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RESUMO

O poliqueta Hediste diversicolor encontra-se presente em zonas estuarinas e
lagunares, distribuidas pelas costas atlanticas da América do Norte e da Europa. Esta
espécie tem sido vulgarmente utilizada como isco na pesca e como alimento em
aquacultura, para peixes e crustaceos. Muitos dos poliquetas comercializados sao
capturados do meio natural ou provém de importacdo, ambos com impactos negativos
associados, que por sua vez contribuem para o interesse crescente de proceder ao

cultivo destes organismos.

Os objectivos deste trabalho foram avaliar a influéncia de diferentes
temperaturas na reproducdo do poliqueta Hediste diversicolor, avaliar o efeito da
salinidade no crescimento de juvenis desta espécie e determinar a diferentes

salinidades a composic¢éao lipidica destes organismos.

No primeiro ensaio (reproducéo), a inducdo da reproducéo foi realizada através
de choques térmicos e a estimativa dos juvenis presentes foi efetuada com base em
contagens, realizadas em subamostras de sedimento. O segundo ensaio
(crescimento) decorreu em 60 dias, tendo-se testado trés salinidades diferentes (15,
20 e 25) em triplicado. No final do ensaio, procedeu-se a pesagem dos organismos
para determinar diferentes parametros (taxa especifica de crescimento, taxa de
incremento diario e sobrevivéncia). Em ambos os ensaios, a dieta utilizada foi racéo
semi-himida de peixes marinhos. Para determinar o perfil lipidico, efetuou-se
inicialmente a extracgao lipidica e procedeu-se depois a analise da gordura extraida por

Cromatografia Gasosa (GC).

O numero médio de juvenis presente em cada caixa foi de 2193, 1447 e 2987
nas temperaturas ambiente, 20°C e 25°C, respetivamente, ndo havendo diferencas
significativas entre estes valores (p > 0,05). Quanto ao crescimento, os individuos
atingiram taxas especificas de crescimento entre 6,76% e 7,01% nas diferentes
salinidades, ndo havendo diferencas significativas (p > 0,05). A taxa de incremento
diario e o peso final foram maiores nos individuos sujeitos as salinidades de 20 e 25 (p
< 0,05) respetivamente, enquanto a sobrevivéncia foi superior nos individuos sob
influéncia da salinidade de 15 (100%), comparativamente & salinidade de 20 (97,8 +
1,7%) e a salinidade de 25 (93,3 + 7,6%) (p < 0,05). Através da andlise aos acidos
gordos encontrados nos individuos sob diferentes salinidades, verificou-se que n&o

existiram diferencgas entre essas quantidades (p > 0,05).



RESUMO

Com este estudo, concluiu-se que a espécie Hediste diversicolor se reproduz a
diferentes temperaturas. Quanto ao efeito da salinidade no crescimento, péde concluir-
se que a salinidade de 20 podera ser a mais adequada para o crescimento desta
espécie. Em relagcdo ao perfil lipidico, conclui-se que a salinidade nédo influencia a
composi¢cdo de &cidos gordos, sendo por isso expectavel que se possa realizar o
cultivo de individuos desta espécie em diferentes locais na zona costeira, sem que a

sua composicao lipidica se altere.

Palavras-chave: poliqueta, Hediste diversicolor, reproducdo, crescimento,

temperatura, salinidade



ABSTRACT

The polychaete Hediste diversicolor is present in estuaries and lagoons,
distributed by Atlantic coasts of North America and Europe. This species has been
commonly used as bait in fishing and in aquaculture, as food for fishes and
crustaceans. Many polychaetes marketed are caught from the wild or come from
imports, both with negative impacts, which in turn contribute to the growing interest of
proceeding to the cultivation of these organisms.

The objectives of this study were to evaluate the influence of temperature on
the reproduction of the polychaete Hediste diversicolor, to evaluate the effect of salinity
on growth of juveniles of this species and determine the lipid composition of these
organisms at different salinities.

In the first trial (reproduction), the induction of reproduction was performed by
thermal shocks and the estimation of juveniles present was made based on counts
carried out on subsamples of sediment. The second trial (growth) was conducted in 60
days, wherein was tested three different salinities (15, 20 and 25) in triplicate. At the
end of the trial, all organisms were weighed in order to determine different parameters
(specific growth rate, daily growth rate and survival). In both trials, the feed used was
semi-moist diet for marine fish. To determine the lipid profile, initially was made the
extraction of lipids and after it, the analysis of the fat extracted by Gas Chromatography
(GC).

The mean number of juveniles present in each box was 2193, 1447 and 2987 at
ambient temperature, 20°C and 25°C, respectively, with no significant differences
between these values (p > 0,05). In relation to the growth, the individuals reached
specific growth rates between 6.76% and 7.01%, with no differences between salinities
(p > 0,05). The daily growth rate and final weight were higher in individuals under
influence of salinities of 20 and 25 (p < 0,05) respectively, whereas the survival was
higher in specimens under the influence of salinity of 15 (100%), compared to salinity of
20 (97.8 £ 1.7%) and salinity of 25 (93.3 + 7.6%) (p < 0,05). Through the analyses of
the fatty acids found in individuals under different salinities, it was found that there were

no differences between these quantities (p > 0,05).

With this study, it was conclude that the species Hediste diversicolor
reproduces at different temperatures. As for the effect of salinity on growth, it can be
concluded that the salinity of 20 may be the most suitable for the growth of this
species. In relation to the lipid profile, it is conclude that the salinity does not influence

the fatty acid composition in this species, which is therefore expectable that the

Xl



ABSTRACT

cultivation of these organisms can be made at different locations in the coastal zone,

without changes in their lipid composition.

Keywords: polychaete, Hediste diversicolor, reproduction, growth, temperature,
salinity
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INTRODUCAO

1. Introducao

1.1. Introducéo geral

Os poliquetas constituem a maior classe do filo Annelida e sdo encontrados em
quase todos os habitats marinhos, desde as zonas intertidais até aos sedimentos mais
profundos (Rouse & Pleijel, 2001). Estes organismos s8o muitas vezes 0s
componentes dominantes dos macrobentos, tanto em ndmero de espécies como em
namero de individuos (Ravana & Moreira, 2013), existindo até a data mais de 10000
espécies descritas (Hutchings, 1998). Como tal, os poliquetas desempenham um
papel importante no funcionamento das comunidades bentdnicas, promovendo a
reciclagem da matéria organica e a bioturbacdo dos sedimentos marinhos (Olsgard et
al., 2003), além de constituirem presas importantes para uma grande variedade de

espécies, sobretudo em ecossistemas estuarinos (Rosa et al., 2008).

Estes organismos tém sido amplamente estudados desde ha muitos anos,
devido a importancia que apresentam nos ecossistemas em que se inserem e
recentemente, algumas destas espécies tém vindo a adquirir cada vez mais
popularidade devido a sua crescente utilizacdo como isco para a pesca, tanto
profissional como desportiva (Fidalgo e Costa et al., 2003). O poliqueta Hediste
diversicolor é uma das espécies onde reside grande interesse e esta constitui, a
semelhanca de outros poliquetas, um elemento importante nos ecossistemas
estuarinos, influenciando a estrutura biogeoquimica e fungdo dos sedimentos
superficiais (Lindgvist et al., 2013) Constitui a base de muitas teias alimentares e
possui um valor econdémico consideravel como isco para pesca (Gillet et al., 2012).
Esta espécie apresenta um grande potencial para ser produzida em aquacultura e tem
sido estudada nesse ambito ao longo dos ultimos anos (Fidalgo e Costa, 1999; Fidalgo
e Costa et al.,, 2000; Batista et al., 2003a; Batista et al., 2003b; Nesto et al., 2010;
Nesto et al., 2012). Recentemente, a espécie Hediste diversicolor tem sido também
utilizada na biomonitorizacdo da poluicdo marinha, nomeadamente em sedimentos
estuarinos, representando desta forma uma ferramenta til para a avaliar a qualidade

ambiental em estuarios (Gomes et al., 2013).

Atualmente, a grande maioria dos poliquetas comercializados provém de
importagéo e de capturas efetuadas no meio natural e de ambas as situagdes resultam
efeitos adversos, entre 0s quais a degradacdo dos ecossistemas onde ocorre essa

captura e a introducéo indireta de espécies nao-nativas.



INTRODUCAO

1.2. Biologia e ecologia da espécie Hediste diversicolor

1.2.1. Descricao

A espécie Hediste diversicolor pertence a familia Nereididae (Scaps, 2002) e
morfologicamente, € caracterizada por possuir um probdscide reversivel com
paragnatos em ambos os anéis oral e maxilar, e um prostomio de forma triangular com
quatro olhos de pequenas dimensfes. Apresenta também dois grandes palpos e duas
antenas frontais, juntamente com um peristémio provido de quatro cirros tentaculares
(Scaps, 2002).

Corporalmente, os individuos desta espécie sao constituidos por diferentes
segmentos e estes suportam pardpodes, que consistem em apéndices locomotores
emparelhados, constituidos cada um por um lobo superior (notopodio) e um lobo
inferior (neuropddio). Cada um destes lobos contém normalmente um conjunto de
sedas, que é projetado para o0 exterior e uma espinha interna designada de acicula
(Blake & Ruff, 2007).

Figura 1.1 — Morfologia representativa da espécie Hediste diversicolor: A e B - cabeca com
probodscide evertida (posicédo dorsal e ventral, respetivamente); C — parapode; 1 — mandibulas;
2 — antenas frontais; 3 — palpo; 4 — prostémio; 5 — cirros tentaculares; 6 — peristomio; 7 — olhos;
8 — paragnatos; 9 — acicula; 10 — cirro dorsal; 11 — notopdédio; 12 — neuropédio; 13 — cirro
ventral (adaptado de Blake & Ruff, 2007).

1.2.2. Distribuicao e habitat

Esta espécie pode ser encontrada em aguas rasas marinhas e salobras,
nomeadamente em zonas estuarinas e lagunares, ao longo das costas atlanticas da
Ameérica do Norte e da Europa (Virgilo & Abbiati, 2004).
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Os individuos desta espécie habitam em bancos arenosos e lodosos, podendo
fazé-lo também sob cascalhos e argilas, nos quais constroem galerias em forma de U
ou Y, que podem atingir a profundidade de 30 cm (Scaps, 2002; Kristense &
Mikkelsen, 2003). S&o encontrados em densidades que variam entre 35 e 3700
individuos m™ (Durou et al., 2008) o que evidencia o facto de esta espécie constituir
um elemento fundamental nas teias troficas dos sistemas que integra, sendo predada

por inUmeras espécies de peixes, crustaceos e aves (Fidalgo e Costa, 2001).

Os organismos desta espécie apresentam elevada tolerancia fisiolégica face a
variagbes extremas dos fatores ambientais, crescendo e reproduzindo-se em
diferentes tipos de sedimentos e até sob condi¢cbes de stress (Fidalgo e Costa et al.,
2006), uma vez que suportam grandes oscilacbes de temperatura, salinidade e
oxigenio, sobrevivendo em condi¢des drasticas de hipoxia (Scaps, 2002; Fidalgo e
Costa et al., 2003).

1.2.3. Alimentacgéo

Estes organismos possuem diversos habitos alimentares utilizando assim
diferentes estratégias para a sua alimentacao, tendo a capacidade de consumir presas
de diferentes dimensdes, que variam desde micro e macrozoobentos, diatomaceas, a
matéria organica fragmentada na qual se incluem os detritos (Fidalgo e Costa et al.,
2006).

De acordo com varios autores (Fidalgo e Costa et al., 2006; Riisgard & Larsen,
2010), a H. diversicolor pode alimentar-se de pequenas particulas que se depositam
na superficie do sedimento e em redor da galeria, exibindo para tal duas taticas
distintas. A primeira consiste na deslocacao direta por parte dos individuos pela
superficie do sedimento na busca de alimento, capturando-o e ingerindo-o
imediatamente; a segunda consiste em capturar o alimento através de secrecfes
mucosas, que se depositam sob a superficie do sedimento e em ambos os lados do
corpo dos individuos, nas quais as particulas de alimento ficam retidas e quando os
individuos regressam para as suas galerias, levam consigo a secrecao mucosa
construindo um pequeno pellet que permanece em redor ou a entrada destas, que é

depois ingerido progressivamente (Scaps, 2002).
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Outra das estratégias de alimentacdo € a filtracdo, na qual os individuos
libertam uma rede de muco na galeria que promove uma corrente continua, que
permite capturar fitoplancton que se encontra em suspenséo (Vedel & Riisgard, 1993;
Fidalgo e Costa et al., 2006) e no caso da concentracdo de fitoplancton ser elevada,
0s organismos alteram o seu modo de alimentagdo para filtracdo, ao invés de se
alimentarem do que se deposita no sedimento (Fidalgo e Costa et al., 2000; Riisgard &
Larsen, 2010). Esta opcéo de atividade filtradora, em que 0s organismos permanecem
nas galerias, pode estar relacionada com uma estratégia de defesa adotada por esta
espécie, para se proteger dos predadores, na sua maioria peixes e crustaceos
(Ceséria, 2007).

Esta espécie pode ainda comportar-se como herbivora, ingerindo pequenas
porcbes de algas e macrdfitas aquéticas e pode ainda ser carnivora, atuando como
predador de diferentes espécies constituintes da fauna benténica (Fidalgo e Costa et
al., 2006).

1.2.4. Reproducéo

O poligueta Hediste diversicolor € uma espécie gonocédrica (Rangel, 2008) e
caracteriza-se por um padrdo de reprodu¢cdo monotélico (semelparidade), no qual
ocorre apenas um evento reprodutivo em todo o seu ciclo de vida, seguido da morte
dos individuos (Golding & Yuwono, 1994; Andries, 2001; Durou & Mouneyrac, 2007).
Estes organismos utilizam cerca de 70% da energia total na produgcdo de gametas,
que ocorre no fluido celdmico. Como consequéncia deste investimento, verifica-se

uma reducdo da massa corporal e 0 seu crescimento cessa (Fidalgo e Costa, 2003).

A maturacdo sexual é induzida pelo aumento da temperatura e a desova,
dentro de uma populacao, é sincronizada pelo ciclo lunar, ocorrendo nomeadamente
na lua cheia ou lua nova (Rangel, 2008) e na maioria das populacdes, ocorre quando
os individuos tém entre 1 e 2 anos de idade (Scaps, 2002). Durante o processo de
maturacao, surgem diferencas na coloracdo dos individuos, sendo que as fémeas
apresentam uma coloragdo verde-escura e 0os machos uma cor verde brilhante,
contrariamente aos individuos imaturos que se apresentam com um tom castanho
avermelhado (Dales, 1950; Scaps, 2002). A coloracdo mais brilhante adquirida pelos
machos relativamente as fémeas, deriva da massa branca de espermatozoides que se

acumula no seu fluido celémico (Scaps, 2002).
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Ao contrario do que acontece em outras espécies de nereideos, a Hediste
diversicolor ndo produz individuos epitocos (forma reprodutiva pelagica especializada)
e ndo possui um estadio larvar plancténico, apresentando um ciclo de vida benténico
(Aberson et al., 2011).

Reprodutivamente, os odcitos sao depositados pelas fémeas nas suas galerias
guando se encontram maduros (com diametro superior a 180 pum) e antes dos machos
libertarem o seu esperma livremente na agua, junto as aberturas das galerias onde se
encontram as fémeas. Seguidamente, as fémeas intensificam a atividade ventilatoria
dentro das suas galerias e conduzem o esperma libertado pelos machos para o interior
das mesmas, semelhantemente a um dos seus modos de alimentagdo, ocorrendo

assim a fertilizacao dos odcitos (Scaps, 2002).

1.2.5. Desenvolvimento larvar e juvenil

Os ovos fertilizados permanecem incubados nas galerias protegidos pelas
fémeas e as larvas bentbnicas desenvolvem-se rapidamente, mantendo-se nas
galerias protegidas pela progenitora e alimentando-se do muco, juntamente com
peliculas microbianas existentes nas paredes das galerias (Bartels-Hardege & Zeeck,
1990). Ap6s 10 a 14 dias, as larvas comegam a abandonar as galerias parentais e as
progenitoras morrem (Dales, 1950; Bartels-Hardege & Zeeck, 1990; Aberson et al.,
2011).

A emergéncia das galerias parentais efetuada pelas larvas coincide com o
inicio do comportamento de “escavar’ galerias, que ocorre quando os individuos
atingem seis setigeros (Scaps, 2002). As galerias construidas pelos juvenis em forma
de Y rapidamente se assemelham as galerias dos individuos adultos, embora sejam
construidas de forma inversa, uma vez que 0s juvenis permanecem inicialmente nas
camadas superficiais do sedimento e s6 depois é que o colonizam verticalmente,
contrariamente ao que ocorre nos adultos, que constroem previamente a parte mais
profunda da galeria e s6 depois é que efetuam as modificacdes superficiais (Marty &
Retiére, 1999). A construcdo destas galerias esta relacionada com o comprimento do
corpo do organismo mas apesar disto, individuos que possuam mais de 10 cm de
comprimento podem ser encontrados frequentemente nas primeiras camadas do

sedimento, entre 0s 2 e 3 cm de profundidade (Cesério, 2007).
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1.3. Captura e producéo de poliquetas

Os poliquetas tém vindo a ganhar cada vez mais importancia a nivel comercial,
uma vez que sdo amplamente utilizados na pesca desportiva e profissional e também
como alimento em aquacultura (Fidalgo e Costa et al., 2000; Scaps, 2002; Nesto et al.,
2012). Em aquacultura, a espécie Hediste diversicolor tem sido utilizada na
alimentacdo de peixes e crustidceos uma vez que assegura uma nutricdo adequada
aos reprodutores em cultivo, devido ao conteddo que possui em &cidos gordos,
desempenhando por isso um papel importante na maturacdo das gonadas e na
inducdo de postura de diferentes espécies, como os linguados Solea vulgaris e Solea
senegalensis, e também em alguns camardes, como 0 Penaeus kerathurus (Dinis,
1986; Luis, 1989; Fidalgo e Costa et al., 2000; Fidalgo e Costa et al., 2003).

Esta importancia crescente conduziu ao aumento da procura destes
organismos e tal levou ao desenvolvimento de produ¢gfes comerciais economicamente
viaveis que fornecem diferentes espécies, no entanto estas ndo conseguem suprir as
necessidades de procura ocorridas no mercado (Fidalgo e Costa et al., 2006). Na
Europa, a aquacultura de poliquetas teve inicio no Reino Unido na década de 1980
com incidéncia na espécie Nereis virens (Olive, 1999) com o intuito da sua
comercializacdo como isco para a pesca e com 0 objetivo de evitar a deplecdo das
populagfes naturais sujeitas a exploracéo intensiva (Fidalgo e Costa et al., 2003).

Geralmente, os poliquetas sdo capturados do meio natural, em zonas
estuarinas, por pescadores, tanto para uso proprio como para serem comercializados
(Fidalgo e Costa, 2001). Esta exploracdo de dificil quantificacdo causa distUrbios
nesses ecossistemas, tanto a nivel morfolégico como a nivel ecolégico, afetando as
comunidades biolégicas e condicionando inUmeros organismos que ai habitam (Falcédo
et al., 2006; Carvalho et al., 2013). Além disto, a agitacdo provocada nos sedimentos
por esta exploragcdo promove o retorno de metais pesados para a superficie, tornando-
os biologicamente ativos, bem como compostos de amonia e de fésforo a partir de

sedimentos, que irdo conduzir a eutrofizacdo (Fidalgo e Costa et al., 2003).

Em Portugal, as primeiras disposicdes legais que regulamentaram a captura de
poliquetas para uso como isco vivo surgiram em 1979 (Portaria n® 254/79, de 31 de
Maio), nas quais se definiu a obrigatoriedade de utilizar uma licenca pessoal e
equipamento especifico para a captura destes organismos, no entanto estas estas

aplicavam-se apenas a exploracdo das espécies Marphysa sanguinea (conhecida
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como “minhocao”) e Diopatra neapolitana (vulgarmente designada por “casulo”). A
captura da espécie Hediste diversicolor para utlizacdo como isco, foi apenas
contemplada na legislacdo elaborada no ano de 2000, Portaria n°1102-B de 22 de
Novembro. Em 2010, esta regulamentacao foi atualizada pela Portaria n° 1228 de 6 de
Dezembro, que definiu o limite maximo de capturas diario de anelideos e
sipunculideos a 4 litros. No entanto, o volume real das capturas destes organismos €
subestimado e até mesmo desconhecido, uma vez que muitas destas sdo efetuadas
pelos proprios pescadores para uso proprio ou por pessoas que procedem a sua
comercializacdo a nivel local, o que faz com que nao haja qualquer registo ou
declaracao acerca deste tipo de negdcio (Fidalgo e Costa et al., 2006). Além disto, ndo
h& qualquer controlo sobre o cumprimento da regulamentacéo definida por lei, que
condiciona a captura destes organismos.

Em Portugal, a captura da espécie Hediste diversicolor é efetuada
indiscriminadamente durante todo o ano, mas € mais intensa nos meses de Primavera
e de Verdo, devido ao aumento da pesca desportiva (Rangel, 2008; Pires et al., 2009).
Esta exploragdo podera vir a ter efeitos negativos no ciclo reprodutivo desta espécie a
longo prazo, uma vez que esta se reproduz continuamente ao longo do ano mas com
mais intensidade na Primavera e no Verao, na costa sudoeste de Portugal continental
(Fidalgo e Costa & Cancela da Fonseca, 1995; Fidalgo e Costa, 2003). Estes efeitos
negativos podem ser mais acentuados, porque a norte de Portugal a espécie Hediste
diversicolor apresenta dois picos reprodutivos, um na Primavera e outro no inicio do
Outono (Pinto, 1997; Abrantes et al., 1999).

Os individuos desta espécie permanecem maioritariamente nos primeiros 20
cm de sedimento e como tal, sédo coletados geralmente com recurso a uma pa ou a
mao, comecando-se por revolver a areia/lama, expondo depois os individuos que séo
posteriormente removidos. Estes organismos sdo geralmente encontrados em
densidades elevadas, o que faz com que a sua coleta em grande numero seja

bastante facil, ocorrendo num espago de tempo curto (Younsi et al., 2010).

Em Portugal, muitos dos poliquetas que sdo comercializados provém de
importacdo, nomeadamente da Asia e dos EUA, uma vez que coleta do meio natural
ndo consegue suportar a procura que ocorre no mercado (Fidalgo e Costa et al.,
2006). Esta importacdo pode acarretar graves implicacdes ecoldgicas para o meio
ambiente uma vez que pode conduzir & introdugéo de espécies ndo-nativas (Cohen et

al., 2001; Haska et al., 2012), devido ao descarte deliberado das algas que vém com
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0s poliquetas no seu transporte e das caixas onde sao transportados, por parte de
muitos pescadores de recreio, que ocorre com grande frequéncia (Haska et al., 2012).
Como tal, o cultivo deste grupo de organismos € de grande interesse, no sentido de
reduzir o impacto ecolégico e ambiental que resulta da exploracdo do mesmo, além de
proporcionar também um aumento no mercado de isco vivo (Fidalgo e Costa, 1999).
Além disto, a producao destes organismos iria constituir uma alternativa a importacao
de poliquetas, o que seria de grande interesse devido ao impacto indireto que esta

exerce.

1.4. Acidos gordos e a sua importancia em aquacultura

Os &cidos gordos constituem as unidades mais simples dos lipidos e consistem
em cadeias de carbono constituidas por um grupo carboxilo, situado numa das
extremidades da molécula e por um grupo metilo, localizado na extremidade oposta
(Rustan & Drevon, 2005). Estes elementos sdo classificados com base no
comprimento da cadeia de carbono, no grau de insaturacdo (numero de ligaces
duplas) e na posicdo das ligagbes duplas. Os &cidos gordos mais simples s&o
saturados, em que as cadeias de carbono ndo possuem ligagdes duplas,
contrariamente aos que possuem pelo menos uma ligacdo dupla, designados por
insaturados, que por sua vez podem ser classificados como monoinsaturados (MUFA)
guando possuem apenas uma ligacdo dupla, ou polinsaturados (PUFA) quando
apresentam duas ou mais liga¢des duplas (Bell & Koppe, 2010). Funcionalmente, os
acidos gordos constituem elementos energéticos que sdo transportados e
armazenados em estruturas especializadas, sendo também componentes essenciais

de todas as membranas e reguladores de genes (Rustan & Drevon, 2005).

Em aquacultura, alguns acidos gordos séo considerados e definidos como
“essenciais”, uma vez que Sa0 necessarios para 0 crescimento, reproducdo e
imunidade dos organismos, entre 0os quais 0 acido docosahexaendico (DHA), o acido
eicosapentaendico (EPA) e o acido araquidonico (ARA), além do &cido linolénico e do
acido linoleico, ambos de forma menos significativa (Glencross, 2009). Os niveis ideais
destes compostos, a incluir nas dietas, varia entre as diferentes espécies e esta
intimamente relacionado com sua origem relativamente ao ambiente (marinho,
dulcaquicola ou estuarino) (Sargent et al., 1999; Glencross, 2009). Os acidos
docosahexaendico (DHA), eicosapentaendico (EPA) e araquidonico (ARA) sdo acidos
gordos de cadeia longa polinsaturados (PUFA) e no caso das espécies de peixe

marinhas, estes elementos s&o obtidos através da alimentagcdo (dietas),
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contrariamente ao que ocorre nas espécies de peixe dulcaquicolas, que tém a
capacidade de sintetizar estes &cidos gordos essenciais com base nos seus
precursores, 0 acido linoleico e o acido linolénico, desde que estes se encontrem
disponiveis (lzquierdo, 2005). A influéncia dos acidos gordos essenciais no
crescimento € maior em larvas de peixes e de crustaceos, possivelmente devido a sua
capacidade reduzida em digerir e absorver lipidos, juntamente com as elevadas
necessidades desses compostos para o desenvolvimento dos tecidos neurais por
parte das larvas (Glencross, 2009).

Convencionalmente, o 6leo de peixe constitui o principal ingrediente utilizado
como fonte de lipidos, na formulagdo de dietas para aquacultura, inddstria que
atualmente utiliza quase 90% de todo o Gleo de peixe disponivel a nivel global, que
tendencialmente tem vindo a decrescer, no que diz respeito a sua producao anual (De
Silva et al.,, 2010). Tendo em conta que a aquacultura se encontra em continuo
desenvolvimento por todo o mundo, torna-se necessario recorrer a utilizagdo de fontes
alternativas de lipidos para a producdo de racdes, uma vez que esta industria ndo
podera continuar a depender do 6leo de peixe de proveniéncia marinha (Glencross,
2009). Os poliguetas nereideos poderdo constituir, de forma parcial, uma fonte
alternativa de lipidos na alimentagdo em aquacultura, uma vez que algumas destas
espécies em cultivo atingem niveis de gordura superior a 30% (Techaprempreecha et
al., 2011), podendo desta forma ser integrados em regimes alimentares, em que
seriam administrados conjuntamente com dietas com um nivel lipidico mais baixo ou
ainda, serem incorporados em racdes formuladas. Estes poliquetas possuem um
contetdo elevado de acidos gordos polinsaturados (PUFA) 6mega-3 (w-3), que
possibilitam um bom acondicionamento dos reprodutores e uma producdo de ovos
elevada, em peixes e em crustaceos, tal como foi demonstrado pela administracédo
desses poliquetas como alimento, que resultou numa maturacdo mais acelerada nos
organismos em cultivo, juntamente com o aumento do niumero de ovos por cada
desova efetuada, aumento da viabilidade dos ovos e da sua sobrevivéncia (Garcia-
Alonso et al., 2008).

1.5. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a influéncia de diferentes
temperaturas (ambiente, 20°C e 25°C) na reproducéo do poliqueta Hediste diversicolor
em cativeiro e caracterizar o efeito da salinidade no crescimento de juvenis desta

espécie, testando-se trés salinidades distintas (15, 20 e 25). Este trabalho teve ainda
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como objetivo determinar o perfil lipidico dos juvenis engordados em cativeiro, através
da determinacao do perfil em &cidos gordos desses individuos, que devera ser tido em
conta no caso dos organismos cultivados se destinarem a serem utilizados como
alimento em aquacultura.

A avaliacdo do efeito da temperatura na reproducao de individuos da espécie
Hediste diversicolor foi efetuada através da determinacdo do numero de individuos da
nova geragao. A avaliagcdo da influéncia da salinidade no crescimento foi determinada
por diferentes parametros que serdo posteriormente descritos, obtidos com base na
determinac&o do peso inicial e final dos juvenis.

Através dos resultados obtidos neste trabalho, poderdo ser adquiridos
conhecimentos relativos a certos aspetos de importancia relevante para o cultivo da
espécie Hediste diversicolor, podendo estes vir a contribuir no futuro para o possivel
desenvolvimento de um protocolo de produgéo, que suporte o cultivo comercial deste
tipo de organismos, o que seria de grande interesse dos pontos de vista ambiental e

econdmico.
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2. Materiais e métodos

2.1. Ensaio reprodutivo

2.1.1. Obtencéao do sedimento

O sedimento utilizado neste ensaio foi areia, uma vez que este tipo de
sedimento evidenciou bons resultados para o cultivo da espécie utilizada neste estudo
(Fidalgo e Costa, 1999).

A areia foi recolhida na zona sul da Lagoa de Obidos (Bom Sucesso), tendo
sido posteriormente colocada numa estufa a 90°C durante 24 horas para eliminar
organismos que estivessem presentes, que pudessem vir a interferir com a realizacédo
da experiéncia (Fidalgo e Costa, 1999; Batista et al., 2003b), nomeadamente através
da competicdo por espaco e alimento com os organismos em cultivo. Por fim, crivou-
se todo o sedimento por meio de dois crivos (5 e 1,18 mm respetivamente), tendo-se
removido todas as conchas presentes.

2.1.2. Sistema de cultivo

Neste ensaio experimental, foram utilizadas 9 caixas plasticas (35 cm de
largura, 35 cm de altura, 50 cm comprimento), nas quais se colocou depois 0
sedimento até este perfazer 15 cm de altura. Seguidamente colocou-se agua com
salinidade de 15, que foi o valor mantido ao longo de todo o ensaio, por se considerar
gue a salinidade ideal para a reproducdo desta espécie se encontra entre 14 e 17
(Fidalgo e Costa, 1999). A agua doce utilizada era proveniente da rede publica e a
agua salgada era captada do meio natural, tendo sido depois esterilizada com
hipoclorito de sodio (1 ml/Lsg,.) € por fim, neutralizada exatamente com o mesmo

volume de uma solucgédo de tiossulfato de sédio (Ferreira, 2009).

Foram utilizadas trés temperaturas diferentes (temperatura ambiente = 16,5°C;
20°C e 25°C) em triplicado e para tal, colocaram-se resisténcias de aquecimento
(Eheim Jager 3614 Aquarium Heater 100W) que foram seguidamente programadas
para os valores desejados e ligadas depois dos individuos experimentais terem sido

distribuidos pelas caixas, para evitar um choque térmico por parte dos mesmos.
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Em cada uma das caixas, foi também colocado um dispositivo de arejamento

com uma pedra difusora (Fig. 2.1).

ey Lt

Figura 2.1 — Sistema de cultivo utilizado neste trabalho; 1,2 e 3 — caixas sob influéncia da
temperatura ambiente; 4,5 e 6 — caixas sob influéncia da temperatura de 20°C; 7,8 e 9 — caixas
sob influéncia da temperatura de 25°C.

2.1.3. Determinacgéo da proporg¢ao sexual

De forma a obter apenas alguma informacao relativamente a proporgéo sexual
existente na populagdo natural de Hediste diversicolor, de onde se obtiveram o0s
reprodutores, efetuaram-se preparagdes “a fresco” para se identificar o género e o
estado de maturacdo em 30 individuos. Para tal, os individuos foram colocados
previamente e individualmente sob uma placa de gelo e seguidamente, efetuou-se
uma picada para a extracdo de uma pequena por¢ao do liquido celomico em cada um
dos individuos, com recurso a agulhas hipodérmicas. Esta por¢ao de liquido celomico
foi depois colocada sob uma lamina com lamela juntamente com uma gota de agua,
para posteriormente ser observada ao microscopio 6tico (Zeiss Axiostar plus) (Rangel,
2008) e fotografada com uma camara fotogréfica digital Canon PowerShot G5, que se
encontrava equipada no microscopio utilizado. Os machos foram identificados pela
visualizacdo de espermatozoides livres e as fémeas identificadas pela observacéo de
oocitos, tendo-se procedido a medicdo de 20 odcitos em cada uma das fémeas
(Fidalgo e Costa, 2003).
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2.1.4. Obtencao e acondicionamento dos individuos

Os espécimes utilizados neste ensaio foram capturados do meio natural, na
zona sul da Lagoa de Obidos e no dia 28 de Dezembro de 2012, exatamente no
mesmo local onde se recolheu o sedimento. Com recurso a uma pa metalica,
procedeu-se a recolha de 130 individuos que foram depois colocados em caixas
plasticas de pequenas dimensfes juntamente com agua do local, para posteriormente
serem transportados para o laboratério de Aquacultura da ESTM. Neste, efetuou-se a
selecdo de 96 individuos aproximadamente da mesma dimensao, com um peso médio
de 0,48 + 0,16 g e distribuiram-se 16 individuos por cada caixa, para garantir a

existéncia de machos e fémeas em cada uma.

O alimento utilizado neste ensaio foi racdo semi-himida formulada para
linguado, suplementada com beta-glucanos (Sparos Lda; tabela Il em anexo) e nas
duas primeiras semanas (periodo de acondicionamento), os individuos foram
alimentados diariamente tendo-se distribuido 0,3 g por cada caixa. Nas quatro
semanas seguintes (periodo de maturacao), o alimento foi administrado de 24 em 24
horas e numa quantidade de 0,8 g/caixa. Estes valores foram estimados, com base na
biomassa inicial média que estava presente em cada caixa e assumindo que a

gquantidade de alimento a administrar seria aproximadamente 3% dessa biomassa.

2.1.5. Rotinas

No decorrer deste ensaio, procedeu-se a monitorizacdo da salinidade e
temperatura, com recurso a um refratbmetro (Hanna - HI Sea water Refractometer) e
um termémetro (Easy-Read®) respetivamente, tendo-se ajustado estes valores aos
desejados quando necessario e apos as renovacdes de agua. Estas foram realizadas
duas vezes por semana com o0 auxilio de baldes e parcialmente (1/3 do volume de
agua presente), para evitar a acumulacao de produtos resultantes do metabolismo dos

individuos em cultivo.

Diariamente efetuou-se ainda uma observacdo cuidada em cada uma das
caixas, a fim de identificar possiveis individuos mortos, para serem posteriormente
removidos. Além disto, procedeu-se também a remocdo de todos os residuos e
detritos acumulados na superficie do sedimento, juntamente com os fragmentos de
alimento que ficavam por consumir, que poderiam deteriorar a qualidade da &gua do

cultivo.
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2.1.6. Inducéo da postura

Decorridos os periodos de acondicionamento (2 semanas) e de maturacao dos
individuos (4 semanas), iniciou-se a inducéo artificial da postura através de choques
térmicos. A duracado do periodo relativo a maturacao foi estabelecida de acordo com o
gque esta descrito por Lawrence & Soame (2004), em que é referido que o periodo de
maturacdo dos gametas da espécie em estudo decorre em cerca de 4 semanas, no

meio natural.

Os choques térmicos foram realizados trés vezes e em intervalos de 48 horas,
com recurso a placas e cubos de gelo, levando a um decréscimo de 6 graus da
temperatura da agua em cada um dos tratamentos, tendo-se depois voltado a ligar as

resisténcias de aquecimento.

2.1.7. Determinac¢do do numero de juvenis

A determinacdo do namero de juvenis foi efetuada para determinar o numero
de individuos da nova geragdo, que resultaram do evento reprodutivo anteriormente
induzido. Esta contagem consistiu apenas numa estimativa e foi realizada com o
auxilio um tubo de PVC, apds se ter retirado toda a agua do cultivo, através do qual se
recolheram amostras do sedimento. Estas amostras foram colocadas em dois crivos
(com dimensdes de 500 e 150 um respetivamente), sobre as quais se adicionou agua
salgada de forma a reter os individuos presentes, que foram contabilizados por

observacao direta (Fig. 2.2).

Figura 2.2 — Contabilizacdo do n° de juvenis de Hediste diversicolor com 1 més de idade
aproximadamente.
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Este procedimento foi efetuado 5 vezes em cada uma das caixas, tendo-se
recolhido assim 5 amostras. Com as contagens obtidas anteriormente, com recurso a
um tubo de volume conhecido e com o volume do sedimento ocupado em cada caixa,
estimou-se 0 numero de individuos da nova geracdo em cada caixa (Tabela Ill em

anexo).

2.1.8. Andlise estatistica

Com o objetivo de averiguar se as diferentes temperaturas em estudo
(temperatura ambiente = 16,5°C; 20°C e 25°C) exercem influéncia no que respeita ao
namero de juvenis obtidos, foi efetuada uma Andlise de Variancia, um fator (One-Way
ANOVA) (Zar, 2009). Para tal, todos 0s pressupostos inerentes a realizagdo deste
teste (normalidade dos dados e homogeneidade de variancias associadas) foram

devidamente validados.
Todos os calculos foram considerados estatisticamente significativos ao nivel

de significancia de 5% e os resultados foram obtidos com recurso ao software 1BM
SPSS Statistics 20.0.

2.2. Ensaio de crescimento

2.2.1. Obtenc¢éo do sedimento

O sedimento utilizado neste ensaio foi areia, recolhida na praia do Baleal
(Peniche), na zona supralitoral. Este sedimento foi crivado com recurso a dois crivos (5
e 1,18 mm respetivamente), para remover as conchas e outras particulas grosseiras

presentes e por fim, procedeu-se a sua lavagem com agua doce.

2.2.2. Sistema de cultivo

Neste ensaio, utilizaram-se 9 caixas plasticas (35 cm de largura, 35 cm de
altura, 50 cm comprimento), onde se colocou o sedimento (5 cm de altura). A
temperatura utilizada foi 20 + 0,5°C, tendo-se colocado em cada caixa uma resisténcia
de aquecimento (Eheim Jager 3614 Aquarium Heater 100W), juntamente com um
dispositivo de arejamento. As resisténcias foram ligadas apenas depois dos juvenis
terem sido introduzidos nas caixas, a fim de evitar um choque térmico por parte dos

mesmos.
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Para avaliar a influéncia da salinidade no crescimento, foram utilizadas trés
salinidades diferentes (15, 20 e 25) em triplicado e para isso, diluiu-se dgua salgada
(salinidade de 35) com agua doce nas respetivas propor¢des, tendo em conta um
volume final de &gua de 40 litros. Todos estes valores de salinidade foram
monitorizados ao longo do ensaio com recurso a um refratdbmetro (Hanna - HI Sea
water Refractometer) e ajustados sempre que necessario, sendo a agua de cultivo

renovada parcialmente duas vezes por semana.

2.2.3. Selecdo e manutencao dos juvenis

Foram selecionados juvenis aproximadamente com 1 més de idade e um peso
médio de 13,05 + 2,78 mg, provenientes do ensaio reprodutivo realizado a 20°C. A
densidade utilizada foi de 150 individuos m?, tendo-se distribuido 30 individuos por
cada caixa e a duragéo do ensaio foi de 60 dias.

Tal como no ensaio anterior, o alimento utilizado foi racdo semi-humida
formulada para linguado, suplementada com beta-glucanos (Sparos, Lda; tabela Il em
anexo) e esta foi administrada em quantidades determinadas com base na biomassa
inicial presente em cada caixa, tendo sido 0,05 g/caixa nas primeiras duas semanas;
0,15 g/caixa nas duas semanas seguintes e 0,30 g/caixa nas restantes semanas até
ao fim do ensaio. No final do ensaio, pesaram-se todos os individuos para se avaliar o

crescimento.

2.2.4. Parametros de crescimento e sobrevivéncia

Para avaliar o crescimento dos juvenis nas diferentes salinidades, procedeu-se
a determinacdo de pardmetros de crescimento, entre 0s quais a taxa especifica de
crescimento, W (% dia™), através da férmula p =100 [In (Pf-W))] t™, em que P;é o peso
final, P; o peso inicial e t o intervalo de tempo em dias (Nesto et al., 2012).

A taxa de crescimento diario (g/dia) foi determinada com base na diferenca
entre o peso final e o peso inicial, dividido pelo nimero de dias decorridos (Fidalgo e
Costa et al., 2000). Por fim, determinou-se a sobrevivéncia com base no numero de
individuos sobreviventes, em relacdo ao numero de individuos que foi colocado

inicialmente (Nesto et al., 2012).
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2.2.5. Determinacgéo do perfil de &cidos gordos

Para se proceder a determinacdo do perfil em acidos gordos dos individuos
engordados a diferentes salinidades, efetuou-se a extracdo da gordura a partir de
amostras, em triplicado. Para isto, pesaram-se aproximadamente 0,2 g de biomassa
fresca, que foi depois colocada num tubo de ensaio, ao qual se adicionou 1,5 ml de
uma solucdo de metanol e cloreto de acetilo (20:1), previamente preparada.
Seguidamente efetuou-se a maceracéo da biomassa presente no tubo com recurso a
uma ponta de uma micropipeta e agitou-se depois no vortex, a fim de obter a melhor
homogeneizacao possivel. Posteriormente, adicionou-se 1 ml de hexano e colocaram-
se depois as amostras num banho a 80°C durante 1 hora, para completar a
derivatizagdo. Apos 1 hora decorrida, as amostras foram arrefecidas em gelo e
posteriormente, acrescentou-se 1 ml de agua HPLC a cada uma, tendo-se agitado
depois no vortex durante 1 minuto. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
1000 g durante 10 minutos a 4°C, para ser efetuada a separacéao das fases aquosa e
organica. Apés esta separacdo, removeu-se a fase superior com o auxilio de uma
micropipeta para uma coluna de sulfato de sodio anidro e filtrou-se a gordura, para
cada amostra efetuada.

Por fim, procedeu-se a analise da gordura extraida de cada amostra por
Cromatografia gasosa (GC), com recurso a um cromatdgrafo gasoso Finnigan TRACE
GC Ultra (Thermo Electron Corporation), que estava equipado com uma pré-coluna,
coluna TR-FAME (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 m), um auto sampler AS 3000 Thermo
Electron Corporation e um detetor de chama de ionizacdo. A temperatura do injetor
(em modo splitless) e o detetor foram programadas para 250°C e 260°C
respetivamente e o gas de arraste utilizado foi o hélio, com um caudal de 1,5 ml min™.
Hidrogénio e ar foram fornecidos ao detetor utilizado, apresentando um caudal de
350 ml mint e 35 ml min™, respetivamente. A temperatura do forno foi programada
para permanecer a 60°C durante 1 minuto, aumentando depois para 150°C (a cada
minuto subiu 15°C), tendo permanecido novamente em patamar durante 1 minuto,
apés o qual voltou a aumentar até 180°C (tendo subido 5°C a cada minuto).
Seguidamente, houve um novo patamar que decorreu em 3 minutos e a temperatura
acresceu aos 220°C (a cada minuto aumentou 10°C) tendo permanecido neste

patamar final durante 1 minuto (adaptado de Bligh & Dyer, 1959).

A identificagdo dos diferentes acidos gordos detetados foi efetuada com base

em comparacdes, entre 0os tempos de retencdo obtidos e o0s tempos que se
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encontravam definidos em padrdes previamente estabelecidos. A quantidade de cada
acido gordo esta indicada como sendo a percentagem da quantidade total de todos os
acidos gordos determinados.

2.2.6. Andlise estatistica

Com o objetivo de averiguar se existiam diferencas significativas no
crescimento a diferentes salinidades, compararam-se 0s pesos finais, as taxas de
incremento diério e sobrevivéncia dos juvenis. Para tal, foi efetuada, uma Analise de
Variancia, um factor (One-Way ANOVA) (Zar, 2009). Previamente a execucdo do
método, todos os pressupostos inerentes a realizacdo deste teste (normalidade dos
dados e homogeneidade de variancias) foram devidamente validados. Por
conseguinte, quando estes requisitos ndo foram cumpridos, efetuou-se o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis. Sempre que foram detetadas diferencas
estatisticamente significativas, realizou-se o teste de Tukey (teste de comparacdes

multiplas), a fim de determinar onde existiam as diferencas (Zar, 2009).

Por fim, com o intuito de verificar se a salinidade (15, 20 e 25) influencia a
quantidade dos 7 &cidos gordos presentes mais importantes em aquacultura
(palmitico, oleico, linoleico, a-linolénico, araquiddnico, eicosapentaendico,
docosahexaendico) e ratio DHA/EPA, foi realizada uma Andlise de Variancia com um
factor (One-Way ANOVA) (Zar, 2009). Uma vez mais, todos os pressupostos (isto &,
normalidade dos dados e homogeneidade de variancias associadas) inerentes a

execucdo da andlise foram devidamente validados.
Todos os calculos foram considerados estatisticamente significativos ao nivel

de significancia de 5% e os resultados foram obtidos com recurso ao software IBM
SPSS Statistics 20.0.
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3. Resultados

3.1. Ensaio reprodutivo

A andlise efetuada a “fresco” aos 30 individuos revelou que a proporc¢ao sexual
foi de 5 fémeas para 1 macho (25 fémeas e 5 machos encontrados) tal como
evidenciando por outros autores, que referem que a proporcao sexual é fortemente
favorecida para as fémeas (Scaps, 2002). Dos 30 individuos analisados, somente 3
fémeas apresentaram o6citos com uma dimensdo superior a 180 um, enquanto as

restantes 23 fémeas apenas apresentaram oocitos imaturos (Fig. 3.1).

| 100 um |

Figura 3.1 — Odcito imaturo de uma fémea da espécie Hediste diversicolor.

No decorrer deste ensaio, procedeu-se a manutencgéo de individuos da espécie
Hediste diversicolor a utilizar como reprodutores e a inducéo artificial da postura,
momento até ao qual ndo se observou qualquer mortalidade. Apds a inducéo artificial,
verificou-se a ocorréncia de mortalidade em todas as caixas do cultivo (8 mortos nas
caixas que se encontravam a 25°C; 5 mortos nas caixas sujeitas a 20°C e 2 mortos

nas caixas que se encontravam a temperatura ambiente).

Durante a realizacdo deste ensaio, verificou-se por vezes que o alimento
administrado ndo era consumido na totalidade, ficando pequenas porcdes deste na

superficie do sedimento, que posteriormente sofriam decomposicdo e por sua vez,
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deterioravam a qualidade do sedimento e da &gua de cultivo. Este acontecimento foi
observado em todas as caixas e com maior frequéncia nas caixas a 25°C.

Apés a inducdo postura, os individuos da nova geragcdo (Fig. 3.2) foram
observados pela primeira vez em duas caixas, ambas sob influéncia da temperatura

de 25°C, 18 dias ap0s se ter iniciado a inducéo da postura.

Figura 3.2 — Larva de Hediste diversicolor com 9 setigeros; 1 — pigidio; 2 — parapode; 3 —
cirros; 4 — palpo; 5 — olhos.

Ao 23° dia apds a inducéo, foi possivel observar também a presenca de larvas
em duas das caixas a 20 °C e ao 25° dia, fez-se a mesma observag¢édo nas caixas a
temperatura ambiente, o que evidenciou que a reproducdo ocorreu com sucesso e a
todas as temperaturas. Ndo se observaram larvas numa das caixas a 20°C, o que
indica que a reproducdo n&o ocorreu nesta caixa. Numa das trés caixas que se
encontravam a temperatura de 25°C, ocorreu mortalidade de grande parte das larvas
que estavam presentes, algo que foi verificado por visualizacdo direta e confirmado

depois de se ter efetuado a contagem dos individuos nessa caixa.

Pelos resultados obtidos com base nas contagens efetuadas, foi possivel
observar que o nimero médio de juvenis obtidos foi de 2193 na temperatura ambiente
(16,5°C) em cada caixa; na temperatura de 20°C o numero de juvenis presentes em

cada caixa foi de 1447 e a temperatura de 25°C, obtiveram-se 2987 juvenis por caixa,
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ndo existindo no entanto diferencas estatisticamente significativas entre estes valores
quando comparados (ANOVA, F o= 0,959, p > 0,05; Fig. 3.3).

5000
4000

3000 |

N° juvenis

2000

1000 —

16,5 20 25

Temperatura (°C)

Figura 3.3 — Numero de juvenis obtidos nas diferentes temperaturas (média = desvio-padrao).

3.2. Ensaio de crescimento

Os valores obtidos relativamente & taxa especifica de crescimento (% dia™)
foram 7,01%; 6,67% e 6,76% nas salinidades de 15, 20 e 25, respetivamente, néo
existindo diferengas estatisticamente significativas entre estes (ANOVA, F (224 = 0,897,
p > 0,05).

Em relagéo a taxa de incremento diario (g.dia™), foi possivel verificar que os
individuos sujeitos a salinidade de 15 apresentam um incremento médio de peso de
0,113 + 0,008 g dia™, os juvenis sujeitos a salinidade de 20 exibiram um incremento
médio de 0,125 * 0,005 g dia™ e os individuos sob influéncia da salinidade de 25
apresentaram um aumento médio de peso de 0,123 + 0,012 ¢ dia®, existindo
diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes tratamentos, tendo esta
taxa atingindo um valor significativamente superior nas salinidades de 20 e 25,
respetivamente (ANOVA, F .4 = 5,712, p < 0,05; Fig. 3.4).
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Figura 3.4 — Taxa de incremento diario (g dia'l) de cada 10 juvenis a diferentes salinidades
(média + desvio-padrdo); diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as
salinidades 15 com 20 (#) e 15 com 25 (*) (p < 0.05).

Através dos resultados obtidos relativamente ao peso final dos juvenis,
constatou-se que os individuos sujeitos a salinidade de 20 e 25 apresentaram um peso
significativamente maior (7,675 £ 0,296 g e 7,510 = 0,673 ¢, respetivamente)
comparativamente aos juvenis sob influéncia da salinidade de 15, que apresentaram
um peso final médio de 6,869 + 0,449 g (ANOVA, F 5.4 = 6,595, p < 0,05; Fig.3.5).
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Figura 3.5 — Peso final (g) dos individuos engordados a diferentes salinidades ao longo de 60
dias (média = desvio-padrdo); diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as
salinidades 15 com 20 (*) e 15 com 25 (#) (p < 0.05).
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No final deste ensaio e em todas as salinidades, observou-se a presenca de
individuos j& num estado de maturagdo avancgado, evidenciado pela coloracao verde
adquirida pelos mesmos (Fig. 3.6).

Figura 3.6 — Individuos da espécie Hediste diversicolor engordados em 2 meses.

Relativamente a sobrevivéncia, pelos resultados obtidos verificou-se que
existem diferencas significativas na mortalidade registada nas salinidades testadas (p
< 0,05), em que a sobrevivéncia foi superior na salinidade de 15 atingindo 100%,
enguanto que na salinidade de 20 foi de 97,8 + 1,7% e na salinidade de 25 atingiu um
valor de 93,3 + 7,6% (Kruskal-Wallis, X’z = 10,111, p < 0,05; Fig. 3.7).

100

50

Sobrevivéncia (%)

15 20 25
Salinidade (%o)

Figura 3.7 — Sobrevivéncia dos juvenis ao longo de 60 dias a diferentes salinidades (média +

desvio-padrao); diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as salinidades
15 com 25 (#) (p < 0.05).
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Quanto aos &cidos gordos, pelos resultados obtidos foi possivel verificar que o
acido palmitico (C16:0), o acido oleico (C18:1 n-9) e o acido eicosapentaendico (EPA,
C20:5 n-3) foram aqueles que estavam presentes em maior quantidade,
respetivamente (com excec¢do da salinidade de 15, em que a abundancia de acido
oleico foi superior a quantidade de acido palmitico), seguidos pelo &cido
docosahexaenoico (DHA, C22:6 n-3) e pelo &cido linoleico (C18:2 n-6), excetuando a
salinidade de 15, em que houve uma maior abundancia de &cido linoleico

relativamente a quantidade de DHA (Fig. 3.8).
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C 15:0
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C 18:1 n7
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——

C 18:2n6
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C18:4n6 0125%a

C 20:1 n9 20 %o
C 20:2 B 15 %o
C 20:3

C 20:4n3

C 20:4n6

C 20:5n3
C21:5n3
C22:1n9
C 22:4n6
C 22:5n3
C 22:6n3
C24:1n9

0 5 10 15 20 25
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Figura 3.8 — Perfil de &cidos gordos de juvenis de Hediste diversicolor engordados sob
influéncia de diferentes salinidades (15, 20 e 25); valores s@o expressos sob a forma de média
* desvio-padréo (n=3).
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Através da andlise efetuada aos diferentes acidos selecionados (palmitico,

oleico, linoleico, a-linolénico, araquidonico, eicosapentandico, docosahexandico) e ao

ratio de DHA/EPA, verificou-se que ndo existem diferengas estatisticamente

significativas nas quantidades obtidas dos mesmos, quando comparadas as trés
salinidades (15, 20 e 25) (p > 0,05; Tabela I).

Tabela | — Abundancia (%) dos acidos gordos selecionados em juvenis de Hediste diversicolor
engordados sob influéncia de diferentes salinidades (15, 20 e 25); valores sao expressos sob a
forma de médio + desvio-padrdo (n=3).

15 20 25
Palmitico (C 16:0) 13,97+ 1,0 15,47 + 0,68 16,86 + 1,63
Oleico (C 18:1 n9) 18,75+ 2,20 15,19+ 2,04 16,56 + 1,26
Linoleico (C 18:2 n6) 8,17 £ 1,52 8,64 £0,17 8,81 £ 0,67
a-linolénico (C 18:3 n3) 2,17+ 0,61 2,60+ 0,20 2,61+ 0,27
Araquidoénico (C 20:4 n6) 1,19+ 1,59 0,26 £ 0,03 0,35 % 0,26
EPA (C 20:5n3) 14,87 £ 1,32 16,22 £ 1,99 14,37 = 0,66
DHA (C 22:6 n3) 7,68 + 1,88 8,77 £ 0,36 9,01+1,08
Ratio DHA/EPA 0,52 + 0,16 0,55 + 0,06 0,63+0,11
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4. Discussao

A espécie Hediste diversicolor tem uma ampla distribuicdo geografica, estando
presente em estuarios e lagoas, ao longo das costas atlanticas da América do Norte e
da Europa (Lindgvist et al., 2013), desempenhando um papel importante nas cadeias
alimentares, uma vez que constitui uma presa importante para uma grande

diversidade de organismos (Cardoso et al., 2011).

Neste trabalho, foram analisados 30 individuos analisados para determinar a
proporgdo sexual, dos quais 5 eram machos e 25 eram fémeas, sendo que apenas 3
destas se encontravam maduras, uma vez que apresentaram odcitos com diametro
superior a 180 um (Dales, 1950; Dhainaut, 1984; Scaps, 2002; Lawrence & Soame,
2009). Esta analise evidenciou que a proporcao sexual na espécie Hediste diversicolor
¢é favorecida para as fémeas, tal como esta descrito por outros autores que efetuaram
estudos com incidéncia em populagfes naturais desta espécie (Abrantes et al., 1999;
Scaps, 2002; Figaldo e Costa, 2003).

Em relagdo ao ensaio de reproducédo sob diferentes temperaturas, todos o0s
organismos utilizados como reprodutores que foram mantidos em cativeiro, até ao
momento em que se iniciou a inducdo artificial da postura sobreviveram. Este facto
pode ser explicado pelas condigbes experimentais terem sido devidamente
controladas (temperatura e salinidade) e pela constante renovacdo da agua de cultivo,
juntamente com a administracdo de alimento que ocorreu diariamente. Apos se ter
iniciado a indugéo da postura, ocorreu mortalidade de acordo com padréo reprodutivo

da espécie Hediste diversicolor (semelparidade).

O alimento utilizado neste trabalho foi racdo semi-humida (suplementada com
beta-glucanos) formulada para linguado e até a data, ndo havia qualquer registo ou
qualquer informacdo sobre a utilizacdo duma dieta deste tipo com a espécie em
estudo, embora fosse expectavel que evidenciasse bons resultados devido ao seu
valor nutritivo. Durante o0s ensaios realizados anteriormente no laboratério de
Aquacultura da ESTM, foi utilizada uma dieta para dourada e robalo (Aquagold 5,
Sorgal), a semelhanca de estudos realizados por outros autores (Fidalgo e Costa et
al., 2000; Batista et al., 2003b) que evidenciou resultados promissores (Pombo, com
pess.). Apés a sua administracdo, 0s organismos reagiam poucos segundos depois,

saindo rapidamente das suas galerias e capturando o alimento diretamente, ingerindo-
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o depois na superficie do sedimento ou no interior das suas galerias. E ainda
importante referir que este alimento foi suplementado com beta-glucanos, facto que
podera ter contribuido para a sobrevivéncia dos organismos em cativeiro. Os beta-
glucanos sao compostos imunoestimulantes que efetuam uma elevada atividade
estimuladora do sistema imunitario e essa atividade ja foi demonstrada em iniGmeros
estudos e numa grande diversidade de espécies (Vetvicka & Sima, 2004; Soltanian et
al., 2009).

Uma vez que os primeiros estadios larvares ndo sao detetados, pelo facto das
larvas permanecerem no interior das galerias agregadas ao muco e protegidas pelas
progenitoras entre 10 e 14 dias (Bartels-Hardege & Zeeck, 1990; Figaldo e Costa,
1999; Scaps, 2002; Aberson et al.,, 2011), os individuos provenientes do evento
reprodutivo induzido foram observados pela primeira vez 18 dias ap0ds se ter iniciado
os choques térmicos. Estes organismos da nova geracao foram observados primeiro
nas caixas que se encontravam sob influéncia da temperatura de 25°C, tendo sido
depois observados também nas caixas sujeitas a temperatura de 20°C (cinco dias
depois) e por fim nas caixas que se encontravam a temperatura ambiente (16,5°C).
Este acontecimento, tendo em consideracao que os choques térmicos foram efetuados
exatamente ao mesmo tempo em todas as temperaturas utilizadas, sugere que o
desenvolvimento larvar ocorre mais rapido a temperaturas mais elevadas, exceto
numa caixa a temperatura de 20°C, onde n&o ocorreu reproducdo. Observou-se
também uma grande variabilidade a nivel morfolégico, entre os individuos da nova
geracdo que tinham a mesma idade, tal como observado por Batista et al. (2003). De
acordo com estes autores, esta heterogeneidade entre individuos da mesma idade
pode dever-se a diferengas genéticas, que promovem dominancias dependentes do

tamanho e consequentemente, hierarquias de alimentagéo.

Quanto ao numero de individuos obtidos com o processo reprodutivo, de uma
forma geral, este variou sensivelmente entre 1500 e 3000 individuos nas diferentes
temperaturas testadas, tendo sido maior na temperatura de 25°C e menor na
temperatura de 20°C, ndo havendo no entanto diferencas significativas entre todos os
valores obtidos. Desta forma, ndo € possivel evidenciar qual tera sido a melhor
temperatura para a reproducédo, considerando que a melhor seria a que possibilitava
obter o maior nimero de individuos possivel. Na temperatura de 20°C, ndo ocorreu
reproducdo numa das caixas possivelmente devido a auséncia de machos ou de

fémeas entre os individuos utilizados como reprodutores, o que contribuiu de forma
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Obvia e clara para o baixo nimero de espécimes que se obteve nesta temperatura. Na
temperatura de 25°C, o nimero de individuos obtidos teria sido claramente maior, se
nao tivesse ocorrido mortalidade dos juvenis numa das caixas. Esta mortalidade
ocorreu subitamente e pensa-se que podera ter sido ocasionada devido a elevada
densidade que se encontrava nessa caixa (por visualizacdo direta, estima-se que o
namero de juvenis fosse superior a 3000), densidade essa que ia aumentando
progressivamente a medida que 0s organismos cresciam, fazendo assim com que as
necessidades destes fossem cada vez maiores, que por sua vez podera ter provocado
depois um decréscimo abrupto na concentracdo de oxigénio disponivel, tendo em
conta que o aumento da massa corporal por parte dos organismos correlaciona-se
positivamente com o aumento da sua taxa metabdlica (Brockington & Clarke, 2001;
Gillooly et al., 2001). Além disto, a medida que os individuos cresciam, o0 espaco
disponivel para cada um era cada vez menor e aumentava assim a competitividade
entre eles, tanto por espaco como por alimento, fator que pode também ter contribuido
para a mortalidade ocorrida.

Para se poder avaliar de forma mais correta o efeito da temperatura no
processo reprodutivo, o numero de machos e o nimero de fémeas presentes em cada
caixa deveria ser exatamente o mesmo. Neste trabalho, foram colocados 16 individuos
em cada caixa para utilizar como reprodutores de forma a garantir a presenca de
machos e fémeas, ndo se tendo determinado o género de cada um previamente.
Deste modo, ndo se sabia ao certo qual o numero de machos e qual o nimero de
fémeas presentes em cada caixa e certamente que este foi diferente em todas as
caixas que se encontravam sob influéncia das trés temperaturas testadas (16,5°C;
20°C e 25°C A unica forma através da qual se pode efetuar a identificagdo do género
dos individuos desta espécie é a que esta descrita por Rangel (2008), ja referida no
presente trabalho, na qual se retira uma porcao do liquido celémico com o auxilio de
agulhas hipodérmicas, para posteriormente se observar ao microscopio 6tico e efetuar
a identificacdo, procedimento que pode danificar esse tecido, juntamente com a
possivel inducdo de stress que pode causar nos organismos, que por sua vez podera
condicionar a sua capacidade reprodutiva, razdo pela qual se optou por ndo efetuar
esse processo. Futuramente, deveriam ser realizados estudos para clarificar esta
situacdo, de forma a averiguar se 0s organismos teriam capacidade para reproduzir-se
apos a realizacao desse procedimento. Além disto, em estudos a realizar no futuro no
ambito da reproducdo desta espécie, devera ter-se em conta o fotoperiodo e devera

ter-se controlo sob o mesmo. Neste tipo de organismos (nereideos), o fotoperiodo é
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um fator que influencia significativamente a gametogénese e a desova, associado a
temperatura (Lawrence & Soame, 2004; Bradshaw & Holzapfel, 2007; Lawrence &
Soame, 2009).

Na segunda parte deste trabalho, referente ao ensaio de crescimento dos
juvenis sob diferentes salinidades, determinaram-se diferentes parametros para avaliar
o crescimento. A taxa especifica de crescimento (% dia™) variou entre 6,67 e 7,01%
nos individuos sob influéncia das diferentes salinidades, valores semelhantes aos
obtidos por Fidalgo e Costa et al. (2000) com dietas formuladas, podendo isto dever-se
ao elevado teor proteico da racéo utilizada (52,12%). Diversos estudos com incidéncia
na espécie Hediste diversicolor, demonstraram que a taxa especifica de crescimento
varia entre 0,08 e 1,5% dia™ nas populacdes naturais (Olivier et al., 1996), podendo
atingir valores mais elevados em laboratério (6-7% dia™*) quando s&o utilizados
alimentos com teores de proteina elevados (Nesto et al., 2012).

Em relacdo a taxa de incremento diario (g dia®), os resultados obtidos
demonstraram que esta foi significativamente maior nas salinidades de 20 e 25 (0,125
+ 0,005 g dia® e 0,123 + 0,012 g dia’, respetivamente) comparativamente aos
individuos sujeitos & salinidade de 15 (0,113 + 0,008 g dia™). Quanto ao peso final
atingido pelos individuos, os resultados obtidos evidenciaram que este foi
significativamente maior nos organismos que se encontravam sujeitos as salinidades
de 20 e 25 (7,675 = 0,296 g e 7,510 £ 0,673 g, respetivamente) relativamente aos
individuos engordados sob influéncia da salinidade de 15 (6,869 + 0,449 ). Estes
resultados diferem do que esta descrito Nielsen et al. (1995), estudo no qual se avaliou
a influéncia de diferentes salinidades no crescimento da espécie Hediste diversicolor,
em que o maior peso final foi atingido pelos individuos sujeitos a salinidade de 15. No
entanto, no estudo realizado por Nielsen et al. (1995) o crescimento dos individuos foi
avaliado em apenas 14 dias, enquanto neste trabalho o periodo experimental foi de 60
dias. Além disto, os juvenis utilizados neste estudo foram provenientes do primeiro
ensaio realizado (reproducdo), contrariamente aos organismos utilizados por Nielsen
et al. (1995), que foram capturados diretamente do meio natural. Em conjunto, estes
fatores podem explicar parcialmente as diferencas verificadas entre os resultados
obtidos no presente trabalho e os resultados alcancados no estudo acima referido. E
ainda de referir que o alimento utilizado neste ensaio foi racdo semi-humida para

linguado e no estudo realizado por Nielsen et al. (1995), o alimento foi carne de
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camardo, algo que podera também ter contribuido para as diferencas observadas no
peso final dos organismos.

No que diz respeito a sobrevivéncia dos juvenis engordados, os resultados
obtidos evidenciaram que esta variou entre 93 e 100% de uma forma geral, facto que
podera dever-se a conjuncdo de diferentes fatores, entre 0s quais 0 controlo
devidamente efetuado de todas as condi¢Bes experimentais e o ajuste destas quando
necessario (salinidade), juntamente com uma renovacao da agua de cultivo adequada
e ainda, com uma administracdo do alimento diaria. Tal como no ensaio anterior, o
alimento utilizado foi racdo semi-himida suplementado com beta-glucanos (Tabela lI,
em anexo). A sobrevivéncia foi significativamente superior (p < 0,05) nos individuos
sujeitos a salinidade de 15 (100%) comparativamente a salinidade de 25 (93,3 *
7,6%), enquanto na salinidade de 20 a sobrevivéncia foi de 97,8 + 1,7%, ndo havendo

diferengas significativas quando comparada com a salinidade de 15.

A analise dos resultados alcancados, relativamente aos diferentes parametros
de crescimento que foram determinados, sugerem que possivelmente a salinidade de
20 é a mais adequada para o crescimento dos individuos da espécie Hediste
diversicolor, que sejam provenientes de um evento reprodutivo ocorrido em cativeiro,
uma vez que essa salinidade possibilitou a obtencdo de um peso final elevado por
parte dos individuos experimentais, juntamente com uma sobrevivéncia elevada. Em
todas as salinidades testadas, os individuos utilizados atingiram o tamanho comercial,
considerando que os organismos desta espécie sdo comercializados geralmente com
um tamanho préximo dos 10 cm, que corresponde normalmente a um peso de 0,5 g
(Nesto et al., 2012). E ainda importante referir que alguns destes individuos ja se
encontravam num estado de maturagdo avancado (evidenciado pela coloracdo verde
adquirida pelos mesmos), algo que podera constituir um grande problema para a
aplicacdo duma producdo comercial deste tipo de organismos, uma vez que estes
morrem apos se reproduzirem. Em investigagbes futuras, deverad proceder-se ao
estudo do processo de maturacdo dos organismos da espécie Hediste diversicolor,
para se poder atrasar o periodo correspondente a essa fase, sem comprometer o
crescimento, testando-se para isso diferentes condicbes combinadas (fotoperiodo,
temperatura e alimentacdo), para desta forma obter controlo total sobre essa fase.
Este conhecimento, por sua vez, sera fundamental para a aplicacao do cultivo destes
organismos a escala comercial, tendo em consideracdo o padrdo reprodutivo desta

espécie.
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Relativamente a determinacdo do perfil lipidico dos juvenis engordados no
segundo ensaio, os resultados evidenciaram que o &cido palmitico e o acido oleico
foram os A&cidos gordos que estavam presentes em maiores quantidades,
respetivamente, facto concordante com os resultados obtidos por Garcia-Alonso et al.
(2008) e Bischoff et al. (2009), com excecado da salinidade de 15, em que a quantidade
de &cido oleico foi superior a quantidade de acido palmitico. As quantidades elevadas
de &cido palmitico, nos diferentes tratamentos (salinidades), podem indicar que este
acido gordo saturado é um elemento importante na dieta, uma vez que constitui o
primeiro metabolito da sintase de &cidos gordos (enzima) e o produto inicial da
lipogénese de novo, além de ser precursor de inidmeras moléculas importantes a nivel
fisiologico, em que se incluem os lipidos membranares e as ceras (Garcia-Alonso et
al., 2008). Além dos acidos gordos referidos anteriormente, o acido eicosapentaendico
(EPA) foi também um acido gordo encontrado em quantidades elevadas, nas
diferentes amostras analisadas, tal como ocorreu na investigacao realizada Bischoff et
al. (2009). Este &cido gordo polinsaturado é um dos maiores constituintes do 6leo de
peixe, sendo um precursor de prostaglandinas e tromboxano (Garcia-Alonso et al.,
2008). Observou-se ainda a presenca de quantidades elevadas do &cido
docosahexaendico (DHA) e do &cido linoleico (excetuado a salinidade de 15). O DHA
constitui um acido gordo polinsaturado w-3 de extrema relevancia, sendo um dos
componentes maioritarios do 6leo de peixe (Garcia-Alonso et al., 2008), enquanto o
acido linoleico é um composto importante para o crescimento dos organismos, além de
ser precursor de acidos gordos insaturados de maior cadeia (ARA e DHA) em espécie
dulgaquicolas (Glencross, 2009). De certa forma, € expectavel que os individuos
cultivados possam refletir a dieta utilizada em termos de acidos gordos, caracteristica
que afigura a espécie Hediste diversicolor como um candidato promissor para ser
cultivada em aquacultura. Por sua vez, este cultivo poderd ser realizado de forma
intensiva, como o que foi adotado com a espécie Nereis virens no Reino Unido ou num
sistema de aquacultura integrado, em que se utilizam efluentes de cultivos adjacentes,
ricos em fezes e outros residuos organicos, sistema que ja foi adotado com outras
espécies na Asia e na Oceania (Fidalgo e Costa et al., 2003). A espécie Hediste
diversicolor demonstrou ser um bom candidato para ser utilizado num destes sistemas
de aquacultura integrado, uma vez que a mesma pode crescer utilizando apenas como
alimento as fezes da améijoa-boa Ruditapes decussatus (Batista et al., 2003a) e
também, residuos solidos provenientes de sistemas de cultivo de peixes (Garcia-
Alonso et al., 2008; Bischoff et al., 2009).
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Pela comparacdo efetuada aos diferentes acidos selecionados (palmitico,
oleico, linoleico, a-linolénico, ARA, EPA, DHA) e ao ratio de DHA/EPA, p6de constatar-
se gue nao existiram diferencas significativas nas quantidades obtidas dos mesmos, a
partir de amostras provenientes de individuos engordados a diferentes salinidades (15,
20 e 25), 0 que por sua vez evidencia que a salinidade ndo exerce nenhuma influéncia
no perfil de acidos gordos de individuos da espécie Hediste diversicolor. Esta
evidéncia constatada pode estar relacionada com o facto da espécie Hediste
diversicolor constituir um organismo osmorregulador, que promove o controlo da
concentracao dos fluidos internos independentemente das alteracdes da salinidade na
agua (Tait & Dipper, 1998), o que por sua vez, faz com que a sua composi¢ao lipidica
ndo se altere. Esta caracteristica faz com que esta espécie como uma possivel
candidata ao cultivo em diferentes locais (estuarios e/ou rias), sem que a sua

composi¢ao em termos lipidicos se altere.
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5. Conclusdes

Com a realizacdo deste trabalho, foi possivel concluir que a espécie Hediste
diversicolor se reproduz a diferentes temperaturas em cativeiro, uma vez que nao
ocorreram diferencas significativas no nimero de juvenis obtidos entre os diferentes
tratamentos, tendo-se verificado que o processo reprodutivo ocorre as diferentes
temperaturas testadas (16,5°C; 20°C e 25°C), atingindo-se densidades elevadas em
todas elas. No entanto, os resultados sugerem que a temperatura de 25°C possibilitou
um desenvolvimento larvar mais rapido relativamente as restantes, podendo desta
forma ser considerada uma temperatura adequada para a reproducdo e para o
desenvolvimento larvar da espécie em estudo. Futuramente, poderdo ser realizados
estudos para evidenciar a temperatura mais adequada para a reproducdo da espécie
Hediste diversicolor, com o conhecimento do numero de machos e de fémeas
presentes. Relativamente ao efeito da salinidade no crescimento, pelos resultados
obtidos péde concluir-se que a salinidade de 20 é a mais adequada para o
crescimento desta espécie em cativeiro, uma vez que possibilita a obtencdo de um
peso final elevado por parte dos organismos em cultivo, juntamente com uma
sobrevivéncia elevada. Quanto a avaliacdo do efeito da salinidade no perfil de acidos
gordos, foi possivel concluir que a salinidade néo influencia o perfil lipidico em
individuos da espécie Hediste diversicolor, o que possibilita o cultivo desta espécie em
diferentes zonas costeiras (estuarios e/ou rias), sem que a sua composicao lipidica se

altere.

Face aos resultados obtidos, pbde constatar-se que a espécie Hediste
diversicolor consegue reproduzir-se sob diferentes temperaturas atingindo-se elevadas
densidades, bem como crescer e sobreviver em diferentes condi¢cdes de salinidade,
podendo atingir o tamanho comercial em 3 meses aproximadamente. Estas
particularidades permitem antever o potencial que o cultivo desta espécie apresenta,
cuja aplicacdo a nivel comercial seria de grande interesse, dos pontos de vista
econdmico e ecoldgico, uma vez que iria possibilitar uma reducdo dos impactos que
resultam da exploracao da espécie Hediste diversicolor no meio natural, além de poder
constituir uma alternativa a importacdo de poliquetas. No entanto, deverdo ainda ser
realizados mais estudos no ambito da maturacédo e da reproducdo desta espécie em
cativeiro, para se efetuar o controlo destas fases, sendo isto determinante para a
implementacdo de um protocolo que suporte o cultivo comercial deste tipo de

organismos. Além disto, em investigacdes futuras deverdo ainda ser determinadas
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quais as dietas mais apropriadas para esta espécie e quais as quantidades ideais
destas a administrar, bem como as densidades mais adequadas a utilizar, de modo a

que a producéo seja viavel a nivel comercial.
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ANEXOS

Anexos

Tabela Il - Composicao da racdo semi-himida (formulada para linguado).

Matéria seca Racao semi-humida

%
Farinha de peixe 70 LT 20,0
Farinha de peixe 60 17,0
Farinha de krill 9,0
CPSP G 8,0
Farinha de lula 7,0
Farinha de soja 48 10,0
Farinha de trigo 13,0
Trigo DDGS 3,0
Oleo de peixe 10,30
Vit. & Min. Premix com Asta 1,0
Algatrium DHA 70% 1,70
Beta-glucanos (suplemento) 0,50
TOTAL 100,0
Composicao tedrica %
Proteina bruta 52,12
Proteina digestivel 48,47
Gordura bruta 20,03
Fibra 1,31
Amido 9,45
Energia Bruta (MJ/kg) 23,33
Arg 3,35
His 1,25
lle 1,99
Leu 3,27
Lis 3,68
Thr 2,12
Trp 0,52
Met + Cis 1,97
Fen + Tir 3,60
Fosforo 1,14
Ac. Oleico 1,98
ARA 0,24
EPA 2,24
DHA 2,41
Astaxantina (mg/kg) 25,0
Vitamina E (mg/kg) 150,0
Vitamina C (mg/kg) 1000,0
Vitamina A (mg/kg) 20000,0
Beta-glucanos 0,50
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ANEXOS

Tabela lll - Numero de juvenis de Hediste diversicolor estimado, provenientes do evento
reprodutivo induzido.

Tambiente (16,5°C) T20°C T25°C

N° juvenis * | 420 | 2940 | 3220 | 0 | 2100 [ 2240 | 3920 | 1540 | 3500

* Obtido através de uma regra de trés simples, na qual se estimou o0 himero de
individuos presentes no volume de sedimento ocupado (V = 0,021 m®) com base no
ndamero médio de individuos encontrados em 5 subamostras obtidas com o segmento
do tubo utilizado (V = 0,00015 m®).
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