al. (2009) projectaram, para os dois cenérios
business-as-usual A2 e B1 do IPCC, a concentragdo de ides carbonato a superficie versus CO,
atmosférico para trés grandes bacias oceénicas: Zona Oceénica Equatorial, Oceano Antérctico e
Oceano Arctico (fig. 1.10). Neste grafico é visivel que as zonas oceénicas a altas latitudes seréo
as mais afectadas e que sub-saturacéo no Arctico é iminente. E nas latitudes mais elevadas que
se concentram 0s corais de agua fria que servem de suporte a uma vastissima biodiversidade
(Fabry et al., 2009).

Prevé-se que quando CO, atmosférico atingir 780 ppmv no final do século, de acordo com o
cenario 1S92a, 0 Qarc atinja valores inferiores a 1 e a superficie do Oceano Antértico se torne
favoravel a dissolugdo do CaCOj (Orr et al.,, 2005) (fig. 1.10) e poderd mesmo atingir niveis
irreversiveis (Gangst@d et al., 2011). Uma vez que a calcite € menos soluvel que a aragonite e
dolmite, prevé-se que a sua sub-saturacdo a superficie ocorra quando pCO, atinja 900 ppmv
(Fabry et al., 2009).

Em relacdo aos impactes bioldgicos, prevéem-se severas consequéncias e uma consideravel
limitacdo nos invertebrados de varios grupos taxondmicos que dependem de processos de
calcificagdo na sua formagdo como ja foi referido. A grande barreira de coral na Australia, cuja
capacidade de calcificar é altamente dependente do pH, ja evidencia niveis de dissolugdo em
paralelo com a diminuicdo do pH no meio (Wei et al.,, 2009). Para os niveis de aragonite
esperados em 2100, uma espécie de pterépode (Clio pyramidata) que habita no Pacifico norte,

sub-arctico, mostra indicios de dissolu¢éo da concha apenas em 48h (Orr et al., 2005).
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Figura 1.10 Projecg&o da concentragdo de COs” versus CO, atmosférico até ao ano 2100, de acordo com o0s
cenérios A2 e B1 (business-as-usual) (Gattuso et al., 2009)

A composicao da concha de um molusco adulto é altamente variada e pode ser formada a partir
de calcite ou aragonite ou ambos, construida numa ou varias camadas ao qual cada uma podera
ter diferentes ultra-estruturas. Em contraste, todas as conchas de larvas de molusco contém

aragonite e apresentam ultra-estruturas muito semelhantes, senéo idénticas (Weiss et al., 2002).

Na Ultima década, foram feitos varios estudos com variados organismos marinhos que produzem
estas espécies carbonatadas durante o seu desenvolvimento no sentido de melhor compreender o
seu comportamento perante um meio acidificado e consequentemente saturado para a aragonite e
a calcite. Gazeau et al. (2010) mostram um efeito significativo da acidificacdo dos oceanos no
desenvolvimento larvar do mexilhdo (Mytilus edulis) com decréscimo nas taxas de crescimento em
termos de comprimento e espessura. Em concordancia, estudos feitos em individuos adultos né&o
demonstram impactes a curto-prazo, a nivel histolégico, mas em contra-partida o crescimento sera
comprometido perante exposi¢bes a longo-prazo (e.g. Beesley et al., 2008). Michaelidis et al.
(2005) revelam que a hipercapnia causou uma desaceleracéo do crescimento do mexilhdo adulto
Mytilus galloprovincialis, possivelmente relacionadas com a reducdo da taxa metabdlica e da
dissolugdo das conchas de CaCO; como resultado da acidose extracelular e afirmam ainda que
um pH inferior a 7,5 na agua do mar é prejudicial para moluscos com concha. Kuroyanagi et al.
(2009) apresentam uma diminuicdo do didmetro maximo do foraminifero, Marginopora
kudakajimensis, quando sujeito a um pH de 8,2 e 7,9 e um decréscimo da taxa de calcificagao
quando sujeito a pH 7,7. Dupont et al. (2008) concluem que a taxa de mortalidade larvar do
ofiurideo Ophiothrix fragilis foi grandemente afectada perante um pH de 7,7 e 7,9 em apenas 8
dias.
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Recentemente, viveiros comerciais de ostras na costa oeste dos Estados Unidos da América,
relatam dificuldades em manter as culturas de larvas de C. gigas, mostrando decréscimos de

producdo em cerca de 80% (Miller et al., 2009).

Estas alteragcbes na quimica dos oceanos dao inicio a uma série de grandes desafios aos
ecossistemas marinhos. Apesar de ainda haver algumas lacunas no conhecimento da influéncia
dos elementos fisico-quimicos no controlo bioloégico, metabolismo e fisiologia marinhos sob
diferentes estados de saturacdo (Atkinson e Cuet, 2008) é possivel prever que as variagées em
recifes de coral de agua quente ou agua fria e mesmo modificagcBes no ciclo do carbono nas
grandes bacias oceanicas terao ramificagfes a grande escala (Raven et al., 2005). Este fendbmeno
€ significativo ndo s6 para a estabilidade ecoldgica deste tipo de organismos mas também para o
seu papel no ciclo global do carbono. Tanto nos moluscos, como nos corais e equinodermes, 0s
impactes sub-letais da acidificacdo dos oceanos na producéo de ovos, no sucesso da fecundacao,
no desenvolvimento larvar, na dindmica da larva e alimentacdo, no sucesso do assentamento,
metamorfose e sobrevivéncia pos-metamorfose irdo influenciar a aptiddo e a resiliéncia das

populacdes marinhas (Dupont et al., 2008).

1.2 Enquadramento

A exploragdo nado sustentavel dos recursos marinhos tem provocado danos possivelmente
irreversiveis em algumas zonas dos oceanos. A pesca excessiva e ilegal, as descargas de
poluentes, a formagéo da “ilha de lixo” no giro do Pacifico Norte e a contaminagdo com micro-
plasticos sdo véarios exemplos de exploragdo e destruicdo de um dos recursos mais ricos e
diversificados do planeta. A acidificacdo dos oceanos é mais um exemplo e a juntar aos restantes
podera contribuir para um desequilibrio fisico-quimico que conduzird estes recursos a um estado

de desgaste extremo, de dificil recuperacéo.

Para além de os oceanos contribuirem activamente para a regulagéo e equilibrio do planeta sédo
também uma fonte inesgotavel de informacéo, uma vez que a vida nos oceanos é mais antiga do
que a vida em terra. E é importante salientar o valor da biodiversidade enquanto recurso natural
que permite a sobrevivéncia e expansdo humana. Independentemente de qualquer consideracdo
directamente econdémica ou préatica, ha razdes puramente morais para preconizar uma sabedoria

conservacionista: a primeira é, naturalmente, respeitar os direitos de outrem (Barbault, 1994).

Contabilizam-se cerca de 230 000 espécies de animais e plantas marinhas cientificamente
descritas, das quais 200 000 espécies pertencem ao dominio béntico (Heip, 2007). Desta vasta
gama de espécies benténicas a maioria sdo corais e apenas 60 000 espécies vivem na zona
intertidal (Heip, 2007). Este elevado nimero de espécies representa apenas uma pequena frac¢ao
do que se estima ser o total de espécies existentes. Para além desta elevada diversidade
biologica, os oceanos apresentam-se também como fornecedores de bens, como alimentos ou
compostos para biotecnologia e para a industria farmacéutica, e servigos, como a mineralizagao

de materiais organicos, armazenamento de carbono, sequestro de poluentes e descargas

18



organicas entre outros (Heip, 2007). E um meio complexo e fascinante e claramente a mercé de

futuros compromissos por parte do Homem.

A diversidade bioldgica surge como algo complexo e dindmico que urge proteger e é por isso que
esta é a altura de mudar e criar plataformas de investigacdo, accdo e proteccao deste bem, que é
de todos. E por isso, nesta Ultima década a acidificagdo dos oceanos tem sido, e ainda € hoje em
dia, um tema amplamente discutido na comunidade cientifica. Associado a varias questfes
pertinentes, a grande parte estd focada nas consequéncias dos efeitos da acidificagdo em
organismos benténicos calcificadores, dada a sua importancia ecoldgica. No sentido de contribuir
para o conhecimento desta matéria, este trabalho examina os efeitos da acidificacdo no
desenvolvimento larvar de uma espécie bivalve com elevado valor comercial a nivel mundial, a

ostra (Crassostrea gigas) considerando os varios cenarios previstos pelo IPCC.

Ha varias décadas que, para a comunidade cientifica, a palavra “dioxido de carbono” aparece
inevitavelmente associada as “alteragdes climaticas”, sendo sem duvida um dos temas de grande

peso no dominio das preocupacdes publicas.

No sentido de perceber a evolucao do CO, na atmosfera, em 1958, Charles D. Keeling deu inicio a
um dos maiores projectos de medicdo de CO, atmosférico (Scripps CO, Programme, 2011).
Reunindo uma extensa base de dados associada as medi¢des feitas em Mauna Loa, no Havai,
estes registos continuos, sem interrupgdes desde a década de 50, deram origem a chamada
Curva de Keeling (fig. 1.2), que se tornou num simbolo do impacte dos seres humanos no planeta.

Através desta curva é, hoje, possivel detectar o aumento deste gas na atmosfera.

Em 2001, o International Geosphere-Biosphere Programme (IGBP) / Scientific Committee on
Oceanic Research (SCOR) Ocean Futures Planning Committe deu inicio ao projecto de
investigacdo Integrated Marine Biogeochemistry and Ecosystem Research (IMBER), previamente
conhecido como OCEANS, com o objectivo de identificar os principais assuntos cientificos
relacionando o aspecto quimico e biolégico dos oceanos nas alteragcdes globais e os efeitos

destas altera¢des nos oceanos (IMBER, 2008).

Em 2003, Caldeira e Wickett relacionaram o aumento de CO, atmosférico com a sua dissolu¢cao
na superficie oceanica e concluiram que a continua dissolugdo de CO, nos oceanos “podem
produzir alteragcdes no pH dos oceanos maiores do que ja alguma vez ocorreram nos ultimos 300
milhdes de anos, com a possivel excepcao de eventos raros e catastroficos na histéria da Terra ”.
ApOs este estudo, a acidificacdo dos oceanos teve um claro reconhecimento cientifico por varios
sectores da comunidade cientifica internacional dando assim lugar ao primeiro simposio
internacional da UNESCO, “The Ocean in a High CO, World”, em Maio de 2004 patrocinado pela
SCOR e pela IOC-UNESCO. Este simpésio teve o objectivo de reunir varios especialistas no
dominio marinho para discutir as provaveis consequéncias da absor¢cdo passiva de CO, pelos
oceanos em comparagdo com as potenciais consequéncias associadas as actividades de

sequestro de carbono no oceano. O Journal of Geophysical Research (2005, Vol.110) publicou um
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conjunto de artigos numa seccdo especial, Oceans, dando assim destaque aos resultados
significativos que foram apresentados neste coloquio. Outro produto deste simpoésio foi a
contribui¢do dos artigos publicados para o Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) no
seu relatorio sobre captura e armazenamento de CO,. Citando Goldston na revista Nature em
2008, este simpésio foi “o ponto de viragem na ampliacdo da consciencializacdo dos cientistas

sobre a acidificagao”.

Em 2005, a academia The Royal Society reuniu um grupo de cientistas especialistas em ciéncias
da terra e ciéncias marinhas e publicou um estudo bastante conciso que fornece toda a
informacao disponivel, até entédo, sobre a acidificacdo dos oceanos e 0s seus provaveis impactes

nos organismos marinhos (Raven et al., 2005).

Apés o sucesso do primeiro simpésio foi definido pelas entidades organizadoras manter a
realizacdo deste evento de quatro em quatro anos. Foi entdo em 2008, no Ménaco, que o segundo
simpdsio teve lugar, mais uma vez patrocinado pela SCOR e IOC-UNESCO e ainda pela
International Atomic Energy Agency’s Marine Environment Laboratories e pelo International
Geosphere-Biosphere Programme. Neste simpésio foi redigido um documento intitulado The
Monaco Declaration, aprovado por 155 lideres de investigacdo na acidificacdo dos oceanos, que
apela aos “principais cientistas de todo o mundo acg¢des imediatas para travar a acidificagédo dos
oceanos” in Comunicado de imprensa a 30 de Janeiro de 2009 pela UNESCO, disponivel em

«http://www.ocean-acidification.net/».

Em 2009 o IMBER, juntamente com o Surface Ocean Lower Atmosphere Study (SOLAS),
organizou o Carbon Research Working Group um grupo de trabalho dedicado sobretudo a
inventérios, fluxos e transporte de carbono e a sensibilidade dos processos ambientais associados

as mudancgas que ocorrem no oceano (IMBER, 2010).

Toda a informacgéo associada a esta série de simposios esta disponivel na plataforma online
Ocean Acidification Network, em www.ocean-acidification.net, onde também se pode encontrar a
direccdo para os sitios European Project on OCean Acidification (EPOCA) e para o Carbon
Research Working Group. Para além desta plataforma online, existem ainda varios sitios online

onde é possivel descobrir os Ultimos estudos e ensaios experimentais (IMBER, 2010):
e EPOCA Ocean Acidification blogue: http://oceanacidification.wordpress.com/

Um consorcio de investigadores europeus que examinam o progresso da acidificacdo dos
oceanos e o seu efeito na vida marinha. O seu trabalho é usado no desenvolvimento de

ferramentas educacionais para as partes interessadas.

e Integrated Marine Biogeochemistry and Ecossystem Research (IMBER) / Surface Ocean
Lower Atmospherere Study (SOLAS) Joint Carbon Research Working Group:
http://www.imber.info/C_WG.html|
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Grupo de trabalho internacional cujo trabalho de investigacdo foca sobretudo nos fluxos,
transporte e inventarios de carbono e na sensibilidade dos processos oceéanicos onde a
alteracao de carbono é relevante.

e Mediterranean Sea Acidification in a changing climate (MedSeA): http://medsea-

project.eu/

Iniciativa europeia que avalia incertezas, riscos e limites da acidificacdo do Mediterraneo a
escala dos organismos e ecossistemas mas também a escala econémica. Promove o didlogo

e apresenta medidas politicas de mitigacdo e adaptacao.

e Ocean Carbon and Biogeochemistry — Ocean Acidification (OCB-OA):
http://www.whoi.edu/OCB-OA/page.do?pid=32356

Um subcomité cujo objectivo € promover, planear e coordenar a colaboracdo de varios
investigadores e oportunidades de pesquisa multidisciplinar relacionada com a acidificacao
dos oceanos.

e UK Ocean Acidification Research Programme: http://www.oceanacidification.org.uk/

Grupo de trabalho assente no Reino Unido que pretende reduzir as incertezas nas previsdes
da altera¢@o quimica dos carbonatos e o seu efeito nos ecossistemas, assim como fornecer

informacao aos decisores.

Em Setembro de 2012, esta ja agendado o terceiro simpoésio da série “The Ocean in a High CO,

World” em Monterey, Califérnia.

1.3 Objectivos
Este trabalho teve por objectivo compreender a influéncia do aumento do carbono antropogénico
no ecossistema marinho, em particular na sobrevivéncia, desenvolvimento e formag&o da concha
em larvas de ostra japonesa (Crassostrea gigas). Foram desenvolvidos dois ensaios

experimentais em laboratorio visando:

e Analisar de que forma o aumento de CO, no meio marinho influencia a viabilidade de C.
gigas, em particular na taxa de fecundacéo e ecloséo larvar, taxa de mortalidade, taxa de

crescimento larvar (comprimento e altura) e ainda malformacdes durante a embriogénese;

e Avaliar trés cenarios de pHs diferentes: pH de controlo (8,1), pH reduzido a -0,4 unidades
(partindo de um intervalo de -0,3 a -0,5 previsto pelo IPCC, 2007, para o cenario de
emissfes 1S92a até ao final do século XXI) (7,7) e um pH reduzido a -0,7 unidades
(estimado por Caldeira e Wickett, 2003, até ao ano 2300) (7,4).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizagéo da espécie
Os ensaios experimentais realizaram-se com a espécie C. gigas (Thunberg, 1793), vulgarmente
designada em Portugal por ostra japonesa. E uma espécie caracteristicamente estuarino-lagunar e
habita ao longo de toda a costa portuguesa (FAO, 2011). As ostras da familia Crassostrea tém,
normalmente, uma concha mais comprida e menos ampla, com depdsitos calcarios laminados,
divididos em folhas (Héral e Deslous-Paoli, 1991), sendo esta a sua caracteristica mais
proeminente. A valva esquerda é curva e a valva direita é plana. As valvas sdo compostas
principalmente por CaCO; e possuem trés camadas: a camada interna ou nacar, a camada
intermédia ou prismatica que constitui a maior parte do escudo, e a camada exterior que podera
estar ausente por abrasdo ou desgaste, em organismos mais velhos (Helm e Bourne, 2004).
Interiormente, a concha é revestida por um manto que envolve a massa visceral e é responsavel

pela segregacéo destas camadas sucessivas de carbonato de calcio.

C. gigas é hermafrodita mas a mudanga de sexo ocorre de forma irregular e sazonal e a desova
depende sobretudo do aumento da temperatura da agua (FAO, 2011) mas factores ambientais
como salinidade, luz, fases lunares e marés, também poderdo influenciar a desova (Gaspar,
1996). Contudo, esta estratégia de reproducdo € muito aleatdria dado que a duracgédo de vida dos
gametas é muito breve sendo por isso necessarios mecanismos de sincroniza¢édo na libertacéo
dos gdmetas pelo macho e pela fémea e na orientacdo desses gametas em direc¢cdo uns dos

outros (Gaspar, 1996).

Num periodo de 24 horas o ovo fecundado passa pelas fases de blastula e gastrula e apds 24-36
horas desenvolve-se numa larva troc6fora mével (Helm e Bourne, 2004). E neste estadio que
ocorre a segregacdo e mineralizagdo da primeira concha larvar, através de um grupo
especializado de células ectodérmicas (Kniprath, 1979; Ilwata, 1980; Weiss et al., 2002). Da-se a
invaginacéo do grupo de células que compdem a géastrula e as células remanescentes a superficie
dao nome ao peridstraco (Eyster e Morse, 1984; Weiss et al., 2002), uma pelicula de material
orgéanico que reveste a concha permeével a ca®* e carbono inorgéanico, e a parte interior da origem
ao manto (Weiss et al., 2002). Entre o0 manto e concha surge um fluido extrapalial, que da origem
ao processo de calcificacdo das camadas da concha (McConnaughey e Gillikin, 2008). Esta fase
larvar designa-se de larva veligera, vulgarmente designada por larva “D”, devido a sua forma (fig.
2.1), apresentando a primeira concha larvar, a chamada prodissoconcha | (Christo e Absher,
2008), formada sobretudo por depésitos de carbonato de célcio amorfo (ACC), que sdo entdo
parcialmente transformados em aragonite (Weiss et al., 2002). O ACC é uma das fases do CaCO;
pouco estavel e bastante mais sollvel que a aragonite. A prodissoconcha | € ampliada até que o
embrido seja totalmente envolvido e até ser capaz de fechar as duas valvas (Weiss et al., 2002). A
veligera é a forma mais comum de larva em bivalves marinhos. De nado livre e planctonica, a
veligera distingue-se pela prodissoconcha translicida muito fragil, a partir da qual se distingue o

manto e o velum (um mecanismo de alimentacdo e de locomocéo) (Zardus e Martel, 2002) (fig.
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2.2). O velum é circular e pode-se situar entre as duas valvas. E ciliado ao longo da sua margem
externa e permite que a larva se mova, apenas o suficiente para se manter na coluna de agua
(Helm e Bourne, 2004).

Figura 2.1 Larvas veligeras “D”, de Crassostrea gigas

A medida que a larva vai atingindo a maturidade, passa para a fase de larva veligera umbolada
(fig. 2.2). A fase de desenvolvimento larvar € geralmente uma etapa bastante sensivel, uma vez
gue o sucesso da sobrevivéncia larvar depende de factores ambientais (temperatura, salinidade,
poluicao) e biolégicos (doencas bacterianas, fungos, parasitas) (FAO, 2011). Assim, uma boa
desova nem sempre implica um bom recrutamento dado o inGmero conjunto de factores quer

abioticos quer bioticos que condicionam a sobrevivéncia das larvas e pés-larvas (Gaspar, 1996).

24



VENTRAL

Velum

Boca
Eséfago.
Pé . ..

Bisso

Cavidade do
Manto o

Estomago ~ -

POSTERIOR | ;

M ANTERIOR

.
Musculo aductor
anterior

Coragéb

0\‘

Estatocist

Musculo -
aductor
posterior

Umbo da concha

DORSAL

Figura 2.2 Larva veligera umbolada (Zardus e Martel, 2002).

2.2 Procedimento experimental

Os ensaios experimentais foram realizados nas instalagbes da Estagdo Experimental de
Moluscicultura de Tavira (EEMT) do Instituto Nacional de Recursos Biologicos (INBR, I.P./L-

IPIMAR) (37°7°17.73"N, 7°37°12.19"W).

221 Montagem do circuito de cultura larvar

O circuito utilizado nos ensaios experimentais desta dissertacdo teve por base o que foi montado
para o desenvolvimento do estudo de Range et al. (2011) para juvenis de Ruditapes decussatus.
Contudo, para a prossecucdo do objectivo proposto, a andlise do efeito de acidificacdo dos

oceanos na fecundagdo e desenvolvimento larvar da ostra japonesa C. gigas, foi necessario

proceder-se a uma adaptacao deste circuito para a realizacao da cultura larvar.
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A EEMT é abastecida com agua salgada de furo, que é armazenada num reservatério de

decantagdo em cimento de 200 000L, sendo posteriormente filtrada por um filtro de areia.

De forma a assegurar uma oxigenacdo adequada e um pH estavel durante os ensaios
experimentais, a agua do mar foi sujeita a arejamento durante 2 - 3 dias em tanque de fibra de
vidro antes de ser transferida para trés tanques de distribuicdo (fig. 2.3 e 2.4) de 250L. Estes
tanques de distribuicdo destinam-se a fazer um pré-armazenamento da agua do mar, com
diferentes valores de pH (Controlo, pH 7,7 e pH 7,4). A 4gua que foi transferida para estes tanques

de distribui¢éo foi filtrada por uma sequéncia de filtros de cartucho (60 pm, 10 pm e 1 pm).

Figura 2.3 Tanques de distribuigdo (250L); o fluxo de passagem de agua ocorre da direita para a esquerda.

Aos tanques de distribuicdo (pH7,7) e (pH7,4), associou-se um mecanismo de difuséo de CO,
puro, para condicionar o meio aos valores de pH requeridos consoante os objectivos. Esta adicdo
de CO, foi feita a partir de dois reactores automaticos fechados que libertam gas na agua do mar

corrente, consoante a caréncia deste gas no circuito.
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Figura 2.4 Circuito de abastecimento continuo de 4gua salgada e sistema de difusdo de CO..

O fluxo de CO, foi controlado por um sistema de controlo de pH, Aqua Medic AT-Control, onde
previamente foram programados os valores de pH exigidos para cada tanque. Caso o valor de pH
nos tanques 7,7 e 7,4 ultrapassasse cerca de +0,1 unidades, o sistema iniciaria uma correc¢éo
automatica de CO,, até os valores programados voltarem a ser atingidos.

A partir dos tanques de distribuicdo a agua foi distribuida, por meio de tubos de PVC, para nove
tanques de cultivo larvar (tanques cilindrico-conicos de polietileno branco, com volume de 20L),
figura 2.5, alinhados em trés séries de trés tanques. Toda a 4gua que ndo saiu para estes tanques
de cultivo retornou aos tanques de distribuicdo. A cada tanque de cultivo larvar estava associado
um tubo ladré@o para que o sistema de 4gua se mantivesse em continuo e para que o volume total
de agua fosse renovado 3-4 vezes por dia, um eléctrodo de medi¢do de pH, um tubo de saida de
agua, proveniente dos tanques de distribuicdo, um tubo de alimentacdo e um filtro feito a partir de
um tubo forrado com uma rede de plancton com uma porosidade de 30um para impedir a saida

das larvas com a renovacéo continua da agua.
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Figura 2.5 Tanques de cultivo larvar (20L), cada com um tubo ladréo associado, um filtro de 30pum no

interior, um eléctrodo de leitura de pH, um tubo de alimentagdo e um tubo de saida de agua.

Os eléctrodos de pH foram previamente calibrados em solu¢des de pH de 7,0 e 9,0. O fluxo de
saida de agua foi controlado diariamente para aproximadamente 9Lh™ em todos os tanques de
cultivo larvar para que todos os tanques estivessem sujeitos as mesmas condi¢des e também para

néo haver discrepancias nos valores medidos de pH.

Ao longo dos ensaios desenvolvidos, para além do pH foi também monitorizada a temperatura (°C)
e salinidade, através de dois eléctrodos, respectivamente, cujas medi¢cbes sdo também

controladas e armazenadas pelo programa Aqua Medic AT Control.
2.3 Ensaios Experimentais

Foram efectuados dois ensaios experimentais. O primeiro ensaio experimental assenta sobretudo
na obtencdo de larvas e a sua colocacdo em meios acidificados, de forma a analisar o seu
desenvolvimento embrionario e larvar. O segundo ensaio experimental visou avaliar o efeito da

acidificacdo na fecundacao e desenvolvimento embrionario e larvar.

23.1 Efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar de C. gigas

A 23 de Marc¢o de 2011 foram recolhidas 30 ostras selvagens junto de viveiros de améijoa, na Ria
Formosa, zona de Olhdo, acondicionadas e transportadas para o laboratério da EEMT. Devido
sobretudo a dificuldade de controlo associada a natureza das desovas espontédneas em
laboratério, decidiu-se fazer a recolha destes individuos durante a época normal de postura da
ostra garantindo, em parte, a maturidade sexual necessaria para a obtencao de gametas e

posterior fertilizacdo.

a

A analise da maturacdo e a obtencdo dos gametas foi feita imediatamente a chegada ao

laboratério. Neste caso, tanto a confirmacéo do estado de maturagdo sexual dos individuos como
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a extracgdo dos gametas masculinos e femininos foram feitos a partir do mesmo método —

escarificacdo da gonada.

A escarificagdo é fundamentalmente um método de remocdo directa dos gametas maduros,
através da dissecacdo da gonada dos bivalves. E um método comum e conveniente sobretudo
guando € necessario ter controlo sobre a fecundacdo para obtengdo de larvas, como é o caso,
sendo corrente aplica-lo a espécies do género Crassostrea. No entanto este processo exige o
sacrificio de um certo nimero de bivalves adultos. Depois de reunidos cerca de 30 individuos
adultos de C. gigas, deu-se inicio ao processo de escarificacdo individualizando-as para se poder
distinguir machos e fémeas. Com uma faca removeu-se a valva superior da concha para deixar
exposto o corpo. A gbénada encontra-se junto a valva inferior (fig. 2.6). Posteriormente, fez-se uma
incisdo na génada com um bisturi, seguida de uma ligeira pressdo para provocar a saida dos

gametas e fazer um esfregaco para determinar microscopicamente o0 sexo e o grau de maturacao.

Figura 2.6 Crassostrea gigas aberta, com exposicéo da gonada.

Para que a fecundacdo ocorra, o esperma deve apresentar mobilidade e os ovdcitos, que
possuem forma de “péra” (piriformes) quando sdo removidos inicialmente, deverdo arredondar
guando em contacto com a agua do mar num periodo de 20 minutos (Joaquim et al., 2008) (fig.
2.7). Ap6s a selecgdo dos individuos que apresentam um estado de maturagé@o sexual de postura,
prosseguiu-se a recolha dos gametas, através de continuas incis6es na génada, para um copo de
vidro ou gobelé de 2L, com auxilio de um esguicho, por lavagem com &gua do mar filtrada e
esterilizada por ultra-violeta (U.V.). As incisGes foram cuidadosamente efectuadas de maneira a
ndo se estenderem ao hepatopancreas, a fim de evitar contaminagfes. Os produtos sexuais

obtidos de cada individuo foram seguidamente lavados por um crivo de 100um e no caso dos
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gametas femininos estes foram retidos por um crivo de 20um, de forma a remover restos de
tecido, ovécitos imaturos, fezes, pedacos de concha, etc., resultantes do processo de
escarificagdo. Assim, obteve-se dois copos de 2L com uma suspensdo de ovdcitos de varias

fémeas e uma suspensdo de esperma de varios machos adultos, em agua do mar filtrada e

esterilizada.

Figura 2.7 Esfregaco de ovdcitos de Crassostrea gigas, alguns ainda em forma de péra.

A suspenséo de ovdcitos foi, entdo, coberta com folha de aluminio e colocada num local seco

durante 2h para promover a maturagdo dos ovacitos, i.e. arredondem em contacto com a agua do

mar.

Figura 2.8 Espermatozoides de Crassostrea gigas a volta do ovocito (56um=0,56mm).

Durante estas duas horas, a suspensédo foi homogeneizada (ligeira agitagéo) ocasionalmente
evitando-se assim condi¢des de andxia. Simultaneamente, a suspensado de esperma foi colocada

num local refrigerado (4°C) para evitar a degrada¢do da suspenséo e conservar a mobilidade dos
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espermatozéides. No fim deste periodo, observou-se microscopicamente a mobilidade do esperma
e a maturacdo dos ovécitos e apds confirmacdo deu-se inicio a fecundacéo in vitro. Este passo
consistiu sobretudo na adicdo de cerca de 1 a 2 ml da solucdo de esperma obtida anteriormente
por cada litro de suspensédo de ovécitos. Este volume é suficiente para que sejam encontrados, no
minimo, cerca de 10 espermatozoides por ovécito, num campo visivel do microscépio (Joaquim et
al., 2008) (fig. 2.8). Esta cultura foi mantida num volume de 4L, coberta com folha de aluminio e
conservada num local seco e a temperatura de 21+1°C. Também esta suspensao foi
homogeneizada ocasionalmente a fim de se evitar condicées de anoxia. A fecundacgéo é detectada
inicialmente pelo aparecimento de corpo polar seguida de divises sucessivas (Joaquim et al.,
2008). Uma hora apds a adicdo da solucdo de esperma, verificou-se a existéncia de alguns
ovacitos ja fecundados (fig. 2.9). No entanto, para garantir 0 maximo de ovécitos fecundados esta
cultura permaneceu mais uma hora em repouso, com ocasional homogeneizacdo. Mais do que

duas horas, poderia correr-se o risco de haver degradacéo da cultura.
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Figura 2.9 Aparecimento das primeiras divisbes de Crassotrea gigas, trés horas apos fecundacao.

Duas horas ap0s a juncdo dos gametas, verificou-se a fecundag¢éo da maior parte dos ovocitos. A
cultura foi lavada e crivada, antes de passar para os tanques de incubacéo, para retirar o esperma
excedente, de forma a evitar a deterioragdo da cultura (Joaquim et al., 2008). Apds a lavagem foi
avaliada a taxa de fecundacéo através da contagem de ovos fecundados e nédo-fecundados ao
microscopio 6ptico. Numa cdmara de contagem reticulada colocaram-se trés amostras de 0,1ml da
cultura, separadamente, e contabilizou-se a taxa de fecundacdo de 33,7%. Em média, o nimero
total de ovos fecundados foi na ordem dos 7 890 000 num total de 23 590 000 ovdcitos. Apds a
avaliagdo do numero de ovos fecundados calculou-se o volume da suspenséo que foi necessario

adicionar em cada tanque de cultura larvar (20L) de forma a ter cerca de 40 ovos/ml.
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Volume da suspensao x Numero de ovos fecundados necessarios por tanque
Nudmero de ovos fecundados contados na suspensao

_ 4000 ml x(20000 ml x40 larvas/tanque)

7590000 =402 ml

O volume distribuido em cada um dos 9 tanques de cultivo larvar (triplicado por cada tratamento)
foi de 402 ml (fig. 2.10). O desenvolvimento embrionario até larva “D” (incubagio) decorreu
durante 36 horas nos tanques de cultivo larvar, sem adicdo de alimento, uma vez que durante

esse periodo estes séo lecitréficos (desenvolvem-se a custa de reservas vitelinas).

ol /_N
20L
h 2h
M —2 > (5.9
2L 2L 4L 4L

Figura 2.10 Esquema do processo de manipulagdo dos gametas de Crassostrea gigas, fecundacéo e
distribuicdo nos tanques de cultivo larvar a anélise do efeito sobre o desenvolvimento larvar.

Apébs 36 horas de repouso reexaminou-se a cultura ao microscopio e verificou-se a presenca de
larvas trocéforas e larvas veligeras “D”. A partir deste ponto iniciou-se o processo de amostragem
para a avaliacdo do efeito de um meio acidificado no desenvolvimento das larvas de ostra, que
teve a duracdo de 11 dias. Ao 11° dia verificou-se uma baixa concentracdo de larvas
sobreviventes tornando-se assim inviavel manter o ensaio experimental. Durante esse periodo
foram feitas 5 amostragens, com intervalos de 48 horas cujo objectivo se encontra descrito na
tabela 3.1.
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Tabela 2.2 Cronologia da amostragem dos parametros avaliados na analise do efeito da acidificagdo sobre o
desenvolvimento larvar

Amostragem Horas apos Descri¢do dos parametros e variaveis a avaliar em cada pH
(Data) fecundacéao
|
Contagem do numero de individuos em desenvolvimento embrionario
parado, larvas normais e anormais e trocoforas; calculo da taxa de
T1 36 eclosdo larvar (larvas veligeras), taxa de larvas veligeras “D” anormais;
(25 de Marco) ) i ) )
taxa de mortalidade; avaliagdo do crescimento sobre o comprimento
médio antero-posterior e altura média dorso-ventral.
Contagem do numero de larvas veligeras “D” normais e anormais; calculo
™ 84 da taxa de veligeras “D” anormais, taxa de mortalidade; avaliacdo do
(28 de Marco) crescimento sobre o comprimento médio antero-posterior e altura média
dorso-ventral.
Contagem do numero de larvas veligeras “D” normais e anormais; calculo
T3 132 da taxa de veligeras “D” anormais, taxa de mortalidade; avaliacdo do
(30 de Marco) crescimento sobre o comprimento médio antero-posterior e altura média
dorso-ventral.
Contagem do numero de larvas veligeras “D” normais e anormais; calculo
T4 180 da taxa de veligeras “D” anormais, taxa de mortalidade; avaliacdo do
(01 de Abril) crescimento sobre o comprimento médio antero-posterior e altura média
dorso-ventral.
Contagem do numero de larvas veligeras “D” normais e anormais; calculo
T 52 da taxa de veligeras “D” anormais, taxa de mortalidade; avaliagdo do
(04 de Abril) crescimento sobre o comprimento médio antero-posterior e altura média
dorso-ventral.

O critério usado na diferenciacéo entre larvas normais e anormais foi a alterag&o dos contornos da

concha da larva e a presenca de protuberancias do manto.

Todas as amostragens foram realizadas de forma idéntica. O primeiro passo consistiu na
concentracao das larvas dos tanques de cultura larvar em crivos. Para tal, vazou-se toda a agua
do tanque, fazendo passar a agua por um crivo de 20um. As larvas retidas no crivo foram lavadas
com agua do mar filtrada e esterilizada com U.V. e colocadas em copos com 500ml de agua do

mar filtrada e esterilizada.

A cada suspensdo de larvas foi efectuada uma amostragem para se avaliar os parédmetros

descritos na tabela 3.1. A cada copo com a suspenséo de larvas correspondentes a cada cultura
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foram retiradas, com uma pipeta, trés amostras de 0,1 pl e colocadas numa camara de contagem
reticulada. Antes e durante a recolha das amostras homogeneizou-se as culturas para evitar a
deposicédo das larvas no fundo dos copos. As amostras retiradas juntou-se uma gota de formol
tamponizado a 4% para fixar e matar as larvas. Ao microscépio 6ptico, com a objectiva de 10x,
contabilizou-se 0 numero de larvas conforme os paradmetros em estudo. Fez-se a média das
contagens e extrapolou-se para o volume total da cultura. Foi ainda determinado o desvio-padrao
e erro-padrao. A taxa de mortalidade foi determinada pela diferenga entre o nimero total de larvas
contadas e o numero total de larvas contadas na amostragem anterior. Simultaneamente, foi
retirado um pequeno volume e colocado num frasco devidamente identificado e adicionou-se uma
gota de formol para posterior avaliagdo do crescimento em comprimento (antero-posterior) e altura
(dorso-ventral) (fig. 2.11). Na avaliacdo deste parametro colocou-se a amostra na camara
reticulada e ao microscopio foram tiradas fotomicrografias de 30 individuos por replicado, num
total de 90 individuos por tratamento. Neste ensaio, as excepg¢des ocorrerem num replicado do
controlo as 36 horas, com a medicdo de 11 individuos apenas, hum replicado do controlo as 252
horas, com a medicdo de 9 individuos e um replicado no tratamento pH 7,7 com a medigdo de 11
individuos. Com o auxilio de um programa de processamento e andlise de imagem, ImageJ, foi
medido o comprimento antero-posterior e altura dorso-ventral das larvas ao longo das vérias
amostragens (fig. 2.11). Novamente, obteve-se a média do comprimento e altura larvar para cada
tratamento, ao longo do tempo de ensaio, e com recurso a uma regressao linear simples obteve-
se a taxa de crescimento (umd'l), apenas para as trés primeiras amostragens para que se possa
comparar a velocidade de crescimento entre os ensaios. O tipo de amostragem adoptada foi uma

amostragem aleat6ria simples.

Figura 2.11 Larva veligera “D” de Crassostrea gigas em pormenor. md — margem dorsal, ma — margem
anterior, mp — margem posterior, mv — margem ventral, { — comprimento antero-posterior e h — altura dorso-
ventral.

Apos a avaliacé@o das culturas larvares, estas foram colocadas de novo nos respectivos tanques,

entretanto cheios com agua do mar.

2.3.1 Efeito da acidificacdo sobre a fecundacéo e o desenvolvimento larvar de C. gigas

A 8 de Abril de 2011 deu-se inicio ao segundo ensaio experimental com vista a avaliacdo do efeito

sobre a fecundacgédo e o desenvolvimento larvar. A recolha de individuos adultos e obtencéo de
34



gametas através de escarificacdo foi efectuada de forma idéntica ao ensaio anterior. Neste ensaio
obteve-se um volume de 3000 ml de suspensdo de ovocitos e 3000 ml de suspensdo de
espermatozoéides. Apés ter-se verificado se 0s ovdcitos ja se encontravam maduros (passagem da
forma de péra para esféricos) procedeu-se a fecundacdo in vitro. Neste segundo ensaio a
fecundacéo foi efectuada em trés copos de 2L, cada um correspondente a um tratamento de pH
diferente (controlo, 7,7 e 7,4) (fig. 2.12). Distribuiu-se a suspenséo de ovdcitos nos trés copos com
um volume de 1200 ml em cada. Em seguida adicionou-se 200 ml de solugdo de
espermatozéides, perfez-se 1800 ml com agua salgada de cada tratamento e deixou-se a cultura
num local seco e a temperatura de 21+1°C. ApGs duas horas, com homogeneizac¢éo pontual, fez-
se a contagem de ovos fecundados e nao fecundados de forma idéntica ao ensaio anterior.
Repetiu-se este processo novamente apés trés e quatro horas. Em cada um dos tempos
determinou-se a taxa de fecundacdo em cada tratamento (tabela 3.2) visando avaliar o efeito do

pH na taxa de fecundacdo e mobilidade dos espermatozoides.

As taxas de fecundacao calculadas foram de 91% para o tratamento de pH de controlo, 81% no
tratamento de pH 7,7 e 41% para o tratamento de pH 7,4. Em seguida calculou-se o volume da
suspensao necessario adicionar em cada tanque de cultivo larvar de forma a obter-se cerca de 60

larvas/ml.

Volume da suspensao x Numero de ovos fecundados necessarios por tanque
Numero de ovos fecundados contados na suspensao, ao fim de 4h

1800 ml (20000 ml x60 larvas/tanque)

Para o tratamento com pH controlo: 3 =198 ml
1090x10
1800 ml x(20000 ml x60 larvas/tanque)
Para o tratamento com pH 7,7: 3 =240 ml
902x10
1800 ml x(20000 ml x60 larvas/tanque)
Para o tratamento com pH 7,4: =448 ml

482x10°

Assim o volume distribuido nos trés replicados do tratamento de pH controlo foi de 198ml, para o
tratamento de pH 7,7 foi de aproximadamente 240 ml e para o tratamento de pH 7,4 foi

aproximadamente 448 ml. A incubacéo dos ovos decorreu durante 48 horas.
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Figura 2.12 Esquema do processo de manipulacédo dos gametas de C. gigas, fecundacao e distribuigcao
nos tanques de cultivo larvar, para a analise do efeito sobre a fecundacéo e o desenvolvimento larvar.
ApOs a incubacdo reexaminou-se a cultura ao microscépio e verificou-se a presenca de larvas
trocoforas e larvas veligeras “D”. Este ensaio teve a duragdo de apenas 5 dias (tabela 3.3). A

avaliag@o dos parametros descritos na tabela 3.3 da cultura larvar foi efectuada de forma idéntica
ao ensaio experimental anterior.

Tabela 2.3 Cronologia da amostragem dos parametros avaliados na analise do efeito da acidificacdo sobre a
fecundacao e o desenvolvimento larvar.

Amostragem Horas apos

. Descricdo dos paradmetros e varidveis a avaliar em cada pH
(Data) fecundacéo

________________________________________________]
Contagem do numero de individuos em desenvolvimentos
embrionarios parados, larvas normais, anormais e trocéforas; célculo
T1 (10 de Abril) 48 da taxa de eclosdo larvar, taxa de larvas veligeras “D” anormais; taxa
de trocoforas; taxa de mortalidade; avaliacdo do crescimento sobre o

comprimento médio antero-posterior e da altura média dorso-ventral.

Contagem do numero de larvas veligeras “D” normais e anormais;
T2 (12 de Abril) 96 célculo da taxa de mortalidade; avaliagéo do crescimento sobre o

comprimento médio antero-posterior e da altura média dorso-ventral.

Contagem do numero de larvas veligeras “D” normais e anormais;
T3 (14 de Abril) 144 célculo da taxa de mortalidade; avaliagdo do crescimento sobre o

comprimento médio antero-posterior e da altura média dorso-ventral.




O critério de diferenciacdo de larvas normais e anormais foi idéntico ao efetuado no ensaio

anterior.

Também neste ensaio, se calculou a média das contagens e extrapolou-se para o volume total da
cultura. Foi ainda determinado o desvio-padrdo e erro-padrdo. Novamente, foi retirado um
pequeno volume e colocado num frasco devidamente identificado e adicionou-se uma gota de
formol para posterior avaliagdo do crescimento em comprimento (antero-posterior) e altura (dorso-
ventral) (fig. 2.11). Tal como no ensaio anterior, a avaliagdo deste parametro colocou-se a amostra
na camara reticulada e ao microscopio foram tiradas fotomicrografias de 30 individuos por
replicado, num total de 90 individuos por tratamento. Neste ensaio, as excep¢des ocorrerem num
replicado do controlo as 144 horas, com a medicdo de apenas 15 individuos. Com o mesmo
programa de processamento e analise de imagem, ImageJ, foi medido o comprimento antero-
posterior e altura dorso-ventral das larvas ao longo das vérias amostragens. Novamente, obteve-
se a média do comprimento e altura larvar para cada tratamento, ao longo do tempo de ensaio, e
com recurso a uma regressao linear simples obteve-se a taxa de crescimento (umd™). O tipo de

amostragem adoptada foi uma amostragem aleatéria simples.

No final de cada amostragem as culturas larvares foram colocadas novamente nos respectivos

tanques.

2.4 Alimentacéo

Apés as primeiras 36 horas do primeiro ensaio e as 48 horas do segundo ensaio (incubacédo) a
alimentacdo das larvas foi feita pela adicdo da microalga marinha unicelular, Isochrysis aff.
galbana (T-ISO), a Unica fonte de alimento. O alimento foi ministrado diariamente através de uma
bomba peristéltica multicanais, para manter uma concentracéo celular no tanque de cultura de 50
a 100 cel/pl.

Esta microalga marinha é cultivada na EEMT, juntamente com outras microalgas marinhas, como

suporte alimentar para larvas, juvenis e bivalves adultos.

2.5 Tratamento estatistico
O tratamento estatistico foi feito com o programa SigmaStat© (versdo 3.5) aplicando o modelo de
analise de variancia a dois-factores (ANOVA II), estabelecendo como variaveis independentes o
tipo de tratamento (controlo, pH 7,7 e pH 7,4), o tempo de ensaio (36h, 84h, 132h, 180h e 252h
para a analise do efeito sobre o desenvolvimento larvar e 48h, 96h e 144h para a andlise do efeito
sobre a fecundacdo e desenvolvimento larvar). Os dados em percentagem sofreram a
transformacgéo de raiz quadrada do Arcseno, anteriormente a andlise estatistica. Os testes de
normalidade e de homogeneidade de variancias foram aplicados pelo programa SigmaStat©. Para
a andlise que ndo passou no teste de homogeneidade de variancias usou-se o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis (K-W.) e a analise de variancia a um-factor (ANOVA). Na sequéncia

da confirmacéo de diferencas significativas entre as médias, efectuou-se testes post-hoc (Teste de
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Tukey, Método de Duncan e Método de Dunn) de acordo com a indicagdo do programa usado,

com um grau de confianca de 95% (a=0,05).
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3. RESULTADOS

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos de acordo com a metodologia descrita no
capitulo anterior, sobre o efeito da acidificagcdo dos oceanos na fecundacdo e desenvolvimento
larvar da ostra japonesa, C. gigas.

3.1 Efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar de C. gigas
A taxa de ecloséo larvar média (%), que corresponde a percentagem de ovos eclodidos em cada
tratamento, calculada 36 horas apos fecundagdo, foi de 67% para o controlo, 79% para o
tratamento pH 7,7 e 82% para o tratamento pH 7,4 (fig. 3.1).
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Figura 3.1 Taxa de ecloséo larvar média (%) de Crassostrea gigas, 36h apés fecundacao, nos trés
tratamentos do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar (médiatEP, n=3).

A evolucgdo da taxa de mortalidade ao longo do periodo experimental encontra-se representada na
figura 3.2. De um modo geral, a taxa de mortalidade no final do periodo experimental foi sempre
crescente em todos os tratamentos aproximando-se de 100% ao fim das 252 horas, apés
fecundacgéo. A taxa de mortalidade apresentou valores muito baixos as 36 horas apds fecundacéo,
na ordem dos 8-10%. Entre as 36 e 84 horas ap6s fecundacgdo, verificou-se um acréscimo
acentuado da mortalidade larvar no tratamento pH 7,4 de 65%. O controlo e o tratamento pH 7,7
acompanharam este aumento mas de forma mais ligeira (41,4% e 27%, respectivamente). Este
aumento foi continuo até ao final do ensaio. As 84 horas, entre 0 pH 7,4 e o pH 7,7 a diferenca é
claramente significativa (ANOVA, F=19,136, df=2, P<0,001, Método de Duncan - P<0,05) e o pH
7,4 e o tratamento controlo (ANOVA, F=19,136, df=2, P<0,001, Método de Duncan - P<0,05).

ApOs as 84 horas, a mortalidade é demasiado elevada em todos os tratamentos.
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Figura 3.2 Taxa de mortalidade média larvar (%) de Crassostrea gigas, ao longo do tempo (horas) nos trés
tratamentos do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar (média+EP; n=3)

A taxa de veligeras anormais € a percentagem de larvas vivas anormais (i.e. com deformacdes na

forma da concha), numa média de trés replicados por cada tratamento (fig.3.3).

Tabela 3.4 Exemplos da variagdo na morfologia da larva veligera “D” de Crassostrea gigas, nos trés
tratamentos do efeito da acidificagdo sobre o desenvolvimento larvar

Horas ap?s Controlo pH 7,7 pH 7,4
fecundacéo
36
\ Tamm
'; 0.3 mm
84
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Tabela 3.4 (cont.) Exemplos da variagdo na morfologia da larva veligera “D” de Crassostrea gigas, nos
trés tratamentos do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar

Horas apés

trol H7,7 H7,4
fecundacéo Controlo PR 7, PR

132

180

252

Pelo grafico na figura 3.3 verificou-se que os tratamentos com pH 7,7 e 7,4 apresentam 20-30%
mais larvas veligeras “D” anormais do que o tratamento controlo. Estatisticamente, existem
diferencas significativas na taxa de veligeras anormais para os tratamentos em estudo (ANOVA I,
F=27,934, df=2, P<0,001, Teste de Tukey P<0,05). No entanto, também o tempo influi
significativamente sobre esta variavel (ANOVA I1lI, F=50,448, df=4, P<0,001), uma vez que se
verifica um padrédo de decréscimo para todos os tratamentos, ao longo do ensaio, consistente com
a degradacdo e desaparecimento das larvas anormais. Os baixos valores de veligeras anormais
medidos as 36 horas apds fecundacdo deve-se a um erro de amostragem associado a
identificagdo da passagem da larva trocofora para veligera “D”, criando a ilusdo de haver um pico
irregular de veligeras anormais as 84 horas.
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Figura 3.3 Taxa média de veligeras anormais (%) de Crassostrea gigas, ao longo do tempo (horas) nos trés
tratamentos do efeito da acidificac@o sobre o desenvolvimento larvar (médiatEP; n=3).

A tabela 4.2 resume as diferencas entre a taxa de veligeras normais e anormais (%) para cada
tratamento, ao longo deste ensaio.

Tabela 3.5 Comparagao da taxa de veligeras “D” normais e anormais (%) de Crassostrea gigas, durante o
efeito da acidificag&o sobre o desenvolvimento larvar (média+EP;n=3).

Taxa de veligeras normais (%) Taxa de veligeras anormais (%)
Horas apés
fecundacéo
¢ Controlo pH 7,7 pH 7,4 Controlo pH7,7 pH 7.4
36 96,6+1,2 83,5+8,1 69,9+3,6 3,441,2 16,518,1 30,2+3,6
84 69,85+6,6 | 44,7+3,8 35,7+4,9 30,2+6,6 55,3+3,8 64,3+4,9
132 82,6+0,8 | 57,4487 | 50,3%4,4 | 17,4+0,8 | 42,6%8,7 | 49,7+4,4
180 85+2,3 70,416,8 63,8+3,3 15+2,3 29,6+6,8 36,2+3,3
252 90,1£3,9 80,1+6,3 82,716,7 9,7£3,9 19,9+6,3 17,4+6,7

A variagdo do comprimento médio larvar antero-posterior (um) encontra-se representada na figura
3.4, Esta variavel apresenta diferencas significativas entre o tratamento controlo e o pH 7,4 (K-W.,
H=257,909, df=2, P<0,001, Método de Dunn e Teste de Tukey — P<0,05), com uma diferenca
inicial de comprimento larvar de 10 pm. De um modo geral verificou-se um aumento do
crescimento em comprimento médio larvar antero-posterior até as 180 horas apés fecundagéo,
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estabilizando entre 180 e 252 horas (tipico do inicio da metamorfose). Apesar da taxa de
crescimento larvar para o tratamento pH 7,4 ser de 2,56 pmd™ (R2 = 0,94) e para o controlo ser de
1,66 pmd™ (R2 = 0,93), entre as 84 e 132 horas, verificou-se que as larvas veligeras “D” no inicio
do ensaio ja sdo maiores no controlo (82,6 um) do que no tratamento pH 7,4 (73,2 um). Para o
tratamento pH 7,7, a curva do comprimento médio larvar estd muito préxima da curva do controlo,
nao se verificando diferencas significativas no comprimento médio entre as 84 e 252 horas apos
fecundacgédo (K-W., H=257,909, df=2, P<0,001, Método de Dunn e Teste de Tukey — P>0,05). A

taxa de crescimento larvar para o tratamento pH 7,7 foi também de 1,66 umd™ (R* = 0,71).
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Figura 3.4 Variagcdo do comprimento antero-posterior médio larvar (um) de Crassostrea gigas, ao longo do
tempo (horas) nos trés tratamentos do efeito da acidificagdo sobre o desenvolvimento larvar (média+EP; n=3
e n*=2).

A variacao da altura média larvar dorso-ventral (um) encontra-se representada na figura 3.5. Neste
pardmetro, os resultados obtidos s8o muito semelhantes aos observados para o comprimento
médio larvar antero-posterior, tal como esperado. Existiu uma clara diferenca entre os tratamentos
controlo e pH-0,7 (K-W., H=191,992, df=2, P<0,001, Método de Dunn — P<0,05), onde apesar das
taxas de crescimento em altura serem semelhantes (1,96 umd'l, com R?*=0,90 e de 2,26 umd'l,com
R®=0,89, respectivamente) entre as 36 e 132 horas, a altura média das larvas veligeras “D” no
controlo apresentou valores superiores as 36 horas (68,6 um) do que as larvas veligeras “D” em
pH 7,4 (62,4 um). Os valores da altura dorso-ventral medidos para o tratamento pH 7,7 sdo muito
proximos dos valores medidos para o tratamento controlo, havendo diferengas significativas entre
eles apenas as 180 horas (K-W., H=257,909, df=2, P<0,001, Método de Dunn — P<0,05). A taxa

43



de crescimento larvar em altura para o tratamento pH 7,7 foi no entanto mais baixa do que os

restantes tratamentos (1,57 umd™).
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Figura 3.5 Variacdo da altura dorso-ventral média larvar (um) de Crassostrea gigas, ao longo do tempo
(horas) nos trés tratamentos do efeito da acidificacéo sobre o desenvolvimento larvar (médiatEP; n=3 e
n*=2).

N

Em relacdo a morfologia da larva veligera “D”, ao longo do tempo de ensaio, observaram-se
diferencas nos trés tratamentos, sobretudo ao nivel da prodissoconcha | (tabela 4.1). Ao longo do
tempo do ensaio, as larvas “D” que cresceram no tratamento controlo mantém a sua forma original
em “D” até as 180 horas e as 252 horas verificou-se o desenvolvimento da larva veligera para
larva umbolada. No tratamento pH 7,7 as deformacdes na concha sdo bastante visiveis logo a
partir das 36 horas até as 252 horas apés fecundacdo. Também no tratamento pH 7,4 observou-se
alteracdes ao nivel da concha. Para além disso, as larvas veligeras “D” neste tratamento foram
visivelmente mais pequenas (ver fig. 3.4 e 3.5) e arredondadas. No que se refere ao manto das
larvas, nota-se uma maior uniformidade e consisténcia na massa interior das larvas veligeras do
controlo, em oposicdo a um agrupamento desigual dos 6rgéos. As 36 horas, para o tratamento pH
7,4, verificou-se um largo nimero de larvas veligeras com protuberancia no manto. Esta
irregularidade atenuou ao longo do ensaio, possivelmente pelo desaparecimento destas larvas em
prol das larvas mais resistentes. Estas imagens foram recolhidas com base no aparecimento

desde tipo de deformacdes ao longo das varias observacdes ao microscopio.
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3.2 Efeito da acidificacdo sobre a fecundacédo e desenvolvimento larvar de C. gigas

A taxa de fecundacéo foi mais elevada no tratamento controlo do que nos restantes tratamentos.
Ao fim de duas horas, o ndmero total de ovos fecundados no tratamento pH 7,7 foi inferior ao
namero de ovos contabilizados no controlo em cerca de 24%, em relacéo ao tratamento pH 7,4 e 0
controlo a diferenca foi mais acentuada, com um decréscimo de 79% de ovos fecundados (tabela
4.3). Ao fim de trés e quatro horas, esta diferenca diminui mas continua a ser superior a 50%. A
contagem feita ao fim de quatro horas para o tratamento pH 7,7 apresenta um nimero inferior de
ovos em relacdo a hora anterior, atribuindo-se esta irregularidade a um erro de amostragem

associado a metodologia de recolha das amostras. Simultaneamente a avaliacdo da taxa de

fecundacdo, observou-se também o efeito do decréscimo de pH na mobilidade dos

espermatozéides que vai de encontro aos resultados obtidos na taxa de fecundagdo. Pode-se
observar que a mobilidade do esperma diminuia com o aumento da acidez do meio.
Tabela 3.6 Contagem de ovos fecundados e ndo fecundados de Crassostrea gigas ao fim de 2h, 3h e 4h

apos a fecundacgao in vitro, nos trés tratamentos em estudo nos trés tratamentos do efeito da acidificagao
sobre a fecundacgéo e o desenvolvimento larvar.

Horas, apés juncéo dos Ovos fecundados (x10%) Ovos nao fecundados (x10°%)
gametas Controlo | pH 7,7 pH 7,4 Controlo pH 7,7 pH 7,4

Ao fim de 2 horas: 952 731 205 234 416 979

Ao fim de 3 horas: 976 1125 437 158 266 796

Ao fim de 4 horas: 1090 902 482 106 212 686

Para a analise do efeito de pH sobre a fecundacdo e desenvolvimento larvar, comegou-se por
contabilizar a taxa de fecundacdo em cada tratamento e de acordo com a figura 3.6 verificou-se
que a taxa de fecundacdo mais elevada corresponde ao tratamento de controlo, com 91% de ovos
fecundados num volume de 1800ml. Segue-se o tratamento de pH 7,7 com 81% de ovos
fecundados e por ultimo o tratamento pH 7,4 com 41% de ovos fecundados, no mesmo volume.
Salienta-se que os tratamentos mais acidos geraram taxas de fecundagdo mais baixas, chegando

mesmo a haver uma diferenca de 50% entre o tratamento pH 7,4 e o controlo.
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Figura 3.6 Taxa de fecundacéo (%), de Crassostrea gigas, nos trés tratamentos em estudo do efeito da
acidificagcdo sobre a fecundacao e o desenvolvimento larvar.

As taxas de eclosdo média larvar (%), para cada tratamento, 48 horas apés a fecundagédo
encontram-se representadas na figura 3.7. Em andlise, verifica-se que a taxa de eclosdo é
consistente com os resultados obtidos para a taxa de fecundacdo, havendo uma maior
percentagem de larvas veligeras eclodidas no controlo, 93%, em contraste com 87% do
tratamento pH 7,7 e 77% do tratamento pH 7,4. O tratamento pH 7,4 apresentou uma taxa de
eclosao inequivocamente inferior ao controlo mas, no entanto, apesar do valor médio da taxa de
fecundagdo do tratamento pH 7,7 estar abaixo do controlo, o erro padrdo ndo esclarece a

influéncia deste pH na taxa de ecloséo.
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Figura 3.7 Taxa de eclosdo média larvar (%), de Crassostrea gigas, 48h apds fecundacgéo, nos trés
tratamentos em estudo do efeito da acidificagdo sobre a fecundacéo e o desenvolvimento larvar (médiatEP;
n=3).
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A evolucdo da taxa de mortalidade média (%) para cada tratamento deste ensaio apresenta-se na
figura 3.8. A sua progresséo foi diferente nos trés tratamentos, confirmando-se a existéncia de
diferencas significativas entre o tratamento controlo e o tratamento pH 7,7 e 7,4 (K-W., H=15,701,
df=2, P<0,001, Teste de Tukey - P<0,05). O tratamento controlo apresentou valores baixos de
mortalidade média ao longo das 144 horas de ensaio, ndo indo além dos 34%. O tratamento pH
7,7 apresenta uma taxa de mortalidade média inicial baixa, 12,6%, seguida de um aumento
exponencial a partir das 96 horas, aproximando-se dos 83% de larvas veligeras “D” mortas no final
do ensaio. O tratamento pH 7,4 distingue-se fortemente do tratamento controlo (K-W., H=15,701,
df=2, P<0,01, Teste de Tukey P<0,05), partindo de uma taxa de mortalidade inicial de 31%,
ultrapassando o dobro deste valor em 48h (84%), chegando a uma taxa de 98% de mortalidade
larvar média as 144 horas apoOs fecundacdo. O tratamento pH 7,7 ndo apresenta diferencas
significativas em relacdo ao tratamento pH 7,4 (K-W., H=15,701, df=2, P<0,01, Teste de Tukey
P>0,05).
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Figura 3.8 Taxa de mortalidade média larvar (%), de Crassostrea gigas, ao longo do tempo (horas) nos trés
tratamentos em estudo do efeito da acidificacdo sobre a fecundagéo e o desenvolvimento larvar (médiatEP;
n=3 e n*=2).

Na tabela 3.3 pode-se comparar a variagdo entre a taxa de veligeras normais e anormais (%) para

cada tratamento, neste ensaio.
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Tabela 3.7 Comparacgao da taxa de veligeras “D” normais e anormais (%) de Crassostrea gigas, nos trés

(médiatEP;n=3 e n*=2).

tratamentos em estudo para ensaio sobre o efeito do pH na taxa de fecundagédo e desenvolvimento larvar

Horas apés
fecundacéo

Taxa de veligeras normais (%)

Taxa de veligeras anormais (%)

Controlo

pH 7,7

pH 7,4

Controlo

pH 7,7

pH 7.4

48 82,8+1,2 | 429+81 | 30,7#36 | 17,2489 | 53,812 | 69,3+42
96 97,73 57438 29,71* 2,27* 43+8,7 70,3*
144 96,1* 77,948,7 96,13* 3,87+ 22,146,4 51,8*

No que se refere a taxa média de veligeras anormais (%) o gréfico representado na figura 3.9
aparenta uma certa variancia entre os trés tratamentos em estudo, no entanto, estatisticamente
apenas se confirmam diferengas significativas entre os trés tratamentos as 96 horas (ANOVA,
F=22,383, df=2, P<0,001, Método de Duncan — P<0,05). Para as restantes horas verificou-se
apenas diferencgas significativas entre o controlo e o pH 7,4 (K-W., H=9,418, df=2, P=0,009, Teste
de Tukey — P<0,05). A semelhanca do que ocorreu no ensaio anterior, o critério usado na
diferenciagéo entre larvas normais e anormais foi a alteracdo da forma da concha e do manto (ver
tabela 4.5). O controlo foi o tratamento com a taxa média de veligeras anormais mais baixa,
seguido pelo tratamento pH 7,7 e por ultimo o tratamento pH 7,4 variando entre os 50-70%.
Verificou-se em todos os tratamentos uma tendéncia para um decréscimo na taxa de veligeras “D”

anormais ao longo do tempo, de acordo com o esperado.

48



Tabela 3.8 Exemplos da variagcdo na morfologia da larva veligera “D” de Crassostrea gigas nos trés
tratamentos em estudo do efeito da acidificagdo sobre a fecundagao e o desenvolvimento larvar.
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Figura 3.9 Taxa de veligeras anormais (%), de Crassostrea gigas ao longo do tempo (horas) nos trés
tratamentos em estudo do efeito da acidificagdo sobre a fecundacéo e o desenvolvimento larvar (média +EP;

n=3 e n*=2).
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Na figura 3.10 encontra-se representado a variagcdo do comprimento médio larvar antero-posterior
em cada tratamento (um). A acidez do meio é preponderante sobre esta variavel (K-W.,
H=267,023, df=2, P<0,001). O tratamento controlo apresentou valores de comprimento médio
acima dos restantes tratamentos, em todas as amostragens com uma taxa de crescimento de 2,2
umd™, as larvas veligeras apresentaram no final do ensaio um comprimento médio de 94,3 um. O
tratamento pH7,7 apresentou um comprimento médio inicial inferior ao tratamento controlo e as
larvas cresceram a uma velocidade de 1 pmd™, ficando muito abaixo do comprimento médio
observado no tratamento controlo no fim do ensaio, com 84 um. As larvas do tratamento pH7,4
exibem um comprimento médio inicial menor do que os restantes tratamentos mas crescem, no
entanto, a uma velocidade de 2,2 umd™ atingindo no final do ensaio experimental um comprimento
médio semelhante ao tratamento pH7,7, de 83 um. Estatisticamente confirma-se a influéncia do pH
7,7 e 7,4 no comprimento antero-posterior médio larvar nas larvas veligeras “D” de C. gigas (K-W.,
H=267,023, df=2, P<0,001, Método de Dunn — P<0,05).
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Figura 3.10 Variacdo do comprimento médio larvar antero-posterior (um), de Crassostrea gigas, ao longo do
tempo (horas) nos trés tratamentos em estudo do efeito da acidificacdo sobre a fecundacéo e o
desenvolvimento larvar (média +EP; n=3).

A variacao da altura média larvar dorso-ventral (um) apresentada na figura 3.11 evolui de forma
analoga ao comprimento médio larvar antero-posterior, como esperado, apresentando também
diferencas significativas entre os pH em estudo (K-W., H=233,199, df=2, P<0,001, Método de
Dunn — P<0,05). A variac@o do crescimento em altura foi bastante idéntica ao longo do ensaio,

variando apenas em termos quantitativos. O crescimento larvar no controlo apresenta uma taxa de
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2,6 pmd'l (R2:0,94), no tratamento pH 7,7 a taxa de crescimento foi de 1,4 pmd'l (R2:0,99) e no
tratamento pH 7,4 as larvas veligeras cresceram a 2,2 pmd™ (R?=0,93) mas n&o chegam a atingir

a altura registada no tratamento controlo.

o)
=

== Controlo

——pH 7,7
—e—pH 7,4 //

@ o
o N

)

N~
5 o

\

Altura dorso-ventral (
()] ~
o O
I—&

\'f

o2}
o

0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo apds fecundacéo (horas)

Figura 3.11 Variacdo da altura média larvar dorso-ventral (um) de Crassostrea gigas, ao longo do tempo
(horas) nos trés tratamentos em estudo do efeito da acidificagdo sobre a fecundacao e o desenvolvimento
larvar (médiatEP; n=3).

A morfologia das larvas veligeras “D” durante o ensaio sobre o efeito da acidificacdo sobre a
fecundacé@o e desenvolvimento larvar, esta representada na tabela 4.5. Tal como verificado no
ensaio anterior, foram visiveis as diferencas no desenvolvimento larvar ocorrido nos trés
tratamentos. No controlo, as larvas veligeras “D” mantém a sua forma original durante todo o
ensaio, apresentando uma concha cada vez mais definida e consistente ao longo do tempo. Ja
nos tratamentos pH 7,7 e pH 7,4 as conchas das larvas veligeras mostram-se bastante
deformadas. No tratamento pH 7,7 a margem dorsal é afectada, sobretudo nas 96 e 144 horas, e
foi visivel ao microscépio alguma debilidade da concha. Também no tratamento pH 7,4 distingue-
se malformacdes na margem dorsal da larva e uma concha mais fina as 96 horas. As 144 horas
detectou-se ao microscopio algumas fissuras na concha. Estas imagens foram recolhidas com
base no aparecimento desde tipo de deformacdes ao longo das varias observagbes ao

microscoépio.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho, sob ambiente controlado, fornecem evidéncias da
alteracao na fecundacdo e desenvolvimento larvar de C. gigas quando exposta, a curto-prazo, a
um decréscimo de pH proporcionado pelo aumento de CO, no meio com uma temperatura média
diaria de 21+1°C.

4.1 Mobilidade do esperma e Taxa de fecundacéo

Apesar de ndo ter sido quantificada a actividade do esperma, visualmente detectou-se ao
microscépio uma reducdo na mobilidade do esperma de C. gigas, acentuada consoante o
decréscimo de pH, i.e quando expostos ao pH 7,7, os espermatozéides apresentaram um ligeiro
decréscimo de actividade e velocidade, tornando-se mais agudo em pH 7,4. Contrariamente ao
observado neste trabalho, Havenhand e Schlegel (2009) ndo detectaram alteragfes significativas,
entre um pH de 8,1 e 7,8, na velocidade de natacdo dos espermatozéides da ostra C. gigas,
colhidas na costa oeste da Suécia. No entanto, Havenhand et al. (2008), evidenciam o decréscimo
de actividade do esperma do ourigco-do-mar Heliocidaris erythrogramma quando exposto a um pH
de 7,7 pela reducao da velocidade do esperma em 11,7% e da mobilidade do esperma em 16,3%,
em comparacdo com um pH de 8,1. Apesar de ndo se tratar de um bivalve, confirma-se a
perturbacéo da actividade dos gametas masculinos num organismo calcificador. Esta observacgao
pode ser explicada pelo facto de as membranas bioldgicas serem extremamente permeaveis ao
CO, (Gutknecht et al.,, 1977), causando a entrada directa no ovo ou no espermatozoide
decrescendo o pH intracelular comprometendo a mobilidade do esperma, a fecundagéo do ovo e o

seu desenvolvimento (Kurihara, 2008b).

Em relagdo a taxa de fecundacéo (fig. 3.6), verificou-se que o pH 7,7 reduz a taxa de fecundacéo
da ostra C. gigas em cerca de 10% e o pH 7,4 reduz a taxa de fecundacdo em 50%. Este
resultado vai ao encontro do que foi observado na mobilidade do esperma, sugerindo que a acidez
podera ter influenciado a viabilidade dos espermatozéides e consequentemente a capacidade de
penetrar nos ovocitos. No entanto, apesar de néo ter sido analisado o efeito do pH sobre os
ovocitos, supde-se que a acidez também actue sobre estes. O decréscimo da taxa de fecundacéo
foi comprovado por Parker et al. (2009), na ostra Saccostrea glomerata, onde foi detectado um
decréscimo significativo da fecundagdo com o aumento do pCO, (até 1000ppm, equivalente ao pH
7,6). No estudo de Parker et al. (2009) foi também evidenciado o efeito do aumento de
temperatura em simultdneo com a acidificagéo, confirmando o decréscimo da fecundagdo entre
18-30°C. Em contraste, outros estudos ndo confirmam o decréscimo de fecundacédo de C. gigas
com o aumento de acidez (Havenhand e Schlegel, 2009, e Kurihara et al., 2007). Ambos o0s
parametros foram estudados apenas durante o ensaio sobre o0 efeito da acidificacdo na

fecundacé&o e o desenvolvimento larvar.
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4.2 Taxa de Eclosédo Larvar

Durante o ensaio sobre o efeito da acidificacdo no desenvolvimento larvar verificou-se que a taxa
de eclosédo larvar de C. gigas (fig. 3.1), 36 horas apds fecundacdo, é mais elevada nos
tratamentos do que no controlo e atribui-se estes valores a um erro de amostragem,
nomeadamente durante o processo de homogeneizacdo anterior a recolha das amostras. De
acordo com pesquisas recentes, nenhum outro estudo comprova o aumento da taxa de ecloséo

com o aumento da acidez.

No ensaio sobre o efeito da acidificacdo na fecundacdo e no desenvolvimento larvar (fig. 3.7),
verifica-se um decréscimo da taxa de eclosédo com o aumento de acidez do meio. Esta variavel foi
medida 48 horas apds fecundacdo e em média, a taxa de eclosdo no pH 7,7 teve um ligeiro
decréscimo de 617,7% e o pH 7,4 teve um decréscimo de 16+3%. Apesar de néo ter sido possivel
analisar estatisticamente estes valores dado o baixo nimero de amostras, nos ultimos anos tém
sido publicados artigos que validam significativamente a hipétese de decréscimo da taxa de
eclosdo num meio acidificado, por exemplo, Kurihara et al. (2007) demonstram o decréscimo de
larvas eclodidas no pH 7,4 (Agua do mar subsaturada em relagédo a aragonite, Qars=0,68) para C.
gigas, assim como Kurihara et al. (2008a) para o mexilhdo Mytillus galloprovincialis. Mais
recentemente, Gazeu et al. (2010) demonstraram que o pH 7,8 ndo altera significativamente a taxa
de ecloséo do mexilhdo M. edulis, mas um decréscimo de 24% na taxa de ecloséo foi detectado
para o pH de 7,5 (Qarc=0,81). Os resultados obtidos e os diversos trabalhos publicados,
confirmam que a taxa de ecloséo sofra perturbacdes a partir de um pH de 7,5, para os bivalves

estudados.

4.3 Mortalidade Larvar

Para o ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar, ndo se confirmou a
influéncia do pH sobre a taxa de mortalidade larvar (fig. 3.2). Neste ensaio, todos os tratamentos
se desenvolvem de forma relativamente equivalente, com a taxa de mortalidade crescente ao
longo do ensaio. Ao fim de 252 horas de ensaio (11 dias), todos os tratamentos se aproximaram
de 100% de mortalidade, deixando de existir condi¢cdes para manter o ensaio. O condicionamento
de larvas de moluscos € um processo extremamente sensivel e uma cultura podera tornar-se
inviavel devido a uma ligeira alteracdo no sistema de incubac@o ou da qualidade inicial dos
gametas. No entanto, em condicdes semelhantes a este ensaio, Beesley et al. (2008),
demonstram a degradacdo dos lisossomas de juvenis de M. edulis, relatando o aumento da
porosidade, aumento da permeabilidade dos substratos e a activagdo de enzimas hidroliticas

latentes (que pode levar a morte celular e a reducéo da condi¢ao biolégica geral do individuo).

No que se refere ao ensaio sobre o efeito da acidificagdo na fecundacdo e no desenvolvimento
larvar, demonstrou-se o efeito negativo da acidificagdo na taxa de mortalidade média (fig. 3.8). A
evolugdo da mortalidade larval é distinta entre os tratamentos, com maior agravamento no pH 7,4,

evidenciando que as larvas veligeras anormais (ver subcapitulo seguinte) se tornem frageis na
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coluna de agua, resultando na sua degradacéo e no seu desaparecimento ao longo do ensaio. No
entanto a taxa de mortalidade média € maior ao longo do ensaio do que a taxa de veligeras
anormais, o que sugere também alguma sensibilidade das larvas veligeras normais possivelmente
ao nivel metabdlico ou morfométrico, uma vez que a producdo da prodissoconcha num meio
subsaturado em relagdo a aragonite requerera um input de energia maior e mais desgastante para
a larva, prejudicial para a sua orientacéo e fitness. No entanto, dada a auséncia de dados néo é
possivel inferir se houve ou ndo subsaturacdo de aragonite neste ensaio. Recentemente, Melzner
et al. (2011) demonstraram que em situacbes de stress (alimento limitado e elevada pCO.,), o
mexilhdo M. edulis desvia a sua energia para processos mais vitais do que a conservacao da
concha, como a manutencdo da massa somatica. Dupont et al. (2008), evidenciam uma elevada
mortalidade (préxima de 100%) do ofiurideo Ophiothrix fragilis perante um pH de 7,7 num prazo de
8 dias, contrastando com 30% de mortalidade para as larvas no controlo (pH 8,1), sugerindo que
esta elevada mortalidade possa ser consequéncia de uma fraca alimentagcdo. Também Kurihara

(2008b) faz referéncia ao facto de quanto menor for a larva, mais susceptivel estara a inani¢ao.

4.4 Larvas Veligeras Anormais

Ao longo do ensaio sobre o efeito da acidificagdo no desenvolvimento larvar, o aumento da
concentracao de CO, no meio e o consequente decréscimo de pH favoreceu o aparecimento de
larvas veligeras anormais (fig. 3.3), havendo um aumento na ordem dos 25 e 35% nos tratamentos
de pH 7,7 e 7,4, respectivamente, as 84 horas apos fecundacédo (ao fim de trés dias e meio).
Como ja foi referido, deduz-se que o padréao de decréscimo da taxa de veligeras anormais se deva
a inviabilidade das larvas anormais na coluna de agua e resultando na morte. Kurihara et al. (2007
e 2008a) confirmam este aumento de larvas veligeras anormais na ostra C. gigas e no mexilhdo
M. galloprovinciallis, quando expostas a um pH de 7,4. Em relagcdo a morfologia das larvas
veligeras anormais (tabela 4.1), destaca-se o pH como impulsionador de anomalias na concha e
protuberancias do manto. Em relagdo as anomalias na concha, verificou-se sobretudo
irregularidades na margem dorsal da larva, assimetria e fissuras na prodissoconcha sugerindo
algumas deficiéncias no processo de calcificagdo. Estas anormalidades foram observadas em
ambos os tratamentos de pH 7,7 e 7,4, no entanto no pH 7,4 notou-se um agravamento destas
deformacgbes. Estd documentada a reducdo da capacidade de biomineralizagdo de moluscos e
equinodermes devido ao elevado pCO, e ao baixo pH associado (e.g. Keyplas et al., 2006; Gazeu
et al., 2007; Kurihara et al., 2007 e 2008a; Dupont et al., 2008; Brennand et al., 2010; Kroeker et
al., 2010). Considera-se que estas mudancas na morfologia da larva se devam a uma das duas
hipoteses: (a) a incapacidade da larva produzir ACC suficiente para uma concha forte que a
proteja do meio ou (b) da rapida dissolugdo da concha devido ao meio corrosivo. Em relagao a
protuberancia do manto, verificou-se também uma maior incidéncia desta particularidade nas
larvas expostas ao pH 7,4 (onde o pCO, é mais elevado, cerca de 2000ppm). Esta deformagédo do
manto podera dever-se ao fendbmeno de hipercapnia, i.e. 0 aumento da pCO, no meio podera
estar a influenciar a presséo dentro da larva e provocar a expulsao parcial do manto. Ou podera

dever-se a um processo de calcificacdo incompleto, com falhas no transporte proteico de Ca**
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como sugere Kurihara (2008b), no entanto este fendmenos ndo estdo ainda devidamente
documentados. Esta protuberancia parece ocorrer somente nas primeiras 36h apos fecundacao,
estipulando-se que esta particularidade torne a larva inviavel. Mesmo que a mobilidade da larva
nado tenha sido avaliada neste ensaio, pde-se a hipotese de esta alteracdo no manto prejudicar a
mobilidade da larva na coluna de agua e comprometer a sua sobrevivéncia (Kurihara et al.,
2008a).

A taxa de larvas veligeras anormais no ensaio sobre o efeito da acidificacdo na fecundacéo e no
desenvolvimento larvar, apresentada na figura 3.9, apresenta uma distincdo entre os trés
tratamentos em estudo, no entanto a andlise estatistica apenas confirma o efeito do pH 7,4. A
morfologia das larvas veligeras (tabela 4.5) ocorreram também ao nivel de deformacfes da
concha e protuberéncias do manto, mas verificou-se que estas irregularidades foram mais
intensas neste ensaio. O que leva a crer que as células ectodérmicas no embrido, responsaveis
pela posterior mineralizacdo da concha fiqguem danificadas impedindo a natural segregacdo do
CaCOs. Apesar de os resultados ndo serem claros em relacdo a alteragfes directas na sintese de
CaCOs; ou se a concha foi dissolvida pelo CO,, suspeita-se que ocorram ambos os fenémenos tal
como mencionado em Kurihara et al. (2007). Durante a observacdo das larvas veligeras ao
microscopio ao longo do ensaio foi evidente o aumento da intensidade das deformacdes
consoante o decréscimo de pH, em contraste com o crescimento saudavel das larvas veligeras do
controlo. A concha torna-se fragil, quebradica e atrofiada e 0 manto torna-se saliente nas primeiras
48 horas apoOs a fecundacdo. As deducgbes feitas para esta varidvel no ensaio anterior sdo

igualmente aplicaveis neste ensaio.

4.5 Crescimento Larvar
No ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar, verificou-se que apenas o pH
7,4 influi sobre o crescimento larvar (fig. 3.4 e 3.5), provocando a sua reducdo na taxa de
crescimento. O tratamento com pH 7,7 mantém-se muito proximo do controlo. Para reforgar este
resultado, foi detectado em juvenis de Mytilus spp. a auséncia de intervencéo do pH 7,7 e a
reducdo da taxa de crescimento de juvenis, impulsionado pelo pH (e.g. Berge et al., 2006,
significancia a partir do pH 7,4 e Michaelidis et al.,, 2005, significAncia a partir do pH 7,5).
Brennand et al. (2010) relatam a influéncia negativa do pH e da temperatura no crescimento da

larva do ourigo-do-mar Tripneustes gratila.

No entanto, durante o ensaio do efeito da acidificagdo na fecundacéo e no desenvolvimento larvar
confirmou-se a influéncia negativa de ambos os tratamentos acidificados no crescimento das
larvas veligeras de C. gigas (fig. 3.10 e 3.11), sugerindo que a exposi¢cdo dos gametas sexuais a
um meio de pH intermédio possa limitar o futuro desenvolvimento da larva. O decréscimo
acentuado do crescimento larvar, devido a exposicao ao pH 7,4 ja foi documentado em C. gigas
(Kurihara et al., 2007) e em M. galloprovinciallis (Kurihara et al., 2008a). Tem sido demonstrado
gue o decréscimo da taxa de crescimento durante os estadios iniciais de desenvolvimento dos

organismos marinhos afecta a viabilidade do estadio juvenil, reduzindo a capacidade competitiva e
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aumentando a mortalidade dos individuos apds a fixacdo (Anil et al., 2001; Gazeu et al., 2010).
Considera-se que a reducdo da taxa de crescimento das larvas de C. gigas podera comprometer a

sua viabilidade.
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5. CONCLUSAO
Compreender o papel do oceano no ciclo global do carbono é critico para a nossa capacidade de
prever a resposta do planeta em relagdo ao actual aumento do CO, atmosférico (Barker et al.,
2003). Cerca de 44% da populacdo mundial vive na costa (Nganyi et al., 2010) e depende
activamente dos animais marinhos como fonte de subsisténcia, pelo que estudar a resposta
biolégica destas espécies é crucial para prever alteragdes drasticas nas pescas e na aquacultura.
Os resultados revelaram uma elevada sensibilidade da larva veligera de C. gigas a baixos niveis
de pH. No geral, foram encontradas diferencas entre os pH na mobilidade do esperma, taxa de
fecundacdo, sobrevivéncia, crescimento e ocorréncia de prodissoconchas anormais e
proturberancia do manto. O impacto do pH 7,4 na fecundacéo e viabilidade larvar € maior do que o

impacto do pH 7,7.

Uma vez que a fase larvar € relativamente semelhante em todos os bivalves existe uma forte
probabilidade de este fendbmeno afectar outras espécies da mesma familia e até mesmo da
mesma ordem ou filo, apesar dos trabalhos com bivalves adultos revelarem uma grande
variabilidade inter e intraespecifica nas respostas a acidificagdo por CO,. Assim, no futuro o papel
dos moluscos apresenta um desafio a dindmica dos ecossistemas marinhos. Adaptagcdes ao meio
serdo uma possibilidade apesar de ainda ndo haver registos e suspeita-se que a escala temporal
do agravamento da acidificacdo seja bastante menor do que o periodo necessario ao ajustamento
dos organismos ao novo ambiente. Os resultados deste estudo sugerem que o sucesso de
reproducdo e os mecanismos biolégicos de calcificacdo sdo interrompidos prematuramente
quando expostos a um meio acidificado e influenciam a viabilidade da larva veligera de C. gigas
comprometendo a sua sobrevivéncia. E essencial investigar o impacto da acidificagio
impulsionada pelo CO, sobre a embriogénese e o desenvolvimento larvar inicial porque sao fases
extremamente delicadas e essenciais para manter a populacdo dos taxa dos invertebrados
marinhos. Tal como refere Dupont et al. (2008), a extincdo ndo exige a morte instantanea de todos
os individuos de uma espécie. Um decréscimo de 1% em cada geragéo pode reduzir a populacao

animal a densidades insustentaveis, em menos de um século.
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6. CONSIDERACOES FUTURAS
Tendo em conta os ensaios experimentais efectuados, considera-se que teria sido um bom
contributo um terceiro ensaio que investigasse as taxas de fecundacdo em cada tratamento e se
prolongasse até ao final da fase de veligera. Seria importante também analisar a variacdo do
comportamento da C. gigas a longo prazo, realizar um estudo aprofundado ao nivel metabdlico e
de sintese proteica durante o estado larvar, para um conhecimento mais aprofundado dos efeitos
fisiolégicos e bioquimicos da acidificacdo nos estados larvares e estudar o comportamento de
bivalves quando expostos a interaccdo entre o fenémeno de acidificacdo com o aumento da

temperatura do oceano.

No entanto, um trabalho dependente dos timings bioldgicos dos organismos (e.g. desova)
encontra sempre alguma barreira em relagdo a maturacdo do organismo. Estas fung@es biolégicas
estdo dependentes das condicdes do meio em que os individuos se encontram e podem
antecipar-se ao esperado ou acontecer tardiamente, o que pode condicionar os prazos do tempo
de trabalho.

Este estudo focou-se numa das espécies estuarino-lagunares mais caracteristicas da costa
portuguesa. No entanto seria interessante ampliar o estudo a outras espécies do mesmo género
(Crassostrea) para se comparar o desempenho entre espécies mas também a outras espécies de
bivalves da costa portuguesa de elevado valor comercial, como a améijoa-macha, améijoa-branca,

améijoa-boa, conquilha, lingueirdo, entre outros.
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Tabela A.1 Contagem do ndmero de individuos em desenvolvimento embrionario parado, larvas trocoforas, larvas veligeras “D” normais e anormais, 36 horas apos
fecundacao, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacéo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo; Controloz Controlos
Amostra Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas
Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total
Parado Normais Anormais Parado Normais Anormais Parado Normais Anormais

=
1 225000 | 350000 | 890000 | 40000 | 1505000 | 90000 330000 | 565000 5000 990000 | 75000 | 190000 | 785000 | 55000 | 1105000

2 380000 | 250000 | 885000 | 50000 | 1565000 | 210000 | 280000 | 780000 5000 1275000 | 75000 | 240000 | 770000 | 45000 | 1130000

3 (@) 350000 | 790000 | 35000 | 1175000 | 80000 | 280000 | 780000 0 1140000 | 40000 | 205000 | 755000 | 25000 | 1025000

Média | 302500 | 316667 | 855000 | 41667 | 1415000 | 126667 | 296667 | 708333 3333 1135000 | 63333 | 211667 | 770000 | 41667 | 1086667

pH 7,71 pH 7,72 pH 7,73
Amostra Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas
Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total
Parado Normais Anormais Parado Normais Anormais Parado Normais Anormais

—
1 100000 | 220000 | 490000 | 395000 | 1205000 | 135000 | 145000 | 890000 | 55000 | 1225000 | 115000 | 100000 | 810000 | 40000 | 1065000

2 95000 90000 | 365000 | 120000 | 670000 | 100000 | 120000 | 925000 | 60000 | 1205000 | 110000 | 180000 | 835000 | 55000 | 1180000

3 215000 | 100000 | 445000 (a) 760000 | 95000 120000 | 930000 | 50000 | 1195000 | 100000 | 130000 | 750000 | 70000 | 1050000

Média | 136667 | 136667 | 433333 | 257500 | 878333 | 110000 | 128333 | 915000 | 55000 | 1208333 | 108333 | 136667 | 798333 | 55000 | 1098333
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pH 7,4,

pH 7,4,

pH 7,43

Amostra Desenv.

Embr.
Parado

Larvas

Troc6foras

Larvas
wpn
Normais

Larvas
«p»
Anormais

Total

Desenv.
Embr.
Parado

Larvas
Trocéforas

Larvas
wpn
Normais

Larvas
«p”
Anormais

Total

Desenv.
Embr.
Parado

Larvas
Trocéforas

Larvas
«p»
Normais

Larvas
wpn
Anormais

Total

1 205000 | 100000 | 615000 | 285000 | 1205000 | 145000 | 145000 | 550000 | 170000 | 1010000 | 150000 | 205000 | 575000 | 345000 | 1275000
2 145000 | 140000 | 805000 | 250000 | 1340000 | 95000 85000 | 410000 | 110000 | 700000 | 120000 | 70000 | 525000 | 305000 | 1020000
3 140000 | 135000 (@) 370000 | 645000 | 105000 | 90000 | 510000 | 140000 | 845000 | 130000 | 95000 | 520000 | 360000 | 1105000
Média | 163333 | 125000 | 710000 | 301667 | 1063333 | 115000 | 106667 | 490000 | 140000 | 851667 | 133333 | 123333 | 540000 | 336667 | 1133333

(&) — outlier; este valor ndo entrou para o tratamento estatistico

Tabela A.2 Taxa de eclosao larvar, 36 horas apds fecundacéo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificagdo sobre o
desenvolvimento larvar.

Controlo; Controlo; Controlos pH 7,71 pH 7,7, pH 7,73 pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43

Valor Médio Total de
896667 8116667 711667 690833 970000 853333 1011667 630000 876667

Larvas Veligeras “D”

Numero Total de Ovos
1415000 1086666 1135000 878333 1208333 1098333 1063333 851667 1133333

Fecundados
Taxa de Eclosao
63,37 74,69 62,70 78,65 80,28 77,69 95,14 73,97 77,35
Larvar (%)
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Tabela A.3 Taxa de Veligeras “D” Anormais e Normais, 36 horas ap6s fecundacéo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da

acidificagdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo;

Controloz

Controlos

pH 7,71

pH 7,7,

pH 7,73

pH 7,41

pH 7,4,

pH 7,43

Valor Médio Total de Larvas

896667 8116667 711667 690833 970000 853333 1011667 630000 876667
Veligeras “D”
Taxa de Larvas Veligeras “D”
) 4,65 5,13 0,47 37,27 5,67 6,45 29,82 22,22 38,40
Anormais (%)
Taxa de Larvas Veligeras “D”
95,35 94,87 99,53 62,73 94,33 93,55 70,18 77,78 61,60

Normais (%)

Tabela A.4 Taxa de Larvas Trocoforas (%), Taxa de Sobrevivéncia Larvar (%) e Taxa de Mortalidade Larvar (%), 36 horas apés fecundacao, para um volume de 20L, nos

replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo;

Controlo;

Controlos

pH 7,71

pH 7,7,

pH 7,73

pH 7,41

pH 7,4,

pH 7,43

Taxa de Larvas Trocéforas (%) 26,10 20,68 29,42 16,52 11,68 13,80 11,00 14,48 12,33
Taxa de Sobrevivéncia (%) 85,75 94,17 88,84 94,21 90,90 90,14 106,90 86,50 88,24
Taxa de Mortalidade (%) 14,25 5,83 11,16 5,79 9,10 9,86 -6,90* 13,50 11,76

* - considerado zero, no tratamento estatistico



Tabela A.5 Comprimento (um) e Altura (um), 36 horas apds fecundacgdo, medidos em amostras de 0,1 pL, nos
replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo: Controlo> Controlos
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento| Altura
1 81,6 73,3 83,5 70,2 76,7 63
2 84,4 68,8 81,6 68,5 79,5 65,7
3 83,3 73,7 77,8 68,3 84,7 71,7
4 85,2 74,8 80,6 69,2 83,9 68,2
5 86,5 70,7 88,6 74,3 80,1 65,9
6 83,1 70 82,8 69,5 83,9 71,4
7 83,2 69,5 85,2 64,6 73,6 65,9
8 81,1 68,8 81,6 63,8 85,2 71,1
9 83,1 69,8 89,4 64,9 81 69
10 81,8 69,7 83,4 69,9 74,6 63,9
11 86,9 69,6 84,3 61 84,6 70,2
12 84,2 69,8 76,8 57,8 - -
13 87,8 72,3 78,5 68,9 - -
14 89,5 70,1 81,8 70,4 - -
15 83,3 67,6 83,4 65,4 - -
16 83,6 69,9 82,9 67,9 - -
17 84,9 69,2 79,2 64,9 - -
18 83,3 71,9 83,9 61,3 - -
19 81,1 71,4 81 68,2 - -
20 84,2 65,9 81,9 71,4 - -
21 83,8 73 90,7 71,8 - -
22 84,5 70,8 84,4 63,8 - -
23 83,2 69,6 87,9 73,7 - -
24 85,2 69,5 89,2 70 - -
25 84,1 68,1 74,8 61 - -
26 81,9 73,5 87,6 66,5 - -
27 87 71,7 82,3 68,3 - -
28 81,6 70,9 83,7 70 - -
29 82 69 80 71,3 - -
30 85,9 71,1 80,8 69,5 - )
Média 84,0 70,5 83,0 67,5 80,7 67,8




pH 7,7, pH 7,72 pH 7,73
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 81,3 70,8 78,3 69,0 86,2 76,7
2 81,1 67,4 82,0 72,8 84,6 68
3 82,9 69,3 78,2 70,5 82,6 68,7
4 81,8 67,3 82,7 70,4 85,0 72,7
5 78,5 60,6 80,1 68,7 73,5 63,7
6 76,9 59,6 80,5 71,3 67,3 56,8
7 78,5 64,4 80,6 68,6 78,2 65,5
8 80,0 68 80,3 70,7 78,9 66,2
9 78,8 66,1 88,0 70,3 72,2 63,6
10 82,3 61,9 78,6 64,6 81,8 66,9
11 88,2 71,9 86,6 71,4 81,7 69,9
12 81,2 67,1 82,0 69,3 83,2 72,4
13 80,0 73,1 85,1 68,2 82,6 72,1
14 80,1 68 81,4 69,6 83,5 68,2
15 85,4 71,2 80,3 71,5 83,1 64,4
16 76,6 67,3 79,7 68 81,3 67,8
17 82,0 69,4 81,9 69,6 80,9 69,1
18 77,7 67,9 83,5 71,5 81,4 66,6
19 86,0 66,1 80,0 69,7 85,7 72,6
20 80,6 62,8 82,8 68,9 83,6 71,6
21 78,2 66,9 79,3 69,7 82,3 67,5
22 76,3 67,5 79,5 71,9 79,6 70,5
23 82,8 73,5 81,3 69,3 88,6 75,2
24 77,4 67,4 83,7 70,6 82,8 71,9
25 76,7 70,2 78,2 67,9 80,8 72,6
26 83,8 70,2 82,3 71,8 85,6 70,2
27 84,2 62,1 85,6 67,3 80,8 67,6
28 77,9 65,8 86,9 71,5 85,4 71,8
29 82,9 70,1 80,0 68,2 86,1 71,4
30 85,2 64,4 87,3 71,9 65,9 58,4
Média 80,8 67,3 81,9 69,8 81,2 68,7




pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43
Individuos

Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 75,1 57,0 68,5 64,9 77,8 65,8
2 79,4 64,3 72,0 65,0 72,9 64,5
3 70,5 56,5 68,3 58,1 74,2 65,9
4 77,2 56,7 66,0 60,1 68,8 62,5
5 74,7 62,9 71,4 65,7 74,8 67,6
6 66,1 60,8 69,6 61,6 70,3 60,5
7 68,5 56,1 69,2 59,1 77,7 67,0
8 72,6 64,9 82,5 65,0 71,2 60,6
9 69,3 63,0 68,1 54,8 76,5 61,6
10 74,9 60,6 70,7 64,9 74,8 62,0
11 72,4 58,3 71,5 63,4 76,4 63,0
12 78,4 63,9 70,3 62,1 71,9 58,6
13 70,8 59,1 73,2 64,6 82,4 66,8
14 78,2 68,0 70,4 60,6 64,6 56,9
15 67,8 64,0 70,2 63,8 79,9 64,4
16 75,1 64,6 72,0 58,8 67,8 59,1
17 81,6 65,4 76,4 62,5 69,9 61,5
18 75,6 65,0 85,0 67,3 72,6 64,0
19 74,7 55,8 72,9 63,7 70,3 62,3
20 75,1 68,0 77,4 61,5 72,4 62,3
21 77,3 65,3 75,7 64,9 71,5 61,3
22 80,1 67,1 71,0 62,9 69,9 59,0
23 78,9 68,3 64,5 49,6 74,5 62,1
24 70,4 62,9 81,3 66,6 72,9 60,5
25 76,6 72,1 64,5 59,2 82,8 67,8
26 64,5 46,7 74,2 60,9 73,2 63,5
27 80,6 65,1 77,6 67,1 60,7 55,0
28 71,6 62,8 68,4 59,3 71,2 63,0
29 75,7 65,9 80,9 71,0 69,7 54,9
30 76,4 70,8 67,0 60,5 71,7 61,2

Média 74,3 62,7 72,4 62,3 72,8 62,2




Tabela A.6 Contagem do ndmero de larvas veligeras “D” normais e anormais, 84 horas apds fecundagéo, num volume de 20L para os replicados dos trés tratamentos no
ensaio do efeito da acidificagdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlos Controlo; Controlos
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ) Total ) ) Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais
S ——
1 460000 225000 685000 410000 320000 730000 535000 105000 640000
2 555000 150000 705000 220000 195000 415000 570000 145000 715000
3 455000 135000 590000 120000 140000 260000 480000 100000 580000
Média 490000 170000 660000 250000 218333 468333 528333 116667 645000
1]
pH 7,71 pH 7,72 pH 7,73
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 195000 375000 570000 435000 365000 800000 360000 460000 820000
2 (a) 255000 255000 310000 315000 625000 410000 395000 805000
3 180000 390000 570000 420000 380000 800000 355000 455000 810000
Média 187500 340000 465000 388333 353333 741667 375000 436667 811667
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pH 7,41 pH 7,4> pH 7,43
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 115000 105000 220000 55000 165000 220000 145000 310000 455000
2 75000 90000 165000 75000 175000 250000 110000 240000 350000
3 75000 (a) 75000 50000 (@) 50000 155000 265000 420000
Média 88333 97500 153333 60000 170000 173333 136667 271667 408333

(a) - outlier; este valor ndo entrou para o tratamento estatistico

Tabela A.7 Taxa de Sobrevivéncia Larvar (%) e Taxa de Mortalidade Larvar (%), 84 horas apés fecundacéo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos no
ensaio do efeito da acidificagdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo;

Controlo;

Controlos

pH 7,71

pH 7,7,

pH 7,73

pH 7,4,

pH 7,4,

pH 7,43

Taxa de Sobrevivéncia (%)

44,64

43,10

56,83

58,61

61,38

73,90

15,46

27,01

36,03

Taxa de Mortalidade (%)

55,36

56,90

43,17

41,39

38,62

26,10

84,54

72,99

63,97
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Tabela A.8 Comprimento (um) e Altura (um), 84 horas apds fecundacgdo, medidos em amostras de 0,1 pL, nos
replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo: Controlo> Controlos
Individuos

Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento| Altura

1 86,1 73,3 79,4 72,3 82,0 66,1
2 85,4 72,7 82,5 70,0 834 75,8
3 90,2 76,4 86,2 69,8 86,2 72,5
4 92,5 80,7 84,8 73,7 87,7 75,0
5 88,6 76,6 95,8 77,9 85,2 72,5
6 70,7 59,4 91,9 72,2 88,6 76,4
7 89,5 78,8 89,9 78,6 93,7 77,3
8 76,3 64,3 88,2 73,1 98,6 80,2
9 76,7 65,2 86,7 76,4 87,6 80,2
10 86,2 76,9 88,8 79,4 88,6 78,2
11 81,5 68,7 92,9 78,5 92,4 79,8
12 89,2 73,8 87,7 73,3 83,9 71,2
13 92,9 81,3 82,6 71,7 91,2 75,2
14 91,5 78,8 82,6 66,5 82,8 71,9
15 93,5 78,7 86,4 76,8 82,9 70,0
16 90,2 77,5 88,4 74,1 90,3 75,1
17 83,3 73,7 84,7 74,6 90,5 78,5
18 83,9 75,9 89,4 74,9 89,2 73,4
19 86,6 75,4 84,6 74,0 88,3 81,7
20 83,3 74,8 84,7 76,5 90,0 78,3
21 90,8 76,3 89,1 71,8 87,6 76,3
22 87,9 73,4 86,1 74,9 85,4 74,1
23 83,5 67,1 88,4 77,1 91,0 78,3
24 91,9 79,0 86,7 70,7 93,3 80,3
25 92,2 81,6 89,2 76,1 89,2 75,2
26 89,1 74,5 87,8 79,5 84,6 74,3
27 84,6 76,5 86,8 72,2 83,0 76,3
28 89,1 75,4 87,0 72,1 86,4 75,7
29 89,2 75,4 86,3 73,1 94,7 77,6
30 90,1 74,2 88,3 74,4 86,2 74,7
Média 86,9 74,5 87,1 74,2 88,5 75,7




pH 7,7, pH 7,7, pH 7,75
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 - - 90,1 77,2 87,6 74,2
2 - - 89,5 75,4 88,0 75,3
3 - - 89,1 71,4 82,1 73,9
4 - - 87,6 74,5 89,0 76,4
5 - - 84,2 71,1 85,2 71,5
6 - - 86,9 76,1 88,5 74,0
7 - - 79,6 70,5 84,5 72,6
8 - - 94,9 77,6 88,4 75,3
9 - - 90,0 76,6 87,0 80,4
10 - - 89,3 76,1 86,1 75,3
11 - - 90,1 76,0 82,6 73,6
12 - - 87,6 74,4 97,8 76,1
13 - - 95,7 82,4 86,8 79,6
14 - - 87,3 72,1 82,6 72,2
15 - - 91,8 78,9 89,5 77,6
16 - - 86,4 74,2 88,1 73,9
17 - - 92,9 72,1 87,6 74,1
18 - - 88,7 75,5 87,9 78,3
19 - - 89,9 80,7 91,7 77,3
20 - - 86,6 74,0 89,1 76,1
21 - - 90,2 78,5 85,6 75,8
22 - - 93,8 76,7 86,0 73,4
23 - - 91,3 74,6 91,7 79,4
24 - - 86,9 76,0 83,8 72,5
25 - - 94,5 72,6 85,2 71,4
26 - - 89,9 75,0 87,5 71,1
27 - - 89,4 78,3 86,9 73,6
28 - - 89,9 78,6 86,4 73,9
29 - - 90,8 80,7 86,3 76,1
30 - - 86,9 74,0 88,9 74,0
Média - - 89,4 75,7 87,3 75,0

* amostra indisponivel para medicao
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pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 75,4 64,3 75,5 64,7 75,9 68,8
2 86,4 76,7 78,3 60,9 81,0 71,0
3 78,5 72,1 84,3 71,5 70,3 64,7
4 82,8 75,5 89,1 74,4 74,5 67,6
5 76,0 66,8 84,7 70,7 77,3 68,7
6 80,3 64,1 77,8 70,0 84,1 72,1
7 83,1 70,9 82,5 74,8 82,9 70,7
8 86,0 74,5 84,9 75,5 91,0 79,0
9 88,5 73,3 85,7 72,1 81,8 75,7
10 78,8 70,5 74,9 64,2 81,9 76,1
11 83,4 75,8 68,9 57,7 66,7 57,2
12 - - 77,5 64,9 84,3 74,8
13 - - 82,5 66,5 80,1 70,8
14 - - 87,7 71,6 80,7 65,6
15 - - 89,4 70,6 84,1 72,1
16 - - 73,1 63,0 81,5 70,7
17 - - 78,6 68,8 84,9 71,6
18 - - 79,8 66,9 88,9 74,2
19 - - 75,5 61,2 80,3 67,6
20 - - 79,8 63,0 75,3 68,0
21 - - 77,8 67,6 71,9 65,1
22 - - 84,7 75,0 75,5 69,3
23 - - 77,0 70,7 81,8 70,2
24 - - 87,9 70,5 76,1 68,0
25 - - 75,7 63,3 72,4 66,3
26 - - 76,1 70,5 75,2 66,2
27 - - 78,2 68,1 81,9 66,4
28 - - 70,0 62,0 79,4 68,4
29 - - 77,9 65,3 82,5 75,4
30 - - 80,5 64,6 88,2 75,5
Média 81,7 71,3 79,9 67,7 79,7 69,9
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Tabela A.9 Contagem do numero de larvas veligeras “D” normais e anormais, 132 horas ap6s fecundagao, num volume de 20L para os replicados dos trés tratamentos no
ensaio do efeito da acidificagdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlos Controlo; Controlos
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ) Total ) ) Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais
e ——
1 285000 80000 365000 @) 10000 10000 500000 70000 570000
2 205000 40000 245000 125000 20000 145000 465000 125000 590000
3 280000 30000 310000 110000 55000 165000 430000 80000 510000
Média 256667 50000 306667 117500 28333 106667 465000 91667 556667
pH 7,71 pH 7,72 pH 7,73
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 110000 215000 325000 215000 50000 265000 285000 210000 495000
2 135000 220000 355000 170000 85000 255000 385000 230000 615000
3 150000 260000 410000 205000 70000 275000 390000 220000 610000
Média 131667 231667 363333 196667 68333 265000 353333 220000 573333
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pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 25000 50000 75000 80000 55000 135000 125000 140000 265000
2 40000 25000 65000 45000 45000 90000 85000 130000 215000
3 70000 25000 95000 65000 60000 125000 70000 165000 235000
Média 45000 33333 78333 63333 53333 116667 93333 145000 238333

(a) - outlier; este valor ndo entrou para o tratamento estatistico

Tabela A.10 Taxa de Sobrevivéncia Larvar (%) e Taxa de Mortalidade Larvar (%), 132 horas ap6s fecundacao, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos

no ensaio do efeito da acidifica¢cdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo; Controlo; Controlos pH 7,71 pH 7,7, pH 7,73 pH 7,41 pH 7,4, pH 7,43
———————— — ———————————o—— ——————— ——————————— ————————o————— ———————————————————1
Taxa de Sobrevivéncia (%) 20,74 13,42 49,05 40,37 21,93 52,20 6,52 13,70 21,03
Taxa de Mortalidade (%) 79,26 86,58 50,95 59,63 78,07 47,80 93,48 86,30 78,97
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Tabela A.11 Comprimento (um) e Altura (um), 132 horas apés fecundacédo, medidos em amostras de 0,1 pL, nos
replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo: Controlo> Controlos
Individuos

Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento| Altura

1 90,1 78,8 87,9 72,1 91,2 80,5
2 87,2 75,6 87,9 76,9 97,2 85,3
3 87,9 73,4 87,9 82,1 88,5 73,7
4 91,1 78,2 89,7 78,3 84,3 77,9
5 90,1 77,4 95,8 76,1 88,9 75,8
6 94,0 78,8 87,3 78,5 80,5 72,9
7 90,8 79,9 90,1 81,2 90,7 77,0
8 85,4 76,1 85,5 75,2 94,3 74,7
9 89,1 78,5 91,2 78,0 90,3 76,8
10 86,8 76,6 85,4 74,2 87,0 78,1
11 95,6 79,7 88,9 74,6 90,1 78,5
12 89,5 77,3 90,6 77,2 98,9 80,8
13 88,2 74,7 86,1 79,0 88,1 70,1
14 87,8 78,7 80,1 73,0 85,4 79,3
15 97,3 83,0 84,5 73,8 88,5 76,9
16 86,4 73,5 91,2 78,6 89,2 78,6
17 87,1 77,7 914 80,2 88,4 68,7
18 90,3 81,1 94,4 79,5 87,7 77,5
19 92,0 80,8 87,6 77,8 92,7 76,0
20 88,7 75,3 86,3 73,2 84,3 75,4
21 89,4 67,0 86,8 74,7 84,8 72,9
22 84,8 65,5 83,8 73,6 88,5 75,2
23 86,0 67,9 91,2 76,5 91,6 79,2
24 84,3 74,4 91,0 70,7 86,0 77,2
25 89,9 74,8 93,2 78,6 86,2 79,1
26 90,2 77,4 90,5 77,6 92,6 77,1
27 91,4 76,7 88,4 75,4 82,3 69,7
28 90,6 78,6 96,8 82,9 89,7 77,4
29 95,0 80,9 90,0 76,9 84,6 75,4
30 84,2 71,7 87,0 75,7 89,3 73,7
Média 89,4 76,3 89,0 76,7 89,4 76,4
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pH 7,7, pH 7,72 pH 7,73
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 84,7 76,9 86,7 75,5 86,4 73,2
2 87,6 74,7 84,2 70,0 89,6 78,9
3 86,7 72,1 90,0 81,2 86,6 73,9
4 82,0 69,3 92,0 79,4 91,2 79,2
5 73,7 64,4 91,3 76,6 88,2 75,3
6 86,6 68,9 90,7 80,3 83,9 70,2
7 84,7 71,4 90,3 78,9 88,4 82,4
8 90,1 73,9 89,3 78,8 88,4 79,5
9 84,3 67,2 89,1 74,4 82,6 74,6
10 88,8 77,8 88,6 75,7 92,2 75,7
11 84,7 71,9 86,5 76,8 97,1 78,9
12 84,8 62,9 87,2 78,8 87,1 76,6
13 86,5 74,6 88,8 77,5 92,8 76,1
14 82,2 66,6 97,5 82,4 79,1 72,9
15 88,7 79,0 84,1 73,9 81,7 75,2
16 87,0 76,0 88,0 76,0 87,1 79,3
17 88,0 76,3 90,0 75,7 85,2 72,8
18 84,4 62,4 89,1 74,0 88,6 75,8
19 92,0 66,4 89,4 69,1 84,3 71,1
20 98,3 77,2 90,6 73,7 78,2 69,8
21 87,0 68,8 82,0 68,8 93,8 77,0
22 84,0 76,8 90,4 76,6 80,6 67,1
23 89,3 70,7 94,1 84,1 89,8 81,6
24 94,1 74,8 88,4 76,1 85,7 75,9
25 96,3 78,4 89,2 79,8 85,8 73,2
26 91,3 65,3 91,3 76,9 87,6 73,3
27 82,6 74,2 90,2 83,0 90,4 79,3
28 88,4 75,1 87,3 78,9 85,3 75,4
29 87,3 64,6 94,2 81,2 90,8 81,2
30 84,1 69,1 91,7 78,5 95,1 82,1
Média 87,0 71,6 89,4 77,1 87,5 75,9
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pH 7,4, pH 7,4 pH 7,43
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 90,4 81,5 82,6 69,6 95,7 82,7
2 86,3 70,1 81,5 67,0 80,5 69,2
3 84,2 74,6 87,6 74,4 94,6 77,2
4 87,6 75,8 80,7 69,7 86,2 78,3
5 82,4 64,7 76,8 63,4 82,0 70,2
6 87,8 76,0 81,2 63,8 81,1 69,3
7 79,8 68,8 82,9 64,9 81,3 71,1
8 87,2 67,9 77,1 68,2 85,8 67,2
9 83,2 65,9 71,0 59,1 80,8 68,0
10 90,1 74,5 77,4 71,3 82,4 66,6
11 86,4 75,3 77,9 68,3 86,9 75,1
12 85,0 69,7 77,1 67,1 86,6 76,3
13 84,4 73,3 83,3 71,6 89,7 77,8
14 81,0 70,3 75,7 66,3 84,6 78,0
15 83,6 71,7 83,0 72,8 75,8 62,8
16 80,8 66,2 78,3 72,7 82,8 68,5
17 86,3 72,6 90,4 79,4 84,6 79,3
18 82,9 74,5 83,6 71,9 94,8 76,0
19 79,3 70,3 88,8 77,8 94,4 76,2
20 84,7 66,5 90,8 81,3 82,6 67,8
21 85,3 75,2 87,7 77,3 84,1 70,1
22 87,5 75,4 91,5 76,7 83,1 77,2
23 89,4 67,3 76,4 70,5 79,8 72,5
24 83,7 68,4 72,9 62,5 84,3 73,5
25 82,7 73,8 77,8 70,8 90,3 72,1
26 81,0 67,7 78,3 66,6 82,6 68,3
27 83,9 69,3 75,2 63,0 80,3 72,9
28 80,8 72,3 82,0 70,9 83,2 72,5
29 83,1 76,3 77,2 65,2 81,1 72,8
30 88,2 79,5 73,3 65,7 86,4 74,9
Média 84,6 71,8 80,7 69,7 84,9 72,8
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Tabela A.12 Contagem do nimero de larvas veligeras “D” normais e anormais, 180 horas apds fecundagéo, num volume de 20L para os replicados dos trés tratamentos no
ensaio do efeito da acidificagdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlos Controlo; Controlos
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ) Total ) ) Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 185000 25000 210000 125000 25000 150000 495000 30000 525000
2 130000 40000 170000 70000 15000 85000 355000 40000 395000
3 160000 40000 200000 80000 (a) 85000 315000 45000 360000
Média 158333 35000 193333 91667 20000 106667 388333 38333 426667

pH 7,71 pH 7,72 pH 7,73
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 135000 130000 265000 315000 45000 360000 385000 125000 510000
2 160000 100000 260000 265000 55000 320000 380000 120000 500000
3 75000 95000 170000 305000 100000 405000 375000 105000 480000
Média 123333 108333 231667 295000 66667 361667 380000 116667 496667
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pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 30000 15000 45000 45000 45000 90000 115000 50000 165000
2 35000 10000 45000 20000 20000 40000 (a) 60000 130000
3 20000 (a) 25000 35000 15000 50000 170000 105000 275000
Média 28333 12500 38333 33333 26667 60000 142500 71667 190000

(&) - outlier; este valor ndo entrou para o tratamento estatistico

Tabela A.13 Taxa de Sobrevivéncia Larvar (%) e Taxa de Mortalidade Larvar (%), 180 horas ap6s fecundagédo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos

no ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo; Controlo; Controlos pH 7,71 pH 7,7, pH 7,73 pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43
Taxa de Sobrevivéncia (%) 13,08 10,28 37,59 25,74 29,93 45,22 3,40 7,05 18,90
Taxa de Mortalidade (%) 86,92 89,72 62,41 74,26 70,07 54,78 96,60 92,95 81,10
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Tabela A.14 Comprimento (um) e Altura (um), 180 horas apds fecundacédo, medidos em amostras de 0,1 pL, nos
replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo: Controlo> Controlos
Individuos

Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento| Altura

1 92,7 82,5 85,6 74,8 86,9 75,4
2 90,0 75,3 87,9 77,7 91,2 79,7
3 92,8 84,3 92,0 80,5 89,4 76,4
4 88,8 71,3 88,4 82,2 91,6 80,2
5 88,6 77,4 89,2 78,4 89,2 77,7
6 87,6 77,1 86,8 78,0 88,9 78,8
7 89,4 75,9 86,4 75,5 87,1 74,2
8 94,1 79,1 89,0 74,2 86,6 76,5
9 88,6 77,5 89,7 76,1 87,6 78,6
10 92,6 78,4 91,9 79,0 86,8 79,1
11 92,3 83,1 89,8 75,8 93,4 82,6
12 91,1 77,0 90,8 76,9 88,6 80,8
13 86,7 77,1 86,3 79,9 87,6 74,2
14 93,0 80,8 88,3 73,4 86,8 69,2
15 89,2 80,2 91,1 79,1 91,2 78,8
16 89,7 79,6 87,9 76,8 90,1 77,8
17 97,7 78,6 92,2 79,3 93,8 80,9
18 91,1 75,8 89,7 75,4 91,2 82,0
19 92,4 78,4 92,1 77,4 88,0 74,0
20 90,1 81,4 87,4 77,7 85,4 74,5
21 86,9 78,1 94,0 80,1 91,6 79,5
22 87,1 73,9 87,9 77,7 90,9 82,6
23 89,5 80,3 86,5 76,1 83,0 75,5
24 91,9 82,5 91,2 81,0 95,2 83,8
25 88,0 77,4 93,5 82,1 91,9 80,7
26 88,7 77,2 92,7 79,9 86,0 75,4
27 87,5 82,2 86,5 73,2 93,5 80,1
28 90,6 80,9 85,4 73,5 93,3 81,7
29 93,6 80,2 91,0 80,2 91,4 77,7
30 91,8 81,2 94,7 79,4 87,7 82,9
Média 90,5 78,8 89,5 77,7 89,0 78,4
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pH 7,71 pH 7,72 pH 775
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 92,9 73,9 85,3 76,0 - -
2 87,5 68,2 95,8 78,2 - -
3 91,2 75,4 89,2 76,9 - -
4 84,6 75,0 91,1 79,6 - -
5 98,5 80,5 84,3 73,5 - -
6 91,9 74,8 89,2 72,4 - -
7 84,6 75,1 99,4 84,2 - -
8 85,6 75,8 83,1 68,7 - -
9 89,9 77,5 86,9 76,0 - -
10 84,1 75,8 92,7 79,3 - -
11 85,2 64,4 88,6 76,6 - -
12 95,1 80,1 89,4 77,2 - -
13 82,8 74,7 90,7 75,9 - -
14 88,6 77,4 90,6 77,0 - -
15 87,7 72,5 88,8 77,5 - -
16 92,6 75,1 96,3 80,2 - -
17 85,3 75,4 89,5 81,5 - -
18 86,3 71,7 90,8 78,4 - -
19 91,0 76,6 93,0 82,9 - -
20 86,9 81,3 92,5 78,8 - -
21 82,4 72,3 87,5 73,3 - -
22 82,7 71,3 90,3 78,8 - -
23 81,6 77,2 85,3 74,3 - -
24 84,3 75,1 91,7 81,0 - -
25 89,9 79,3 91,0 75,8 - -
26 93,0 75,4 87,7 79,3 - -
27 86,9 80,2 90,1 69,3 - -
28 85,8 76,9 86,3 77,4 - -
29 85,4 71,0 92,5 77,9 - -
30 90,9 80,6 93,6 79,4 - -
Média 87,8 75,4 90,1 77,2 - -

* amostra indisponivel para medicao



pH 7,4, pH 7,4 pH 7,43
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 85,1 72,7 89,2 81,8 77,6 67,6
2 94,7 85,4 88,7 77,2 87,9 75,2
3 88,6 74,6 90,3 77,5 80,7 73,1
4 83,9 71,4 73,3 69,3 89,7 67,3
5 82,4 74,4 80,5 68,3 91,7 78,0
6 84,3 75,4 88,6 77,1 76,1 67,3
7 85,4 74,4 97,6 85,1 84,0 66,6
8 88,9 80,2 92,0 77,9 82,1 69,8
9 72,9 64,8 91,6 77,8 75,3 66,7
10 73,0 64,9 87,9 65,2 85,7 71,2
11 87,1 78,0 90,7 78,5 77,6 67,4
12 86,0 75,0 91,2 81,6 83,5 76,1
13 84,1 75,5 84,2 77,9 83,5 73,5
14 82,1 77,3 86,3 70,7 87,3 79,8
15 84,6 73,0 81,1 70,5 78,1 69,7
16 82,7 70,0 78,4 69,5 90,0 77,5
17 86,9 73,0 94,7 81,6 80,7 74,1
18 86,0 71,6 73,0 68,0 89,1 74,9
19 86,4 75,7 85,2 71,1 84,9 75,1
20 81,7 72,1 93,1 83,2 81,1 71,8
21 95,1 78,1 79,7 71,2 88,5 73,8
22 84,9 75,6 84,7 76,1 81,7 76,8
23 86,2 76,2 84,1 74,1 97,5 79,9
24 87,2 77,2 93,7 81,9 75,9 68,2
25 82,1 70,6 77,1 64,0 74,2 63,0
26 80,8 70,2 80,9 72,5 93,6 77,3
27 87,1 75,5 91,0 73,9 78,5 66,1
28 85,8 71,0 78,7 67,1 83,2 74,3
29 87,6 75,4 81,3 69,5 86,0 75,9
30 81,3 71,2 76,4 66,8 87,5 70,6
Média 84,8 74,0 85,5 74,2 83,8 72,3




Tabela A.15 Contagem do nimero de larvas veligeras “D” normais e anormais, 252 horas apds fecundagéo, num volume de 20L para os replicados dos trés tratamentos no
ensaio do efeito da acidificagdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlos Controlo; Controlos
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ) Total ) ) Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 50000 0 50000 10000 0 10000 45000 0 45000
2 30000 0 30000 10000 5000 15000 15000 15000 30000
3 (@) (a) 20000 15000 0 15000 65000 10000 75000
Média 40000 0 33333 11667 1667 13333 41667 8333 50000

pH 7,71 pH 7,72 pH 7,73
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 40000 15000 55000 45000 0 45000 65000 20000 85000
2 45000 15000 60000 110000 10000 120000 35000 15000 50000
3 (a) 15000 25000 95000 0 95000 30000 20000 50000
Média 42500 15000 46667 83333 3333 86667 43333 18333 61667
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Amostra

pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43
Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 5000 0 5000 15000 5000 20000 50000 25000 75000
2 15000 0 15000 15000 5000 20000 40000 10000 50000
3 0 0 0 0 0 0 (a) 15000 25000
Média 6667 0 6667 10000 3333 13333 45000 16667 50000

(a) - outlier; este valor ndo entrou para o tratamento estatistico

Tabela A.16 Taxa de Sobrevivéncia Larvar (%) e Taxa de Mortalidade Larvar (%), 252 horas ap6s fecundagédo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos
no ensaio do efeito da acidificacdo sobre o desenvolvimento larvar.

Controlo; Controlo; Controlos pH 7,71 pH 7,7, pH 7,73 pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43
Taxa de Sobrevivéncia (%) 2,71 1,23 4,41 6,39 7,17 5,61 0,55 1,57 5,44
Taxa de Mortalidade (%) 97,29 98,77 95,59 93,61 92,83 94,39 99,45 98,43 94,56
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Tabela A.17 Comprimento (um) e Altura (um), 252 horas apés fecundacdo, medidos em amostras de
0,1 pL, nos replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacéo sobre o desenvolvimento

larvar.
Controlo; Controloz Controlos
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento| Altura
————————————— ————————————— — — — ———————— — ——————————— —— ———— ]

1 91,5 79 90,6 78,9 88,4 75,4
2 91,4 72 89,3 76,8 86,0 74,2
3 91,1 85 92,6 80,7 90,6 79,7
4 91,8 74 84,4 70,0 91,5 81,3
5 88,2 75 81,0 75,4 85,8 78,3
6 90,8 77 85,2 78,6 80,6 73,2
7 87,7 80 81,9 71,1 92,1 77,8
8 87,7 79 88,0 77,8 95,2 82,5
9 86,8 75 88,3 77,8 90,8 80,5
10 89,2 79 - - 94,1 81,6
11 86,2 75 - - 87,9 75,6
12 87,6 81 - - 87,6 75,9
13 88,4 75 - - 86,0 75,4
14 89,2 76 - - 91,5 78,9
15 87,6 77 - - 89,3 80,6
16 87,6 77 - - 88,4 78,9
17 95,3 82 - - 89,2 76,7
18 94,1 79 - - 89,4 80,2
19 90,5 81 - - 89,6 81,3
20 86,6 82 - - 85,9 79,8
21 88,6 78 - - 92,7 82,0
22 88,0 78 - - 86,4 79,8
23 91,3 81 - - 87,9 72,7
24 84,2 79 - - 90,7 81,2
25 86,3 79 - - 89,2 81,8
26 95,0 79 - - 88,7 77,1
27 92,2 78 - - 89,4 80,0
28 94,0 83 - - 91,2 79,1
29 82,0 76 - - 89,0 77,1
30 91,4 80 - - 89,2 80,4
Média 89,4 78 86,8 76,3 89,4 78,6




pH 7,7, pH 7,7, pH 7,75
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 - - 93,4 80,9 84,6 76,3
2 - - 91,0 81,3 89,4 76,1
3 - - 95,8 82,5 90,2 78,4
4 - - 92,1 77,5 86,6 76,2
5 - - 92,8 79,3 86,7 77,9
6 - - 91,0 80,0 79,0 74,2
7 - - 91,5 82,2 96,8 82,8
8 - - 86,6 75,0 90,2 81,5
9 - - 87,7 76,1 91,0 78,9
10 - - 91,7 77,2 89,3 78,6
11 - - 92,1 77,9 83,7 74,5
12 - - 91,2 80,3 92,8 80,9
13 - - 90,3 82,1 92,3 81,1
14 - - 80,1 71,1 87,7 74,6
15 - - 88,2 80,6 83,0 72,6
16 - - 85,7 81,8 81,4 67,2
17 - - 82,0 67,5 95,8 73,1
18 - - 94,4 76,7 88,2 71,1
19 - - 89,4 71,6 90,9 79,5
20 - - 94,2 85,1 93,6 84,1
21 - - 93,2 77,2 87,9 77,4
22 - - 87,1 79,3 85,2 71,2
23 - - 89,2 80,0 92,5 84,8
24 - - 89,1 76,8 91,0 76,9
25 - - 87,9 80,9 84,3 78,8
26 - - 89,7 77,3 89,2 80,3
27 - - 92,5 81,5 93,8 82,3
28 - - 94,4 81,8 81,5 65,5
29 - - 92,9 80,7 89,4 79,9
30 - - 88,4 80,3 82,9 62,4
Média - - 90,2 78,8 88,4 76,6

* amostra indisponivel para medicao



pH 7,4, pH 7,4, pH 7,43
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 84,1 76,1 88,8 77,5 79,0 72,1
2 91,9 76,9 85,4 74,2 83,0 73,2
3 81,5 73,3 90,3 76,3 73,3 67,1
4 82,3 73,3 83,9 70,9 90,5 66,6
5 88,9 79,5 77,0 69,8 81,8 70,2
6 80,4 73,4 82,5 70,3 86,0 78,0
7 88,2 75,4 89,1 73,3 81,8 74,3
8 82,5 70,9 90,9 78,5 74,5 64,5
9 83,9 70,7 92,6 82,2 86,5 74,9
10 88,8 82,2 84,6 74,9 78,9 69,3
11 87,6 77,7 90,7 78,2 79,0 70,7
12 - - 83,2 73,5 81,8 73,0
13 - - 86,1 69,7 81,3 75,4
14 - - 79,9 64,1 81,0 70,8
15 - - 82,4 74,5 82,4 75,8
16 - - 74,5 69,1 88,6 76,8
17 - - 73,7 65,1 82,1 71,0
18 - - 92,5 81,8 92,8 83,1
19 - - 81,6 74,8 84,9 74,8
20 - - 81,1 72,4 77,8 69,4
21 - - 92,4 83,2 82,3 68,7
22 - - 76,3 71,3 79,7 72,5
23 - - 80,3 71,6 81,0 71,3
24 - - 82,8 74,3 78,7 71,2
25 - - 91,0 79,6 80,8 69,8
26 - - 80,4 65,8 95,2 80,4
27 - - 77,9 68,7 80,6 67,3
28 - - 88,0 75,0 86,9 69,8
29 - - 88,6 75,0 91,8 73,4
30 - - 84,2 71,5 86,8 65,0
Média 85,5 75,4 84,4 75,1 83,0 71,0




Tabela A.18 Contagem do nimero de individuos em desenvolvimento embrionario parado, larvas trocoforas, larvas veligeras “D” normais e anormais, 48 horas apds

fecundacdo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificagdo sobre a fecundacgéo e o desenvolvimento larvar.

Controlo; Controloz Controlos
Amostra Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas
Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total
Parado Normais Anormais Parado Normais | Anormais Parado Normais Anormais
S ——
1 0 0 225000 25000 250000 5000 5000 35000 20000 65000 25000 15000 320000 10000 370000
2 15000 0 290000 45000 350000 0 0 55000 10000 65000 25000 20000 305000 25000 375000
3 10000 0 225000 40000 275000 0 0 25000 30000 55000 35000 45000 445000 15000 540000
Média 8333 0 246667 36667 291667 1667 1667 38333 20000 61667 28333 26667 356667 16667 428333
- ]
pH 7,71 pH 7,72 pH 7,73
Amostra Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas
Embr. Trocoforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total
Parado Normais | Anormais Parado Normais Anormais Parado Normais Anormais

1

e ——

0 5000 (a) 30000 (@) 0 0 85000 160000 | 245000 | 10000 0 25000 60000 95000

2 0 0 50000 25000 75000 15000 0 90000 145000 | 250000 0 0 30000 85000 115000

3 0 0 55000 (a) () 15000 0 115000 (@) 130000 | 10000 0 15000 75000 100000
Média 0 1667 52500 27500 75000 10000 0 96667 152500 | 208333 6667 0 23333 73333 103333

97



Amostra

pH 7,41 pH 7,4, pH 7,43
Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas Desenv. Larvas Larvas Larvas
Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total Embr. Trocéforas “D” “D” Total
Parado Normais | Anormais Parado Normais Anormais Parado Normais Anormais

1 60000 35000 95000 | 150000 | 340000 | 75000 10000 70000 | 245000 | 400000 | 150000 45000 305000 | 490000 | 990000

2 60000 (a) 85000 | 190000 | 335000 | 95000 10000 95000 | 295000 | 495000 | 100000 45000 215000 | 510000 | 870000

3 45000 30000 (a) 110000 (a) (a) 20000 60000 | 205000 | 285000 | 195000 70000 190000 | 545000 | 1000000
Média | 55000 32500 90000 | 150000 | 337500 | 85000 13333 75000 | 248333 | 393333 | 148333 53333 236667 | 515000 | 953333

(@) — outlier; este valor ndo entrou para o tratamento estatistico

Tabela A.19 Taxa de ecloséo larvar, 48 horas apds fecundagéo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificagao sobre a

fecundacao e o desenvolvimento larvar.

Controlo; Controlo; Controlos pH 7,71 pH 7,7, pH 7,73 pH 7,41 pH 7,4, pH 7,43
— ]
Valor Médio Total de
. “p 283333 58333 373333 80000 249167 96667 240000 323333 751667
Larvas Veligeras “D
Numero Total de Ovos
291667 61667 428333 75000 208333 103333 337500 393333 953333
Fecundados
Taxa de Ecloséo
97,14 94,59 87,16 106,67 119,60 93,55 71,11 82,20 78,85
Larvar (%)
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Tabela A.20 Taxa de Veligeras “D” Anormais e Normais, 48 horas ap6s fecundacéo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da

acidificagcdo sobre a fecundacéo e o desenvolvimento larvar.

Controlo;

Controloz

Controlos

pH 7,71

pH 7,7,

pH 7,73

pH 7,41

pH 7,4,

pH 7,43

Valor Médio Total de Larvas

. - 283333 58333 373333 80000 249167 96667 240000 323333 7516667
Veligeras “D
Taxa de Larvas Veligeras “D”
. 12,94 34,29 4,46 34,38 61,20 75,86 62,50 76,80 68,51
Anormais (%)
Taxa de Larvas Veligeras “D”
87,06 65,71 95,54 65,63 38,80 24,14 37,50 23,20 31,49

Normais (%)

Tabela A.21 Taxa de Larvas Trocéforas (%), Taxa de Sobrevivéncia Larvar (%) e Taxa de Mortalidade Larvar (%), 48 horas ap6s fecundacéo, para um volume de 20L, nos

replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacéo sobre a fecundacgéo e o desenvolvimento larvar.

Controlo;

Controlo;

Controlos

pH 7,71

pH 7,7,

pH 7,73

pH 7,41

pH 7,4,

pH 7,43

Taxa de Larvas Troctforas (%) 0,0 2,78 6,67 2,04 0,0 0,0 11,93 5,10 6,63
Taxa de Sobrevivéncia (%) 97,14 97,30 93,39 108,89** 119,60%* 93,55 80,74 85,59 84,44
Taxa de Mortalidade (%) 2,86 2,70 6,61 -8,89* -19,60* 6,45 19,26 14,41 15,56

* - considerado zero, no tratamento estatistico

**- considerado cem, no tratamento estatistico



Tabela A.22 Comprimento (um) e Altura (um), 48 horas apés fecundagdo, medidos em amostras de 0,1
KL, nos replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificacdo sobre a fecundacéo e o
desenvolvimento larvar.

Controlo; Controloz Controlos
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento| Altura
I S EE——————————————

2 84,1 72,4 87,5 72,5 834 71,7
3 85,2 71,7 82,1 73,0 87,2 73,7
4 89,2 76,2 88,0 76,4 82,3 69,8
5 86,6 70,2 82,9 71,4 87,3 75,9
6 84,3 72,0 88,4 73,5 87,1 74,3
7 79,0 67,7 88,0 73,2 87,7 75,3
8 84,4 72,6 85,8 71,3 88,9 73,8
9 89,8 75,3 89,2 77,3 83,8 74,0
10 85,4 73,4 85,2 69,0 86,2 75,2
11 88,5 72,8 74,4 65,6 83,6 71,9
12 89,1 73,8 82,6 69,3 87,0 67,2
13 86,1 70,9 87,6 72,7 86,1 74,6
14 88,0 74,5 86,2 72,2 84,3 70,0
15 85,5 71,8 90,2 70,1 87,3 72,2
16 87,6 75,6 88,3 75,2 87,8 74,3
17 85,1 70,8 77,6 66,1 84,7 70,6
18 88,5 71,8 87,6 71,5 88,0 74,5
19 82,8 69,9 87,0 72,3 84,7 70,6
20 85,1 70,9 80,7 62,0 87,5 71,5
21 86,6 69,4 82,8 74,0 88,4 71,7
22 85,8 72,7 86,1 74,0 86,9 72,9
23 84,7 69,3 87,7 72,2 91,4 76,9
24 88,3 73,2 81,7 65,4 82,7 69,7
25 87,5 74,6 89,1 74,1 92,1 74,4
26 85,6 72,4 81,9 68,1 85,7 70,7
27 85,4 73,9 86,0 71,2 84,7 71,8
28 85,0 71,6 84,5 72,2 89,5 74,1
29 84,1 72,1 85,9 70,4 85,1 71,7
30 87,7 72,4 89,3 72,7 88,2 73,8
Média 86,1 72,3 85,3 71,3 85,5 72,7
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pH 7,7, pH 7,72 pH 7,73
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 81,2 61,7 81,5 58,0 70,6 61,2
2 74,1 63,8 86,0 75,7 84,2 71,9
3 74,2 60,6 83,3 59,1 81,7 68,7
4 84,7 70,4 81,3 72,7 75,0 65,1
5 82,6 64,7 82,5 61,0 78,1 61,7
6 79,6 62,6 89,4 72,4 81,9 68,8
7 82,2 66,2 86,3 69,7 69,9 56,2
8 79,9 67,4 83,6 63,0 71,9 56,8
9 80,2 66,6 88,4 67,9 67,7 58,8
10 74,2 68,0 83,2 74,8 80,9 72,2
11 84,3 67,5 66,9 56,8 83,1 64,4
12 76,9 62,9 83,8 71,4 73,4 59,8
13 80,0 67,2 64,8 52,2 80,3 65,1
14 77,7 66,8 81,5 69,6 80,8 68,4
15 72,2 58,5 84,4 58,1 77,9 68,2
16 75,8 62,4 91,1 76,1 81,2 71,2
17 81,4 67,3 86,4 70,7 89,1 70,8
18 84,5 70,6 81,1 70,3 83,9 65,9
19 76,7 67,4 86,1 72,9 80,4 66,8
20 78,8 64,7 80,3 69,3 82,5 69,3
21 82,5 70,4 80,4 69,3 86,1 69,2
22 80,7 70,8 79,5 63,1 77,8 71,4
23 79,8 68,9 84,2 63,6 79,4 63,3
24 83,3 71,6 90,5 66,6 69,6 58,8
25 80,2 68,9 87,5 67,1 79,2 62,5
26 79,0 66,6 80,9 56,9 70,6 61,8
27 76,9 65,6 82,1 69,2 71,0 57,1
28 70,8 62,0 80,0 67,6 78,8 65,3
29 71,2 61,8 82,7 72,4 73,4 62,5
30 83,2 70,3 86,8 66,5 67,7 53,8
Média 79,0 66,1 82,9 66,8 77,6 64,6
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pH 7,4, pH 7,4 pH 7,43
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 68,6 59,6 80,3 66,2 82,9 68,6
2 69,8 59,0 73,2 64,4 73,1 62,4
3 76,0 67,0 75,7 65,3 78,3 67,7
4 74,9 63,7 72,8 64,1 77,2 65,9
5 63,6 59,1 73,5 62,6 69,3 55,8
6 70,0 61,1 80,8 66,4 75,5 64,1
7 76,8 64,7 80,9 67,4 71,1 64,7
8 73,3 65,3 81,3 68,0 76,0 64,8
9 77,3 58,9 75,9 67,8 68,1 59,2
10 58,3 50,7 80,0 69,2 77,9 63,2
11 73,8 63,6 71,1 65,2 73,9 55,7
12 76,6 61,4 83,5 72,0 74,0 60,5
13 63,6 46,9 72,1 60,9 80,8 65,8
14 77,4 65,7 66,1 57,1 72,7 66,7
15 79,2 63,3 82,4 68,8 73,4 62,8
16 74,2 64,4 80,3 65,3 74,7 65,9
17 76,6 68,0 76,4 66,6 69,6 60,9
18 78,8 65,7 76,4 59,9 72,8 57,4
19 62,5 54,5 73,2 58,7 77,7 65,2
20 69,4 58,6 72,1 62,7 74,0 59,6
21 68,0 61,4 71,3 56,7 78,0 62,9
22 63,7 58,7 68,9 58,0 81,4 71,8
23 74,2 61,7 79,4 66,0 71,7 61,7
24 72,9 63,9 70,2 50,3 74,4 61,2
25 71,8 67,2 70,6 50,9 72,7 65,1
26 75,4 65,7 79,1 65,4 82,3 65,3
27 72,6 64,5 79,3 65,6 70,7 53,7
28 70,3 57,6 75,2 62,7 76,7 64,6
29 68,8 56,4 76,2 64,9 81,8 68,3
30 72,7 60,6 70,6 63,8 76,3 64
Média 71,7 61,3 75,6 63,4 75,3 63,2
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Tabela A.23 Contagem do numero de larvas veligeras “D” normais e anormais, 96 horas ap6s fecundagao, num volume de 20L para os replicados dos trés tratamentos no

ensaio do efeito da acidificagdo sobre a fecundacéo e o desenvolvimento larvar.

Amostra

Controlos Controlo,® Controlos
Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ) Total ) ) Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 365000 15000 380000 - - - 330000 20000 350000

2 385000 0 0 - - - 435000 15000 450000

3 385000 5000 390000 - - - 445000 0 0
Média 378333 6667 385000 - - - 403333 11667 400000

Amostra

pH 7,71 pH 7,72 pH 7,73
Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”

) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 30000 10000 40000 80000 60000 140000 25000 30000 55000
2 30000 20000 50000 90000 85000 175000 35000 35000 70000
3 55000 10000 65000 75000 100000 175000 50000 60000 110000
Média 38333 13333 51667 81667 81667 163333 36667 41667 78333
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pH 7,4, pH 7,4, pH 7,4,®
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 20000 50000 70000 30000 70000 100000 - - -
2 10000 40000 50000 (a) 65000 65000 - - -
3 30000 70000 100000 30000 55000 85000 - - -
Média 20000 53333 73333 30000 63333 83333 - - -

(&) — outlier; este valor ndo entrou para o tratamento estatistico
(b) — este tanque ndo entrou para o tratamento estatistico

Tabela A.24 Taxa de Sobrevivéncia Larvar (%) e Taxa de Mortalidade Larvar (%), 96 horas apds fecundacéo, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos no

ensaio do efeito da acidificagdo sobre a fecundagéo e o desenvolvimento larvar.

Controlo; Controlo; Controlos pH 7,71 pH 7,7, pH 7,73 pH 7,41 pH 7,4, pH 7,43
|
Taxa de Sobrevivéncia (%) 132,0%* 0,00 96,89 65,96 56,65 75,81 24,04 23,05 0,00

Taxa de Mortalidade (%) -32,00* 100,00 3,11 34,04 43,35 24,19 75,96 76,95 100,00

* - considerado zero, no tratamento estatistico

**- considerado cem, no tratamento estatistico
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Tabela A.25 Comprimento (um) e Altura (um), 96 horas apés fecundacgdo, medidos em amostras de 0,1 L, nos
replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificagdo sobre a fecundagéo e o desenvolvimento

larvar.
Controlo; Controloz Controlos
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento| Altura
I S EE——————————————

1 93,0 79,5 86,1 75,4 88,0 68,8
2 77,4 67,9 86,9 69,7 91,9 79,2
3 90,0 78,0 80,5 69,0 94,9 84,6
4 78,1 67,8 84,9 71,6 88,8 74,7
5 88,6 77,5 83,7 71,4 88,1 80,2
6 91,0 76,6 90,9 76,7 74,3 62,8
7 88,8 78,7 74,2 60,1 83,2 73,1
8 83,2 74,0 84,3 74,2 84,1 71,5
9 94,0 77,9 88 75,3 82,7 73,0
10 88,1 79,3 87,1 67,3 96,2 85,7
11 93,1 75,9 97 87,0 89,5 78,4
12 92,2 81,4 81,1 70,6 97,6 86,7
13 90,1 75,0 77,5 65,0 91,1 78,6
14 95,1 78,3 88,2 71,4 88,3 77,8
15 89,3 80,0 79,8 68,3 88,9 82,9
16 89,8 73,1 84,4 69,0 91,9 81,1
17 90,7 80,4 71,2 62,1 83,8 73,2
18 82,9 71,7 81,9 68,9 90,4 79,9
19 82,6 71,2 79,9 69,0 89,9 78,3
20 99,5 88,4 86,3 72,1 96,0 83,7
21 89,2 77,1 83,6 71,3 89,4 78,5
22 87,6 71,3 84,7 71,6 91,1 79,0
23 90,1 77,5 76 61,9 94,0 81,0
24 96,4 85,8 74,7 61,8 90,5 75,4
25 96,1 85,5 82 67,9 89,6 76,6
26 97,2 83,8 80,1 70,5 86,2 71,3
27 93,8 80,9 79,4 63,3 92,5 79,3
28 94,3 81,6 75,7 63,8 89,9 75,1
29 92,6 79,1 74,5 64,0 91,3 79,6
30 98,5 88,4 83,9 68,4 92,7 81,7
Média 90,4 78,1 82,3 69,3 87,4 77,7




pH 7,7, pH 7,72 pH 7,73
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 78,0 68,3 94,2 72,9 81,5 70,4
2 81,9 69,4 97,1 76,8 79,6 69,0
3 90,0 74,2 84,4 67,4 73,2 64,7
4 78,7 68,2 82,6 69,9 78,9 64,4
5 83,2 69,4 83,0 68,0 70,8 54,9
6 85,7 65,9 82,0 68,9 75,3 63,2
7 86,3 73,3 87,1 72,2 81,6 65,8
8 81,3 71,1 93,6 71,4 76,4 67,3
9 83,9 71,3 86,1 70,7 77,5 63,4
10 61,0 48,4 81,6 69,6 76,9 68,4
11 86,5 73,9 82,4 69,3 74,7 58,5
12 87,9 71,3 87,3 70,9 69,2 59,1
13 71,2 62,6 93,4 71,8 78,1 72,1
14 75,1 61,6 93,4 71,5 80,3 59,2
15 78,5 62,9 85,3 72,5 85,4 75,5
16 79,1 59,5 81,6 69,5 80,2 61,5
17 86,1 71,6 80,4 74,8 79,0 63,8
18 83,0 72,1 81,5 65,0 69,7 60,0
19 84,3 71,6 72,5 67,6 94,4 69,2
20 81,2 64 78,8 67,1 78,1 64,5
21 90,2 74,9 93,4 81,4 68,3 60,0
22 83,3 74,8 89,9 76,1 95,3 68,8
23 88,0 70,7 79,7 66,6 78,2 65,1
24 82,6 67,4 71,8 64,1 79,4 72,2
25 84,1 72,3 90,2 77,2 73,0 62,1
26 85,5 68,7 83,5 75,6 75,4 64,8
27 78,3 66,1 90,2 75,9 67,1 57,5
28 82,3 68,3 80,0 71,5 76,6 62,1
29 81,7 70,8 85,5 74,8 79,3 68,2
30 83,8 71,5 83,4 72,9 83,6 67,3
Média 82,1 68,5 85,2 71,5 77,9 64,8
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pH 7,4, pH 7,4 pH 7,43
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 77,6 66,5 78,8 65,2 78,2 71,1
2 64,7 58,3 88,8 76,6 84,3 72,1
3 72,1 56,9 78,1 69,9 86,5 72,9
4 76,4 65,8 81,8 66,9 84,1 75
5 77,1 66,6 87,1 77,7 77,1 67,7
6 80,3 66,6 84,3 72,7 83,8 74,1
7 73,4 64,3 74,2 69,3 78,6 70,4
8 61,9 53,7 86,9 74,8 80,4 70,8
9 73,2 65,0 76,7 61 78,2 63,4
10 80,1 67,6 76,1 66,6 79,6 67,2
11 79,6 64,7 86,6 74,9 73,0 61,3
12 73,3 60,1 80,6 67,7 80,9 67,5
13 75,1 68,6 83,9 76 76,3 66,8
14 74,7 65,7 86,7 70,1 84,6 74,2
15 75,4 63,1 88,4 63 82,5 68,7
16 78,6 67,2 78,8 64,9 78,3 70,1
17 75,7 63,9 77,5 64,4 74,6 63,2
18 78,9 67,4 84,9 65,6 76,9 66,1
19 79,0 66,7 76,9 66,1 80,3 71,4
20 72,1 62,0 80,5 68,6 87,0 76,2
21 79,0 72,7 73,7 62,5 80,9 71,2
22 77,1 60,1 72,7 65,6 82,9 72,6
23 85,4 73,4 74,8 62,9 73,0 59,3
24 79,8 71,0 81,8 68,2 80,4 68,7
25 76,7 68,5 78,3 65,3 80,3 63,7
26 72,8 62,3 80,8 71,5 63,0 56,9
27 79,4 65,6 71,0 59,8 65,2 57,4
28 79,8 61,5 75,9 64,9 86,2 73,9
29 75,9 62,2 79,8 58,6 83,4 69,4
30 80,6 66,6 70,5 63,6 71,4 62,4
Média 76,2 64,8 79,9 67,5 79,1 62,4
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Tabela A.26 Contagem do nimero de larvas veligeras “D” normais e anormais, 144 horas apds fecundacéo, num volume de 20L para os replicados dos trés tratamentos no

Amostra

ensaio do efeito da acidificagdo sobre a fecundacao e o desenvolvimento larvar.

Controlos Controlo,® Controlos
Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ) Total ) ) Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 295000 15000 310000 - - - 330000 10000 340000
2 365000 20000 385000 - - - 335000 10000 345000
3 375000 15000 390000 - - - 260000 10000 270000
Média 345000 16667 361667 - - - 308333 10000 318333

Amostra

pH 7,71 pH 7,72 pH 7,73
Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 10000 5000 15000 40000 10000 50000 10000 5000 15000
2 10000 0 10000 35000 15000 50000 10000 5000 15000
3 20000 0 20000 50000 10000 60000 10000 5000 15000
Média 13333 1667 15000 41667 11667 53333 10000 5000 15000
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pH 7,4, pH 7,4, pH 7,4,®
Amostra Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D” Larvas “D”
) ] Total ) ] Total ) ] Total
Normais Anormais Normais Anormais Normais Anormais

1 10000 (a) (a) 10000 5000 15000 - - -
2 0 5000 5000 20000 10000 30000 - - -
3 0 5000 5000 5000 5000 10000 - - -
Média 3333 5000 6667 11667 6667 18333 - - -

(&) — outlier; este valor ndo entrou para o tratamento estatistico
(b) - este tanque ndo entrou para o tratamento estatistico

Tabela A.27 Taxa de Sobrevivéncia Larvar (%) e Taxa de Mortalidade Larvar (%), 144 horas ap6s fecundacao, para um volume de 20L, nos replicados dos trés tratamentos

no ensaio do efeito da acidificag@o sobre a fecundacgéo e o desenvolvimento larvar.

Controlo; Controlo; Controlos pH 7,71 pH 7,7, pH 7,73 pH 7,41 pH 7,4, pH 7,43
- _______________________________________________________________________________________]
Taxa de Sobrevivéncia (%) 124,00** 0,00 74,32 65,96 56,65 75,81 24,04 23,05 0,00

Taxa de Mortalidade (%) -24,00* 100,00 25,68 34,04 43,35 24,19 75,96 76,95 100,00

* - considerado zero, no tratamento estatistico

**- considerado cem, no tratamento estatistico
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Tabela A.25 Comprimento (um) e Altura (um), 96 horas apés fecundacgdo, medidos em amostras de 0,1 L, nos
replicados dos trés tratamentos no ensaio do efeito da acidificagdo sobre a fecundagéo e o desenvolvimento

larvar.
Controlo; Controloz Controlos
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento| Altura
————————————— ————————————— — — — ———————— — ——————————— —— ———— ]

1 80,9 66,8 102 91,1 95,9 82,9
2 92,5 80,5 93,2 87,9 93,2 76,8
3 87,5 75,9 92,6 74,1 92,8 77,0
4 87,1 78,4 90,1 78,9 90,9 75,6
5 98,7 85,6 98,9 90,4 98,2 87,9
6 84,8 75,1 93,2 81,1 94,8 82,0
7 89,6 75,8 97,9 89,2 89,7 79,5
8 87,4 76,2 101 88,3 99,7 90,4
9 80,4 68,2 89,1 75,5 91,0 79,8
10 86,3 74,8 105,8 90,7 92,3 82,1
11 93,2 83,9 91,9 79,6 89,5 79,7
12 96,9 87,6 94,1 86,8 89,9 80,2
13 99,2 88,5 91,3 82,1 91,3 79,7
14 88,3 75,4 97,6 81,6 91,2 79,6
15 88,6 76,2 87,4 77,6 93,2 81,5
16 91,1 77,0 - - 88,7 77,0
17 105,1 95,8 - - 95,2 82,4
18 95,7 85,3 - - 83,3 76,4
19 106,8 94,5 - - 89,8 79,6
20 88,5 75,4 - - 88,8 80,2
21 99,2 88,4 - - 91,9 79,7
22 95,9 89,0 - - 95,3 85,9
23 92,7 80,9 - - 98,8 90,5
24 97,9 87,7 - - 91,2 76,6
25 104 87,8 - - 100,7 88,1
26 97 84,1 - - 92,4 81,3
27 106,1 93,1 - - 89,9 78,3
28 94,5 80,9 - - 98,2 78,5
29 108,5 97,2 - - 91,3 79,7
30 105,5 93,2 - - 100,0 88,4
Média 94,3 82,6 95,1 83,7 93,5 81,2




pH 7,7, pH 7,72 pH 7,73
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 81,8 68,6 87,7 78,0 84,8 74,4
2 84,9 68,9 95,6 83,4 85,8 66,6
3 81,2 64,1 87,4 70,4 82,8 74,8
4 83,9 72,2 82,6 70,1 86,7 69,4
5 83,8 68,3 84,8 73,8 70,9 65,2
6 86,4 74,4 87,2 72,8 77,0 68,7
7 84,5 73,8 85,3 70,7 76,0 65,3
8 88,2 70,7 86,7 74,7 83,6 74,6
9 83,7 63,3 83,1 70,7 76,8 68,2
10 85,3 73,7 88,9 73,5 83,9 72,4
11 82,1 67,4 85,8 70,3 80,6 69,2
12 90,8 76,7 78,7 71,6 84,2 66,6
13 76,8 65,9 86,7 76,4 96,4 88,4
14 79,6 70,0 84,1 70,4 81,8 69,2
15 86,9 74,7 91,3 78,7 75,9 62,8
16 79,2 67,0 83,6 70,2 83,6 72,3
17 82,7 69,6 81,8 73,3 77,2 64,0
18 84,1 69,6 81,5 70,1 79,6 72,7
19 83,9 69,5 85,4 71,1 82,0 69,9
20 79,6 67,6 98,8 80,1 79,8 67,6
21 82,4 69,6 87,5 76,3 83,7 65,2
22 85,4 70,4 73,6 62,3 83,7 72,9
23 78,8 65,5 91,0 75,1 84,3 74,1
24 81,9 69,5 86,9 75,6 89,9 77,7
25 80,4 64,8 89,1 78,8 80,3 72,6
26 80,0 69,8 82,1 68,2 82,7 75,4
27 90,9 76,9 87,5 74,7 85,5 71,3
28 75,7 66,6 95,3 79,5 87,1 75,2
29 76,9 66,1 90,8 79,9 79,3 69,9
30 84,6 75,3 88,8 75,7 85,4 73,7
Média 82,9 69,7 86,7 73,9 82,4 71,0
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pH 7,4, pH 7,4 pH 7,43
Individuos
Comprimento Altura Comprimento | Altura |Comprimento | Altura
1 75,5 62,0 87,3 73,9 81,0 73,4
2 79,3 67,0 86,4 78,8 88,9 76,7
3 70,3 59,8 82,6 70,2 77,9 66,6
4 71,7 60,3 76,5 66,3 78,6 67
5 75,2 68,0 77,8 68,1 79,8 69,5
6 80,5 72,6 87,4 70,5 87,9 78,8
7 74,9 66,1 93,8 81,8 92,2 80,6
8 74,9 61,6 80,9 71,1 89,5 76,2
9 79,5 66,8 72,9 61,7 75,1 64,5
10 76,1 68,2 88,8 75,9 78,3 67,1
11 84,2 64,8 81,7 70,0 89,1 78,9
12 81,5 66,0 89,1 76,9 89,4 78,3
13 85,9 71,5 82,2 72,8 93,6 81,9
14 78,9 68,2 98,5 86,8 87,9 72,1
15 77,4 64,2 96,9 86,4 83,2 69,3
16 77,9 64,4 93,8 84,1 82,3 67,5
17 84,3 66,4 84,2 72,1 91,8 79,8
18 81,6 67,5 86,6 74,6 83,8 73,4
19 84,1 71,8 90,2 74,7 79,1 70
20 74,8 57,3 80,7 71,4 83,9 72
21 84,1 70,0 81,3 70,7 87,3 73,8
22 77,2 68,9 94,8 84,9 95,9 80,3
23 72,7 65,6 85,0 73,2 81,3 69,3
24 78,6 68,4 95,1 85,5 92,1 84,3
25 73,3 62,2 81,9 69,3 91,8 80,7
26 72,1 61,4 86,9 75,5 80,0 72,8
27 74,3 63,7 80,3 69,4 80,8 69,1
28 80,5 71,4 87,9 73,9 85,7 71,5
29 77,7 64,5 72,2 64,9 88,5 77,1
30 76,2 64,3 83,9 70,9 93,0 84,6
Média 77,8 65,8 85,6 74,2 85,7 74,2
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