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Resumo: O mero, Epinephelus marginatus, € uma espécie marinha associada a recifes,
referenciada como ameacada, de acordo com a red list of threatened species. A sua
reproducéo e cultivo em cativeiro poderdo contribuir para uma alteracdo deste estatuto.
A obtencdo de um grande numero de individuos é um dos maiores problemas que esta
espécie enfrenta. Para contrariar esta tendéncia é importante melhorar as taxas de
sobrevivéncia associadas a fase larvar, através da melhoria do sistema de cultivo e
protocolos alimentares. Este estudo teve como objetivo analisar o sistema de cultivo e a
influéncia do protocolo alimentar na producdo das larvas de mero (E. marginatus) tendo

em conta o seu desenvolvimento e a qualidade larvar.

Para atingir este objetivo compararam-se dois sistemas de cultivo, Intensivo
(1,5m®) e Semi-Intensivo (18 m®) com diferentes densidades larvares de 26.7g e 1.6 g de
ovos m™ respetivamente. A adequacdo do protocolo de alimentacdo foi também
analisada pela adicdo de copépodes (Paracartia Grani) ao protocolo alimentar padréo
composto por rotiferos (Brachionus plicatilis), artémia (Artemia spp.) e ragdo
comercial. Para avaliacdo da qualidade larvar analisou-se 0 comportamento alimentar, o
crescimento e sobrevivéncia, as malformacdes esqueléticas, através do método de dupla
coloracdo de osso e cartilagem, e a atividade enzimatica das larvas, através da analise
das enzimas amilase, tripsina, pepsina, aminopeptidase, fosfatase alcalina e fosfatase

acida, em diferentes fases do desenvolvimento.

Ao comparar o sistema Semi-Intensivo com o Intensivo observou-se que o
cultivo em grandes volumes, com reduzida densidade promove o0 aumento da
sobrevivéncia e a reducdo da ocorréncia de malformacdes esqueléticas. A adicdo de
copépodes a dieta resultou num desenvolvimento mais rapido das larvas, um melhor
desenvolvimento do trato digestivo e maiores taxas de sobrevivéncia. O protocolo de
producdo semi-intensivo onde foram adicionados copépodes promoveu a criagdo de um
maior numero de individuos e de larvas de melhor qualidade sendo esta uma mais-valia

para aquacultura desta espécie.

Palavras-chave: Mero (Epinephelus marginatus), mesocosmos, copépode (Acartia

grani), Crescimento, Enzimas digestivos, Malformac6es esqueléticas.
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Abstract: The dusky grouper, Epinephelus marginatus, is a marine reefs
species, referenced as threatened according to red list of threatened species. Its
reproduction in captivity and cultivation may contribute to change this status. Obtaining
a large number of individuals is one of the biggest problems facing this species. To
counteract this trend is important to improve survival rates in larval stage, by improving
the rearing system and feeding protocols. The aim of this study was to analyze the
rearing system and the influence of dietary protocol on dusky grouper larvae production

in view of its development and quality.

To achieve this goal we compared two systems, Intensive (1.5 m®) and Semi-
Intensive (18 m®) with different larval densities of 1.6 g and 26.7g eggs m>,
respectively. The suitability of the feeding protocol was also analysed by adding
copepods (Paracartia grani) to the standard feeding protocol composed by rotifers
(Brachionus plicatilis), brine shrimp (Artemia spp.) and dry feed. Larval quality was
assessed by analyzing the larval feeding behavior, growth and survival, skeletal
malformations, by double staining of bone and cartilage method, and enzymatic
activities through the analysis of amylase, trypsin, pepsin, aminopeptidase, alkaline

phosphatase and acid phosphatase.

Higher survival rates and lower incidence of skeletal malformations were
observed for semi-intensive when compared with intensive systems indicating the
beneficial effect of larger volumes and low rearing density on the larval quality. The
addition of copepods to the diet resulted in a faster development of larvae, better
development of the digestive tract and higher survival rates. The protocol of semi-
intensive production and a feeding protocol including copepods promoted a larger
number of individuals and better quality larvae which is an advantage for aquaculture of
this species.

Key-words: Grouper (Epinephelus marginatus), mesocosm, copepods (Acartia grani),

growth, digestive enzymes, skeletal malformation.
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1. Introducgéo

A avaliacdo de diferentes protocolos alimentares, sistemas de cultivo e impacto
destes na qualidade larvar contribui para o conhecimento da produgdo em cativeiro de
diversas espécies de peixes marinhos. E extremamente importante adaptar os protocolos
alimentares a capacidade digestiva e de assimilagdo das larvas de peixe, uma vez que 0
alimento é a principal fonte de energia e nutrientes para o desenvolvimento e
crescimento larvar. Neste trabalho realizou-se esta avaliacdo com base na analise do
crescimento, sobrevivéncia, capacidade digestiva e malformacdes esqueléticas do mero,
Epinephelus marginatus tendo em conta o seu desenvolvimento, dando especial

importancia a qualidade larvar.

1.1. Espécie e importincia do seu cultivo

Epinephelus marginatus
(Lowe, 1834), também
conhecido por mero ou garoupa
verdadeira, €& uma espécie

encontrada principalmente na

costa do oceano Atlantico, ao

longo da costa brasileira, L——

africana e em todo o mar Figura 1.1. - Mapa representativo da distribuigcao
mediterraneo, também s geografica de Epinephelus marginatus (Fishbase).
encontrada na costa oeste do oceano indico (FishBase). Ainda segundo esta fonte, o
tamanho méaximo registado para esta espécie € de 150 cm de comprimento total,
podendo pesar até 60 kg e atingir 50 anos de idade, sendo estes 0s maximos registados.
Podem encontrar-se em profundidades desde os 8 aos 300m sendo o comum o0s 50m.
Esta espécie é classificada como hermafrodita protoginica, ou seja, nascem fémeas e
guando atingem um certo nivel de desenvolvimento, sofrem inversdo sexual tornando-se

machos.



Os métodos de aquacultura de mero tém sido desenvolvidos desde 1970,
especialmente no sudeste Asiatico e nas regifes ocidentais do Atlantico tropical e
subtropical (Lim, 1993; Kuo, 1995; Watanabe et al.,1996) e mais recentemente, um
pouco por todo mundo (Azzurro, E., 2000; Marino et al, 2003; Russo, T., et al, 2009;
Cunha et al, 2013). No entanto existem algumas barreiras que necessitam de ser
ultrapassadas para 0 sucesso desta espécie na aquacultura uma vez que esta espécie
apresenta um crescimento lento uma maturacdo sexual tardia, a necessidade da recolha
de machos do meio natural ou a inversdo sexual artificial e a dependéncia de alimento

vivo adequado por parte das larvas (Glamuzina et al, 1998; Doi et al., 1997).

1.2. Conservacdo da espécie

Epinephelus marginatus, para além do destaque comercial atribuido tem também
um importante papel recreacional uma vez que representa um grande prémio para a
pesca desportiva. Neste sentido e observando os declinios das capturas, esta espécie é
referida na red list of threatened species da IUCN (International Union for Conservation
of Nature) como ameacada (EN A2d) desde 1996, correndo risco de extingdo na
natureza, devido a sobre-exploracdo (Zabala et al., 1997). Para a protecao desta espécie,
existem alguns programas de conservacdo como € o caso do Decreto Legislativo
Regional n.° 5/85/A de 8 de Maio de 1985 dos Acores, que proibe a pesca desta espécie,
e da Convencdo de Berna relativa a conservacdo da vida selvagem e dos Habitats
Naturais da Europa. Sdo incentivadas medidas de gestdo das pescas e dos habitats e
desenvolvimento de técnicas de aquacultura a fim de aumentar e repovoar as populacdes

em risco.

1.3. Desenvolvimento da espécie

O desenvolvimento larvar pode ser classificado por estagios, baseado nas
caracteristicas morfologicas. Considera-se estagio de saco vitelino, o primeiro estagio,
até a absorcdo deste, o que coincide com o momento de abertura de boca. Uma
alimentacdo inteiramente exdgena e o inicio da formag&o dos espinhos dorsal e pélvicos

designam o estagio de pre-flexdo. O estagio de flexdo inicia-se com a formacgédo da
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hipuralia e inicio da flexdo da porcéo posterior do notocérdio. O estagio de pos-flexdo
diz respeito a completa flexdo do notocérdio (45°), individualizacdo das barbatanas
impares, aparecimento dos espinhos da barbatana anal e raios das barbatanas peitorais.
Na transformacdo, a cerca de 20 dias ap6s eclosdo (DAE), a estrutura de raios das
barbatanas estd completo. O estagio juvenil pelagico inicia-se com o aumento do
comprimento corporal, inicio da pigmentacdo externa e alteragdes comportamentais.
Cerca de 30 DAE a pigmentacdo externa torna-se evidente em todo o corpo e passam de
pelagicas a bentdnicas, sendo considerada a fase de assentamento. O estagio de juvenil
demersal aparenta-se a um mero adulto e passam a estar assentes no fundo (Cunha et al,
2013).

O protocolo das fases descritas anteriormente, reproducdo e larvicultura tem
vindo a ser aprimorado (Cunha et al, 2013; Glamuzina, et al., 1998; Marino et al., 2001,
2003) no sentido de reduzir as altas taxas de mortalidade que coincidem principalmente
com a absorcdo do saco vitelino e a primeira alimentacdo exdgena. O cultivo de novas
espécies como 0 mero tem apresentado alguns problemas pois a cada estagio larvar,
estas necessitam de novas adaptagdes no cultivo como estratégias alimentares e

conhecimento acerca da eco-morfologia larvar.

Em aquacultura, um dos aspetos mais importantes em termos de comercializacao
é o crescimento e correto desenvolvimento dos animais. Estes fatores estdo fortemente
ligados a alimentacdo fornecida as larvas uma vez que, uma alimentacdo inadequada
gera reduzidas taxas de crescimento, elevado nivel de malformagdes com consequéncia
de elevadas mortalidades que ja é um dos problemas dos estagios iniciais do
desenvolvimento larvar. Para evitar o desenrolar destas situacfes é necessario adequar a
densidade, tipo e tamanho de presa fornecida de acordo com o desenvolvimento dos
6rgdos sensoriais, tamanho da boca e capacidade digestiva das larvas nos diferentes
estagios (Puvanenedran & Brown, 1999; Planas & Cunha, 1999; Russo, T., et al, 2009).

Assim, o crescimento, inserido na qualidade larvar tem um papel bastante
importante na aquacultura, quer para se obter adultos de qualidade, que apresentem um
bom desenvolvimento; para serem comercializados ou mesmo para que estejam aptos
em casos de repovoamento e que possam assegurar a sua sobrevivéncia. Neste sentido
sdo usadas técnicas para avaliar as condi¢cdes de cultivo a que as larvas foram sujeitas

como é o caso da andlise da estrutura esquelética dos individuos.



A morfologia e fisiologia digestiva das larvas de peixe sdo substancialmente
diferentes dos peixes juvenis ou adultos. O sistema digestivo das larvas necessita sofrer
um processo de maturacdo de tecidos e 6rgdos assim como uma alteracdo da gama de
enzimas digestivas. Para entender a fisiologia nutricional das larvas e poder sincronizar
a alimentacdo administrada e o protocolo alimentar consoante o crescimento ou estagio
de desenvolvimento, mudancas alimentares e caréncias nutricionais é necessario estudar

a diferenciacdo do trato digestivo das larvas (Zambonino & Cahu, 2007).

Um melhor conhecimento dos modelos de crescimento e desenvolvimento das
larvas facilita a detecdo de defeitos e promove o conhecimento para melhorar as
técnicas de cultivo, especialmente as praticas de alimentacdo, criando protocolos

alimentares adequados para o desenvolvimento de larvas de qualidade.

1.4. Sistema de producio larvar

O avanco tecnologico e o dominio de técnicas para cultivo larvar, permitiu que a
aquacultura seja produzida em grande escala. O sistema intensivo, caracterizados por
uma elevada densidade de cultivo (80 - 100 larvas/litro) e um ambiente totalmente
controlado (Lagos 1989; Kentouri et al., 1993; Dhert et al., 1998), mostrou ser bastante
eficiente para a producdo em grande escala em espécies em que o seu ciclo de vida em
aquacultura é totalmente controlado como é o caso de espécies como Dicentrarchus
labrax, Sparus aurata, Diplodus sargus, Solea solea e Scophtalmus maximus. No
entanto este tipo de cultivo requer tecnologia mais avangada e dispendiosa e as taxas de
sobrevivéncia e crescimento sdo normalmente mais baixas que os outros métodos, é
comum existir também uma maior incidéncia de malformacBes e doencas,
principalmente quando se trata do cultivo de novas espécies em que o seu ciclo de vida
ndo e totalmente dominado (Divanach and Kentouri, 2000; Izquierdo et al, 2010).

O mesocosmos mostrou ser uma solucdo quando o conhecimento bioldgico de
uma determinada espécie ndo estd aprimorado (Divanach e Kentouri, 2000), como € o
caso de Pargus pargus (Ben Khemis et al., 2006), Hippoglossus hippoglossus (Berg,
1997), Diplodus puntazzo, Seriola dumerili (Papandroulakis et al., 2004, 2005),

Pollachius virens, Ctenolabrus rupestris, Crenilabrus melops (van der Meeren e Lonoy,



1998). Uma das razbes é que neste sistema de producdo os volumes de cultivo sdo
grandes o suficiente e as densidades de cultivo baixas, para pequenas alteragdes no
ambiente ndo afetarem as espécies cultivadas. Para além disso este ambiente assemelha-
se mais ao meio natural e pode ser considerado um método empirico, facil e eficaz
onde, de forma natural pode fazer-se uma triagem das necessidades das novas espécies
suprimindo estas necessidades e evoluindo as técnicas de producdo para estudos

posteriores (Divanach e Kentouri, 2000).

O sistema de mesocosmo é usado para a cultura de larvas de peixe, usando
volumes de agua que podem variar de 1 a 10.000 m®. Desenvolve-se um sistema
oceanico, constituido por varias espécies. E constituido pela cadeia alimentar natural do
fitoplancton (diatoméceas, flagelados, Nannochloris spp., ...), de zooplancton (tintinideo
ciliados, Synchaeta spp. e rotiferos Brachionus spp, copépodes, ...) e predadores (larvas
de peixes). As condicdes ambientais do sistema de mesocosmo estdo completamente
ligadas ao clima local. (FAO, 1996).

1.5. Alimento vivo

O sucesso de uma aquacultura depende principalmente de taxas de natalidade,
sobrevivéncia e crescimento dos organismos cultivados. Estas taxas estdo fortemente
relacionadas com a quantidade e qualidade de alimento disponivel, principalmente
guando se tratam de espécies marinhas, estas estdo bastante dependentes da producéo de

presas vivas.

Um dos fatores que mais influencia o crescimento e sobrevivéncia das larvas é a
alimentacdo. Esta baseia-se em alimento vivo como rotiferos, artémia e copépodes que
necessitam de ser utilizados como alimento em funcdo das necessidades larvares a cada
estagio de desenvolvimento destas. Para que uma larva se alimente de determinada
presa é necessario, principalmente, que esta se adapte biometricamente a boca da larva,
que exista no tanque uma densidade adequada as suas necessidades e que esteja de
acordo com as suas preferéncias comportamentais (Glamuzina et al., 1998; Doi et al.,
1997). De acordo com estudos anteriores uma larva de 4 DAE apresenta uma altura e

largura de boca de 214+ 200um e 259+ 6um, respetivamente (Russo, et al., 2009).



Alguns autores (Jancaric, 1964; Dabrowski and Glogowski, 1977) sugerem que
o0 alimento vivo contribui com enzimas digestivas ajudando o processo de digestdo, uma
vez que este pode proporcionar a estimulacdo de secrecGes pancreaticas larvares,
estimulando respostas enddcrinas (Koven et al., 2001). Estudos anteriores mostram que
0s niveis de atividade enzimética sdo menores em larvas, comparando com juvenis
(Clark et al., 1986).

O facto de o cultivo ser realizado no método de “4dgua verde” fornece microalgas
ndo sO ao zooplancton mas também as larvas de peixe. Algumas larvas de peixes
marinhos (bacalhau, halibut e rodovalho) cultivadas neste ambiente que provavelmente
afeta o comportamento alimentar e ingerindo microalgas (Isochrysis galbana e
Tertaselmis sp.) mostraram uma melhor sobrevivéncia, comportamento alimentar e
crescimento, no fim do periodo da primeira alimentacdo comparando com cultivo sem
microalgas (Reitan et al. 1997; Naas et al. 1992).

Estudos recentes sugerem que a disponibilidade de enzimas digestivas € a chave
para larvas de peixe sobreviverem usando uma dieta formulada (Yufera et al, 2000;
Kolkovski, 2001). Neste sentido, uma melhor compreensdo da atuacdo das enzimas
digestivas poderia conduzir a uma substituicdo bem-sucedida do alimento vivo por

dietas formuladas.

1.5.1. Rotiferos

Os rotiferos (Brachionus spp.) sdo considerados o melhor alimento inicial para
as larvas uma vez que quando ocorre a abertura de boca, estas necessitam de alimentos
vivos de pequenas dimensdes e os rotiferos tem entre 120 - 300 um que se adequam as
suas necessidades. Pala alem das dimensdes e de se deslocarem lentamente, os rotiferos
apresentam também a vantagem de poderem ser facilmente cultivados e enriquecidos.
As larvas necessitam uma grande quantidade e qualidade de alimento, principalmente
no que diz respeito a acidos gordos essenciais para 0 seu normal desenvolvimento,
incluindo a manutencéo estrutural e funcional das membranas celulares e producéo de
eicosanoides que tém uma grande importancia na imunidade e resisténcia a doencas

(Waaghg, 1994; Sargent et al., 1999). Para que as larvas adquiram todos os nutrientes



que necessitam, os rotiferos podem ser usados como vetor quando enriquecidos com
microalgas, produtos comerciais ou emulsdes laboratoriais com determinadas

caracteristicas nutritivas (Hotos, 2002).

1.5.2. Artémia

Artemia spp., € considerado ideal para larvas de peixes marinhos que se possam
alimentar de presas com um tamanho superior a 500um (Sorgeloos, P., 1987). Este
alimento esté bastante popularizado em aquacultura devido a elevada disponibilidade de
cistos, podendo ser facilmente utilizados como néuplios apds 24 horas. S&o também
facilmente cultivados em grandes concentracdes e apresentam um rapido crescimento
podendo ser usados em varias fases do cultivo consoante as dimensdes das larvas.
Assim como os rotiferos, as artémias ndo sdo considerados o alimento natural para
larvas de peixes marinhos, neste sentido, torna-se necessario a bioencapsulagdo com
produtos que atendam as necessidades nutricionais das larvas como € o caso dos acidos
gordos polinsaturados (PUFA) usados como fonte de energia e constituintes dos
fosfolipidos das membranas celulares (Gozalbo et al., 1987; Koven et al., 1992).
Existem varias estirpes de artémia, o conhecimento das caracteristicas (genotipicas e
fenotipicas) de um lote pode aumentar significativamente a sua eficacia quando
administradas como alimento a larvas (Lavens e Sorgeloos 1996). Normalmente sdo
usadas as estirpes com nauplios mais pequenos, recentemente eclodidas (instar 1), e
mais ricas em HUFA (Great Salt Lake, Utah).

1.5.3. Copépodes

Para a maioria das larvas de peixes marinhos, os copépodes séo presas do meio
natural. Estes pequenos crustdceos constituem a ligacdo vital entre os produtores
priméarios e os peixes (Dussart e Defaye 2001; Sazhina 2006) e sdo nutricionalmente
adequados as larvas de peixes marinhos mesmo sem serem enriquecidos. Geralmente 0s
copépodes apresentam um contetdo lipidico mais baixo quando comparados com o
alimento vivo tradicionalmente cultivado (rotiferos e artémias) mas contém uma maior

proporcdo de fosfolipidos facilmente digeriveis. As suas dimensdes sdo também
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apropriadas para servirem de alimento as pequenas larvas uma vez que os nauplios de
copépodes e adultos variam de 100pum a 10mm (Mauchline, 1998). Os copépodes
adultos podem constituir até 57% de lipidos totais e 63% no que diz respeito aos

nauplios (van der Meeren et al. 2008).

As larvas de peixes marinhos necessitam também de elevados niveis de acidos
gordos essenciais como DAE, que sdo mais facilmente assimilados a partir de
copépodes que nauplios de artémia (McEvoy et al. 1998). Estudos anteriores (Sargent et
al. 1997; Estevez et al. 1999) documentam elevadas taxas de crescimento, sobrevivéncia
e melhores pigmentacGes em larvas e juvenis que sdo atribuidos ao conteudo e racio de
acidos gordos essenciais DHA, EPA, e ARA presentes em copépodes. Outro aspeto
vantajoso sdo os elevados niveis de enzimas digestivos bastante importantes para a
nutricdo das larvas e desenvolvimento do trato digestivo, uma vez que nos primeiros
estagios de desenvolvimento, as larvas de peixes marinhos ndo apresentam um sistema
digestivo desenvolvido, tornando-se uma vantagem um suplemento exdgeno de
enzimas, a partir do alimento vivo. Esta evidéncia vem a partir de um estudo Pederson
(1984) que examinou a digestdo das larvas na primeira alimentacdo e observou que 0s

copépodes sdo mais facilmente digeridos pelas larvas que a artémia.

Nas teias alimentares marinhas, os ciliados como Oxyrrhis marina
desempenham um papel importante como consumidores de pico e nanoplancton que néo
sdo eficientemente utilizados por organismos como copépodes. Neste sentido, estudos
recentes mostram que os ciliados representam uma forte ligacdo entre os niveis troficos
da cadeia alimentar. Outro fator importante foi revelado no estudo de Korniyenko
(1971) onde o consumo de ciliados por larvas de peixe, na primeira alimentagdo poderia
trazer um aumento na sobrevivéncia, o que também foi comprovado para sobrevivéncia
e crescimento das larvas de Lithognathus mormyrus (Linnaeus) por kentouri e Divanach
(1983). A presenca de ciliados e nauplios de copépodes no tanque, no momento da
primeira alimentagdo, aumenta significativamente a capacidade de sobrevivéncia das
larvas de peixe, uma vez que evita a o periodo de fome quando se da a abertura de boca
das larvas. Os ciliados, uma vez que se alimentam de algas (elevado valor nutritivo) e
apresentam dimensdes apropriadas a boca das larvas com poucos dias, resultam numa

melhor sobrevivéncia larvar (Nagano, N., et al, 2000).



1.6. Qualidade Larvar

1.6.1. Desempenho larvar

Em aquacultura, principalmente quando se tratam de novas espécies, existem
algumas preocupagdes como a produgdo do numero suficiente de larvas e juvenis e a
criacdo destes com tamanho e caracteristicas adequadas. Estas caracteristicas vao ser
influenciadas por diversos fatores, entre eles, a qualidade da agua, o tipo e
disponibilidade de alimento, o ambiente onde estdo inseridos e até o comportamento dos
peixes no tanque. Estes fatores, fora dos limites aceitaveis levam a redugdo das taxas
crescimento assim como a uma maior incidéncia de doencas e mortalidades mais
elevadas (Le Francois, 2010; Tucker & Hargreaves, 2008).

Este crescimento pode ser analisado pelas relagdes entre comprimento, peso,
altura corporal, entre outras. Através destes parametros podemos também analisar o tipo
de crescimento podendo este ser isométrico ou alométrico. A relagcdo entre peso e
comprimento difere entre espécies (de acordo com a sua forma corporal) e entre
individuos da mesma espécie, tendo em conta a sua robustez, o que pode ser
influenciado pelas condigbes de cultivo. Avaliando o peso e comprimento dos
individuos chegamos a um valor tedrico do crescimento isométrico — coeficiente de
regressdo = 3 (Underwood, 1997; Prein et al., 1993).

O estudo de alometria e o efeito das variaces de tamanho relativamente a forma
tem promovido o conhecimento em relacdo a crescimento, evolucdo e mudancas

necessarias na dimensao das formas para manter a funcionalidade.

1.6.2. Malformacdes esqueléticas

Um dos fatores que mais afeta a larvicultura marinha em termos de qualidade
larvar, sdo as malformacdes esqueléticas uma vez que mesmo em espécies com 0
cultivo completamente controlado como a dourada e o robalo, 50-60% dos juvenis
apresenta pelo menos uma deformacéo esquelética grave detetavel externamente. Este
fator pode ter impactos na inddstria da aquacultura uma vez que alguns destes peixes
necessitam ser descartados ou vendidos a precos mais baixos que o normal. De um

modo geral as malformacdes esqueléticas exercem efeitos negativos no bem-estar



animal, performance bioldgica, qualidade do produto final e custos de producédo
(Boglione et al, 2013a). Neste sentido a contribuicdo de estudos (Smith-Vaniz, et al.,
1995; Faustino, M. e Power, D., 1998; Gavaia, et al, 2000) para a diminuicdo de
malformacOes pode trazer vantagens para a producdo e melhorar a imagem da
aquacultura perante o consumidor (Boglione et al., 2009).

Os peixes que sofrem de anomalias esqueléticas apresentam, normalmente uma
reduzida habilidade natatéria, um baixo indice de conversdo, menores taxas de
crescimento e sobrevivéncia; maior suscetibilidade ao stress, patdgenos e bactérias
(Hilomen-Garcia, 1997; Koumoundouros et al., 1997; Boglione et al., 2001), estas
malformacdes podem ser influenciadas por condi¢es de cultivo inapropriadas como
temperatura, pH, densidade de cultivo, caudal, alimentacdo, metais pesados presentes na
agua, entre outros. (Boglione et al., 2001). Ao identificar um desenvolvimento anormal
da estrutura esquelética pode obter-se uma avaliacdo precoce da qualidade das larvas
uma vez que outros parametros por si s6, nem sempre sdo suficientes como indicadores

de qualidade de larvas e juvenis (Boglione et al, 2013a).

Boglione et al, (2009) desenvolveram o primeiro estudo de malformacdes
esqueléticas em larvas e juvenis de E. marginatus cultivados em diferentes condigdes.
Este estudo mostrou que as malformagdes ocorrem maioritariamente apds o inicio da
ossificagdo (cerca de 30 DAE), aumentando a incidéncia com a idade. Em larvas com
mais de 30 DAE as vertebras caudais e barbatana sdo as zonas mais afetadas uma vez
que estas, nesta idade ja se encontram ossificadas. Foram avaliadas também diferentes
densidades de cultivo, onde elevadas densidades apresentaram uma maior carga e
frequéncia de malformac6es e menores taxas de sobrevivéncia. Esta analise mostrou-se
bastante Gtil uma vez que também se pode avaliar os protocolos aplicados e indicar qual
0 mais apropriado para o cultivo larvar desta espécie (Boglione et al, 2009). As
malformacdes podem ser resultado de fatores genéticos ou incapacidade de compensar
as condigdes ambientais e nutricionais ndo apropriadas (Boglione et al, 2013Db).

E possivel fazer uma boa avaliagdo da estrutura esquelética, do seu
desenvolvimento e suas possiveis anomalias usando técnicas de coloracdo de 0sso e
cartilagem. Esta técnica ja foi usada por diversos autores em diversas espécies como

Pagrus major (Matsouka, 1985), Dicentrarchus labrax (Daoulas et al, 1991) Sparus
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aurata (Kuomoundouros et al, 1997), Solea senegalensis, Diplodus sp., Habbatrachus

didactylu (Gavaia et al, 2000), entre outros.

1.6.3. Fisiologia digestiva

A ontogénese de enzimas digestivas e o desenvolvimento das caracteristicas do
trato digestivo de larvas e juvenis de peixes tém sido documentados em diversas
espécies como robalo (Zambonino Infante e Cahu, 1994), linguado (Ribeiro et al.,
1999), pregado (Hoehne-Reitan et al., 2001), entre outros. Para além de permitir avaliar
a capacidade digestiva ao longo do desenvolvimento, estes estudos tém sido realizados
com o intuito de sincronizar os protocolos alimentares com a fisiologia dos diferentes
estados larvares e as necessidades nutricionais especificas das idades, otimizando a

producdo larvar (Zambonino-Infante et al., 2008).

A maturacdo do trato digestivo das larvas de peixe ocorre poucas semanas apos a
eclosdo, e corresponde a transicao entre uma digestao larvar pouco desenvolvida e uma

digestdo com total capacidade, considerada adulta (Zambonino Infante e Cahu, 2001).

Dabrowski (1984) e Person-Le Ruyet (1989) descreveram importantes alteragdes
no trato digestivo das larvas ao longo do seu desenvolvimento. Quando eclodem, o trato
digestivo é um tubo reto com a boca fechada e histologicamente indiferenciado. O trato
digestivo ndo sofre grandes alteracdes desde a abertura de boca a absor¢do do saco
vitelino mas apds esta fase diferencia-se em bucofaringe, intestino anterior, intestino
médio e intestino posterior. O figado e 0 pancreas estdo formados na eclosdo e sdo
funcionais na primeira alimentacdo. A digestdo de nutrientes ocorre no trato
gastrointestinal e é realizada pelas enzimas do estomago, pancreas exocrino e intestino.
Enquanto larvas, ndo tendo um estomago funcional, a digestdo do alimento ingerido
ocorre no intestino onde o pH permanece alcalino e enzimas como a tripsina realizam a
atividade proteolitica (Walford e Lam, 1993). Apo0s a digestdo inicial das proteinas pela
tripsina e outras endoproteases, exoproteases ligadas ao prato estriado da membrana dos
enterdcitos, degradam os péptidos em aminoacidos antes de serem absorvidos pelo
limen do intestino (Clark et al., 1987; Rust, 2002). A digestdo de proteinas por enzimas
intracelulares como a fosfatase acida ocorre em larvas de peixe, compensando a falta de

um estbmago funcional (Georgopoulou et al., 1985; Govoni et al., 1986; Cahu e
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Zambonino Infante, 1995). O periodo larvar termina com o desenvolvimento do
estomago com glandulas gastricas e secos piléricos, momento em que o sistema
digestivo se torna funcional. Gisbert et al (2009) resumem 0s principais passos para um
sistema digestivo maturado, sendo o primeiro a aquisicdo de secre¢des pancreéticas, 0
segundo, 0 aparecimento de atividade enzimética no prato estriado do intestino e o

terceiro, o desenvolvimento do estdmago e inicio da digestao acida.

O crescimento dos animais esta relacionado com as capacidades do seu sistema
digestivo e a utilizacdo de nutrientes depende da atividade das enzimas digestivas
presentes em varios orgaos digestivos. A producdo de novas espécies, como € o caso do
mero, depende fortemente da elaboracdo de protocolos alimentares adequados, capazes
de satisfazer as necessidades nutricionais da espécie. O conhecimento do funcionamento
do aparelho digestivo e das enzimas digestivas do peixe tém tido importantes
implicacdes préaticas para a nutricdo destas espécies. A digestdo de uma dieta depende
da disponibilidade de enzimas digestivas adequadas, e a medicdo de atividades
especificas de enzimas pode gerar informagdo acerca de toda a capacidade digestiva e
eficiéncia que as espécies cultivadas apresentam na utilizacdo dos componentes da sua
dieta (Caruso et al, 2009). As atividades de enzimas digestivas em peixes sdo
indicativos de ecologia alimentar e apresentam uma forte correlacdo com a dieta
(Kapoor et al. 1975; Ferndndez et al. 2001), tornando-se uma indispensavel ferramenta
para a analise do desenvolvimento digestivo. No entanto esta atividade enzimatica varia
entre espécies e podem ser influenciadas pela idade, quantidade e composicdo da dieta
(Peres et al. 1998). Moran e Clements (2002) estudaram peixes que sofreram mudancas
alimentares e encontraram alteragdes nas atividades de enzimas digestivas que refletiam

as mudancas na dieta dos peixes.

1.7. Objetivo do estudo

Este estudo tem entdo como objetivo analisar a influéncia do protocolo alimentar
na producdo das larvas de mero (Epinephelus marginatus) tendo em conta o seu

desenvolvimento, dando especial importancia a qualidade larvar.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Material biolégico

Os ovos foram
obtidos a  partir de
reprodutores selvagens,
mantidos em cativeiro na
Estacdo de Piscicultura
Piloto de Olhdo (EPPO) do

Instituto Portugués do Mar e

da Atmosfera (IPMA). Os

Figura 2.1. — Recolha de odcitos através de presséo
reprodutores, foram  abdominal, EPPO, IPMA.

alimentados com pota (Loligo gahi) e sardinha (Sardina pilchardus) ad libitum uma vez
por dia. A inducdo da postura foi feita com 45ug gonadotropin-releasing hormone
agonist (GnRHa)/Kg no caso das fémeas e 2.5mg a—methyltestosterone (a-MT)/Kg no
caso dos machos. Apds 48 horas, os produtos sexuais (odcitos e sémen) foram
recolhidos através de pressdao abdominal (stripping), procedendo-se posteriormente a
fertilizacdo (Marino et al., 2003; Cabrita et al., 2009). Os ovos vidveis (que flutuam)

foram separados dos ovos inviaveis que afundam na coluna de agua.

Foi feita uma estimativa do nimero de ovos de mero, sendo que um grama de
ovos corresponde a 2163 ovos. O diametro médio de ovos foi de 900 um apresentando

apenas uma gota lipidica.

Colocou-se para incubagdo in situ 26,7g de ovos m® (~57669 ovos m™) no
tanque para avaliacdo do sistema intensivo e 1,6g de ovos m™ de ovos (~3604 ovos m®)
em cada um dos tanques para avaliacdo dos sistemas semi-intensivos (sem e com

copépodes).

13




2.2. Desenho Experimental

2.2.1. Tratamentos

Este estudo comparou o efeito, na performance das larvas, do sistema de cultivo
intensivo e semi-intensivo e o da adi¢do de copépodes (Acartia grani) a dieta alimentar

no inicio do cultivo larvar no sistema semi-intensivo.

A comparacdo entre os dois sistemas foi feita usando a mesma dieta alimentar e
duas densidades larvares diferentes, 26.7g e 1.6 g de ovos m™, tendo-se usado dois
tanques de cultivo de volume diferente, 1.5 m® e 18 m® respetivamente. A dieta foi
composta inicialmente por rotiferos (Brachionus plicatilis) seguida de artémia (Artemia

spp.) 15 dias apos a eclosdo (DAE) e racdo comercial 42 DAE.

Para a comparacdo do efeito da adi¢cdo de copépodes no protocolo alimentar
usou-se a mesma densidade larvar nos tanques de 18 m® em sistema de cultivo semi-
intensivo. As dietas eram compostas por rotiferos, sendo uma enriquecida com nauplios
do copépode (Paracartia grani) durante os primeiros 15 DAE. Apds este periodo os
dois tanques foram alimentados com artémia e 42 DAE com racdo comercial. Os

ensaios tiveram a duracao de 62 dias.

Os tratamentos de cultivo semi-intensivo foram realizados em tanques exteriores
de 18 m®, fotoperiodo natural, arejamento central e uma renovagéo de 4gua inicial de
0%. Utilizou-se o método de agua verde com lIsochrysis galbana e Nannochloropsis
oculata, 5 rotiferos/ ml e 1 artémia/ ml. No cultivo semi-intensivo com copépodes

foram adicionados Oxyrrhis marina e 2 nauplios de copépode por ml.

O cultivo intensivo foi realizado num tanque de cultivo interior, fotoperiodo
artificial (14 horas de luz/ 10 horas de escuriddo), arejamento central e 0% de renovacgéo
de agua inicial. Usou-se igualmente o método de agua verde com Isochrysis galbana e

Nannochloropsis oculata, 5 rotiferos/ ml e 1 artémia/ ml.
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Tabela I. — CondicOes experimentais de cultivo de larvas de mero (E .marginatus).

Sistemas de cultivo Intensivo Semi-Intensivo  Semi-Intensivo
sem copépodes  com copépodes
Localizacéo Interior Exterior Exterior
Volume (m?®) 1.5 18 18
Oxigénio dissolvido 5.5+ 0.90 5.9+ 1.42 57+1.35
(mg.I")
Temperatura (°C) 23.3+0.87 229+1.01 229+1.01
Fotoperiodo Artificial Natural Natural
(14L/10E) (15L/9E) (15L/9E)
Fitoplancton Isochrysis Isochrysis Isochrysis
galbana + galbana + galbana +
Nannochloropsis  Nannochloropsi  Nannochloropsis
oculata s oculata oculata +

Oxyrrhis marina

Zooplancton (N.ml™) 5 Brachionus spp. 5 Brachionus 5 Brachionus spp.
+1 Artemia spp.  spp. + 1 Artemia  + 1 Artemia spp.
spp. + 2 Acartia grani

Densidade larvar 26.7 1.6 1.6

(g de ovos .m™)

2.2.2. Rotiferos

Os rotiferos (Brachionus plicatilis) administrados as larvas de mero foram
enriquecidos com emulsdes comerciais (M1 PLUS - DHA Microencapsulated Diet Plus
Freeze-Dried Chlorella), com um tamanho de particulas de 5-20 um, e (M2 Plus — DHA
Microencapsulated Diet for Rotifer & Artemia Enrichment with natural
Bacteriostatics), com particulas de 5-10 pm e dados como alimento aos meros do dia 1

a0 15 ap6s eclosdo numa densidade de 5 rotiferos.mIL™.

O seu cultivo foi realizado em grande escala de acordo com Pouséo, P. (2009),
com uma densidade de cultivo entre 500 e 2000 rotiferos.mL™, a producio iniciou-se a
partir de uma cultura in6culo fez-se crescer em volumes sucessivamente maiores. A

cultura € influenciada pela densidade, qualidade da &gua, temperatura, salinidade,
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oxigénio dissolvido, amonia, pH e a disponibilidade e qualidade de alimento. Para que
correspondessem as necessidades nutricionais das larvas, principalmente em acidos
gordos altamente insaturados de cadeia longa — HUFA (20:5n-3 e 22:6n-3), os rotiferos
foram enriquecidos geralmente 24 horas antes de serem administrados como alimento

vivo as larvas.

Tabela Il — Valor nutricional M1 Plus Tabela I11 — Valor nutricional M2 Plus
Proteina: 10% Proteina: 20%
Lipidos: 45% Lipidos: 35%
Hidratos de carbono:  35% Hidratos de carbono: 35%
Minerais: 5% Minerais: 5%
Humidade: 5% Humidade: 5%
EPA: 40 mg/g DW EPA: 40 mg/g DW
DHA: 50 mg/g DW DHA: 100 mg/g DW
ARA: 5 mg/g DW ARA: 5 mg/g DW
¥(n-3) HUFAS: 100 mg/g DW Z(n-3) HUFAS: 150 mg/g DW
2.2.3. Artémia

Os néuplios de artémia, administrada as larvas de mero, apés a eclosdo foram
enriquecidos 24 horas com wuma emulsdo comercial (M2 Plus — DHA
Microencapsulated Diet for Rotifer & Artemia Enrichment with natural
Bacteriostatics), com particulas de 5-10 um e um valor nutricional referido na tabela IlI.

Foi administrada 1 artémia.mL™ &s larvas de mero do dia 9 ao 42 ap6s ecloséo.

A artémia foi adquirida em cistos desidratados, em diapausa, que ao serem
colocados novamente em &gua doce, reidrataram e o0s cistos (cdrion) romperam-se
libertando os nauplios de artémia, consequéncia da acao fisica do sistema hiperosmotico
trealose-glicerol (Narciso, 2000). Para suprimir as necessidades das larvas foram
necessarias producdes em grande escala de acordo com Pousdo, P. (2009), e para tal foi
importante assegurar a maxima taxa de eclosdo. Uma temperatura, luminosidade,
salinidade, pH, arejamento e densidade adequadas asseguraram uma boa taxa de
eclosdo. Apos a eclosdo foram entdo adicionados os produtos de enriquecimento como

alimento para os nauplios.
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2.2.4. Copépodes

Os copepodes (Acartia grani) foram obtidos a partir de adultos de uma
populacdo alimentada com uma mistura de Rhodomonas salina e Oxyrrhis marina e
administrados as larvas a partir do dia 1 ap6s eclosdo, numa densidade de 1
copépode.mL™. Acartia grani foi isolada a partir do plancton do meio natural e
cultivados em tanques sob condi¢Oes ideais para a espécie (Cunha et al, 2007). A agua
foi filtrada, foram alimentados com Rhodomonas salina e Oxyrrhis marina, a uma
temperatura mantida entre os 16-18°C e foi fornecido arejamento leve. Os ovos gerados
pelas fémeas, em cerca de 20 dias, foram coletados para dar continuidade a populacéo,

colocados em tanques e ap0s 24-48 horas eclodiram.

2.2.5. Ragéo

A racdo comercial (LSB Primer 1, 2, 3) foi administrada aos meros, ad libitum,

do dia 42 ao 62 (fim da experiéncia) apos ecloséo.

2.3. Amostragens

Ao longo do periodo experimental foram realizadas amostragens periodicas,
para os diferentes tratamentos. Aos 2, 6, 11, 16, 20, 25, 30 e 62 dias ap0ds a eclosao
(DAE) foram recolhidas larvas para determinacdo do comprimento total. O peso himido
foi determinado individualmente a partir dos 25 DAE e até ao final do ensaio.
Recolheram-se ainda amostras para determinacdo de enzimas digestivas aos 30 e 62
DAE, as quais foram lavadas com agua destilada e congeladas de imediato em azoto
liguido onde ficaram armazenadas até a analise. Para malformacdes esqueléticas
recolheram-se larvas aos 62 DAE, as quais foram de imediato fixadas em

paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato, pH 7.2 e mantidas a 4°C até processamento.
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2.4. Biometria

2.4.1. Comprimento total

As medicOes de comprimento total das larvas até aos 30 DAE foram feitas a lupa
(ZEISS Stemi 2000-C). Dos 11 aos 25 DAE foram medidas cerca de 10 larvas e aos 30
DAE 25 larvas. Aos 62 DAE mediram-se cerca de 60 larvas por tratamento, a olho nu.
Dos 16 aos 30 DAE foram recolhidas e fotografadas larvas para determinacdo do
estagio larvar, e mediu-se 0 seu comprimento total para cada estagio através do software
ImageJ 1.46r (Wayne Rasband, National institutes of Health, USA).

2.4.2. Peso himido

O peso foi medido individualmente em cada peixe numa balanga (Mettler
AE100) a partir de 25 DAE. Foram pesadas 10 larvas aos 25 DAE, 25 larvas aos 30
DAE e cerca de 60 larvas aos 62 DAE.

2.5. Malformacoes esqueléticas

As amostras de 30 individuos por tratamento, fixadas em paraformaldeido foram
lavadas num banho de tampé&o fosfato-salino (PBS) por 30 minutos e colocadas em
etanol a 70% sendo posteriormente utilizados para a radiografia e coloracdo de 0sso e

cartilagem.

2.5.1. Radiografia

Os peixes utilizados nas radiografias foram hidratados, passando
progressivamente por uma sequéncia decrescente de alcoois de 70% para 50%, para
25% e finalizando em H,0O, em banhos com uma duragdo de 1 hora e 30 minutos. Os
meros foram radiografados com o auxilio de um aparelho de raio-X Kodak DXS 4000,

com um software para a captacdo das imagens, Carestream DXS.
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2.5.2. Dupla coloracéo de osso e cartilagem

Para uma observacdo mais precisa da estrutura esquelética dos peixes e dos
estados de desenvolvimento 6sseo foi usada uma técnica de coloracdo de 0sso e

cartilagem descrita para peixes marinhos (Gavaia et al, 1999).

Apos a hidratagdo as amostras foram colocadas numa solucéo de azul alcido (10
mg de azul alcido 8GX, 70 ml de etanol absoluto, 30 ml de acido aceético glacial, pH <
1.0) para a coloracdo da cartilagem, durante 3 horas. Seguidamente as amostras foram
neutralizadas com uma solucéo de 1% KOH em etanol absoluto, colocadas novamente
em banhos progressivos de 1 hora e 30 minutos com 80, 70, 50 e 25% de etanol até H,O
destilada. Apos este processo os peixes foram incubados numa solucdo de vermelho de
alizarina (0,01g vermelho de alizarina em 100 ml de KOH 0,5%) durante 1 dia. Para
acelerar o processo de digestdo quimica dos tecidos, os peixes foram deixados numa
solucdo de hidréxido de potéassio (KOH 2,5%) durante 5 dias e apds este periodo
transferidos para KOH a 1% durante 30 a 40 dias. Para manter a integridade dos peixes
a solucdo anterior foi substituida por uma solucdo 0,5% KOH + Glicerol, aumentando
as proporcdes de 3:1, 1:1, 1:3 até ser possivel a visualizagdo do esqueleto devido a
digestdo quimica dos tecidos.

2.6. Anélises enzimaticas

2.6.1. Preparacdo dos homogenados

Aos 30 DAE foram retiradas 15 larvas por tratamento, tendo sido agrupadas em
grupos de 5 individuos (pool) por cada tratamento (n=3). Aos 62 DAE foram recolhidas
6 larvas para cada tratamento.

No momento da determinacdo da atividade enzimatica as larvas, foram
transferidas do azoto liquido para um congelador a -20°C, para evitar alteracfes bruscas
na temperatura no processo de descongelamento. Nas amostras de 30 DAE utilizou-se a
regido da cavidade abdominal, descartando a cabeca e a cauda. O tamanho das larvas de
62 DAE permitiu que se recolhesse individualmente o trato digestivo e 6rgdos anexos
de cada uma das larvas. Durante todo o processo de dissecacdo foram mantidas sobre

gelo.
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As amostras de 30 DAE foram homogeneizadas com agua desionizada Milli-Q
numa proporcao de 1:15 com o auxilio do ULTRA-TURRAX® durante 1 minuto, neste
processo, as amostras foram mantidas em gelo. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 5000 x g durante 15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante recolhido para

tubos os quais, foram sujeitas a ultra-sons durante 10 segundos e armazenadas a -20°C.

2.6.2. Purificagéo do prato estriado intestinal

Nos tratos digestivos dos meros de 62 DAE, procedeu-se a purificagdo do prato
estriado (PE), em que os tecidos foram homogeneizados com tampdo de
homogeneizacdo (Manitol 50mM + Tris 2mM) a pH 7, 30 vezes o volume da amostra,
maceradas com o auxilio do ULTRA-TURRAX® durante 1 minuto.

Retirou-se 1ml para BB e adicionou-se a este, uma solugdo de cloreto de célcio
(0.1M) para estabilizar as membranas. O restante homogenado dividiu-se em
microtubos e centrifugou-se a 5000x g durante 15 minutos a 4°C, como realizado para
as amostras de 30 DAE.

Os homogenados para analise do BB foram centrifugadas a 9000 x g durante 10
minutos a 4°C. Em seguida recolheu-se o sobrenadante e centrifugou-se a 34000 x g
durante 20 minutos a 4°C. Depois de centrifugar, eliminou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o precipitado, que continha as membranas do prato estiado com 1 ml
de uma solucdo tampao contendo Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT). Todo o
procedimento foi desenvolvido segundo o método de Crane et al (1979) adaptado para

larvas de peixe por Cahu e Zambonino (1994).
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2.6.3. Enzimas digestivas

Amilase

A amilase (E.C.3.2.1.1) é uma enzima pancreética, a atividade desta enzima
determinou-se, de acordo com Meétais e Bieth (1968), colocando cada aliquota (50 pl)
nos tubos de reacgdo, adicionou-se 100 pl de solucdo de amido deixando reagir por 30
minutos num banho a 37°C, a reagéo foi parada com 20 pl de HCI (1M). Em seguida
colocou-se 50 pul de amostra no tubo de reagdo do controlo (branco), 400 pl de &gua
desionizada e 2 ml de solucdo de iodo. As amostras foram colocadas numa microplaca e

lidas no espectrofotdmetro a 580 nm.

Tripsina

A atividade da enzima tripsina (E.C.3.4.21.4), que é uma enzima pancreatica, foi
medida usando o substrato especifico N,-Benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA)
para avaliar a atividade da tripsina (Holm et al, 1988). Este foi diluido em tampéo Tris-
HCI 50 mM, 20mM CaCl, com um pH 8,5. Colocou-se em microplaca 15 pul de amostra
e 200 pl de substrato e leu-se a 407 nm em intervalos de 1 minuto a 25°C, durante 15

minutos.

Pepsina

A atividade da pepsina, enzima que é produzida nas glandulas gastricas do
estdmago, foi medida colocando em tubos de reacdo 500 ul de substrato hemoglobina
bovina (Anson, 1938), aquecido previamente 5 minutos a 37°C e 100 ul de amostra, 20
minutos em banho a 37°C. ApGs este tempo, adicionou-se TCA a 5% nos tubos de
reacdo e por fim a amostra nos tubos da reacdo controlo (branco). Centrifugou-se as

amostras a 4000 x g durante 6 minutos a 4°C e leu-se a 280 nm.

Aminopeptidase

A atividade da aminopeptidase (E.C.3.4.11.2), enzima intestinal, foi medida
utilizando o substrato L-leucina p-nitroanilina (2mM) dissolvido em tampéo Tris-HCI

100mM com um pH 8,8 (Maroux et al., 1973). Numa microplaca colocou-se 50 pl de
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amostra e 250 pl de substrato e leu-se a 407 nm a 25°C em intervalos de 1 minuto. Esta
analise enzimatica realizou-se quer para os homogenados de 30 e 62 DAE quer para

analise da atividade do prato estriado (62 DAE).

Fosfatase alcalina

Para medir a atividade da enzima intestinal fosfatase alcalina (E.C.3.1.3.1),
usou-se 0 substrato p-Nitrophenylphosphate (pNPP) MgCI2 (Bessey et al, 1946).
Colocou-se em microplaca 10 pl de amostra e 250 ul de substrato e leu-se a 407 nm em
intervalos de 1 minuto a 37°C, durante 15 minutos. Esta analise enzimatica realizou-se
quer para os homogenados de 30 e 62 DAE quer para analise da atividade do prato
estriado (62 DAE).

Fosfatase acida

A atividade da fosfatase acida (E.C.3.1.3.2), enzima encontrada no intestino,
mediu-se usando como substrato p-nitrofenilfosfato (PNPP) em tampdo Tris citrato de
sodio (1M) segundo Terra et al. (1979). Colocou-se em microplaca 250 ul de substrato e
10 pl de amostra e leu-se a 407 nm em intervalos de 1 minuto a 37°C, durante 15

minutos.

2.6.4. Expressao enzimatica

A proteina foi determinada de acordo com o método de Bradford et al. (1976).
Preparou-se o reagente de Bradford usando 50 mg de Coumassie Blue, 25 ml de etanol
95%, 50 ml de acido ortofosférico 85% e 500 ml de H,O. A curva padrdo da proteina
foi feita utilizando albumina de origem bovina (1 mg/ ml) a diferentes concentragdes.
Na microplaca colocou-se 10 pl de amostra e 200 ul de reagente de Bradford, deixou-se

repousar por 5 minutos e leu-se a 595 nm.

As atividades enzimaticas foram expressas por a atividade especifica (U/mg de

proteina) e a atividade total (U/ intestino).
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2.7. Tratamento de resultados

A comparacdo estatistica das medidas do comprimento e peso totais foi feita
usando ANOVA de fator Gnico, comparando valores entre tratamentos, através do
pacote disponivel no Excel 2007 Microsoft Office. Verificou-se homogeneidade de
variancias dos dados, tendo sido normalizados atraves de logaritmo neperiano, quando
necessario e comparados usando analise de variancia (ANOVA), com um nivel de

significancia de P<0,05.

Relativamente a anélise estatistica da incidéncia de malformacdes esqueléticas

foi usado o teste estatistico qui-quadrado com um grau de liberdade.

A andlise dos resultados relativos a atividade enzimética cumpriam o0s
pressupostos de normalidade na distribui¢do dos dados, homogeneidade das variancias e
foram analisados em SPSS através de ANOVA de um fator. Os dados foram analisados
separadamente 30 e 62 DAE uma vez que nas analises foram usados pool de 5
individuos para os 30 dias e apenas as cavidades abdominais individualmente para os 62

dias.
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3. Resultados

3.1. Desempenho larvar

3.1.1. Desenvolvimento

Na Tabela IV apresenta-se 0 comprimento medio das larvas a diferentes idades,
as percentagens e comprimento médio dos diferentes estadios larvares (pré-flexao,
flexdo, pds-flexdo e metamorfose) aos respetivos DAE e na Tabela V ilustram-se 0s
estadios de desenvolvimento mais frequentes presentes nos diversos sistemas de cultivo
nas diferentes amostragens efetuada aos 16, 25 e 30 DAE. O tratamento Semi-Intensivo
com Copépodes apresentou durante os primeiros 25 DAE comprimentos médios
superiores aos dos outros tratamentos (Tabela 1V) sendo significativamente superior aos
11 e 25 DAE. Neste tratamento as larvas apresentaram um desenvolvimento mais rapido
encontrando-se 100% das larvas em metamorfose aos 25 DAE. Seguiu-se-lhe o sistema
Intensivo que apresentou 55% das larvas em metamorfose aos 25 DAE enquanto no
sistema Semi-Intensivo sem copépodes a maioria das larvas ainda se encontrava em
pos-flexdo. A metamorfose para a totalidade das larvas s6 aconteceu aos 30 DAE nestes
dois ultimos sistemas. A esta idade os tratamentos Semi-Intensivos (com e sem
copépodes) ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre eles e
passaram a apresentar um comprimento total estatisticamente maior que o tratamento
Intensivo. Aos 62 DAE existem diferengas significativas no comprimento total
relativamente aos diferentes tratamentos sendo que o sistema Semi-Intensivo sem
copépodes registou o maior comprimento médio. Embora superior o sistema Semi-
Intensivo com Copépodes ndo apresentou um comprimento médio significativamente

diferente ao sistema Intensivo.

Observou-se até aos 30 DAE um ligeiro atraso de desenvolvimento das larvas do
tratamento Semi-Intensivo sem copépodes pois levaram mais dias para atingir 0s

estagios de pos-flexdo e metamorfose que os restantes tratamentos.
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Tabela IV — Comprimento total médio das larvas e frequéncia de estagios de desenvolvimento nos diversos sistemas de cultivo e dias de amostragem.
(PrFx - Pré-flexdo; Fx - Flexdo; PoFx - Pés-Flexdo; M - Metamorfose; % - frequéncia em percentagem; (n) — numero de individuos; m+d.p -
media e desvio padrdo).

Intensivo Semi-intensivo Semi-intensivo com cop
DAE CT Estagio CT Estagio CT Estagio
PrEx Fx PoFx M PrEx Fx PoFx M Prix Fx PoFx M
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
(n) md.p mzd.p. mzd.p. mzd.p. mzd.p. (n) md.p mzd.p. mzd.p. mzd.p. mzd.p. (n) md.p mzd.p. mzd.p. mzd.p. mzd.p.
100 (10) (10) 100 (10) (10) 100 (10)
+ b
1 (12) 39+0.8 3.9+0.8 3.9+0.6°  3.9+0.6 5.7405% 5.7+05
100 (10) (10) 100 (10) (10) 60 (3) 40 (2)
+ b
16 (10)6:5£068" o106 5.440.6°  5.4+0.6 6.9+0.7° 7.0£0.7 7.040.6
b 86 (6) ©)) 17 (2) 83 (10) ) 100 (10)
20 (9)7:2£0.9 WS4 S04, 6.1+0.7° 5,4+0,9 5,9+0,7 7.840.8° 9.8+0.8
’s (10) 35(7) 10 (2) 55 (11) (10) 36 (4) 64 (7) ) (10) 100 (11)
11.2£3.1° 6.5+1.1 8.0+0.3 12.2+¢1,4  87£25° 6.0£0.4 9.8+1.8 13.5+1.6° 13.5¢1.0
30 (25) 100 (5) (25) 100 (5) (24) 100 (6)
14.5£1.7° 135+0.8  16.835" 16.5¢1.8  16.8£2.3" 12.7+1.0
6 (60) (56) (59)
42,2455 50.4£5.8 46.1£7.9°

Diferentes letras minasculas sobrescritas na mesma linha indicam a existéncia de diferencas estatisticamente significativas para P<0,05.
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Tabela V- Documentacdo fotogréafica dos estagios de desenvolvimento das larvas de mero mais frequentes nos diversos tratamentos aos 20, 25 e 30 DAE.

(Flex&@o — Fx, Pos-flexdo — PoFx e Metamorfose — M).

DAE

Intensivo

20

PoFx

Semi-Intensivo sem copépodes

Semi-Intensivo com Copépodes

25

30

PoFx
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3.1.2. Crescimento

As curvas de crescimento dos 2 aos 62 dias apos a eclosdo (DAE) das larvas de
mero nos trés tratamentos, avaliado através do comprimento total, estdo representados
na Figura 3.1. e os parametros das diferentes equacgdes séo representadas na Tabela VI.
As curvas que melhor se adaptaram ao crescimento foram do tipo exponecial tendo-se
observado duas fases com taxas de crescimento diferente. O limite temporal acontece
aos 25 DAE no caso dos sistemas Intensivo (1) e Semi-Intensivo com copépodes (2), aos
30 DAE para o sistema Semi-Intensivo sem copépodes (2) da figura 3.1. De acordo com
a frequéncia dos estadios de desenvolvimento presentes nas diversas idades amostradas
(Tabela V) a primeira fase de crescimento (am na Fig. 3.1) correspondeu ao periodo de

pré- metamorfose sendo a segunda fase do crescimento a de pos-metamorfose (pm).

80 - 1

DAE DAE

g3 Figura 3.1. — Graficos representativos das
curvas de  crescimento  larvar, em
comprimento, dos diferentes tratamentos, 1-
sistema Intensivo, 2- sistema Semi-Intensivo,
3- sistema Semi-Intesivo com Copépodes. am)
pré-metamorfose e pm) pés-metamorfose.

DAE

As equacOes das curvas de crescimento (Tabela VI) dao informacdo sobre o
crescimento nos tratamentos aplicados. Pode observar-se que, durante a pré-
metamorfose as larvas dos tratamentos Intensivo e Semi-Intensivo sem copépodes
apresentaram uma taxa de crescimento diaria inferior aos do tratamento Semi-Intensivo

com Copépodes. Ap6s a metamorfose os juvenis do tratamento Semi-Intensivo com
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Copépodes partem de um comprimento total maior que os restantes tratamentos. A taxa

de crescimento didria mostrou-se similar entre tratamentos.

Tabela VI. — Pardmetros das equacBes de crescimento larvar de E. marginatus nos respetivos

tratamentos. (a — inserco; b - taxa de crescimento diaria; R? - coeficiente de determinag&o).

Pré-metamorfose Pos-metamorfose
n R’ a b n R? a b
Intensivo 61 0,877 1,49 0,083 95 0,928 4,91 0,035

Semi-Int -

Tratamento

c 64 0,932 1,28 0,084 81 0,916 5,78 0,035
op

Semi-Int +
c 64 0,911 1,40 0,094 93 0,912 6,25 0,032
op

As relacdes entre as diversas dimensGes corporais dos peixes podem dar
informacdo sobre o tipo de crescimento de um determinado conjunto de individuos. Na
figura 3.2. pode observar-se que em termos de peso as larvas dos diferentes tratamentos
apresentam uma relacdo com o comprimento semelhante e que foi melhor descrita por
uma equacdo potencial do tipo y = kx® onde  é o expoente de escala. Quando, em
relacBes peso/comprimento, este expoente é igual a 3 o crescimento é isométrico. Sendo

menor diz-se alométrico negativo e sendo maior € alométrico positivo.

45 -
4,0 - @ Intensivo =]
351 A Semi-Intensivo
3,0 -
— M Semi-Intensivo +
o 2,5 1 .
-~ copépodes
(@]
@ 2,0 A
o
1,5 -
1,0
0,5
0,0 - Ty | et T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Comprimento total (mm)

Figura 3.2. — Relacdo peso/comprimento total em E. marginatus, para os diferentes

tratamentos entre os 25 e 62 DAE.
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Na tabela VII apresentam-se os parametros das equacOes da relacdo peso
comprimento. Dado s6 existir informacéo sobre o peso e comprimento apos os 25 DAE
as equacdes foram calculadas apos esta idade. No caso dos tratamentos dos sistemas
Intensivo e Semi-Intensivo sem copépodes as larvas sé atingiram a metamorfose apos
0s 30 DAE pelo que a informagdo aos 25 DAE foi calculada separadamente. N&o se
determinou este coeficiente aos 25 DAE para o tratamento Semi-Intensivo com
Copépodes uma vez que nesta idade as larvas ja tinham realizado a metamorfose. A
relacdo ente peso e comprimento total no decorrer dos tratamentos apresentou um
coeficiente alométrico negativo antes da metamorfose (25 DAE) e alométrico positivo

depois da metamorfose.

Tabela VII — Tipo de relagédo entre o0 peso e 0 comprimento total apresentado por E. marginatus

antes e depois da metamorfose das larvas. (R? - coeficiente de determinacgdo; s.i. — sem
informacao).
Pré-metamorfose P6s-metamorfose
Coeficiente Coeficiente
Tratamento | | o de Relacéo n| R? de Relacéo
Regresséo Regressédo
Alométrico Alométrico
Intensivo | 10 | 0,978 2,83 _ 85 | 0,980 3,09 B
negativo positivo
. Alométrico Alométrico
Semi-Int- | 19 | 0,942 2,39 _ 81 | 0,983 3,24 -
Cop negativo positivo
. ) ) ) ) Alométrico
Semi-Int+ | gj | i, s.i. s.i. 83 | 0,981 3,07 N
Cop positivo

3.1.4. Sobrevivéncia

A sobrevivéncia foi calculada para os diferentes tratamentos assumindo que a
taxa de eclosdo dos ovos foi de 5%. O tratamento que apresentou uma maior
sobrevivéncia foi o Semi-Intensivo com Copépodes sendo esta de 10% seguido do
tratamento Semi-Intensivo sem copépodes 5 % e o tratamento Intensivo com uma

sobrevivéncia de 4% no final da experiéncia (62 DAE).
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Tabela VIII — Sobrevivéncia nos diferentes tratamentos.

Trat ¢ 0 Larvas Juvenis aos Sobrevivéncia
ratamento vos (n) eclodidas (N) 62 DAE (%)
4326
Intensivo 86520 175 4
3245
Semi-Int - cop 64890 170 5
3245
Semi-Int + Cop 64890 310 10
3.2. Malformacdes esqueléticas
3.2.1 Radiografia
l1cm

Figura 3.3. — Hipercalcificacdo das vertebras hemais (na area do retdngulo) de um Mero de

62 DAE, correspondente ao tratamento Semi-Intensivo.

.

Figura 3.4. — Hipercalcificacéo das vertebras hemais (na area do retangulo) de um Mero de

62 DAE, correspondente ao tratamento Intensivo.



3.2.2. Dupla coloragdo de 0sso e cartilagem

Figura 3.5. — Malformacdo das vertebras cefalicas e pré-hemais 1-9; Fuséo das vertebras da
barbatana caudal e fusdo de hipurais 1-2 de um Mero de 62 DAE, correspondente ao
tratamento Intensivo.

Figura 3.6. — Malformacdo grave da mandibula, arcos branquiais e opérculo de um Mero de
62 DAE, correspondente ao tratamento Intensivo.
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Figura 3.7. — Mero de 62 DAE sem malformagGes registadas, correspondente ao
tratamento Semi-Intensivo com Copépodes.

A utilizacdo de diferentes métodos de andlise de malformacdes esqueléticas
pode dar origem a diferentes resultados uma vez que leva a diferentes percecdes dos

individuos analisados. No entanto alguns métodos podem revelar-se mais eficientes.

0.70 1 H Raio-X

- x
0.60 Coloracéo

0,50
0,40
0,30

0,20

Incidéncia de malformacoes

0,10

Intensivo Semi-Int Semi-Int + Copépodes

Tratamentos

Figura 3.8. — Incidéncia de malformac6es analisadas pelos dois métodos utilizados, Raio-x e
dupla colorag&o para os respetivos tratamentos.
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Figura 3.9. — Incidéncia de malformag6es no método de dupla coloragao para os respetivos
tratamentos.

Ao analisar os resultados referentes ao método de dupla coloragdo pode avaliar-
se a incidéncia de malformacdes nos respetivos tratamentos. A incidéncia total refere-se
ao namero de malformacdes presentes no respetivo tratamento. Pode também avaliar-se
a carga total de malformacdes (Tabela IX) por tratamento onde se verificou ser mais
elevada no tratamento Intensivo. Neste caso pode dizer-se que o tratamento Intensivo
apresenta maior probabilidade de existirem peixes com mdaltiplas malformacGes, ou
seja, para no tratamento Intensivo cada peixe apresenta em média 1,28 malformacdes

por individuo malformado.

Tabela 1X - Carga de malformagdes para os respetivos tratamentos.

Tratamentos Carga de malformacdes
Intensivo 1,28
Semi-Int - Cop 0,88
Semi-Int + Cop 1,00
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A figura 3.11. representa a incidéncia de malformagdes nas zonas corporais dos
peixes afetados. Pode dizer-se que o tratamento Intensivo é o que apresenta maior

incidéncia de malformagdes, principalmente na zona caudal e barbatana dorsal.

9 B Intensivo
8 4
(] i-
T Semi-Int
S 6 - B Semi-Int +
c Copépodes
S 5 -
=
£ 4
[«5)
© 3 4
pa
2 4
: j_l L
O -1 T T
Caefalica Pré-hemal Hemal Caudal Barbatana

dorsal
Zona afetada

Figura 3.10. — Incidéncia de malformacdes no método de coloracdo para os respetivos
tratamentos.

3.3. Enzimas digestivas

3.3.1. Enzimas digestivas

Devido ao reduzido tamanho das larvas do sistema Intensivo aos 30 DAE, o
volume de amostra ndo foi suficiente para analisar a atividade do amilase neste

tratamento, motivo pelo qual ndo apresenta valores de atividade enzimatica.

A atividade especifica da amilase ndo apresentou diferencas estatisticamente
significativas aos 30 e aos 62 DAE, quando comparados os tratamentos (P>0,05).
Observando a figura 3.12 e comparando quer tratamentos quer idade (30 e 62 DAE), a
atividade especifica do amilase ndo sofreu grandes alteracbes mantendo-se

relativamente constante em cerca de 1,5 U/mg de proteina.
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Figura 3.11. — Atividade especifica da enzima amilase aos 30 e 62 DAE.

Relativamente a atividade total da amilase (apesar de ndo existirem valores
referentes ao sistema Intensivo, aos 30 DAE), ndo existem diferencas estatisticamente
significativas entre os diferentes tratamentos (P>0,05), aos 30 e 62 DAE. No entanto, no
gréfico da figura - 3.12 é de notar o aumento de atividade total dos 30 para os 62 DAE

com o desenvolvimento das larvas, como esperado.
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Figura 3.12. — Atividade total da enzima amilase aos 30 e 62 DAE.

A atividade especifica da tripsina (Figura — 3.13.), aos 30 dias, apresentou
diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) entre o tratamento Semi-Intensivo
(2,35 mU/mg Proteina) e os tratamentos Intensivo (0,09 mU/mg Proteina) e Semi-
Intensivo com Copépodes (0,67 mU/mg Proteina). Aos 62 DAE ndo se registam
diferengas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os tratamentos. No entanto

36



quando comparadas as idades (estados de desenvolvimento) é de notar o decréscimo de
atividade especifica aos 62 DAE principalmente no tratamento Semi-Intensivo (0,09

mU/ mg Proteina), 0 mesmo nao acontece com o tratamento Intensivo.

2,5
2,0
H Int

§ 15
o H Semi- int
o 10
£
2 05 ® Semi-int +
S Cop

0,0 E—‘—=_

30 62

DAE
Figura 3.13. — Atividade especifica da enzima tripsina aos 30 e 62 DAE.

Existem diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) relativamente a
atividade total da tripsina (Figura — 3.14.), entre o tratamento Semi-Intensivo (1,24 mU/
individuo) e os tratamentos Intensivo e Semi-Intensivo com copépodes (0,04 e 0,39
mU/ individuo, respetivamente), aos 30 DAE. Aos 62 DAE ndo existem diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (P>0,05). Comparando o
desenvolvimento das larvas, dos 30 para os 62 DAE, o tratamento Intensivo é o que se
destaca mais, mostrando um grande aumento sendo que passa a ter um valor de
atividade total de 1,18 muU/ individuo. Os restantes tratamentos, pelo contrério,

apresentam um ligeiro decréscimo de atividade.

2,5
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Figura 3.14. — Atividade total da enzima tripsina aos 30 e 62 DAE.
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Apesar do tratamento Semi-Intensivo apresentar menores valores de atividade da
enzima (Figura 3.15.), ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos (P>0,05) para ambas as idades 30 e 62 DAE, relativamente a atividade
especifica da pepsina. No entanto € de notar que existe um aumento da atividade
especifica dos 30 (<0,3 mU/mg Proteina) para os 62 DAE (>1,2 mU/mg Proteina).

2,0
HInt

15 T
g H Semi- int
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o 1,0 .
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c 0,5

0,0

DAH

Figura 3.15. — Atividade especifica da enzima Pepsina aos 30 e 62 DAE.

Relativamente a atividade total da pepsina, ndo existem diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) entre os tratamentos para ambas as idades, 30 e
65 dias apos eclosdo. No entanto, observando a figura 3.16 é de notar o aumento de
atividade total dos 30 (<0,2 mU/ individuo) para os 62 DAE (>6,9 mU/ individuo) com

0 desenvolvimento larvar.
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Figura 3.16. — Atividade total da enzima pepsina aos 30 e 62 DAE.
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Aos 30 DAE existem diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) entre a
atividade especifica da enzima aminopeptidase dos tratamentos Semi-Intensivo (0,042
U/mg Proteina) e Intensivo (0,014 U/mg Proteina) no entanto, 0 mesmo nao acontece
entre o tratamento Semi-Intensivo com copépodes (0,029 U/mg Proteina) e os restantes
tratamentos (Figura 3.17). Relativamente aos 62 DAE ndo se registam diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (P>0,05) para a atividade especifica
do aminopeptidase. Quando comparados os valores de 30 e 62 DAE néo se revelam
grandes discrepancias entre os valores mostrando um aumento de atividade proporcional

ao desenvolvimento das larvas.
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Figura 3.17. — Atividade especifica da enzima aminopeptidase aos 30 e 62 DAE.

Aos 30 DAE, ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre 0s
tratamentos (P>0,05) e os valores de atividade total da enzima aminopeptidase séo
relativamente baixos (<0,02 U/ individuo) quando comparados com os valores de larvas
mais desenvolvidas (62 DAE) sendo que os valores apresentados sdo superiores a 0,14
U/ individuo (Figura 3.18). No entanto aos 62 DAE existem diferencas estatisticamente
significativas (P<0,05) entre o tratamento Intensivo e Semi-Intensivo, 0 mesmo néo
acontece entre o tratamento Semi-Intensivo com copépodes e 0s restantes tratamentos

no que diz respeito a atividade total do enzima aminopeptidase.
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Figura 3.18. — Atividade total da enzima aminopeptidase aos 30 e 62 DAE.

No que diz respeito a atividade especifica do fosfatase alcalina (Figura 3.19),
existem diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) entre os tratamentos Semi-
Intensivos com e sem copéepodes (0,125 e 0,104 U/mg Proteina, respetivamente) e o
tratamento Intensivo (0,045 U/mg Proteina), aos 30 DAE. Aos 62 DAE ndo existem
diferengas estatisticamente significativas (P>0,05). Comparando a atividade especifica

desta enzima entre idades (30 e 62 DAE) ¢ de notar um ligeiro aumento.
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Figura 3.19. — Atividade especifica da enzima fosfatase alcalina aos 30 e 62
DAE.

Aos 30 DAE existem diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos (P<0,05) Semi-Intensivos com e sem copépodes (0,08 e 0,05 U/individuo,
respetivamente) e Intensivo (0,02 U/individuo), no que diz respeito a atividade total da
enzima fosfatase alcalina (Figura 3.20). Relativamente &s larvas de 62 DAE nao se

registam diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (P>0,05).
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Comparando as atividade totais, observa-se um aumento proporcional ao

desenvolvimento das larvas, dos 30 para 62 DAE.

3,5

3,0

2,5 HInt
T 20  Semi- int
£
2 15 B Semi-int +

1,0 Cop

0,5

b da
0,0
30 62
DAE

Figura 3.20. — Atividade total da enzima fosfatase alcalina aos 30 e 62 DAE.

Relativamente a atividade especifica da fosfatase acida (Figura 3.21), ndo se
registam diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os tratamentos, aos 30
ou 62 DAE. Tendo em conta o desenvolvimento das larvas (30 e 62 DAE) é de notar
um ligeiro aumento de atividade especifica nos tratamentos com excecdo do tratamento

Intensivo que apresenta um ligeiro decréscimo (de 1,40 para 1,01 mU/mg Proteina).
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Figura 3.21. — Atividade especifica da enzima fosfatase acida aos 30 e 62 DAE.

N&o existem diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre o0s
tratamentos, aos 30 e 62 DAE, relativamente a atividade total da fosfatase acida (Figura
3.22.). Dos 30 para os 62 DAE ha um aumento de atividade total desta enzima com o
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desenvolvimento larvar, como era esperado, principalmente no tratamento Semi-

Intensivo com copépodes (de 0,75 para 19,33 mU/ individuo).
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Figura 3.22. — Atividade total da enzima fosfatase acida aos 30 e 62 DAE.

3.3.2. Prato estiado

Para analise de prato estiado so se avaliou a atividade enzimatica das larvas de

62 DAE. Relativamente a atividade especifica e total, estes apresentam homogeneidade

das variancias.

Relativamente & atividade enzimaética especifica do aminopeptidase no prato

estiado (Figura 3.23.) ndo se registaram diferencas estatisticamente significativas entre
os tratamentos (P>0,05), aos 62 DAE.

(U/mg prot)

Figura 3.23. — Atividade especifica da enzima aminopeptidase no prato estriado,
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Aos 62 DAE existem diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) entre os

tratamentos Intensivo (0,03 U/ Individuo) e Semi-Intensivo (0,05 U/ Individuo) para a

atividade total da aminopeptidase no prato estiado (Figura 3.24).
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Atividade total da enzima aminopeptidase no prato estriado, aos 62

A atividade especifica da fosfatase alcalina no prato estiado (Figura 3.25) nao

apresenta diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (P>0.05), aos

62 DAE.
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Figura 3.25. — Atividade especifica da enzima Fosfatase alcalina no prato
estriado, aos 62 DAE.

43



N&o se registam diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos

(P<0,05), aos 62 DAE, no que diz respeito a atividade total da fosfatase alcalina no

prato estiado (Figura 3.26).
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Figura 3.26. — Atividade total da enzima Fosfatase alcalina no prato estriado, aos 62
DAE.
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4. Discussao

4.1. Desempenho larvar

No trabalho realizado do ponto de vista de sistemas de cultivo, o Semi-
Intensivo, com e sem copépodes apresentaram uma maior sobrevivéncia que o sistema
Intensivo no final do experimento (62DAE). Estes resultados eram de se esperar uma
vez que as espécies se adaptam melhor em ambientes o mais semelhante possivel ao seu
habitat natural. Os sistemas semi-intensivos apresentaram tamém vantegens em termos
de malformacdes esqueléticas uma vez que apresentaram uma ocorréncia de
malformacdes menor que o tratameto Intensivo. Estes resultados estdo de acordo com
Duray et al, 1997, onde afirmam que a sobrevivéncia das larvas de mero aumenta
usando grandes tanques de cultivo, de um modo geral com uma aproximagdo Semi-

Intensiva.

Para além do tipo de cultivo avaliou-se tambeém a alimentacéo atribuida sendo o
elemento chave os copépodes (Acartia grani) que apenas se administraram a um dos
sistemas Semi-Intensivos. Aos 20 DAE todas as larvas do tratamento Semi-Intensivo
com Copépodes ja estavam no estagio de pds-flexdo enquanto no tratamento Semi-
intensivo sem copépodes este estagio é atingido aos 25 DAE apenas por 64% das larvas.
Para o0 estagio de metamorfose registou-se 0 mesmo padrdo de desenvolvimento sendo
que este estagio € atingido pela totalidade das larvas do Semi-Intensivo com Copépodes
aos 25 DAE sendo atingido pelas larvas do Semi-intensivo sem copépodes apenas aos
30 DAE. Este resultado mostra que numa fase inicial os copépodes tém um papel
bastante importante, ndo s6 pelas suas adequadas dimensdes para as larvas de mero
numa primeira alimentacdo mas também em termos nutritivos levando as larvas que 0s
consomem a apresentarem um maior desenvolvimento como sugerido por outros
autores. Stottruo & Norsker, 1997 e Evjemo et al, 2003, observaram em larvas que a
primeira alimentacdo pode ser estabelecida unicamente por nauplios de copépodes.
Estes podem aumentar as taxas de alimentacdo resultando em maiores taxas de
crescimento e sobrevivéncia quando usados numa dieta com mistura de rotiferos e
copépodes, comparando com dietas que misturam rotiferos e artémia ou apenas
copépodes. Como descrito por van der Meeren e Mass (1993) as larvas de peixe

necessitam de nauplios de copépodes para o inicio do seu crescimento. Uma vez que 0s

45



copépodes apresentam um elevado valor nutricional, em particular n-3 HUFA,
aminoacidos e vitaminas indispensaveis para o crescimento e sobrevivéncia de larvas de

peixes marinhos.

Apesar do tratamento Semi-intensivo com Copépodes apresentar um maior
denvolvimento larvar e maior taxa de sobrevivéncia, aos 62 DAE 0s meros deste
tratamento foram significativamente menores que 0s meros do tratamento Semi-
Intensivo onde os copépodes ndo foram adicionados (P<0,05). Neste tratamento
apresentaram comprimentos totais até aos 30 DAE sempre inferiores aos restantes
tratamentos, passando este comprimento a ser superios apenas na amostragem seguinte
a esta idade (62 DAE). Acredita-se que o maior crescimento nas larvas do sistema
Semi-Intensivo sem copépodes se deve a menor densidade larvar deste tanque, uma vez
que dos tratamentos Semi-Intensivos foi o que apresentou menor sobrevivéncia. A
reducdo da densidade criou uma maior disponibilidade de alimento e menor competicao
por este, 0 que pode ter levado o tratamento Semi-Intensivo sem copépodes a apresentar
um comprimento médio aos 62 DAE maior que os restantes tratamentos. K. M. Liu e
W. B. Chan, 1992, consideram a densidade, um dos importantes fatores que afetam o
crescimento e desenvolvimento dos peixes, utilizacdo alimentar e rendimento bruto de

peixe.

No seu desenvolvimento inicial os peixes tipicamente passam por distintas fases
larvares, onde ocorrem mudancas abruptas na sua estrutura ou fisiologia, a fase larvar.
A transicdo para juvenil denomina-se metamorfose. No presente trabalho esta ocorreu
aos 25 DAE no tratamento Semi-Intensivo com Copépodes e 30 DAE no tratamento
Semi-Intensivo sem copépodes. A diferenca temporal na metamorfose entre estes dois
sistemas nao parece estar ligado a diferentes temperaturas de cultivo uma vez que estes
tratamentos estavam expostos as mesmas condi¢cdes ambientais pelo que esta diferenca

deverd estar ligada a alimentacéo inicial que contou com a di¢do de copépodes.

As curvas de crescimento da fase larvar e juvenil do mero foram bem definidas e
apresentaram diferentes taxas de crescimento e relagdes entre peso e comprimento o que
acontece com a maioria dos peixes como descrito por Vanetsov, (1953). A relagdo ente
peso e comprimento total no decorrer dos tratamentos apresentou um coeficiente

alométrico negativo antes da metamorfose (25 DAE) e alométrico positivo depois da
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metamorfose. A existéncia de uma alometria negativa na fase larvar, indica um aumento
em comprimento dos individuos, enquanto que a alometria positiva na fase de juvenil

uma aumento em peso.

O cultivo em grandes volumes e a adi¢do de copépodes a dieta durante o inicio
da fase larvar do mero proporcionou um melhor crescimento e desenvolvimento, e uma

maior taxa de sobrevivéncia aos 62 DAE.

4.2. Malformacodes esqueléticas

Existem vérias condicionantes dos tratamentos que podem estar relacionados
com o aparecimento de malformag6es, como as condi¢des normalmente presentes no
tipo cultivo intensivo (Boglione et al, 2013b). Neste tipo de cultivo, todos os parametros
se tornam facilmente limitantes devido as elevadas densidades, estas geram grande
competitividade por alimento e espaco, menor qualidade da &gua ou necessidade de
maior renovacdo desta e grande dependéncia de operadores humanos ou tecnologia
adequada. Quando o fornecimento técnico ndo corresponde totalmente a demanda
bioldgica, os parametros descontrolam-se facilmente levando as larvas a adaptacdes
bruscas ou a morte das mesmas. As larvas, quando pressionadas para se adaptarem as
condi¢des ambientais ndo favoraveis como turbuléncia na coluna de agua, deficiéncias
nutritivas, temperatura, qualidade da agua, entre outros, sofrem alteracbes como
malformacdes esqueléticas, baixas taxas de crescimento, canibalismo e alteragdes
comportamentais. Estes sdo os problemas mais frequentemente observados no sistema
intensivo, principalmente no que diz respeito a espécies onde o seu cultivo ndo é

totalmente dominado (Divanach e Kentouri, 2000).

Neste trabalho foram realizados dois métodos para observacdo de malformacdes
esqueléticas nos meros de 62 DAE, o raio-X e a dupla coloragdo. Este ultimo método
mostrou-se muito mais eficaz na detecdo de malformacGes em larvas uma vez permite
uma observacdo muito mais pormenorizada. Existem diferentes métodos de diagndstico
de malformagdes esqueléticas com diferentes niveis de precisdo, sendo normalmente
aplicados de acordo com o estagio larvar ou desenvolvimento das estruturas

esqueléticas (Boglione et al, 3013b). Neste sentido, e apresentando o método de dupla
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coloragéo, diferencas estatisticamente significativas quando avaliado o tipo de cultivo,
foi o método escolhido para avaliar o desenvolvimento das estruturas esqueléticas nos

tratamentos aplicados.

Através do método de dupla coloracdo observou-se que o tratamento Intensivo
foi o que registou uma maior incidéncia (60%), carga de malformacdes (1,28 anomalias/
individuo malformado) e foi o Unico dos trés tratamentos aplicados onde se observou
individuos com malformacdes graves (13% de incidéncia). Comparando com estudos
anteriores na mesma espéecie (Boglione et al, 2009), pode dizer-se que mesmo em
sistema de cultivo intensivo, e com maior densidade larvar (40 larvas/l), onde se
observaram piores resultados, estes apontam para uma maior qualidade larvar que em
Boglione et al, (2009). Uma vez que neste estudo, meros cultivados a elevadas
densidades (28 larvas/l) revelaram uma maior frequéncia de malformacdes (75,8%),
com uma maior carga de malformacdes (5,5 anomalias/individuo malformado), maior
gama de tipologia de malformacdes (38) e maior incidéncia de individuos com pelo

menos uma anomalia grave (30,9%).

As malformacbes em larvicultura sdo frequentes e podem ser graves quando
afetam a qualidade do peixe, necessitando este ser descartado ou leves, quando ndo séo
morfologicamente observadas e néo influenciam no normal desenvolvimento do peixe.
Estas malformacdes graves podem diminuir a eficiéncia das larvas, afetando a sua
alimentacdo, habilidade natatdria, crescimento, entre outros, como descrito em Boglione
et al, (2001) e pode ser usado como indicador de eficiéncia da produgédo. No tratamento
Intensivo observou-se uma malformacdo grave da mandibula, arcos branquiais e
opérculo. Este tipo de malformac6es além de dificultar a alimentacdo por deformacéo
da mandibula deixa o0s arcos branquiais mais expostos a lesdes ou parasitas
comprometendo a sobrevivéncia de individuos com oste tipo de malformacgdes. Neste
sentido e como demonstrado em estudos anteriores o sistema Intensivo mostrou-se o
mais propicio a deformac@es graves quando comparado com sistemas Semi-Intensivos
(Boglione et al, 2013Db).

Estes resultados estdo também de acordo com Koumoundouros et al (1997) que
indica 0 mesocosmos como o tipo de cultivo onde existe maiores probabilidades de as
larvas apresentarem um desenvolvimento normal uma vez que este tipo de cultivo se

assemelha mais ao seu ambiente natural. O mesmo aconteceu nos tratamentos Semi-
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Intensivos uma vez que estes adotaram uma filosofia de mesocosmos. A atual solucéo
para malformacdes esqueléticas passa pela determinacdo das causas e subsequente

aplicacdo de praticas de cultivo mais apropriadas (Boglione et al, 2013b).

4.3. Enzimas digestivas

O estado de desenvolvimento do sistema digestivo das larvas na primeira
alimentacdo determina a possibilidade das larvas digerirem bem ou néo os alimentos
ingeridos. Grande parte das larvas de peixe, como é 0 caso do mero, necessita de um
alimento inicial facilmente digerivel (grande gquantidade de aminoacidos livres e de
oligopéptidos em vez de moléculas complexas), com sistemas enzimaticos que
permitam autolise e nutrientes essenciais em abundancia que suprimam as caréncias
alimentares das larvas como € o caso do alimento vivo (Dabrowski, 1984). Neste estudo
foram usados rotiferos, artémia e copépodes, 0s quais de acordo com alguns autores
(Jancaric, 1964; Dabrowski e Glogowski, 1977) sugerem que o alimento vivo contribui
com enzimas digestivas ajudando o processo de digestdo. O fornecimento de fatores,
através do alimento vivo, que estimulam secrecGes pancreéaticas, respostas endocrinas
(Zambonino-Infante, 2001), promovem o processo digestivo pela contribuicdo com
hormonas gastricas que levam a ativacdo gastrica (Chan e Hale, 1992; Kolkovski et al,
1995) tém um papel bastante importante no desenvolvimento das larvas.

Relativamente ao alimento atribuido neste estudo, foram testadas duas dietas,
uma composta por rotiferos e artémia (5 e 1/ml respetivamente) e outra composta pelos
mesmos componentes e adicdo de copépodes (2/ml). Neste sentido, o tratamento Semi-
Intensivo com copépodes apresentou uma maior disponibilidade de alimento comparado
com o0s restantes tratamentos. Apesar de o mero ter a capacidade de escolher os
organismos de que se alimenta, em estagios iniciais a eficiéncia alimentar & afetada pela
disponibilidade de presas (Russo et al, 2009). Neste sentido o tratamento Semi-
Intensivo com copépodes apresentou vantagem em termos de diversidade e densidade
de alimento, podendo este fator ter uma influéncia positiva no desenvolvimento das
larvas.

A avaliacdo basica do estado funcional do trato digestivo das larvas de peixe,

representa o passo inicial para a definicdo das melhores condi¢bes de cultivo desta
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espécie. No processo de maturacdo do trato digestivo das larvas de peixe existem dois
passos cruciais, secre¢des pancredaticas funcionais e o aparecimento de enzimas no prato
estriado do intestino delgado. A auséncia de um estbmago distinto e funcional é uma
caracteristica comum da maior parte das larvas de peixes marinhos e a secre¢do acida ou
digestdo pela pepsina ndo ocorre antes de este se desenvolver (Govoni et al, 1986). A
digestdo das proteinas é entdo mediada pela tripsina em pH alcalino (Zambonino Infante
e Cahu, 2001). Observou-se aos 30 DAE, uma elevada atividade especifica da tripsina
no tratamento Semi-Intensivo (sem copépodes), simultaneamente com menores valores
de atividade de pepsina, quando comparado com 0s restantes tratamentos, o que pode
significar um ligeiro atraso no desenvolvimento do estbmago e das glandulas gastricas.
Embora este ultimo ndo seja um resultado estatisticamente significativo, sugere que aos
30 DAE as glandulas gastricas ja se encontram diferenciadas e com alguma atividade,
uma vez que estas sao responsaveis pela secrecdo da pepsina e se desenvolvem ao longo
dos estagios larvares (Govoni et al, 1986). Sanchez-Amaya et al. (2007), pontam o
aparecimento e proliferacdo das glandulas gastricas para Pagros auriga dos 16 aos 30
DAE, sendo que estas estdo completamente desenvolvidas a cerca de 30 DAE,
assegurando o desenvolvimento da digestdo gastrica. Segundo este autor este facto
também acontece a esta altura em espécies como D. sargus, D. dentex, P. pagrus, P.

erythrynus.

De acordo com Govoni (1986), a pepsina estd associada ao processo de
metamorfose. Neste caso, 0s tratamentos que apresentam maiores atividades
enzimaticas de pepsina sdo o sistema Intensivo e o Semi-Intensivo com Copépodes
onde efetivamente se observam, relativamente aos estagios de desenvolvimento larvar,
um avanco quando comparado com o tratamento Semi-Intensivo (sem copépodes). O
facto de o tratamento Intensivo, onde foi aplicada a mesma dieta que o tratamento Semi-
Intensivo (sem copépodes), apresentar um desenvolvimento mais avangado que este,
pode ndo estar diretamente relacionado com o fator dieta mas com questbes
relacionadas com a densidade e disponibilidade de alimento, uma vez que neste
tratamento (Intensivo) as taxas de mortalidade foram muito superiores aos restantes
tratamentos. Com a maturagdo do trato digestivo a pepsina comecga a ser secretada
melhorando a capacidade de digerir diferentes tipos de proteinas caminhando para um

trato digestivo completo e funcional. O avango na maturacdo do estdmago, pancreas e

50



intestino promove um aumento de sobrevivéncia, como demonstrado por Cahu e
Zambonino-Infante (2001).

A fosfatase alcalina é uma enzima envolvida na absor¢do de nutrientes. O
aumento da atividade desta enzima sugere um melhoramento da capacidade digestiva do
intestino no desenvolvimento larvar (Guerreiro et al, 2010). Aos 30 DAE, a atividade
desta enzima é estatisticamente maior nos tratamentos Semi-Intensivos (com o0 sem
copépodes) quando comparados com o tratamento Intensivo. Neste sentido, pode dizer-
se que o tipo de sistema selecionado para o cultivo desta espécie tem influéncia no
desenvolvimento da capacidade digestiva das larvas de mero (Duray et al, 1997). Um
cultivo onde sejam aplicadas elevadas densidades pode prejudicar ndo so as larvas como
também a propria aquacultura em termos econémicos, uma vez que 0 aproveitamento
do alimento atribuido ndo é maximizado, devido a maturacdo do intestino das larvas do

sistema Intensivo ndo estar tdo desenvolvido.

Segundo Cahu e Zambonino-Infante (2001), os peixes atingem uma digestdo
intestinal adulta quando a hidrélise dos componentes da dieta € maioritariamente
realizada por enzimas localizadas no prato estiado dos enterdcitos. A aminopeptidase
segue 0 mesmo padrdo de variacdo entre os tratamentos que o homogenado intestinal
aos 62 DAE mas em maior magnitude (purificacdo adequada das membranas do prato
estiado). O tratamento Intensivo apresentou uma atividade de aminopeptidase no prato
estiado significativamente menor que o tratamento Semi-Intensivo, sugerindo mais uma
vez, que as larvas do tratamento Intensivo ndo apresentam uma digestdo intestinal tdo
desenvolvida como as larvas dos restantes tratamentos. Este resultado pode ter tipo
implicagdes a longo prazo uma vez que no final da experiencia, este tratamento foi o

que apresentou menor crescimento quando comparado com 0s restantes tratamentos.

Estudos anteriores mostram que o0s niveis de atividade enzimatica sdo menores
em larvas, comparando com juvenis ou adultos (Clark et al., 1986). Analisando 0s
resultados, observa-se que as atividades especificas da maior parte das enzimas
digestivas avaliadas (exceto a tripsina e pepsina) tornam-se relativamente constantes
enquanto as atividades enzimaéticas totais aumentam gradualmente com a idade,
indicando que as larvas melhoram a sua capacidade digestiva a medida que se
desenvolvem (Ribeiro et al., 1999, 2008; Lazo et al., 2007; Suzer et al., 2007).
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Assim caracterizando e quantificando a atividade das enzimas digestivas
podemos avaliar o desenvolvimento e o processo digestivo das larvas com o intuito de
sincronizar os protocolos alimentares otimizando a producéo larvar (Zambonino-Infante
et al., 2008). Com este estudo pode afirmar-se que a adi¢do de copépodes a dieta das
larvas de mero pode trazer vantagens a longo prazo, como demonstrado para
Epiniphelus coioides (Doi et al, 1997). A contribuicdo deste tipo de alimento vivo nos
estagios iniciais promove o aumento da capacidade digestiva das larvas devido a uma
maturacdo antecipada do trato digestivo, provavelmente devido aos copépodes
apresentarem uma grande quantidade de aminoéacidos livres facilmente digeriveis pelas
larvas quando comparados com artémias e rotiferos (Naess et al, 1995). A secrecdo da
pepsina e 0 surgimento de uma digestdo &cida concede a capacidade das larvas
digerirem alimentos mais complexos. Uma vez que um dos objetivos da aquacultura é a
completa substituicdo do alimento vivo por racdes comerciais, como acontece com 0
robalo (Zambonino-Infante et al., 2008), torna-se vantajoso que a transicdo para o
alimento inerte seja feita o mais cedo possivel, sendo adequado para esta espécie o
inicio da co-alimentacdo aos 30 DAE contribuindo para a reducdo do periodo de

alimentacéo por alimento vivo.
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5. Concluséao

Este estudo mostrou que o uso de uma dieta inicial com rotiferos e copépodes
melhoram as taxas de crescimento, desenvolvimento larvar e sobrevivéncia. Melhores
resultados na sobrevivéncia e malformacBes esqueléticas desta espécie sdo também
associados a cultivos em grandes volumes. O sistema Semi-Intensivo com Copépodes
mostrou ser o sistema mais adequado para o cultivo de larvas de mero uma vez que
apresenta uma maior taxa de sobrevivéncia, uma reduzida percentagem de
malformacdes e um bom desenvolvimento do trato digestivo das larvas. A maturagéo
antecipada da fisiologia digestiva proporciona um aumento da qualidade das larvas
cultivadas e menos gastos em termos de cultivo, uma vez que, quanto mais cedo as
larvas se desenvolverem, menor serdo os gastos em alimento vivo, podendo este ser

substituido por rag&o.

Através deste estudo conclui-se que um protocolo de producdo onde sejam
aplicados grandes volumes, baixas densidades e a adicdo de copépodes a dieta inicial
promove a melhoria da qualidade das larvas de mero trazendo inimeras vantagens a

aquacultura.
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