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Resumo

As gobnadas de ourico-do-mar sdo um produto muito valorizado e
amplamente reconhecido como uma iguaria para consumo humano. Devido a
crescente procura deste produto nos paises europeus e asiaticos, muitas
populacdes selvagens de Paracentrotus lividus estdo em sobre pesca com o
consequente acentuado declinio dos stocks. Ao longo da ultima década,
verificou-se um aumento significativo dos esforcos para desenvolver métodos
economicamente viaveis para o cultivo de ourigcos-do-mar, incluindo a
investigacdo com o intuito de otimizar a reproducao em condicdes de cativeiro,
sendo o desenvolvimento e sobrevivéncia dos estadios larvares plancténicos um
dos obstaculos para o desenvolvimento da producdo de ouricos-do-mar em
aguacultura.

Para o presente estudo, utilizou-se uma amostra composta por adultos de
P. lividus (n=80), com tamanho de teste superior a 35 mm, recolhidos nas pocas
intertidais da praia dos Reis Magos (32°38'44.24"N; 16°49'26.53"W) e das Pocas
do Governador (32°37'59.00"N; 16°56'36.33"W), situadas na costa sul da ilha da
Madeira. O sistema de manutencdo dos ouricos-do-mar consistiu em quatro
tanques de 200 L, a 22,05+ 0,71 °C e 90 L/h de renovac¢ao de agua. Cada tanque
continha 15 ouricos-do-mar e a alimentacdo, a base de macroalgas, foi
estabelecida a 5% biomassa.dia?, recolhidas no local da amostragem. O estado
de maturacdo da populacédo foi analisado através da determinacdo do indice
gonadossomatico (IG) e através da andlise histolégica das gonadas de uma
subamostra de 20 ouricos-do-mar. Foram avaliados quatro métodos de inducéo
de desova (injecdo de KCI 0,5M, agitacdo, adicdo de microalgas e adicdo de
gametas coespecificos) através da avaliacdo da resposta de desova em 30
minutos e a sobrevivéncia dos ouricos-do-mar apés cinco dias. O método mais
eficiente para induzir a desova foi utilizado para realizar a fertilizagéo artificial de
ovos de ourico-do-mar. As larvas (echinopluteus) viaveis foram, entéo,
alimentados com duas dietas de microalgas (Dunaliella tertiolecta e
Rhodomonas marina), comparando o crescimento e a sobrevivéncia das larvas
ao assentamento. O desenho experimental dos ensaios larvares consistiu em
trés tratamentos em triplicado, em incubadoras cilindricasde 7L a 21+ 1 °C. O

racionamento de microalgas foi estabelecido nas 4000, 8000 e 16000 células.ml-
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1 nos tratamentos T1, T2 e T3, respetivamente, para larvas (equinopluteus) com
dois pares de bracos. A concentracédo de microalgas foi duplicada em todos os
tratamentos com o desenvolvimento do 3° e 4° par de bragos durante o
desenvolvimento equinopluteus. O IG foi de 3,89% + 1,97 e a andlise histoldgica
demonstrou que 15% (n = 3) dos individuos encontravam-se em estado de
desova e 85% (n = 17) encontravam-se numa fase de pés-desova e, portanto,
seriam incapazes de libertar gametas. O método de inducao por agitacdo causou
a maior taxa de mortalidade, isto €, 70% (n = 7) dos individuos induzidos quando
comparado com os outros trés métodos, 10% (n = 1) para a injecao de KCI 0,5M
e 0% tanto para o método de adi¢cdo de espermatozoides, como para a adi¢do
de microalgas. Por outro lado, o método de injecao de KCI 0,5M foi 0 mais rapido
e viavel, com uma resposta positiva de 30% dos individuos induzidos (n=3), nos
primeiros 5 minutos. A adicdo de microalgas induziu a libertacdo de gametas em
10% dos individuos (n=1), porém, ao longo de um periodo de 24h. O método de
agitacdo induziu a desova em 10% dos individuos submetidos (n=1) e a adi¢éo
de gametas coespecificos ndo produziu resultados positivos. Os resultados
preliminares do primeiro ensaio larvar utilizando uma dieta de R. marina
demonstrou que as larvas echinopluteus atingiram a fase de assentamento em
21 dias com maior taxa de sobrevivéncia no tratamento de menor concentragcéo
de microalgas, ou seja, no tratamento T1. Para o ensaio larvar com a dieta
Dunaliella tertiolecta, observou-se que as larvas atingiram a fase de
assentamento em 15 dias, mas os resultados das taxas de sobrevivéncia do

racionamento de microalga foram inconclusivos.

Palavras-chave: Ouricos-do-mar, Paracentrotus lividus, aquacultura,

reproducao, desova, fecundacéo, desenvolvimento larvar.



Abstract

Sea urchin gonads (roe) are a prize product and broadly recognized as a
delicacy for human consumption. Due to the increasing demand for this product
by Asian and European countries, many Paracentrotus lividus populations are
overfished resulting in a sharp decline of their wild stocks. During the last decade
a significant increase in efforts to develop cost-effective methods to culture sea
urchins has been observed including research aiming to optimize the
reproduction in captivity conditions, being the development and survival of larval
planktonic stages one of the bottlenecks for the echinoculture development.

For this study, P. lividus adults (n = 80), with test size superior of 35 mm,
were collected in the intertidal rock pools of Reis Magos beach (32°38’44.24”N;
16°49’26.53”W) and of Pogas do Governador (32°37°59.00”N; 16°56’36.33”W)
in the southern coast of Madeira island. The rearing system consisted of four 200
L tanks at 22.05 + 0.71 °C and a 90 L/h of water renovation. Every tank contained
15 sea urchins and feeding, based on macroalgae collected in the sampling site,
was established at 5% biomass.day?. The maturation stage of the population
was analyzed a priori by determining the gonadal index (Gl) and by histological
analysis of the gonads of a subsample of 20 sea urchins. Four different spawn
inducing methods (injection of KCI 0.5M, agitation, addiction of microalgae and
addition of con-specific spermatozoa) were evaluated by assessing the spawning
response within 30 min., and survival of the induced sea urchins after five days.
The most efficient method to induce spawning was used to perform the artificial
fertilization of sea urchin eggs. The viable echinopluteus were then fed with diets
of different microalgae (Dunaliella tertiolecta and Rhodomonas marina)
comparing larvae growth and survival, when competence for settlement was
achieved. The larval experimental design consisted of three triplicated
treatments, in 7 L cylindroconical incubators at 21.00 £ 0.39 °C. The microalgae
rationing was established at 4000, 8000 and 16000 cells.mltin treatment T1, T2
and T3, respectively for larvae (echinopluteus) with two pairs of arms. The
microalgae concentration was doubled in all treatments with the increment of the
3"dand 4™ pair of arms during the development of the echinopluteus. The Gl was
3.89% + 1.97 and the histological analysis demonstrated that 15% of the

individuals were in a spawning stage and 85% were in a spent stage, therefore,

9



incapable of gamete release. The induction by agitation revealed to cause a
higher percentage of mortality, 70% of the induced individuals, when compared
with the other three methods, 10% for injection of KCI 0.5M and 0% for the
addiction of both spermatozoa and microalgae. In the other hand, the KCI
injection demonstrated to be the more expedite and viable method, with a positive
response from 30% (n=3) of the induced individuals within the first 5 min. The
addiction of microalgae proved to induce gamete release in 10% (n=1) of the
individuals, but over a period of 24h. The agitation method induced gamete
release in 10% (n=1) of the submitted individuals and the addiction of con-specific
spermatozoa did not produced positive results. The preliminary results of the first
larval development experiment using a R. marina diet showed that the
echinopluteus attain the settlement phase within 21 days with higher survival rate
in the treatment of lower microalgae concentration. For the larval development
experiment using D. tertiolecta, the echinopluteus attain the settlement phase
within 15 days, but the results of the survival rate, for the treatments were

inconclusive.

Keywords: Sea-urchin, Paracentrotus lividus, Echinoculture, echinopluteus,

reproduction, spawning, fertilization, larval development
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1. Introducéo
1.1. Estado da arte

Os ouricos-do-mar pertencem ao filo dos Echinodermata, e a classe
Echinoidea (Saldanha & Sacarrdo, 2003). Nesta classe, conhecem-se por
aproximadamente 850 espécies vivas, das quais 17 tém interesse para consumo
humano (Pawson, 2007), porque as suas gonadas (femininas e masculinas),
também denominadas ovas ou uni, sdo consideradas uma iguaria muito
apreciada e de elevado valor comercial, que pode ultrapassar os 100 ddlares por
quilo (aproximadamente 85€/kg) (McBride, 2005, Stefansson et al., 2017). O
interesse gastronomico resulta das suas qualidades organoléticas, de uma
sensacao de euforia aquando o seu consumo (Andrew et al., 2003; Sun &
Chiang, n.d.; Carboni et al., 2012; Rahman et al., 2014) e pelo seu valor
nutricional, uma vez que sao fontes dos acidos gordos essenciais de cadeia
longa, o0 &cido eicosapentanoico (EPA) e o &cido araquiddnico (ARA),
particularmente importantes no desenvolvimento do sistema nervoso (Kabeya et
al., 2017).

Registos arqueoldgicos revelam que as gonadas de ourico-do-mar sao
consumidas por comunidades costeiras desde, pelo menos, o primeiro milénio
antes de cristo (1 a.C.). De facto, escava¢cBes arqueoldgicas, realizadas em
varias localizacbes, confirmam que no Japdo e Pacifico Sul quase todos os
achados continham fragmentos de uma ou duas espécies de equinodermes
(Unumaetal., n.d.; Lawrence, 2001). Este habito manteve-se ao longo do tempo,
tornando-se numa longa tradicdo gastronémica em muitas culturas,
particularmente na Asia, Chile, Mediterraneo e Polinésia. O Jap&o é o principal
pais consumidor desta iguaria, consumindo cerca de 9000 toneladas anuais o
gue representa uma média de 70 gramas (g) por pessoa por ano (Andrew et al.,
2003; Unuma et al., n.d.; Carboni et al., 2012; Rahman et al., 2014). No
continente americano, o Chile destaca-se na captura destes organismos,
descarregando cerca de 50% das capturas mundiais, das quais apenas 10% se

destinam ao consumo interno, seguido pela Califérnia, que regista uma captura
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de 5 a 10% a nivel mundial, destinada unicamente ao mercado interno (McBride,
2005).

A Europa também apresenta uma longa historia de consumo de génadas
de ourico-do-mar, revelando-se um importante mercado para este produto.
Salienta-se aqui, a Frangca como o primeiro consumidor europeu e segundo
consumidor mundial, com um consumo aproximado de 1000 toneladas anuais,
seguida pela Espanha, Italia e Grécia (Andrew et al., 2002; Boudouresque &
Verlaque, 2007; McBride, 2005).

Em Portugal, a exploracdo deste recurso tem um carater sazonal e a escala
familiar, realizando-se por toda a costa portuguesa, com especial foco na costa
alentejana. A norte, a apanha tem uma forte componente econémica orientada
a exportacdo para os mercados francés e espanhol o que traduz num gradual
aumento desta atividade pesqueira (Figura 1) (Castro, 2004; Fernandez, 2013;
Ramos, 2017; Raposo, 2017).
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Figura 1: Registo de capturas anuais em lota de Paracentrotus lividus em Portugal. (DGRM,
2017)

Nas ultimas décadas, a apanha destes animais era praticada por poucas
pessoas e de uma maneira artesanal (Guidetti et al., 2004). No entanto, com a
crescente procura do mercado japonés a partir dos anos 1960, esta industria
expandiu-se e, para satisfazer o mercado, a atividade pesqueira recorreu a
diversificacdo das espécies capturadas seguindo um padréo de pesca de rapida

expansao até a um pico insustentavel, o que se traduz num modelo de captura
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“boom-and-bust”, das populacdes costeiras de ouricos-do-mar (McBride, 2005;
Purcell et al., 2012; Rahman et al., 2014).

Os ouricos-do-mar sdo, especialmente, vulneraveis a sobre pesca uma vez
que formam aglomerados populacionais isolados e de elevada densidade,
resultando em populacdes selvagens com menor capacidade de recuperacao
apos uma exploracdo intensa (Azad et al., 2010; Brundu et al., 2016;
Boudouresque & Verlaque, 2007). Estes fatores conduziram ao colapso dos
stocks selvagens de equinodermes do Japéo, Chile, costa Norte Americana e
em muitas areas costeiras europeias (Azad et al., 2010; Brundu et al., 2017;
Guidetti et al., 2004; McBride, 2005; Rahman et al., 2014), em particular nas
zonas costeiras atlanticas e mediterranicas da Franca e a costa Irlandesa
(Lozano et al., 1995).

1.2. Producéo de ourigos-do-mar em aquacultura

Atendendo ao declinio das populacdes selvagens e a crescente procura
por produtos alimentares marinhos, a aquacultura €, provavelmente, a melhor
alternativa para suportar as necessidades do mercado de consumo de ovas de
ourico-do-mar. Como industria de producéo de bens alimentares, este é o sector
em mais rapida expansao do mundo, fornecendo uma alternativa sustentavel e
significativa a exploracdo dos organismos aquéaticos selvagens (Brundu et al.,
2017; Subasinghe et al., 2001). O rapido desenvolvimento em todos os sectores
da aquacultura traz novos desafios, principalmente, na diversificacdo de
espécies, bem como nas técnicas de maternidade e desenvolvimento larvar
(Brundu et al., 2017; Subasinghe et al., 2001). E de salientar que a aquacultura
€ um setor econdmico cujas potencialidades devem ser valorizadas, tanto em
termos econdmicos como sociais, podendo dar um contributo positivo para a
criagdo ou manutencao de postos de trabalho a nivel local ou regional, quer na
operacédo direta, quer na cadeia de valor, contribuindo para o aproveitamento
dos recursos endogenos (DGRM, 2014).

A producéo de ourigos-do-mar em cativeiro iniciou-se na década de 60, no
Japdo, com a espécie Pseudocentrotus depressus e, seguidamente, mais
quatros espécies ediveis (Anexo 1). Este passo na producéo de ourigcos-do-mar

em aquacultura iniciou-se ao abrigo de programas de melhoramento dos
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recursos pesqueiros, que contribuiram para o desenvolvimento de metodologias
de producdo em massa de ovos fertilizados e cultivo de juvenis (Azad et al.,
2010; Brundu et al., 2016; Brundu et al., 2017).

Inicialmente, os juvenis ou semente de equinodermes eram recolhidos em
meio selvagem, através da utilizacdo de tubos de policloreto de vinil (PVC), mas
este provou ser um método pouco fiavel, apresentando flutuacdes de colheitas
anuais que podiam variar entre 100 mil e 4 milhbes de sementes colhidas
(Unumaetal., n.d.). Em 1984, o0 Japao atingiu uma producdo anual de 90 milhdes
de juvenis devido ao aperfeicoamento metodologico e tecnoldgico e ao crescente
namero de maternidades destinadas a producao de sementes de equinodermes,
atingindo as 42 instalacdes em 2009, 29 das quais localizadas em Hokkaido
(Unuma et al., n.d.). Atualmente, os restantes paises envolvidos na producédo de
ouricos-do-mar em aquacultura estédo a repetir o padréo de investigacao inicial
observado no Japdo, pois o fornecimento consistente de um produto de
qualidade é essencial para o mercado das génadas de ourico-do-mar (Fabbrocini
& D'Adamo, 2010; McBride, 2005).

Neste panorama, o sucesso da aquacultura de ouricos-do-mar esta
diretamente associado a otimizacéo da sobrevivéncia de todas as fases do ciclo
de vida destes organismos, visando uma producéo totalmente independente das
populacdes naturais (Azad et al.,, 2010; Liu et al.,, 2007). Nado obstante esta
atividade ter inicio nos anos 60 no Japdo, 0s restantes paises continuam a
apresentar um compromisso muito precoce e a investigacao tem-se focado,
principalmente, no desenvolvimento de ragdes para o crescimento de animais
adultos na tentativa de obter uma producéo gonadal acelerada, desviando assim
a atencdo do aperfeicoamento de protocolos de producéo das fases larvares e
juvenis (Azad et al., 2010; Brundu et al., 2016; McBride, 2005; Liu et al., 2007).

1.3. Biologia da espécie

Os ourigos-do-mar comuns Paracentrotus lividus (Lamark, 1816) é, tal
como as outras espécies de ouricos-do-mar, organismos invertebrados
bentonicos, ndo segmentados. O corpo, esférico, apresenta simetria penta
radiada em torno do eixo radial (eixo oral-aboral), € deprimido e revestido por

espinhos grandes e fortes. A coloracdo no P. lividus é variavel, abrangendo o
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verde, violeta, violeta escuro, acastanhado, entre outras. E de notar que os
exemplares P. lividus de cor violeta escuro podem distinguir-se da espécie
coocorrente Arbacia lixula, pela cor e pelas dimensdes mais reduzidas do
peristoma (McBride, 2005; Saldanha & Sacarrao, 2003).

1.3.1. Distribuic&o geografica e caracterizacdo do habitat

A espécie P. lividus distribui-se por todo o mar Mediterraneo e Atlantico
Nordeste, desde a Escoécia até ao sul de Marrocos, incluindo os arquipélagos
dos Acores, Madeira e Canarias. A sua ocorréncia € mais comum nas regides
em que a temperatura do mar varia entre os 10 °C e 15 °C no inverno e dos 18
°C aos 25 °C no verao, tal como no mediterraneo ocidental, Portugal e no Golfo
da Biscaia (Boudouresque & Verlaque, 2007). Esta ocorréncia, na ilha da
Madeira, ndo se traduz em elevadas densidades populacionais. De facto, esta
espécie encontra-se em poucos locais da costa sul da ilha e em baixas
densidades populacionais (Alves et al., 2001).

O ourico-do-mar comum &, tipicamente, intertidal podendo ser encontrado
nas zonas de maior hidrodinamismo nos niveis superiores do infralitoral e em
cavidades na rocha das pocas-de-maré do mediolitoral, podendo estas serem
criadas pelos proprios, evitando assim a pressao predatoria e a deslocacgéo pelo
elevado hidrodinamismo. O limite superior é restringido pela dessecacéo
(Boudouresque & Verlaque, 2007; Saldanha & Sacarrédo, 2003).

A movimentacdo livre, sobre a superficie das rochas revestidas pela
biocenose de algas fotdéfilas, pode ser observada entre os 12 e 13 metros de
profundidade (infralitoral), onde ja ndo é afetado pelos movimentos da agua,
ocorrendo também no circalitoral (Saldanha & Sacarrdo, 2003). A sua presenca
em fundos arenosos e sedimentares € pouco comum e, se presentes, formam
aglomerados em rochas isoladas (Boudouresque & Verlaque, 2007).

Os ouricos-do-mar exibem, frequentemente, pequenas migracoes
circadianas entre os abrigos e zonas de alimentagdo. As populagfes atlanticas
e mediterranicas de P. lividus, normalmente, exibem esta atividade no periodo
noturno. No entanto, este comportamento pode ser alterado sendo possivel a
observacéo de atividade diurna, estando esta inversamente correlacionada com

a presenca dos principais predadores, por sua vez, noturnos. Esta alteracdo de
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comportamento pode ser associada a possivel aprendizagem por parte dos
ouricos-do-mar, através da quimiorrececao dos fluidos celémicos de individuos
danificados. Assim, a associacdo dos niveis de luminosidade com a atividade
predatéria induz a adocédo de padrdes de atividade oposta a dos predadores
(Boudouresque & Verlaque, 2007).

Relativamente a qualidade da agua, esta espécie aparenta ser insensivel a
poluicdo organica, de facto, tais compostos claramente aumentam o seu
desenvolvimento, pois diferentes populacdes podem ser observadas em baias
poluidas e perto de descargas de esgotos urbanos, onde a sua densidade é
significativamente maior a poucas centenas de metros destes locais
(Boudouresque & Verlaque, 2007). No entanto, ensaios experimentais mostram
que os ouricos-do-mar sdo altamente sensiveis a presenca de concentracdes de
amonia (NHs*) observadas na pratica da aquariofilia, ndo excluindo que, pelo
menos em pocas-de-mare, os derrames de petréleo causam mortalidades de
100% (Boudouresque & Verlaque, 2007).

1.3.2. Anatomia/Morfologia

O corpo P. lividus apresenta dois polos distintos, o polo oral e aboral. No
primeiro observam-se o0 peristoma e a boca, ou Lanterna de Aristételes,
composta por cinco dentes. Esta € coberta por uma membrana que permite a
protrusdo dos dentes e 0 movimento dos espinhos mais curtos. Por outro lado,
0 polo aboral compreende a zona anal, onde sao libertados os produtos de
excrecao através do periprocto e os gametas pelos gonoporos, localizados nas
placas genitais, como também a entrada para o sistema vascular aquifero, a
placa madreporica (Figuras 2 e 4) (Harris & Eddy, n.d.; McBride, 2005).

O endosqueleto, de carbonato de calcio (CaCOs), € dividido
alternadamente em cinco placas ambulacrarias e cinco placas
interambulacrarias (simetria penta radiada). Ambas apresentam protuberancias,
designadas por tubérculos (Figuras 2 e 3), servindo como inser¢éo da base dos
espinhos. Estes sé&o controlados por musculos e séo utilizados para protecao,
locomogéo e captura de alimento (McBride, 2005; Pinsino & Matranga, 2015;
Saldanha & Sacarrdo, 2003). Nas placas interambulacrarias localizam-se 0s pés

ambulacrarios com formato tubular e, na extremidade, ventosas bem
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desenvolvidas para a fixacdo e locomocédo (Figuras 2, 3 e 4). Estes tém a
faculdade de detetar a presenca de quimicos na agua, capacidade de absorcao
de oxigénio (O2) e sensibilidade ao toque. Estas estruturas também sao
utilizadas na limpeza corporal e captura de alimento, conjuntamente com os
espinhos e pedicelarios (Figuras 2 e 3) (McBride, 2005).

O sistema circulatério dos equinodermes € aberto e designa-se por sistema
vascular aquifero (SVA) (Figura 4). O SVA é estrutural e fisiologicamente
especializado no desempenho das fungdes tipicas do sistema vascular dos
vertebrados superiores, assim como no controlo da pressao hidrostatica,
necessaria para a utilizacdo dos pés ambulacrarios, a respiracao, alimentacéo,
reproducéo e excre¢do (Pinsino & Matranga, 2015). O trato digestivo € longo e
em espiral, sendo composto por uma faringe, esofago, estdmago, intestino e

reto, terminando o ultimo no periprocto (Figuras 3 e 4) (Harris & Eddy, n.d.).

Placa ambulacraria

Pés ambulacrarios Peristoma

. Madrepérico B

4 Placa madrepdrica

Placa ocelar
Pediceldrio
Anus

Espinho ——" "3 'f

Pé ambulacrario
Poros ambulacrarios

Tubérculo Gondporo

Poros e o |2
ambulacrarios L

Periprocto

Tubérculo
Placa genital
Placa ambulacraria

Placa interambulacraria
Pedicelario

Figura 2: Anatomia externa geral dos ouricos-do-mar, representando os polos oral (A) e aboral
(B) dos ouricos-do-mar. (Adaptado de: Dorey, 2013)
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_ Madreporico (SVA)
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Figura 3: Anatomia interna dos ouricos-do-mar. Corte no plano radial. A ilustracdo esquematica
destaca o sistema vascular aquifero (SVA) a violeta e as restantes estruturas a azul. (Adaptado
de: Pinsino & Matranga, 2015)

1.3.3. Ciclo de vida do Paracentrotus lividus

O ciclo de vida dos ourigos-do-mar compreende diferentes fases larvares e
uma fase adulta (Brundu et al., 2017). A reproducao é sexuada, sdo organismos
dioicos, apesar do hermafroditismo ja ter sido observado (Boudouresque &
Verlaque, 2007; Byrne, 1990; Spirlet, Grosjean & Jangoux, 1998), e nao
apresentam dimorfismo sexual, querendo isto dizer que a sua distingdo apenas
se torna possivel durante a libertagcdo dos gametas. Geralmente, os évulos e
espermatozoides sao libertados diretamente na coluna de agua seguida pela
fecundacdo externa, originando larvas plancténicas. Estas apresentam
desenvolvimento indireto, alterando a sua morfologia com o desenvolvimento de
dois pares de bracos adicionais aos iniciais, passando pelas fases de dois, trés
e quatro pares de bracos, designando-se por equinopluteus. As fases larvares
envolvem o crescimento somatico, incluindo o desenvolvimento do rudimento no
lado esquerdo do estbmago, durante a fase de 4 pares de bracos (Boudouresque
& Verlaque, 2007; McEdward & Miner, 2007). Neste periodo, a competéncia
larvar para o assentamento é alcancada quando o rudimento atinge o tamanho
do estdbmago e se observam o0s primeiros espinhos e pés ambulacrarios a
emergir desta estrutura (Harris & Eddy, n.d.). O assentamento é induzido em
resposta as condi¢cdes ambientais que assinalam a disponibilidade de condicbes
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bentonicas adequadas (substrato) a este processo. O desenvolvimento apos o
assentamento envolve o crescimento somatico e maturacao sexual dos adultos
(Boudouresque & Verlague, 2007; McEdward & Miner, 2007).

Na espécie P. lividus sabe-se que, in vitro, a maturagdo sexual ocorre entre
0s 13 e 20 milimetros (mm) de diametro, correspondendo a um periodo de 5
meses apds nascimento, in situ esta maturacdo ocorre mais tarde (Cellario &
Fenaux 1990). A analise histologica das gonadas indica a existéncia de um ciclo
gametogénico anual, com um ou dois picos sazonais de desova (Lozano et al.,
1995), apesar de ser possivel a ocorréncia de individuos adultos com génadas
maduras durante o ano inteiro (Boudouresque & Verlaque, 2007; Byrne, 1990).
Em geral, sabe-se que a temperatura da agua do mar entre os 18 e 22 °C,
fotoperiodo curto (inverno) e a disponibilidade elevada de alimento adequado
favorecem a gametogénese nos ouricos-do-mar (Boudouresque & Verlaque,
2007; Byrne, 1990; Gago et al., 2003).

A desova realiza-se nos machos e fémeas em simultaneo, no entanto, este
episédio nunca envolve todos os individuos da mesma populacdo, por se
encontrarem em estados de maturacéo distintos e, independentemente de as
populacdes demonstrarem um ou mais picos de desova ao longo do ano, existem
estudos que demonstram que a desova pode ocorrer durante 0 ano inteiro, mas

em menor percentagem (Boudouresque & Verlaque, 2007; Lozano et al., 1995).

1.3.3.1. Gametogénese

Nos ouricos-do-mar, as génadas tém duas funcdes complementares, o
armazenamento de nutrientes e a gametogénese. As gOnadas crescem em
tamanho, ndo sO6 pelo desenvolvimento dos gametas, mas também pela
presenca de células sométicas, os fagdcitos nutritivos (nutritive phagocites, NP),
que armazenam reservas nutritivas antes de se dar o inicio da gametogénese
(Walker et al., 2007).

Durante o ciclo gametogénico, as génadas de ambos 0s sexos atravessam
uma série de alteracdes estruturais. Estas alteracdes podem ser classificadas de
acordo com a atividade das duas principais classes celulares do epitélio
germinativo, as células germinativas e os fagocitos nutritivos (ver secgao 2.3.),
por isso € importante que o sistema de identificacdo do estado reprodutivo nos

ourigos-do-mar considere ambas as populagdes celulares, reconhecendo assim
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que o tamanho das gonadas nestes organismos nao estad exclusivamente
relacionado com o processo de gametogénese (Walker et al., 2007).

Os NPs sao células sométicas muito versateis que fornecem um
microambiente estrutural e nutricional para as células germinativas durante a
gametogénese. Esta versatilidade permite que os NPs apresentem células
germinativas em diferentes fases e, simultaneamente, fagocitar gametas
residuais. Por isso, € assumido que os NPs sdo capazes de reconhecer 0s
diferentes estadios das células germinativas e de reagir de acordo, pois erros
neste reconhecimento podem originar gonadas estéreis (Ghisaura et al., 2016;
Walker et al., 2001; Walker et al., 2007).

Estudos demonstram que a administracao de alimento em abundancia aos
ouricos-do-mar apés a desova resulta no crescimento substancial dos NPs em
ambos 0s sexos. Este crescimento € o responsavel pelo aumento do tamanho
das gonadas, que permite atingir indices gonadossomaticos (IG) superiores a
20%. Se os ouricos-do-mar permanecerem sob um regime de racionamento ad
libitum durante a pré-gametogénese, os NPs continuarédo a crescer e, portanto,
resultard em gonadas maiores (Walker et al., 2007).

Como a maioria das culturas preferem génadas que contém menor nimero
de gametas relativamente aos NPs, o conhecimento mais profundo da
gametogénese nos ouricos-do-mar devera possibilitar a manipulacdo dos
diversos estadios de modo a, por um lado, suprimir este processo para a
producdo de gonadas de alta qualidade para consumo ou, por outro lado,
promover a gametogénese para a producdo de lotes de semente de ourigos-do-
mar (Walker et al., 2007).

1.3.3.2. Desenvolvimento larvar

O desenvolvimento larvar pode ser descrito através de trés caracteristicas,
o modo de nutricao (lecitotréfica ou planctotrofica), tipo de ambiente (pelagico ou
bentonico) e tipo de metamorfose (larva simples, complexa ou inexisténcia de
larva) (McEdward & Miner, 2007). A espécie P. lividus apresenta larvas pluteus
(equinopluteus) pelagicas e planctotroficas restritas, sendo este o padrédo mais
comum entre as espécies de ouricos-do-mar ediveis (McEdward & Miner, 2007).

A larva equinopluteus é uma larva complexa que, tipicamente, progride por

quatro fases distintas: fase piramidal pluteus, 2, 3 e 4 pares de bracgos (Figura 4:
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A; B; C, respetivamente), suportados por um esqueleto calcario. Nestes, existem
estruturas ciliadas (bandas de cilios) responsaveis pela natacao e captacéo de
alimento (Kelly, et al., 2000). Durante o desenvolvimento larvar, as bandas
ciliadas crescem, acompanhando o desenvolvimento do 3° e 4° pares de bracos.
Assim, a capacidade de captacdo de alimento aumenta de forma a satisfazer os
requerimentos nutricionais dos diferentes estados larvares (Kelly et al., 2000).

A fase larvar planctonica tem uma duracao estimada de 30 dias, mas esta
duracdo est4d dependente da espécie e condigcbes ambientais, tais como a
temperatura e disponibilidade de alimento (Boudouresque & Verlaque, 2007,
Harris & Eddy, n.d.). De facto, em condi¢cbes in vitro, este periodo pode ser
reduzido aos 14 a 19 dias em condicbes de alimentacdo adequadas
(Boudouresque & Verlaque, 2007). ApGs 0 assentamento segue-se 0
desenvolvimento da forma adulta, através da degradacdo das estruturas
larvares, que se incorporam no rudimento ou em reservas energéticas. Nesta
fase, o estado nutricional das larvas pré-assentamento, pode influenciar o
desenvolvimento e sobrevivéncia pds-assentamento. A sobrevivéncia de
ouricos-do-mar recentemente assentes pode ser inferior a 1% (Harris & Eddy,
n.d.).
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Figura 4: Representacdo esquemética das diferentes fases larvares e assentamento de Paracentrotus lividus.
A: Fase piramidal; B: Fase 2 pares de bragos (4b); C: Fase 3 pares de bracos (6b); D: Fase 4 pares de bragos
(8b); E: Fase 4 pares de bragos (8b) avancada; F: Pré-metamorfose; G: Juvenil recém assente. (Fonte:
fotografia pessoal, 2018)

1.3.4. Alimentacéo e nutricéo

Os ourigos-do-mar adultos alimentam-se utilizando uma complexa boca
conhecida como Lanterna de Aristételes. Os dentes apresentam dureza
suficiente para que sejam capazes de mastigar através de materiais resistentes,
tais como as coberturas de plastico de covos; erodir as superficies de algas
coralinas e formar buracos na rocha (Harris & Eddy, n.d.). A maioria das espécies
de ourico-do-mar sdo omnivoras e, de facto, beneficiam das dietas mistas que
oferecem elevadas percentagens de proteina, em oposicdo as dietas
estritamente vegetarianas. In loco, as fontes de proteina podem provir de
macroalgas, pequenos crustaceos e também da alimentacdo oportunista de
vertebrados mortos (Harris & Eddy, n.d.).

No estbmago, sdo produzidas enzimas capazes de digerir proteinas,
carbohidratos e lipidos. A maioria das espécies apresentam preferéncia por
macroalgas, demonstrando eleicdo por espécies distintas, apesar da
disponibilidade destas ser um fator fundamental neste comportamento. Quando
as macroalgas estdo presentes, 0s ouricos-do-mar alimentar-se-ao

continuamente e, nestas condi¢cdes, o tempo de passagem da matéria
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consumida pelo trato digestivo pode variar entre as 8 e as 12 horas (h) (Harris &
Eddy, n.d.; Lawrence, 2001). Por outro lado, em condi¢Bes limitantes de
alimentacdo, a velocidade de passagem da matéria consumida reduz-se ao
ponto de serem observados ouricos-do-mar em regime de jejum, a libertar fezes
durante duas semanas (Harris & Eddy, n.d.; Lawrence, 2001).

Nas fases larvares, como se tratam de larvas (ou equinopluteus)
planctonicas, necessitam de uma fonte de alimento exdgeno, o fitoplancton. No
meio ambiente, 0s equinopluteus alimentam-se destas células em suspensao na
agua circundante. As taxas de ingestdo e seletividade de particulas dos
equinopluteus sédo influenciadas pela concentragéo, sabor, temperatura, fase do
desenvolvimento larvar e tamanho das particulas (Azad et al., 2010; McEdward
& Miner, 2007). Em laboratério, os equinopluteus ingerem preferencialmente
particulas de 10 micrometros (um) quando comparado com particulas de 5 pum
(McEdward & Miner, 2007).

Ensaios experimentais mostram que tratamentos de baixas concentragdes
de fitoplancton, como também os de concentracBes elevadas, apresentam
efeitos negativos no desenvolvimento dos equinopluteus, estando considerado
como Optimo as concentracfes moderadas para taxas de desenvolvimento larvar
maximas, situando-se entre as 1500 e as 9000 células.ml! (Azad et al., 2010;
McEdward & Miner, 2007). O rapido desenvolvimento larvar pode ser suportado
através do cultivo de varias espécies de microalgas (McEdward & Miner, 2007),
como por exemplo a Dunaliella tertiolecta (Azad et al., 2011; Castilla-Gavilan et
al., 2018), Isochrysis galbana (Brundu et al., 2016), Phaeodactylum tricornutum
(Brundu et al., 2016) e Rhodomonas sp. (Castilla-Gavilan et al., 2018).

As microalgas sao organismos unicelulares autotréficos, que podem situar-
se entre 0s 2 um e 0s 100 pm de tamanho. Como produtores primarios, Sédo o
principal constituinte da base da cadeia tréfica, o fitoplancton, e € de fundamental
importancia para os estados larvares de muitas espécies marinhas (Ferreira,
2009). Varias espécies de fitoplancton tém sido usadas tanto em condi¢Ges de
laboratério como em maternidades, mas poucos estudos tém abordado os
efeitos especificos da administracdo de diferentes espécies de microalgas e
regimes alimentares no crescimento e sobrevivéncia larvar dos equinodermes.
No entanto, estudos feitos neste sentido evidenciam vantagens no desempenho

do crescimento larvar, quando utilizadas as microalgas Dunaliella tertiolecta
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(Castilla-Gavilan et al., 2018) e Rhodomonas lens (Azad, et al., 2011; Carboni et
al., 2012; Castilla-Gavilan et al., 2018).

1.4. Objetivos do estudo

Este trabalho experimental tinha dois objetivos complementares. O primeiro
objetivo estabelecido foi a selecdo de um método de inducdo de desova de
ouricos-do-mar provenientes das populacdes endémicas de P. lividus da ilha da
Madeira, que permitisse a maior taxa de sucesso na quantidade de gametas
libertados e sobrevivéncia dos individuos apos a indic¢do da desova. O segundo
objetivo visou avaliar o efeito de duas dietas monoespecificas de duas espécies
de microalgas (Dunaliella tertiolecta e Rhodomonas marina) e em trés
concentragdes diferentes e ajustadas ao desenvolvimento larvar. Em suma, este
trabalho pretendeu definir um protocolo de producdo de P. lividus de forma a

maximizar a sobrevivéncia antes do assentamento.
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2. Material e métodos

2.1. Recolha e manutencao dos espécimes

O grupo amostral foi composto por 80 individuos (n=80) da espécie P.
lividus com tamanho corporal superior a 35 mm, capturados a méo, durante o
més de outubro de 2017. A amostragem realizou-se em pocas-de-maré nas
praias dos Reis Magos (32°38’44.24”N; 16°49°26.53”W) e Pocas do Governador
(32°37°59.00”N; 16°56°36.33”W), localizadas na costa sul da ilha da Madeira.
Apés a recolha, os individuos foram transportados para a &rea experimental do
Centro de Maricultura da Calheta (CMC), em recipientes de 7 litros (L) contendo

agua do mar e arejamento.

20"

NE
ATLANTIC

llha da Madeira

A

Figura 5: Localizacdo da pocas-de-maré da recolha do grupo amostral de Paracentrotus lividus
adultos, destinados as experiéncias de indugdo. A: Pocas do Governador; B: Reis Magos.
(Adaptado de: Alves et al., 2001)

No CMC, registaram-se o0s dados biométricos dos individuos, que
compreendem as medi¢des individuais do diametro corporal (Dc) e altura
corporal (Ac) por meio de um paquimetro (DEXTER 0,02 mm), tal como o peso
individual hdamido (Pn) numa balanca analitica (RADWAG WTC 600.1).

Posteriormente, os ouricos-do-mar foram divididos em quatro grupos de 15
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individuos e mantidos em tanques cilindricos de 200 L (Figura 5) com agua do
mar filtrada (filtros de cartucho com porosidade de 50 pm, arejamento e
renovacdo da &gua com um caudal de 90 L/h. Inicialmente (outubro), o
fotoperiodo foi estabelecido nas 14h dia e 10h noite (14h D: 10h N), sendo
alterado para 12h D: 12h N, em janeiro. Relativamente aos parametros da
qualidade da agua nos tanques, o oxigénio dissolvido (O2) apresentou-se nos
6,90 + 0,01 miligramas por litro (mg.L™?); a temperatura (T) nos 22,05 + 0,70 °C
(registados com sonda multiparamétrica OxyGuard® HandyPolaris); pH = 8,16 +
0,02 (medidor de pH Checker HANNA); salinidade = 37,5 (refratbmetro de
aquariofilia) e as concentracdes de amonia (NHs), nitratos (NOz3’) e nitritos (NO2
) mantiveram-se a 0 mg.L (Mcolortest: NH3 <0.05 — 5mg/l; NOs~ 10 — 500 mg/l;
NO2 0,025 - 0,5 mgl/l).

A alimentacdo foi composta por uma mistura das macroalgas presentes nos
locais da amostragem (ex.: Asparagopsis armata, Codium tomentosum,
Corallina sp., Ulva lactuca), sendo administrada ad libitum em dias alternados. A

espécie de macroalga em maior proporcédo (> 80%) na mistura foi a A. armata.
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Figura 6: Tanques cilindricos de 200L de manutencdo do grupo amostral de
Paracentrotus lividus capturados para as experiéncias de inducdo de desova (Fonte:
fotografia pessoal, 2017).

2.2. Caracterizacado do estado de maturacdao

Do grupo amostral, foram aleatoriamente selecionados, 20 individuos
(n=20) e registados os dados biométricos (D¢, Ac € Pn) e removidas as gonadas,
colocando-as em papel até atingirem um peso humido constante (Anexo 2) e
pesadas (Pg) para o célculo do indice gonadossomatico (IG), de acordo com a
seguinte férmula (Byrne, 1990; Fabbrocini & D'Adamo, 2010):

Pg
IG(%) = (ﬂ) x 100

2.2.1 Histologia

A identificacdo histologica do estado de maturacdo dos individuos
amostrados baseou-se na escala de maturacao definidas por Byrne (1990) que
descreve o ciclo gametogénico em seis estadios:

Estadio | — fase de recuperacdo: Neste estadio, observam-se os gametas
primarios ou preé-vitelinos (5 a 30 um de diametro) junto a parede ascial e os

fagocitos nutritivos formam uma rede no limen da génada.
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Estadio Il — fase de crescimento: Com o decorrer da vitelogénese, 0s
gametas pré-vitelinos aumentam de tamanho (10 a 50 um de diametro) e
permanecem juntos a parede ascial da gonada, rodeados por fagocitos
nutritivos.

Estadio Il — fase de pré maturacdo: Neste momento, ja é possivel observar
gametas em todas as fases de desenvolvimento (10 a 90 um de diametro). Os
gametas de maiores dimensdes separam-se da parede ascial e projetam-se para
o centro do lumen, deslocando os fagodcitos nutritivos da sua posic¢éo central.

Estadio IV — fase de maturacado: Esta fase corresponde a pré desova e as
gonadas encontram-se cheias de gametas grandes (90 um de diametro) e
densamente compactados, observando-se poucos gametas pequenos (10 a 60
um de didmetro) ao longo da parede ascial. Neste periodo, os fagocitos nutritivos
encontram-se ausentes ou formam uma camada muito fina na parede ascial.

Estadio V — desova parcial: As gbénadas parcialmente desovadas
apresentam os gametas dispersos pelo lumen, observando-se 0s espacos
deixados pelos gametas ja libertados, como também a presenca de gametas no
oviduto. Morfologicamente, este é o estadio mais variavel e algumas génadas
podem conter, simultaneamente, gametas em todas as fases de
desenvolvimento. Por outro lado, algumas génadas podem conter apenas
gametas de grandes dimensdes, como descrito para o estadio IV.

Estadio VI — vazios: As goOnadas vazias caracterizam-se por exibirem
paredes asciais finas, de aparéncia vazia e uma rede de fagocitos nutritivos lassa
ou ausente. O numero e tipo de gametas presentes neste estadio é variavel,
podendo ser possivel a existéncia de poucos gametas que nao foram libertados,
vestigiais ou, por outro lado, completamente ausentes.

Assim, neste estudo, os individuos amostrados foram caraterizados como
adultos aptos para desova por inducdo (gonadas com gametas maduros) e
adultos nao aptos para desova por inducao (gonadas sem gametas maturos).
Tendo em conta este objetivo, os diferentes estadios foram organizados em trés
fases principais, refletindo assim a tendéncia do estado reprodutivo populacional:

1) Fase de crescimento - correspondente aos periodos de outono e inverno,
quando as gonadas acumulam material de reserva (adultos ndo aptos), aqui

engquadram-se os estadios | e Il acima descritos (Tabela I).
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2) Fase de maturacdo e postura parcial - esta compreende a primavera e
verdo, periodo correspondente a gametogénese e reproducao (adultos aptos),
abrangendo os estadios Ill, IV e V anteriormente descritos (Tabela I).

3) Fase vazia/pb6s-desova — nesta fase, os gametas residuais sao
reabsorvidos pelos fagocitos nutritivos apds a época reprodutiva e as gonadas
apresentam-se desprovidas de células sexuais (adultos ndo aptos),
compreendendo o estadio VI e a transicéo para o estadio | previamente descritos
(Tabela ll).

Tabela I: Estadios de maturacéo das gonadas em Paracentrotus lividus descritos por Byrne (1990) e os
estadios simplificados, utilizados na avaliagdo histoldgica do estado de maturacdo do grupo amostral de
ouricos-do-mar adultos.

Estadios (Byrne, 1990) Estadios simplificados
| — Recuperagéo 1) —Pré-desova (Crescimento)
Il — Crescimento Adulto ndo apto para desova
lIl — Pré maturacao 2) —Desova (Gametogénese)
IV - Maturagéo Adulto apto para desova
V — Desova parcial 3) —Pds-desova (Regeneracao)
VI - Vazios Adulto ndo apto para desova

2.2.2. Fixagao de tecidos

Apés a recolha, as amostras (terco central das gbénadas, anexo 2) foram
fixadas em formol tamponado a 4% durante, pelo menos, um periodo de 24h.

2.2.3. Processamento de tecidos

Para a desidratacao e inclusdo em parafina, utilizou-se um processador de
tecidos automatico (Tissue Tek — VIP 5 Jr), no qual foi programado um protocolo
de 11h de passagem das amostras em diferentes concentragfes de alcool, xilol

e parafina (Anexo 3).
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2.2.4. Cortes histologicos

ApOs a montagem das amostras em blocos com parafina, procedeu-se aos
cortes histologicos de 5 um de espessura com o auxilio de um micrétomo (Leica
— RM 2025). Os cortes foram montados nas laminas de vidro em banho-maria
de &gua destilada aquecida a 37°C e, posteriormente, corados de acordo com o
procedimento descrito no ponto que se segue.

2.2.5. Coloracao acido periddico - Schiff (PAS)

O processo de coloragéo iniciou-se com a desparafinacdo e reidratacéo
das laminas, através de banhos sucessivos em tinas de vidro com xilol e alcool
a diferentes concentracfes (Anexo 3.1.). Seguidamente, as preparacdes foram
oxidadas em acido periodico, passando também pelo reagente de Shiff e
hematoxilina n® 3 Gill. Cada conjunto de banhos seguiu uma sequéncia de
tempos pré-determinada, finalizando o procedimento com uma lavagem e
reidratacdo das laminas (Anexo 3.1.). ApOs a coloracdo, as laminas foram

finalizadas com uma lamela de vidro em meio de montagem (Neo-Mount).

2.3. Experiéncias de inducédo de desova

Neste trabalho, avaliaram-se quatro metodologias de inducédo distintas, a
injecdo de cloreto de potassio (KCI) a 0,5M na cavidade celdmica (I11), a agitacéo
dos ouricos-do-mar (I12), adicdo de microalgas (13) e a adicdo de gametas
coespecificos (14). Nos ensaios de indugéo foram, utilizados 15 individuos, 10
submetidos a cada metodologia e 5 usados como grupo de controlo. Todos os
individuos submetidos as metodologias de inducdo foram avaliados
individualmente em recipientes de vidro de 1L para as indugfes por injecdo de
KCI 0,5M, agitacéo, e adicdo de gametas coespecificos (Figura 6B). A inducéo
por adicdo de microalgas realizou-se em aquarios de 12L (Figura 6C). Ap6s uma
lavagem com agua do mar para a remocdo de detritos e outros organismos
marinhos, os ouricos-do-mar foram transportados da area experimental para o
laboratério do CMC num tabuleiro contendo agua salgada do tanque de

manutenc¢ao e uma toalha no fundo do tabuleiro, de modo a evitar a forte adeséo
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dos individuos ao tabuleiro de transporte (Figura 6A). Aqui, foram registados os

dados biométricos (Dc, Ac € Pn).

Figura 7: Recipientes para o transporte e experiéncias de inducdo de
Paracentrotus lividus. A: Tabuleiro de transporte com toalha no fundo; B:
Tacas de vidro de 1L; C: Aquarios de 12L. (Fonte: fotografia pessoal, 2017)
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2.3.1. Inducéo por injecao de cloreto de potassio (KCI) 0,5M

O ensaio de induc¢do por injecao de KCI processou-se, em termos logisticos
e metodoldgicos, de acordo com o descrito na seccao 2.3. Nesta experiéncia
cada ourico-do-mar foi injetado com 40 microlitros por grama (pl.g?) de uma
solucéo de KCl a 0,5 molar (M). A injecao foi aplicada com uma seringa de 2 ml
e agulha de 0,2 mm de espessura, introduzida através da membrana do
peristoma, na cavidade celémica, orientada hum angulo de 45° para a periferia
do corpo dos individuos, de modo a evitar a lanterna de Aristoteles e a aplicacéo

inadvertida da solucao de KCI no sistema digestivo.

2.3.2. Inducéo por agitacéo

Apés o transporte para o laboratério do CMC e preparacao (de acordo com
a secc¢dao 2.3.) dos ourigos-do-mar, os individuos destinados a experiéncia foram
agitados vigorosamente durante 1 minuto (Gago & Luis, 2011) e colocados,
individualmente, em posicdo natural (face oral orientada para o fundo) nos
recipientes de vidro contendo 800 mililitros (ml) de &gua do mar autoclavada, de
modo a cobrir os individuos na totalidade e observou-se a resposta durante 30
minutos apos a aplicacdo da metodologia. Para os casos positivos de libertacao
de gametas/desova, procedeu-se a homogeneizacdo e quantificacdo dos
gametas libertados ao microscopio 6tico composto (MOC), com recurso a uma
camara de Malassez para os gametas masculinos e uma camara de Sedgwick-
rafter para os gametas femininos. O grupo de controlo ndo foi submetido a
agitacdo. Aquando o término do periodo da experiéncia, todos os individuos
foram devolvidos ao tanque de manutencdo, com separagdo entre 0 grupo

induzido e controlo, registando-se a mortalidade durante um periodo de 5 dias.
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2.3.3. Inducéo por adicao de microalgas

Apés a preparacdo do grupo de inducéo (de acordo com a secg¢éo 2.3.), 0S
ouricos-do-mar foram colocados, individualmente, em aquarios com 12 L de
agua do mar previamente filtrada, esterilizada com hipoclorito de sédio (NaCIlO)
e arejamento moderado. Esta experiéncia realizou-se mediante a adicdo da
microalga Nannochloropsis oculata, numa concentracéo de 8000 células por litro
(cél.L'Y). A avaliacdo deste ensaio teve uma duracdo de 5 dias onde foram
registados os resultados de inducéo assim como os parametros da qualidade da
agua (O2, T, pH, salinidade e amédnia). Durante a duracdo da experiéncia
procedeu-se a renovacao de 50% da agua em dias intercalados. Apds o término
do tempo da experiéncia, todos os individuos foram devolvidos ao tanque de
manutencdo, com divisdo entre o grupo induzido e controlo, registando-se a

mortalidade durante um periodo de 5 dias.

2.3.4. Inducéo por adicdo de gametas espermatozoides coespecificos

Em termos logisticos e metodoldgicos, o0 ensaio por adicdo de gametas
coespecificos organizou-se de acordo com descrito na seccao 2.3. No entanto,
este ensaio caracterizou-se por ser necessaria a aplicacao prévia da técnica de
inducao descrita na secc¢ao 2.3.1., para a obtencdo dos gametas necessarios a
realizacdo do presente ensaio. A recolha dos espermatozoides realizou-se com
recurso a uma pipeta de Pasteur, diretamente de um ourigo-do-mar induzido com
injecdo de KCI 0,5M, e aplicou-se 1 ml da solucdo concentrada, a todos os
individuos do grupo de inducéo por adicdo de gametas coespecificos. Apos o
término do tempo de ensaio, todos os individuos foram devolvidos ao tanque de
manutencdo, com divisdo entre o grupo induzido e controlo, registando-se a

mortalidade durante um periodo de 5 dias.
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2.4. Cultivo de microalgas

A selecdo das espécies a produzir deve ser feita de acordo com a
aceitabilidade, digestibilidade e necessidades nutricionais das larvas, devendo
também ter em conta a dimenséao das células, o facil cultivo em sistemas simples,
a taxa de crescimento, capacidade de manutencéo da biomassa, auséncia de
producdo de metabolitos téxicos e que o ciclo de vida esteja dominado em
laboratério (Carboni et al., 2012; Ferreira, 2009).

Neste trabalho experimental a producdo e manutencdo das microalgas
baseou-se no método de volumes limitados ou batch, isto €, o volume inicial &
igual ao volume final, onde ndo é acrescentado meio novo ao cultivo, reduzindo
assim os riscos de contaminacao (Ferreira, 2009). As microalgas utilizadas nos
ensaios larvares foram mantidas em volumes intermédios de 4 L, fotoperiodo de
24h e atemperaturade 17 + 1°C, na sala de manutencao de microalgas do CMC.
Para tal, utilizou-se baldes de vidro com capacidade de 5 L e as culturas foram
renovadas semanalmente, garantindo que o inéculo dos novos cultivos se
apresentasse bem concentrado, mas em fase de crescimento. Por cada
inoculagéo utilizou-se 3 L de 4gua do mar filtrada e autoclavada a 121°C durante
15 minutos, 2 ml.L'* de nutriente de formulacdo comercial (Nutribloom ©) e 800
ml de inéculo da espécie pretendida. Este procedimento foi executado sempre a

chama.

2.5. Ensaios de desenvolvimento larvar

Para a realizacdo dos ensaios larvares, procedeu-se a fertilizacao artificial
dos gametas (solucdo-mae) de ourico-do-mar, obtidos com a metodologia de
inducdo identificada como a mais expedita, a injecdo de KCl| 0,5M. Apds a
obtencdo dos gametas (masculinos e femininos), procedeu-se a sua contagem
de modo a utilizar um racio de 500 espermatozoides por cada odcito (500:1) na
fecundacdo, em 4gua do mar filtrada e autoclavada (Ramos, 2017). Duas horas
depois da mistura dos gametas determinou-se a taxa de fecundacéo. A solucéo-
mae foi mantida num copo graduado de vidro de 800 ml, com arejamento suave

(1 a 2 bolhas de ar por segundo) e T = 18,95 + 0,35 °C, até as larvas atingirem
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a fase piramidal de pluteus. Nesta altura, procedeu-se a uma nova contagem de
modo a determinar a densidade larvar para a inoculagcdo das incubadoras
cilindro-conicas de 7 L contendo 4gua do mar previamente filtrada e esterilizada
com NaClO. Em todos os ensaios larvares o fotoperiodo ficou estabelecido nas
12h D: 12h N com arejamento baixo/moderado (3 a 4 bolhas de ar por segundo).
Os parametros da qualidade da agua foram registados diariamente, e as trocas
parciais de 4gua realizaram-se trés vezes por semana com a troca de 10% da
agua das incubadoras (Inc.) cilindro-cénicas (Figura 7).

O desenho experimental compds-se por trés tratamentos em triplicado, de
dietas monoespecificas das microalgas R. marina e D. tertiolecta. O
racionamento dos tratamentos estabeleceu-se nas 4000, 8000 e 16000 cél.ml*
(tratamentos T1, T2 e T3, respetivamente) (Tabela Il). A densidade larvar foi de
2 larvas por mililitro (ind.mlI?) (Niniciat =14000 ind.incubadora) de acordo com
Azad et al. (2010) e com controlo de temperatura (21 + 1 °C) por meio de

termostatos de aquariofilia para ambos 0s ensaios.

Tabela Il: Concentracdes de racionamento de microalga (Dunaliella tertiolecta e Rhodomonas marina) por
tratamentos (T1; T2 e T3) e por fase larvar: larvas iniciais; 3 pares de bracos (6b) e 4 pares de bragos (8b).

T1 T2 T3
(incubadoras | (incubadoras | (incubadoras
1,2e3) 4,5e6) 7,8¢e9)
. Concentragao

Dia 0 nas inicial de Cl 4000 8000 16000
Incubadoras o
(cél.ml?)

Fase 6b 2 X CI_1 8000 16000 32000
(cél.ml™)

Fase 8b 4 X CI_I 16000 32000 64000
(cél.ml™)
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Figura 8: Incubadoras cilindro-cénicas de 7L utilizadas nos ensaios larvares de
Paracentrotus lividus. Tratamento T1: Incubadoras 1, 2 e 3; Tratamento T2:
Incubadoras 4, 5 e 6; Tratamento T3: Incubadoras 7,8 e 9. (Fonte: fotografia pessoal,
2017)

2.5.1. Desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia larvar

No ensaio larvar R. marina, Nas fases 4b e 6b foi recolhida uma amostra
aleatéria de 30 larvas por cada incubadora, para a medicdo das medidas
biométricas comprimento total (CT), comprimento corporal (CC), largura corporal
(LC), braco pos-oral (BP), comprimento do estdmago (CE) (Figura 9) e
determinacao das fases larvares (4 bracos: 4b; 6 bracos: 6b; 8 bragos: 8b, pré-
metamorfose e ourigo assente). A taxa de sobrevivéncia foi calculada através da
diferenca entre o n inicial e n final de larvas em cada incubadora. No ensaio
larvar D. tertiolecta as amostragens procederam-se do mesmo modo que
anteriormente descrito. As larvas foram observadas e fotografadas ao MOC
(Leica DMi8), e as medi¢cOes executadas mediante a utilizagdo do programa
Leica Application Suite X (LAS-X).
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Figura 9: Larva equinopluteus de Paracentrotus lividus na fase 2 pares de bracos
(4b). Dados biométricos - Comprimento total: CT; Comprimento corporal: CC; Largura
corporal: LC; Brago pos-oral: BP; Comprimento do estdbmago: CE. (Fonte: fotografia
pessoal, 2018)

2.6. Andlise estatistica

Para avaliar a distribuicdo dos dados biométricos, parametros da qualidade
da agua, caracterizacdo reprodutiva, resposta as diferentes metodologias de
inducao e taxas de sobrevivéncia, aplicou-se a analise de variancia (ANOVA)
de um fator (Fgraus de liberdade entre os grupos, graus de liberdade dentro dos grupos = valor; nivel de
significancia p) sempre que se validaram os pressupostos da normalidade e
homogeneidade (Fievene=graus de liberdade = Valor; nivel de significAncia p) dos dados.
Perante o ndo cumprimento de, pelo menos, um dos pressupostos anteriores foi
aplicado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (Hgraus de liberdade = Valor; nivel de
significancia p) (Zar, 2010). Quando aplicavel, realizaram-se os testes post-hoc
de comparacgfes multiplas HSD-Tukey e Bonferroni dependendo se os dados
obedeceram a um planeamento equilibrado ou ndo. Os resultados foram
expressos na forma meédia + desvio-padrdao (DP), e as diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas ao nivel de significancia a = 5% (p-

value < 0,05). A mesma metodologia estatistica foi aplicada a analise da taxa de
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sobrevivéncia e desenvolvimento larvar sob o efeito de duas dietas
monoespecificas a diferentes concentracdes das microalgas Rhodomonas
marina e Dunaliella tertiolecta. Toda a analise estatistica foi executada com o
programa IBM SPSS Statistics 24.
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3. Resultados
3.1. Inducbes de desova em P. lividus
3.1.1. Determinacao do estado de maturacdo da populagéo

A amostra analisada histologicamente (n = 20) caracterizou-se pelos
valores médios Dc = 39,50 + 4,11 mm, Ac = 20,49 + 3,47 mm, Pn = 33,75 8,52
gelG =3,88+ 1,97%. A andlise das seccdes histoldgicas das gonadas revelou
que 40% (n = 8) dos individuos analisados eram machos e 60% (n = 12) eram
fémeas (Figura 10A). Relativamente ao estado de maturacao das génadas, 60%
(n = 12) dos individuos encontravam-se na fase de pré-desova, 15% (n = 3) na
fase de desova e 25% (n = 5) na fase de pds-desova (Figura 10B), indicando que
15% (n = 3) dos individuos foram classificados como adultos aptos para desovar
e 85% (n = 17) classificados como adultos ndo aptos para a desova (Figuras 10C
e 11). A analise estatistica revelou ndo existirem diferencas significativas entre
individuos no valor médio do IG (F1,18= 0,312; p > 0,05), estado de maturacéo
(H1 = 0,017; p > 0,05) e aptiddo para desova (Hi1 = 0,062; p > 0,05) entre a
categoria sexo.

A B C
100 | D Machos 100 - E] Pré-desova 100 - D Apto
D Fémeas ~ E] Desova g - D N3o apto
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ag e
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= ©
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@ e

20 & 20 Iel 220
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Figura 10: Racio sexual (A), estado de maturacéo (B) e aptidao para indu¢édo (C), do grupo amostral de
Paracentrotus lividus usados nas experiencias de inducéo de desova.
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lividus adultos usados para a caracterizagdo do estado de maturacdo sexual. Analise
histologica — A: Macho na fase pré-desova (ndo apto para desova); B: FEmea na fase
pré-desova (ndo apto para desova); C: Macho na fase de desova (apto para desova); D:
Fémea na fase de desova (apto para desova); E: Macho na fase pds-desova (ndo apto
para desova); F: Fémea na fase pds-desova (ndo apto para desova). (Fonte: fotografia
pessoal, 2017)
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3.1.2. Inducbes de desova em P. lividus

Os quatro grupos destinados as experiéncias de inducdo de desova,
gquando comparados entre si, ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas nos parametros biométricos Dc; Pn e Ac (testes Bonferroni; p < 0,05)
(Figura 12). O teste levene para a homogeneidade, mostrou que a amostra era
homogénea no que diz respeito ao parametro Dc (Frevene 4,75 = 1,61; p-value >
0,05), mas que esta ndo era homogénea no que diz respeito aos parametros Pn
(FLevene=4,75= 3,529; p-value < 0,05) e Ac (FLevene=4,75= 3,239; p-value < 0,05).
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Figura 12: Dados biométricos do grupo amostral de Paracentrotus lividus usados na experiéncia de
inducdo de desova A: Diametro corporal médio (Dc); B: Peso individual himido médio (Ph) e C: Altura
corporal média (Ac). 11: Injecdo como solugdo de KCI 0,5M; 12: Agitagdo; 13: Adicdo de microalga; 14:
Adicao de gametas coespecificos.

O método de inducdo da desova por agitagdo resultou na taxa de
mortalidade mais elevada (70%, n= 7), em comparagdo com 0s outros métodos
estudados. Na inducdo por injecdo com KCI 0,5M observou-se uma taxa de
mortalidade de 10% (n= 1), ao passo que as metodologias de inducao por adicao
de microalga (N. oculata) e adicdo de gametas cooespecificos
(espermatozoides) ndo causaram mortalidade nos individuos (taxa de
mortalidade = 0%) (Figura 13).
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Na resposta a inducao, o método por injecao de KCI 0,5M obteve a taxa de
resposta positiva mais elevada, com 30% (n=3) dos individuos positivamente
induzidos nos primeiros 5 min apo6s a aplicacdo da metodologia. O método por
agitacao induziu positivamente 10% (n=1) dos individuos durante o periodo de
30 min e a adicdo de microalga (N. oculata) também apresentou uma taxa de
inducdo de 10% (n=1), mas durante um periodo de 24h. A metodologia de
inducdo por adicdo de gametas cooespecificos ndo produziu resultados
positivos. A andlise dos resultados (resposta a inducdo, mortalidade e
determinacao de sexo) das experiéncias de inducdo de desova em P. lividus,
guando comparados com 0s respetivos grupos de controlo, mostrou existirem
diferengas estatisticamente significativas na taxa de mortalidade do método de
inducéo por agitacdo (H1 = 6,125; p < 0,05). A resposta a indugéo (H1 = 1,750; p
> 0,05) e a determinacédo de sexo (Hi1 = 1,731; p > 0,05) ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas em todos os grupos de inducdo de
desova (Figura 13).

Da comparacdo dos resultados (resposta a inducdo, mortalidade e
determinacao de sexo) entre as diferentes experiéncias de inducdo de desova
em P. lividus, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas
para a resposta a inducdo (Hs= 4,234; p > 0,05) e determinacéo de sexo (Hs =
4,585; p > 0,05), mas verificou-se a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas na taxa de mortalidade (Hs = 20,719; p < 0,05). Estas diferencas
encontraram-se no grupo de inducdo por agitacdo quando comparado com 0s
restantes grupos de inducdo de desova (testes HSD-Tukey; p < 0,05) (Figura
13).
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Figura 13: Resultados das indu¢Bes de desova em Paracentrotus lividus. A: Taxa de
mortalidade; B: Taxa de resposta. I1: Injecdo como solucéo de KCI 0,5M; 12: Agitacéo; 13:
Adicdo de microalga; 14: Adicdo de gametas coespecificos.

3.2. Ensaios larvares de P. lividus

As amostragens foram estabelecidas quando a maioria (= 70%) das larvas
se encontrassem nas fases 6b e 8b (12 e 22 amostragem, respetivamente).
Consequentemente, no ensaio larvar com alimentacdo de R. marina, a 12 e 22
amostragem corresponderam aos 10 e 17 dias po6s fecundacdo (DPF),
respetivamente. Para o ensaio larvar D. tertiolecta as amostragens por fase
larvar corresponderam aos 10 DPF para a 12 amostragem e 15 DPF para a 22
amostragem.

3.2.1. Taxa de sobrevivéncia

Relativamente a distribuicdo da taxa de sobrevivéncia larvar, para o ensaio
larvar R. marina, o0s resultados mostraram uma maior sobrevivéncia no

tratamento T1 (taxa sobrevivéncia média = 25,5%) relativamente aos
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tratamentos T2 e T3 (3,97% e 0,27%, respetivamente) (figura 14). A analise
estatistica mostrou que as diferencas detetadas foram estatisticamente
significativas entre tratamentos (Hz = 49,700; p < 0,05), encontrando-se na
comparacao do tratamento T1 com os tratamentos T2 e T3 (testes HSD-Tukey;
p < 0,05), ndo existindo diferencas significativas entre os tratamentos T2 e T3
(testes HSD-Tukey; p > 0,05).

No ensaio larvar D. tertiolecta observaram-se as taxas de sobrevivéncia
médias de 8,69% para o tratamento T1, 0,01% para o tratamento T2 e 7,54% no
tratamento T3 (Figura 14). A andlise estatistica dos resultados indicou que as
diferencas encontradas foram significativamente diferentes entre tratamentos
(H2 = 35,822; p < 0,05). Estas diferencas, localizaram-se na comparacdo do
tratamento T2 com os tratamentos T1 e T3 (testes HSD-Tukey; p < 0,05). Os
tratamentos T1l e T3, quando comparados, nao exibiram diferencas
estatisticamente significativas (testes HSD-Tukey; p > 0,05).

Quando comparada a taxa de sobrevivéncia larvar média ao nivel dos
tratamentos entre os ensaios larvares (R. marina e D. tertiolecta), verificou-se
presenca de diferencas estatisticamente significativas nos tratamentos T1 (Hi =
52,662; p < 0,05), T2 (Kruskal-Wallis H1 = 40,271; p < 0,05) e T3 (H1 = 117,841;
p < 0,05). O tratamento T1 do ensaio larvar com R. marina apresentou uma taxa
de sobrevivéncia média de 25,5%, contrastando com a taxa de sobrevivéncia de
11,98% no ensaio larvar com D. tertiolecta. No tratamento T2 registaram-se
taxas de sobrevivéncia de 5,22% e 0,25% para os ensaios com R. marina e D.
tertiolecta, respetivamente, e no tratamento T3 observaram-se as taxas de
sobrevivéncia de 0,29% e 7,50% para 0s ensaios com R. marina e D. tertiolecta,

respetivamente (Figura 14).

49



O IPL

escolasuperiorderuisma MIEStrado da Escola Superior de Turismo e Tecnologias do Mar

e recnologia do mar

institura polirécnica de leiria I P L - Aq uacu |tu ra

Ensaio larvar
50 [ R marina

[ D. tertiolecta
40 -

30 1

20

Taxa de sobrevivéncia (%)

10 -

0 I T T
T1 T2 T3
Figura 14: Comparacdo das taxas de sobrevivéncia entre ensaios com

alimentacdo Rhodomonas marina e Dunaliella tertiolecta. As condi¢cdes dos
tratamentosT1, T2 e T3 estdo definidas na tabela Il.

3.2.2. Desenvolvimento larvar

3.2.2.1. Ensaio larvar de P. lividus alimentados com R. marina

Aos 10 DPF, no ensaio larvar R. marina, detetaram-se diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo da fase larvar entre os diferentes
tratamentos (Hz2 = 104,367; p < 0,05). Estas diferengcas encontraram-se entre
todos os tratamentos quando comparados entre si (testes Bonferroni; p < 0,05).
No tratamento T1, 60,8% (n= 59) das larvas encontravam-se da fase 4b e 39,2%
(n=38) na fase 6b. O tratamento T2 apresentou 16,3% (n=15) das larvas na fase
4b, 40,2% (n=37) na fase 6b e 43,5% (n=40) na fase 8b. Para o tratamento T3
verificou-se que 7,9% (n=7) das larvas se encontravam na fase 4b, 33,7% (n=30)
na fase 6b, 57,3% (n=51) na fase 8b e 1,1% (n=1) em pré-metamorfose (Figura
15).

Aos 17 DPF, também foram detetadas diferencas estatisticamente
significativas na distribuicdo da fase larvar (H2 = 27,525; p < 0,05) entre os
diferentes tratamentos (T1, T2, T3). Estas diferencas foram observadas no

tratamento T1 quando comparados com os tratamentos T2 e T3 (testes
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Bonferroni; p < 0,05), ndo sendo observadas diferencas significativas entre os
tratamentos T2 e T3 (testes Bonferroni; p > 0,05) (Figura 15). Aqui, observou-se
que 2,2% (n=2) das larvas se encontravam na fase 4b, 25,3% (n=23) na fase 6b
e 72,5% (n=66) na fase 8b para o tratamento T1 (Figura 15). No tratamento T2,
10,8% (n=7) das larvas se encontravam na fase 6b, 87,7% (n=57) na fase 8b e
1,5% (n=1) em pré-metamorfose e, no tratamento T3, 95,5% (n=63) das larvas
encontraram-se na fase 8b, 1,5% (n=1) em pré-metamorfose e 3% (n=2) das
larvas assentaram com sucesso (Figura 15).

Quando comparadas entre amostragens, a distribuicdo das fases larvares
provou ser significativamente diferente no tratamento T1 (Hi = 119,476; p <
0,05), T2 (H1 = 35,551; p < 0,05) e T3 (H1 = 35,341; p < 0,05) (Figura 15).
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Figura 15: Percentagem de individuos por estadio de desenvolvimento das larvas
Paracentrotus lividus ao longo do ensaio de alimentacdo com Rhodomonas marina. As
condi¢cdes dos tratamentos T1, T2 e T3 estdo definidas na tabela Il. A: Amostragem aos 10
dias pos fecundacao (DPF); B: Amostragem aos 17 dias pos fecundagao (DPF).
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3.2.2.2.Ensaio larvar de P. lividus alimentados com D. tertiolecta

No ensaio D. tertiolecta, 10 DPF, a distribuicdo da fase larvar mostrou
existirem diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
tratamentos (Hz2 = 15,689; p < 0,05). Estas diferencas registaram-se na
comparacao do tratamento T2 com o T3 (testes Bonferroni; p < 0,05) mas, entre
os tratamentos T1 com o T2 e T1 com o T3, ndo se registaram diferengas
estatisticamente significativas (testes Bonferroni; p > 0,05) (Figura 16). Nesta
amostragem, 8,5% (n=6) das larvas encontravam-se na fase 4b, 5,6% (n=4) na
fase 6b, 81,7% (n=58) na fase 8b e 4,2% (n=3) em pré-metamorfose, para o
tratamento T1 (Figura 16). No tratamento T2 observou-se 8,8% (n=8) das larvas
na fase 4b, 24,2% (n=22) na fase 6b, 62,6% (n=57) na fase 8b, 2,2% (n=2) em
pré-metamorfose e 2,2% (n=2) assentaram com sucesso (Figura 16).

Ao dia 15 DPF, a distribuigcao da fase larvar entre os diferentes tratamentos
mostrou existirem diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
tratamentos (Hz2 = 26,347; p < 0,05). Aqui o tratamento T1 foi significativamente
diferente dos tratamentos T2 e T3 (testes Bonferroni; p < 0,05), mas néo se
observaram diferencas significativas na distribuicdo média das fases larvares
entre os tratamentos T2 e T3 (testes Bonferroni; p > 0,05) (Figura 16). As
diferencas observadas mostraram que no tratamento T1 3,2% (n=2)
encontravam-se na fase 4b, 1,6% (n=1) na fase 6b, 47,6% (n=30) na fase 8b,
30,2% (n=19) em pré-metamorfose e 17,5% (n=11) completaram a metamorfose
e apresentaram-se como ouricos assentes com sucesso (Figura 16). No
tratamento T2, 11,1% (n=3) das larvas apresentavam-se na fase 8b como
também em pré-metamorfose (11,1%; n=3) e 77,8% (n=21) assentaram com
sucesso (Figura 16). No tratamento T3, observou-se 4,4% (n=4) das larvas na
fase 6b, 30,8% (n=28) na fase 8b, 8,8% (n=8) das larvas encontravam-se em
pré-metamorfose e 56% (n=51) dos individuos assentaram com sucesso (Figura
16).

Entre amostragens, a distribuicdo das fases larvares provou ser
significativamente diferente no tratamento T1 (H1 = 30,731; p < 0,05), T2 (H1 =
56,343; p < 0,05) e T3 (H1 = 46,205; p < 0,05).
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Figura 16: Percentagem de individuos por estadio de desenvolvimento das larvas Paracentrotus
lividus ao longo do ensaio de alimentacdo com Dunaliella tertiolecta. As condi¢bes dos
tratamentos T1, T2 e T3 estdo definidas na tabela Il. A: Amostragem aos 10 dias pés fecundagéo
(DPF); B: Amostragem aos 15 dias p6s fecundacao (DPF).
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3.2.3. Crescimento larvar P. lividus

3.2.3.1. Ensaio larvar R. marina

Relativamente as medidas biométricas das larvas (CT, CC, LC, BP e CE)
observou-se que no ensaio larvar R.marina, aos 10 DPF, existiram diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo média das medidas biométricas CT
(H2=44,172; p < 0,05), CC (F2275=9,795; p < 0,05), LC (Hz2 = 129,296; p < 0,05),
BP (F2.275=27,935; p < 0,05) e CE (H2 = 141,305; p < 0,05), quando comparadas
por tratamentos (T1, T2, T3). A distribuicdo média do CC foi significativamente
inferior (345,84 + 44,65 pum) no tratamento T1l quando comparado com 0s
tratamentos T2 e T3 (369,80 + 53,48 um e 378,04 + 57,08 um, respectivamente)
(testes Bonferroni; p < 0,05), ndo existindo diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos T2 e T3 (testes Bonferroni; p > 0,05) (Figura
17, Tabela IIl). Os valores médios para as restantes medidas biométricas
apresentaram-se significativamente inferiores no tratamento T1 (CT: 648,47 +
138,81 um; LC: 208,83 £ 53,82 um; BP: 347,01 £ 128,75 um; CE: 141,61 + 39,43
pm) em comparacdo com os tratamentos T2 (CT: 783,36 + 131,56 um; LC:
340,23 + 101,51 yum; BP: 476,76 + 118,65 um; CE: 221,75 + 59,79 um) e T3,
(CT: 720,96 + 124,73 um; LC: 372,74 £ 91,39 um; BP: 397,50 + 111,16 um; CE:
261,17 £ 65,85 um) como também médias inferiores nas medidas LC e BP no
tratamento T2 quando comparado com o tratamento T3 (testes Bonferroni; p <
0,05) (Figura 17, Tabela III).

Aos 17 DPF, também se verificou a existéncia de diferencas significativas
na distribuicdo média de todas as medidas biométricas (CT: Fz217= 20,076; p <
0,05; CC: H2 = 39,514, p < 0,05; LC: H2 = 90,204, p < 0,05; BP: F2.214 = 57,006;
p < 0,05 e CE: H2 = 95,097; p < 0,05), quando comparadas entre tratamentos.
Para a distribuicdo média do CT, estas diferengas encontraram-se no tratamento
T3 (660,10 £ 144,61 um) quando comparado com os tratamentos T1 (802,03 £
137,92 um) e T2 (759,14 £+ 132,40 um) (testes Bonferroni; p < 0,05) sendo que a
distribuicdo média do CT foi significativamente inferior no tratamento T3 (Figura
17, Tabela Ill). As médias do CC e LC também se apresentaram
significativamente inferiores no tratamento T1 (364,17 + 46,72 um e 342,62 +

64,90 um, respetivamente) quando comparado com os tratamentos T2 (422,59
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+ 82,81 um e 472,91 + 122,69 um, respetivamente) e T3 (433,58 + 75,54 um e
504,85 £ 101,73 pum, respetivamente) (testes Bonferroni; p < 0,05), ndo existindo
diferencas significativas entre os tratamentos T2 e T3 (testes Bonferroni; p >
0,05) (Figura 17, Tabela Ill). A distribuicio média do BP mostrou-se
significativamente maior no tratamento T1 (477,20 + 129,61 pum) quando
comparado com os tratamentos T2 e T3 (389,64 + 140,19 um e 279,32 + 135,18
pum, respetivamente) (testes Bonferroni; p < 0,05), como também foi
significativamente superior no tratamento T2 quando comparado com O
tratamento T3 (testes Bonferroni; p < 0,05) (Figura 17, Tabela Ill). A distribuicéo
meédia do CE foi significativamente maior no tratamento T3 (324,64 + 59,69 um)
guando comparado com os restantes tratamentos (T1 = 210,58 + 129,61 um e
T2 = 288,58 + 80,70 um) (testes Bonferroni; p < 0,05), como também, no
tratamento T2 quando comparado com o T1 (testes Bonferroni; p < 0,05) (Figura
17).

Das comparacfes entre amostragens (10 e 17 DPF), as distribuicoes
médias de todas as medidas biométricas das larvas mostraram-se
significativamente diferentes no tratamento T1 (CT: F1,186=57,817; p < 0,05; CC:
F 1186 = 7,562; p < 0,05; LC: H1 = 108,257; p < 0,05; BP: F 1186 = 47,694; p <
0,05; CE: H1 = 81,932; p < 0,05). Estas diferencas mostraram que existe um
aumento significativo dos valores médios de todas as medidas biométricas para
este tratamento (Figura 17, Tabela Ill). No tratamento T2, ndo se observaram
diferencas significativas na média do CT (H1 = 2,208; p > 0,05), entre
amostragens, mas a média das medidas biométricas CC (H1 = 14,745; p < 0,05),
LC (Hi = 40,015; p < 0,05) e CE (H1 = 25,736; p < 0,05) também mostrou um
padrdo de aumento significativo. A comparacao da média do BP (H1 = 15,090; p
< 0,05) entre amostragens mostrou que este foi menor aos 17 DPF (Figura 13).
No tratamento T3, os dados exibiram um padréo de crescimento significativo
para as medidas biométricas CC (F1,140 = 26,456; p < 0,05), LC (F1,153= 71,878;
p <0,05) e CE (F1,151 = 44,532; p < 0,05), ao passo que as médias do CT (F1,151
= 7,748; p < 0,05) e BP (H1 = 27,095; p < 0,05) evidenciaram uma regressao
significativa para estas medidas larvares, entre amostragens (Figura 17, Tabela

).
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Figura 17: Medidas biométricas das larvas de Paracentrotus lividus do ensaio de alimentacdo com
Rhodomonas marina, aos 10 dias pés fecundagédo (DPF) e 17 dias pds fecundagédo (DPF As condi¢des dos

Tabela lll: Médias (= desvio padrao) das medidas biométricas das larvas Paracentrotus lividus do ensaio
com alimentagcdo Rhodomonas marina, aos 10 dias pos fecundacgéo (DPF) e 17 dias pés fecundacgao (DPF
As condicdes dos tratamentos T1, T2 e T3 estdo definidas na tabela Il.

pm)

10 DPF 17 DPF
T 2 T3 T P 3
Comprimento | 64847 + | 78336+ | 72096+ | 802,03+ | 75914+ | 660,10 +
total (CT, um) 138,81 | 13156 | 124,73 | 137,92 132,40 144,61
Comprimento | 34584+ | 36980+ | 37804+ | 36417+ | 42259+ | 43358 +
corporal (CC, um) 44,65 53,48 57,08 46,72 82,81 75,54
Largura corporal 208,83+ | 340,23+ | 372,74+ | 342,62 + 472,91 472,91 +
(LC, um) 53,82 101,51 | 91,39 64.90 122,69 122,69
Brao pos-oral | 34701+ | 47676+ | 39750+ | 47720+ | 38964+ | 27932 +
(BP, um) 128,75 | 118,65 | 111,16 | 12961 140,19 135,18
c:gg;:':e:::? 14161+ | 221,75+ | 261,17+ | 21058+ | 28858+ | 324,64+
80 (CE, 39.43 59.79 6585 | 12961 80,70 59.69
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3.2.3.2. Ensaio larvar D. tertiolecta

No ensaio larvar D. tertiolecta, aos 10 DPF, todos os valores meédios das
medidas biométricas das larvas apresentaram-se significativamente diferentes
(CT:H2=176,170; p < 0,05; p <0,05; CC: H2 = 85,280; p < 0,05; p <0,05; LC: H2
= 54,406; p < 0,05; BP: H2 = 87,306; p < 0,05 e CE: F2,242=31,919; p < 0,05),
guando comparados entre tratamentos (T1, T2 e T3). Os resultados das medidas
CT, CC, BP e CE mostraram que estas foram significativamente superiores no
tratamento T3 (CT: 745,45 + 158,32 um; CC: 366,23 + 43,06 um; BP: 455,88 +
113,99 um; CE: 274,38 + 54,78 um) comparativamente com os tratamentos T1
(CT: 664,19 £ 147,08 um; CC: 323,57 + 43,65 um; BP: 379,99 + 139,43 um; CE:
233,02 + 56,30 um) e T2 (CT: 562,13 + 87,58 um; CC: 294,56 + 38,21 um; BP:
272,12 + 79,98 um; CE: 209,35 + 51,45 um) (testes Bonferroni; p < 0,05), excepto
a LC que néo apresentou diferencas estatisticamente significativas quando
comparada entre o tratamento T1 (386,20 = 85,85 pum) com o T3 (274,38 + 54,78
pum) (testes Bonferroni; p > 0,05).

Aos 15 DPF, a distribuicdo média do CT (Hz2 = 25,202; p < 0,05), CC (Hz =
13,279; p < 0,05), BP (H2 = 12,558; p < 0,05) e CE (H2 = 6,172; p < 0,05)
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, ao contrario da
distribuicdo média da LC, que nao apresentou diferencas significativas (Hz =
5,687; p > 0,05), entre todos os tratamentos. Os resultados médios para o CT e
BP foram significativamente inferiores no tratamento T2 (361,32 + 38,89 um e
112,52 £ 57,81 um, respetivamente) comparativamente com os tratamentos T1
(524,29+ 200,69 e 275,04 + 174,30 um, respetivamente) e T3 (508,94 + 160,70
e 320,70 £ 127,66 um, respetivamente) (testes Bonferroni; p < 0,05), no CC estas
diferengas encontraram-se na comparacao do tratamento T3 com os tratamentos
Tl e T2 e, para o CE as diferencas significativas localizaram-se na comparacgéo
do tratamento T1 com o T3 (testes Bonferroni; p < 0,05) (Figura 18, Tabela 1V).

Entre amostragens (10 e 15 DPF) observou-se que as distribuicdes médias
das medidas biométricas das larvas CT (H1 =17,317; p < 0,05), CC (H1 =5,228;
p <0,05), LC (H1=6,429; p <0,05) e BP (H1 = 12,624, p < 0,05), foram inferiores
no tratamento T1 e a média do CE (Hi = 0,947; p > 0,05) ndo apresentou
variagcbes significativas entre amostragens (Figura 14). No tratamento T2, as
meédias do CT (H1 = 54,981; p < 0,05) e BP (H1 = 14,630; p < 0,05) foram
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inferiores aos 15 DPF (Figura 18). As restantes medidas biométricas (CC: F1,93=
0,523;p>0,05; LC: H1=1,114; p > 0,05 e CE: H1 =0,008; p > 0,05) ndo exibiram
diferencas significativas nas médias entre amostragens (Figura 18, Tabela 1V).
No tratamento T3 verificou-se a existéncia de diferencas significativas nas
médias do CT (Hi1 = 59,169; p < 0,05), CC (F1,119 = 5,039; p < 0,05) e BP (F1,119
= 34,762; p < 0,05) quando comparadas entre amostragens e, contrariamente,
as médias do LC (H1 = 3,387; p > 0,05) e CE (F1121 = 0,698; p > 0,05), ndo
apresentaram variacoes significativas entre as amostragens (Figura 18, Tabela

V).
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Figura 18: Medidas biométricas das larvas de Paracentrotus lividus do ensaio de alimentacdo com Dunaliella
tertiolecta, aos 10 dias p6s fecundacéo (DPF) e 17 dias pds fecundacao (DPF). As condi¢des dos tratamentos
T1, T2 e T3 estdo definidas na tabela Il.
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Tabela IV: Médias (+ desvio padrao) das medidas biométricas das larvas Paracentrotus lividus do ensaio
com alimentacao Dunaliella tertiolecta, aos 10 dias pés fecundacéo (DPF) e 15 dias pos fecundacéo (DPF
As condicdes dos tratamentos T1, T2 e T3 estdo definidas na tabela Il.

10 DPF 15 DPF
T P 13 T 2 13

Comprimento 664,19+ | 562,13+ | 74545+ | 52420+ 361,32+ | 508,94+
total (CT, um) 147,08 8758 158,32 200,69 38.89 160,70

Comprimento 32357+ | 29456+ | 366,23+ | 305,78+ 282,80+ | 346,64+
corporal (CC, um) 43,65 38,21 43,06 64,13 44,00 49,24

Largura corporal | 386,20+ | 318,80+ | 27438+ | 351,22+ 297,77+ | 37447+
(LC, um) 85.85 66,20 5478 80,66 30,95 95.75

Brago pés-oral | 37909+ | 27212+ | 45588+ | 27504+ 11252+ | 320,70+
(BP, um) 139,43 79.98 113,99 174,30 57.81 127,66

cz;'t‘g;:';’e::g:° 233,02+ | 20935+ | 27438+ | 230,33+ 217,65+ | 264,93+
g0 (CE, 56,30 5145 54.78 66.83 13,54 66,50

pm)
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4. Discussao

4.1. Inducdes de desova em P. lividus

Nas experiéncias de inducdo de desova em P. lividus, distinguiram-se os
métodos de indugcdo como invasivos (inje¢cdo de KCI 0,5M e agitacdo) e nao
invasivos (adicdo de microalga e adicdo de gametas coespecificos). Aqui péde-
se observar que os métodos de inducdo mais expeditos na obtencdo de gametas
foram a inducéo por inje¢do de KCI 0,5M (Gago & Luis, 2011), com resultados
positivos nos primeiros 5 minutos apods a realizacdo da experiéncia e a inducéo
por agitacdo. A metodologia de inducéo por adicdo de microalga (N. oculata),
numa concentracdo de 8000 (cél.L1) revelou alcancar resultados positivos, mas
a libertacdo de gametas ocorreu durante um periodo de 24h e,
consequentemente, com gametas inviaveis no fim da experiéncia. A experiéncia
de inducdo por adicdo de gametas coespecificos (espermatozoides) néo
produziu resultados positivos.

Relativamente a taxa de mortalidade verificou-se que o método de inducdo
por injecdo de 40 pl.g*de KCl a 0,5M causou uma mortalidade inferior (10% dos
individuos submetidos) a descrita por outros autores, como por exemplo Gago &
Luis (2011), que relata taxas de mortalidade superiores a 25%. Estes resultados
deverdo estar associados as diferentes dosagens utilizadas entre os trabalhos
experimentais (1 ml KCI 0,1M; 1ml KCI 0,25M e 1 ml KCI 0,5M).

O método por agitacdo, que foi a metodologia que causou a mortalidade
mais elevada (70% dos individuos submetidos), contrasta com os resultados
obtidos pelo mesmo autor (Gago & Luis, 2011), que reporta uma taxa de
sobrevivéncia de 100% dos individuos submetidos a este método de inducéo de
desova. A mortalidade observada nesta metodologia pode estar associada as
caracteristicas da mesma, pois o Unico fator controlado foi o periodo de agitacéo,
1 min (Gago & Luis, 2011), em que a forca aplicada, frequéncia e modo de
agitacao estdo dependentes do operador.

Neste trabalho, € necessario referir que os resultados obtidos nas
experiéncias de indugéo de desova em ouricos-do-mar estdo condicionados pelo
estado reprodutivo do grupo amostral. Por um lado, os ourigos-do-mar que

compunham a amostra para a inducdo da desova apresentavam um indice
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gonadossomatico relativamente baixo (3,88) em relacédo ao valor médio mensal
observada para o més de Outubro na populacao de P. lividus da ilha da Madeira
(4,89, Figura 19 A). Por outro lado, a informacéo disponivel sobre o ciclo de
maturagéo da populacao de ourigos-do-mar P. lividus na regido mostra que no
més de captura do grupo amostras, Outubro, a maioria dos ouricos estdo em
estados de maturacdo de recuperacdo, crescimento e pré-maturacao (estadios
mat.1 e mat.2 na Figura 19B). Este facto com certeza limitou a aptiddo para a
desova mesmo quando sédo artificialmente induzidos. Serd de esperar que ao
repetir estas experiéncias numa época em que a percentagem de individuos
maturos seja mais elevada, por exemplo Novembro ou Dezembro, os resultados
obtidos sobre a eficacia dos diferentes métodos de indugéo da desova possam

ser relativamente diferentes.
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Figura 19: Evolugcdo mensal do indice gonadossomatico e do nivel de maturacéo da populacéo
de ouricos-do-mar Paracentrotus lividus da ilha da Madeira. Os estadios de maturagdo mat.1,
mat.2, mat.3, mat.4 representam os estados de maturacdo das gonadas recuperagdo, pré-
maturagdo, maduro, e pés-desova respectivamente (dados néo publicados).
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4.2. Ensaios larvares de P. lividus

De acordo com trabalhos prévios (Brundu et al., 2016; Kelly et al., 2000),
no ensaio larvar R. marina, a taxa de sobrevivéncia mais elevada foi registada
no tratamento de menor concentracdo de racionamento, T1 (taxa de
sobrevivéncia = 25,5%). Nos tratamentos de maiores concentracdes de
racionamento (T2 e T3) observaram-se taxas de sobrevivéncia larvar
significativamente mais baixas (taxa de sobrevivéncia = 3,97% e 0,27%,
respetivamente), sugerindo que a concentracdo de racionamento para a R.
marina é mais adequado nas 4000 cél.ml* (Anexo 4).

O mesmo padrdo nédo foi observado no ensaio de alimentacdo com D.
tertiolecta. Neste registaram-se taxas de sobrevivéncia sem diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos T1 e T2, mas este resultado
reside no facto da incubadora 2 no tratamento T1 ter registado uma taxa de
sobrevivéncia estatisticamente superior (Hz = 23,000; p < 0,05) (Taxa de
sobrevivéncia = 25,71%) relativamente as incubadoras 1 e 3 do mesmo
tratamento (Taxa de sobrevivéncia = 0,32% e 0,04%) (Anexo 4). Neste ensaio
larvar, existe a hipotese da taxa de sobrevivéncia se comportar da mesma forma
ao observado no ensaio larvar com a microalga R. marina, relativamente aos
tratamentos aplicados, surgindo assim a necessidade da repeticdo destes
ensaios larvares em simultdneo e em condigcbes de temperatura ambiental
controlada.

No ensaio de alimentacdo com R. marina, os resultados mostraram que até
a fase 8b, as larvas exibem um padrdo de incremento em todas as medidas
biométricas (CT, CC, LC, BP e CE) mas, ao iniciarem a fase pré-metamorfose
as medidas CT e BP demonstram um padréo de regressdo. Estes padrdes de
crescimento detetados estdo associados ao desenvolvimento normal das larvas
pluteus (Castilla-Gavilan et al., 2018; Liu et al., 2007). De acordo com outros
autores (Carboni et al., 2012; Castilla-Gavilan et al., 2018), pela variabilidade das
medidas CT e BP, estas ndo devem ser consideradas como indicadores do
crescimento larvar devendo sim, utilizar-se o CC e LC nesta avaliagao das larvas
de ouricos-do-mar (Castilla-Gavilan et al.,, 2018). N&o esquecendo que o0s

padrées de crescimento estdo diretamente associados a espécie em andlise,
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podendo exibir comportamentos diferentes para diferentes espécies de ouricos-
do-mar.

Relativamente as fases larvares, no ensaio de alimentacdo com R. marina
verificou-se que, pelo menos, 70% das larvas atingiram a fase 8b em todos os
tratamentos aos 17 DPF. Como referido noutros estudos, este rapido
desenvolvimento larvar pode estar associado as baixas densidades larvares
utilizadas (2 ind.mlt) (Azad, McKinley & Pearce, 2010; Castilla-Gavilan et al.,
2018), como também a utilizacdo de temperaturas mais elevadas (21 + 1 °C)
(Castilla-Gavilan et al., 2018). Comparativamente, o ensaio larvar de
alimentacdo com D. tertiolecta caracterizou-se pelo controlo de temperatura ter
sido alterado devido a temperatura ambiente, adicionando mais 0,5 °C aos 21 +
1 °C inicialmente estipulados no desenho experimental. Os resultados
observados no ensaio de alimentacdo com D. marina sugerem um
desenvolvimento larvar mais acelerado, pois foi registada uma percentagem
estatisticamente significativa de individuos assentes com sucesso nos
tratamentos T2 (77,8%) e T3 (56%) aos 15 DPF.
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5. Conclusbes e consideracdes finais

Assim, entre os métodos de inducdo de desova invasivos (inducdo por
injecdo de KCI 0,5M e por agitagcédo), destaca-se a inducao por injecao de KCI
0,5M como o mais expedito, por ser possivel a rapida obtencdo de gametas,
mesmo quando os individuos ndo se encontram na época de desova, com
mortalidades associadas de 10% dos individuos submetidos ao método referido.
Por outro lado, a adicdo de microalgas destacou-se como 0 método de inducdo
de desova néo invasivo com maiores potencialidades de uso futuro para a
obtencéo de gametas em ouri¢cos-do-mar, sem comprometer a sobrevivéncia dos
lotes de reprodutores, de modo a suprimir a necessidade da captura de
individuos selvagens.

As diferencas observadas na taxa de sobrevivéncia larvar entre
tratamentos podem ser explicadas pelo facto das baixas concentracées de
racionamento promoverem menos desperdicio de alimentacéo, reduzindo assim
a quantidade de depdsito de microalga ndo consumida, contribuindo para uma
melhor qualidade dos parametros da agua (Azad, McKinley & Pearce, 2010;
Castilla-Gavilan et al., 2018).Relativamente & escolha de espécie de microalga
para um racionamento monoespecifico de larvas P. lividus, e de acordo com
Castilla-Gavilan et al. (2018), a utilizacdo da microalga R. marina apresenta
vantagens no desenvolvimento larvar de ouricos-do-mar, pois permite ciclos de
producdo curtos com biomassas elevadas e a baixo custo, na producdo de
ouricos-do-mar.

Os resultados dos ensaios larvares mostraram que, o incremento de
temperatura nas fases larvares dos ouricos-do-mar promove um rapido
desenvolvimento larvar e, que o racionamento adequado, conforme a microalga
utilizada, apresenta um importante papel na taxa de sobrevivéncia larvar. Ainda,
€ de referir a importancia do controlo de temperatura adequado (sala de
temperatura controlada) nas fases larvares dos ouricos-do-mar, pois a
temperatura ambiental podera induzir um desenvolvimento demasiado acelerado

ou lento durante este periodo.
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Anexos

1.

Tabela V: Espécies de ouricos-do-mar inicialmente produzidas em cativeiro no Jap&o. (Adaptado de:

Unumaetal.n.d.)

Local price in

2008, IPY/kg Size at Years to
Species whole weight maturity maturity Distribution
Tripneustes gratilla 744 6—7cm 1yr Okinawa and Kagoshima
Pseudocentrotus 1250 24cm 2yr west to Shimane in the
depressus Sea of Japan, west to
Kanagawain the Pacific
Hemicentrotus 012 25cm 2yr Nagasaki to Toyama
pulcherrimus
Strongylocentrotus 1849 Jem 2yr Hokkaido, Aomori, Iwate
intermedius
Strongylocentrotus 866 4-5cm 2yr North to Toyama in Sea of
nudus Japan, north to Ibaraki

in Pacific

*Local price was calculated from the average price in 2008 landed in a prefecture where catches each

species dominantly.

Figura 20: Génadas de Paracentrotus lividus a secar em papel para obten¢éo de Pn = constante.
O tracejado compreende o seccionamento do terco central da génada para a andlise histologica.

(Fonte: fotografia pessoal, 2017)
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3. Processamento de tecidos

Desidratacao e inclusdo em parafina

Formol - 1 hora

Etanol 70% - 30 minutos
Etanol 70% - 30 minutos
Etanol 96% - 30 minutos
Etanol 96% - 30 minutos
Etanol 100% - 1 hora
Etanol 100% - 1 hora
Etanol 100% - 1 hora

Xilol | — 1 hora
Xilol Il = 1 hora
Xilol Il - 1 hora

Xilol (50%) + Parafina (50%) — 1 hora
Parafina — 1 hora

3.1. Protocolo de tempos para coloragcdao PAS

Desparafinacdo e reidratacao |

Xilol I = 5 minutos

Xilol Il = 5 minutos

Alcool a 100% - 5 minutos
Alcool a 100% - 5 minutos
Alcool a 90% - 5 minutos
Alcool a 70% - 5 minutos
Alcool a 50% - 5 minutos

Coloragéao

Oxidar em acido periédico 0.5% — 5 minutos

Lavar em agua corrente — 5 minutos

Enxaguar em agua destilada 3 vezes — 1 minuto
Corar em reativo de Schiff — 15 minutos

Lavar em agua corrente — 5 minutos

Contra corar em hematoxilina n°® 3 Gill — 90 segundos
Lavar em agua corrente — 5 minutos

Desidratacao |l

Alcool a 70% - 1 minuto
Alcool a 90% - 1 minuto
Alcool a 100% - 1 minuto
Alcool a 100% - 1 minuto
Xilol I = 5 minutos

Xilol Il = 5 minutos
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Figura 21: Taxas de sobrevivéncia larvar de Paracentrotus lividus por incubadoras cilindro-cénicas. A:
Ensaio de alimentagcdo com Rhodomonas marina; B: Ensaio de alimentacéo com Dunaliella tertiolecta.
Tratamento T1: Incubadoras 1, 2 e 3; Tratamento T2: Incubadoras 4, 5 e 6; Tratamento T3: Incubadoras
7,8 e 9. (Fonte: fotografia pessoal, 2017)
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