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Resumo

A qualidade do alimento é essencial para que as larvas obtenham os nutrientes necessarios para
um desencolvimento normal. Como as larvas de peixes marinhos tém um elevado potencial de

crescimento, tém igualmente necessidades nutritivas especificas e elevadas.

Copépodes sdo considerados o melhor alimento para a maioria das larvas marinhos, uma vez que
o perfil nutricional preenche os requisitos das larvas de peixes. Os copépodes s&0 uma uma
excelente fonte de é&cidos gordos insaturados (HUFAS) e poliinsaturados (PUFAS), ndo
necessitando de enriquecimento, como a Artemia spp.. A utilizacdo de copépodes congelados
(Planktonic AS, Noruega) € uma nova e vantajosa alternativa para a aquacultura, no qual estdo

disponiveis durante todo 0 ano e mantém a composic¢ao bioquimica ao longo do ano.

Inicialmente estudou-se o comportamento alimentar do linguado face a este novo produto, pois 0
mesmo ndo apresenta movimento. Foi desenvolvido um protocolo para a coloracdo dos
copépodes congelados. Taxa de ingestdo e/ou comportamento alimentar foram avaliados quando
as larvas foram alimentadas com copépodes corados, ndo corados e artémia. Observou-se que a
coloracdo aumenta a ingestdo de copépodes congelados pelas larvas de peixe, embora a uma taxa

inferior quando comparado com a artémia.

O objetivo deste estudo foi desenvolver um protocolo alimentar a base de copépodes
congelados, em substituicdo das presas habitualmente utilizadas (rotiferos e artémia), durante o
periodo larvar do linguado, Solea senegalensis. Foram testados 2 protocolos alimentares, 50:50
e Agressivo, com a substituicdo de 50% e 90%, respectivamente, de presas vivas do
protocolo alimentar para liguado habitualmente utilizado na Estacdo Piloto de Piscicultura de

Olh&o (EPPO), sendo este consideradoo Controlo.

O ensaio larvar decorreu desde a abertura de boca até aos 40 dias apds a eclosédo (DAE). As
amostras foram recolhidas periodicamente para avaliar o crescimento, sobrevivéncia e a
condicdo nutricional das larvas, através da determinacdo do indice ARN:ADN e da proteina
total. Para avaliar a condigdo das pos-larvas, peixes de todos os tratamentos foram sujeitos a
um desmame aos 40 DAE, com uma dieta inerte com incorporacdo de 10% de copépodes. O

desempenho dos peixes foi seguido até aos 50 DAE.
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As larvas do tratamento Controlo apresentaram maior crescimento e uma maior taxa de
ingestdo de presas vivas, no entanto as larvas do protocolo 50:50 apresentaram um melhor
indice de ARN:ADN. Estes dados sugerem que para o linguado, os copépodes podem

substituir quase 50% das presas vivas.

Palavras-chave: Cultivo larvar, Solea senegalensis, copépodes congelados, protocolo
alimentar, comportamento alimentar, taxa de ingestdo, crescimento, condi¢do nutricional,

ARN:ADN.
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Abstract

The quality of food is essential for larvae to obtain the necessary nutrients for normal
development. As marine fish larvae have a high growth potential, they also have specific and

high nutritional requirements.

Copepods are considered the best food for the majority of marine fish larvae, since the
nutritional profile fulfills fish larvae requirements. In fact copepods are an excellent source of
unsaturated fatty acids (HUFASs) and polyunsaturated (PUFA), not requiring enrichment, as
Artemia spp. The use of frozen copepods (Planktonic AS, Norway) is a new and advantageous
alternative to fish farms, available throughout the year and maintaining the biochemical

composition throughout the year.

Sole feeding behavior towards this product was initially studied, since frozen copepods had
no movement. A protocol was developed to stain frozen copepods. Ingestion rates and/or
feeding behavior were assessed when sole larvae was fed stained copepods, non-stained and
Artemia. It was observed that staining copepods enhanced copepods ingestion by fish larvae,

though at lower rate when compared to artemia.

The aim of this study was to develop a feeding protocol based in frozen copepods, by
replacing the prey commonly used (rotifers and Artemia) during the larval period of
Senegalese Sole, Solea senegalensis. Two feeding protocols were tested, 50:50 and
Aggressive, respectively with a replacement of 50% and 90% of life prey on the standart
feeding protocol for sole of IPMA’s aquaculture research station (EPPO), considered the
Control protocol.

Larval rearing ran from the mouth opening until 40 days after hatching (DAH). Samples were
collected periodically to assess growth, survival and nutritional condition of larvae, through
RNA:DNA index and total protein determination. To further evaluate post-larvae condition,
fish from all treatments were sudden weaned 40 DAH with an inert diet incorporating 10 % of

copepods. Fish performance was followed until 50 DAH.

Control treatment showed higher growth and higher ingestion rates of live prey, however
larvae from of 50:50 protocol showed better RNA:DNA ratio. These data suggest that for sole
copepods might replace almost 50% of the live prey.



Key words: Larval rearing, Solea senegalensis, frozen copepods, feeding protocol, feeding

behavior, ingestion rate, growth, nutritional condition, RNA:DNA.
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1 - Introducéo

Atualmente a captura dos produtos provenientes da pesca encontra-se proxima ou
ultrapassa j& o seu limite sustentavel, levando a que a aquacultura seja considerada por muitos
como a solucéo para a escassez iminente dos recursos marinhos (Kaiser et al., 2011; Videler,
2011; FAO, 2012). A producdo em aquacultura aumentou com o crescimento da populacéo
humana, aumentando a procura de proteina. O peixe é uma fonte de proteina nutricionalmente
equilibrada, apresentando uma crescente importancia para a nutricdo humana. O aumento da
procura de peixes marinhos implica que haja producéo de larvas e juvenis de peixes marinhos

em cativeiro (Uribe et al., 2011), saudaveis e de elevada qualidade (Conceicao et al., 2009).

A fase larvar representa uma das fases criticas na aquacultura de muitas espécies de
peixes. Os desequilibrios nutricionais do alimento vivo normalmente usados nas maternidades
tém sido apontados como uma das principais razfes para uma baixa producdo. O alimento
tradicionalmente usado séo os rotiferos (Brachionus spp.) e a artémia (Artemia spp.), mas nos
ultimos anos tem havido uma diminui¢do na disponibilidade de Artemia spp. e também na
qualidade dos cistos, sendo necessario estudar novas alternativas de alimento. Os copépodes
representam a presa natural da maioria das espécies de larvas de peixes marinhos. A possibilidade
de preservar copépodes recolhidos quando tém o maior valor nutricional, sendo posteriormente
processado (Planktonic AS, Noruega) para ser armazenado e facilmente utilizado por
maternidades ao longo do ano é uma boa alternativa, para diminuir a dependéncia do alimento

tradicional desde que proporcione taxas de crescimento e sobrevivéncia larvares semelhantes.

Neste ensaio avaliou-se o potencial de utilizacdo de copépodes congelados a diferentes
nivies de substituicdo do alimento vivo habitual, em protocolos alimentares para larvas e pés-

larvas de linguado (Solea senegalensis).

1.1 - Cultivo Larvar

A fase larvar representa uma das fases criticas na aquacultura de muitas espécies de peixes
(Sargent et al., 1997), pois é o periodo de desenvolvimento com a maior mudanga de

processos dependentes do tamanho (Reglero et al., 2014). Neste contexto, conseguir manter um



cultivo larvar com sucesso representa um passo fundamental para melhorar a producgdo e a

qualidade dos peixes (Cara et al., 2005).

Um dos fatores decisivos no sucesso de obtencdo de larvas estd associado ao
desenvolvimento de alimento que seja capaz de suprir as necessidades nutricionais da espécie em
questdo, tanto qualitativa como quatitativamente (Santos, 2005;Y Ufera et al., 2005; Almeida,
2006). A nutricdo desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de uma aquacultura
sustentavel, no qual o bem-estar e a salde dos peixes € 0 mais importante (Piccinetti et al.,
2012), pois afecta diretamente a sobrevivéncia e o tempo de desenvolvimento larval (Thomaz et
al., 2004). M4 nutricdo é considerado um dos fatores de stress, no qual os acidos gordos
essenciais e micronutrientes necessarios para o 6ptimo desenvolvimento das larvas e crescimento

sdo de grande relevancia (Cahu et al., 2003).

Existem inimeros fatores que influenciam a selecéo de presas pelas larvas, tais como
as caracteristicas das presas, tamanho adequado ao tamanho da boca da larva, valor nutritivo
compativel, densidade, facilidade de cultivo em grande escala, disponivel durante todo o ano,
(Lavens et al., 2000; Barros et al, 2003), facil digestibilidade, o seu
movimento/comportamento e cor para atrair a larva, mas também caracteristicas das larvas,
sensoriais, habilidade motora e dimenséo da boca e do corpo (Cox et al., 2000; Olivotto et al.,
2010b). Para além das caracteristicas da presa e larva, os fatores ambientais também séo
importantes, como a intensidade da luz e espectro, turbidez da agua e temperatura (Cobcroft
et al., 2001; Olivotto et al., 2010b).

A relagdo entre o tamanho da boca do predador e o tamanho da presa é considerado como
um dos fatores decisivos na qualidade das larvas de peixe, no qual o tamanho da boca determina,
em grande parte, 0 tamanho méaximo e ideal a ser ingerido pelas larvas (Cunha et al., 1999).
Yasuda et al. (1960) sugeriram que a altura da boca desemoenha um papel importante da captura

da presa enquanto que a largura da boca limita o tamanho da presa.

A detecdo do alimento e a sua posterior ingestdo € desencadeada por estimulos visuas,
quimicos e mecanicos (Ronnestad et al., 2013). Em geral, a alimentacdo mostra uma sequéncia
de comportamentos: estimulacdo (olfato e visdo), procura (depende da estratégia de
alimentacdo da espécie), absor¢do do alimento e ingestdo (estimulos quimicos) (Barata et al.,
2009).



Durante a primeira alimentacdo, os peixes dependem da visdo para a detecdo das presas e
0 sucesso da captura das presas depende da idade das larvas, o seu tamanho, capacidade natatoria
e fisiologica (Blaxter, 1986; Rocha et al., 2008). Para além disso, a larva depende do movimento
da presa para induzir uma resposta de alimentacdo (Langdon, 2003; Rasdi et al., 2014). Para isso
€ necessario criar um pequena turbidez no tanque para variar 0 movimento das particulas e assim
estimular o movimento das larvas (Langdon, 2003). Existem poucos estudos sobre o efeito dos
copépodes no comportamento dos peixes, particularmente em relagdo a alimentacdo e ao
comportamento natatério dos mesmos (Hunt von Herbing et al., 2000). As observacoes
comportamentais, testes de comportamento, tém sido Uteis na compreensdo de padres de
selecéo das presas (Grageda et al., 2008).

No geral, a visdo desempenha o papel mais importante na detecdo de presas, no qual a
cor do alimento é essencial para a ingestdo (Cahu et al., 2001; Ronnestad et al., 2013; Zhang et
al., 2015). Para além da cor do alimento, a intensidade da luz e a cor do tanque também sdo
factores importantes para a ingestdo (Cahu et al., 2001), no qual vai aumentar a estimulacao
visual para a detecdo da presa (Langdon, 2003). No caso dos peixes planos, principlamente Sole

sp., o sistema olfativo também é importante para a detecdo de presas (Geffen et al., 2007).

A disponibilidade de alimento também é um fator importante nos primeiros estagios. Um
aumento na densidade de presas afeta diretamente a ingestao (Y ufera et al., 2007). Encontram-se
larvas maiores e mais ativas quando a densidade de presas € baixo, havendo uma maior digestéo,
mas, por outro lado, quando existe uma elevada densidade de presas, existe um amior ingestdo,
mas a digestdo é pouco eficiente e consequentemente existe uma menor mortalidade (Parra et al.,
2000).

A ingestédo € iniciada com a abertura da boca. No inicio da alimentacéo, o tamanho da
presa é um dos fatores mais importante, no qual preferem presas com tamanhos menores, apesar
de ingerirem presas com tamanho semelhante ao tamanho da boca (YUfera et al., 2007). Durante
os primeiros dias de alimentacdo, as larvas podem ingerir acima de 100% do seu proprio peso
(Darias, 2005). Depois, a ingestdo tende a diminuir com o desenvolvimento, ocorrendo uma

digestdo mais eficiente (Yufera et al., 2007).

E particularmente facil verificar a ingestdo de particulas pelas larvas através da

observacao do estdmago e trato digestivo ao microscopio otico (Cahu et al., 2001). Yufera et al.



(1995) propuseram um metodo com base no nimero de particulas encontradas no estémago e
trato digestivo, para quantificar a taxa de ingestdo das larvas.

As larvas de peixes marinhos apresentam geralmente uma capacidade de digerir baixa
e/ou absorvem nutrientes mais complexos e apresentam taxas de crescimento elevadas,
normalmente de 10 a 20%/dia (Conceicéo et al., 2003; Olivotto et al., 2008b). Como as larvas
tém um elevado potencial de crescimento, apresentam elevados requisitos de proteinas e
aminoacidos essenciais (Meeren et al., 2007), alimentando-se de forma continua e, por
conseguinte, a ingestao de nutrientes é elevada (Hamre et al., 2013). Para além disso, na maioria
dos peixes marinhos, o alimento deve ser rico em &cidos gordos insaturados (HUFA),
principalmente EPA (acido eicosapentaendico) e DHA (&cido docosahexaendico) que sdo
considerados essenciais as larvas de peixes marinhos e devem estar presentes na dieta para
garantir o seu crescimento e desenvolvimento normais (Takeuchi, 2001; Santos, 2005; Olivotto
et al., 2010a). Baixos valores de acidos gordos, principalmente poliinsaturado n-3, resultam na
diminuicdo da salde da larva em geral, provocando problemas no crescimento (Furuita et al.,
1999; Copeman et al., 2002; Olivotto et al., 2010b), no desenvolvimento do sistema nervoso
central e visual (Sargent et al., 1999), na pigmentacdo (Copeman et al., 2002; Bell et al., 2003)

na natacao e actividade de alimentacéo (Benitez-Santana et al, 2007).

Os principais organismos utilizados como alimento vivo no cultivo larvar de peixes
marinhos sdo os rotiferos e artémia (Mckinnon et al., 2003). Isto deve-se a facilidade de
producdo destes organismos com uma elevada biomassa (Almeida, 2006; Piccinetti et al., 2014a)
e permanecem Vivos e acessiveis durante mais tempo (Slembrouck et al., 2009). No entanto,
estes organismos ndo possuem todos 0s requisitos nutricionais essenciais as larvas, sendo
necessario o seu enriquecimento com microalgas e emulsdes (Bell et al., 2003) e, para além

disso, sdo caros de produzir (Slembrouck et al., 2009).

Nos ultimos anos o uso de Artemia spp. tem causado algumas perturbacbes a
aquacultura, devido a reduzida disponibilidade de cistos, em funcdo da limitacdo de locais
para a sua producédo e processamento (Thomaz et al., 2004) que contribuem para a queda de
producdo, tornando os precos mais elevados, conforme a procura (Lavens et al., 2000). Além
disso, existe uma consideravel variacdo na qualidade dos cistos quanto a taxa de eclosdo e ao
valor nutricional do nauplio eclodido (Sorgeloos et al., 1992). Por outro lado, o declinio de

cistos de Artemia spp. no Great Salt Lake (Utah) estd a tornar-se numa preocupacao



(Piccinetti et al., 2012), resulta numa escassez de cistos e 0 aumento do prego dos mesmos,
fendmeno conhecido por A Crise da Artémia (Sorgeloos, 2000). Por estas razdes, tém sido
realizados varios estudos para encontrar um alimento vivo, que seja ilimitado e que apresente
as caracteristicas necessarias para as larvas de peixes marinhos, podendo mesmo melhorar a

qualidade das espécies cultivadas (Piccinetti et al., 2012).

1.1.1 - Desempenho larvar

O comportamento alimentar dos peixes é complexo e tem sido extensivamente estudado
na aquacultura (Ronnestad et al., 2013). As varias respostas comportamentais tém sido
associadas aos métodos de alimentacdo, habitos de alimentacdo, frequéncia de alimentacao, 0s
mecanismos de detecdo de alimentos e preferéncias alimentares (Millot et al., 2009). Para além
destes fatores, os ambientais também tém uma elevada importancia, tais como a luz, fotoperiodo,
velocidade da agua, predacdo e também perturbagcdes provocadas pelo Homem (Lall et al.,
2009).

O comprimento e 0 peso da larva sdo as primeiras caracteristicas externas que permitem
aferir sobre o estado nutricional das larvas. A mortalidade e o crescimento das larvas estdo
intimamente relacionados para determinar a sobrevivéncia (Dou et al., 2003). A condicdo
nutricional das larvas é um dos principais fatores que afeta a sobrevivéncia e o crescimento
(Tanaka et al., 2008). Tudo depende de uma alimentacdo adequada e equilibrada nas fases
iniciais do desenvolvimento do peixe (Slembrouck et al., 2009). Larvas com uma méa condicao
nutricional sdo mais vulneraveis a predacdo, doencas, condi¢cfes ambientais desfavoraveis e,

também, sdo menos eficientes na procura de alimento (Tanaka et al., 2008).

A analise do ARN e ADN fornece varios indices Uteis para estimar o tamanho, e estado
das larvas de peixes (Buckley et al., 1999; Caldarone et al., 2001; Gwak et al., 2003a; Tanaka et
al., 2008), podendo ser utilizado como um indice de crescimento dos peixes. Trés dos indices
mais utilizados sdo a concentracdo de ADN/mg, a relagdo de ARN/ADN e indice residual de
ARN (Caldarone et al., 2001). A relagio ARN/ADN é um dos indices bioquimicos mais

utilizados em estudos de crescimento e condicéo larvar (Silva et al., 2014).



Os é&cidos nucleicos desempenham um papel importante no crescimento e
desenvolvimento do organismo. A quantidade de ADN, acido desoxiribonucleico, principal
constituinte do nucleo, € um indice do numero de células ou da biomassa, permanece
normalmente  estavel nas células somaticas, independentemente da situacdo alimentar e
ambiental. Por outro lado, a quantidade de ARN, &cido ribonucleico, principalmente o
ribossomico, estd intimamente relacionado com a taxa de sintese de proteinas (Gwak et al.,
2003a e b), que varia de acordo com a disponibilidade de alimento (Chicharo et al., 2007), pelo
que a quantificacdo deste parametro permite avaliar a capacidade do organismo em sintetizar
proteina, logo estimar o crescimento. Tecidos com uma elevada taxa de crescimento exibem

elevadas concentracbes de ARN (Chicharo et al., 2007).

Organismos em boas condi¢fes e com um crescimento Optimo tendem a ter indices de
ARN/ADN mais elevados do que os organismos que se desenvolvem mais lentamente e que
apresentam més condi¢des (Chicharo et al., 2007), logo baixa sintese proteica (Vieira et al.,
2014). Os organismos em boas condigdes nutricionais apresentam melhores habilidades

natatorias e maior capacidade de resposta a predacdo (Silva et al., 2014).

Existem varios métodos para quantificar os niveis de acidos nucleicos nas larvas de
peixes, mas 0 mais recente € o método fluorométrico, usando corantes fluorescentes (Caldarone
et al., 2001), como o Gel Red. S&o efetuadas duas leituras, uma com o Gel Red que permite
medir a fluorescéncia total dos acidos nucleicos e na segunda leitura, € utilizado a ARNase que
mede a fluorescéncia do ADN. A fluorescéncia do ARN é calculada a partir da diferenca das
duas leituras (Chicharo et al., 2007). O método espectrofluorométrico exige a contrucao de retas
padrdo para calcular as concentracfes de ADN e ARN. Este método apresenta varias vantagens,
incluindo a capacidade de analisar larvas de pequenas dimensdes (Caldarone et al., 2001).

ADN/peso seco (mg) € outro indice derivado dos acidos nucleicos que tem sido utilizado
para avaliar o estado nutricional, uma vez que o peso das células diminuem enguanto a
concentragdo de ADN se mantém constante durante uma reducdo na condicdo nutricional
(Bergeron, 1997). O indice de ADN/peso seco aumenta quando a condic¢do diminui, uma vez que

ha mais células para 0 mesmo tecido (Silva et al., 2014).

Varios estudos defendem que haja uma certa precaucéo na utilizacdo destes dois indices,
devido a sua dependéncia do tamanho da larva. Aconselham a remover o efeito alométrico,

usando um indice residual baseado a partir do contetido de ARN e uma variavel independente



como o comprimento ou peso seco (Indice residual ARN) (Chicharo et al., 1998, 2008; Silva et
al., 2014).

1.2 — Copépodes

Os Copepoda constituem o grupo mais diversificado de pequenos crustaceos
sendo, possivelmente, a classe de crustdceos com maior nimero de individuos na biosfera.
Colonizam todos os habitats aquaticos e integram uma fraccdo importante da biomassa
zooplanctdnica contribuindo com aproximadamente 50% da biomassa total, tanto nas aguas
oceanicas como nas epicontinentais. A representatividade deste grupo torna-os muito

importantes nas cadeias alimentares e nas relacfes ecoldgicas (Okumura, 2011).

Segundo Bell et al. (2003), os copépodes sdo considerados o melhor alimento para as
larvas de vérias espécies marinhas, especialmente de linguado. Os copépodes predominam no
zooplancton em termos de abundancia e biomassa (Das et al., 2012) e constituem a ligacéo vital
entre os produtores primarios e 0s peixes. No entanto, para desenvolver um protocolo alimentar
a base de copépodes é necessario conhecer a biologia do organismo, para assegurar um cultivo

larvar de sucesso (Rasdi et al., 2014).

Sob o ponto de vista nutricional, uma dieta a base de rotiferos e artémia pode ser
totalmente substituida, ou complementada com o uso de copépodes vivos (Almeida, 2006), uma
vez que em relacdo ao perfil de acidos gordos, estes organismos apresentam niveis adequados as
necessidades das larvas de peixes e, sdo uma excelente fonte de &cidos gordos Insaturados
(HUFAS) e Poliinsaturados (PUFAs) (McKinnon et al., 2003; Evjemo et al., 2003; Ajiboye et
al., 2011; Piccinetti et al., 2014a), principalmente DHA, que influencia a resisténcia ao stress nas
larvas (Molejon et al., 2003), quando comparados com os rotiferos e artémia (Grageda et al.,
2008). Para além disso, sdo uma excelente fonte de enzimas digestivas desempenhando um papel
importante na atividade digestiva das larvas (Gopakumar et al., 2009) e oferece uma variedade
de tamanhos, espécies e qualidades (Molejon et al., 2003).

O bom desempenho dos copépodes como alimento vivo, esta relacionado com varios
fatores: séo facilmente digeridos (Luizi et al., 1999), no qual o tempo de retencéo no intestino €

maior quando comparados com as artémias (Pedersen et al., 1989; Olivotto et al., 2010b), isto



reflete 0 que ocorre no meio natural, no qual os copépodes sdo 0s mais importantes conectores
entre 0s produtores primarios e os consumidores nas cadeias tréficas marinhas (Calliari et al.,
2008; Gopakumar et al., 2009); reduzidas dimens6es , adequado ao tamanho da boca das larvas
(Gopakumar et al., 2009; Das et al., 2012; Vu et al., 2014), pois em muitas espécies de peixes 0s

rotiferos tipo S sdo grandes para a boca da larva (Cahu et al., 2001; Molejon et al., 2003).

Estudos recentes demonstraram que a utilizacdo de copépodes na dieta de larvas de
varias espécies de peixes, pode melhorar a sobrevivéncia larvar, o crescimento (Evjemo et al.,
1997; Molejon et al., 2003; Stattrup et al., 2003; Piccinetti et al., 2012; Piccinetti et al., 2014a;
Rasdi et al., 2014), a pigmentacdo, reduzir o tempo de metamorfose (Evjemo et al., 2003;
Olivotto et al., 2010b; Piccinetti et al., 2012), melhorar a qualidade dos ovos e larvas (Mazorra et
al., 2003; Grageda et al., 2008) e a natacdo e actividade alimentar (Olivotto et al., 2008a),
havendo um interesse crescente no cultivo intensivo de copépodes com intuito da sua utilizacao
em aquacultura, nomeadamente sob a forma de alimento vivo para o cultivo larvar (Buttino et
al., 2012; Rasdi et al., 2014).

A utilizacdo de copépodes na alimentacdo larvar € uma alternativa viavel, porém o seu
uso € bastante restrito (Bell et al., 2003; Almeida, 2006). Actualmente, a maioria dos copépodes
utilizados séo provenientes de cultivos semi-intensivos ou diretamente da natureza (Almeida,
2006), por isso a disponibilidade destes organismos € restrita em determinados periodos do ano
(Evjemo et al., 1997). Porém, estas formas de obtencdo podem prejudicar o cultivo larvar, uma
vez que nado existe controlo sobre as as espécies de zooplancton introduzidas nos cultivos, logo
ndo ha selecdo do perfil nutricional (Almeida, 2006) e também pode existir risco de introducao

de vectores de doencas e predadores (Knuckey et al., 2005).

Uma solucdo para este problema, € a utilizacdo de copépodes preservados e congelados,
um novo produto que permite manter a composicdo bioguimica ao longo do tempo (Piccinetti et
al., 2012). Os copépodes sdo recolhidos quando apresentam o maior valor nutricional, sendo
posteriormente processados (Planktonic AS, Noruega), armazenados e facilmente utilizados
pelas maternidades ao longo do ano, aumentando o crescimento e a sobrevivéncia larvar. Para
além de poderem ser fornecidos diretamente as larvas, também podem ser utilizados como
ingredientes de microdietas. Por outro lado, apresentam desvantagens, pois 0s copépodes

preservados/congelados sdo particulas inertes, ndo apresentando movimento.



1.3 - Protocolos alimentares

A avaliacdo de diferentes protocolos alimentares e impacto destes na qualidade larvar
contribui para aumentar o conhecimento da producdo em aquacultura de diferentes espécies
de peixes marinhos. E extremamente importante adaptar os protocolos alimentares a
capacidade digestiva e de assimilacdo das larvas de peixe, uma vez que o alimento é a

principal fonte de energia para o desenvolvimento e crescimento larvar.

A optimizacdo de protocolos alimentares com base em presas vivas para larvas de peixes
marinhos requer um bom conhecimento sobre o comportamento alimentar e os fatores de
detecdo, aquisicdo e processamento do alimento (Ronnestad et al., 2013), que ird melhorar as
taxas de crescimento e a sobrevivéncia (Ronnestad et al., 2013) e assim melhorar a qualidade
larvar e juvenil. E necessério ter um bom conhecimento dos requisitos nutricionais das larvas ao
longo do seu desenvolimento, para optimizar os protocolos alimentares, mas é dificil identificar
as exigéncias nutricionais, visto que durante o seu desenvolvimento, as larvas apresentam
diferentes exigéncias (Hamre et al., 2013). Identificar a sequéncia temporal 6tima dos diferentes
tipos de presa (normalmente rotiferos, nduplios de artémia e metanauplios de artémia) durante o
desenvolvimento, comportamento alimentar, tem sido o aspeto mais estudado (Ronnestad et al.,
2013). Também tem sido muito estudado a quantidade de alimento que deve de ser administrado

e quantas vezes por dia.

Boujard et al. (1992) sugeriram que os ritmos de alimentacdo podem melhorar a
eficiéncia da producdo. A frequéncia de alimentacdo e o numero de refei¢des diarias afetam a
absorcdo e assimilagdo de nutrientes e, portanto, o crescimento das larvas de peixe (Navarro-
Guillén et al., 2015). Para além disso, a utilizacdo de estratégias de alimentacdo adequadas é
crucial durante a fase larvar, quando a alimentacéo é inferior ao ideal, vai ter um impacto néo sé
no crescimento, mas também sobre a sobrevivéncia (Slembrouck et al., 2009). Para evitar um
mau crescimento e elevadas mortalidades, é necessario adequar a densidade, tipo e tamanho
de presa fornecida de acordo com o desenvolvimento das larvas, pricnipalmente ao nivel dos
Orgdos sensoriais, tamanho da boca e capacidade digestiva (Planas et al., 1999; Russo et al,
2009).

O inicio da alimentacéo exogena é uma fase critica num cultivo larvar, estando associado

a elevada mortalidade. Uma vez que as reservas vitelinas acabaram, a privacao de alimento ou



alimentos com mé qualidade podem causar uma grave redugdo na sobrevivéncia das larvas (Ma
et al., 2013; Piccinetti et al., 2014b; Rasdi et al., 2014). Por outro lado, ao administrar uma
elevada densidade de presas ndo é benéfico para um cultivo larvar, pois pode estimular uma

ingestao de alimentos excessiva e reduzir a eficiéncia digestiva (Ma et al., 2013).

Sao vérias as dificuldades na criagdo de dietas artificiais para os primeiros estagios
larvares, devido a vérios fatores, mas principalmente porque o sistema digestivo das larvas ndo
esta totalmente desenvolvido e pode ndo possuir enzimas digestivas suficientes para a digestao
da dieta (Cahu et al., 2001; Langdon, 2003). Para além disso, no inicio da alimentacdo exogena,
a capacidade natatéria na procura de alimento ndo esta totalmente desenvolvida, portanto, a
disponibilidade de alimento é fundamental para a sobrevivéncia (Papandroulakis et al., 2002).

Né&o é possivel obter as necessidades nutricionais a partir de analises/testes a juvenis, pois
durante o desenvolvimento larvar ocorre uma alteracdo nos mecanismos de digestdo e absorcao,
logo os requisitos nutricionais também mudam (Cahu et al., 2001). Em particular, as larvas
requerem uma dieta com elevados niveis de energia, rica em fosfolipidos, enquanto que 0s
juvenis ndo necessitam, isto deve-se ao facto de o sistema digestivo nas larvas apresentarem uma
elevada capacidade de assimilacdo de acidos gordos (Piccinetti et al., 2014b). Por isso, uma dieta
formulada para sustentar um bom crescimento em juvenis induz a uma taxa de crescimento e de

sobrevivéncia menor nas larvas (Cahu et al., 2001).

Primeiro é necessario conhecer a fisologia digestiva e como esta pode ser afetada, antes
de susbtituir parcialmente o alimento vivo por dietas inertes, desde a primeira alimentacédo
(Ribeiro et al., 2008; Mai et al., 2009). A alimentacdo de uma dieta inerte se ndo for controlada
pode diminuir a qualidade da &gua e, por sua vez, contribuir para uma mortalidade elevada e um

baixo crescimento (Rosenlund et al., 1997; Slembrouck et al., 2009).

1.4 — Solea senegalensis

O Linguado do Senegal, Solea senegalensis, é considerada a espécie de peixe plano mais
promissora para a aquacultura no Mediterraneo (Rema et al., 2008; Navarro-Guillén et al.,
2015), adapta-se bem a aguas temperadas (Martinez et al., 1999). Devido ao seu elevado

interesse para aquacultura, elevado preco e grande procura no mercado (Navarro-Guillén et al.,
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2015), o seu desenvolvimento biolégico tem sido muito estudado (Fernandez-Diaz et al., 2001).
Para além disso, é uma boa espécie para ser estudada, principalmente durante a fase larvar,
apresenta um elevado crescimento, especialmente na sintese de proteinas e sofre alteracdes

morfoldgicas complexas num curto espaco de tempo (Piccinetti et al., 2014b).

O desenvolvimento larval desta espécie, apesar de curto (Piccinetti et al., 2012), é
caracterizada por uma metamorfose complexa que inclui mudancas dramaticas na anatomia,
ocorre uma rotacdo de 90° da posic¢do do corpo, a migracdo de um olho para o lado superior
ocular e aparecimento de pigmentacdo, fisiologia e comportamento, alteracdo da natacéo e dos
habitos alimentares (Martinez et al., 1999; Fernandez-Diaz et al., 2001; Geffen et al., 2007
Navarro-Guillén et al., 2015), sendo uma espécie modelo para estudar a fisiologia nutricional
larval (Conceicdo et al., 2007). Por outro lado, a metamorfose pode ser afectada pela alimentacao
e condi¢des nutricionais, logo a partir dos 2 DAE, ap0s a abertura da boca, (Yufera et al. 2005;
Villalta et al. 2008; Engrola et al., 2009a,b; Engrola et al., 2010; Morais et al., 2014), como a
quantidade de vezes que o alimento é administrado e em que altura do dia, afetando também o

desenvolvimento da pigmentacdo (Lund et al., 2010; Piccinetti et al., 2012).

Na fase pré-metamorfica, as larvas pelagicas consumem mais durante o dia, devido ao
baixo grau desenvolvimento dos 6rgdo sensoriais (Navarro-Guillén et al., 2015). Apds a
metamorfose, as larvas assentam no substrato e ocorre a mudanca de larvas pelagicas para
bentdnicas, tornam-se mais activas durante a noite (Barata et al., 2009), alterando os seus habitos
alimentares e a fisiologia digestiva (Fernandes-Diaz et al., 2001). Devido a estas mudancas de
habitos alimentares, existem elevadas taxas de mortalidade aquando da passagem de alimento

vivo para alimento inerte (Ribeiro et al., 1999; Conceicao et al., 2007; Santos, 2014).

As larvas de Solea senegalensis apresentam uma elevada capacidade de digerir presas
vivas desde o inicio da alimentacdo exdgena, quando comparado com outras espécies marinhas,
apresentando assim enzimas digestivas antes da abertura de boca (Navarro-Guillén et al., 2015),
0 que reflete elevadas taxas de crescimento (Conceigdo et al., 2007). No entanto, estudos
demonstram que durante a metamorfose a alimentacdo néo € téo eficiente (Yufera et al., 1999) e
a ingestdo de presas e a ragdo diaria (alimento ingerido em funcéo do peso do peixe) € menor no
inicio da metamorfose (Geffen et al., 2007). Existe um aumento na quantidade de energia antes

da metamorfose, seguindo um decréscimo no fim da metamorfose (Yufera et al., 1999).
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Os protocolos alimentares utilizados no cultivo larvar do linguado ainda se baseiam na
utilizacdo de presas vivas durante o periodo antes da matemorfose, ocorre entre os 12 e os 20
DAE (dias ap0s eclosao), quando elas ja podem ser gradualmente substituidas por metanauplios

de artémia congelados (Pouséao-Ferreira, 2009).
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2 —Objetivo

O principal objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um protocolo alimentar a
base de copépodes congelados, em substituicdo das presas habitualmente utilizadas. Como
objectivo secundario pretende-se avaliar o potencial dos copepodes congelados serem utilizados

nas microdietas de adaptacdo ao alimento inerte.
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3 - Materiais e métodos

3.1 — Avaliacédo do comportamento alimentar

3.1.1 — Coloracdo dos copépodes congelados

Como os copépodes congelados ndo possuem movimento é importante desenvolver
metodologias que tornem a particula mais atrativa para a larva, neste caso atraves da
coloragédo. Realizaram-se trés testes (Figura 3.1), no qual se testou a quantidade de corante

necessario e o tempo de atuacdo do mesmo, antes de se adicionar agua.

Ensaios
|
[ I ]
5 gotas 10 gotas 5 gotas
5 min atuagao 5 min atuacgao 10 min atuacéao

Figura 3.1 — Esquema dos testes de coloragdo dos copépodes congelados.

Pesou-se 1 g de copépodes, adicionou-se o corante alimentar vermelho (Figura 3.2), o
qual se deixou a atuar e adicionou-se agua salgada. Aos 10, 20, 30, 40, 60 e 120 minutos e 24
horas, recolheram-se amostras de copépodes. Estas amostras foram observadas a lupa e

verificou-se a intensidade da cor e a duragdo da mesma.

Figura 3.2 — Corante alimentar vermelho utilizado.
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3.1.2 - Observacdo da ingestdo de particulas

O comportamento alimentar da larva baseou-se na observagdo a lupa da presenga ou
auséncia de particulas do trato digestivo, enquanto a larva ndo apresentava pigmentacéo
excessiva. O comportamento foi testado com copépodes congelados corados, ndo corados e

com Artemia spp. viva.

Os testes foram realizados em diferentes volumes, em copos de 500ml e nas
incubadoras de 200L (Tabela 3.1), com larvas de idade 9-12 DAE (idade). Os peixes foram

mantidos em jejum durante toda a noite.

Os testes realizados nos copos, apés a introducdo dos peixes e do alimento foram
tapados e todos os individuos foram observados a lupa, passado 30 min. Nas incubadoras, foi
fornecido o alimento e ao fim de 20, 30 e 40 minutos, recolheram-se 10 individuos para serem
observados a lupa, verificando-se apenas se havia alimento ou ndo no trato digestivo das
larvas. Estes dados foram utilizados para calcular a taxa de ingestdo, niUmero de larvas com

presas no trato digestivo sobre o nimero total de larvas observadas.

Tabela 3.1 - Resumo dos testes de ingestdo realizados, tanto para os copos de 500mL como para as
incubadoras 200L, com os diferentes parametros.

Copo Incubadora
(500ml) (200L)

Numero de larvas 50 e 30 10
Densidade alimento 2 part/ml 10 part/ml
Tempo de verificagio 30 min Aos 20, 30 e 40 min
Idade 9- 12 DAE

3.1.3 — Observacdo do comportamento alimentar das larvas de linguado a diferentes alimentos

As observagdes do comportamento foram feitas em larvas, entre os 15-18 DAE e em
post-larvas, entre os 27-30 DAE. Todos os peixes ficaram em jejum durante a noite. Foram
utilizados tabuleiros brancos (18cm x 25cm x 5,5cm) com 1,5L de agua salgada, a 17+0,5°C.
No tabuleiro colocou-se uma divisoria, para separar os peixes do alimento (Figura 3.3).

Colocaram-se 2, 10 e 20 larvas (diferentes testes) num lado do tabuleiro e do outro o
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alimento. Testou-se com copépodes congelados corados e com Artemia spp. congelada. Em
cada observacdo, foi dada a mesma quantidade de alimento. Apos a adicdo do alimento,
retirou-se a divisoria e observou-se o0 tempo de reacdo da larva (foco), o movimento e o
comportamento dos peixes para a presa antes da ingestdo e o numero de larvas que ingeriram

o alimento.

Figura 3.3 — Tabuleiro utilizado para o teste de observagdo do comportamento, com a divisoria.

3.2 - Ensaio larvar

3.2.1 - Material Biolégico

Os ovos de linguado, Solea senegalensis, foram obtidos através de postura natural dos
reprodutores mantidos em cativeiro na EPPO, Estacdo Piloto de Piscicultura de Olhdo. Os
ovos foram incubados a 18+0,5°C, em incubadoras cilindrocénicas de 200L, com &agua
salgada filtrada por filtro de cartunho, durante dois dias.

3.2.2 - Cultivo larvar

Apbs a eclosdo, foram feitas contagens para estimar o nimero de larvas eclodidas, que
depois foram igualmente divididas pelos 9 tanques cilindrocénicos (200L) a uma densidade
de 25larvas L™, correspondendo & fase pelagica do ensaio (Figura 3.4). As larvas de linguado
foram mantidas num sistema aberto de recirculacdo de &gua com um fluxo entre os 10%/h e
20%/h. Diariamente os parametros fisico-quimicos eram medidos, tais como a temperatura e

oxigenio dissolvido, e tambem o caudal. Ao longo do ensaio, a temperatura da agua foi de
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17,8+1,5°C, a salinidade de 35+1 psu, o oxigénio dissolvido (DO) de 7,0+1 mg L™ e com uma
saturacdo de 93+4%. O fotoperiodo foi de 14 horas de luz e 10 horas escuro.

Figura 3.4- Tanques cilindroconicos 200L utilizados para a fase pelagica.

Aos 23 DAE as pobs-larvas, foram transferidos para os tanques retangulares azuis de
35L (69 cm x 45cm), com uma densidade de 0,27 ind m™, fase benténica (Figura 3.5). Foi
utilizado um menor nimero de individuos nesta segunda fase devido ao menor volume do
sistema de cultivo. O fluxo de renovacdo da dgua aumentou, variando entre os 65%/h e 0s
125%/h. Os parédmetros fisico-quimicos foram os mesmos, exceto o fotoperiodo, a

luminosidade diminuiu, sendo 11 horas de luz e 13 horas de escuro.

N

Figura 3.5- Tanques retangulares 35L utilizados para a fase benténica.

As larvas eram alimentadas quatro vezes por dia até aos 22 DAE, apds essa idade e até
ao fim do ensaio as larvas foram alimentadas cinco vezes por dia. Nesta fase, a quantidade de
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alimento era calculada tendo em conta o nimero de peixes existentes no tanque, a media do
peso seco por tanque, a percentagem de crescimento diério e o coeficiente de eficiéncia de

conversao.

Diariamente eram realizadas rotinas diarias de limpeza, no qual os tanques eram
aspirados e purgados, uma vez por dia, e os filtros dos tanques lavados com agua doce duas
vezes por dia para ndo haver colmatacéo dos mesmos. Os filtros do sistema eram lavados duas
vezes por semana. Apés a limpeza dos tanques eram contabilizados o nimero de peixes
mortos. Até aos 10 DAE mantiveram-se os filtros de 150um durante o dia e noite, s6 aos 11
DAE é que se trocou-se para 500um durante a noite, para que houvesse uma melhor
renovacao e limpeza dos tanques. Apds 19 DAE e até ao fim do ensaio utilizaram-se apenas
filtros de 500um, tanto de dia como durante a noite. Apos a transferéncia dos peixes (23

DAE) realizaram-se, uma vez por semana, tratamento com peroxido de hidrogénio (10ppm).

3.2.3 — Protocolos alimentares

Neste ensaio pretendeu-se testar 2 protocolos alimentares (Figura 3.6), utilizando
copépodes congelados em diferentes proporcdes, 0s quais foram comparados com o protocolo
Standard para linguado utilizado na EPPO.

Os protocolos alimentares consistiram em:

Protocolo alimentar Controlo (Figura 3.6A): utilizou-se apenas alimento vivo durante
a fase pelagica, Brachionus spp. e Artemia spp., que serve de comparacao para os outros dois
protocolos, seguindo o protocolo Standard da EPPO para larvas de linguado. Durante a fase
bentonica (23 aos 40 DAE), as larvas foram alimentadas com metanduplios de artémia
congelada. A partir dos 40 DAE comegcou o desmame e foram alimentadas com ragdo
experimental, formulada e produzida pela em presa Sparos, com a incorporagdo de 10% de

copepodes.

Protocolo alimentar 50:50 (Figura 3.6B): Neste protocolo as larvas de linguado foram
alimentadas com 50% de alimento vivo e 50% de copépodes congelados. Desde a abertura de
boca, 2 DAE, até aos 10 DAE foram alimentadas com rotiferos enriquecidos, com uma

densidade de 5 rotiferos/ml, por dia. Aos 6 DAE, foram introduzidos os metanauplios de
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artémia (instar 11-111), até aos 21 DAE, com uma densidade de lartémia/ml, por dia. Dos 21
aos 39 DAE foram fornecidos metanaupios de artémia congelado, com a mesma densidade.
Os copépodes congelados corados de classe 100-200um foram introduzidos aos 4 DAE até
aos 36 DAE, com uma densidade 7copépodes/ml, por dia. No dia 37 DAE iniciou-se a
administracdo de copépodes de classe 300-400um, que perdurou até aos 39 DAE, com uma
densidade de 4copépodes/ml, por dia.

Protocolo alimentar Agressivo (Figura 3.6C): Neste protocolo alimentar ndo foram
introduzidos rotiferos, iniciou-se a alimentacdo com copépodes e nauplios de artémia (instar
). Apds a abertura de boca, 2 DAE e até aos 36 DAE foram administrados copépodes
congelados corados de classe 100-200um, com uma densidade de 9 copépodes/ml/dia. Os
nauplios de artémia foram iniciados aos 2 DAE até aos 8 DAE, com uma densidade média de
0,5 artémias/ml/dia. Dos 8 DAE até aos 22 DAE foram introduzidos os metanauplios de
artémia (instar I1-111), com densidade média de 0,4 artémias/ml/dia. Dos 36 aos 39 DAE
foram introduzidos copépodes congelados de classe superior, 300-400pum, com a mesma

densidade.

rot instar ll-lll == [nstarll-1ll cong =—racdo A

Cop cong 1-200um  e==|nstar | Instar -1 Cop Cong 3-400pm racdo B
rot Cop cong 1-200pm Instar I1-111

= nstar -1l cong Cop Cong 3-400pum ==——racdo C

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
DAE

Figura 3.6 — Protocolos alimentares do ensaio larvar: A) protocolo Controlo; B) protocolo 50:50; C)
protocolo Agressivo. DAE- Dias apos ecloséo.
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Apos os 22 DAE até aos 39 DAE, quando ocorreu a transferéncia para os tanques
retangulares, no protocolo controlo foram introduzidos 100% metanduplios de artémia
congelados, o protocolo Agressivo 100% copépodes congelados e o protocolo 50:50 foi

50%copépodes congelados-50% metanauplios de artémia congelados.

Desde a abertura de boca até aos 21 DAE foram introduzidos 2 litros de mistura de
microalgas (Nannochloropsis oculata e Isochrysis galbana, numa propor¢do 1:1), 1 L de

manha, antes da primeira refeicao e o outro antes da ultima refeicao.

Sendo a adaptacdo ao alimento inerte uma fase critica no cultivo do linguado,
pretendeu-se avalisar a condi¢do nutricional proporcionada pelos protocolos alimentares
durante a fase larvar, alimentando dos 40 aos 50 dias todos 0s grupos com uma racgao
experimental (200um) com a incorporacdo de 10% de copépodes, formulada e produzida pela
empresa SPARQOS (Olh&o,Portugal).

3.2.4 - Preparacdo dos copépodes congelados

Os copépodes congelados encontravam-se numa embalagem opaca, selados. Cada vez
que se abria um saco novo procedia-se a contagem das particulas para se determinar a
densidade do mesmo. Pesava-se 1g de copépodes e diluia-se em 50ml de &gua salgada
misturando bem. Em seguida, com a ajuda de uma pipeta de vidro retirava-se um 1ml e
procedia-se a contagem dos copépodes, repetindo este processo 4 vezes. Apds isso, calculava-
se a média das particulas por grama, sendo este valor utilizado para calcular a quantidades de

copépodes a utilizar por refeicao.

Para cada protocolo era pesado a quantidade estipulada, por refeicdo. O saco de

copépodes era colocado no congelador até & proxima refeigéo.

Apos a coloragdo dos copépodes e antes de serem administrados aos tanques, oS

copépodes eram lavados, cinco vezes por dia e para os dois protocolos alimentares aplicados.
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3.2.5 - Preparacdo do alimento vivo

Os rotiferos (Brachionus spp.) e artémia (nduplios e metanauplios de Artemia spp.)
foram produzidos na EPPO. Os rotiferos foram produzidos pela técnica batch, de acordo com

0s protocolos da EPPO, de acordo com Pousédo-Ferreira (2009).

Os cistos de Artemia spp. foram obtidos por fabricantes comerciais. Foram utilizadas
duas estirpes neste ensaio, estirpe AF (480 INVE Aquaculture, Ghent, Belgium) e a estirpe
EG (Artemia systems SA, Ghent, Belgium). Todos os cistos de Artemia spp. foram
descapsulados de acordo com o protocolo descrito por Pousdo-Ferreira (2009) e incubados
com uma densidade de 4cistos/ml, a 27°C e forte arejamento.

Ambos os alimentos vivos, rotiferos e metanauplios foram enriquecidos com éleo W3
(BERNAQUA), seguindo as indicagbes do fornecedor. Oleo W3 é uma emulséo estavel tendo
por base Oleos de peixe refinado e fosfolipidios, é também enriquecido com vitaminas E e C,

que actuam como anti-oxidantes.

As microalgas utilizadas neste ensaio foram Nannochloropsis oculata e Isochrysis
galbana, produzidas de acordo com protocolos Standard da EPPO, descrito por Pouséo-
Ferreira (2009). A partir de stocks puros de microalga foram produzidos culturas de grandes
volumes, utilizando o método batch e as praticas descritas por Pousdo-Ferreira (2009).

3.2.6 — Amostragens

Durante a fase pelagica, foram amostradas larvas aos 0, 2, 6, 9, 13, 16 e 22 dias, como
referido na Figura 3.7, para a determinacdo do comprimento total, peso seco, sobrevivéncia,
mortalidade e indice de metamorfose n=100 (pool 5), n=30 (pool 3) e n=20. Na fase
bentonica, recolheram-se pos-larvas aos 26, 33, 40 e 50 dias, em que para além dos
parametros referidos anteriormente, também foram recolhidos os dados de peso humido,
n=20. Ao 26 DAE recolheram-se 30 larvas/tanque para aferir o peso humido, as quais foram

repostas nos tanques.
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Todas as larvas recolhidas foram analisadas pela técnica RNA/DNA e quantificadas a
proteina BCA.

* & & & * < L 4 L 4 L 4

4 6 85 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 306 38 40 42 44 46 48 50 52
DAE
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Figura 3.7- Esquema representativo das amostragens realizadas ao longo do ensaio ao longo dos
dias ap6s eclosdo (DAE).

3.3 — Componente analitica

3.3.1 - Biometria

Nas primeiras amostragens as larvas foram medidas, comprimento total, através da
lupa ocular micrométrica Zeiss Stemi 2000-C (Figura 3.8). Durante este processo, cada larva
foi fotografada com o auxilio da Cannon PowerShot GS 5,0 MP (Figura 3.8), incorporada na
lupa ocular micrométrica. A partir dos 6 DAE observou-se o indice de metamorfose, de
acordo com a tabela de Fernandéz-Diaz (2001)(Tabela 3.2) , através do registo fotografico. A
partir dos 33 DAE, as pos-larvas de linguado foram medidas com uma régua graduada em cm

e 0s seus pesos humido através da balanca Kern EG620-3NM, £1mg.

Figura 3.8 — Lupa ocular micrométrica Zeiss Stemi 200-C e Cannon PowerShot GS, respetivamente.
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Apobs a medicdo, as larvas eram colocadas num filtro e lavadas com agua destilada,
durante uns segundos, para a remocao do sal (Figura 3.9), sendo depois colocadas em
microtubos e congeladas em azoto liquido. Posteriormente foram liofilizadas, sendo o peso

seco das larvas determinado na balanca Sartorius Pro 11, +1g.

Figura 3. 9 - Sistema de lavagem utilizado durante as amostragens.

Foi determinada a taxa de crescimento relativa (TCR) atraves da formula:

TCR = (lnlﬁpafu:-f:nm,'—lnlﬂpam:-:n:c:m;jl v 100

cempo

Foi ainda calculado o indice de Condicéo (IC):

P
IC = =0 x 100

Comprimento Total?
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Tabela 3.2- indice de Metamorfose descrito por Fernandez-Diaz et al. (2001).

Fase

Aparéncia

Nomenclatura

Outros estudos e espécies

Pré-metamorfose

(Simetria  bilateral,
com natacéo
vertical)

Scophthalmus maximus — Etapa 1-3

Paralichthys
metamorfose

olivaceus —  pre-

Inicio da
metamorfose

(inicio da migracéo
do olho esquerdo, 0s
individuos ndo sdo
totalmente
simétricos)

Scophthalmus maximus — 4a-4c

Paralichthys olivaceus — F-, F

Metamorfose media

(olho esquerdo ja
pode ser visto do
lado direito)

Scophthalmus maximus - 4d

Paralichthys olivaceus — G, H-

3a

Metamorfose media

(os individuos
mudam o seu tipo de
natacdo e o olho
continua a migrar)

Scophthalmus maximus —5a, 5 ¢

Paralichthys olivaceus —H, H+

3b

Metamorfose media

(olho esquerdo
continua a migrar
dentro do lado
ocular)

Scophthalmus maximus —5a, 5 ¢

Paralichthys olivaceus —H, H+

Fim da metamorfose

(migragcdo do olho
complete e o arco
orbital é claramente
visivel).

Scophthalmus maximus — 5 d

Paralichthys olivaceus —I
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3.3.2 - Técnica de ARN/ADN

A condicdo nutricional foi avaliada através da analise dos acidos nucleicos, que
forneceram varios indices, como o ARN/ADN, ADN/mg e ARN/mg e por larva.Os acidos
nucleicos foram medidos através do método de fluorescéncia adaptados para leitor de
multiplacas (MFA), de lkeda et al. (2007), com base no método fluorométrico sequencial de
Bentle et al. (1981). Este método é uma modificacdo da fluorometria sequencial, em que o
ADN e ARN numa amostra sdo determinados sequencialmente pela adicdo de DNase e
RNase, utilizando GEL Red como corante fluorescente. Wagner et al. (1998) modificou o
método fluorométrico sequencial ao MFA com placas de microtitulacdo de 96 pocos, através
da técnica de extracao de sarcosil e eliminando o passo da DNase, permitindo a medicdo de

acidos nucleicos de varias amostras ao mesmo tempo.

O procedimento utilizado para quantificar os acidos nucleicos nas larvas de linguado
esta descrito em Caldarone et al. (2001) e Esteves et al. (2000). Inicialmente as larvas foram
guimicamente e mecanicamente homogeneizadas, com a adicdo de tampdo de extracdo
sarcosilTris (0,5%) com ultrassons (3 pulsos de 50 A durante 1 minuto). O volume de tampéo
de extragcdo variou de acordo com o peso das amostras, quanto maior o individuo maior
volume de tampéo, entre os 100ul e 1000ul. Em seguida, as amostras foram agitadas durante

30 min a temperatura ambiente num misturador de vortice equipado com um suporte multiplo.

As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, 0,-4°C) durante 15 min. Em cada
microplaca Nunclon, fundo redondo e preto, duplicou-se 25 pl de aliquota de sobrenadante
das amostras e, também, duplicados de 0, 26,3, 39,5 e 52,6 pug/ml de solucdo padrdo de ADN
(A-phagus 0,25 mg/ml, Roche) e duplicados de 0, 14,6, 29,2 e 43,8 pug/mL de solucéo padréo
de ARN (16s-23s de E. coli 4 mg/ml, Roche).Em seguida, as retas padrdo de ADN e ARN
foram diluidas com tampdo Tris de 0,05%, na propor¢do 1:10 (v:v). As amostras foram
diluidas com Solug&o padrdo Tris EDTA (110pl).

Devido a elevada fluorescéncia da solucdo RNase, foi adicionado logo antes da
primeira leitura (30ul, 0,12ug/mL) em todos os pocos da placa exceto na reta de ARN.
Posteriormente e antes da primeira leitura, o GEL Red (30pl) foi adicionando a cada pogo. A

fluorescéncia do GEL Red foi digitalizada num leitor de multiplacas (Biotek modelo HT
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sinergia SIAFRTD) e lido pelo programa Gens 1.08, com 365 nm (excitacdo) e 590 nm
(emissdo). (Primeira leitura da fluorescéncia total de ARN e ADN).

Ap0s a primeira leitura, a placa foi a incubar 30 minutos a 37°C e lido outra vez, pelo
mesmo programa. A concentracdo de ADN foi calculada diretamente através da curva padrao.
A concentracdo de ARN foi determinada indiretamente através da diferenca das duas leituras,
fluorescéncia ADN (segunda leitura) e fluorescéncia total (primeira leitura).

3.3.3 - Determinacdo e quantificacdo colométrica da Proteina Total

Este método baseia-se na reducdo dos ides Cu® pela proteina. O ido Cu* é detetado
pela conversdo numa substancia de cor violeta por reacdo com o é&cido
bicinconinico.Primeiro, preparou-se os padrGes de proteina. A solucdo padrdo de proteina
usada foi a BSA — bovine serium albumine 1mg/ml. A curva padrdo foi feita partido da
solucdo stock e fazendo-se dilui¢cBes sequenciais de 1:2 até ter no minimo 5 pontos da reta.
Em resumo, da solucdo stock BSA (1lmg/ml &gua destilada) retirou-se 100 pl para o
microtubo 6, desse retirou-se 50ul e transferiu-se para o microtubo 5 n qual se juntou 50ul de

agua destilada e agitou-se. Repetiu-se o procedimento até chegar ao microtubo 2 (Tabela 3.3).

Em seguida, preparou-se a microplaca (transparente). Adicionou-se 10ul de aliquota
da amostra e pipetou-se 25ul de cada padrdo (incluido o branco), em duplicado.
Posteriormente, preparou-se a solucdo de trabalho, misturou-se 50 partes de Acido
Bicinconinico com 1 parte de 4% de sulfato pentahidratado em agua. Adicionou-se 200ul da
solucdo de trabalho a cada poco na microplaca e tapou-se com papel de aluminio e agitou-se a
mesma. Foi a incubar a 37°C durante 37 min. Apos isso, deixou-se arrefecer e mediu-se a
absorvancia a 562 mm, no Multiskan Go Microplate Spectrophotometer. Verificou-se se
alguma amostra ultrapassou a reca padrdo. Subtraiu-se a absorvancia do branco a todas as
outras leituras e determinou-se a concentracdo da proteina com base na equacéo de reta obtida

com os padroes.

27



Tabela 3.3 — Tabela com a Concentracdo (ug/ml) e volumes (ul) de BSA e de Solugdo diluente

utilizados neste ensaio.

Microtubo

Concentracao (ug/ml) 0 62,5 125 250 500 1000
BSA (ul) 0 6,25 12,5 25 50 100
Solucéo (pl) 100 93,75 12,5 75 50 0

3.4 — Andlise Estatistica

Sobrevivéncia, mortalidade, comprimento total, peso himido e peso seco foram
expressos pela média aritmética com o0s seus respetivos desvios padrdo. Apds isso, procedeu-
se a construgdo de graficos e tabelas com o auxilio do programa Microsoft office Excel. Os
resultados da analise de ARN/ADN, apos a leitura no leitor de multiplacas, foram analisados
pelo programa office Excel, no qual foram construidos os graficos e as retas padréo

correspondentes.

A comparagdo dos diferentes protocolos alimentares, implica verificar se os
pressupostos basicos foram cumpridos (analise paramétrica): as amostras sdo aleatorias e
independentes, possuem uma distribuicdo normal e observa-se a homogeneidade das
variancias. Para além disso, para a comparacao entre protocolos alimentares, é necessario que
haja uma hipétese nula (HO) as médias populacionais sdo iguais, por isso ndo existem
diferencas significativas entre os protocolos (P>0,05) e a hipétese alternativa (H1) as médias
populacionais sdo diferentes, ou pelo menos uma dela o é, logo existem diferencas

significativas (P < 0,05).

Sempre que 0S pressupostos eram cumpridos, os resultados foram analisados pela
analise de variancias (ANOVA) e quando ndo eram cumpridos através do teste ndo
paramétrico Kruskal-Walls. Sempre que se verificavam diferencas estatisticas entre os
protocolos alimentares eram analisados pelo teste de Bonferroni. A anélise estatistica foi

realizada com o auxilio do programa informéatico SPSS e Microsoft office Excel.
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4 - Resultados

4.1 — Avaliacdo do comportamento alimentar

4.1.1 — Coloracdo dos copépodes congelados

A avaliacdo da coloracdo dos copépodes congelados encontra-se resumida na Tabela
4.1. Da andlise da tabela, observa-se, que os resultados obtidos foram diferentes entre os trés
ensaios. O primeiro, 5 gotas/5min (Figura 4.1A), apresentou o pior resultado, tanto na
intensidade da cor, como na sua duracéo, ficou pouco intenso e perdeu a cor em 90 minutos, o

gue ndo é vantajoso para um ensaio larvar.

Tabela 4.1 - Resultados de coloracdo dos copépodes congelados obtidos, apds a observacéo a lupa.

Ensaio Intensidade da cor Duracao

5 gotas/5min Pouco Intenso Ao fim de 90 min ja
g (extremidades) néo tinha cor
10 gotas/5min Intenso (corpo) Até ao dia seguinte
e Intenso apés 10min Ao hm_ de 3hja nédo
(corpo) tinha cor

Os outros dois ensaios apresentaram resultados melhores. Apesar de no terceiro
ensaio, 5 gotas/10min (Figura 4.1C) os copépodes perderem a cor em trés horas, ficou intenso
mais rapidamente, sendo mais vantajoso num ensaio larvar, pois podera despertar mais
rapidamente a atengdo das larvas. O segundo ensaio, 10gotas/5min (Figura 4.1B), é 0 que
apresentou melhores resultados, principalmente em relacdo a duracdo da cor, 0s copépodes

ficaram corados durante mais tempo.

Por isso, escolheu-se 0 método de coloragdo dos copépodes congelados através dos

fatores que resultaram num melhor coloracdo para um ensaio larvar, sendo 10 gotas de
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corante alimentar vermelho e 10 minutos de atuacédo, tendo sido este o seleccionado. Assim,

o0s copépodes ficam corados rapidamente e durante mais tempo.

Figura 4.1- Fotografias dos copépodes congelados nos diferentes ensaios de coloragdo: A -
5gotas/5min; B — 10gotas/5min; C — 5gotas/10min.

4.1.2 - Observacédo da ingestdo de particulas

A observacdo da ingestdo de particulas pelas larvas de linguado encontra-se
sintetizada na Tabela 4.2. Ao analisar a Tabela V, verifica-se que os resultados obtidos para a
taxa de ingestdo foram bastante diferentes para as diferentes presas. A taxa de ingestdo de

Artemia spp. viva é de 99%.

Tabela 4.2 - Resultados da ingestdo de particulas pelas larvas de linguado , apés a observacao a lupa.

Copépodes corados 30%
Copépodes nao corados 10%
Artemia spp. viva 99%
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Em relacdo aos copépodes, ambos apresentaram taxas de ingestdo baixas, quando
comparados com a artémia. No entanto os copepodes congelados corados apresentaram uma
taxa superior (30%) relativamente aos copépodes congelados ndo corados (10%). Na figura

4.2 observa-se 0 estdbmago e trato digestivo de larvas de linguado com diferentes presas.

Figura 4.2 - Fotografias de larvas de linguado com diferentes presas no tracto digestivo: Ae B —
Copépodes congelados corados; C — Copépodes congelados ndo corados; D — Artemia spp..

4.1.3 — Observacdo do comportamento alimentar das larvas de linguado a diferentes alimentos

A avaliagdo do comportamento alimentar das larvas de linguado a diferentes alimentos
encontra-se resumida na Tabela 4.3. Observaram-se dois comportamentos alimentares
completamente diferentes face ao tipo de presas. Por um lado, as larvas de linguado, apés a
administracdo de artémia congelada, rapidamente se movimentaram em direcdo a presa e

todas as larvas ingeriram a presa.

Por outro, quando se administraram copépodes congelados corados, as larvas de
linguado ndo mostraram grande interesse pela presa. Algumas larvas ainda mostraram natacéo
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para capturar a presa, mas s0 algumas é que a ingeriram, como verificado no teste de

comportamento anterior.

Tabela 4.3 - Resultados obtidos apds a observacdo do comportamento das larvas a dois diferentes

alimentos.
C-opepode? Artemia spp.
congelados
. i congelada
corados

Tempo de reagio Demorado Rapido

Vao a encontro do
Comportamento alimento, mas nao
comem

Vao rapidamente em
direcdo do alimento

Numero de larvas

. S6 algumas Todas
que ingerem

4.2 — Analise do crescimento e condicdo larvar

4.2.1- Crescimento

- Fase Pelagica

O grafico da figura 4.3 mostra 0 comprimento total médio para as larvas de linguado,

durante o seu desenvolvimento larvar.

Em relacdo ao comprimento total, no final do ensaio as larvas do tratamento Controlo
foram as que cresceram mais, logo seguidas do tratamento 50:50, sendo as do tratamento
Agressivo as que cresceram menos. No inicio do ensaio as larvas tinham um comprimento
total igual, tendo-se observado as primeiras diferencas entre os tratamentos aos 6 DAE
(P<0,05), em que as larvas do 50:50 eram maiores, logo seguidas pelas larvas do Controlo e
por fim as larvas do Agressivo. Este padrdo desapareceu aos 9 DAE quando as larvas do
Controlo e 50:50, apresentaram comprimentos semelhantes, embora maiores do que as larvas
do Agressivo (P<0,05). Apés esta idade e até aos 22 DAE as larvas dos tratamentos
apresentaram sempre tamanhos diferentes (P<0,05), com as larvas do Controlo a

apresentaram maior comprimento e as do Agressivo com 0 menor comprimento.
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Figura 4.3 — Variagdo do comprimento total (mm), das larvas de linguado, Solea senegalensis durante
a fase larvar (22 DAE), para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de
médiatdesvio padrdo (n=20) As letras indicam diferencas estatisticas significativas entre o0s
tratamentos.

No gréfico da figura 4.4 observa-se a variagdo do peso seco, em média, para as larvas
de linguado ao longo da fase larvar.
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Figura 4.4 — Variagdo do peso seco (ug) das larvas de linguado, Solea senegalensis, até aos 22 DAE,
para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de médiatdesvio padréo
(n=20). As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos.

O padréo de variagdo de peso seco foi semelhante ao de comprimento total, com as
larvas do tratamento Controlo cresceram mais quando comparadas com 0s outros dois

protocolos alimentares. No inicio do ensaio (0 DAE) as larvas apresentavam 0 mesmo peso

33



seco, 22,18+15,39 g, sendo que até aos 9 DAE, as larvas do tratamento 50:50 e do Controlo
apresentaram valores de peso seco semelhantes (P<0.05). S6 comegaram a haver diferencas
significativas entre os tratamentos aos 13 DAE (P<0,05). Apds essa idade e até ao fim da fase
pelagica, as larvas dos trés tratamentos apresentaram pesos significativamente diferentes
(P<0,05), no qual as larvas do Agressivo apresentaram menor peso e as do Controlo maior

peso, como se verificou em relagdo ao comprimento total.

O grafico da figura 4.5 mostra a taxa de crescimento relativa (%) durante a fase larvar,

verificou-se que no inicio as larvas cresceram nos tratamentos Controlo e 50:50.

Aos 9 DAE verificou-se uma diminuicdo na taxa de crescimento em todos o0s
tratamentos, aumentando novamente aos 13 DAE, as larvas do tratamento Controlo
apresentaram a maior taxa de crescimento, seguindo do tratamento Agressivo e 50:50 que
apresentam uma taxa de crescimento semelhante (P<0,05). Desde essa idade e até ao fim da
fase peléagica, 22 DAE, a taxa de crescimento das larvas em todos os tratamentos diminuiram.
No fim da fase pelégica, as larvas do tratamento Agressivo foram as que apresentaram a taxa

de crescimento maior, seguindo do tratamento 50:50 e do Controlo (P<0,05).
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—4¢—Controlo

20 4 ——50:50

Agressivo

Taxa de crescimento relativa (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Idade (DAE)
Figura 4.5 - Variagdo da taxa de crescimento relativa (%) das larvas de linguado, Solea senegalensis,
até aos 22 DAE, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de

médiatdesvio padrdo (n=20). As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos.
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O grafico da figura 4.6 mostra o Indice de condicdo, em média, ao longo da fase

larvar.

Ao longo do ensaio, as larvas do tratamento Controlo e 50:50 apresentaram valores de
indice de condicdo superiores, quando comparados com as larvas do tratamento Agressivo.
Aos 2 DAE néo existiram diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05). Aos 6 DAE,
as larvas de todos os protocolos alimentares apresentaram diferencas no indice de condicéo
(P<0,05), aos 9 DAE voltaram a ndo existir diferencas entre os protocolos. No fim do ensaio,
as larvas do tratamento 50:50 apresentaram um indice de Condicdo superior, seguindo o

tratamento Controlo e por fim o Agressivo.
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Figura 4.6 - Variacdo do Indice de Condicao das larvas de linguado, Solea senegalensis, até aos 22
DAE, para todos os protocolos alimentares. VValores apresentados sob a forma de média+desvio padrao
(n=20). As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos.

- Fase bentdnica

No gréafico da figura 4.7 observa-se variacdo do comprimento total, durante a fase

bentodnica.

Durante toda a fase bentonica, observaram-se diferencas significativas no tamanho das
pos-larvas dos diferentes tratamentos alimentares (P<0,05). No fim do ensaio, as pos-larvas

do protocolo alimentar Controlo foram as que cresceram mais e as do Agressivo cresceram
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menos (P<0,05). No teste challenge, dos 40 aos 50 DAE, verificou-se que as larvas do

tratamento Agressivo cresceram mais, apresentado um declive maior.
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Figura 4.7- Variacdo do comprimento total (cm) das pos-larvas de linguado, Solea senegalensis, até
aos 50 DAE, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de médiatdesvio
padrdo (n=20). As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas entre o0s
tratamentos. Zona sombreada indica o periodo do teste challenge.

O gréafico da figura 4.8 apresenta os resultados do crescimento, em média, do peso

hamido ao longo do ensaio.
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Figura 4.8 - Variacdo do peso himido (mg) das pos-larvas de linguado, Solea senegalensis, até aos 50
DAE, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de médiatdesvio padréo
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(n=20). As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos.
Zona sombreada indica o periodo do teste challenge.

Constata-se, pela figura 4.8, que as pds-larvas de linguado alimentadas com 0s
diferentes protocolos alimentares aumentaram de peso ao longo do ensaio, tendo-se observado
diferencas significativas entre os tratamentos em todos os pontos de amostragem (P<0,05). No
final do ensaio, as pos-larvas do protocolo alimentar Controlo apresentaram valores de peso

hdmido maiores, seguindo as do tratamento 50:50 e por fim pelo Agressivo.

No teste challenge, as larvas do tratamento 50:50 foram as que cresceram mais,

apresentado um maior declive.

No grafico da figura 4.9 observa-se, a variacdo do peso seco, em média, ao longo do

ensaio, durante a fase bentonica.

Verificou-se uma variacdo dos pesos secos, pouco acentuado, entre os protocolos
alimentares em todos os pontos de amostragem, com as pos-larvas do tratamento Controlo a
crescerem mais, seguindo as do tratamento 50:50 e por fim as do Agressivo. Através da
andlise estatistica verificou-se que existem diferencas significativas (P<0,05) entre o0s

protocolos alimentares, em todos os pontos de amostragem.

No teste challenge observou-se que no tratamento 50:50 o declive foi mais acentuado,

as pos-larvas ganharam mais peso.
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Figura 4.9 - Variagdo do peso seco (mg) das pos-larvas de linguado, Solea senegalensis, até aos 50
DAE, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de médiatdesvio padréo
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(n=20). As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos.
Zona sombreada indica o periodo do teste challenge.

O grafico da figura 4.10 mostra o indice de condicdo, em média, nas pos-larvas de

linguado.
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Figura 4.10 - Variacdo do indice de Condicao das pds-larvas de linguado, Solea senegalensis, até aos
50 DAE, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de médiatdesvio
padrdo (n=20). As letras indicam a presenca de diferengas estatisticas significativas entre 0s
tratamentos. Zona sombreada indica o periodo do teste challenge.

Ao observar-se o gréfico da figura 4.10, concluiu-se que o Indice de Condicdo na fase
bentdnica é muito semelhante entre os trés tratamentos alimentares, no qual ndo existiram
diferencas significativas entre as pos-larvas do tratamento 50:50 e as do tratamento Controlo
(P<0,05). No fim do ensaio, teste challenge, no tratamento 50:50, apesar de a diferenca ser
minima, as pds-larvas apresentaram um indice de condicdo superior. As pdés-larvas de
linguado do tratamento Agressivo foram as que ao longo da fase bentdnica apresentaram

valores de indice de condi¢cdo mais baixos.

As relacBes biométricas durante o teste challenge, dos 40 aos 50 DAE, a introdugédo da
dieta ndo afetou a tendéncia de crescimento observada, no qual as larvas do tratamento
Controlo foram as que cresceram mais. Observou-se um aumento do peso, durante esta fase,

principalmente no tratamento 50:50.
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4.2.2 — indice de Metamorfose

Relativamente ao Indice de Metamorfose observaram-se diferencas entre o0s

tratamentos ao longo do ensaio experimental, dos 2 DAE aos 40 DAE (Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Variagdo dos Indices de metamorfose (%) no linguado (Solea senegalensis) durante o
ensaio experimental, dos diferentes protocolos alimentares (n=20). Fase de metamorfose: A — Fase 0;
B- Fase 1; C- Fase 2; D- Fase 3 e E — Fase 4.

A migracdo do olho iniciou-se entre 0s 6 e os 9 DAE, em todos os tratamentos. No
entanto, o tratamento Agressivo, apesar de ter iniciado a migracdo do olho ao mesmo tempo, a

metamorfose foi mais atrasada.
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No fim do ensaio experimental, aos 40 DAE, toda a populagéo, tanto o Controlo como
0 50:50, apresentava a metamorfose concluida. No tratamento agressivo ndo se observou o

mesmo, aos 40 DAE, cerca de 20 % das pos-larvas ainda ndo estavam completamente
metamorfoseadas.

4.2.3- Sobrevivéncia

- Fase Pelagica

Ao longo do cultivo larvar, observou-se um aumento da taxa de mortalidade. Aos 2

DAE, todos os tratamentos alimentares apresentaram uma sobrevivéncia de 99% (Figura
4.12).

E a partir dos 6 DAE que o aumento da mortalidade comega a ser mais acentuada,
principalmente para o tratamento Agressivo. Apesar desse aumento, verificou-se que a
incidéncia de mortalidade é semelhante entre os tratamentos Controlo e 50:50 e maior no
tratamento Agressivo (P<0,05). A partir dessa idade e até aos 13 DAE, existiram diferencas

entre os tratamentos (P<0,05).
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Figura 4.12 - Variacdo da sobrevivéncia (%) das larvas de linguado, Solea senegalensis, até aos 22
DAE, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de meédiatdesvio
padrdo. As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos.
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Aos 16 DAE e até ao fim do ensaio, o tratamento Controlo e 50:50 apresentaram
valores de mortalidade muito semelhantes, enquanto as larvas do tratamento Agressivo

apresentaram valores mais baixos e significativamente diferentes (P<0,05).

- Fase bentdnica

Nos trés protocolos observou-se um aumento da mortalidade ao longo do ensaio
(Figura 4.13). Até aos 33 DAE, todos os tratamentos alimentares apresentaram valores
semelhantes, ndo existindo diferencas entre eles (P<0,05). Até ao final do ensaio (40 DAE) os
tratamentos, Controlo e 50:50, os valores de sobrevivéncia foram semelhantes ndo existindo
diferencas entre estes dois tratamentos (P<0,05). Em relacdo ao tratamento Agressivo,

verificou-se um aumento da mortalidade até ao final do ensaio.

No teste challenge (exposicdo a dieta inerte), dos 40 DAE e até aos 50 DAE,
verificou-se um aumento acentuado da mortalidade no tratamento Agressivo. Por outro lado,

o tratamento Controlo e 50:50 apresentaram valores semelhantes (P<0,05).
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Figura 4.13 - Variacdo da sobrevivéncia (%) das pos-larvas de linguado, Solea senegalensis, até aos
50 DAE, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de médiatdesvio
padrdo. As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos.
Zona sombreada indica o periodo do teste challenge.
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4.2.4 — Determinacdo dos acidos nucleiros e indice ARN/ADN

Na figura 4.14 e 4.15 podemos observar a evolucdo do indice de ARN:ADN para 0s

trés tratamentos alimentares.

Apesar do padrdo de variacdo da razéo entre os acidos nucleicos ser semelhante entre
os tratamentos (figura 4.15), ocorreram alteracbes no contetdo de ARN e ADN por larva
(figura 4.14).

Tanto o contetdo de ADN (4.14A) como o de ARN(4.14B) apresentaram oscilacfes
ao longo do ensaio. Isto verificou-se tanto no tratamento Controlo como no 50:50. No

Agressivo esse padrdo é menos evidente.
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Figura 4.14 - Variacdo do conteido de ADN/mg (A) e do ARN/mg (B) nas larvas e pés-larvas de
linguado, Solea senegalensis, durante o ensaio, para todos o0s protocolos alimentares. Valores
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apresentados sob a forma de médiatdesvio padrdo (n=20). As letras indicam a presenca de diferencas
estatisticas entre os tratamentos. Zona sombreada indica o periodo do teste challenge.

Relativamente ao ADN/mg, no inicio do ensaio, as larvas apresentaram valores
relativamente altos e aumentam aos 16 DAE, isto aconteceu nas larvas do tratamento
Controlo e Agressivo. No tratamento 50:50 houve uma pequena descida no contetdo de
ADN, mas todas as larvas dos trés tratamentos apresentaram valores semelhantes (P<0,05).
As larvas do tratamento Agressivo foram diminuindo o conteido ADN, desde os 16 DAE e
até ao fim do ensaio. Dos 16 aos 22 DAE, os valores de ADN do tratamento Controlo e 50:50
diminuiram e foram muito semelhantes (P<0,05). Aos 40 DAE, o conteddo de ADN nas
larvas do Controlo e do 50:50 voltaram a aumentar, principalmente nas larvas do tratamento
50:50. No fim do ensaio, teste challenge, as larvas do tratamento Controlo apresentaram 0s

maiores valores de ADN/mg, mas muito semelhantes as do 50:50 (P<0,05).

No inicio da fase larvar, o conteddo de ARN/mg foi relativamente baixo,
principalmente para as larvas do tratamento Controlo e Agressivo (P<0,05). Aos 22 DAE,
ocorreu uma diminuicdo do conteddo de ARN nas larvas do tratamento Controlo e 50:50,
enquanto que os valores de ARN para as larvas do Agressivo foram superiores (P<0,05). Aos
40 DAE, verificou-se um pico de ARN/mg, no qual as larvas do tratamento 50:50 e Controlo
apresentaram valores elevados (P<0,05). Durante o teste challenge, verificou-se, uma

diminuicdo do contetdo de ARN/mg em todos os tratamentos alimentares.

No inicio do ensaio, todas as larvas apresentavam valores ARN/ADN semelhantes,
ndo existindo diferencas entre os tratamentos (P<0,05). Observaram-se diferencas entre 0s
tratamentos, nas idades seguintes (16 e 22 DAE). No fim do ensaio, aos 40 DAE, as larvas do
tratamento 50:50 apresentaram melhores valores de ARN/ADN. As pés-larvas do tratamento
Controlo apresentaram valores superiores as do tratamento Agressivo, mas nao existem
diferengas entre eles (P<0,05). No teste challenge, até aos 50 DAE, os valores de ARN/ADN
aumentaram, apesar disso, as pds-larvas de linguado do tratamento 50:50 foram as que
apresentaram melhores valores de ARN/ADN, seguidas do tratamento Controlo e do
Agressivo (P<0,05).
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Figura 4.15 - Variacdo do ARN/ADN nas larvas e pos-larvas de linguado, Solea senegalensis, durante
0 ensaio, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de médiatdesvio
padrdao (n=20). As letras indicam a presenca de diferengas estatisticas entre os tratamentos. Zona
sombreada indica o periodo do teste challenge.

4.2.5 - Proteina Total

A variacdo da proteina por larva (Figura 4.16) apresentou um comportamento idéntico
ao do peso seco e ARN:ADN, em relagdo ao tempo. Assim, ao longo do periodo de ensaio,

observou-se um aumento exponencial da proteina por larva em todos os tratamentos.
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Figura 4.16 - Variacdo da proteina (mg/ml) nas larvas e pés-larvas de linguado, Solea senegalensis,
durante o ensaio, para todos os protocolos alimentares. Valores apresentados sob a forma de
médiatdesvio padrdo (n=20). As letras indicam a presenca de diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos. Zona sombreada indica o periodo do teste challenge.
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No inicio do ensaio, as larvas de linguado do tratamento Controlo e 50:50
apresentaram valores de proteina muito semelhantes (P<0,05). A partir dos 16 DAE, todos 0s
tratamentos alimentares foram diferentes entre si (P<0,05). No fim do ensaio, teste
“challegne”, as larvas tratamento 50:50, foram as que aumentaram mais ao nivel de proteinas,,
logo seguidas do tratamento Controlo, sendo as do tratamento Agressivo as que apresentaram

menores valores.
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5 — Discussao

Os resultados obtidos permitiram avaliar o potencial de utilizacdo de copépodes
congelados como alternativa ao alimento vivo normalmente utilizado, considerando a sua

performance e o comportamento larvar.

5.1 - Avaliacdo do comportamento alimentar

A acuidade visual na larva é considerada vital para a orientacdo larvar e
reconhecimento da alimentacdo. Na maior parte das larvas de peixe, no inicio da alimentacdo
exogena, os olhos ndo estdo bem desenvolvidos, mas ja conseguem distinguir as cores
(Kolkovski et al., 1997). A cor das presas afeta a captura das mesmas por parte das larvas,
existindo preferéncia por presas coloridas. No teste de comportamento alimentar, as larvas
ingeriram mais copépodes corados, 0 que ja tinha sido descrito em larvas de Epinephelus
coioides (Zhang et al., 2015) e de Psetta maxima (Planas et al., 1999). Quando comparado
com o0s copépodes congelados, observou-se, embora pequena, uma maior taxa de ingestdo
quando os copépodes foram corados. Dendrinos et al. (1984) observaram que as taxas de
ingestdo nas larvas de linguado melhoraram quando os nauplios de artémia foram corados,

devido ao maior contraste com as paredes do tanque.

Tanto no teste de ingestdo de particulas como no da observacdo do comportamento das
larvas quando expostas a diferentes alimentos, as larvas de linguado preferiram os nauplios de
artémia, quando comparado com os copépodes congelados. Isto esta relacionado com o fato
de a artémia ter movimento, para além de outras caracteristicas, pois 0os copépodes congelados
ndo apresentam o0 movimento caracteristico das presas vivas essencial ao sucesso da captura.
Nos estudos descritos por Olivotto et al. (2010b) para larvas de Amphiprion clarkii e por
Piccinetti et al. (2014a) para larvas de Sparus aurata, observaram.se menores taxas de
ingestdo com copépodes preservados, devido a falta de movimento, tornando-se pouco
atrativo as larvas. E comum a maioria dos peixes marinhos cultivados ndo responderem bem a
alimentos inertes durante a fase larvas, sendo necessario um certo periodo de adaptacdo
(Papadakis et al., 2009).
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Apesar do teste de ingestdo de particulas ter sido feito em volumes diferentes, (copo
de 0,5L e tanques de 200L) o padréo de ingestéo foi semelhante em ambos os casos. Por outro
lado, no teste de observacdo do comportamento das larvas a diferentes alimentos, verificaram-
se diferencas relativamente a idade/fase de desenvolvimento. As pos-larvas de linguado
mostraram um pouco mais de interesse nos copépodes do que as larvas. Isto esté relacionado
com o desenvolvimento das larvas e dos seus 6rgaos sensoriais, quando passam a pos-larvas o
movimento deixa de ter tanta importancia, tornando-se o sentido olfativo mais importante
para a captura de presas (Velez et al., 2011), principalmente nesta espécie, que apresentam

um sistema olfativo desenvolvido e complexo.

Por isso, como descrito por Kolkovski et al (1997), a cor do alimento e 0 movimento

sdo suficientes para induzir uma resposta de alimentacéo.

5.2 - Anédlise do crescimento e condicéo larvar

Durante a fase larvar ocorrem alteracdes fisiologicas/anatomicas importantes, sendo
caracterizado por um crescimento rapido. Para um cultivo larvar de sucesso é necessario
desenvolver protocolos alimentares adequados para maximizar a sobrevivéncia e o
crescimento das larvas de peixe, principalmente protocolos capazes de satisfazer a elevada
energia que os peixes marinhos necessitam para o crescimento e sobrevivéncia. Neste ensaio
larvar, testou-se uma novo produto, copépodes congelado. Num ensaio também com larvas de
linguado (Solea senegalensis) testou-se um produto semelhante, os quais mantiveram a sua
composicdo lipidica ao longo do tempo (Olivotto et al., 2010b; Piccinetti et al., 2014a). Os
diferentes protocolos alimentares resultaram em diferentes taxas de crescimento, de
sobrevivéncia e na duragdo da metamorfose durante a fase larvar, devido ao tipo de presa
disponivel. Para além da disponibilidade da presa, a assimilacdo de lipidos na dieta € essencial
para a sobrevivéncia larvar e esta relacionado com o desenvolvimento do intestino e as

caracteristicas do alimento /digestibilidade (Piccinetti et al., 2014a).

Aos 2 DAE, apds a abertura da boca, ocorrem as primeiras alteracdes morfoldgicas do
sistema digestivo, as larvas deixam de estar exclusivamente dependentes das reservas

enddgenas (Ribeiro et al., 1999a), sendo por isso importante iniciar a alimentacdo enxogena
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com presas adequadas ao tamanho da boca das larvas, para além de serem adequadas

nutricionalmente.

Tanto na fase pelagica como na fase bentonica, concluiu-se que as larvas de linguado
alimentadas com o protocolo alimentar Controlo, presas vivas, apresentaram um desempenho
superior relativamente ao comprimento total, peso seco, peso humido e de sobrevivéncia,
qguando comparados com 0s outros dois protocolos alimentares, apresentando uma tendéncia
crescente ao longo do ensaio. Estes resultados foram semelhantes a outros estudos para a

mesma especie (Fernandez-Diaz et al., 2001 e 2006).

As larvas de linguado alimentadas com o protocolo alimentar Agressivo (90%
copépodes congelados) apresentaram um desempenho inferior, relativamente ao crescimento
e sobrevivéncia, ao esperado para esta espécie (Yufera et al., 1999). Isto ja tinha sido descrito
por Olivotto et al. (2008a,b, 2009, 2010b) para larvas de Amphiprion clarkii e por Piccinetti et
al. (2014b) para larvas de Solea solea. Devido ao baixo crescimento das larvas quando
alimentadas praticamente por copépodes, os mesmo sdo considerados como alimento

suplementar a dieta tradicional.

Durante os primeiros dias de alimentacdo, a capacidade locomotora das larvas é
bastante limitada e a detecdo e captura das presas é dependente do movimento das presas para
0 seu encontro (Ronnestad et al., 2013). Demonstrou-se que 0 movimento das presas vivas,
como os rotiferos e a artémia, € um atributo essencial para estimular a atividade predatoria das
larvas (Meakin et al., 2008). Tal ndo acontece com o0s copépodes congelados, que ndo
apresentam movimento atrativo para as larvas, contribuindo para uma menor taxa de ingestéo.
Para, além disso, a maioria dos copépodes afundam no fundo do tanque ou nas paredes do
tanque, deixando de estar disponivel para a predacdo das larvas (Olivotto et al., 2008a,b e
2010a). Estes fatores parecem justificar o baixo crescimento e sobrevivéncia do linguado. Isto
leva a que o desenvolvimento larvar seja mais lento, no qual as alteragdes
fisiologicas/morfologicas foram mais tardias, principalmente a metamorfose e o
desenvolvimento do intestino (Piccinetti et al., 2014a), para além de poder afetar a capacidade

locomotora e detecéo de presas (Ronnestad et al., 2013).

Estes resultados, baixo desempenho das larvas do tratamento Agressivo, também
podem ser explicados devido as diferencas de tamanho e de conteddo energético entre as
presas, conforme descrito por Stottrup et al. (1997).
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Na fase pelagica, 0 menor comprimento e peso dos peixes do tratamento Agressivo foi
mais notavel a partir dos 9 DAE, ap6s a mudanca de artémia instar | para instar I, no qual
pode ter influenciado os resultados para este tratamento. Apesar de ser 0 mesmo tipo de presa
(artémia), a transicdo pode nao ter sido feita da forma mais correta. Para uma alimentacéo
eficaz, é necessério que o tamanho da presa seja o ideal para o tamanho da boca da larva
(Planas et al., 1999), no qual a relagdo entre tamanho da presa/tamanho da boca da larva é o
que determina a selecdo e ingestdo de uma dada presa (Ronnestad et al., 2013). Como estas
larvas estavam menos desenvolvidas, provavelmente tinham a boca mais pequena o que
dificultava a captura e ingestdo de particulas maiores (Pousdo-Ferreira, 2009). Por isso,
existia uma pequena quantidade de alimento vidvel para estas larvas e um aumento de
alimento ndo consumido, diminuindo a qualidade da agua e contribuindo para uma maior

mortalidade neste tratamento alimentar, como reportado por Piccinetti et al., 2014a.

As larvas alimentadas com 50% de alimento vivo e 50% de copépodes congelados,
protocolo 50:50, apresentaram um desempenho semelhante as larvas do tratamento Controlo,
em termos do comprimento total, peso seco, peso himido e indice de condi¢do. Tanto no fim
da fase pelagica como no fim do ensaio, as larvas do tratamento 50:50 apresentaram melhores
valores de indice de condigdo. Em outros estudos em que foram utilizados diferentes niveis de
copépodes para substituir o alimento vivo (Olivotto et al., 2010b; Piccinetti et al., 2012),
demonstraram que as larvas alimentadas com copépodes preservados apresentavam valores de
acidos gordos elevados, principalmente HUFAs. Estes nutrientes sdo essenciais nas dietas de
larvas, melhorando o cultivo larvar, principalmente no crescimento, sobrevivéncia e
metamorfose (Sargent et al., 1999). Um teor mais elevado e equilibrado de HUFAS resulta
numa oxidacg&o lipidica mais eficiente e consequente um melhor crescimento larvar (Olivotto
et al., 2009). Logo, os copépodes preservados podem ser considerados como uma fonte
suplementar de acidos gordos para as larvas de peixes marinhos, no qual sdo facilmente
digeridos e assimilados, quando comparados com a artémia. O baixo crescimento das larvas
do tratamento 50:50 quando comparado com o tratamento Controlo, foi devido a baixa taxa

de ingestdo de copépodes quando comparado com a elevada taxa de ingestdo da artémia.

Outra razdo para o crescimento das larvas do tratamento 50:50 ser menor ao do
Controlo, é o fato de nédo se ter alterado o tamanho dos copépodes mais cedo, visto que aos
13 DAE o tamanho da boca das larvas era suficientemente grande para se alimentarem de

copépodes congelados de 400 um. Por isso as larvas tinham de capturar mais presas para lidar
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com as suas necessidades de energia, o que implica mais energia gasta na captura. A medida
que a larva cresce, a presa/alimento também aumenta e precisa de fornecer massa e energia
suficiente (Ronnestad et al., 2013) para um crescimente Otimo. Por isso, protocolos
alimentares ndo otimizados podem representar uma série de problemas a um cultivo larvar
(Ronnestad et al., 2013).

Apesar da existéncia de copépodes congelados, a presenca de artémia, com 0s seus
movimentos atrativos (Papadakis et al., 2009), favoreceram a captura dos copépodes,
facilitando o encontro deste alimento por parte das larvas (Piccinetti et al., 2014a). Olivotto et
al. (2010Db), reportou que dietas combinadas (neste caso o tratamento 50:50) apresentaram
bons resultados de crescimento e sobrevivéncia, tais como neste ensaio, pois as larvas
alimentam-se primeiro dos copépodes preservados, antes dos mesmo atingirem o fundo e
depois alimentam-se do alimento vivo, artémia. Desta forma, as larvas do tratamento 50:50,
foram capazes de tirar partido da composicdo bioquimica dos copépodes, no qual
correspondem as necessidades nutricionais das larvas (Piccineti et al., 2012).

A alimentacdo combinada, co-alimentacdo, neste ensaio representa o tratamento
50:50, no inicio da fase larvar representa uma estratégia alternativa, no qual permite que o
desmame decorra num periodo mais curto (Rosenlund et al., 1997). O desmame é um
processo de substituicdo gradual de alimento vivo para alimento inerte, no qual quanto mais
cedo comecar a administracao de particulas inertes, mais facil e eficiente é o desmame (Ma et
al., 2014).

Para que a co-alimentacdo seja bem sucedida é importante que as larvas se alimentem
de alimento inerte quando o alimento vivo estiver presente, assim aumenta a condicdo
nutricional da larva e, também, aumenta a aceitabilidade de alimentos secos (Rosenlund et al.,
1997; Cafiavate et al., 1999), melhorando a ingestdo de presas, como 0s copépodes

congelados.

Durante o teste challenge, o tratamento 50:50, apresentou a melhor taxa de
crescimento, melhor do que o tratamento Controlo, como ja descrito por outros autores
(Canavate et al., 1999; Kolkovski, 2001; Engrola et al., 2009b). A utilizacdo de dietas
artificiais o mais cedo possivel num cultivo larvar é o desejado, para iSsO € necessario
administracdo antecipada de alimentos inertes (Watanabe et al., 1994; Cafavate et al., 1999),

como o protocolos alimentar 50:50. As larvas do tratamento 50:50 e Controlo encontravam-
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se bem nutricionalmente, pois adaptaram-se a nova dieta sem afetar significativamente o

crescimento e sobrevivéncia, quando comparado com as larvas do tratamento Agressivo.

A metamorfose € um processo que exige muita energia e pode interferir com o
crescimento quando existem dificuldades na alimentacdo (Geffen et al., 2007), sendo um
periodo critico para mudancas na alimentacdo. Para além disso, ocorrem inimeras alteracdes
morfolégicas/fisiologicas durante essa fase, no qual é necessario adaptar o protocolo
alimentar a esta fase critica do cultivo. E iniciada quando atinge comprimentos totais 6timos,
a flexdo do notocordio, o tamanho da cabeca e boca ideais (Fernandez-Diaz et al., 2001) e
quando apresenta niveis de energia elevados (Geffen et al., 2007). Neste estudo a
metamorfose iniciou-se cedo, por volta dos 6 DAE, quando comparado com outro estudo com
a mesma espécie, que iniciaram entre 0s 8 e 0s 12 DAE (Fernandez-Diaz et al., 2001). Em
termos de comprimento, iniciaram a metamorfose quando apresentavam um comprimento por
volta dos 4 mm, como registado noutros estudos (Osse et al., 1997; Ferndndez-Diaz et al.,
2001). No fim do estudo, aos 40 DAE, todas as pds-larvas do tratamento Controlo e 50:50,
apresentavam metamorfose completa. Por outro lado, apenas 80% das pds-larvas do
tratamento Agressivo sofreram a metamorfose completa 0 que se associou a alimentacao.
Como estas pos-larvas ndo se alimentaram tanto, ndo possuem energia suficiente para
crescerem, logo ndo ficaram metamorfoseadas rapidamente (Geffen et al., 2007). Para além
disso, durante a metamorfose, a captura de presas é afetada dificultando a metamorfose e a

vulnerabilidade a predacdo aumenta, aumentando a taxa de mortalidade.

As larvas que apresentaram uma taxa de crescimento superior, tanto do tratamento
Controlo como o 50:50, iniciaram a sua metamorfose mais cedo. Cafavate et al. (2006)
reportaram que durante a metamorfose do linguado (S. Senegalensis) a alimentacdo continua,
mas ndo eficazmente e que a ingestdo de presas e a racdo didria diminuiu no inicio da
metamorfose. Observou-se, que no inicio da metamorfose, a taxa de crescimento das larvas
diminuiu, o peso seco das larvas é relativamente constante e menos variavel nesta primeira
etapa de metamorfose, as larvas utilizaram a energia para sobreviverem nesta fase em vez de
utilizarem para o crescimento. Ja foi descrito por Fernandez-Diaz et al. (2001) para a mesma
espécie (Solea senegalensis) e para outras espécies de peixes planos, como Solea solea
(Amara et al., 1995), Plathichtys stellatus (Policansky, 1982) e Pseudopleuronectes
americanus (Chambers et al., 1987). Ao inciarem a metamorfose mais cedo, as larvas dos

dois tratamentos, Controlo e 50:50, apresentavam uma elevada energia, devido a uma boa
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alimentacdo e ao tipo de presa, principalmente no tratamento 50:50. Os copépodes
apresentam elevadas concentracdes de HUFAs (Olivotto et al., 2010b; Piccinetti et al., 2012)
importantes para o desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso central, que tem um

papel chave na regulacdo da metamorfose (Olivotto et al., 2010a).

Relativamente a sobrevivéncia, foi maior no Controlo e 50:50, quando comparado
com o tratamento Agressivo, larvas com taxas de crescimento baixas apresentam valores de
sobrevivéncia igualmente mais baixos (Geffen et al., 2007). A introducdo de alimentos
inertes, como o0s copépodes congelados, desde a abertura da boca ndo afetaram a
sobrevivéncia. Os valores de sobrevivéncia deste ensaio foram superiores ao reportado por
outros investigadores para a mesma espécie (Cafavate et al., 1999; Fernandez-Diaz et al.,
2006; Piccinetti et al., 2012,2014b). No entanto, outros estudos reportaram total mortalidade
ao fim de 7-9 DAE, para o grupo alimentado com copépodes preservados (equivalente ao
tratamento Agressivo neste ensaio) (Olivotto et al., 2010b; Piccinetti et al., 2012,2014a), o
que contrastou com o resultado obtido neste ensaio, no qual as larvas de tratamento Agressivo
sobreviveram até ao fim do ensaio. A mortalidade das larvas do tratamento Agressivo esta
associado aos restos de alimento que as larvas ndo comiam, pois a taxa de ingestdo de
copépodes € baixa, facilitando a proliferacdo de bactérias e 0 aumento da amdnia
(Slembrouck et al., 2009).

O aumento da mortalidade, no tratamento Agressivo, no teste challenge, a partir dos
40 DAE, deve-se a alteracdo do alimento, passando para uma racdo experimental. As larvas
eram mais pequenas e provavelmente tinham a boca menor, mas também devido a dificuldade
da transi¢do do alimento vivo para uma dieta artificial (Ma et al., 2013; Piccinetti et al., 2014b;
Rasdi et al., 2014).

As concentragdes dos acidos nucleicos tornaram-se um dos indices mais utilizados
como biomarcadores de crescimento em Ecologia (Clemmesen, 1993; Chicharo et al., 2008).
A fase larvar é caraterizada por ocorrerem intensas alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas, no
qual ocorrem alteracdes na atividade metabolica ao nivel celular quer em termos de sintese
proteica (aumento de ARN por larva) quer em termos de proliferacdo celular (aumento ADN
por larva). Por outro lado, as alteracOes das presas e no tamanho das mesmas ao longo do
ensaio, também provocaram oscilagbes no conteddo de ARN e ADN. Alteragbes na

alimentagcdo conduzem a mudancgas significativas no teor de ARN, logo na sintese de
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proteinas, principalmente ribossomica (Dahldoff, 2003), afetando o crescimento (Chicharo et
al., 2008). Neste estudo verificou-se que as diferentes dietas, protocolos alimentares, tiveram

um efeito significativo no indice de condicdo (ARN/ADN).

A relacdo ARN/ADN tendeu a aumentar ao longo do periodo do ensaio, exibindo
menores valores de ARN e de proteinas no inicio da alimentacdo e na auséncia de alimento
(Gwak et al., 2003a). Neste estudo os valores de ARN/ADN foram baixos quando
comparados com outros estudos publicados para larvas da mesma especie (Fonsenca et al.,
2006; Faria et al., 2011), em larvas Solea solea (Chicharo et al., 2008), para larvas de
Thunnus orientalis (Tanaka et al., 2008), larvas de Paralichthys olivaceus (Gwak et al., 2003a
e b), em larvas de Sardina pilchardus (Chicharo et al., 1998), mas semelhantes em larvas de
gobideos (Esteves et al., 2000) e larvas de Sardina pilchardus (Silva et al., 2014). Estas
diferencas nos valores de relacdo do ARN/ADN estdo relacionadas com varios fatores, tais
como espécies diferentes, métodos de quantificacdo de &cidos nucleicos diferentes, diferentes
marcas de padrdo de ADN e ARN e, também, pelo fato de a maioria destes estudos utilizar
apenas um tecido da larva, enquanto neste estudo analisou-se toda a larva, sendo, este Gltimo,

um fator determinante na explicacao destas variacdes (Dahlhoff, 2004; Olivar et al., 2009).

No presente estudo, as larvas de linguado do tratamento 50:50 apresentaram melhores
valores de ARN/ADN e de proteinas totais, logo uma melhor condicéo fisiologica. As larvas
do tratamento 50:50 foram capazes de tirar proveito da composicdo bioquimica dos
copépodes, sendo que os copépodes apresentam as necessidades nutricionais essenciais as
larvas de peixes (Piccinetti et al., 2014a). Isto permite que tenham um maior sucesso na
captura de alimento, nadem mais rapido (Ji et al., 2002) e também aumenta a sobrevivéncia
durante o seu desenvolvimento (Vieira et al., 2014). Isto significa que o alimento utilizado
melhorou a condicao nutricional da larva e sugere que 0 ARN/ADN esta correlacionado com
a disponibilidade e qualidade do alimento (Dahldoff, 2003; Tanaka et al., 2008). Outros
estudos demonstraram que uma boa alimentacdo aumenta o crescimento do tecido muscular
que esta correlacionada com a taxa de sintese proteica (Fonseca et al., 2006; Meyer et al.,
2012; Viera et al., 2014). O que ndo se verificou neste estudo, as larvas do tratamento
Controlo apresentaram a maior taxa de crescimento, as larvas do tratamento 50:50
apresentaram um melhor indice de ARN/ADN. Isto esta associado a maior concentracdo de
ADN do que ARN, logo as larvas estdo a crescer a custa do aumento do numero de células

(hiperplasia) e ndo sé do aumento da dimenséo das células (hipertrofia)(Olivar et al., 2009)
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Por outro lado, Gwak et al. (2002), sugeriram que durante o crescimento das larvas de
Paralichthys olivaceus, no inicio da metamorfose, as larvas realizavam primeiro hipertrofia,
no qual poupavam energia para ser utilizada na fase critica da metamorfose, assentamento,
fase em que ha alteracdo dos héabitos alimentares e uma maior mortalidade e depois
hiperplasia, para concluirem a metamorfose. Por isso, as larvas do tratamento 50:50 néo
cresceram tanto como as do Controlo, mas apresentaram uma melhor condi¢do nutricional.
Tanaka et al. (1996) descreveram que no inicio da fase juvenil, as larvas apresentaram racios
de ARN/ADN inferiores, para pouparem energia para a fase de assentamento. Neste ensaio
verificou-se que durante essa fase, o ra&cio ARN/ADN, para o tratamento Controlo e 50:50,
era praticamente constante e a proteina total aumentou, no qual as larvas pouparam energia
para o periodo de ndo alimentacdo e para sobreviverem. No teste challenge, verificou-se que
as poés-larvas do tratamento 50:50 aumentaram o seu racio de ARN/ADN devido a essa
poupanca de energia, o que favoreceu as pds-larvas para a mudanca de alimento. Contudo, a
condicdo das larvas estimada pela relagdo ARN/ADN ndo é significativamente diferente entre
o0 Controlo e 0 50:50.

As larvas do tratamento Agressivo foram as que apresentaram pior indice de
ARN/ADN e niveis baixos de proteinas totais, isto deve-se ao alimento oferecido. Como dito
anteriormente, estas larvas apresentaram taxas de crescimento menores, taxas de mortalidade
mais altas, logo uma condigéo nutricional mais baixa, isto deve-se ao fato de estas larvas néo
se alimentaram tdo bem como as restantes, apresentando uma escassez de energia em forma
de triglicerideos e fosfolipidos, como descrito por outros autores para larvas de Gadus
morhua (McNamara et al., 1999), Paralichthys olivaceus (Gwak et al., 2003a) e para varias
larvas de peixes marinhos (Buckley, 1984; Dahldoff, 2003).

Ao nivel da variacdo do ADN e ARN, verificaram-se oscila¢fes, ao longo do ensaio
nos trés tratamentos, periodos de proliferacdo celular acompanhados de elevadas taxas de
sintese proteica, alternados por periodos de hiperplasia e baixas taxas de sintese proteica.
Estas oscilacbes ja foram observadas por Gwak et al. (2003a) para larvas de Paralichthys

olivaceus.
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6 — Conclusao

Com este trabalho pode-se concluir que os copépodes congelados s&o um bom substituito
parcial em protocolos alimentares para larvas de peixe marinho, principalmente de linguado,
Solea senegalensis e também parece ser um bom ingrediente para a microdieta. Para além disso,
este produto apresenta vantagens, diminui os custos de producdo da cadeia alimentar, sendo mais

rentavel.

O tamanho das presas durante o desenvolvimento larvar é importante, especialmente nas
primeiras fases larvares, quando a disponibilidade de presas determina a sobrevivéncia e o

crescimento das larvas de peixes.

As larvas alimentadas com uma substituicdo parcial de copépodes congelados,
apresentaram uma condicdo nutricional superior, mas crescimento inferior aos das larvas
alimentadas com presas vivas. Um dos motivos que pode estar na origem destes resultados é o
fato dos copépodes congelados ndo apresentarem movimento, logo as larvas gastam energia na
captura e ndo no crescimento, para a sua sobrevivéncia. Mas também devido a baixa taxa de
ingestdo de copépodes por parte das larvas. No teste challenge a mortalidade foi inferior ao
esperado, principalmente no tratamento Controlo e 50:50, pois as larvas encontravam-se bem
nutricionalmente, logo a inclusdo de 10% de copépodes numa dieta é adequada. Seria
interessante realizar estudos semelhantes, mas testar percentagens maiores de inclusdo de

copépodes congelados em dietas.

A coloracdo dos copépodes ajudou a ingestdo dos mesmos por parte das larvas, no qual
permitiu uma melhor detecdo e estimulacdo na captura do alimento. Para além da coloracéo,
seria interessante utilizar atratantes, como a Betaina e Fish e Shrimp Hidrolised, para verificar o
efeito atrativo dos copépodes para as larvas.

Apesar de se ter verificado que os copépodes congelados sdo um bom alimento, séo
necessarios melhoramentes, principalmente na administracdo adequada face aos requisitos da
espécie e melhorar a manipulacdo dos copépodes, pois durante a lavagem perde-se compostos

nutricionais essenciais.
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