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Resumo

Este trabalho tem como objectivo a avaliacdo da qualidade e quantidade
dos ovos e larvas de linguados Solea senegalenis (Kaup, 1858), apos terem os
progenitores sido alimentados com uma dieta diferenciada. Para isso, um total
de quarenta e quatro reprodutores desta espécie foram distribuidos em dois
tanques externos e divididos na proporgao de (1:1) machos e fémeas. Aos dois
grupos foram se administradas as mesmas quantidades diarias, com dietas
diferenciadas no teor dos acidos gordos essenciais (EPA) e em acido
docosahexaendico (DHA). Ao primeiro grupo de peixes foi fornecido a dieta
enriquecida (DE) que continha 0,81% de EPA e 1,05% de DHA a mais que a
dieta controlo (DC) fornecida ao segundo grupo de peixes.

Durante o ensaio decorrido nos meses de setembro a janeiro foi também
avaliada a importancia e influéncia de outros parametros de qualidade dos ovos
e larvas, tais como a periodicidade e peso total das posturas, tamanhos, pesos
secos, niveis de atividade proteica e os efeitos da temperatura sobre os ovos e
o desenvolvimento das larvas até a abertura da boca.

A producao total de ovos foi obtida em maior quantidade para os peixes
alimentados com a dieta enriquecida, tendo neste grupo sido observadas
quarenta e sete posturas, trinta e duas mais que as observadas nos peixes
pertencentes ao grupo controlo. Os ovos pertencentes ao tanque alimentado
com a dieta enriquecida apresentaram também melhores taxas de eclosao que
variando entre 40,1% e 100% para o tanque DE, 31,1% e 95,7% para o tanque

DC.



A temperatura durante o periodo de desova variou entre 16,7 e 21,7°C, e
nao tendo sido manipulada para que nao houvesse oscilagao dos valores.

As larvas do tanque DC, foram provenientes de ovos com diametros e
peso seco maiores que os do tanque DE, e em sequéncia tiveram maiores
comprimentos em 0,12 mm e maior peso seco, embora nao tenha tido as
melhores taxas de ecloséo ao longo do tempo.

Na avaliagcado dos niveis de atividade das catepsinas do tipo B e D nos
Oovos viaveis e inviaveis provenientes do tanque DE, constou se que houve
maior atividade da catepsina D nos ovos inviaveis e menor atividade nos ovos
viaveis em relacdo a catepsina B, sendo que nao houveram diferencas
significativas nos niveis de atividade da catepsina B entre os ovos viaveis e nos
inviaveis.

Tendo em conta as condicbes em que este trabalho foi realizado,
podemos concluir que a administracdo com uma dieta enriquecida em
DHA/EPA durante o periodo reprodutivo dos linguados, melhora a qualidade e
a quantidade de posturas, condicionando quer a disponibilidade de larvas quer

a sua qualidade numa fase de desenvolvimento inicial.



Abstract

This work aims to evaluate the quality and quantity of eggs and larvae of
Solea senegalenis, (Kaup, 1858), after their parents have been fed with a
different diet. To do this, a total of forty-four breeding of this species were
distributed in two external tanks and divided in the ratio of (1:1) male and
female. The two groups were given the same amounts up daily diets differed in
content of essential fatty acids (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA). The
First group of fish was administered with enriched diet (DE) with 0,81% of
essential fatty acids (EPA) and 1,05% of Docosanhexaenoic acid (DHA), more
than control diet (DC) supplied to the second group of fish.

During the essay elapsed in the months of September to January was
also assessed the importance and influence of other parameters of quality of
eggs and larvae, such as the periodicity and total weight of postures, sizes, dry
weights, levels of protein activity and effects of temperature on the eggs and the
development of the larvae until the opening of the mouth.

The total Production of eggs was in greater quantity for the fish fed by the
diet enriched and these also presented best rates of outbreak that varied
between 40,05% and 100% for the DE tank, 31,11% and 95,69% for the tank
DC.

The temperature during the spawning varied between 16,7 and 21,7°C,
and has not been manipulated so that there would not be fluctuation of the
values.

The Larvae of the tank DC were hatched from eggs with diameter higher
than those of DE, dry weight of, and in larger lengths and larger sequence had

dry weight. Having regard to the conditions under which this work was
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accomplished, we can conclude that the administration with diet enriched during
the reproductive period of sole, improves the quality and quantity of postures,
making either the availability of larvae want their quality at an early stage.

In assessing of activity levels of cathepsins B and D type in viable and
unviable eggs from the tank DE, consisted that there was increased activity of
cathepsin D in eggs unviable and viable eggs in lower activity against cathepsin
B, and not there were significant differences in activity levels of cathepsin B
between viable and non-viable eggs.

Considering the conditions under which this work was performed, we
conclude that administration with a diet enriched in DHA/EPA during the
reproductive period of the sole senegalensis, improves the quality and quantity
of postures, condition necessary of larvae for their quality an early stage of

development.

Key-words: Solea senegalensis; flatfish; fatty acids; DHA/EPA; intensive

produticions
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Lista de simbolos e abreviaturas

ARA — Arachidonic Acid (acido araquidénico)

°C — graus Celsius

DAE - Dia apés a eclosao

DHA — Docosahexaenoic Acid (acido docosahexaendico)

DC - Dieta Controlo (ragdo comum oferecida ao segundo grupo de
reprodutores de linguados durante o presente trabalho)

DE - Dieta Enriquecida em DHA/EPA (racéo oferecida ao primeiro grupo
de reprodutores de linguados durante o presente trabalho)

DGPA — Direcao Geral das Pescas e da Aquacultura

EFA — Essential Fatty Acids (acidos gordos essenciais)

EPA — Eicosapentaenoic Acid (acido eicosapentaendico)

FA — Fatty acid (Acido gordo)

FSH — Follicle-stimulating hormone (hormona estimulante do foliculo)

F1 — Cruzamento simples

GnRH — Gonadotropin-Releasing Hormone (hormonas gonadotropinas)

GtHm — Gonadatrofina maturacional plasmatica

HUFA — Highlyunsaturated Fatty Acids (acidos gordos polinsaturados)

kg — Quilograma

| — Litro

LINOLEICO — Acido linoleico (18:2n-6)

LINOLENICO — Acido linolénico (18:3n-3)

LH — Luteinizing hormone (hormona luteizante)

lux — Lumen
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MUFA — Monounsaturated Fatty Acids (acidos gordos monoinsaturados)
mg — Miligrama

Mg — Micrograma

ppt (°/0o) — Partes por milhar

PUFA — Polyunsaturated Fatty Acids (acidos gordos polinsaturados)
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l. Introducao

A procura de alimento sempre foi uma das maiores preocupagdes da
vida do Homem, desde a recolha de frutos, vegetais, caca e pesca. Por isso,
passou a cultivar terras e a domesticar animais tornando-se autossuficiente.

A aquacultura € uma atividade que engloba o cultivo de organismos
aquaticos (algas, moluscos, crustaceos e peixes), sendo necessaria a
intervengdo humana para o sucesso da mesma.

Os peixes vivem num meio que experimenta trocas constantes de luz,
temperatura, salinidade, pH, oxigénio, pressao barométrica, precipitagao,
presenca de alimentos, etc. A sobrevivéncia, reprodugao e crescimento dos
mesmos dependem da percepcdo destes estimulos e das condigcbes
adequadas a cada espécie.

Na regidao maritima do sul da Europa, nas ultimas duas décadas houve
uma maior concentracdo na produgdo em aquacultura de dourada (Sparus
aurata) e de robalo (Dicentrarchus labrax), surgindo uma necessidade cientifica
e tecndlogica para desenvolver cultivos de novas espécies com potencial para
a aquacultura. Um dos promissores candidatos foi o linguado da familia dos
soleidae, que € uma espécie bem adaptada a climas quentes e criada em
viveiros ao longo da costa sul de Portugal e Espanha (Dinis et al., 1999).

Na aquacultura, um dos aspectos mais estudados € a gestdo nutricional
dos lotes principalmente dos reprodutores que melhoram desse modo a
qualidade das larvas. A baixa qualidade do ovo é um factor de importante
restrincdo para expansado da produgao de peixes em aquacultura e eles sao
utilizados para se estudarem os niveis de mobilizacdo das proteinas vitelinas

(Carnevali et al., 2001).
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Os produtos sintetizados no ovo, incluindo as enzimas vitais como as
catepsinas e 0s mecanismos que controlam as suas expressoes,
desempenham um papel crucial na determinag¢ao da qualidade do ovo (Brooks
et al., 1997).

A realizacao deste trabalho permitiu comparar a qualidade e quantidade
dos ovos e das larvas produzidas pelos reprodutores de S. senegalensis
selvagens, alimentados por uma ragéo enriquecida em acidos gordos, de modo
a averiguar o efeito dessa dieta na sua prole, melhorar o conhecimento sobre a
influéncia nutricional, na sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas a

determinadas temperaturas.
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Il. Revisao Bibliografica

2.1 Evolugao da Aquacultura

A aquacultura é uma atividade milenar, com 4.000 a 5.000 anos de
histéria. A nivel mundial tem-se desenvolvido de forma gradual e, durante a
segunda Guerra Mundial beneficiou de avangos tecnoldgicos e.g. eco-sonar
para deteccao dos cardumes, aperfeicoamento dos métodos de captura, etc.,
tornando-se desde entdo a atividade na area da producgao alimentar que mais
se desenvolveu, sendo responsavel por cerca 50% do peixe consumido no
mundo (Furuya, 2001).

Segundo os dados da Food and Agriculture Organization (FAO), em 2005
houve uma producdo mundial de pescados aquicolas na ordem de 158 milhdes
de toneladas, cerca de 124 milhdes de toneladas foram destinadas ao
consumo humano, sendo 90% deste valor destinado ao mercado Chinés
(Oczan, 2010).

Entre as espécies mais cultivadas, os peixes que apresentam maior
percentagem de produgdo s&o os peixes de agua doce com 60,7%; 0s peixes
diadromos representam 7%, os salmonideos 2,47% e os moluscos 23,6%
(FAO, 1996).

A pesca em pequena escala pode garantir a alimentacdo dos povos,
reduzindo o indice de pobreza e melhoria do desenvolvimento econémico de
paises em vias de desenvolvimento. Além disso, a aquacultura serve, também
para a produgao de peixes para fins ludicos e ornamentais.

Segundo Branco (2003) e Nomura (2010), ha duas décadas que a
aquacultura se tem transformado essencialmente numa pratica mais focada em
providenciar proteinas, omega-3 e omega-6 na alimentagdo humana, uma vez
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que estas sdo as melhores qualidades dietéticas que os mariscos possuem. O
seu ritmo continuo desempenha um papel socioecondmico fundamental,
aproveitando-se dos recursos naturais.

A pesca e a aquacultura sado atividades competitivas, mas podem
complementar-se ao serem administradas em simultaneo, sendo a aquacultura
o0 suporte das pescas pelo repovoamento das marés, na restauracdo da
riqueza pesqueira de uma determinada regido, ou ao aliviar a pressao exercida
sobre algumas espécies através da sua oferta como alternativa ao consumidor

(Pillay & Kutty, 2005).

2.1.1 Aquacultura em Portugal

Portugal possui caracteristicas edafoclimaticas por causa da sua
situacdo geografica, que permitem a influéncia do mar Mediterraneo e do
oceano Atlantico (Diniz et al., 1998). Isso faz com que o Pais desfrute de um
potencial unico na atividade aquicola e no desenvolvimento de algumas
espécies com grande interesse comercial. E também um dos paises europeus
que esta referenciado como detentor de um elevado potencial para esta
atividade.

O pais apresenta um consumo de peixe per capita bastante elevado, que
segundo dados da DGPA (Direcao Geral das Pescas e da Aquacultura) em
2005 foi cerca 59,3 kg, colocando-o em 3° lugar a nivel mundial depois do
Japao e da Islandia (lldefonso, 2011).

Com queda da atividade pesqueira, a aquacultura pode constituir uma
importante alternativa as formas tradicionais de abastecimento de pescado.
Devido a restringdes burocraticas e legais esta atividade esta longue de atingir

o grau de desenvolvimento desejado para o Pais.
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A espécie Solea senegalensis e a Scophthalmus maximus (Pregado),
sdo também dois fortes candidatos a aqualcultura em Portugal e tem-se
verificado o incremento da sua produgdo. Apesar do preco de mercado da
espécie S.senegalensis ser elevado, € uma espécie que muito se adapta as

condigdes existentes.

2.2 Biologia do Solea Senegalensis Kaup, 1858

2.2.1 Taxonomia e distribuigcao geografica

A S.senegalensis Kaup, 1858 € uma espécie nova para a aquacultura,
vulgarmente conhecida em Portugal, Espanha e nos paises Luséfonos por
linguado.

Esta espécie esta bem adaptada as aguas subtropicais e temperadas, a
ambientes de salinidade elevada (30 e 35 ppm) com forte evaporacgéo. Ela
encontra-se constantemente, nas aguas do oceano Atlantico (nos estuarios do
Tejo, do Sado e da costa algarvia), proximo a costa das regides do Senegal até
La Rochelle (Franca); no mar mediterraneo, nas costas do norte de Africa,
Espanha, Italia e Grécia (Figura 1), em profundidades de 80 a 100 m (Branco,
2003 e Oczan, 2010).

As larvas desta espécie ao eclodirem sao planctonicas com um
comprimento de 2,4 + 0,1mm, com uma fisionomia comum a das outras
espécies e uma vida pelagica durante 15 a 20 dias. Ao terminarem a
metamorfose tornam-se bentonicas com uma condigdo dextrégira ou levogira
(migracdo do olho esquerdo para o lado direito da cabega) e auséncia de
simetria bilateral (Pleuronectiforme), comum a todos os peixes com forma plana

(Teixeira, 1998 e Branco, 2003).
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Dentro desta ordem, esta incluida a familia soleidae, cujos peixes sao
bentdnicos, que em ambiente selvagem utilizam o estuario dos rios como
bergario para os individuos juvenis (Antunes, 2011). Apresentam um corpo oval
e achatado, cabecga redonda e pouco saliente, focinho arredondado e uma
boca pequena em forma arqueada semi-circular que alcanca a borda inferior do
olho direito, sem dentes e com a mandibula superior mais desenvolvida que a

parte inferior (Sarasquete, 2005).

Figura 1: Distribuicdo geogréfica de Solea senegalensis em cor de rosa (Porta, 2006).

Sao pouco ativos e demersais (costumam permanecer em fundos
arenosos ou lodosos). Além disso, tém como base alimentar pequenos
invertebrados, embora consigam resistir a longos periodos de fome (Dinis et
al., 1999). A cor do manto superior é acastanhada, e tem a particularidade de
poder modificar-se devido aos mecanismos de mimetismo que possuem.

A espécie Solea senegalensis (Figura 2) é uma espécie de peixes
teledsteos que possui as seguintes carateristicas taxonomicas apresentadas na

tabela 1.
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Tabela 1- Posicao sistematica de Solea senegalensis

Filo: Vertebrata
Superclasse: Osteictios (Osteichthyes)
Classe: Actinopterigidos (Actinopterygii)
Ordem: Pleuronectiformes (Pleuronectiformes)
Familia: Soleidos (Soleidae)
Género: Solea

Espécie: Solea senegalensis (Kaup, 1858)

Segundo Oczan (2010), a espécie S. senegalensis, anteriormente
denominada como Solea melanochira, era confundida com a espécie Solea
vulgaris no Atlantico e com a S. vulgaris e S. aegyptica no mediterraneo, tendo
adquirido o atual nome nos trabalhos de Chabanaud (1927), registados no
Atlantico e posteriormente na costa norte da Tunisia (Goucha & Ktari, 1981), no
lago Ichkeul (Chaouachi & Hassine, 1998), no Golfo de Lyon (Quignard et al.,

1986) e no Mediterraneo (Rodriguez & Rodriguez, 1980).

22



Figura 2: Exemplares adultos de Solea senegalensis durante a época de posturas na

primavera, com aproximadamente 45 cm de comprimento e 1,8kg de peso corporal.

2.3 Linguado em Aquacultura

O linguado é um peixe de grande valor comercial, que se tornou uma
espécie prioritaria para a diversificacdo da aquacultura nos paises banhados
pela costa mediterranea (Dinis et al., 1999). Embora seja uma nova espécie
para as aguas mediterraneas, é de grande potencial reprodutivo e de rapido
crescimento, sendo importante a sua utilizacdo como espécie aquicola.

Como em qualquer outra industria de producdao animal, o controlo
zootécnico, tem sido a chave para o seu sucesso. Os linguados, normalmente
tém desovas eficazes mas, em cativeiro, torna-se fundamental a racionalizacdo
alimentar, pois esta tem influéncia na reproducado, na quantidade e qualidade
das posturas, no tamanho dos ovos e das larvas até a abertura da boca.

Um dos problemas observados na linhagem F1 produzida em cativeiro &
a disfungao reprodutiva e o método atual para superar essa dificuldade é a

obtencdo de gametas por descascamento e usa-las para a fertilizagao artificial
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(Rasines et al., 2012). Esta disfuncdo tem causa ainda desconhecida mas,
pensa-se ser devido a varios factores ambientais, tais como: o maneio incorreto
das larvas na fase inicial, a alimentacdo defeituosa que leva ao stress, perda
de peso de alguns e conferindo-lhe assim uma baixa qualidade dos

espermatozoides e dos ovacitos.

2.3.1 Reproducao do Linguado

Os linguados sao peixes gonocoricos, tém uma maturagcdo sexual que
ocorre naturalmente quando atingem 3 a 4 anos de vida. Nessa fase costumam
apresentar tamanhos entre 25-32 cm de comprimento (Sarasquete, 2006;
Idelfonso, 2011). As fémeas apresentam um par de ovarios que estao situados
na regido do ventre, na cavidade abdominal. Os machos tém os testiculos de
forma triangular que se localizam no dorso do abdémen por baixo da bexiga-
natatéria. O tamanho dos testiculos e dos ovarios varia consoante a idade do
peixe e a fase do ciclo reprodutivo e, logo apds iniciarem a fase de maturidade
sexual a taxa de crescimento dos peixes reduz para ambos os sexos (Dinis et
al., 1999).

O comportamento reprodutivo € influenciado por estimulos internos
(genéticos, biolégicos e alimentagcdo) e por estimulos externos (natureza,
mecanismos de influéncias fisicas, bidticas e sociais) que afetam a evolugao
normal do processo reprodutivo e pertubam o sistema enddcrino em niveis
diferentes no eixo pineal-cérebro-hipofise-gonoda (Figura 3), que regula as
respostas comportamentais necessarias para que ocorra a reproducao
(Cuento, 2009).

O orgao pineal e o cérebro desempenham um papel importante na

atividade do eixo reprodutivo, ja que possuem fungdes receptoras, integradoras
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e efectoras. Segundo Gozalbo (2008) estes estimulos actuam sobre o
hipotalamo desencadeando a sintese de neurotransmissores. O neuropeptideo
liberta as hormonas gonadotropinas (GnRH) que chegam a hipdfise através da
glandula pituitaria pela enervagdo direta das neuronas hipotalamicas. As
células formadoras de gonadotropinas, que é a hormona estimulante do foliculo
(FSH) e a hormona luteizante (LH), sdo secretadas para a corrente sanguinea
estimulando as goénodas através de recetores especificos, a produzirem
esterddes sexuais e fatores de crescimento. Pouco se sabe como é que as

informagdes ambientais atuam no eixo do hipotalamo-hipdfise-gonodas.

<= Factores Ambientais

(Foto periodo, temperatura,
factores sociais e quimicos)

1

= Pineal Sistemas sensoriais Retina

2 i RH
Cérebro Cérebro GnRH
Dopamina

Neuropepitideo

Hipdfise u Neuro-hormonas : Galanina
] Noradrenalina
Gonodas Serotonina
GABA
Gonadotrofinas
FSH/LH
Esteroidogénese Gametogénese
- Andrégenos
{- Progesterona Vltelogenese
- Estrégenos

Figura 3: Esquema representativo do eixo do hipotalamo-hipéfise-génodas, que governa o
processo reprodutivo nos peixes.
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A melatonina é o principal mediador dos sinais fotoperidédicos na
maturagcao gonodal nos peixes, no caso dos peixes teledsteos os niveis de
melatonina variam de acordo com o ciclo dia/noite, sendo altos durante a noite
e baixos durante o dia (Oliveira et al., 2009).

O fotoperiodo e a temperatura sdo responsaveis por regularem as
atividades fisiologicas, através da glandula pineal que é a responsavel por
traduzir estimulos ambientais em impulsos hormonais e/ou neurais ao sistema
nervoso central e periférico, controlando desta forma muitos processos
fisiolégicos nos peixes sazonais (Iseki et al., 2008). Nos peixes teledsteos a
ovulacdo e a desova ocorre durante a noite, isso porque os picos da
gonadatrofina maturacional plasmatica (GtHm) neste periodo influenciam a
secrecéao e a liberacdo da testosterona, da 17a hidroxiprogesterona (17a OH-P)
e da 170a,20B-dihidroxiprogesterona (17a 20 diOH-P), sendo esta a hormona
mais importante na maturagao final dos ovdcitos (Muniz et al., 2008), atuando
sobre o ovdcito através de um recetor de membrana, o qual ativa o factor
promotor de maturacdo no citoplasma do ovdcito, responsavel pela meiose
(Gozalbo, 2008).

Alguns niveis de temperatura da agua inibem a postura dos ovos durante
o periodo reprodutivo. A temperatura favoravel situa-se entre 16,5 + 0,5°C a 22
+ 1°C (Dinis et al., 1999; Branco, 2003 e ldelfonso, 2011). Este intervalo de
temperatura esta ligado a sobrevivéncia da prole na fase pelagica. Assim
sendo, a temperatura € um factor critico e indicador externo do inicio e do
términus das posturas.

Uma desova natural de linguado ocorre imediatamente depois do
anoitecer (Oliveira et al., 2009), durante a primavera e inicio do verao (Margo

até Julho) com um maximo de emissdo de ovos em Maio, € no inicio do
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Outono, quando as temperaturas sao similares (Dinis et al., 1999; Beirao et al.,
2011), isso porque nessa época ha uma maior disponibilidade de alimentos,
favorecendo a sobrevivéncia das larvas em ambiente selvagem.

Nos machos a produgao espermatica ocorre normalmente ao longo do
ano, sem estimulacdo hormonal ou alteragdes dos factores bidticos (Anguis &
Canavate, 2005; Cabrita et al., 2006). No entanto, pode sofrer alguns
problemas tais como, a producdo reduzida do esperma e do aspecto viscoso,
indutor de consequéncias negativas para a fertilizagdo natural bem como para
a artificial. Esta baixa qualidade da producédo espermatica ocorre normalmente
pelo facto do reprodutor se encontrar em cativeiro, pela modificacdo de
estacdo, aumento da temperatura, idade do reprodutor, indisponibilidade de
alimentos e de factores abidticos (Mananos et al., 2009; Santos, 2011),
enquanto para o desenvolvimento dos ovos nas fémeas, ainda que em
estagdes propicias, € necessario a presengca dos machos para que estas

figuem estimuladas.

2.3.2 Ovos e larvas de Linguado

Para garantir o repovoamento dos tanques de cultivo, a chave principal é
o controlo reprodutivo que depende essencialmente de um bom planeamento e
cuidados com os reprodutores. A relagcdo macho e femea em cativeiro deve ser
de 1:1 ou 2:1, a fim de favorecer a fecundagdo e minimizar o numero de
posturas nao fecundadas, o que vem limitando no cultivo desta espécie.

A incubacédo dos ovos de peixe em cativeiro tem sido um sucesso na
aquacultura, facilitando o aumento no numero de lotes com carateristicas
parentais desejadas, sendo assim possivel avalia-los, quer a nivel quantitativo

quer qualitativo.
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A ovogeénese é o processo pelo qual as células primordiais e germinais
formam um ovo pronto a ser fertilizado. Um ovo nao fertilizado ou gameta
feminino € um ovécito bloqueado em metafase Il (Bobe & Labbé, 2010), e estes
sao incapazes de desenvolver embrides, limitando assim a reproducgao
controlada de uma espécie (Carnevali et al., 2001).

Quando o ovdcito chega ao seu maximo estado de desenvolvimento, no
final da vitelogénese, fica preparado para a maturagdo. Apos a postura dos
ovos e até ao inicio da alimentagdo exdgena das larvas, o saco vitelino é a
unica fonte de nutrientes disponivel para o desenvolvimento embrionario. Isto
deve-se ao facto de as membranas estruturais dos ovos e embrides
apresentarem uma elevada hipermeabilidade (Conceigao et al., 2009).

O ovo é composto pelo vitelo, constituida por uma mistura de matéria
organica que € utilizada para a nutricdo durante a fase de desenvolvimento
embrionario. A composi¢ao bioquimica € especifica para cada espécie e dentro
dela variam de acordo com a sazonalidade, a localizagdo geografica e tipo de
dieta que o peixe tem quando adulto. A composi¢cao dos ovos quer lipidica,
quer proteica (aminoacidos essenciais) € afectada diretamente pela alteragéo
da composicao da dieta do reprodutor, servindo como indicador de qualidade
da dieta.

A estratégia fisiolégica € de maximizar a qualidade da composig¢ao
bioquimica do ovo para garantir a maior sobrevivéncia das larvas (Riveiro et al.,
2003). A maioria dos ovos pelagicos contém gotas de 6leo em numero e
dimensbes variadas (0,1 a 1,0 mm). O tamanho dos ovos também é
considerado um indicador de qualidade, porque muitas vezes o tamanho do
ovo esta relacionado com a viabilidade das larvas em incubagéo (Geffen &

Nash, 2012).
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O principal componente do vitelo € a fosfoglicoproteina vitelogénica
(VTG), que em alguns peixes é sintetizada no figado sob controlo hormonal,
transportada pelo sangue e incorporada no ovocito em crescimento, cujo
metabolismo € mediado pelo recetor endocitose e posteriormente transformado
em proteinas vitelinas: lipovitelina e fosvitina (Carnevali et al., 2008 e Gozalbo,
2008). Depois disto ocorre o processo de translocagédo citoplasmatica da
fosfoglicoproteina vitelogenica, que € acompanhada por um processo proteolitico
especifico, processado nas proteinas da gema (Figura 4). Estas proteinas séo
derivadas da clivagem enzimatica do soro proteico materno durante a fase da
vitelogenese.

Durante o desenvovimento embrionario, os materiais acumulados no
ovécito incluindo fontes de energia sdo rapidamente degradados para produzir
e.g. aminoacidos livres, FAs, fésforo e calcio, posteriormente utilizados pelo

embrido (Carnevali et al., 2001).
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Ovécito Figado

E2

Figura 4: Esquema resumo do processo geral da vitelogénese.

Nos sistemas intensivos existem algumas desvantagens na utilizagéo
dos ovos das posturas, especialmente quando se trata da contribuicdo de
gametas, de um grande numero de peixes em cativeiro, tornando dificil a
identificacdo para efeitos parentais. Outro problema encontrado no estudo da
dindmica da populagdo dos peixes € da sobrevivéncia dos primeiros estagios
de desenvolvimento (ovo/larva) bem como os factores que a condicionam
(Meneses, 2003).

Assim, a fecundidade esta relacionada com o tamanho dos reprodutores
e com as condi¢des ambientais, enquanto as posturas estdo relacionadas com
o tipo de desenvolvimento ovocitario e com a frequéncia da libertacdo de
ovocitos maduros no periodo da reprodugao.

Os ovos podem ser libertados, depositados no substrato, colocados em
ninhos ou guardados pelos progenitores. No caso dos linguados, pela

carateristica da espécie, os ovos contém numerosos aglomerados de globulos
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lipidicos (Figura 5), que ajudam no ajuste da sua densidade em direcdo as

correntes de agua.

Figura 5: Foto ilustrativa de ovos viaveis de Solea senegalensis

A temperatura e a salinidade afectam a flutuabilidade dos ovos e
posteriormente das larvas. Os ovos pelagicos como os do linguado tém como
carateristica principal a flutuabilidade, devido ao processo de hidratagcao
durante a reprodugao que é responsavel por esta carateristica. Além disso,
existe a protedlise D do vitelo que também leva a flutuabilidade mas que afecta
a fertilidade e a sobrevivéncia dos ovos gerados (Carnevali et al., 1999).

A flutuacéo é importante na desova dos peixes, porque permite que este
tipo de ovos evite condi¢gdes de baixo nivel de oxigénio das camadas profundas
(Guisande et al., 1998), nos ovos dos linguados a flutuabilidade pode ser
comprometida pela salinidade da agua, que ao atingir percentagens inferiores a

30 ppt desencadeia a deposigao dos ovos.
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As formas e padrbes do ciclo de vida dos peixes sao as mais variadas
entre os vertebrados. Existem estratégias de reproducdo, que possibilitam o
sucesso em ambientes distintos. Estas sdo conhecidas pelo elevado grau de
fecundidade, libertando entre centenas a milhdes de ovdcitos anualmente

(Araujo, 2009).

2.3.2.1. Acao das catepsinas nos ovos

A baixa qualidade do ovo € um factor de importante restringdo para
expansado da producdo de peixes em aquacultura. Esta é definida como a
capacidade de um ovo produzir um embrido viavel e descendentes, e
determinada pelas propriedades intrinsecas do desenvolvimento do ovécito em
si e do ambiente no qual o ovo esta a ser incubado.

Os embrides sao bons indicadores para se estudarem os niveis de
mobilizagdo das proteinas vitelinas durante a embriogénese dos peixes, pois €
nessa fase que o embrido em formagao requer aminoacidos livres provenientes
das proteinas das reservas vitelinas para o seu rapido desenvolvimento
(Carnevali et al., 2001).

Segundo os mesmos autores, durante o desenvolvimento embrionario ha
um acumular de materiais nos ovocitos (fontes de energia) que sao
rapidamente degradados para produzir aminoacidos livres, acidos gordos,
fosforo, calcio, etc, que sao posteriormente utilizados pelo embrido.

Durante o desenvolvimento embrionario existem enzimas responsaveis
pela degradacdo das proteinas do vitelo, denominadas catepsinas. Elas sob
determinadas condigbes fisioldgicas, s&o localizados nos lissosomas, em
resposta a certos sinais que sao libertados a partir dos lissosomas para o

citoplasma, onde eles desencadeam a morte celular por apoptose através de
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varias vias, incluindo a activacao ou a libertacdo de factores pro-apoptéticos a
partir da mitocéndria (Chwieralski et al.,2006).

Nos ovos esta degradagao € bem controlada por inibidores especificos
das proteases que estdo associadas as proteinas do vitelo (Carnevali et al.,
2001).

A qualidade dos ovos dos peixes pode variar muito, podendo estes
serem dependentes dos genes paternos. Os produtos sintetizados no ovo,
incluindo as enzimas vitais como as catepsinas e 0s mecanismos que
controlam as suas expressoes, sao susceptiveis de desempenhar um papel
crucial na determinagao da qualidade do ovo (Brooks et al.,1997).

Segundo Carnevali et al. (2006) no final da fase de reprodugdo, as
enzimas lissosomais encontram-se também envolvidas com a reabsorcdo dos
ovdcitos e sdo reguladas por diversos factores incluindo horménas sexuais, tal
como o estradiol. A degeneracéo dos foliculos que ndo atingiram a maturagéo
(atrésia folicular) ocorre sob controlo das catepsinas e afetam o poténcial da
fecundidade.

As atividades das catepsinas B e D atuam de forma diferente nos ovos
entre espécies diferentes ou até na mesma espécie de peixe. As fungdes e
caracteristicas das catepsinas (B e D) em estudo nos ovos viaveis e inviaveis
sdo:

a) Catepsina B

A catepsina B € uma cisteino-protease lisossomal, que possui tanto
atividade endopeptidatica como a atividade carboxidipeptidil-peptidasica, o que
a distigue das demais enzimas da familia da papaina Nagler et al., (1997). Ela

€ encontrada em diferentes tecidos eg. tecidos tumorais em investigacdes
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clinicas. E isto faz desta catepsina um indicador confiavel no diagndstico e
prognostico de cancro (Kos & Lah, 1998).

Segundo Fu et al., (1998) as fungbes normais da catepsina B estéo
relacionadas com processos celulares como o de degradar proteinas da matriz
extra-celular, no processo de reciclagem de proteinas e durante o metabolismo
do vitelo em ovécitos de peixes (Tingaud-Siqueira et al., 2010), além disso
especula-se que ela pode estar envolvida na ativacéo inicial das catepsinas D
e L, e no controle da morte celular programada a apoptose (Carnevali et al.,
2001).

Segundo os mesmos autores, em ovos de peixes marinhos, a atividade
da catepsina B é visivel em ovos inviaveis e durante todos os estados de
desenvolvimento embrionario dos ovos viaveis, com picos elevados em relacéo
as catepsinas (A, D e L) em 100% de atividade na fase de morula, tendo
valores mais baixos e semelhantes no estado de blastula, gastrula e

segmentacgédo, voltando a aumentar a eclosdo em ovos de robalos.

b) Catepsina D

A catepsina D que também é conhecida como protéase aspartica, € uma
enzima proteolitica da familia da pepsina, com maxima atividade nos ovos
durante a incubacdo, embora possuam niveis de atividade enzimatica
significativamente altos em ovos inviaveis (Carnevali et al., 1999). A catepsina
D é considerada um marcador de ma qualidade de ovos (Carnevali et al.,
2001).

Esta catepsina € também encontrada em muitos tipos de células
diferentes, estando envolvida no processo de apoptose como ativador

plasminogénico, que € muito importante no desenvolvimento embrionario, eg. a
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regressao da cauda nos anfibios; esse processo pode ser um dos responsaveis
pelo alto nivel de atividade destas catepsinas nos ovos inviaveis, e
desempenha um papel importante na producao de ovos viaveis.

O nivel de atividade da catepsina D durante a ovogénese depende do
estado de maturagido dos ovdcitos, e isso pode estar relacionado com as
necessidades de energia por parte dos embrides, que durante a primeira fase
do desenvolvimento embrionario quando as divisbes sido rapidas e sem
aumento do volume, a mobilizagdo do vitelo e os de catepsina D sao baixos
(Carnevali et al., 1999).

O pico maximo de atividade enzimatica é observada durante a fase de
gastrula e na fase de blastula lenta em ovos de dourada, quando a diviséo
celular é lenta. Segundo Carnevali et al. (2001), a inibicao da catepsina D
resulta no bloqueio da protedlise do vitelo e desenvolvimento anormal ou
mesmo mortalidade dos embrides.

Segundo Brooks et al. (1997), a catepsina D nos ovos de peixes é
responsavel por mediar o processamento das proteinas do vitelo no ovadcito, e

¢ vital para a produc¢ao de um ovo viavel.

2.3.2.2 Desenvolvimento inicial das larvas

A larvicultura € uma parte do processo da aquacultura, com dificuldades
de atingir sucesso, devido ao indice elevado de mortalidade durante esta fase.

Normalmente, numa desova natural eclodem entre 20% a 70% dos ovos
no sistema de cultivo intensivo (Bock & Padovani, 2000). Apds a eclosao, a
mortalidade esta frequentemente relacionada com a alimentagéo, que quando
nao atinge as exigéncias nutricionais dos reprodutores, promove um maior

depdosito de reservas vitelinas aos ovos.
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Além disso, importa salientar também as condi¢des abidticas
desfavoraveis, a densidade da populagdo adulta, em que quanto maior a
quantidade dos reprodutores, maiores sao as probabilidades de abortos dos
ovos, 0 parasitismo e a existéncia de predadores (Borges et al., 2001).

Os ovos dos peixes marinhos sao ricos em Hufas na série n-3 e os seus
reprodutores tém uma exigéncia nutricional em acidos gordos essenciais
(Ferreira, 2009), que sao importantes para o desenvolvimento embrionario nas
primeiras fases larvares. A deficiéncia destes acidos gordos pode levar a
patologias, como o stress, deficiéncias no crescimento, problemas de
pigmentacdo, da migracdo do olho durante a metamorfose em linguados
juvenis e aumento da mortalidade.

No momento final de absor¢ao das reservas vitelinas (abertura da boca),
a fase de alimentagao exdgena é muito critica e esta associada a um alto nivel
de mortalidade, o que pode ter uma relagdo com a escassez de alimento
adequado, com a predacdo, a densidade e a existéncia de condi¢des abidticas

desfavoraveis.

2.3.3 Nutrigao dos Linguados

O papel da nutricdo na reproducao de peixes tem sua importancia
principalmente para o desenvolvimento reprodutivo. Mesmo reconhecendo a
importancia da adequada alimentagao para a reprodugcdo e para a qualidade
das posturas em peixes teledsteos, os requisitos nutricionais continuam a ser
uma das areas menos evoluidas no campo da nutricdo de peixes (Fernandez-
Palacios & lzquierdo, 2009). Mas, isto € devido a necessidade de grandes

instalagdes, quer em ambientes fechados ou abertos, para manter os grupos.
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Na aquacultura os custos totais relacionados com a alimentagdo na
producdo sédo cerca de 50% a 80% no seu total (Turchini et al., 2011). O
assunto ligado a nutricdo, principalmente nos reprodutores, ndo é bem
compreendido nas pesquisas de peixes 6sseos. Para se oferecer uma dieta
tem que se ter conhecimento adequado das varias informagdes sobre a
espéecie a ser criada, a fase de crescimento, assim como o valor nutritivo dos
ingredientes que irdo compor a dieta.

Os alimentos sédo substancias que, depois de ingeridas pelo animal,
podem ser digeridas, absorvidas e assimiladas, fornecendo energia ao
organismo para o crescimento, a reproducdo e para manutengcdo do
metabolismo basal (Gomes, 1998). Os peixes sdo os vertebrados que
convertem melhor o alimento exdégeno em proteina corporal com menor gasto
de energia.

E obvio que os requerimentos nutricionais dos reprodutores sdo maiores
e diferentes que a dos juvenis e dos adultos que ndo se encontrdo em fase
reprodutiva, chegando a comprometer notoriamente a reprodugdo, na
qualidade dos gametas, ao desenvolvimento dos gonadas, a composi¢gao dos
espermatozoides, do plasma seminal (antioxidante presente no sémen) e na
fecundidade (De Coen et al., 1995; Jasso et al., 2003 e Santos, 2011).

Tendo os peixes o alimento disponibilizado, existem alguns factores que
impedem com que estes aproveitem perfeitamente. O uso das ragdes na
aquacultura surgiu com o objetivo de ajudar a balancear os nutrientes
adequados para os peixes e que nao podem ser sintetizados por eles. Quando
oferecidos e nédo eficientemente ingeridos e absorvidos, resulta no desperdicio
de alto aporte de nutrientes na agua, o que em ambientes fechados contribui

para uma deposicido de residuos no fundo do tanque, diminuindo a qualidade
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da agua em cativeiro, aumentando o desenvolvimento de microorganismos e a
possibilidade do aparecimento de doencgas (Sussel, 2008). E ndo somente, as
racoes tém também a vantagem de n&o possuirem riscos de transmissao de
patologias via alimentos humidos.

Sao varios os tipos de nutrientes capazes de influenciar na reproducéo,
como os lipidos, proteinas, carboidratos, vitamina A e E, acido ascorbico,
carotenoides e os nucleétidos. Neste ambito, o uso de gordura na ragdo quer
de origem animal ou vegetal, constitui um importante factor para a alimentagéo
dos peixes, como forma concentrada de energia influenciando, positivamente

nas outras exigéncias nutricionais e para compactar as ragées (Gomes, 1998).

2.3.3.1 Funcao dos lipidos na alimentacao

Os lipidos constituiem um grupo heterogénio, caracterizam-se por
apresentarem uma estrutura molecular (acidos gordos com pelo menos 8
atomos de carbono) que podem ser divididos em grupos, em funcdo da
presenca do glicerol: acidos gordos em estado livre, lipidos com glicerol
(triglicéridos e fosfolipidos) e lipidos sem glicerol, onde se englobam os
esteréides que sao também componentes fundamentais para o correto
funcionamento e desenvolvimento dos organismos. Servem como veiculo
biolégico na absor¢cao de vitaminas lipossoluveis (A, E e K) e esterbides
(Mendes, 2008). Segundo Gomes (1998); Bell & Koppe (2011), os lipidos para
além de energéticos (9,5 Kcal.g-1) tém outras fungdes estruturais, de serem co-
enzimaticas, hormonais e nutricionais importantes. S&o precursores da sintese
de prostaglandinas, componentes e precursores das hormonas paracrinas e

eicosandides.
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Uma dieta, conténdo lipidos principalmente os acidos gordos essenciais
(EFA), influenciam na qualidade das posturas especialmente em espécies que
apresentam posturas continuas e periodos vitelogénicos curtos. Os acidos
gordos polinsaturados (PUFA - polyunsaturated fattyacids) sdo agrupados em
duas familias: a série linoleica (n-6) e a série linolénica (n-3), que nao podem
ser sintetizados pelos animais porque as suas enzimas sio incapazes de
inserir novas ligagdes duplas entre a ja existente e o grupo carboxilo. Estas
duas séries sao consideradas acidos gordos essenciais, havendo assim a
necessidade de os adicionar a dieta.

Os acidos gordos essenciais sao os precursores dos restantes acidos
gordos da mesma série do acido araquidénico (ARA, 20:4n-6), do &acido
eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e do acido docosahexaendico (DHA, 22:6n-
3) (Villalta et al., 2005; Souza et al., 2007). Estes acidos s&o importantes no
crescimento e desenvolvimento normal dos linguados, para melhorar a fluidez
do esperma, dar resisténcia aos efeitos osméticos do ejaculado que sdo os
principais factores de sucesso na reproducdo e sobrevivéncia da prole
(Izquierdo et al., 2011).

As exigéncias lipidicas apresentam grandes variagdes entre as espécies
cultivadas. Nos linguados, durante o processo reprodutivo, a adigdo de PUFAs
a dieta leva a um aumento na sensibilidade da membrana e a peroxidacao
lipidica nos espermatozéides que, posteriormente, participam nas reservas
vitelinas, garantindo a sobrevivéncia e crescimento das larvas apds a ecloséo e
antes da abertura da boca (Ferreira, 2009).

Nao €& somente o conteudo individual de cada acido gordo que importa
mas, também, as propor¢des entre eles, a qualidade e a quantidade dos DHA e

acidos gordos essenciais tornam-se decisivos para o0 sucesso do
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desenvolvimento dos ovos e das larvas e sao primordiais na pigmentacéo e
migracao do olho. O excesso ou deficiéncia na sua assimilicdo pode provocar
varias disfungbes, malformacdes e patologias de varias ordens em peixes
planos (Mendes, 2008). O acido docosahexaendico € especialmente importante
no tecido neural das larvas, retina, nervo optico e estruturas relacionadas com
os orgaos de sentido, demostrando ser mais determinante que os acidos
gordos essenciais na maioria das espécies marinhas.

A necessidade por acidos gordos essenciais muda ao longo da vida dos
peixes. Quando os peixes se encontram na fase juvenil podem ser capazes de
sobreviver meses com uma dieta pobre em acidos gordos essenciais. As larvas
morrem em poucos dias e nos reprodutores ha uma necessidade durante a
fase da gametogénese e durante as posturas, pois afetam a qualidade dos
ovos (lzquierdo, 2002).

Durante o desenvolvimento das larvas da S. senegalensis existe uma
diminuicdo de acidos gordos, que apoiam a ideia de que larvas de peixe tém
um metabolismo rapido e altas exigéncias nutricionais, utilizando lipidos (acidos
gordos essénciais) como fonte de energia metabdlica (Conceigao et al., 2007).
Para além disso, os ovos dos linguados apresentam os melhores valores na
razao DHA/EPA de 4,3 comparado com 2 a 3 que, normalmente apresentam as
outras espécies.

A relagdo de (DHA/EPA) na dieta € determinante para distintas fungbes
fisioloégicas principalmente a reprodugédo (Fernandez-Palacios & lzquierdo,
2009). Alguns autores como Ferreira (2009) falam sobre a importancia da
relacdo (DHA/EPA) para a nutricdo larval apos a abertura da boca, melhorando
assim o seu desenvolvimento larvario e sugerem que ambas as relagdes

estejam incluidas nas dietas de reprodutores para melhorar a qualidade das
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posturas, sendo estes dois acidos importantes no controlo da ovulagdo, na

embriogénese, eclosdo e desenvolvimento larvario inicial.

2.3.3.2 Regime alimentar de reprodutores da Solea segalensis

Sao poucos os estudos sobre os efeitos nutricionais das larvas da S.
senegalensis, a base alimentar das post-larvas e juvenis (até 7 cm de
comprimento total) € de pequenos crustaceos, entre os quais predominam os
copeépodes harpacticoides, mas também consomem poliquetas em quantidades
apreciaveis (Branco, 2003). Para reprodutores S. senegalensis, a base
alimentar normalmente é de Lula-comum (Loligo vulgaris), diferentes espécies
de poliquetas marinhas vivas e/ou descongeladas, mexilhdo (Mytilus
galloprovincialis) e ragao béntica em cativeiro (Conceigéao et al., 2007).

Os poliqguetas sdo um grupo de invertebrados anelideos da classe
polychaeta abundantes que se encontram, desde entre as marés e estuarios, a
regides com grande profundidade das fossas oceénicas. Existem cerca de
8000 espécies distintas que vivem associados aos substratos dos oceanos,
chegando a serem conhecidos como indicadores de poluicdo (Paiva, 2006).
Além disso, tém a capacidade de incorporar detritos organicos, que sao
transformados em biomassa animal e ao serem ingeridos por peixes e outros
aquaticos que tem habito de se alimentarem no fundo, vao retornar para o ciclo
de material organico dos oceanos.

Estes anelideos, que costumam ter entre 5 a 50 cm de comprimento, sdo
muito nutritivos, sendo utilizados como suplemento alimentar as racdes
comerciais em cultivos extensivos e semi-intensivos, aumentando o potencial
de producéo, visto que fornecem elementos essenciais como 20% de acidos

gordos e 60% de proteinas, tém propriedades anti-microbianas, anti-tumorais e
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contém hormonas que podem promover a fungdo de reprodugdao dos
organismos marinhos.

As lulas sao reconhecidas como componentes dietéticos ricos em
proteinas para os reprodutores e, juntamente com uma boa concentracdo de
acidos gordos, altamente insaturados (HUFAs), que conduzem a uma
performance reprodutiva positiva (Izquierdo et al., 2011).

Os mexilhdes sao ricos em selénio (Se), calcio (Ca), ferro (Fe), magnésio
(Mg), fosforo (P), vitaminas (A, B1, B2, B6, B12 e C) e em acidos gordos
polinsaturados (37- 48% de acidos gordos principalmente o n-3), o que permite
uma maior concentragao de colesterol na membrana dos espermatozoides e no
plasma seminal (Cabrita et al., resultados nao publicados).

A racdo comercial normalmente utilizada para a alimentagdo de
linguados contém uma mistura de farinha de peixe e 6leo extraido de pequenos
peixes pelagicos marinhos. Estes sdo ingredientes que histéricamente tém sido

utilizados como fontes de proteina e lipidos para os peixes carnivoros.
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lll. Material e Métodos

3.1 Descricao do ensaio

Este trabalho foi realizado na Estacdo Piloto de Piscicultura de Olhdo

(EPPO) — IPIMAR, no Algarve (36° 59' 0" N, 7° 55' 0" W), Portugal (Figura 6).
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Figura 6: Localizagdo da piscicultura (EPPO) no Parque natural da ria Formosa,
(http://descobrir-a-terra.blogs.sapo.pt/24081.html).

3.1.1 Acondicionamento dos reprodutores

Foram utilizados 44 reprodutores adultos de Solea senegalensis divididos
em dois tanques paralelos retangulares. Os peixes eram provenientes do meio
selvagem ha aproximadamente 4 ou 5 anos e, previamente acondicionados a
cativeiro.

Para que a dieta tivesse influéncia sobre as posturas, um més antes de
se inciarem a época das posturas introduziram-se as dietas. Os peixes foram
diariamente alimentados com cerca de 3% do peso vivo de cada um dos
tanques. Foram fornecidas duas ragcdes semi-humidas (Sparus®) distintas a
cada um dos tanques, uma rica em acidos gordos (Dieta Enriquecida - DE) e a
outra simples denominada racdo controlo (Dieta Controlo - DC), (Tabela 2).

Esporadicamente e a ambos os tanques, foram fornecidos outros alimentos
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como tentaculos de lula, mexilhdo e poliquetas marinhas, que normalmente séo
comuns na dieta dos adultos da espécie S. senegalensis.
Tabela 2- Dados da composi¢do das ragdes oferecidas aos dois tanques com os

reprodutores de Solea senegalensis durante o ensaio, retirados da tabela nutricional da ragao
da Sparus®.

Composicao Dieta Enriquecida (%) Dieta Controlo (%)
Proteina 54,8 54,8
Proteina digestivel 50,9 50,9
Gordura 23,0 16,1
Energia 22,8 21,1
ARA 0,22 0,18
EPA 2,29 1,48
DHA 1,96 0,89

Os dados relativamente aos linguados dos dois tratamentos estdo

resumidos na Tabela 3.

Tabela 3- Dados de estabulagdo dos 44 reprodutores de Solea senegalensis nos
tanques DE e DC.

Tanque DE Tanque DC
NUmero de linguados 22 22
Comprimentos (cm) 53,0 £ 2,37 51,9+4,58
Peso médio (g) 1669,5 £ 319,19 1721,3 +£470,44
Densidade (kg/m?) 2,0 2,1
Biomassa (g) 36,73 37,87
Relagao (macho:fémea) 1:1 1:1

Os tanques usados neste ensaio eram internamente revestidos de
azulejos com 18 m? de volume de agua tratada, vinda da Ria formosa (Figura
7). Estes tanques foram monitorizados de igual maneira, desde o inicio do
ensaio, sendo limpos 3 vezes durante a semana e efetuadas, diariamente

purgas de 2,5 m*® ou maiores quando necessario.
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3.1.2 Parametros fisico-quimicos

Houve a necessidade de controlar diariamente a temperatura da agua,
niveis de saturagdo de oxigénio dissolvido na agua e o nivel de oxigénio em
(mg/l), utilizando oximetros “Oxy Guard” com as marcas Handy Gamma e
Handy MK 11

O fotoperiodo para os tanques dos linguados foi natural, com
intensidades de luz solar entre 330 e 800 lux. Os tanques eram cobertos com
rede sombreada para diminuir a entrada da luminosidade, ja que os linguados
sdo habitantes de regides profundas, e para impedir que as variagdes de
luminosidade que ocorrem durante os dias e entre as estagdes do ano os
influenciassem diretamente. Também impediu que a incidéncia da Iluz
favorecesse o desenvolvimento de algas, que resultaria na diminuicdo de
oxigénio.

O sistema de agua nos tanques era aberto com renovagao de agua em
500 I/h e a salinidade variou, ao longo do ensaio, de acordo com as condi¢des

ambientais da area em 36,6 £ 0,8 ppt.

46



Figura 7: Tanque exterior de acondicionamento dos reprodutores de linguado (Solea

senegalensis).

3.1.3 Recolha dos ovos e caracterizagao das posturas

Para determinar a existéncia do ritmo de postura de S. senegalensis, em
Outubro, um més apds ao inicio do ensaio, foram colocados a saida de agua
em ambos os tanques coletores de ovos externos (Figura 8). Diariamente

foram verificados pela manha (entre as 09h30 e as 11h00) a presenca de ovos.

47



Quando a desova ocorria, os ovos eram recolhidos em ambos o0s
coletores e transferidos para um recipiente com agua salgada oriunda do
tanque de desova. Eram separados ovos viaveis (Figura 9.a) dos nao viaveis
(Figura 9.b), através do método de decantacdo tendo em conta a sua
flutuabilidade. Assim, os ovos viaveis mantinham-se a flutuar na superficie da

agua, enquanto os nao viaveis se depositavam no fundo do recipiente.

Figura 8: Um dos coletores externos de ovos junto a um dos tanques utilizados no

ensaio.

Depois de separados os ovos, as quantidades de ovos viaveis e de nao
viaveis eram determinadas. Da por¢ao de ovos viaveis eram recolhidas
amostras para observacdo a lupa do seu estado de desenvolvimento,
determinacado do diametro, peso seco, taxa de eclosao, viabilidade e analise
das catepsinas. Dos ovos ndo viaveis, somente eram recolhidas amostras para

a analise de catepsinas e, os restantes ovos eram descartados.
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Figura 9: Ovos viaveis (A) e ovos inviaveis (B) de Solea senegalensis

o Estado de desenvolvimento e viabilidade

Para cada postura, eram colocados 30 ovos viaveis numa lamina de
vidro e, com auxilio de uma lupa, (em ampliagdo de 20x) eram observados e
registados os estados de desenvolvimento dos ovos (morula, blastula, gastrula
ou neurula) e calculada a viabilidade dos 30 ovos (percentagem de ovos
viaveis).

o Taxa de ecloséo

Para a determinacdo da taxa de eclosdo, em cada postura foram
colocados 90 ovos viaveis, divididos por igual em copos flutuadores em
triplicado (Figura 10). E imediatamente eram postos a flutuar numa incubadora.
Ao fim de 24h normalmente era possivel determinar a percentagem dos ovos
eclodidos, com auxilio de uma lupa (em ampliagao de 20x).

o Peso seco

Para determinagao do peso seco dos ovos e das larvas, eram recolhidos
triplicados com 30 ovos viaveis em ependorfs de cada postura e triplicados com
5 larvas dos diferentes dias apds a eclosdo (DAE) até a abertura da boca.
Eram conservados em camaras refrigeradas a (-22°C), depois eram liofilizadas,

e através de uma balanga de precisao em (ug) eram os ovos € as larvas.
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Figura 10: Flutuador de incubacéo A e do flutuador numa incubadora B.

o Analises das catepsinas

Esta analise foi baseada na metodologia de Carnevali et al.,, (2008).
Recolheram-se 22 amostras (viaveis/inviaveis) de 11 posturas, sendo 2
posturas do tanque DC e 9 posturas do tanque DE no estado de
desenvolvimento embrionario blastula e com as taxas de eclosao a 100%.
Recolheram-se aproximadamente 200 mg de ovos viaveis e nao viaveis
previamante limpos em agua destilada e conservados em azoto liquido, para se
determinarem os niveis de actividade das catepsinas B e D de acordo com o
protocolo em anexo (Anexo ).

o Incubacéo dos ovos

Os restantes ovos viaveis de cada postura colocavam-se numa
incubadora com volume de 200 | (Figura 11), para serem feitas as varias
analises desde a eclosdo até a abertura da boca das larvas.

Durante esse periodo, mantiveram-se as incubadoras com arejamento e
higienizadas (aspiradas) duas vezes ao dia para evitar que alguns ovos
abortados ou larvas mortas permanecessem no fundo do tanque, criando

condicéo para o desenvolvimento bactériano.
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Figura 11: Incubadora — tanque cilindrocénico branco de 200L.

o Ensaio a temperatura de 17°C desde a eclosdao dos ovos até a
abertura da boca, com ovos provenientes dos tanques DE e DC.

Para este ensaio, apds a obtencédo de posturas no mesmo dia em ambos
os tanques, foram efetuados os procedimentos diarios de cada postura. As
caracteristicas utilizadas para o ensaio encontram-se descritos na Tabela 5.
Assim, controlou-se diariamente a temperatura da agua para que

permanecesse idéntica em ambos os tanques.

Tabela 5- Principais dados dos ovos (DE/DC) para o ensaio com temperatura a 17°C.

Ovos nao Ovos Viabilidade Estado de

Tanque Ovos viaveis .. . . .
viaveis incubados desenvolvimento

o 50% Gastrula
DE 78 (9) 158 (9) 43 (9) 80% 50% Neurula

DC 69 (g) 86 (g) 43 (g) 90%  100% Gastrula
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3.1.4 Analise estatistica

Para o tratamento dos dados utilizou-se o software Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) versao 20.0® para avaliar a comparacao das
meédias das taxas de eclosio recolhidas nos mesmos dias de posturas entre os
tanques DE e DC.

Para avaliar se a dieta enriquecida possuia um efeito significativo na
quantidade de posturas, na qualidade dos ovos da postura, na sobrevivéncia
ao eclodirem, no tamanho, no peso e no desenvolvimento até a abertura da
boca, foi realizado um teste T simples. Devido a alguns dados recolhidos
estarem em percentagem, houve a necessidade de realizar transformacdes
matematicas corretivas de modo a corrigir os desvios da normalidade utilizando
a formula X'=arcsen. X’2, em que X é o dado original e o0 X o dado
transformado (Zar, 1996). Isso foi utilizado para o caso da relagédo entre as
taxas de eclosdo e a taxa de viabilidade dos ovos. O pressuposto de
homogeneidade da variancia foi avaliado com o teste de regressao.

Para os restantes tratamentos dos dados utilizou-se o programa
Statistica 7 e foi também realizado o teste T simples.

Consideraram-se estatisticamente significativos os testes cujo valor p for
igual ou inferior a 0,05 (p < 0,05).

Os valores apresentados sdao a média + desvio padrao.
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IV. Resultados

O obijetivo principal do ensaio foi o de avaliar a quantidade dos ovos por

postura e avaliar a qualidade dos ovos ao longo do ensaio sob o efeito da dieta

enriquecida em DHA e EPA (DE) sobre a qualidade e quantidade das posturas.

4.1 Condigoes ambientais dos tanques e alimentagao dos

reprodutores

Na avaliagao das carateristicas fisico-quimicas da agua dos tanques com

os reprodutores alimentados com a DE e a DC, foi observado que durante todo

0 ensaio, decorrido de Setembro (2011) a Janeiro (2012), a temperatura da

agua oscilou entre 9,8 e 21,8°C. O ad libitum alimentar dos reprodutores de

ambos os tanques pela racédo (enriquecida e a controlo), ndo sofreu grandes

variagdes apresentando uma meédia e desvio padrao de 236,54 + 67,62 g

(Figura 12).
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Figura 12: Relacdo alimentar dos tanques DE e DC sob influéncia da temperatura,

durante o ensaio.
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Apresentou também valores entre 5,0 e 11,0 ml/g de oxigénio dissolvido
na agua e entre 70 e 118 de percentagem de saturacdo de oxigénio

relacionados na Tabela 5.

Tabela 5- Valores (média + desvio padrao) mensais dos parametros fisico-quimicos [O2
em (ml/g), saturacdo de O2 em (%) e temperatura (°C)] observados nos tanques (DE e DC)

onde decorreram os ensaios de reprodugao dos 44 reprodutores de Solea senegalensis.

Set Out Nov Dez Jan

02 (mlig) DE  6,8:0,39 658 +0,56 7,11%1,68 6,600,61 7,07+0,45
O2(ml/g)DC  6,7+0,54 6,37+0,83 6,85+ 1,47 6,64+0,59 6,88:+0,71
02 Sat. (%) DE 94,5 + 4,92 89,26 + 7,06 95,80 10,24 88,0 + 6,69 90,32 + 5,01
02 Sat. (%) DC 92,6 + 6,85 88,55+ 4,95 94,23 + 8,38 87,45 + 6,44 87,34 + 7,52
Temp DE 20,2+0,59 19,34+1,43 18,21+1,03 18,0+ 1,06 16,83 + 1,67
Temp DC 20,2+0,75 19,32+ 1,30 1850+1,21 18,3 +1,56 16,92+ 1,76

4.2 Efeito das diferentes dietas (DE e DC) na quantidade e
qualidade das posturas de S. senegalensis

Durante a fase das posturas deste ensaio obteve-se um total de sessenta
e duas posturas, sendo que quarenta e sete destas posturas foram
pertencentes aos reprodutores do tanque DE e quinze pertencentes aos
reprodutores do tanque DC. Elas n&o foram diarias para ambos os tanques,
mas para os reprodutores do tanque DE apresentaram um ritmo de posturas
mais regular em relagao ao tanque DC que tiveram paragens mais longas nas
posturas, chegando a obter diferencas até 17 dias de uma postura para a outra.

O peso médio total de ovos (viaveis e ndo viaveis), imediatamente apos
terem sido recolhidos dos tanques variou entre 30 a 258 g para o tanque DE

(Figura 13.a), e de 30 a 443 g para o tanque DC (Figura 13.b).
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Figura 13.a): Peso total dos ovos (viaveis e nao viaveis) dos reprodutores de Solea
senegalensis recolhidos de quarenta e cinco posturas do tanque DE.
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Figura 13.b): Peso total dos ovos (viaveis e ndo viaveis) dos reprodutores de Solea

senegalensis recolhidos em 14 posturas do tanque DC.

4.2.1 Taxas de eclosao

A média do percentual das taxas de eclosao para os tanques ao longo

das posturas variou entre 40,05 a 100% e apresentou uma média de 85,05 +

13,44% para o tanque DE e de 31,11 a 95,69% com uma média de 79,

10

18,79% para o tanque DC, sendo que na maioria das posturas os valores

apresentaram se acima dos 70%.
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Ao se compararem as médias entre os dois tanques em sete posturas
verificadas nos mesmos dias, 63,64% das taxas de eclosdo foram superiores
no tanque DC (Figura 14), sendo que a média para o tanque DE foi de
81,71+15,7 e para o tanque DC foi de 77,71£18,9. Contudo as diferengas entre

as taxas de eclosdao dos diferentes tanques ndo foram estatisticamente

significativas (p=0,52),
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Figura 14: Comparacao das médias das taxas de eclosao, recolhidos nos mesmos dias

em que ocorreram posturas dos reprodutores Solea senegalensis nos tanques (DE/DC).
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Figura 15: Comparacédo das médias das taxas de eclosdo de ambos os tanques dos
reprodutores Solea senegalensis (DE/DC) em fungéo da temperatura.
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Comparando as médias das taxas de eclosao ao longo das posturas em
funcdo da temperatura, verificou-se que esta nado teve influéncia nem
correlagao alguma (r?=0,01) sobre o percentual dos valores (Figura 15).

Compararam-se também as médias das taxas de eclosdo com a
viabilidade (quantidade de ovos viaveis/quantidade total de ovos) do total de
posturas do tanque DE (Figura 16.a) e do tanque DC (Figura 16.b), n&o
havendo interferéncia da viabilidade na taxa de ecloséo.

O grafico de regressao linear para o tanque DE, diz que a relagéo entre a
viabilidade total e a taxa de eclosao é significativa p>0,05 com (r=0,293; r*=
0,0086 e p=0,056), e para o tanque DC nao houve correlagdo alguma, pois
p>0,05 com (r=0,164; r>=0,027 e com p=0,592).

As viabilidades das posturas do tanque DC mantiveram-se na maioria
das vezes a 100% independentemente das taxas de ecloséo oscilarem muito e
em percentagens muito abaixo da viabilidade. A viabilidade das posturas do
tanque DE, inicialmente até ao dia 22 de Novembro mantiveram-se a 100%,
tendo diminuido para 80% em 2 vezes, voltando a aumentar para 100% e a

diminuir para 90 e 85%, terminando o ensaio com as ultimas 3 posturas a

100%.
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Figura 16: Graficos de comparacdo de percentagem das taxas de eclosdo e a
viabilidade dos ovos de Solea senegalensis de quarenta e trés das quarenta sete posturas do

tanque DE, a) e treze das quatorze posturas do tanque DC, b).

4.2.2 Tamanhos dos ovos e das larvas

Durante o periodo de desova, foi possivel verificar, variagdes no diametro
dos ovos em ambos os tanques ao longo do tempo. No tanque onde os peixes
foram alimentados com a dieta DE observou-se que o didmetro médio dos ovos
recolhidos em trinta e sete posturas, foi de 0,96 + 0,026 mm. No tanque com a
dieta DC o didametro médio dos ovos recolhidos em seis posturas, foi de 0,98 +
0,022 mm, sendo que nao foram observadas diferencas significativas entre os

didmetros p=0,14 (Figura 17).
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Figura 17: Média diaria dos didmetros dos ovos de Solea senegalensis dos tanques
DE/DC.

O peso seco médio dos ovos em trinta e trés posturas do tanque DE foi
de 41,79 = 5,06 pug e de oito posturas do tanque DC foi de 49,90 + 5,06 ug.
Verificou-se que a diferenca dos pesos secos dos ovos DE e dos DC nao foram
significativas sendo o p=0,35 (Figura 18).

No entanto verificou-se, que apesar de as diferencas entre o didmetro e o
peso seco dos ovos nao terem sido significativas, notou-se um maior numero
de posturas de ovos no tanque DE, e no DC que o didmetro e o peso seco

médio dos ovos foram ligeiramente maiores.
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Figura 18: Média diaria dos pesos secos dos ovos de Solea senegalensis dos tanques
DE/DC.
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Comparou-se a média geral do didametro dos ovos e do comprimento das
larvas até a abertura da boca dos tanques em estudo. As larvas provenientes
do tanque DC para os diferentes dias apds a eclosao obtiveram comprimentos
relativamente superiores em 0,12 mm para cada dias apos a eclosao (DAE). As
larvas provenientes do tanque DE, apresentaram em algumas posturas larvas

que so6 abriram a boca aos 4 DAE (Figura 19).
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Figura 19: Média e o desvio padrdo geral dos comprimentos das larvas de Solea

senegalensis dos tanques DE/DC.

Durante a sequéncia dos pesos secos das larvas até a abertura da boca,
de todas as posturas as larvas provenientes do tanque DC apresentaram
também valores relativamente superiores aos das larvas provenientes do
tanque DE (20,9 - 0 DAE; 38,5 - 1 DAE; 20,3 - 2 DAE; 19,9 -3 DAE). (Figura

20).
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Figura 20: Média total de todas as posturas e o desvio padrdo dos pesos secos das
larvas de Solea senegalensis dos tanques DE/DC dos 0 DAE (Dia apds a eclosao) a abertura

da boca.

4.2.3 Qualidade dos ovos através da atividade catepsinaB e D

Durante este ensaio a atividade da catepsina B no tanque DE mostrou
niveis entre 0 e 0,0023 U/mg nos ovos viaveis e entre 0,00062 e 0,0077 U/mg
nos ovos inviaveis, tendo apresentado niveis mais altos de atividade nos ovos
inviaveis, sendo que esta diferenga n&o tenha sido significativa (p=0,16).

Para o tanque DC a atividade da catepsina B teve os valores de 0,00011
e 0,00087 U/mg dos ovos viaveis e 0,0004 e 0,00087 U/mg de ovos inviaveis,
tendo apresentado niveis mais altos de atividade nos ovos viaveis. Por
tratarem-se de apenas duas amostras de cada (viaveis : inviaveis), nao foi

possivel realizar alguma analise estatistica (Figura 21).
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Figura 21: Atividade da catepsina B em 16 amostras de ovos (viaveis/inviaveis) de

Solea senegalensis do tanque DE a) e em 4 amostras do tanque DC, espressos em U/mg de

proteina b).

Para o ensaio da atividade da catepsina D, o tanque DE mostrou niveis

entre 0 e 0,0023 U/mg nos ovos viaveis e entre 0,0078 e 0,0106 U/mg nos ovos

inviaveis, tendo apresentado também niveis mais altos de atividade nos ovos

inviaveis, sendo que esta diferenca foi significativa (p=0,01). Para o tanque DC

que so teve também duas amostras de cada (viaveis:inviaveis) a atividade da

catepsina D teve os niveis de 0 e 0,0034 U/mg dos ovos viaveis e entre 0,0034
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e 0,004 U/mg dos ovos inviaveis, tendo apresentado niveis muito proximos de
atividade nos ovos viaveis (Figura 22).
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Figura 22: Atividade da catepsina D em 16 amostras de ovos (viaveis/inviaveis) de
Solea senegalensis do tanque DE a) e em 4 amostras do tanque DC, espressos em (U/mg) de

proteina b).

Quando se compararam os valores dos niveis de atividade entre as
catepsinas B e D nos ovos viaveis e nos inviaveis do tanque DE, foram
observadas percentagens superiores da atividade da catepsina B em 27,37 +
31,04% e da catepsina D em 45,60 + 28,95% nos ovos inviaveis, a atividade da

catepsina B foi menor se comparada a catepsina D, mas nao sendo
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significativa a diferenga entre elas (p=0,11). A atividade da catepsina B foi
maior nos ovos viaveis, sendo também que esta diferenca entre os ovos nao

significativa (p=0,66) (Figura 23).
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Figura 23: Catepsinas B e D em ovos viaveis e inviaveis no estado de desenvolvimento
blastula. Para normalizar os valores, as atividades sdo expressas como percentagens, sendo
100% o valor maximo encontrado para cada enzima. Todos os pontos sdo em média de oito

determinagdes + desvio padrao.

4.3 Ensaio a temperatura de 17°C desde a eclosdao dos ovos até
a abertura da boca, com ovos provenientes dos tanques DE e DC

Nas condi¢gdes de ensaio utilizadas aqui, os ovos dos tanques DE e DC
tiveram niveis de taxa de eclosédo de 86,64% para os ovos DE e 64,44% para
os ovos DC. Os ovos provenientes do tanque DC eclodiram doze horas depois
em relagdo aos ovos do tanque DE.

A média dos didametros dos ovos tive diferengas significativas (p=0,01),
sendo os ovos provenientes do tanque DC maiores que os do tanque DE. E o
mesmo foi verificado para o comprimento durante o desenvolvimento das

larvas até a abertura da boca, sendo houve diferencas significativas de
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(p=0,00001) no comprimento das larvas no dia em que abriram a boca (Figura

24).
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Figura 24: Sequéncia evolutiva do diamétro (mm) de vinte ovos Solea senegalensis e
os comprimentos (mm) de vinte larvas a cada dia apos a ecloséo (DAE) até a abertura da boca
provenientes dos tanques DE/DC, mantidos a mesmas temperaturas em incubadoras

diferentes.

O peso seco dos ovos do tanque DC apresentou valores de 47 + 4,0 ug
superior que a dos DE de 40 + 0,5 uyg embora essa diferenga nao tenha sido
significativa (p=0,08). Durante o desenvolvimento das larvas, verificou-se a
mesma coisa e no dia em que as larvas abriram a boca o peso seco das larvas
do tanque DC apresentaram se com pesos maiores, porém também nao

tenham sido significativas (p=0,32) as diferencas apresentadas (Figura 25).
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Figura 25: Sequéncia evolutiva dos pesos secos (MJg) de trinta ovos e cinco larvas de
Solea senegalensis a cada dia apos a eclosdo (DAE) até a abertura da boca provenientes dos

tanques DE/DC, mantidos a mesmas temperaturas em incubadoras diferentes.
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V. Discussao

A investigacao efectuada sobre o controlo geral das posturas em peixes
marinhos produzidos em aquacultura, tém vindo a produzir melhorias
marcantes no que se refere a qualidade dos ovos e larvas em varias espécies.
Sabe-se que a temperatura, o fotoperiodo e a salinidade desempenham um
papel muito importante. No entanto, o desenvolvimento das gonadas e a
qualidade das posturas depende da qualidade nutricional da dieta fornecida
aos reprodutores.

Os componentes nutricionais de uma dieta, a taxa de ingestado, a duragéo
do periodo de alimentacdo antes das posturas, afetam diretamente a qualidade
das posturas de acordo com Fernandez-Palacios & lzquierdo (2009), que
realizaram ensaios com algumas espécies como: dourada (Sparus aurata),
robalo (Dicentrarchus labrax), pargo japonés (Pagrus major), truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), salméo atlantico (Salmo salar), tilapia (Oreochromis
niloticus), carpa (Cyprinus carpio) e pregado (Scophthalmus maximus).

Para que os peixes tenham posturas de qualidade é fundamental a
sincronia do tipo de alimento com a temperatura, a qual influencia na fisiologia
em geral. A alimentacdo dos peixes € uma atividade imprescindivel durante o
cultivo visto que os mesmos estdo confinados num ambiente com pouca
hipétese de obtengao de nutrientes de outra fonte.

Assim, durante o periodo em que decorreu o ensaio, a ragao diaria foi em
meédia de 236,54 + 67,62 g nos tanques alimentados pela dieta enriquecida e
pela dieta de controlo, respectivamente. Observou-se um baixo consumo diario
das ragbes no inicio e no fim do ensaio com uma diferenca de 100 g em

relagdo a média registrada no decorrer do ensaio. No inicio, o baixo consumo
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da racao foi possivelmente causado pelo stress que os peixes tiveram pela
amostragem de separagao e divisao dos lotes. E no fim do ensaio, a reducéo
do consumo pode ter sido causada pela descida de temperatura da agua para
valores inferiores a 15°C.

Os peixes entre os vertebrados sdo conhecidos por terem uma elevada
quantidade de ovos numa sé postura, libertando centenas a milhdes de
ovocitos. Neste ensaio a época de posturas ocorreu entre os meses de
Outubro e Janeiro, quando a temperatura da agua nos tanques apresentavam
meédias adequadas as posturas, entre 21,5°C a 16,7°C.

A emissdo de ovos é influenciada ou comprometida por fatores abiéticos
principalmente a temperatura da agua, que segundo Dinis et al. (1999), a
emissao de ovos para a temperaturas abaixo dos 16°C e como argumenta Le
Francois et al. (2010) que temperaturas superiores a 21°C influenciam na
qualidade das gémetas e proporcionam maiores probabilidades na incidéncia
de ovos com malformacgdes, anomalias e abortos.

Varios autores, como Carnevali et al. (2001), afirmam que o inicio das
posturas dos linguados esta relacionado com o aumento da temperatura da
agua na primavera. No presente trabalho n&o foi observado esse aumento da
temperatura mais sim uma ligeira descida da temperatura, por se tratar de um
inicio de Outono e de uma regido com o clima mais quente. O fotoperiodo foi
natural embora os tanques apresentassem uma tela de sombreamento, mas a
temperatura foi manipulada a ponto de ndo descer nem subir a niveis
indesejados e inadequados a reprodugao e ao bem-estar dos reprodutores.

Segundo Agulheiro, et al. (2006), as condicbes de cultivo afetam o
desenvolvimento das gdénadas durante a fase da vitelogénese, induzem a

reabsor¢cdo de ovocitos maduros ou podem mesmo impedir a sua formacgao.

70



Por isso, e pela sanidade animal, houve a necessidade de manter os tanques
limpos e com sombra, para evitar o desenvolvimento de algas, variagcbes
bruscas de temperatura da agua e com melhores condi¢gdes de arejamento. Por
outro lado Cafavate (2009) atribui uma especial importancia a temperatura da
agua durante o periodo invernal, em que ocorre a maturagcao sexual da espécie
Solea solea, produzindo uma quantidade de ovos reduzida a temperaturas
inferiores a 10°C.

As dietas estabelecidas para a alimentacdo dos dois lotes dos
reprodutores durante o ensaio tiveram niveis de proteina digestiva semelhantes
e em niveis de lipidos diferentes (2,29% de EPA e 1,96% de DHA) para a dieta
enriquecida e (1,48% de EPA e 0,89% de DHA) para a dieta controlo. Deste
modo, verificaram-se grandes diferengas na quantidade de posturas entre os
tanques, sendo a maior quantidade de posturas pertencentes aos reprodutores
do tanque DE. Estes resultados podem ter sido influenciados pela composicao
da dieta, nomeadamente no teor, em lipidos, o que pode ter influenciado o
desenvolvimento das génadas e criando condic¢des fisiolégicas mais favoraveis
para a reproducdo dos peixes, nomeadamente cobrindo algumas exigéncias
nutricionais especificas.

Segundo Navarro, et al. (2010) ao aumentarem-se o0s niveis de lipidos
(de 12% para 18%) na dieta de reprodutores de peixe coelho (Siganus
guttatus), promoveu a um aumento na quantidade de posturas. Contudo, uma
dieta com boa qualidade lipidica associada a qualidade proteica também seria
responsavel por efeitos positivos no desempenho reprodutivo em varias
especies de peixes.

As posturas dos linguados neste ensaio ndo sofreram indugao

reprodutiva. Essa técnica de indugéo, segundo Dinis, et al. (1999), nao parece
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viavel na espécie solea spp., mesmo tendo tido bons resultados em relagdo a
postura de alguns peixes planos eg. O peixe pregado (Scophthalmus
maximus), utilizando hormonas que estimulam a maturacdo dos ovacitos.
Sendo o acondicionamento natural e a postura nos tanques como sendo uma
das formas de obter ovos viaveis.

Para a maioria das espécies de peixes 6sseos, a quantidade de ovos
produzidos em época de postura esta relacionada com a quantidade da
populacdo existente por lote, e por se tratar de um habitat ndo natural o
excesso de peixes leva ao stress. Para o ensaio optou-se por trabalhar com
uma densidade de 2,0 kg/m® e mesmo assim os reprodutores do lote
alimentado com a dieta controlo teve melhor média total em producédo de ovos
de 149,36 + 102,48 g em poucas posturas e os reprodutores pertencentes ao
tanque DE obtiveram uma média de 134,57 + 52,62 g.

De acordo com Araujo (2009), as frequéncias da libertagdo dos ovos
podem ser totais (Qque maturam em lote unico) ou parceladas (que maturam em
varios lotes durante a estagcdo de postura), o que contribui para o aumento da
probabilidade de sobrevivéncia da espécie.

As taxas de eclosdo ao longo do ensaio oscilaram para ambos os
tanques, sendo que o pico mais alto foi verificado em umas das posturas dos
ovos do tanque DC de 95,69%. As diferengas ao longo do ensaio ndo foram
significativamente entre os dois tanques (p=0,52).

Nos dias em que os ovos do tanque DC apresentaram taxas de eclosao
superiores que as do tanque DE, esse facto pode ter sido causado pelo facto
de os ovos do tanque DC apresentarem didmetros ligeiramente superiores que
aos dos ovos do tanque DE. Que segundo Ribeiro (2003), afirma serem

sempre maiores as possibilidades de sobrevivéncia das larvas oriundas de
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ovos com maiores tamanhos. Assim, tera determinado que os ovos do tanque
DC, submetidos as mesmas densidades nos copos flutuantes e as mesmas
condic¢des térmicas, tivessem melhores resultados que os ovos do tanque DE.

Estes resultados sao discordantes aos obtidos por Izquierdo, et al. e por
Carnevali, et al. (2001), os quais em casos de descendentes de reprodutores
alimentados com dietas ricas em acidos gordos, influenciariam na composigéo
proteica do saco vitelino, aumentando a percentagem da taxa de eclosédo, o
que foi verificado num ensaio com robalos, apresentando estes, melhores
resultados na sobrevivéncia das larvas durante os primeiros momentos.

Fernandez-Palacios & Izquierdo (2009), afirmam que em algumas
espécies marinhas como da dourada e do pargo japonés, a composi¢cado do
ovos € afetada pela dieta em poucas semanas de alimentacdo dos
reprodutores, em sargos do golfo (Lutjanus campechanus) é necessaria a
alimentacdo com dietas ricas em PUFAs com dois meses de antecedéncia ao
periodo de posturas. Desse modo € possivel também melhorar a qualidade dos
ovos e com a percentagem de taxa de eclosdo do robalo alimentando os seus
reprodutores com niveis apropriados de acidos gordos durante o periodo da
vitelogénese.

Neste ensaio durante a analise da influéncia da temperatura da agua
sobre os resultados da taxa de eclosdo nos dias apds a postura, verificou-se
que n&o houve correlagdo alguma, ndo tendo sido a temperatura a principal
responsavel pelos valores obtidos. Pois a temperatura esteve em intervalos
que favoreceram a ocorréncia de posturas (entre 16,8 e 21,7°C) que era
adequado pra que os ovos eclodissem e as larvas sobrevivessem.

Geffen & Nash (2012) afirmam que a qualidade dos ovos, esta

relacionada com um conjunto de indicadores (extrinsecos e intrinsecos) que na
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aquacultura sao utilizados para determinar a qualidade de um lote. A taxa de
eclosdo, a viabilidade e o tamanho dos ovos e das larvas sdo alguns dos
indicadores. Dependendo da espeécie marinha estes indicadores teriam um
efeito diferenciado, ndo sendo somente eles os principais factores
influenciadores, mas também a temperatura que, dependendo dela, pode
influenciar no tamanho da larva durante o seu desenvolvimento durante a fase
de incubacéao e na eficiéncia de utilizacdo das reservas vitelinas até a abertura
da boca.

Os ovos provenientes dos reprodutores alimentados com a dieta DC
tiveram maiores diametros, comprimentos e pesos secos dos ovos e das
larvas, embora somente com diferengas significativas entre os pesos secos e
ndo nos didmetros registrados. E observado que ovos mais pesados tenham
maior tamanho, e que isso signifique possuirem maior reserva de nutrientes
para garantirem a alimentagdo intrinseca, até que a larva esteja em condigdes
de se alimentar exogenamente.

Em ambos os lotes de reprodutores durante o ensaio verificou-se que o
didmetro dos ovos nado decresceu ao longo do tempo, mas oscilou com o
decorrer deste periodo de posturas, resultado este que foi contrario ao
observado por Baynes, et al. (1995), onde afirmam que as médias dos
didmetros em posturas de linguados, diminuiu progressivamente durante o
periodo reprodutivo.

Segundo Bagenal, (1971) a variabilidade no tamanho dos ovos ao longo
de um periodo de posturas, esta relacionada com o tempo da postura, com a
idade das fémeas e as variagbes ambientais que os peixes forem sujeitos.

Por outro lado, como nao foi feita a identificagdo genética dos ovos, logo

ndo se sabe quais as fémeas teriam originado as posturas e em que
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quantidade e, possivelmente provocado a oscilagdo, sabendo que segundo
Brooks et al. (1997), os genes parentais influenciam na qualidade dos ovos.

Neste estudo sobre a qualidade dos ovos, focou-se a atencdo em duas
enzimas lisossomais, as catepsinas B e D. Em particular as atividades destas
enzimas foram estudadas durante o estado de desenvolvimento embrionario
blastula dos ovos de S. senegalensis, provenientes de lotes alimentados com
diferentes dietas (Enriquecida e Controlo). A catepsina B apresentou niveis de
atividade ligeiramente mais altos nos ovos inviaveis do tanque DE, embora nao
tenham sido significativas as diferengas quando comparados com 0s ovos
viaveis.

A atividade da catepsina B é visivel em todos os estados de
desenvolvimento embrionario e durante o ensaio realizado com ovos de robalo,
Carnevali, et al. (2001), verificaram que os niveis de atividade da catepsina B
foram superiores nos ovos inviaveis quando comparados com 0s OvOos viaveis
no estado de blastula, porém n&o sendo significativas as diferencas
encontradas.

A catepsina D em amostras do tanque DE apresentou niveis altos de
atividade nos ovos inviaveis, existindo diferengas significativas quando
comparados com o0s ovos viaveis. A catepsina D é muito importante na
producao de ovos viaveis, e segundo Carnevali, et al. (1999) numa pesquisa
com ovos na fase de blastula do desenvolvimento embrionario de douradas, os
niveis de atividade da catepsina D também foram significativamente altos nos
ovos inviaveis em relagao aos viaveis.

Isto provavelmente ocorre pelo facto da catepsina D se encontrar em
muitos tipos de células e segundo varias pesquisas como a de Carnevali, et al.

(1999), esta envolvida no processo apoptético. Tratando-se de ovos inviaveis

75



sem qualidade, a apoptose aumenta mais no processo de eliminagao das
células danificadas. Nos ovos viaveis esta catepsina é importante para o
desenvolvimento embrionario, eg. na eliminacdo do tecido larval durante a
metamorfose dos anfibios e insectos; na regressdao da cauda do girino;
eliminacao de tecidos entre os dedos.

A atividade de ambas catepsinas B e D sdo visiveis nos dois tipos de
ovos (viaveis e inviaveis). Comparando-se com o nivel de atividade das
catepsinas B e D nos ovos viaveis e nos inviaveis do tanque DE, foram vistos
niveis mais elevados de atividade da catepsina D nos ovos inviaveis e menor
atividade nos ovos viaveis em relagao a catepsina B.

Durante o ensaio sobre a atividade das catepsinas em robalos,
Carnevali, et al. (2001) observaram que as catepsinas B e D em ambos os
ovos viaveis e inviaveis. Durante o desenvolvimento embrionario de ovos de
douradas no mesmo ensaio, o nivel da catepsina B, foi maxima durante a fase
inicial do desenvolvimento embrionario, altura em que ndo ha modificacbes do
padrdo de electroforese (migracdo de espécies carregadas eletricamente, que
ocorre quando as mesmas sao dissolvidas ou suspensas em um eletrolito) de
proteinas do vitelo. Especula-se que esta proteinase pode estar envolvida na
activacao inicial da catepsina D, ambas estdo também relacionadas com a
producao de ovos viaveis em ovos do peixe zebra (Danio rerio) e no final da
fase reprodutiva estdo também envolvidas com a reabsor¢do dos ovécitos
segundo Carnevali, et al. (2006).

Durante o ensaio especifico de incubacao dos ovos dos dois tanques a
temperatura de 17°C, as larvas apresentaram diferengcas significativas,
relativamente ao periodo de tempo que levaram a eclodir, sendo que as larvas

do tanque DC levaram 12h mais que as larvas de DE para eclodirem. Tal como
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Godinho (2007) afirma que a duracdo da embriogénese é influenciada pela
temperatura, sendo que em temperaturas mais altas a duragcdo é menor.
Segundo Angius & Canavate, (2004), a temperatura da agua é um dos
responsaveis pelo sucesso durante o desenvolvimento larvar nos primeiros
dias apds a eclosdo dos ovos. Dinis et al. (1999), afirmam que os ovos de S.
senegalensis tornam-se mais lentos a eclodirem e a desenvolverem, em certas
temperaturas, normalmente as inferiores que 16°C.

Durante o ensaio geral observou-se que os ovos de linguados,
normalmente eclodiam em até 12h apds a incubagao, e em poucos casos €&
que levaram mais tempo. A oscilagdo do periodo de tempo para a eclosao
dependeu mesmo da temperatura e do estado de desenvolvimento do ovo em
que foi colocado a incubar. Segundo Ozacan (2010) os linguados podem levar
até 42h para eclodirem a 19°C e segundo Godinho (2007) e Bolzalgo (2008) as
larvas podem levar até uma semana para a abertura da boca dentro de
renovagao continua de ar de 0,50 a 0,65 min™. Sendo que para Simdes (2011)
a temperatura ideal para o desenvolvimento larval esta entre o intervalo de 16,5

+0,5°Ce22+1°C.
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VIl. Conclusoes

Tendo em conta as condicbes em que este trabalho foi desenvolvido,
podemos inferir que os componentes nutricionais (DHA/EPA) desta dieta
enriquecida afetaram positivamente na qualidade das posturas no
desenvolvimento das larvas.

Sendo que os peixes pertencentes ao tanque DE tiveram uma
quantidade de posturas (quarenta e sete posturas) superior ao tanque DC
(quinze posturas).

A temperatura influenciou a ingestdo de alimento por parte dos
reprodutores e na emissédo dos ovos, sendo que em temperaturas entre 16,7°C
a 21,5°C foram as adequadas para o periodo reprodutivo e para um maior
estimulo alimentar dos peixes.

O didmetro dos ovos do tanque DC, o comprimento e peso seco das
larvas, foi influenciado pelo tipo de dieta, sendo sempre maior
comparativamente com o tanque DE.

As catepsinas B e D sao indicadores de qualidade dos ovos e a atividade
de ambas as catepsinas € visivel tanto nos ovos viaveis como nos inviaveis.

Os niveis de atividade da catepsina D para os ovos do tanque DE foram
significativamente altos para os ovos inviaveis em relagdo aos viaveis, para os
ovos viaveis e inviaveis do tanque DC hoveram niveis proximos de atividade.

Contudo, € necessaria a elaboragcdo de mais estudos nesta area,
abrangendo mais tanques com reprodutores alimentados com a mesma dieta e
com maior duragao temporal, de forma a englobar todas as épocas de postura
anuais, para que melhor se possa verificar se existem diferengas com as

variagdes do ano.
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IX. Anexos

9.1 Anexo |
1. Preparagéo das amostras:

Apds a limpeza dos ovos em agua desltilada, as amostras foram
mergulhadas em azoto liquido e mantidas a -80°C. As amostras foram
posteriormente submetidas a um processamento de modo a separar a fraccéo
soluvel e insoluvel.

Foram colocados 200 mg de ovos em trés partes de agua destilada;

Do extracto bruto a partir dos ovos para os ensaios enzimaticos foi feita
por homogeneizagdo das amostras com agua destilada (1:2, w:v), a frio durante
60 segundos com uma pausa de 10 segundos ao atingir os primeiros 30
segundos;

O homogenado foi centrifugado a 14 000 g durante 10 minutos a 4 °C;

Recolheu-se o sobrenadante o qual foi utilizado na determinagcao da

atividade das catepsinas através dos estudos electroforéticos.

a) Para analise de catepsina B

As condicdes de reacgao 6ptimas foram de 40°C, pH 6,0; utilizando 10yl
de extracto em bruto durante 20 minutos:

10ul de extracto bruto foi diluido com 0,1% brij 35 e adicionado a 375yl
de tampéao de activado (88mM de KH2PO4, 12mM de Na2HPO4, 1,33mM de
disodium EDTA, 2,7mM de cisteina, pH 6,0; mantida a 40°C durante 5 minutos
para permitir a ativagdo da enzima.

O substrato especifico Z-Arg-Arg-NNap (20mM em agua) foi adicionado
para atingir 500ul de volume total. A reacéao foi conduzida durante 20 minutos a
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40°C e depois parada com 500ul de reagente de acoplamento (5ul de NaNO:2
0,2M, 50ul de Base Solucéao stock’ e encher até 5ml com Color reagent?).

A reaccao foi lida a 520 nm.

b) Para a analise de catepsina D

As condicdes otimas foram 37°C e pH 3,2 e o tempo de reacg¢ao optimo
de 30 minutos.

40ul de extrato em bruto foi incubado com 460ul de tampao de formiato
sédio a 0,25M num volume final de 500ul.

A reacgado comegou com a adigao de 125ul de hemoglobina a 5%. Apdés
30 minutos a reaccado foi parada com a adicdo de 500yl de 10% acido
Tricloroacetico (TCA), depois centrifugou-se esta mistura a 14.000 g durante 5
minutos a 4°C.

O sobrenadante foi lido na 280nm.

2. Quantificacdo de proteinas totais

Para a determinagao das proteinas totais para avaliagao da atividade das
catepsinas B e D foi utilizado o método de Lowry.

Foi da fraccao soluvel que se recolheram o extrato bruto, que determina
a concentracdo de proteinas totais. Apdés o processamento e até a
determinacdo da concentragcdo de proteinas totais, a fracgdo soluvel foi
conservada a -20°C. Este procedimento foidescrito no protocolo de
processamento dos tecidos para determinacdo de metalotioninas, metais e

peroxidacgao lipidica.
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Para a determinacéo da recta de calibragao foi-se utilizado as seguintes
concentragdes para a recta de calibragao (0, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 250, 300,

400 e 500) da solucao proteica de BSA (Bovine Serum Albumin).

o 'Base Solugdo stock: 11,25 mg 3*Fast Garnet Salt em 2,5 ml
etanol, 1,5 ml Hcl 1M perfazer até 5 ml com agua e manter a 4°C.

o 2Color Reagent: 36,45 mg Mersalyl Acid em 0,9 NaOH 0.5 M, 4,5
mg dissodium EDTA, em pH 4 com HCI 1M e com 7,5 ml com agua. Adicionar
7,5 ml Brij 35 a 4%.

o 3Fast Garnet Salt (1mg/ml): 10 mM pCMB + 50 mM EDTA, pH 6.
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