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REsumoO:

Megabalanus azoricus (Pilsbry, 1916) ¢ uma espécie nativa do arquipélago que apesar
de ser reconhecida em toda a regido onde sofre uma elevada exploracdo, so6 agora foi
objecto de um estudo alargado. Apresentam-se aqui os primeiros resultados do projecto
POCI/MAR/58185/2004 financiado pela FCT que visa o estudo dos aspectos da
biologia desta espécie considerada pela OSPAR em risco e com necessidade de estudo
urgente. A descrigdo de Megabalanus azoricus foi revista e pela primeira vez
obtiveram-se larvas em laboratdrio. Iniciou-se uma inventariacdo de populagdes em
varias ilhas do Arquipélago. Os estudos de reproducao realizados, baseados no estudo
macroscopico e estereoldgico das gonadas de uma populacao de Sao Miguel permitiram
verificar que estas cracas nos Agores apresentam-se sexualmente maturas ao longo de
todo o ano, embora ndo se tenha registado produ¢do de ovos em Novembro, Marco e
Agosto. Foram comparadas algumas populag¢des provenientes de varias ilhas através da
comparacao das respectivas sequéncias de DNA de dois fragmentos COI-COII e 18S-
ITS1 tendo-se verificado uma baixa variabilidade nos haplotipos de ambos os
marcadores, o que ndo suporta niveis de diferenciacdo significativos entre as

populagdes.

Introducéo

O estudo da biologia reprodutiva de M. azoricus foi realizado na Ilha de Sao Miguel, no
Arquipélago dos Acgores. As linhas de costa destas ilhas ndao apresentam habitats
abrigados, nomeadamente em S3o Miguel, onde a costa apresenta maioritariamente
situacdes de exposicdo elevada. Durante o Inverno ocorrem tempestades maritimas

bastante violentas (Macedo, 2002) e, mesmo no Verdo, ondas geradas longinquamente



atingem frequentemente a costa

A descricao destes organismos e sua inclusdo numa classe foi fonte de muitas polémicas
entre os primeiros naturalistas. Em 1758, Lineu, na sua obra Systema Naturae,
classificou-os como moluscos. No entanto, Thompson (1930) e Burmeister (1934)
demonstraram definitivamente que os cirripedes eram crusticeos. No entanto, a
confusdo com moluscos, marcou a descri¢ao dos cirripedes, afectando a designagdo de
algumas partes do corpo, como por exemplo, a denominagdo de manto, que ¢ utilizada
para os moluscos como a cavidade do manto, designagao pouco utilizada nos crustaceos

(Love, 2002).

A maioria dos cirripedes sdo hermafroditas, estratégia sexual pouco utilizada pela
maioria dos crustdceos. As populagdes de cirripedes, regra geral, sdo densas o que
assegura que um individuo tenha um ou mais parceiros para perpetuar a espécie
(Walker, 1992; HQOeg, 1995). Existem também espécies que vivem mais isoladas, com
densidades mais baixas, com outras estratégias que ndo a fertilizagcdo cruzada. Em caso
de nao existir nenhum parceiro os individuos podem recorrer a autofertilizagao
(Ghiselin, 1969; Stubbings, 1975; Furman & Yule, 1990; Walker, 1992; Southward,
1998).

A reproducao pode ter varios padrdes tal como: uma grande postura uma vez ao ano ou
posturas durante todo o ano (Dando, 1987; Harris, 1990;Anderson, 1994). Crisp (1986),
apos comparar o ciclo reprodutivo de varias espécies em vdarios locais chegou a
conclusdo que espécies de cracas que vivem em latitudes mais elevadas t€ém apenas uma
postura por ano ao passo que, espécies que habitam em latitudes mais baixas onde as
temperaturas sdo mais altas e com condigdes mais favoraveis, realizam véarias posturas

ao longo do ano (Walker, 1992).

Para a eclosdao dos ovos ¢ necessario que os individuos se encontrem bem alimentados
uma vez que Clare (1987) observou que apenas cracas nestas condig¢des libertavam
nauplios. O ciclo de vida de uma craca inclui quatro grandes fases: ovos, larvas
plancténicas (nauplios), larvas planctonicas lecitotroficas (cipris) e adultos sésseis
(Brind’ Amour ef al., 2002). Na generalidade as cracas apresentam VI fases larvares de

nauplios e uma de cipris, todas planctonicas (Nilsson-Cantell, 1978).



As primeiras descri¢des de cirripedes acorianos foram realizadas por Drouét (1858) e,
posteriormente, por Barrois (1896). Mais recentemente Young (1998) e Southward
(1998) reviram e efectuaram adigdes a lista de cirripedes agorianos. Registando-se
actualmente a presenca de 57 espécies de cirripedes, a maioria das quais, em grandes
profundidades ao longo da plataforma atlantica, mas a diversidade costeira de cirripedes
¢ reduzida (Southward, 1998). As relagdes filogenéticas basicas dos cirripedes foram
revistas por Newman & Ross (1976) e as mais de 50 espécies de Megabalaninae em
todo o mundo foram, entdo, divididas em 3 géneros por Newman (1979), nos quais esta

incluida Megabalanus azoricus.

Megabalanus azoricus foi descrita vez sob o nome de Balanus tintinnabulum azoricus
por Pilsbry em 1916. Esta espécie foi inicialmente denominada como Lepas
tintinnabulum (Linnaeus, 1758). A sua revisdo taxondmica tem sido alvo de inumeras
alteragdes e Newman & Ross (1976) propuseram uma ascensdo do subgénero
Megabalanus para a categoria de género, pelo que M. azoricus passou a constituir

espécie.

M. azoricus ¢é relativamente bem distribuida no Arquipélago dos Agores, sendo mais
abundante entre 1-2m de profundidade, nas costas rochosas entre a zona intertidal
inferior e infralitoral (Young, 1998; Morton et al., 1998; Southward 1998). Hawkins et
al. (2000) descrevem também o habitat desta espécie, reforcando a ideia que M.
azoricus esta maioritariamente distribuida junto a linha de maré baixa e acrescentam a
preferéncia da espécie por zonas mais expostas da costa, apresentando adaptacdes a este
tipo de habitat, tal como, a forma da muralha, que minimiza a resisténcia as correntes e
as ondas, conferindo-lhe vantagens adaptativas no que respeita a dissecacao, de acordo

com as condi¢des envolventes (Southward, 1998).

Esta craca faz parte dos recursos vivos marinhos explorados artesanalmente nos Agores
(Santos et al., 1995). Os individuos “bicos” sdo capturados manualmente a baixas
profundidades com o auxilio de um martelo e um escopro (Santos et al., 1995; Morton
et al., 1998). Os valores da descarga em lota desta espécie apresentam aumentos
superiores a 115% na ultima vintena de anos tendo atingido o maior volume em 2004,

apds o que se tem vindo a observar uma queda abrupta nas descargas até 2006 (Figura

1.
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Figura 1 -Descargas de M. azoricus nas lotas Regido Auténoma dos Agores entre 1984-2007.

Fonte dos dados — LotaAgor (Servigo Agoriano de Lotas, E. P.)

Segundo Santos et al. (1995) este recurso natural parece estar a sofrer uma sobre-
exploracdo. Em 1986, foi proibida a captura de cracas nos Acores (Portaria 81/84 do
Jornal Oficial). Esta proibicdo durou apenas um ano, e actualmente, a actividade de
exploragdo, legalmente autorizada, carece de regulamentagdo. A convengdo para a
protec¢do do meio ambiente do Atlantico Nordeste (OSPAR), apo6s a convengao de Oslo
(1972) e a convengao de Paris (1974), vem anualmente declarando que M. azoricus
necessita de um estudo urgente para subsequente e eficaz protec¢do da espécie. (e. g.
OSPAR 1998 a 2006). A World Wildlife Foundation (WWF) refor¢gou em 2004 o apelo
da OSPAR.

Assim do mesmo modo que os estudos sobre a reproducdo de uma espécie de interesse
comercial ddo valiosas informacdes para uma gestdo de um recurso vivo também a
genética populacional pode contribuir para avaliar até que ponto as varias populacdes
contribuem para o respectivo recrutamento. De facto o papel principal na genética de
recursos marinhos tem sido a identificacio de unidades de reproducdo e gestdo:
“stocks”. A mobilidade muito pequena da maioria dos invertebrados adultos e
frequentemente também das suas larvas pode indicar uma dispersdo reduzida e um
tamanho de stock também pequeno. Por outro lado, os estudos até agora realizados tém
vindo a indicar uma especiagdo criptica relativamente elevada em invertebrados
marinhos. Assim e embora a explora¢do de invertebrados marinhos ndo tenha recebido
o mesmo nivel de atencdo por parte dos geneticistas, que as pescas, parece ser claro que

os dados genéticos sao nesse caso muito mais importantes para garantir uma exploragao



sustentada (Thorpe et al, 2000). De facto, ja foram nestas latitudes feitos alguns
trabalhos especialmente dirigidos a espécies com interesse comercial, como as lapas (e.
g. Corte-Real et al., 1996 a,b). Niveis pequenos de fluxo genético podem reduzir
largamente ou mesmo eliminar divergéncias de frequéncias genéticas, o que pode
significar um “stock” com alguma dispersdo espacial o que por seu lado podera
influenciar grandemente as medidas de gestdo do recurso, j& que para além da garantia
de sustentabilidade h4 ainda que manter as unidades evolutivamente signiticativas e

consequentemente garantir a diversidade genética da espécie (Avise 2000).

Material e Métodos

Foram efectuadas amostragens em varios locais da ilha de Sdo Miguel, entre o dia 15 e
20 de cada més, no periodo entre Outubro de 2004 e Setembro de 2005. As recolhas
foram efectuadas com martelo e escopro em mergulho de escafandro auténomo, entre os
0 e os 3 metros de profundidade e nos locais de melhor acessibilidade, tendo em conta
as condigdes climatéricas do dia de amostragem (Figura 2). A amostragem baseou-se
nos procedimentos descritos por Cancino et al. (1998) e Chan & Williams (2004).
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Figura 2 — Locais/ meses de amostragem na ilha de Sdo Miguel.

Foi amostrado uma média de 19 individuos por més. Nos exemplares com lamelas
ovigeras, as mesmas foram retiradas e utilizadas para o estudo do desenvolvimento
larvar. Os individuos dos quais foram retiradas as lamelas foram também utilizados para

estudos histologicos.

Todos os individuos foram examinados cuidadosamente ao nivel de anatomia interna e
externa. Em cada individuo foram medidas com o auxilio de uma craveira digital os

seguintes parametros: diametro maximo do opérculo, diametro maximo da base; altura



maxima da muralha (Carina) e altura minima da muralha (Rostro); tergo direito e
esquerdo (comprimento e largura); scuta direito e esquerdo (comprimento e largura);
quando os individuos contém massas de ovos estas sao também medidas (comprimento

maximo e largura maxima).

Apo6s a dissec¢do dos individuos (separacdo da massa corporal da muralha), foram
registados: peso humido do individuo mais placas; peso das placas; peso das gonadas
(masculina e feminina) ¢ peso das massas de ovos (individuos maturos). Uma vez que
se trata de uma espécie comercialmente explorada, a massa corporal sem placas sera

designada de massa edivel (Regala, 1999).

Considerando o caracter hermafrodita e a anatomia interna de M. azoricus, que impede
a obtencao do peso da gonada masculina com exactiddo e fiabilidade, optou-se pelo
calculo do indice gonadossomatico — IGS (Maddock et al., 1998; Favaro et al., 2003),
apenas para as gonadas femininas. O célculo do IGS foi efectuado para os 12 meses de

amostragem, de acordo com a seguinte formula: IGS= Peso gonada/ peso edivel *100

A estacao reprodutora foi considerada como o periodo em que se observou presenga de
lamelas ovigeras nos individuos (Sastry, 1983). A fecundidade foi estimada pelo
nimero de ovos contidos no manto de cada individuo (Cancino et al., 1998; Dumont &

D'Incao, 2004).

A determinacdo da fertilidade dos individuos foi calculada através do total de ovos das
lamelas ovigeras. Estas foram pesadas e retiradas sub-amostras em cada uma delas onde
foram contados os ovos (Abelld, 1986), estimando-se os valores para a totalidade da
lamela (Murphy, 2003). Mediram-se cerca de 30 ovos de cada individuo ovado (eixo
maior € 0 eixo menor) com microscopio Optico utilizando software Image Tools 2.0
(Podolsky, 2001). Ao todo analisaram-se os ovos de 8 individuos (Janeiro, Abril, Maio,
Junho e Julho). O volume dos ovos foi determinado como V = 4/3 n I’ (onde I =

(comprimento-+largura)/2)) (Murphy, 2003).

Foi calculada a percentagem mensal de individuos com ovos ou larvas na cavidade do
manto (Cancino et al., 1998; Chan & Williams, 2004). % de individuos ovados = (N°

de individuos com ovos ou larvas/N° de individuos total colectado)* 100.

Para o desenvolvimento larvar foram retiradas as lamelas ovigeras e foram mantidas em



dgua do mar em goblets. A cultura foi mantida em condicdes de temperatura e
salinidade semelhantes as do meio natural (Yan, 2003): fotoperiodo de 16:8 — Luz:
Escuro e arejamento permanente (Chan, 2003). Apo6s a eclosdo, as larvas foram
alimentadas com microalgas, Tetraselmis sp., Nannochoropsis sp., Chlorella sp.,

Isochrysis sp. (Okano et al, 1996; Yan, 2003; Thiyagarajan et al., 2003).

Para os estudos histologicos, foram utilizadas 10 gonadas femininas e 10 masculinas
dos seguintes meses: Outubro 2004 (Outono); Janeiro 2005 (Inverno); Abril 2005
(Primavera) e Julho 2005 (Verao). Os Meses de amostragem foram seleccionados com

base no estudo de Curdia (2005).

Apds removidas as gonadas foram fixadas com formalina tamponada 10% em agua do
mar (Bancroft & Stevens, 1996). Decorridas 12 horas de fixacdo as gonadas foram
sujeitas a procedimentos histologicos de rotina para microscopia Optica (Hummanson,
1979) que consistiram na desidratacdo dos tecidos em etanol, impregnados com xilol e
incluidos em parafina a 60°C. Os cortes foram efectuados no micrétomo com uma
espessura de 7 um, o método de coloragdo utilizado foi o de Hematoxilina-Eosina

(H&E) (Rodrigues, 2000).

A densidade volumétrica relativa dos gametas foi estimada por método estereologico
com o sistema de teste “M 168 Weibel Multipurpose Test System” que permite estimar o
volume do o6rgdo inteiro, avaliando apenas parte dele (Weibel, 1979). Foram
identificados trés tipos de células para a gonada feminina, aos quais foram associados
trés estadios de desenvolvimento celular: o ovocito pré-vitelogénico (PV); em
vitelogénese (V) e maturo (M) (Cronin et al., 2000; Favaro et al., 2003; Dumont &
D’Incao, 2004; Williams & Babcock, 2004). Para a goénada masculina foram
identificados quatro estados de desenvolvimento celular: espermatogénia (sg),
espermatocitos (st), espermatides (sts) e espermatozodides (sz) (Griffond et al.,

1991;Cronin et al., 2000; Favaro et al., 2003; Williams & Babcock, 2004).

Para a medi¢do das células femininas foram analisadas em média 50 células diferentes
por estadio. Foram registados o didmetro maior e o diametro menor de cada célula e do
respectivo nucleo. As células medidas foram escolhidas ao acaso com o cuidado de se
medir apenas células com o nucleo visivel de forma a se assegurar que estas estavam

seccionadas a meio (Dumont & D'Incao, 2004). A metodologia utilizada para a



medi¢do dos ovocitos foi a mesma que se utilizou para a medi¢ao dos ovos.

Para além dos trabalhos referidos em morfologia e reproducdo de M. azoricus, foi
efectuado também um estudo de genética populacional com vista a avaliar até que ponto
¢ que as populagdes se encontram isoladas. Assim foram obtidas sequéncias de porgdes
de DNA mitocondrial COI-COII (citocromo oxidade 1 e 2) e um fragmento do genoma
entre o gene 18rRNA e o separador interno transcrito (18S-ITS1) num total de 34
individuos de quatro populagdes: Formigas (n=4), Sdo Miguel (n=11), Sao Jorge (n=10)

e Flores (n=9), correspondendo a diferentes pressdes de captura.

Tabela 1: Origem dos exemplares utilizados na analise genética e quantidades de M. azoricus

exploradas em 2004 (Lotagor, 2005), data da analise e loci analisado e respectivo n° de espécimes por

locus (N).

Esforgo de captura

1lha Local (descargas em lota em Data da amostragem Locus N
kg)
. COI-COIL 11
Sao Miguel Lagoa 2622 Julho 2005
18S-ITS1 11
COI-COIL 4
Formigas - Inexistente Agosto 2005

18S-ITS1 4
COI-COIL 9

Sao Jorge Calheta 167 Setembro 2005
18S-ITS1 10
COI-COIL 9

Flores Ponta da Caveira Sem registos* Setembro 2005
18S-ITS1 8

* Sem registos mas o conhecimento local permite-nos dizer que pode ser considerado baixo provavelmente de magnitude

equivalente a Sdo Jorge.

Foi calculada para ambos os marcadores (mitocondrial e nuclear) a diversidade genética
usando ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005) medida em termos de numero de
haplotipos, diversidade de haplotipos (H) de acordo com o método de Nei’s (Nei 1987),
diversidade de nucleotideos (m) de acordo com Tajima (1983), e o n° de locais
polimorficos. Foram realizados testes de diferencia¢do de haplotipos globais entre todos
os pares de populacdes (Raymond and Rousset 1995), e foram calculados para cada

uma valores Fst (Weir and Cockerham 1984), com 1000 permutagoes.
Resultados & Discusséo

No inicio do presente trabalho, existiam apenas as descrigdes basicas da espécie

Megabalanus azoricus. Assim, as observagoes dos espécimes de M. azoricus colectados



na costa de Sao Miguel, durante este trabalho permitiram rever e completar a descri¢ao

existente (e.g. descri¢do das pecas operculares)

Os exemplares de Sao Miguel apresentam uma muralha cilindrica com 6 placas: rostro,
carina, laterais e carino-laterais pares, dispostas, por ordem de sobreposi¢dao 1 placa
rostro — 2 placas laterais — 2 placas carino-laterais — 1 placa Carina. As cicatrizes de
crescimento estdo dispostas transversalmente, sendo pouco espessas mas contiguas. As
placas da muralha apresentam uma cor rosa-palido e riscada de um rosa forte, embora a

cor ndo seja sempre Obvia devido a presenca de epibiontes .

A abertura opercular ¢ ampla e losangular, por vezes aparentemente triangular nos
individuos maiores. Esta estrutura mede cerca de metade do tamanho do didmetro basal

—relagdo abertura opercular/didmetro basal = 0,49.

O scuta apresenta-se orientado no sentido do rostro, possuindo uma bainha articular
evidente que acompanha o segmento tergal até aproximadamente dois ter¢os do seu
comprimento. O segmento de insercdo ¢ estreito e ligeiramente inflectido. As pecas
operculares apresentam estrias de crescimento longitudinais, algumas delas fortemente
proeminentes e frisadas. A margem da base ¢ lisa e ndo apresenta protuberancias. A
bainha adutora estd bem evidenciada, estabelecendo uma continuidade com a bainha
articular. A zona de inser¢do do musculo adutor estd bem definida por uma fenda
moderadamente profunda, tal como a zona de inser¢ao do musculo depressor lateral que

se apresenta moderamente profunda mas pouco vincada (Figura 3).

Figura 3 - Scuta de M. azoricus de onde a) face externa e b) face interna; 1- apex; 2- bandas ou
estreias de crescimento; 3- segmento de inser¢do; 4- bainha articular; 5- margem da base; 6- zona de

inser¢do do musculo adutor; 7- zona de inser¢do do musculo depressor



O tergo estd orientado no sentido carinal, apresenta-se largo € com um apex
contundente. Em M. azoricus, a base do tergo termina num apéndice calcario que ¢
denominado de fossa da espora. A espora ¢ moderadamente curta, separada do angulo
basicutal por, pelo menos duas vezes a sua largura. A margem basal descreve um
declive em direccdo ao lado carinal. As estrias de crescimento sdo proeminentes mas
ndo frisadas, sendo mais evidentes e mais profundas em particular no lado scutal.
Internamente, a bainha articular estende-se até trés quartos da margem scutal. As franjas
de inser¢do dos musculos depressores sdo pouco desenvolvidas. As cicatrizes de
crescimento sdo muito visiveis, mas nao sdo faceis de ser contadas uma vez que a zona
do apex da placa apresenta sempre um grande desgaste, o que “apaga” as cicatrizes

macroscopicas. (Figura 4)
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Figura 4 - Tergo de M.azoricus de onde a) face externa, b) fossa da espora e c) face interna; 1-
apex; 2- bandas ou estreias de crescimento; 3- segmento de inser¢do; 4- bainha articular; 5- margem da

base; 6- fossa da espdra; 7- zona de inser¢do do musculo depressor.

A “re-descri¢ao” e analise cuidada de toda a estrutura de M. azoricus foi essencial uma
vez que foram acrescentadas algumas caracteristicas importantes tais como a descri¢dao
da muralha, abertura opercular e pegas operculares e estas sdo geralmente consideradas

como boas caracteristica diagnosticantes.

M. azoricus, a semelhanca de maior parte das cracas ¢ hermafrodita e apresenta as
gbonadas feminina e masculina separadas morfologicamente e fisicamente. Os ovarios
estdo localizados pré-oralmente, nas por¢des basal e parietal do manto, variam de cor
entre o branco/creme o laranja passando pelos amarelos. O pénis € tubular, situa-se

basidorsalmente, ligando-se aos tubos seminiferos, que sdo longos e se encontram
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enrolados num saco, que contém também o intestino e um par de testiculos paralelos ao

mesmo (Figura 5).

A cavidade do manto pode alojar os ovos, estes estdo distribuidos por duas lamelas

independentes, uma de cada lado do manto.

Figura 5 - Sistema reprodutor de M. azoricus de onde a) vista geral das goénadas, b) testiculo, c)
ovario e d) pénis. 1- Ovario com coloragdo laranja; 2- Ovario com coloracdo creme; 3- testiculos; 4-

intestino; 5 -pénis com inser¢ao basidorsal.

Foram registados os parametros morfométicos num total de 215 exemplares colectados
entre Outubro de 2004 e Setembro 2005. Na Tabela 1 pode observar-se que de todos os
parametros morfométricos, o didmetro da base ¢ a maior dimensdo enquanto que as
pecas de menor dimensdo sdo as placas operculares. Observa-se que tantas as terga
como as scuta apresentam medidas muito semelhantes com forte relagdo entre elas.
Devido a esta forte relagdo entre comprimento e largura e lateralidade, optou-se por
utilizar como parametro de referéncia, o comprimento do tergo direito. As regressdes

obtidas entre os diferentes parametros apresentam-se na tabela 2.

Tabela 2. Coeficiente de determinagdo - r* das fungdes calculadas para os parametros
morfométricos e pesos M. azoricus de onde: @ max do op — didmetro maximo do opérculo; ¥ max b —
didmetro maximo da base; m. maior — muralha maior; m. menor — muralha menor; t.d. comp. — tergum
direito comprimento; PG — peso da gonada; PE- peso edivel. As medidas lineares estdo expressas em mm

€ 0s pesos em g.
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1’ @ max op @ maxb m. maior m.menor td.comp PE PG &
@ max b 0,38
m. maior 0,36 0,45
m. menor 0,30 0,32 0,34
td. comp. 0,59 0,63 0,55 0,49
PE 0,66 0,70 0,62 0,54 0,91
PG & 0,53 0,67 0,47 0,43 0,72 0,76
PG ¢ 0,47 0,57 0,55 0,47 0,77 0,86 0,67

O estudo de morfometria evidenciou a simetria interna, denotada pela simetria das pegas
operculares, providenciando um leque de relagdes entre as diferentes medidas. Assim
sendo, poder-se-4 obter varios dados morfométricos com base na extrac¢do de apenas

um.

As pecas operculares e o peso da massa edivel apresentam-se como boas medidas de
referéncia para relacionar com outros pardmetros tais como o tamanho da muralha e
abertura opércular. Estes dados contribuem ndo sé para um futuro estudo de
crescimento como também a possibilidade de estudo dos individuos com métodos nao
destrutivos, como por exemplo fotografia (Schmidt-Nielsen, 1984; Klingenberg &
Monteiro, 2005). A boa relagdo existente entre os parametros lineares e a massa edivel é
muito importante uma vez que M. azoricus se trata de uma espécie muito valorizada

comercialmente, em que a biomassa ¢ um factor determinante.

A semelhanga do ja sucedido para outras espécies de Megabalanus ndo foi possivel
calcular o IGS (Indice Gonadossomético) para a génada masculina uma vez que devido
a localizagdo e a anatomia dos testiculos, a sua recolha independente de outros tecidos
foi dificil de concretizar, o que poderia distorcer os valores de IGS (Newman &

McConnaughey, 1987; Cancino et al., 1998).

Os valores de IGS para a goénada feminina diminuiram entre Outubro e Janeiro més no
qual foram atingidos os valores mais baixos, com uma percentagem de 14. Aumentaram
depois até ao més de Abril onde o IGS atingiu o maior valor (26%). O IGS manteve-se
alto em Maio e desceu no més seguinte para 17% voltando a subir em Julho para voltar
a baixar ligeiramente em Agosto e Setembro para perto de 15% (Figura 6). Estas

tendéncias estdo de acordo com o esperado apos a observagdo das percentagens mensais
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de individuos ovados. De facto os valores de IGS variaram inversamente as
percentagens de individuos ovados, ja que ha uma impossibilidade de investimento

energético simultaneamente na emissao de gametas e na sua formagao ¢ maturagao
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Figura 6 -Percentagens de fémeas ovadas (em colunas) e os valores de IGS — indice génado-

somatico (linha), ao longo dos meses de amostragem.

Quando se relaciona os valores de IGS com fotoperiodo, a temperatura e a percentagem
de individuos com presenga de ovos (Figura 6 e 7), verifica-se que, exceptuando o més
de Julho, o IGS acompanha a variagdo mensal de fotoperiodo e temperatura de dgua do
mar. Por sua vez, a variagdo mensal da percentagem de individuos com lamelas
ovigeras presentes ¢ inversa a variagdo dos valores de IGS. Estes sdo significativamente

diferentes para os varios meses de analise (ANOVA, F=9,68; P<0,0001)

No entanto, a interpretacdo do resultado do teste de Tukey foi dificil e inconclusiva, o
que podera dever-se a uma actividade reprodutiva mais continuo-a do que brusca na
reproducdo. De facto, os individuos da populagdo ndo se reproduzirdo todos ao mesmo
tempo, investindo uns na desova enquanto outros estdo a investir na maturagao das

gbnadas, o que se reflecte nos valores calculados para de IGS e nos resultados do teste.

Parece existir uma relacdo entre o fotoperiodo e temperatura da agua com o IGS,
(Figura 7) que segundo Olivares et al. (1991) ¢ bastante grande tal como se observa em
M. azoricus e os mesmos podem actuar independentemente ou de forma sinergética com
o IGS. De facto, os processos ecologicos sdo influenciados pelos factores abioticos

(condigdes climaticas) (Saether, 1997), j& que o clima afecta o meio marinho,
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particularmente na zona superficial da agua (0-10 m), mais atreita a ser afectada pela

temperatura da agua e fotoperiodo (Clare, 1987; Planque et al., 1996).
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Figura 7 -Varia¢do média da temperatura da agua (°C), variagdo média do fotoperiodo, do IGS e
do nimero de individuos com ovos para os meses de amostragem. Dados de temperatura de agua e

fotoperiodo fornecidos pela Sec¢do de Quimica do DOP/UAg.

A estagdo reprodutora prolonga-se durante todo o ano havendo apenas trés meses nos
quais nao foram encontrados individuos com ovos na cavidade do manto: Novembro,
Marco e Agosto (Figura 6 e 7). Podem também observar-se dois picos de abundancia de
individuos com lamelas ovigeras, um em Janeiro e outro em Junho, com uma
percentagem de 59 e 26, respectivamente. Janeiro ¢ o més em que os individuos
apresentam o IGS mais baixo ¢ ¢ o més em que foi encontrado o maior nimero de
individuos com ovos. Alids, Janeiro foi o Unico més em que mais de metade da

populacdo estava ovada, enquanto que em Junho esta condi¢cdo ocorreu em apenas um

quarto dos individuos amostrados.

Embora se tenham observado individuos com ovos todos os meses, pode observar-se
dois picos de reprodu¢do: um em que mais de 50% da populagdo estd ovada em Janeiro
(Inverno) e outro em que 25% da populacdo estd ovada em Junho (Verdo). Embora no
Inverno as temperaturas sejam mais baixas e o fotoperiodo mais curto, € nesta altura do
ano em que o hidrodinamismo ¢ mais alto, o que facilita a dispersdo larvar facilitada e
aumento do oxigénio dissolvido na 4gua, facto que promove uma melhor oxigenagao
dos tecidos permitindo menor dispéndio de energia na respiragdo, podendo essa energia

ser investida noutros campos. O pico de Junho surge em sequéncia de um pico de
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fitoplancton primaveril (Couto, 2004), e consequentemente de um pico de maturagao
das gonadas femininas, surge também numa época temperatura de agua mais altas e
fotoperiodos mais longos, aliando também o facto de as diatomacias estimularem a

producdo de feromonas logo, a reproducao (Walker, 1992; Anderson, 1994).

M. azoricus apresentou uma fecundidade média de 9,8x10* ovos por individuo.
Variando entre 5,9x10* no individuo mais pequeno (18,2 mm de comprimento do tergo
direito) e 2,5x10° presentes no maior (22,6 mm de comprimento de tergo direito).
Observou-se uma regressao linear (Figura 8), entre a fecundidade e o tamanho de tergo

dos individuos (r* = 0,93).
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Figura 8. Relagdo entre os comprimentos do tergo e o nimero de ovos na cavidade do manto.

Analisando a relacdo entre o nimero de ovos e o comprimento de tergo dos individuos,
observa-se que existe uma proporcionalidade entre o tamanho do animal e a sua
fecundidade. De facto, Dhandapani & Fernando (1994) concluiram que o numero de
ovos estava intimamente ligado com o tamanho do individuo, ou seja quanto maior o
individuo maior nimero de ovos pode conter. Nao s6 uma maior cavidade do manto
permite conter um maior o nimero de ovos, mas também um individuo de maiores
dimensdes possuira maiores cirros € portanto com maior capacidade de alimentar, ¢ de
obter mais a energia que pode ser utilizada para a reproducdo (Barnes & Barnes, 1968).
Através da funcdo apresentada na Figura 8 torna-se possivel estimar o numero de ovos
de uma postura de um individuo de M. azoricus de um determinado tamanho, o que ¢é
importante para futuros estudos com a espécie podendo prever-se através do tamanho
do individuo o numero de ovos que ele potencialmente podera produzir, isto ¢ a sua
capacidade reprodutiva, consequentemente a sua contribui¢do para a renovacdo de

stocks.
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Os ovos tém uma forma elipséide, com um volume médio de 0,014 mm3, o volume
. , 3 . .

mais pequeno ¢ de 0,0052 mm” determinado para um ovo pouco desenvolvido e 0,04
3 . . . .

mm” para um ovo com desenvolvimento avangado. Pela primeira vez foram obtidas

larvas em laboratério. Observou-se a eclosdo e alguns estddios de néuplios foram

obtidos e estdo a ser descritos (Figura 9).

Figura 9. Desenvolvimento larvar de M. azoricus de onde a) ovo desenvolvido, b) eclosdo do

nauplio e ¢) nauplio.

Constatou-se que em M. azoricus, 4 semelhanca do que foi relatado para a espécie de A.
psittacus por Cancino et al. (1998), o desenvolvimento larvar ocorre internamente com
o desenvolvimento embrionario até ao estado I de nauplius, altura em que sdo libertados

desenvolvendo-se posteriormente na coluna de agua.

O ovario de M. azoricus apresenta-se composto por de numerosos 16bulos esféricos. O
estroma ¢ composto maioritariamente por tecido conjuntivo. Internamente no
parenquima encontram-se umas bolsas esféricas, os acinos, que contém em média 7 a 10
ovocitos. O estudo histologico da gonada femenina permitiu pela primeira vez para esta
espécie de uma escala de maturagdo microscopica, escala essa fundamental para futuros

estudos desta espécie.
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Foram identificados trés estadios histologicos de desenvolvimento da gonada feminina
semelhantes aos descritos por Cancino et al. (1998), de acordo com as caracteristicas
das células observadas nos ovarios, foram também acrescentadas a descri¢des desses
estados as caracteristicas seguintes: Estadio I — Pré-vitelogénico ou imaturo
apresentando médias de comprimento do eixo maior 27,57+1,11um e de comprimento
do eixo menor 21,22+0,84um para um volume médio de 7,2)(104ﬂ:7,3)(103 pm3. O nucleo
ndo ¢ visivel; Estadio Il — Em Vitelogenese que as células apresentam um comprimento
médio de eixo 56,78+1,7lum e de largura de eixo 43,78+1,54pum; volume
6,1x10°+5,8x10*um’. O seu nucleo apresenta um didmetro médio de 18,03+0,37um e
volume médio de 2,6)(104i1,5>;103 um3 , ocupando em média 4,3% da célula; Estadio III
— Maturo com médias de comprimento de eixo das células sdo de 118,24+£2.91um e de
largura eixo 93,78+2,19um com volume médio de 5,3x10°+3,5x10°um’. O nucleo com
um diametro médio de 25,65+0,47um e volume médio de 7,3x10%+£3,9x10° um3 , ocupa

em média 1,4 % da célula.

Em todos os meses estudados, mais de 60% dos individuos encontravam-se no estadio
II1. Obtendo-se as maiores propor¢des destes nas amostras de Abril e Janeiro (79% e
72%, respectivamente) (Figura 10). No entanto ndo existem diferengas significativas

entre as percentagens de individuos maturos nos meses analisados (ANOVA, P>0,05).
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Figura 10 - Estados de desenvolvimento dos ovocitos nos meses estudados, de onde 1 - ovocitos

pré-vitelogénicos, 2 - ovocitos em viteldgenese, 3 -ovocitos maturos.

A distribuicdo de frequéncias dos diametros dos ovdcitos, sugere que os ovocitos

maturam progressivamente em “lotes” (Figura 11), com os ovoécitos maturos
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apresentando uma maior variabilidade de tamanhos.
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Figura 11 — Frequéncias dos didmetros celulares (em pm) para diferentes estados de
desenvolvimento células dos ovarios de M. azoricus, (PV- Ovocitos previtelogenicos; EV — Ovocitos em

vitelogénese; M — Ovocitos maturos)

A percentagem de individuos em ovulagdo, determinou-se mediante a analise
microscopica das amostras mensais. Para determinar este valor foi necessario considerar
tanto a frequéncia de individuos com ovdcitos maturos como a frequéncia conjunta de
ovocito pré — vitelogénico mais ovocito em viteldgenese. O inicio da ovulagao coincidiu
com uma baixa na frequéncia do estado II (maturos) da escala de maturagdo sexual da
gonada feminina de M. azoricus, em simultdneo com o aumento do estado I (imaturos)

da mesma escala (Figura 12).
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Figura 12 — Individuos maturos e imaturos, nos meses estudados segundo a escala de maturacao

sexual da gonada feminina de M. azoricus.

Considerando que os individuos com percentagens mais altas de ovdcitos imaturos,
infere-se que os individuos de M. azoricus estavam em ovulacdo no més de Julho e
Outubro (Figura 12). No entanto ndo se determinaram diferencas significativas entre as
percentagens de estados da escala de maturagdo sexual da gonada feminina de M.

azoricus, nas amostras analisados (ANOVA; P>0,05).

Por observacdo das percentagens de individuos com ovos e gametogénese pode-se
inferir que a popula¢do de Megabalanus azoricus de Sao Miguel a semelhanga de A.
psitacus no Chile (e. g. Cancino et al., 1998), apresenta um processo de maturacao
gamética masculina e feminina durante todo o ano. Este fendémeno poderad dever-se ao
facto de os Acores estarem localizados numa zona subtropical, pois existe uma relagdo
entre a dura¢ao do tempo de reprodugdo e o tipo de desova com a latitude. Espécies de
latitudes altas, onde o periodo estival € curto, apresentam uma desova curta com picos
bem demarcados ¢ uma desova total. A medida que se avanga para o equador (zonas
tropicais e subtropicais), o periodo de reprodu¢do ¢ mais alargado ou podera mesmo

durar todo o ano (Blaxter et al., 1982, Arellano-Martinez et al., 2001).

As analises esterioldgicas revelaram a existéncia de ovocitos em diferentes estddios de
maturagdo, simultdneas na mesma gonada. Pode-se afirmar que M. azoricus apresenta
um desenvolvimento gonadal assincrono, com desovas parciais, pois individuos com
presenca de lamelas ovigeras, apresentam simultaneamente ovdcitos maturos nos seus
ovarios. Isto sugere que os ovocitos sdo maturados e libertados com diferentes tempos.
O mesmo facto foi relatado para A. psittacus por Cancino et al. (1998). Em todas as
estagdes do ano observa-se que pelo menos 65% da gonada estd ocupada por ovocitos
maturos. As diferencas de tamanho dos ovdcitos e, consequentemente o espago por eles
ocupados, podem também influenciar os resultados pois um sé ovocito maturo podera
ocupar o espaco de 73 células em estado pré-vitelogénico e 9 células em vitelogenese.
Embora seja preciso ter em atengdo que cada célula em estado maturo demora mais
tempo a formar-se e representa um grande investimento energético por parte do
individuo. Podera inferir-se que a espécie apresenta desovas parciais uma vez que
fémeas ovadas apresentam simultaneamente lamelas ovigeras e uma percentagem alta

de ovocitos maturos nos acinos. Ou entdo uma fémea ovada podera estar apta a ser
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fecundada de novo.

Poderé apontar-se que para as fémeas o Verdo e Outono sdo épocas em que as gonadas
estdo em reposicao dos stocks de células apds os picos maiores de evacuagdo gamética.
Sao as épocas em que se podem observar os valores de IGS maiores apoiando a ideia de
que nestes meses os individuos estdo a investir as suas energias na produ¢do de ovocitos
maturos (maturacdo das gonadas) embora havendo sempre uma parte da populagdo que

investe na fecundagao e producdo de ovos.

Foram identificados quatro estadios da espermatdgenese, de acordo com as
caracteristicas morfologicas das células observadas ao microscopio Optico, com base na
morfologia nuclear e posi¢ao topografica em relacdo a outras células e a lamina basal:
Estadio I — Espermatogonias; Estadio II — Espermatocitos; Estadio III — Espermatides;

Estadio IV — Espermatozoéides

Pela analise mensal da distribuicdo dos estados descritos anteriormente observa-se que
em todos os meses se encontrou uma grande propor¢ao de estados I e II - imaturos e
maturos. Obtendo-se as maiores propor¢des de individuos maturos nos més de Julho
com a percentagem de 57 e imaturos no més de Janeiro e Outubro com percentagens de

55 e 52, respectivamente (Figural3).
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Figura 13-Percentagens de individuos maturos e imaturos segundo a escala de maturagéo sexual

da génada masculina de M. azoricus, para os meses em consideragao.
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Considerando que os individuos com percentagens mais altas de espermatogonias e
espermatocitos (estados imaturos) estdo em inicio de maturacio (Cancino ef al., 1998),
infere-se que os individuos de M. azoricus estavam em inicio de maturacao das gonadas

masculinas nos méses de Janeiro e Qutubro.

A espermatogénese em M. azoricus ocorre de modo semelhante ao descrito para outras
espécies de cracas (e.g. Balanus amphitrite, Semibalanus  balanoides,
Austromegabalanus psittacus). Os espermatozoides sdo filiformes com distingdo clara

de cabeca e cauda, a semelhanca dos observados para os thoracica, acrothoracica e

rhizocefala.

Aparentemente todos os individuos se apresentam permanentemente prontos para a
emissao de gametas masculinos o que pode fazer crer que a estratégia de reproducao em
M. azoricus sera hermafroditismo simultaneo, com fertilizagdo cruzada em que cada
individuo estd apto a desempenhar o papel de macho ou fémea. Verifica-se este
fendmeno nos individuos estudados de M. azoricus, todos os individuos flutuam numa
percentagem de 50% de estddios masculinos maturos enquanto que as gonadas
femininas nunca apresentam uma percentagem menor de 65% de estadios maturos. Esta
percentagem distancia-se um pouco dos 50 porque os estudos de esteriologia efectuados
consideram o volume ocupado pelas células e os ovocitos maturos ocupam um pouco
mais espaco que os imaturos. O factor tamanho dos gametas nao influencia no estudo da
espermatogénese, tal como influencia na ovogénese, pois todos os gdmetas masculinos
sdo significativamente (P<0,005) mais pequenos que os femininos. A diferenca deve-se
ao facto de ndo ser utilizada tanta energia na producao de um espermatozoide, como na

producdo de um ovdcito maturo.

Megabalanus azoricus apresenta uma quantidade relativa de espermatozdides que ronda
os 50% independentemente da época. O mesmo sucede com as percentagens de
espermatozéides para Chthamalus malayensis estudado por Yan et al (2006) e
Autromegabalanus psittacus estudado por Cancino et al. (1998), ambos apresentando

produgdo continua de espermatozdides, o que também ocorre com M. azoricus.

No fragmento de 137 pares de bases da regido de DNA nuclear 18S-ITS1 a variagao
haplotipica revelou-se muito baixa. Apenas trés haplotipos diferentes em trés locais

foram obtidos nos 33 individuos analisados. No fragmento de 982 pares de bases de
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COI-COII de DNA mitocondrial analisado foram encontrados 11 haplotipos num total
de 17 locais. A divergéncia entre os pares de haplotipos foi baixa (<1%). As frequéncias
de haplotipos foram calculadas para as quarto populacdes (Fig. 14). O fragmento de
nDNA apresentou uma haplotipo privado em Sao Miguel, enquanto que os outros dois
estavam presentes entre todas as populacdes. Em relacdo ao mtDNA as populagdes
também se apresentam caracterizadas por dois haplotipos comuns presentes em todas as

populacdes e varios haplotipos privados para cada populagdo.
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Figura 14 - Frequéncia de haplotipos nos marcadores 18S-ITS1 e COI-COII (diagramas da esquerda e

da direita respectivamente) nas populagdes amostradas.

Os parametros de diversidade molecular para as quarto populagdes apresentam-se na
Tabela 3. Para a regido de 18S-ITS1 nDNA a diversidade de nucleotideos variou entre
0,008 (Flores) e 0,019 (Formigas), ¢ a diversidade de genes 0,346 (Sao Miguel) ¢ 0,667
(Formigas). Enquanto que para COI-COII a diversidade de nucleotideos variou entre
0,002 e 0,003, e a diversidade de genes entre 0,618 (Sao Miguel) e 0,833 (Formigas).
Estes parametros de diversidade revelam um padrdo regular entre as quatro amostras.
As Formigas, onde a captura em principio ndo ocorre, apresenta os valores mais
elevados de diversidade genética para ambos os marcadores mesmo numa amostra
pequena (n=4), enquanto que em S3ao Miguel, onde ocorre a maior exploracdo

aprensenta o valor mais baixo de diversidade de haplotipos.

Tabela 3. Medidas de diversidade genética para os loci estudados (COI-COIl e 18S-ITS1) de
Megabalanus azoricus em quarto localidades (ilhas) do arquipélago. Sao apresentadoso os devios padrdes
para a diversidade de haplotipos (H) e percentagens de diversidade de nucleotideos ()., bem como os
resultados dos testes de neutralidade por ilha e para a totalidade do arquipélado; a significancia do teste D

de Tajima foi determinada por 1000 permutagdes.
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Locus Localidade (H) (m) Tajima’s D-test*
COI-COIl  Sao Miguel 0.618 +/-0.164  0.002 +/- 0.001 -1.5209
Formigas 0.833 +/-0.222  0.002 +/- 0.002 1.3652
Sao Jorge 0.750 +/- 0.112  0.002 +/- 0.002 0.8168
Flores 0.722 +/-0.159  0.003 +/- 0.002 -1.1122
18S-1TS1 Sao Miguel 0346 +/- 0.172 0.011+/- 0.008 -
Formigas 0.667 +/- 0.204  0.019 +/- 0.016 -
Sao Jorge 0.467 +/-0.132  0.014 +/- 0.010 -
Flores 0.536 +/- 0.123  0.008 +/- 0.006 -

*Nenhum valor significativo para a=0,05

Os niveis mais baixo de diversidade de haplotipos para o nDNA comparativamente com
o mtDNA sdo esperados considerando a mais rapida taxa de mutacdo ¢ atribuida ao
DNA mitocondrial (Avise 1994), o facto de o fragmento 18S rRNA codificar um gene
mais conservado apropriado para analise filogenética (e. g. Pérez-Losada ef al. 2004). A
possibilidade de recombinagdo do nDNA ([] 140 bp) comparado com o mtDNA

contribui para este resultado.

Esta abordagem de analise molecular mostrou evidencia de uma nao diferenciagao
genética entre as populagdes estudadas o que pode estar relacionado com uma
colonizacdo recente e subsequente efeito de fundador (Avise 2000). De facto, a genética
de populacdes marinhas, particularmente de espécies com larvas pelagicas tem sido
frequentemente caracterizado por uma variabilidade genética baixa entre populagdes.
Estudos anteriores com Patella aspera e P. candei nos Agores também demonstraram a
ausencia de diferenciacdo genética entre populagcdes (EUMAR Final Report Section 6,

2005).

No entanto ¢ relevante a grande percentagem de alelos privados encontarda no
fragmento COI-COIl mtDNA. A distribui¢do destes alelos estd provavelmente
enviesada pelo pequeno numero de amostras analisadas, mas parece haver uma
consisténcia no padrdo geral de poucos haplotipos comuns e varios privados. A
presenca destes alelos privados em M. azoricus indica a existéncia de mecanismos que
permitem a esta espécie padrdes elevados de variabilidade apesar da exploracdo. Uma
hipotese ¢ considerar que a capacidade de dispersdao de M. azoricus ndo ¢ assim tao
grande permitindo as populacdes uma divergéncia lenta da homogeneidade inicial
devida ao efeito fundador (Avise, 2000). Também assumindo que os tamanhos das
populagdes ainda sdo grandes ¢ possivel considerar o efeito de uma selec¢do

antropogénica que favoreca a presenca de alelos privados nas populagdes de M.
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azoricus. A probabilidade mais elevada da captura sobre os alelos mais comuns podera

permitir uma maior representatividade dos raros.
Considerac0es finais

O perigo de sobreexploracdo de M. azoricus ¢ grande, embora o grande pico de
reproducdo seja no Inverno época na qual ¢ dificil apanhar estas cracas. De qualquer
modo a espécie ¢ capturada quando esta a iniciar o segundo pico de reprodugdo em
Junho, com a agravante de o processo de colonizagdo ocorrer geralmente dentro dos
limites dos agrupamentos, sdo condensados. O que representa que por cada adulto

capturado poderao estar fixados muitos juvenis.

Os resultados apresentados neste trabalho ainda nao nos permitem tecer consideragdes
sobre tamanho minimo de captura, devido as caracteristicas da amostra efectuada (ndo
foram amostrados individuos pequenos). No entanto, podemos advogar o
estabelecimento cautelar de épocas de em Janeiro e Julho (meses que correspondem aos
dois picos de reproducdo) e uma maior fiscalizagdo em Julho pois trata-se da época em
que existe maior captura dado que ¢ a altura do ano em que se regista maior consumo de
marisco, ¢ as condi¢des do mar favorecem a apanha uma vez que a mesma ¢ efectuada
em apneia e de martelo. Alternativamente pode sugerir-se que a época de defeso se
estabelecesse em Julho ja que em Janeiro o estado do mar condiciona fortemente a
apanha. Sugere-se também que seja feito um maior controlo por parte das autoridades
de modo a garantir a obrigatoriedade da passagem na lota de todas as cracas
comercializadas e que sejam estabelecidos maximos de captura de bicos por apanhador
por dia. Esta actividade devera ser licenciada com emissao de licencas pessoais para os

apanhadores, que deveriam possuir para além da referida a licenca de caca submarina.

Ap6s este estudo desenha-se a necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre esta
espécie, destacando-se a necessidade de completar o desenvolvimento larvar e estudar
taxas de assentamento. Verifica-se ainda a necessidade de alargar a amostragem a
recolha de individuos mais pequenos para determinacdo de tamanhos minimos de
captura, completar o estudo mensal da gametogénese e maturacdo e estudar o

crescimento da espécie, particularmente determinando as suas taxas de crescimento.

E importante referir que a diversidade haplotipica era mais baixa em Sao Miguel, e mais
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elevada nas Formigas, dois locais onde a pressao ¢ maior € menor respectivamente. Nao
foi encontrada uma diferenciagdo genética entre estas populagdes mas ¢ importante
considerar o reduzido numero de exemplares analisados particularmente os das
Formigas. No entanto estes resultados preliminares deverdo ser considerados como um
aviso de que a exploracdo pode estar a causar uma reducdo na variabilidade genética

deste recurso sobretudo nas ilhas em que esta pressao ¢ mais elevada.
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