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Resumo

A dourada (Sparus aurata) representa uma espécie chave, sendo uma das mais
cultivadas na Europa e o linguado-do-Senegal (Solea senegalensis) constitui uma
espécie com elevado valor comercial e o interesse pelo seu cultivo tem vindo a aumentar
nos ultimos anos, principalmente no Mediterrdneo. A importancia destas duas espécies e
0 seu interesse comercial torna necesséaria a otimizacdo dos seus ciclos de producao

com especial foco nos cultivos larvares de modo a obter individuos de qualidade.

Em aquacultura uma alimentacdo adequada é muito importante pois esta
diretamente ligada a um crescimento 6timo, a manutencdo de um estado sanitario
adequado o que depois se ira refletir numa boa qualidade final das espécies cultivadas.
Nas fases larvares € crucial que se forneca uma dieta rica em proteina e em acidos
gordos essenciais, preenchendo 0s requisitos nutricionais especificos para cada espécie.
Apbs a eclosdo, as larvas alimentam-se das suas reservas vitelinas durante um curto
periodo de tempo ap6s o qual tem que ser iniciada uma alimentacdo exdgena que se
caracteriza por ser um dos momentos criticos na sobrevivéncia larvar. Para que as larvas
se alimentem é necessario ter em conta o tamanho da abertura das suas bocas e deste
modo oferecer a presa com o tamanho mais adequado. O alimento vivo standard é
composto por microalgas, rotiferos e artémia o que torna necessaria a sua producao

como cultivos auxiliares.

A parte dos rotiferos e da artémia tém sido feitos esforcos para tentar introduzir os
cultivos de copépodes na alimentacao larvar. Estes micro-crustaceos caracterizam-se por
terem uma gama de tamanhos muito variada e apresentam o tipico movimento que
estimula a atividade predatéria das larvas. Os copépodes apresentam um perfil
nutricional mais adequado na medida em que possuem um elevado conteddo de acidos
gordos essenciais como o0 acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e o acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) que sao cruciais para a sobrevivéncia,
desenvolvimento e resisténcia ao stress. Outra vantagem dos copépodes € o fato do seu
tempo de retencdo no aparelho digestivo das larvas ser maior que o da artémia,
garantindo uma melhor digestdo e, consequentemente, uma melhor absorcdo dos
nutrientes. Contudo, ainda existem algumas barreiras no cultivo destes micro-crustaceos
em larga escala, 0 que ainda ndo permitiu que estes sejam uma alternativa fiavel para

substituir os rotiferos ou a artémia.

Sendo que o cultivo larvar esta fortemente dependente de uma fonte de alimento

vivo, existem algumas desvantagens associadas a sua producdo como o elevado custo

\Y



da manutencdo destes cultivos auxiliares e a probabilidade de ocorréncia de um crash
dos mesmos devido a infe¢cbes bacterianas ou virais que interrompem o fornecimento de
alimento e aumentam o risco de doenca nos organismos cultivados. Assim, para tentar
colmatar estes constrangimentos tém sido feitos esfor¢cos para criar outras alternativas
como o desenvolvimento de dietas artificiais. Contudo, ainda existem alguns
constrangimentos na sua utilizagdo como a estabilidade destas micro-dietas na coluna de
agua, a digestibilidade destas particulas pelas larvas uma vez que o sistema digestivo
ainda nao esta totalmente desenvolvido, ndo existindo, por vezes, atividade enzimatica
suficiente para uma digestéo eficaz. Na tentativa de ultrapassar estas dificuldades tém-se
desenvolvido dietas inertes que se aproximem o mais possivel ao alimento natural das

larvas, nomeadamente os copépodes preservados.

Um dos fatores que contribui para a saude e, consequentemente, para a
qualidade do animal é a flora intestinal que consiste em centenas de diferentes estirpes
bacterianas que promovem a digestéo e a absor¢éo de nutrientes, potenciando também a
resisténcia a doencas infeciosas na medida em que competem com as especies
patogénicas por nutrientes e locais de adeséo. Desta forma, a microflora tem um efeito
positivo no crescimento, melhorando também o bem-estar animal. A comunidade
microbiana é maioritariamente composta por bactérias Gram-negativas anaerdbias
facultativas, sendo que os géneros mais comuns sdo Vibrio e Aeromonas. O trato
digestivo dos peixes é colonizado na fase larvar através da ingestdo de agua e de
alimento vivo, estabelecendo-se uma microflora primaria que se caracteriza por ser
temporaria pois desenvolver-se-a para uma microflora permanente no estado juvenil ou
apoés a metamorfose. Nesta fase, atinge-se um equilibrio entre as espécies bacterianas
residentes no trato digestivo, o que é crucial para a resisténcia natural contra infe¢cdes por

parte dos peixes.

Nos ensaios de alimentagdo com copépodes em larvas de dourada (Sparus
aurata) e de linguado (Solea senegalensis) avaliou-se 0 impacto no crescimento,
sobrevivéncia e na microflora intestinal de trés tratamentos: A (50% alimento vivo e 50%
copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes preservados a uma
percentagem de 20 até 100%) e controlo (apenas alimento vivo), sendo que nas larvas de
linguado o tratamento A foi de 50% alimento vivo e 50% copépodes preservados até 20
dias apos a ecloséo (DAE) e de 100% de copépodes preservados até ao final do ensaio
(27 DAE).
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No ensaio de alimentag&o em juvenis de linguado (Solea senegalensis) avaliaram-
se 0 crescimento, sobrevivéncia e microflora do trato intestinal consoante duas dietas

diferentes: racdo com 10% de copépodes e uma racao controlo.

No ensaio em larvas de dourada obtiveram-se resultados significativamente
melhores no crescimento com os tratamentos A (50% alimento vivo e 50% copépodes
preservados) e controlo (apenas alimento vivo) em que o peso seco foi de 3586,9 + 445,8
e 3596,8 + 534,0 g larva™, respetivamente e o comprimento total foi de 15,2 + 1,3 mm
para o grupo A e 15,1 + 1,2 mm para o grupo controlo.

No ensaio em larvas de linguado obteve-se um crescimento significativamente
melhor no grupo controlo com 9,6 + 0,7 mm de comprimento total € um peso seco de
1225,7 + 420,7 ug larva™.

Quanto a sobrevivéncia em ambos os ensaios ndo houve diferenca entre os
diferentes tratamentos, sendo que o valor médio para larvas de Sparus aurata a 40 DAE
foi de 3,1 £ 3,1 % e para larvas de Solea senegalensis a 27 DAE foi de 70,2 + 10,1 %.

Aos 40 DAE a microflora do trato digestivo das larvas de dourada apresentou uma
carga bacteriana significativamente maior no tratamento B com 13,2 + 8,0 x10? para

bactérias em gerale 12,4+ 4,4 x10% UFC larva® para Vibrionaceae.

Nas larvas de linguado com 11 DAE (antes da metamorfose) o tratamento A exibiu
uma carga bacteriana significativamente mais elevada com 9,9 + 1,9 x10° UFC larva™ e o
grupo controlo apresentou um valor maior para Vibrionaceae com 10,4 + 4,4 x10° UFC
larva®. A 27 DAE (depois da metamorfose) foi o grupo controlo que manifestou uma
carga bacteriana significativamente maior com 6,7 + 0,6 x10? e 5,1 + 1,3 x10% UFC larva™
para bactérias em geral e Vibrionaceae, respetivamente. Em ambos 0s ensaios a
microflora do trato digestivo era composta maioritariamente pelos géneros Vibrio e

Aeromonas.

No ensaio de alimentacdo em juvenis de S. senegalensis o tratamento controlo
apresentou um crescimento significativamente maior com 370,0 + 68,7 mg de peso seco,
960,0 + 597,0 mg de peso humido e 42,9 + 9,8 mm de comprimento total. A sobrevivéncia
ndo exibiu diferenca significativa pelo que o valor apds 60 dias de ensaio foi de 63,4 +
17,7%.

A carga bacteriana encontrada no intestino dos juvenis foi significativamente maior

no tratamento com copépodes com o valor de 38,5 + 10,0 UFC cm™. A flora microbiana é

Vil



composta maioritariamente por Vibrio e Aeromonas, sendo que 0S Qgéneros
Photobacterium, Brevibacillus e Phenon 5 também foram isolados dos dois tratamentos e
apenas o género Micrococcus foi isolado do tratamento com copépodes.

A utilizacdo dos copépodes preservados em larvas de dourada tem um efeito
positivo no crescimento desde que a substituicdo de alimento vivo seja moderada (até
50%), adotando, assim, uma estratégia de co-alimentacdo em que se aliou o perfil
nutricional mais adequado dos copépodes a disponibilidade do alimento vivo. Nas larvas
de linguado o crescimento foi afetado negativamente pelo uso dos copépodes
preservados uma vez que as larvas demonstraram uma diminuta aceitabilidade do
produto. Deste modo, as larvas alimentadas apenas com presas vivas apresentaram
melhores resultados de crescimento. A sobrevivéncia das larvas de S. aurata e S.
senegalensis ndo foi condicionada pelo uso de diferentes dietas. As larvas alimentadas
com copépodes apresentaram uma carga bacteriana do trato digestivo mais elevada, o
que pode estar relacionado com o préprio produto em si e com fato destes micro-
crustaceos estarem conservados numa embalagem que ainda se utilizava alguns dias

depois de aberta, podendo levar a uma maior contaminagéo bacteriologica.

Os juvenis de linguado, S. senegalensis, exibiram pior crescimento com a ragao
que continha copépodes, o0 que também pode ter sido devido a uma aceitabilidade menor
desta racdo comparando com a ragdo controlo. A microflora dos juvenis também
apresentou um valor mais elevado no tratamento com copépodes, 0 que pode ter que ver
com a adicdo destes micro-crustaceos a racao, elevando assim a sua carga bacteriana

relativamente a racédo controlo.

7

A microbiota intestinal € altamente influenciada pela comunidade bacteriana
presente no alimento, e por isso, as propriedades da microflora do alimento devem ser
ajustadas, dentro do possivel, de modo a evitar efeitos negativos como a transmissao de
uma carga bacteriana excessiva. Assim, sdo necessarios mais estudos de modo a
aprofundar o conhecimento sobre assuntos como a identificacdo bacteriana, as
adaptacfes ecoldgicas por parte destes microrganismos, e ainda, sobre os beneficios e
potencial patogénico da microbiota do trato-intestinal que vive fortemente associada a

peixes saudaveis.
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A utilizacdo dos copépodes preservados como alimento inerte pode ndo ser
adequada a todas as espécies, sendo necessario um melhoramento do produto de modo
a elevar a sua aceitabilidade por parte das larvas e dos juvenis nas diferentes espécies
de peixes marinhos produzidas.

Palavras-chave: Sparus aurata, Solea senegalensis, microbiota intestinal,

crescimento, sobrevivéncia.






Abstract

The gilthead seabream (Sparus aurata) is considered a key species, once that it
represents one of the most cultivated species in Europe. The Senegalese sole (Solea
senegalensis) is a species with high commercial value and growth rate with an increasing
interest in its culture in recent years, especially in the Mediterranean Sea. The importance
of these two species and their commercial interest requires an optimization of their
production cycles with particular focus on larval cultures in order to obtain quality

individuals.

In aguaculture a proper nutrition is very important because it is directly linked to
optimal growth and maintenance of an adequate health state which will reflect a good final
guality of the cultured species. In the larval stages it is crucial to provide a diet rich in
protein and essential fatty acids, filling the nutritional requirements that are specific to
each species. After hatching, the larvae feed on their yolk sac supplies for a short period
of time after which an exogenous feeding must be started. This period is characterized as
one of the critical moments in larval survival. To feed the larvae it is necessary to have in
mind the mouth size in order to offer the most suitable prey. Standard live food consists in
microalgae, rotifers and brine shrimp Artemia which require its production as auxiliary

cultures.

Apart from rotifers and Artemia, efforts have been made to introduce copepods in
larval feeding. These micro-crustaceans are characterized by a wide range of sizes and
by the typical movement that stimulates the predatory activity of larvae. Copepods have a
more adequate nutritional profile since they present a high content of essential fatty acids
such as eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-
3) which are crucial for survival, growth and stress resistance. Another advantage of the
copepods is the fact that its retention time in the gut of the larvae is larger than the brine
shrimp, ensuring better digestion and, consequently, a better nutrient absorption.
However, there are still some barriers in the large scale culture of these micro-
crustaceans, which has not allowed them to be a reliable alternative to replace rotifers or

brine shrimp Artemia.

Since larval rearing is strongly dependent on a live food source, there are some
disadvantages associated with its production such as the high cost of the maintenance of
these auxiliary cultures and the inherent crash probability due to bacterial or viral
infections that disrupt the food supply and increase the risk of disease in cultured

organisms. In order to overcome these constraints, efforts have been made to create
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alternative food sources such as the development of artificial diets. However, there are
still some barriers on its use like the stability of these micro-diets in the water column and
the digestibility of these particles by larvae once the digestive system is not fully
developed, sometimes, the enzymatic activity is not enough for an effective digestion. In
order to overcome these difficulties, inert diets have been developed to be as close as
possible to the natural food of larvae, in particularly, a diet based on preserved copepods.

One of the many factors that contributes to the health and therefore to the animal
quality is the intestinal flora which consists of hundreds of different bacterial strains that
promote digestion and nutrient absorption but also enhance resistance to infectious
diseases once the indigenous microflora compete with the pathogenic species for
nutrients and adhesion sites. Thus, the digestive microflora has a positive effect on
growth, improving the well-fare of animals. The microbial community is mostly comprised
of Gram negative facultative anaerobic and the most common genera are Vibrio and
Aeromonas. The digestive tract of fish is colonized at the larval stage through ingestion of
water and live food, setting up one primary microflora that is characterized as temporary
as it will develop into a permanent microflora as juveniles or after metamorphosis. At this
stage, it is reached a balance between resident bacterial species in the digestive tract,

which is critical for the natural resistance against infections.

In the trials of gilthead sea bream (Sparus aurata) and sole (Solea senegalensis)
larvae fed with preserved copepods it was evaluated the impact on growth, survival and
intestinal microflora of three treatments: A (50% live food and 50% preserved copepods),
B (live food was replaced by preserved copepods at a percentage of 20 to 100%) and
control (only live food). In the sole larvae trial the A treatment was 50% live food and 50%
preserved copepods up to 20 days after hatching (DAH) and 100% of preserved
copepods until the end of the experiment (27 DAH).

In the feeding trial of juvenile sole (Solea senegalensis) it were evaluated growth,
survival and microflora of the intestinal tract depending on two different diets: diet with 10

% of copepods and control diet.

In the trials of gilthead sea bream larvae, the treatments A (50 % and 50 % live
food preserved copepods) and control (only live food) showed significantly better results in
growth with a dry weight of 3586,9 + 445,8 and 3596,8 + 534,0 mg larvae™, respectively,
and the total length was 15,2 + 1,3 mm for group A group and 15,1 + 1,2 mm for the

control group.
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In the trial of sole larvae, the control group presented a significantly better growth
with 9,6 + 0,7 mm in total length and a dry weight of 1225,7 + 420,7 mg larvae™.

The survival in both trials did not show significantly differences between the
treatments. For Sparus aurata larvae of 40 DAH the average value was 3,1 + 3,1 % and

for Solea senegalensis larvae of 27 DAH was 70 2 £ 10.1 %.

At 40 DAH, the microflora of the digestive tract of gilthead sea bream larvae
showed a significantly higher bacterial load in treatment B with 13,2 + 8,0 x10? for general

bacteria and 12,4 + 4,4 x10? CFU larvae™ for Vibrionaceae.

In 11 DAH sole larvae (before metamorphosis), the A treatment exhibited a
significantly higher bacterial load with 9,9 + 1,9 x10?> CFU larvae™ and the control group
showed a higher value for Vibrionaceae with 10,4 + 4,4 x10% CFU larvae™. At 27 DAH
(after metamorphosis) the control group showed a significantly higher bacterial load with
6,7 + 0,6 and 5,1 + 1,3 x10> CFU larvae® for Vibrionaceae and general bacteria,
respectively. In both trials the microflora of the digestive tract was mainly composed by

Vibrio and Aeromonas genera.

In the feeding trial with S. senegalensis juveniles, the control treatment grew
significantly larger with 370,0 £ 68,7 mg of dry weight , 960,0 + 597,0 mg of wet weight
and 42,9 + 9,8 mm in total length. The survival showed no significant difference between

treatments and the average value, after 60 days of experiment, was 63,4 £ 17,7 %.

The bacterial load found in the juvenile’s intestines were significantly higher in
copepods treatment with the value of 38,5 + 10,0 CFU cm™. The microbial flora mainly
consists of Vibrio and Aeromonas, and the genera Photobacterium, Brevibacillu and,
Phenon 5 were also isolated from two treatments and only the Micrococcus genera was

isolated from copepods treatment.

The use of preserved copepods on gilthead sea bream larvae had a positive effect
on growth only if the replacement of live food is moderate (50%), adopting thus a strategy
of co-feeding which combines the appropriate nutritional profile of copepods to the
availability of live food. In sole larvae, growth was negatively affected by the use of
preserved copepods once the larvae showed little acceptance for the product. Therefore,
only sole larvae fed with live prey showed better growth. Larval survival of S. aurata and
S. senegalensis was not constrained by the use of different diets. The larvae fed on

copepods had a higher bacterial load of the digestive tract, which may be related to the
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product itself and the fact that these micro-crustaceans are kept in a package that is still
used a few days after opening could lead to greater bacterial contamination.

Juvenile sole, S. senegalensis, fed with the diet containing copepods showed the
worst growth, which also may have been due to a low acceptability of this feed compared
with the control diet. Microflora of the digestive tract of juvenile sole also showed a higher
value in the treatment with copepods, which may have to do with the addition of these
micro-crustaceans to the feed, thereby increasing its bacterial load.

The intestinal microbiota is highly influenced by the bacterial community present in
food, and therefore, the properties of the microflora from food should be adjusted, as
possible, to avoid negative effects such as the transmission of an excessive bacterial
load. Thus, further studies are needed in order to extend the knowledge on subjects such
as bacterial identification, ecological adaptations by these microorganisms, and also about
the benefits and pathogen potential of intestinal microbiota that lives strongly associated
with healthy fish.

The use of preserved copepods as an inert diet may not be suitable for all species,
requiring an improvement of the product in order to increase its acceptability by the

produced marine species larvae and juveniles.

Keywords: Sparus aurata, Solea senegalensis, intestinal microbiota, growth,
survival.

Xiv



Indice de matérias

| IR 131 (oo [V od & [ YRR 1
1.1, AQUACUITUra NO MUNUO......cciiiiiiiiiiiiii ettt 1
1.2, Dourada, SParus QUIALA.........ccceeeerieeiiiiiieeeeeeeeeeriiaaa e e e eeeeeeara e e e aeeeesreaaaaaaees 1

1.2.1. Caracteristicas MorfolOgiCas.........cceviiiieiiiiiiiiiii e 1
1.2.2.  DiStribUiGAO gEOGIAfICA ......eveiieeiiiiiiiiiiie e 2
1.2.3. BiOl0gia 08 ESPECIE......uiiiieeeiieeece e 2
1.2.4.  REPIOUUGAD ......uuuuiuiiiiiiiiiiiietesiae bbb eeesesnnnnnee 3
1.2.5. Ciclo de producCao de doUrada............cceeveeeriiiiiiiieeeeeeeeieee e 3
1.3. Linguado, Solea SENEQAlENSIS .........cccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 6
1.3.1. Caracteristicas MorfOlOgiCas.........cceiiiiiiiiiiiiiiiiii e 6
1.3.2.  DiStribUiG0 gEOGIAfICA ......eveiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
1.3.3.  BiOl0Qia 0a ESPECIE......uuii i i 7
IREC TR S = (= o] {0 Yo [1 o T 1 7
1.3.5. Ciclo de produg&o de INQUATO ............uuuuuummmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiineeeeeeeeeeaeeeee 8
O S A 110 1= o] = Lo T PP 9
1.4.1.  AlIMENAGEAD IAIVAN ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie bbb aeeeeeennee 10
1.4.2. Alimentac8o de peiXesS adUIOS ............uuuuuuummmuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienneerrnenr. 12
1.5. Microbiota do trato digestivo dOS PEIXES .........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 12
T @ o T1=3 1Y/ o TSR 13

2. Material @ METOAOS .......ccuceirvriririirireenentesese et eseesresseesaeseessesseesees 15

2.1. Ensaios larvares de dourada e linguado: alimentacdo com copépodes............. 15
2.1.1. Peixes e condigOes de CUItIVO..........ccevviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 15
2.1.2.  Design experimental...........ccccoiiiiiiiiiiiii 16
2.1.3.  Cultura de mMIiCroalgas........ccceeiiieeiiiiiiiiii e e 18
2.1.4. Enriguecimento de rotiferos e de metanauplios de artémia .............ccc........ 19
2.1.5.  CoOpépodes PreSErVaAdOS. ... .cciii e i et 19
2.1.6.  Analise miCrobiolOQICa ..........c..uuuiiiiiieei e 19
2.1.7.  ANAIISE MOIMOMELNCA ......ceiiiiiiiiieiee et 21

2.2. Ensaio de alimentacdo com copépodes em juvenis de linguado........................ 21
2.2.1. Peixes e condigOes de CUtIVO..........ccooeviiiiiiiiiiiii 21
2.2.2.  Design exXperiMental...........ooi i 22
2.2.3.  Analise MiCrobiolOQICa ..........c.uuviiiiiieiiiiiee e 22
2.2.4.  ANAIISE MOMOMELNCA ......ceiiiiiiiiiiee e 23

2.3, ANAlISE ESTAtISHICA. .....ii i 23



R T {33 V11 (o Lo Lo Y-S 25

3.1. Ensaios larvares de alimentacdo com copépodes em dourada e linguado ........ 25
3.1.1.  Crescimento e sobrevivencia larvar ............cccccccciiiiiiiiiii 25
3.1.2. Crescimento e identificacdo bacteriana .............ccccoeeeeeiiiiiiiiii e, 30

3.2. Ensaios alimentares com copépodes em juvenis de linguado .................ccuuueee. 38
3.2.1. Crescimento e sobrevivéncia dos JUVENIS ...........ceeeieeeiiiiiiiiiiiee e 38
3.2.2.  Crescimento e identificagdo bacteriana .............cccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 40

Z: N 011 o4 1131 [« TSNP 45
L OCe] 3 Ted (111 To NPT 53
6. Referéncias BibliOGrafiCas ..........cceeeveeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeessens 55

XVi



indice de figuras

Fig. 1.1 - Distribuicdo geografica da dourada, Sparus aurata. ............cccccveeeeeeeeeeeevninnnnnn. 2
Fig. 1.2 - Principais paises produtores de dourada, Sparus aurata..................ceeevevvvvvnnnnn. 3
Fig. 1.3 - Ciclo de producédo de Sparus aurata em regime extensivo. .......cccceeeeeeevevevvnnnnnn. 5
Fig. 1.4 - Ciclo de producédo de Sparus aurata em regime intensivo. ........ccceeveeeeeeeveinnnnnnn. 6
Fig. 1.5 - Distribuicdo geografica do linguado, Solea senegalensis. .........ccccoeeeevvvvviiinnnnnn. 7

Fig. 2.1 - Amostragens microbioldgicas do ensaio das larvas de Solea senegalensis. ....20
Fig. 3.1 - Crescimento em comprimento total (CT) de larvas de Sparus aurata para 0s
tratamentos A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo
substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo).

Fig. 3.2 - Crescimento em peso seco (PS) de larvas de Sparus aurata e plano alimentar
para os tratamentos A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento
Vivo substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento
1717/ ) TSRS 26
Fig. 3.3 - Sobrevivéncia larvar de Sparus aurata para os trés tratamentos: A (50%
alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes
preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento ViVO).............cveeeeeeeeeeceeeniinnnnn. 27
Fig. 3.4 - Crescimento comprimento total (CT) em larvas de Solea senegalensis para os
tratamentos A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo

substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo).

Fig. 3.5 - Crescimento em peso seco (PS) de larvas de Solea senegalensis e plano
alimentar para os tratamentos A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B
(alimento vivo substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100%
AlIMENTO VIVO)...oiiiiiiiiii 29
Fig. 3.6 - Sobrevivéncia larvar de Solea senegalensis para os trés tratamentos: A (50%
alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes
preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento ViVO)..........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 30
Fig. 3.7 - Nimero de UFC larva™ que cresceram em meio TSA no inicio do ensaio (antes
da introducéo de copépodes) e no final do ensaio nos trés tratamentos, A (50% alimento
vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes

preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo) em larvas de Sparus

XVii



aurata. Diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) para letras diferentes, a e b.

Fig. 3.8 - Numero de Vibrionaceae (UFC larva™) que cresceram em meio TBCS no inicio
do ensaio e no final do ensaio nos trés tratamentos, A (50% alimento vivo e 50%
copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes preservados de 20
até 100%) e controlo (100% alimento vivo) em larvas de Sparus aurata. Diferencas
estatisticamente significativas (P < 0,05) para letras diferentes, aeb. .......ccccevvvveennenn. 31
Fig. 3.9 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no inicio do ensaio em
[ArVaS A€ SPArUS AUIALAL .....uuvueiieeeeieeeiiiee e e e e e ettt e s e e e e e e e e e ettt a e e e e e e e e eastaa e e eaeeeeeereannnaes 32
Fig. 3.10 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no final do ensaio para os
trés tratamentos, A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo
substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo),
€M 1arvas de SPArUS AUIALA. .........cuuuuiiii e e e e e e e e e e e e e e e eerra e aeaeas 32
Fig. 3.11 - Namero de UFC larva™ x10* que cresceram em meio TSA no inicio do ensaio
(5 DAE), antes da metamorfose (11 DAE) e depois da metamorfose e final do ensaio (26
DAE) nos trés tratamentos, A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B
(alimento vivo substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100%
alimento vivo) em larvas de Solea senegalensis. Diferencas estatisticamente significativas
(P < 0,05) para letras diferentes, @, D € C.....ooovviiiiiiiii 34
Fig. 3.12 - Nimero de Vibrionaceae (UFC larva™) que cresceram em meio TBCS no inicio
do ensaio (5 DAE), antes da metamorfose (11 DAE) e depois da metamorfose e final do
ensaio (26DAE) nos trés tratamentos, A (50% alimento vivo e 50% copépodes
preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e
controlo (100% alimento vivo) em larvas de Solea senegalensis. Diferencas
estatisticamente significativas (P < 0,05)para letras diferentes, a, be C.....ccovvvvvvvvnennnnn. 35
Fig. 3.13 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no inicio do ensaio em
larvas de Solea SENEQAIENSIS. ........ooouiiiiiii e 35
Fig. 3.14 - Percentagem de géneros de bactérias identificados antes da metamorfose (11
DAE) das larvas de Solea senegalensis. ..........ooouuuuiiiiiiiiiiiii e 36
Fig. 3.15 - Percentagem de géneros de bactérias identificados depois da metamorfose
(27 DAE) das larvas de Solea Senegalensis. ..........ocooiiiiiiiiiiiiee e 37
Fig. 3.16 - Crescimento em comprimento (CT) de juvenis de Solea senegalensis para 0s
tratamentos de COPEPOAES € CONLIOIO. ......uuuuuuuuieieiiiiiiiiiiiiiiieiiiiaeeeeeeeeneeneeneeeeeenenennnnennnnnne 38
Fig. 3.17 - Crescimento em peso humido de juvenis de Solea senegalensis para os

tratamentos de COPEPOAES € CONLIOIO. ..........uuviiiiiieeeieiciie e 39

XViil



Fig. 3.18 - Sobrevivéncia de juvenis de Solea senegalensis para os tratamentos
(oo o1<T o olo [ N ofo] 1 {0 (o F TP PPPTTTPO 40
Fig. 3.19 - Namero de UFC cm™ que cresceram em meio TSA provenientes do intestino
de Solea senegalensis para os tratamentos copépodes e controlo. Diferencas
estatisticamente significativas (P < 0,05) para letras diferentes,aeb. .......ccccvvvvveennenn. 40
Fig. 3.20 - Namero de Vibrionaceae (UFC cm™ x10%) que cresceram em meio TCBS,
provenientes do intestino de Solea senegalensis para os tratamentos copépodes e
CONMIOO. . 41
Fig. 3.21 - Valores de pH no intestino nos tratamentos copépodes e controlo em Solea
ST LT F= 1 1= g T PSSR 41
Fig. 3.22 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no inicio do ensaio em
juvenis de Solea SENEJAIENSIS. ........uuuiiiii e 42
Fig. 3.23 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no final do ensaio para o
tratamento com copépodes em juvenis de Solea senegalensis. ...........cccccvveeieieeeeecennns 42
Fig. 3.24 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no final do ensaio para o

controlo em juvenis de Solea SENEQAIENSIS. .......ciiiiiiiiiiiiiieee e 43

XiX



XX



indice de tabelas

Tabela 2.1 - Plano de alimentacdo das larvas de Sparus aurata para os tratamentos A
(50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por
copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo). A quantidade
de alimento esta4 expressa em individuos ml*. Rot — Rotiferos, N Art — Nauplios de
artémia (AF, VNBS, Vinh Chau, Vietnam), Met Art — Metanauplios de artémia (EG,
Aquafeed Premium, Great Salt Lake, USA), Cop — COPEPOES. .....cvvvieeviiveiiiiiiiiieeeeeeeinns 17
Tabela 2.1l - Plano de alimentacéo das larvas de Solea senegalensis para os tratamentos
A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por
copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo). A quantidade
de alimento esta expressa em individuos ml™. Rot — Rotiferos, Met Art — Metan&uplios de
artémia, Cop — Copépodes, Art Cg — Artémia congelada. ............cccccevvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiee, 18
Tabela 3.1 — Percentagem de Vibrionaceae sobre o n° total de bactérias isolado a 7 e 40
DAE para os trés tratamentos (A, B e controlo) em larvas de Sparus aurata. .................. 33
Tabela 3.1l — Percentagem de Vibrionaceae sobre o n° total de bactérias isolado a 5, 11 e
26 DAE para os trés tratamentos (A, B e controlo) em larvas de Solea senegalensis......37
Tabela 3.1l — Peso seco inicial e final do ensaio para os tratamentos com copépodes e
(o0 ] 11 o ][ TSSO 39
Tabela 3.IV - Percentagem de Vibrionaceae no inicio e no final do ensaio para os

tratamentos com copépodes e controlo em juvenis de Solea senegalensis. .................... 43

XXi



XXIi



Lista de abreviaturas
DAE - Dias ap0s eclosao
CT — Comprimento total

PS — Peso seco

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations

XXiil



XXV



1.Introducéao

1.1 Aquacultura no mundo

A aquacultura global expandiu muito nas ultimas décadas, tornando-se uma
industria economicamente importante (Subasinghe et al.,, 2009). Este € um setor
alimentar que apresenta uma producéo bastante rapida, tendo o potencial de conseguir
suprimir as grandes necessidades mundiais de pescado (FAO, 2006). A aquacultura esta
a expandir-se também em novas direc¢ées, diversificando e intensificando as producdes ja
existentes com o0 objetivo de maximizar a eficiéncia de producdo e otimizar a sua

rentabilidade (Denev et al., 2009).

Segundo dados estatisticos da FAO, em 2011 o pais que liderou a produgédo em
aquacultura foi a China com 38,6 milhdes de toneladas, seguida da india, Vietnam e
Indonésia. Em suma o continente asiatico detém as maiores produgdes de pescado em
aguacultura, sendo a Noruega o maior produtor da Europa com 1,14 milhdes de
toneladas, o Egipto detém a maior producéo de Africa com 9,87 mil toneladas e por fim, o

Chile é o maior produtor da América com 9,55 mil toneladas (FAO, 2013).

De acordo com dados da FAO de 2008, as espécies mais cultivadas sao de agua
doce, sendo que as varias espécies de carpa (familia Cyprinidae) sdo as mais produzidas
seguidas de ostras (Crassostrea spp.), tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), do
camarado-branco-do-Pacifico (Litopenaeus vannamei) e do salmdo do Atlantico (Salmo

salar), espécie lider na producgéo intensiva de peixes marinhos (Bostock et al., 2010).

Na Europa a producédo de pescado tem-se centrado em espécies como a dourada
(Sparus aurata) e o robalo (Dicentrarchus labrax). O cultivo do linguado (Solea
senegalensis) tem vindo a insurgir-se pois esta é uma espécie bem adaptada a aguas
temperadas e com elevado valor comercial. A sua producdo situa-se no sudoeste do

Mediterraneo, em Espanha e Portugal (Dinis et al., 1999)

1.2. Dourada, Sparus aurata

1.2.1. Caracteristicas morfoldgicas

A dourada apresenta um corpo com forma oval e comprimido lateralmente com

uma coloracédo cinzenta e prateada. O perfil da cabeca é convexo com pequenos olhos,



apresentando uma faixa dourada entre os olhos. O comprimento médio € de 35 cm,
podendo atingir até 70 cm (Moretti et al., 1999).

1.2.2. Distribuicédo geogréfica

S. aurata distribui-se geograficamente pelo Mar Mediterraneo, e ao ao longo da
costa este do Atlantico desde a Gra-Bretanha até ao Senegal, também existe registo da

sua presenca no Mar Negro, embora com menos frequéncia (Moretti et al., 1999).

2000 km
1000 nmi

Fig. 1.1 - Distribuig8o geogréfica da dourada, Sparus aurata.

1.2.3. Biologia da espécie

O seu habitat é constituido por prados marinhos e também por fundos rochosos ou
arenosos. Os individuos juvenis permanecem na coluna de agua até a uma profundidade
de 30m enquanto os adultos podem ser encontrados até 150m de profundidade (Moretti
et al., 1999).

Devido aos seus habitos eurihalinos e euritermais, esta espécie pode ser encontrada
em ambientes marinhos e de agua salobra como lagoas costeiras e zonas estuarinas,

particularmente nas primeiras fases do ciclo de vida (Moretti et al., 1999).

A dourada é um peixe solitario mas também pode viver em pequenos cardumes,
alimentando-se maioritariamente de moluscos, crustaceos e pequenos peixes, podendo

ser herbivoro facultativo (Moretti et al., 1999).



1.2.4. Reproducéo

7

S. aurata é uma espécie hermafrodita protandrica, ou seja, a maioria dos
individuos nascem machos, atingindo a maturidade sexual a partir do primeiro ou
segundo ano de vida (20-30 cm) e quando atingem um comprimento superior a 30 cm
tornam-se fémeas que sédo sexualmente maturas aos 2-3 anos (Moretti et al., 1999).

A época reprodutiva da dourada ocorre em mar aberto entre Outubro e Dezembro,
podendo estender-se até Fevereiro. As posturas desta espécie sdo sequenciais pois a
maturacdo das gonadas é progressiva e uma fémea pode emitir entre 500,000 a 3
milhdes de ovos. Os ovos tém cerca de 1mm e contém uma gota lipidica, flutuando na
coluna de agua. A ecloséo ocorre durante o Inverno e no inicio da Primavera as larvas
migram para zonas costeiras mais protegidas onde a agua é temperada e existe alimento
em abundancia. No final do Outono regressam ao mar aberto onde os individuos adultos

se voltam a reproduzir (Moretti et al., 1999).

1.2.5. Ciclo de producéao de dourada

A dourada € uma das espécies mais cultivadas na Europa, pois apresenta uma
elevada adaptabilidade a condicdes de cultivo intensivas. E cultivada sobretudo nos
paises circundantes do Mediterraneo.

Fig. 1.2 - Principais paises produtores de dourada, Sparus aurata.

Reprodutores
Os reprodutores podem ser de origem selvagem ou adquiridos de uma

aquacultura. No inicio da época reprodutiva os individuos selecionados séo transferidos



para os tanques de reproducao para que ocorra a postura. Nesta espécie o controlo do
racio sexual é muito importante uma vez que a reversdo sexual € determinada
socialmente e € necessério preveni-la nos individuos reprodutores. Assim, a presenca de
fémeas mais velhas (5 anos) reduz a reversdo sexual em machos jovens (1 ano),

contribuindo para que o racio sexual seja mantido (FAO, 2005).

A postura pode ser natural ou induzida com tratamentos hormonais ou
manipulacdo de parametros ambientais como o aumento da temperatura ou do
fotoperiodo de modo a reproduzir as condi¢cdes que ocorrem no meio natural. Os ovos

séo entéo recolhidos e colocados num tanque de incubagéo (FAO, 2005).

Cultivo larvar

As instalacfes de cultivo larvar sdo designadas por maternidades ou hatcheries e
existem dois sistemas principais — o de pequena e o de larga escala. O sistema de
pequena escala (<10m®) tem por objetivo a producdo de um elevado nimero de juvenis
(150-250 L™, sendo que os parametros ambientais s&o fortemente controlados. Por outro
lado, o sistema de larga escala (~200 m®) aproxima-se de um ecossistema natural,
garantindo larvas com melhor qualidade mas produzindo um menor nimero de juvenis
(10 L' (FAO, 2005).

As larvas de dourada consomem o saco vitelino apés 3-4 dias da eclosdo. Nesta
altura os olhos ja séo pigmentados e a boca ja esta aberta de modo a que seja possivel a
captura das presas vivas, iniciando-se assim a alimentacdo exégena. O desmame do

alimento vivo é feito entre 40 a 60 DAE (dias ap0s eclosao). (FAO, 2005).

O final do periodo larvar ocorre 70 a 80 DAE, sendo os juvenis transferidos para
tanques de pré-engorda (10-25 m3) onde se encontram a densidades que variam entre 3
a 20 kg m-3 (FAO, 2005).

Engorda
A dourada pode ser produzida através de trés sistemas diferentes: extensivo,

semi-intensivo e intensivo, sendo que sdo a densidade de individuos e a fonte de
alimento que diferencia estes sistemas. O cultivo extensivo € feito em tanques de terra
gue sdo povoados com juvenis capturados do meio natural ou através da entrada passiva
destes para dentro dos tanques. Existe pouco ou nenhum controlo dos parametros

ambientais e a engorda é feita recorrendo ao alimento presente no meio natural. Neste



regime a densidade de cultivo ndo costuma exceder 0,0025 kg m-3 e levam cerca de 20
meses até atingirem o tamanho comercial (350-400g), sendo que a producéo anual deste
regime é cerca de 30-150 kg ha™ (FAO, 2005).
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Fig. 1.3 - Ciclo de produc¢édo de Sparus aurata em regime extensivo.

O regime semi-intensivo ja envolve algum controlo por parte dos aquacultores na
medida em que os tanques de terra sdo povoados com juvenis provenientes da pré-
engorda e o alimento natural é complementado com ragao inerte, verificando-se também
um suplemento de oxigénio dissolvido. A densidade de cultivo ndo excede 1 kg m3 e a
producdo anual varia entre 500 e 2400 kg ha™ (FAO, 2005).

O sistema intensivo é praticado em tanques de cimento localizados em
instalacBes em terra cujos volumes podem variar entre 200 e 3000 m?, de acordo com o
objetivo de producgéo. Neste regime as densidades de cultivo sédo bastante elevadas (15-
45 kg m3), sendo necessarias injecdes massivas de oxigénio para garantir a
sobrevivéncia dos peixes. Em excelentes condicdes e com temperaturas entre 18° e 26°C
0s juvenis com 5g atingem o tamanho comercial em cerca de um ano. O regime intensivo
também pode ter lugar em jaulas marinhas situadas em locais abrigados ou semi-
expostos (jaulas flutuantes) ou em locais totalmente expostos no caso das jaulas semi-

submersiveis ou submersiveis). Apesar da engorda em jaulas ser feita com menores



densidades (10-15 kg m-3), existem diversas vantagens que tornam este método mais
rentavel, tais como a poupanca de energia em bombagem, oxigenacao, tratamento dos
efluentes, entre outros. Por outro lado, o fato da jaula estar situada no meio natural torna
impossivel o controlo da temperatura o que resulta num periodo de crescimento mais
longo ou na necessidade de povoar a jaula com juvenis maiores (10g). Deste modo, um
juvenil com 5g demora, em média, cerca de 16 meses a atingir o tamanho comercial
(FAO, 2005).
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Fig. 1.4 - Ciclo de producéo de Sparus aurata em regime intensivo.

1.3. Linguado, Solea senegalensis

1.3.1. Caracteristicas morfoldgicas

O linguado é um peixe plano com um corpo oval e assimétrico pois os olhos
situam-se apenas num lado do corpo, normalmente no lado direito. A membrana peitoral
apresenta coloragdo preta e € o que distingue esta espécie do linguado comum, Solea
solea, que apresenta uma mancha preta no lado posterior da barbatana. O comprimento

médio de € 45 cm, podendo atingir os 60 cm (Froese & Pauly, 2011).



1.3.2. Distribuicdo geografica

S. senegalensis distribui-se pelo Atlantico desde o golfo de Biscaia até a costa do
Senegal, sendo menos frequente no Mediterraneo oeste (Froese & Pauly, 2011).

Fig. 1.5 - Distribuicdo geogréfica do linguado, Solea senegalensis.

1.3.3. Biologia da espécie

S. senegalensis é uma espécie marinha bentdnica predominantemente litoral. O
seu habitat é constituido por fundos arenosos, vivendo parcialmente enterrados no
sedimento, também podem ser encontrados em lagoas de &gua salobra. Alimentam-se,
principalmente a noite, de moluscos, crustaceos e alguns peixes. Podem ser encontrados
até 100 m de profundidade (Froese & Pauly, 2011).

1.3.4. Reproducéo

O linguado atinge a maturidade sexual aos 3 anos (30 cm) e reproduz-se quando
a temperatura atinge 10-12°C que corresponde ao periodo entre Margo e Junho no
Atlantico e Mar do Norte e em Fevereiro no Mediterraneo. Cada fémea pode emitir entre
100 a 150 mil ovos com cerca de 1 mm. As larvas sdo pelagicas e, dependendo da
temperatura, sofrem a metamorfose cerca de 20 dias ap6s a eclosdo, tornando-se

bentoénicas (Froese & Pauly, 2011).



1.3.5. Ciclo de producéo de linguado

S. senegalensis € uma espécie com bastante procura no sul da Europa, sendo
cultivada no Mediterraneo e costa Atlantica por paises como Portugal, Espanha e Franca
(Howell et al., 2011).

O cultivo intensivo desta espécie tem ainda alguns problemas associados como o
controlo do processo reprodutivo, especialmente em individuos nascidos em cativeiro, a
incidéncia de patologias e o desenvolvimento de alimento sustentavel para sistemas
abertos e de recirculacdo (Howell et al., 2011). Os surtos de doenca desenvolvem-se
muito rapidamente causando elevadas mortalidades e, por isso, tem sido enfatizada a
necessidade de protocolos de vacinagdo e o desenvolvimento de vacinas eficazes
(autdlogas). Contudo, o principal problema que afeta a producgéo industrial desta espécie
reside na falha de producdo natural de ovos em cativeiro por parte dos individuos da

primeira geragdo (Howell et al., 2011).

Reprodutores

A reproducdo desta espécie em cativeiro tem sido estudada deste os anos 80.
Contudo as explicacbes para a diminuta desova da primeira geragdo (F1) ainda néo
foram encontradas (Howell et al., 2011).

Esta espécie reproduz-se sazonalmente e a maturacao total das gonadas bem
como 0s niveis maximos de esteroides no plasma que ocorrem no inicio da época
reprodutiva sdo mais elevados nos peixes selvagens do que nos individuos F1 (Guzman
et al., 2009).

A temperatura esta descrita como o principal fator que desencadeia a maturacao
sexual, sendo que a postura ocorre de forma natural. Deste modo, é feita a aplicacdo de

flutuacdes controladas de temperatura para induzir a postura (Howell et al., 2006).

Varios estudos indicam que a falha reprodutiva em cativeiro ndo esta relacionada
com disfungbes hormonais. Porém, foi verificada uma falha nos machos F1 de
demonstrarem um comportamento de acasalamento normal. Demonstrou-se também que
as fémeas F1 produzem ovos fertilizados através de postura natural quando estdo na

presenca de machos selvagens (Carazo et al., 2011).



Cultivo larvar

As larvas desta espécie consomem o saco vitelino apés 2-3 dias da eclosao, o
gque coincide com a abertura da boca. Nesta altura € iniciada a alimentacdo exdgena
(Dinis et al., 2000).

Apébs a eclosdo as larvas de linguado sédo peldgicas. Aos 11 DAE inicia-se a
metamorfose em que ocorre a migracdo do olho e a modificacdo do esqueleto cefalico,
ou seja, a mudanca do plano no lado do corpo que esta em contato com o fundo), o final
da fase larvar acompanha o final da metamorfose que termina aos 20 DAE, quando as

larvas se tornam bentdnicas (Dinis et al., 2000).

As larvas bentdnicas séo transferidas dos tanques cilindro-cénicos para tanques
de fundo raso. O desmame do alimento vivo é feito a partir de 40 DAE. (Dinis et al.,
2000).

Engorda

A engorda de linguado pode ser feita em tanques de terra ou de cimento ou em
raceways. A producdo pode ser em regime extensivo, semi-intensivo e intensivo.
Contudo, estudos demonstram que esta espécie € um pouco menos adequada para
produzir a elevadas densidades de cultivo devido ao seu comportamento alimentar uma
vez que esta adaptada a uma alimentacdo em pequenas quantidades mas com elevada
frequéncia (Imsland et al., 2004; Sanchez et al., 2010). Deste modo, o cultivo desta
espécie é feita com densidades inferiores a 10 kg m™. O tamanho comercial, a partir de

125¢q, é atingido apés 18-24 meses para juvenis com 5 g (Howell, 1997).

1.4. Alimentacéo

Em aquacultura uma alimentacdo adequada € muito importante pois esta
diretamente ligada com o crescimento 6timo, a manutencdo de um estado sanitario
adequado e uma boa qualidade final das espécies cultivadas. Deste modo, devem ser
conhecidas as bases fisiolégicas da nutricdo (processos de digestdo e metabolismo e
necessidades nutritivas) e 0s aspetos préticos relativos a composicdo dos alimentos, dos

sistemas de alimentacao e a avaliacao da eficacia nutritiva (Volkoff et al., 2010).



1.4.1. Alimentacéao larvar

Apés a eclosdo, as larvas alimentam-se das suas reservas vitelinas durante um
curto periodo de tempo, dependendo da espécie, sendo que tem que ser iniciada uma
alimentagdo exdgena apés o consumo das reservas energéticas, no caso da dourada
esta inicia-se 3-4 dias ap0s a eclosédo e no linguado a alimentacé@o exdgena tem lugar 2-3
dias apds a eclosdo. Para que as larvas se alimentem € necessério ter em conta o
tamanho da abertura das suas bocas e deste modo, oferecer a presa com o tamanho
mais adequado. A primeira alimentacdo exdgena € um momento decisivo caracterizado
por elevada mortalidade que, no meio natural, esta relacionada com a privacdo de
alimento apds o esgotamento das reservas vitelinas e, em cativeiro, com o fornecimento
de alimento com qualidades inapropriadas e técnicas inadequadas de alimentacdo
(Busch, 1996).

s

O alimento vivo standard é composto por microalgas, rotiferos e artémia,
dependendo da espécie cultivada e das suas necessidades nutricionais. Assim, é
necessaria a producdo de uma cadeia tréfica adequada ao seu consumo diério pelas
larvas. O inicio da alimentacdo é feito com rotiferos, Brachionus rotundiformis (estirpe
pequena) ou B. plicatillis (estirpe maior), dependendo da espécie cultivada. Devido a esta
elevada disponibilidade de presas nos tanques, é usual utilizar a técnica da agua verde
em que se fornece uma mistura de microalgas concentrada de modo a manter o valor
nutritivo das presas e a qualidade da agua (Ferreira, 2009). Com o desenvolvimento das
larvas, o tamanho da boca aumenta e torna-se necessaria a oferta de presas maiores tal
como os nauplios de artémia. Estes podem ser utilizados logo apos a eclosao quando o
seu valor energético € maior ou entao podem ser enriquecidos, neste caso oferecem-se
nauplios com mais horas de incubacédo. A terceira fase de alimentacao é composta por
metanauplios de artémia enriquecidos que, por apresentarem um tamanho maior, se
adequam as larvas em constante crescimento. Apos o final do periodo larvar inicia-se o
desmame do alimento vivo em que se da uma dieta de arranque que se caracteriza por
ser humida e conter elevados niveis proteicos (50-60%), sendo depois introduzida,

progressivamente, a dieta inerte (FAO, 2005).

A parte dos rotiferos e da artémia, tém sido feitos esforcos para tentar introduzir
os cultivos de copépodes na alimentacdo larvar. Os copépodes caracterizam-se por
terem uma gama de tamanhos muito variada, desde os nauplios até aos adultos e
apresentam o tipico movimento que estimula a atividade predatéria das larvas. Estes

micro-crustaceos apresentam um perfil nutricional mais adequado na medida em que
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possuem um elevado contetdo de &cidos gordos de cadeia longa altamente insaturados
(HUFAs) da série n-3 como o &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e o acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) que sao cruciais para a sobrevivéncia,
desenvolvimento e resisténcia ao stress (Delbare et al., 1996). Outra vantagem dos
copépodes € o fato do seu tempo de retencdo no aparelho digestivo das larvas ser maior
gue o da artémia, ou seja, este tempo de retencdo mais elevado garante uma melhor
digestdo e, consequentemente, uma melhor absor¢do dos nutrientes por parte das larvas
(Pedersen et al., 1989).

Sendo que o cultivo larvar esta fortemente dependente de uma fonte de alimento
vivo, existem algumas desvantagens associadas a sua produ¢cao como o elevado custo
da manutencdo destes cultivos auxiliares e a probabilidade de ocorréncia de um crash
dos mesmos devido a infecbes bacterianas ou virais que interrompem o fornecimento de
alimento e aumentam o risco de doenca nos organismos cultivados (Ferreira, 2009).
Assim, para tentar colmatar estes constrangimentos tém sido feitos esfor¢os para criar

outras alternativas como o desenvolvimento de dietas artificiais.

O uso de copépodes na larvicultura de peixes tem-se centrado nas espécies
calandides como Acartia sp. (Schipp et al., 1999), Eurytemora sp. (Shields et al., 1999),
Parvocalanus sp. e Centropages typicus (Olivotto et al., 2008) e nas espécies
harpaticéides como Euterpina acutifrons , Tisbe sp. (Kahan et al., 1982) e Tigriopus
japonicus (Fukusho, 1980).

Contudo, ainda existem algumas barreiras no cultivo destes micro-crustaceos em
larga escala, o que ainda ndo permitiu que os copépodes sejam uma alternativa aos

rotiferos ou a artémia (Ferreira, 2009).

Na fase do desmame do alimento vivo, os copépodes também constituem uma
alternativa a dieta de arranque, uma vez que tém sido desenvolvidas tecnologias para a
sua preservacdo, mantendo as caracteristicas nutricionais. E, por esta razdo, o0s
copépodes preservados sdo considerados uma fonte de acidos gordos essenciais
(HUFASs), que sdo cruciais para a melhoria da expressdo de genes envolvidos no
desenvolvimento larvar, metabolismo lipidico e metamorfose. E, consequentemente, o
crescimento larvar torna-se mais rapido, tornando a fase larvar mais curta (Olivotto et al.,
2010).
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1.4.2. Alimentacgéo de peixes adultos

No que diz respeito a alimentacéo de individuos adultos, esta deve ser feita tendo
em conta os requerimentos nutricionais da espécie cultivada de modo a otimizar o
crescimento e as qualidades organoléticas do peixe. A dieta de engorda deve suprimir os
niveis energéticos necessarios que, por sua vez, dependem do peso do individuo e da
temperatura ambiental (Lupatsch & Kissil, 2003).

As dietas com melhores resultados sédo as que contém uma elevada percentagem
de farinha de peixe. No entanto, esta fonte de proteina ndo é sustentavel e, por isso, tém
sido feitos estudos de modo a substituir uma parte desta por proteina vegetal de modo a
diminuir o impacto ambiental e a tornar a aquacultura uma atividade sustentavel. Na
dourada, Sparus aurata, é possivel substituir até 40% da proteina animal por vegetal,
utilizando farinha de soja (Nengas et al., 1996).

1.5. Microbiota do trato digestivo dos peixes

O trato digestivo dos peixes representa a interface entre o ambiente exterior e
interior do corpo e a sua complexa ecologia microbiol6gica interage com o ambiente
interior e exterior, tendo uma importante influéncia na salde e na resisténcia a doencas.
O intestino € um 6rgdo complexo e multifuncional, isto é, para além da digestao e
absorcdo de nutrientes, também tem um papel decisivo no equilibrio osmético e dos
eletrélitos, na regulacdo enddcrina da digestdo, metabolismo e imunidade dos peixes
(Austin, 2006; Denev et al., 2009).

A microbiota do trato digestivo dos peixes marinhos e de agua doce apresenta
uma grande variedade, sendo que as populacbes microbianas presentes neste trato
estdo em maior numero do que as presentes na agua. Este fato indica que o intestino
proporciona nichos ecolégicos favoraveis a estes microrganismos. A microflora intestinal
€ caracterizada por uma elevada densidade e diversidade, sendo que as bactérias séo o
grupo dominante (Denev et al., 2009). A comunidade microbiana do trato digestivo de
peixes marinhos é maioritariamente composta por bactérias Gram-negativas anaerobias

facultativas, sendo os géneros mais comuns Vibrio e Aeromonas (Clements, 1997).

O trato digestivo dos peixes é colonizado na fase larvar e a microflora primaria é
temporaria pois desenvolver-se-4 para uma microflora permanente no estado juvenil ou

apoés a metamorfose (Grisez et al., 1996). Nesta fase, atinge-se um equilibrio entre as
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espécies bacterianas residentes no trato digestivo, o que é crucial para a resisténcia
natural contra infe¢des por parte dos peixes (Denev et al., 2009).

Tém sido feitos estudos da microflora do trato digestivo através de métodos
tradicionais dependentes do cultivo de bactérias e a identificacdo das mesmas feita
através das suas caracteristicas fenotipicas e bioquimicas. Contudo, estudos feitos
noutras espécies sugerem que apenas uma pequena percentagem da comunidade
bacteriana total € recuperada pelos métodos de cultivo tradicionais. Desta forma, os
métodos moleculares que envolvem a extracdo e andlise de ADN diretamente das
amostras sdo mais vantajosos na medida em que permitem a caracterizacdo e a
guantificacdo da microflora intestinal, fornecendo também uma classificagcdo esquematica
de modo a construir relacdes filogenéticas (Zoetendal et al., 2004). Um dos métodos mais
utiizados € o PCR-DGGE (Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis), sendo considerada uma técnica fiavel, rapida e sensivel para os
estudos da diversidade microbiolégica (Brunvold et al., 2007). Assim, este método
possibilitou uma melhor compreensdo das relagdes entre bactérias e entre bactéria-
hospedeiro tanto na saude como na doenca como também aumentou o potencial de
manipulacdo da microbiota intestinal dos peixes através de fatores nutricionais e

ambientais (Denev et al., 2009).

1.6. Objetivo

Este trabalho teve como objetivo a andlise do impacto que a alimenta¢do, com e
sem copépodes, tem no crescimento, sobrevivéncia e na microflora do trato digestivo em
larvas de dourada (Sparus aurata) e em larvas e juvenis de linguado (Solea

senegalensis).
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2. Material e métodos

2.1. Ensaios larvares de dourada e linguado: alimentacéo
com copépodes

2.1.1. Peixes e condicfes de cultivo

2.1.1.1. Larvas de dourada

Os ovos de dourada, Sparus aurata, foram obtidos através de postura natural de
um stock de reprodutores mantidos em cativeiro nas instalagbes do IPMA (Olhéo,
Portugal). A incubagéo foi feita em tanques cilindro-cénicos de 200L com &gua salgada
filtrada a 18°C durante um periodo de 48h.

As larvas recém-eclodidas foram transferidas para cada um dos nove tanques
cilindro-cénicos de 200L com &gua salgada filtrada a uma densidade inicial de 80 larvas
L™. O ensaio decorreu num sistema aberto com um fluxo de agua continuo que variou
entre 0,3 L min™ (0 aos 11 DAE), 1,0 L min™ (12 aos 14 DAE) e 1,2 L min™ (14 aos 40
DAE) e um fotoperiodo de 14h luz:10h escuriddo. O valor médio de oxigénio dissolvido foi
7,6 £ 0,6 mg L™ (80,7 + 6,6% de saturacdo), a temperatura média foi de 18,1 + 0,6°C,
salinidade a 35 e um pH de 8,2. Os tanques foram limpos diariamente a partir do 3° dia

apos eclosao (DAE) e foram removidas as larvas mortas através de purgas.

2.1.1.2. Larvas de linquado

Os ovos de linguado, Solea senegalensis, foram obtidos através de postura
natural de um stock de reprodutores mantidos em cativeiro nas instalagbes do IPMA
(Olh&o, Portugal). A incubagao foi feita em tanques cilindro-cénicos de 200L com agua
salgada filtrada a 18°C durante um periodo de 48h.

As larvas com 2 DAE foram transferidas para cada um dos nove tanques cilindro-
conicos de 300L com &gua salgada filtrada a uma densidade inicial de 13 larvas L™. O
ensaio decorreu num sistema aberto com um fluxo de 4gua continuo que variou entre 0,5
L min™ (2 aos 14 DAE), 1,2 L min™ (15 aos 16 DAE), 1L min™ (17 aos 25 DAE) e 1,4 L
min™ (26 aos 27 DAE) e um fotoperiodo de 14h luz:10h escuriddo. O valor médio de
oxigénio dissolvido foi 8,4 + 1,1 mg L™ (89,2 + 11,4% de saturacdo), a temperatura média

foi de 18,5 £ 0,2°C, salinidade a 35 e um pH de 8,2. Os tanques foram limpos diariamente
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a partir do 3° dia ap6s eclosao (DAE) e a remocao das larvas mortas feita através de
purgas.

2.1.2. Design experimental

2.1.2.1. Larvas de dourada

As larvas de dourada foram divididas em trés grupos experimentais:

A — este grupo teve um regime de co-alimentacdo em que as larvas foram
alimentadas 50% com presas vivas e 50% com copépodes preservados, de acordo com
as quantidades descritas nos protocolos standard de alimento vivo e de alimento

composto por particulas inertes;

B — a este grupo foi fornecido alimento vivo até 25 DAE que foi 20% substituido
pelos copépodes preservados a 8 DAE, esta percentagem aumentou progressivamente
até 100% a 26 DAE;

Controlo — este grupo foi alimentado apenas com presas vivas de acordo com o
protocolo standard de alimentac&o larvar.

Cada tratamento foi feito em triplicado e o ensaio teve a duragéo de 40 dias.

16



Os trés grupos experimentais foram alimentados de acordo com o seguinte plano

alimentar:

Tabela 2.1 - Plano de alimentacdo das larvas de Sparus aurata para os tratamentos A
(50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes
preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo). A quantidade de alimento esta
expressa em individuos ml™. Rot — Rotiferos, N Art — Nauplios de artémia (AF, VNBS, Vinh Chau,
Vietnam), Met Art — Metanauplios de artémia (EG, Aquafeed Premium, Great Salt Lake, USA), Cop
— Copépodes

A B C
DAE |Rot | NArt | Met Art | Cop | Rot | Cop Rot | N Art | Met Art
4 -7 5 5 S)
8-14 | 5 1-3 | 5 |0,6-1,2 | 6-10
15-25| 5 0,3 5-12 | 4-8| 2-18 |10-5| 0,6
26-40 0,5-25|14-6 18-12 1-5

Até 8 DAE todos os tratamentos foram alimentados de igual forma. Para os
grupos A e B, em todas as alimentagBes foram fornecidos primeiro os copépodes
preservados, antes do alimento vivo, para tentar garantir que as larvas os ingeriam, dado
gue eram um alimento inerte e, passado um periodo de tempo, afundavam na coluna de

agua.

A todos os tratamentos foram adicionadas algas (Nannochloropsis oculata e

Isochrysis galbana) diariamente a um volume de 1-2L.

2.1.2.2. Larvas de linguado

As larvas de linguado foram divididas em trés grupos experimentais:

A — este grupo teve um regime de co-alimentacdo em que as larvas foram
alimentadas 50% com presas vivas e 50% com copépodes preservados até 20 DAE, de
seguida, até 27 DAE foram alimentados apenas com copépodes preservados de acordo
com as quantidades descritas nos protocolos standard de alimento vivo e de alimento

composto por particulas inertes;
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B — este grupo foi alimentado com alimento vivo desde 2 até 18 DAE que foi 20%
substituido pelos copépodes preservados a 6 DAE, esta percentagem aumentou
progressivamente para 40% a 12 DAE, 80% a 15 DAE e 100% a 19DAE;

Controlo — este grupo foi alimentado com presas vivas desde 2 até 19 DAE e até
27 DAE foi dada artémia congelada de acordo com o protocolo standard de alimentagéo
larvar.

Cada tratamento foi feito em triplicado e o ensaio teve a duragao de 27 dias.

Os trés grupos experimentais foram alimentados de acordo com o seguinte plano

alimentar:

Tabela 2.1l - Plano de alimentacéo das larvas de Solea senegalensis para os tratamentos
A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes
preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo). A quantidade de alimento esta
expressa em individuos ml™. Rot — Rotiferos, Met Art — Metanduplios de artémia, Cop —
Copépodes, Art Cg — Artémia congelada

A B C
DAE | Rot | Met Cop Rot | Met Art | Cop Rot Met Art Cg
Art Art
2-5 4-8 4-8 4-8

6-10 | 10- | 0,25- 15-0,7 |10-5| 0,4-0,6 0,6 10-5| 0,5-1

S 0,5
11- 0,3- 0,6-0,8 0,4-0,2 | 0,5-1,3 0,6-1
18 0,5
19- 1-0,6 1-0,6 1 1-2,2

27

2.1.3. Cultura de microalgas

Nannochloropsis oculata e Isochrysis galbana usadas durante o cultivo larvar
foram produzidas de acordo com o protocolo standard descrito por FAO (1996). Foram
produzidos grandes volumes de cultura, a partir de uma cultura stock, em mangas de

polietileno com um volume de 100L de 4gua salgada estéril enriquecida com meio F2 a
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uma densidade de 2-4x10’ células mI™* numa sala com temperatura estavel de 25°C e
24h de luz.

2.1.4. Enriguecimento de rotiferos e de metanauplios de artémia

Os rotiferos foram enriquecidos com Red Pepper© (BernAqua, Belgium) em agua
salgada a 25°C a uma densidade de 5x10° individuos L™, 12h antes de serem recolhidos

para alimentar as larvas.

Relativamente a artémia, os nauplios foram fornecidos as larvas logo apés a sua
eclosdo dos cistos. Quanto aos metanauplios, apos a ecloséo, foram transferidos para
um tanque com arejamento e agua salgada a 25-30°C a uma densidade de 3x10°
individuos L™, sendo enriquecidos com Red Pepper© (BernAqua, Belgium) 24h antes de
serem administrados as larvas. Apés a recolha dos individuos fez-se uma lavagem para
remover quaisquer vestigios do meio de enriquecimento. No caso dos metanauplios de
artémia congelados, apés o seu enriquecimento foram recolhidos e congelados a -20°C e

15 min antes de serem oferecidos as larvas eram postos a descongelar em 4gua salgada.

2.1.5. Copépodes preservados

Os copépodes preservados foram oferecidos as larvas de acordo com a sua
classe de tamanhos. Para as larvas de dourada foi fornecida a classe 100-200 um desde
8 até 26 DAE, introduziu-se a classe 200-300 um a 20 DAE até ao final do ensaio e, por
fim, a classe de 300-400 um foi adicionada a 32 DAE até ao fim do ensaio. Para as larvas
de linguado iniciou-se com a classe 100-200 um a 6 DAE até 9 DAE, a classe 200-300
um introduziu-se a 10 até 14 DAE, a 14 DAE iniciou-se a classe 300-400 um até 22 DAE
e, por fim, a classe 400-500 um foi oferecida a 22 DAE até ao final do ensaio.

Os copépodes estavam preservados em embalagens de aluminio que, depois de
abertos, eram conservados no frigorifico a 4°C. Antes de se oferecerem as larvas eram
lavados em &gua salgada durante 2 minutos e depois agitados numa garrafa de 0,5L de

modo a quebrar os aglomerados de individuos.

2.1.6. Analise microbiolégica

Para a microbiologia do trato digestivo das larvas de dourada fizeram-se dois
pontos de amostragem, a 7 e 40 DAE, antes da introducdo dos copépodes e no final do

ensaio, respetivamente. Nas larvas de linguado fizeram-se trés pontos de amostragem, a

19



5, 11 e 26 DAE, antes da introducé@o dos copépodes, antes da metamorfose e depois da
metamorfose que coincidiu com o final do ensaio, respetivamente (Fig. 2.1).

Na primeira amostragem para ambos os ensaios foi recolhido um pool de 9 larvas
de todos os tratamentos (uma larva por tanque). No ensaio das larvas de dourada para o
segundo ponto de amostragem (40 DAE) foram recolhidas 30 larvas por tratamento (dez
larvas por tanque), de acordo com o procedimento descrito por Makridis et al., (2000). No
ensaio das larvas de linguado foram recolhidas 30 larvas a 11 DAE (antes da

metamorfose) e 10 larvas por tratamento a 26 DAE (depois da metamorfose).

Inicio #ntes metarnorfose Depois metamorfose  AMmestragens

5 11 26 DAE

Fig. 2.1 - Amostragens microbiolégicas do ensaio das larvas de Solea senegalensis.

Em ambos os ensaios as larvas foram primeiramente desinfetadas com cloreto de
benzalcénio (0.1% w/v) durante 30 segundos, lavadas com solu¢do salina estéril e
homogeneizadas em 2 ml de solugéo salina estéril. Foram feitas diluicbes decimais do
homogeneizado e uma aliquota de 100pl foi inoculada em meio trypticase soy agar (TSA)
e em meio thiosulfate citrate bile (TCBS). Nos meio TSA e TCBS, para ambos o0s ensaios,
foram inoculadas as diluicdes decimais de 10° a 10% e 10° a 10% respetivamente.
Apenas na ultima amostragem do ensaio das larvas de linguado foram inoculadas as
diluicdes de 107 a 10 em meio TSA. As placas dos dois meios foram incubadas a 23°C
e 0 numero de colonias bacterianas foi contado 48h e 7 dias depois da inoculagédo das

placas.

Em cada ponto de amostragem de microbiologia escolheram-se as colénias mais
representativas. Estas foram isoladas numa nova placa de TSA através da repicagem
com uma ansa. Apos o isolamento das colonias, a identificagéo foi feita através de testes
bioquimicos (Gram, oxidase e catalase), seguindo os critérios propostos por Buller,
(2004), e de galerias APl 20NE e 20E (bioMérieux® SA, Marcy I'Etoile, France) de acordo

com as instrugdes do fabricante.
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2.1.7. Anélise morfométrica

Para a morfometria, as larvas de dourada foram amostradas a 0, 3, 8, 14, 20, 32 e
42 DAE e o comprimento total (CT) e a altura do miétomo (AM) foram registados. Para 0
e 3 DAE foi amostrado um pool de 30 larvas, no dia 8 DAE retiraram-se 30 larvas por
tratamento e nos restantes dias de amostragem analisaram-se 60 larvas por tratamento.
Relativamente ao peso seco no dia 0 e 3 DAE retirou-se um pool de 30 larvas, ao dia 8
apos eclosdo retirou-se um pool de 90 larvas e nos restantes dias de amostragem

recolheram-se 60 larvas por tratamento.

As larvas de linguado foram amostradas a 5, 10, 18 e 27 DAE e foi registado
apenas o comprimento total (CT). A 5 DAE foram medidas 15 larvas por tratamento, a 10
e 18 DAE foram amostradas 45 larvas por tratamento e na amostragem final, a 27 DAE,
foram medidas 50 larvas por tratamento. Para a analise do peso seco (PS) a 5 DAE
retirou-se um pool de 45 larvas dos trés tratamentos, a 10 DAE retiraram-se 45 por
tratamento, a 18 DAE recolheu-se uma amostra de 63 larvas por tratamento e, por fim, a

27 DAE retirou-se uma amostra de 60 larvas por tratamento.

Em ambos os ensaios, o comprimento total e a altura do miétomo foram medidos
através de um microscopio (Body STMI, 2000C). Para a analise do peso seco as larvas
foram primeiramente lavadas com agua destilada, congeladas em azoto liquido a -80° C
e, de seguida, foram liofilizadas através de um liofilizador (Telstar, LyoQuest). O peso

seco foi registado através de uma balanca (Sartorius Pro 11) com uma preciséo de 1 ug.

2.2. Ensaio de alimentacdo com copépodes em juvenis de
linguado

2.2.1. Peixes e condi¢cdes de cultivo

Os juvenis de linguado, Solea senegalensis, com 59 DAE foram cedidos pela
Universidade do Algarve, sendo transferidos para as instalacbes do IPMA (Olhéo,

Portugal) onde decorreu o ensaio.

Os juvenis foram transferidos para cada um dos seis tanques retangulares de fibra
de vidro (70 cm comprimento x 45 cm largura x 12 cm altura) com um volume de 35L
contendo agua salgada e foram aclimatizadas durante 16 dias. O ensaio decorreu com
uma densidade inicial de aproximadamente 9 juvenis L™ num sistema aberto com um

fluxo de agua continuo de 0,75 L min™ até 130 DAE e de 1L min™ nos dltimos 5 dias do

21



ensaio. Foi mantido um fotoperiodo de 11h luz:13h escuriddo, o valor médio de oxigénio
dissolvido foi de 7,8 + 0,8 mg L™ (83,3 + 7,8 % de saturacio), a temperatura média foi de
18,4 + 0,8 °C, salinidade a 35 e um pH de 8,2. O protocolo alimentar foi o seguinte: os
juvenis eram alimentados quatro vezes por dia, as 10h, 14h, 15h30 e 17h30 com 30, 10,
20 e 40%, respetivamente do total de alimento dado por dia. Os tanques foram limpos
diariamente sendo removidos os individuos mortos antes da primeira alimentagdo. Foi

feita também uma purga diéria pela tarde, entre a 32 e a 42 alimentacéo.

2.2.2. Design experimental

Os juvenis de linguado foram divididos em dois grupos experimentais, 0 grupo
copépodes que foi alimentado com uma ragdo que continha 10% de copépodes e 0 grupo
controlo em que os peixes foram alimentados com uma racdo controlo (Gemma Diamond,
Sparos) utilizada para o cultivo de peixes marinhos. Ambos os tratamentos foram feitos

em triplicado e o ensaio teve a duracéo de 60 dias.

2.2.3. Analise microbiolégica

Para a microbiologia do trato digestivo fizeram-se dois pontos de amostragem, um
no inicio do ensaio, antes da introdugcédo da racdo com copépodes e outro no final do
ensaio, apos 60 dias deste ter comecado, tendo os juvenis 135 DAE.

Na primeira amostragem foi recolhido um pool de 12 juvenis de ambos o0s
tratamentos (dois peixes por tanque). Os juvenis foram primeiramente desinfetadas com
cloreto de benzalcénio (0.1% wi/v) durante 30 segundos, lavados com solucdo salina
estéril e a zona abdominal foi retirada e homogeneizada em 2 ml de solugédo salina
estéril. Foram feitas diluicdes decimais do homogeneizado e uma aliquota de 100ul foi
inoculada em meio TSA (10" a 10*) e em meio TCBS (10° a 10°). As placas dos dois
meios foram incubadas a 23°C e o numero de colodnias foi contado 48h e 7 dias depois da

inoculacéo das placas.

No segundo ponto de amostragem foram recolhidos 15 juvenis de cada
tratamento (cinco peixes por tanque). A superficie dos peixes foi desinfetada com alcool e
foi retirado o intestino, medindo-se o comprimento total e o pH com uma sonda (Eutech
Instruments, Oakton ®). Por cada tanque, os intestinos de cinco peixes foram
homogeneizados em 2 ml de solugéo salina estéril. Foram feitas diluicdes decimais do

homogeneizado e uma aliquota de 100pl foi inoculada em meio TSA (102 a 10°) e em
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meio TCBS (10 a 10™). As placas dos dois meios foram incubadas a 23°C e o nimero
de colonias foi contado 48h e 7 dias depois da inoculagéo das placas.

Em cada ponto de amostragem de microbiologia foram isoladas colénias
bacterianas representativas e a identificagdo foi feita através de testes bioquimicos
(Gram, oxidase e catalase), seguindo os critérios propostos por Buller, (2004), e de
galerias APl 20NE e 20E (bioMérieux® SA, Marcy I'Etoile, France) de acordo com as
instru¢des do fabricante.

2.2.4. Anélise morfométrica

Para o comprimento total (CT) e peso humido foram amostrados 90 juvenis por
tratamento a cada 20 dias do ensaio (trés pontos de amostragem). Adicionalmente, para
0 peso humido, foram amostrados 30 juvenis por tratamento nos dias 16, 30 e 50 do
ensaio para ajustar a quantidade de ragdo. Para determinar o peso seco (PS) foram
retirados 30 peixes de cada tratamento na primeira e Ultima amostragem, estes foram
lavados com 4agua destilada, congelados em azoto liquido a -80°C e liofilizados através
de um liofilizador (Telstar LyoQuest). O peso seco foi registado através de uma balanca
(Sartorius Pro 11) com uma precisdo de 1 pug e o peso humido foi registado através de

uma balanga (Kern EG620) com uma precisao de 0,1 g.

2.3. Analise estatistica

Os dados relativos aos ensaios de alimentacdo em larvas de dourada e linguado
foram analisados através de uma Analise de Variancia (ANOVA) de um fator. Todos os
pressupostos (nomeadamente normalidade e homoscedasticidade da amostra) inerentes
a realizagdo do método foram devidamente validados. Contudo, sempre que estes foram
violados, a analise realizou-se mediante o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (Zar,
2009). No que concerne aos dados provenientes do ensaio de alimentagdo em juvenis de
linguado foi feita uma andlise através de uma ANOVA de um fator. De igual modo se
procedeu a validacdo dos pressupostos que lhe estdo inerentes. Sempre que foram
detetadas diferencas estatisticamente significativas, o teste de comparacées multiplas de
Bonferroni foi efetuado, por forma a evidenciar onde se detetam as ditas diferencas (Zar,
2009). Todas as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de

significancia de 5% (isto €, para p-value < 0,05). Todos os resultados estdo expressos
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sob a forma de média + desvio-padrdo. Todos os calculos inerentes aos resultados
alcancados foram realizados com recurso ao software IBM SPSS Statistics 20.
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3. Resultados

3.1. Ensaios larvares de alimentacdo com copépodes em
dourada e linguado

3.1.1. Crescimento e sobrevivéncia larvar

3.1.1.1. Larvas de dourada

No inicio do ensaio o comprimento total (CT) larvar foi de 3,8 + 0,3 mm. No
intervalo entre 8 e 42 DAE, as larvas dos grupos A e controlo quadruplicaram o seu
comprimento para 15,2 + 1,2 e 15,1 + 1,2 mm, respetivamente. Enquanto no grupo B o
comprimento apenas triplicou para 11,8 + 2,1 mm. Os tratamentos A e controlo
apresentam comprimentos significativamente maiores que o grupo B a partir de 20 DAE,
sendo que o grupo controlo apresenta o comprimento médio mais alto de 6,6 + 0,6 e 10,5
+ 1,1 mm para 20 e 32 DAE, respetivamente e o grupo A apresenta o comprimento médio
mais alto de 15,2 + 1,3 mm para 42 DAE (Fig. 3.1).
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Fig. 3.1 - Crescimento em comprimento total (CT) de larvas de Sparus aurata para os tratamentos
A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes
preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo).

Relativamente ao peso seco (PS) este foi de 27,3 + 5,5 pg larva™ no inicio do
ensaio (0 DAE). A 14 DAE, os tratamentos B e controlo exibiram pesos significativamente
maiores, sendo o valor do grupo B mais elevado com 58,2 + 4,9 ug larva™. A 20 DAE néo

se verificou diferencas significativas entre os trés grupos. A 32 DAE o grupo controlo
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apresentou um peso meédio significativamente maior que o tratamento B com 903,4 +

353,3 pg larva™. No final do ensaio (42 DAE) os tratamentos A e controlo apresentaram

um peso médio significativamente maior, sendo que o grupo controlo exibiu um valor
maior com 3596,8 + 534,0 ug larva™ (Fig. 3.2).
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Fig. 3.2 - Crescimento em peso seco (PS) de larvas de Sparus aurata e plano alimentar para os
tratamentos A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por
copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo).

No que diz respeito a sobrevivéncia, houve um decréscimo acentuado desde o dia

5 até ao 14 DAE, havendo depois uma estabilizacdo a partir de 20 DAE até ao final do

ensaio (41 DAE). Esta tendéncia foi igual para os trés tratamentos, ndo havendo

diferencas significativas entre estes. Os valores da sobrevivéncia no final do ensaio foram

de50+45,11+13e3,3+2,2% para os grupos A, B e controlo, respetivamente (Fig.

3.3).
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Fig. 3.3- Sobrevivéncia larvar de Sparus aurata para os trés tratamentos: A (50% alimento vivo e
50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes preservados de 20 até
100%) e controlo (100% alimento vivo).

3.1.1.2. Larvas de linquado

No inicio do ensaio o comprimento total larvar foi de 4,4 + 0,2 mm. A 10 DAE os
grupo controlo e B exibiram um comprimento médio significativamente maior (6,2 £ 0,3
mm para ambos) que o grupo A com 6,0 £ 0,3 mm. A 18 DAE o grupo controlo
apresentou um comprimento total significativamente maior com 8,5 + 0,7 mm, 0S grupos
A e B registaram um comprimento total de 7,4 + 0,7 e 7,2 + 0,7 mm, respetivamente. No
final do ensaio, correspondente a 27 DAE, as larvas apresentaram comprimentos de 9,6
+0,7,74 0,7 e 7,4 £ 0,8 mm para 0os grupos controlo, A e B, respetivamente, sendo

que o valor do grupo controlo foi significativamente maior (Fig. 3.4).
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Fig. 3.4- Crescimento comprimento total (CT) em larvas de Solea senegalensis para o0s
tratamentos A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por
copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo).

Relativamente ao peso seco (PS) este foi de 49,5 + 7,6 g larva™ a 5 DAE.
A 10 DAE, os tratamentos B e controlo exibiram pesos significativamente maiores, sendo
o valor do controlo mais elevado com 324,7 + 37,6, seguido do grupo B com 298,6 + 34,4
e, por fim, o grupo A com 252,5 + 20,3 pg larva™. A 18 DAE o tratamento controlo exibiu
um peso seco significativamente maior com 592,7 + 59,6 ug larva™. No final do ensaio, a
27 DAE, manteve-se a mesma tendéncia dado que grupo controlo apresentou um peso
médio significativamente maior com 1225,7 + 420,7 ug larva®. Os tratamentos A e B
exibiram um peso seco de 379,9 + 38,0 e 389,5 + 112,4 ug larva™ (Fig. 3.5).
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Fig. 3.5 - Crescimento em peso seco (PS) de larvas de Solea senegalensis e plano alimentar para
os tratamentos A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido
por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo).

A sobrevivéncia das larvas de S. senegalensis dos grupos A e controlo sofreu um
ligeiro declinio desde o dia 9 até ao dia 27 apés a eclosdo, quanto a sobrevivéncia do
grupo B, esta diminuiu ligeiramente desde o dia 9 até 23 DAE, sendo que houve um
decréscimo um pouco mais acentuado até 27 DAE. Os valores da sobrevivéncia no final
do ensaio foram de 73,0 £ 9,6, 61,1 + 5,7 e 76,7 + 8,6 % para os grupos A, B e controlo,
respetivamente. Contudo, ndo se observaram diferengas significativas na sobrevivéncia

entre os trés tratamentos (Fig. 3.6).
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Fig. 3.6 - Sobrevivéncia larvar de Solea senegalensis para os trés tratamentos: A (50% alimento
vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes preservados de
20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo).

3.1.2. Crescimento e identificacdo bacteriana

3.1.2.1. Larvas de dourada

No inicio do ensaio (antes da introducdo de copépodes), os trés tratamentos
tinham a mesma dieta e, por isso, fez-se um pool de A, B e controlo e verificou-se que o
crescimento bacteriano em geral e de Vibrionaceae foi de 6,2 + 2,1 x10' e 4,9 + 1,8 UFC
larva®, respetivamente. (Fig.13 & 14) No final do ensaio observou-se que o crescimento
bacteriano em geral e de Vibrionaceae foi significativamente maior no tratamento B com
valores de 13,2 + 8,1x10% e 12,4 + 4,4 x10? UFC larva®, respetivamente (Fig.3.7 & 3.8).
Relativamente aos tratamentos A e controlo, estes apresentaram valores de 2,7 + 3,1
x10'e 7,5 + 5,4 x10" para bactérias em geral e valores de 12,3 + 9,8e 7,0 + 6,5 x10" para

Vibrionaceae, respetivamente.
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Fig. 3.7 - Nimero de UFC larva™ que cresceram em meio TSA no inicio do ensaio (antes da
introducdo de copépodes) e no final do ensaio nos trés tratamentos, A (50% alimento vivo e 50%
copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes preservados de 20 até
100%) e controlo (100% alimento vivo) em larvas de Sparus aurata. Diferencas estatisticamente
significativas (P < 0,05) para letras diferentes, a e b.
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Fig. 3.8 - Nimero de Vibrionaceae (UFC larva™) que cresceram em meio TBCS no inicio do ensaio
e no final do ensaio nos trés tratamentos, A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B
(alimento vivo substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento
vivo) em larvas de Sparus aurata. Diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) para letras
diferentes, a e b.

No inicio do ensaio fez-se um pool de A, B e controlo para analisar o crescimento
bacteriano. Apés a identificacdo verificou-se que a comunidade bacteriana era composta
por 60% de Vibrio sp., 20% de Moellerella sp. e 20% de Photobacterium sp. (Fig. 3.9).
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Fig. 3.9 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no inicio do ensaio em larvas de
Sparus aurata.

No final do ensaio isolaram-se e identificaram-se as col6nias que apresentaram
maior significancia. Para os tratamentos A e controlo o grupo das bactérias do género
Vibrio foi o que teve maior incidéncia, seguido de Aeromonas sp. Photobacterium sp.,
Micrococcus sp. e outros géneros como Pantoea e Listonella que apareceram na mesma
propor¢cdo. Quanto ao tratamento B, Vibrio sp. e Aeromonas sp. tiveram a mesma
incidéncia, seguidos de Photobacterium sp. e Micrococcus sp. que também incidiram com

a mesma proporgao e por ultimo outros géneros bacterianos (Fig. 3.10).
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Fig. 3.10 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no final do ensaio para os trés tratamentos, A
(50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido por copépodes preservados
de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo), em larvas de Sparus aurata.
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Fez-se o calculo da percentagem de Vibrionaceae isolado em meio TCBS em
relacdo ao numero total de bactérias que foi isolado em meio TSA para 7 e 40 DAE. A 7
DAE, antes da introducao dos copépodes, o género Vibrio teve a incidéncia de 8,0% para
um pool retirado dos trés tratamentos. A 40 DAE os grupos B e controlo apresentaram
valores mais elevados com 94,0 e 95,6%, respetivamente e, por fim, o grupo A exibiu
uma percentagem de Vibrionaceae de 46,1% (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Percentagem de Vibrionaceae sobre o n° total de bactérias isolado a 7 e 40 DAE para
0s trés tratamentos (A, B e controlo) em larvas de Sparus aurata.

DAE A B Controlo
7 8,0 8,0 8,0
40 46,1 94,0 93,6

3.1.2.2. Larvas de linquado

No inicio do ensaio, a 5 DAE, (antes da introducdo de copépodes), os trés
tratamentos tinham a mesma dieta e, por isso, fez-se um pool de A, B e controlo e
verificou-se que o crescimento bacteriano em geral em meio TSA foi de 4,6 + 1,4 x10?
UFC larva™. A 11 DAE, antes da metamorfose, verificou-se um crescimento bacteriano
significativamente maior no grupo A com 9,9 + 1,9 x10? UFC larva™ comparativamente
aos grupos B e controlo que apresentaram valores de 1,6 £ 0,2 x10%e 1,4 + 0,5 x10° UFC
larva®, respetivamente. Apés a metamorfose, a 26 DAE, todos os tratamentos
apresentaram diferencas significativas entre si, sendo que o grupo controlo demonstrou
uma maior carga bacteriana com 6,7 *+ 0,6 x10% UFC larva™, seguido do grupo B com 3,8
+ 0,66 x10% UFC larva™ e, por fim, o grupo A com 0,8 + 0,4 x10° UFC larva™ (Fig. 3.11).
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Fig. 3.11- NGmero de UFC larva™ x10" que cresceram em meio TSA no inicio do ensaio (5 DAE),
antes da metamorfose (11 DAE) e depois da metamorfose e final do ensaio (26DAE) nos trés
tratamentos, A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo substituido
por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo) em larvas de Solea
senegalensis. Diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) para letras diferentes, a, b e c.

Analisando o crescimento de Vibrionaceae, verificou-se que aos 5 DAE o seu
valor foi de 4,7 + 0,9 UFC larva™. Antes da metamorfose, a 11 DAE, o maior valor foi
observado no grupo controlo com 10,9 + 4,4 UFC larva™, seguido do grupo A e B com 9,5
+ 59 e 3,4 + 3,1 UFC larva®, respetivamente. Apenas houve diferencas significativas
entre 0s grupos B e controlo. A 26 DAE o valor mais elevado de Vibrionaceae
correspondeu ao tratamento controlo com 5,1 + 1,3 x10? UFC larva, seguido do grupo B
com 1,4 + 1,6 x10? UFC larva™, e por fim, o grupo A apresentou o valor significativamente
mais baixo com 3,3 + 1,0 UFC larva™ (Fig. 3.12).
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Fig. 3.12- NUmero de Vibrionaceae (UFC larva™) gue cresceram em meio TBCS no inicio do
ensaio (5 DAE), antes da metamorfose (11 DAE) e depois da metamorfose e final do ensaio (26
DAE) nos trés tratamentos, A (50% alimento vivo e 50% copépodes preservados), B (alimento vivo
substituido por copépodes preservados de 20 até 100%) e controlo (100% alimento vivo) em
larvas de Solea senegalensis. Diferengas estatisticamente significativas (P < 0,05)para letras
diferentes, a,b e c.

No inicio do ensaio fez-se um pool de todos tratamentos (A, B e controlo) a fim de
analisar o crescimento bacteriano. Apos a identificacdo verificou-se que a comunidade
bacteriana era maioritariamente composta por Vibrio sp. (50%), seguido por Aeromonas
sp. (15%). Também foram isolados outros géneros bacterianos como Bacillus sp.,

Pantoea sp., Phenon 14, Taxon 28 e Staphylococcus sp. (7%). (Fig. 3.13)
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M Pantoea sp.
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Fig. 3.13- Percentagem de géneros de bactérias identificados no inicio do ensaio em larvas de
Solea senegalensis.
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A 11 DAE, antes da metamorfose, analisou-se o crescimento bacteriano nos trés
tratamentos e concluiu-se que o género Vibrio sp. apresentou maior incidéncia em todos
os tratamentos com 50 % para 0s grupos A e controlo e 60% no grupo B. No tratamento
A seguiram-se Aeromonas sp, Pantoea sp. e Photobacterium sp., todos 0s géneros com
16,7% de incidéncia. Nos restantes grupos seguiram-se Aeromonas sp. e Photobacterium
sp. na mesma proporgdo com 20 e 25% de incidéncia para B e controlo, respetivamente
(Fig. 3.14).

No final do ensaio, e apdés a metamorfose, aos 27 DAE voltou-se a analisar o
crescimento bacteriano, sendo que o grupo A apresentou 100% de Vibrio sp., no grupo B
incidiram 87,5% de Vibrio sp. e 12,5% de Aeromonas sp. e no controlo verificou-se 83,3%
de Vibrio sp. e 16,7% de Aeromonas sp. (Fig. 3.15).

Antes da metamorfose

%

70

60

M Vibrio sp.

H Aeromonas sp.

M Photobacterium sp.

i Pantoea sp.

A B Controlo Tratamento

Fig. 3.14 - Percentagem de géneros de bactérias identificados antes da metamorfose (11DAE) das
larvas de Solea senegalensis.
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Depois da metamorfose
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Fig. 3.15 - Percentagem de géneros de bactérias identificados depois da metamorfose (27 DAE)
das larvas de Solea senegalensis.

Fez-se o calculo da percentagem de Vibrionaceae isolado em meio TCBS em
relacdo ao numero total de bactérias que foi isolado em meio TSA para 5, 11 e 26 DAE. A
5 DAE, antes da introducdo dos copépodes, o género Vibrio teve a incidéncia de 1,0%
para um pool retirado dos trés tratamentos. A 11 DAE, antes da metamorfose, o grupo
controlo apresentou uma percentagem de 7,7%, seguido do grupo B com 2,2% e do
grupo A com 1,0%. A 26 DAE, depois da metamorfose, os grupos controlo e B
apresentaram valores mais elevados com 76,6 e 35,3%, respetivamente. Finalmente o
grupo A exibiu uma percentagem de Vibrionaceae de 4,1% (Tabela 3.1I).

Tabela 3.1l — Percentagem de Vibrionaceae sobre o n° total de bactérias isolado a 5, 11 e 26 DAE
para os trés tratamentos (A, B e controlo) em larvas de Solea senegalensis.

DAE A B Controlo
5 1,0 1,0 1,0
11 1,0 2,2 7,7
26 4,1 35,3 76,6
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3.2. Ensaios alimentares com copépodes em juvenis de
linguado

3.2.1. Crescimento e sobrevivéncia dos juvenis

No inicio do ensaio, o comprimento médio dos juvenis de linguado era de 18,4 +
3,2 e 184 + 3,5 mm e o peso médio era de 59,4 + 26,2 e 56,6 + 26,3 mg para 0s
tratamentos copépodes e controlo, respetivamente. Apds os 60 dias do ensaio, verificou-
se que tanto o comprimento como o peso foram significativamente maiores no grupo
controlo que atingiu um comprimento médio de 42,9 + 9,8 mm e um peso médio de 960,1
+597,1 mg (Fig. 3.16 & 3.17).
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Fig. 3.16 - Crescimento em comprimento (CT) de juvenis de Solea senegalensis para 0s
tratamentos de copépodes e controlo.
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Fig. 3.17 - Crescimento em peso humido de juvenis de Solea senegalensis para os tratamentos de
copépodes e controlo.

No que diz respeito ao peso seco, no inicio do ensaio ndo havia diferencas
significativas entre os dois grupos sendo que os valores médios eram de 13,7 + 6,1 e 9,3
+ 5,6 mg para os tratamentos com copépodes e controlo, respetivamente. No final do
ensaio, apos 60 dias, verificou-se que 0 peso seco do grupo controlo foi
significativamente maior com um valor de 370,0 £ 45,2 mg (Tabela 3.1II).

Tabela 3.1l — Peso seco inicial e final do ensaio para os tratamentos com copépodes e controlo.
Tratamento Peso seco inicial (mg) Peso seco final (mQ)
Copépodes 13,7+ 6,1 123,3 £ 68,7

Controlo 9,3+5,6 370,0 £ 45,2

Relativamente a sobrevivéncia, verificou-se um decréscimo em ambos os grupos
desde o inicio até ao final do ensaio, apés 60 dias, em que os valores foram de 51,3
17,5 e 75,5 £ 6,2 % para o tratamento com copépodes e controlo, respetivamente.
Contudo, ndo houve diferencas significativas entre os dois tratamentos durante o ensaio

(Fig. 3.18).
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Fig. 3.18 - Sobrevivéncia de juvenis de Solea senegalensis para os tratamentos copépodes e
controlo.

3.2.2. Crescimento e identificacao bacteriana

No final do ensaio observou-se que o crescimento da flora bacteriana intestinal em
meio TSA foi significativamente maior no tratamento com copépodes com um valor de
38,5 + 22,8 x10° UFC cm™, quanto ao tratamento controlo o crescimento bacteriano
atingiu o valor de 13,3 + 1,0 x10°> UFC cm™ (Fig. 3.19). Relativamente ao crescimento de
Vibrionaceae no intestino ndo se verificaram diferencas significativas, sendo que os
valores foram de 4,6 + 3,6 x10° e 3,3 + 2,2 x10° UFC cm™ para o tratamento com
copépodes e controlo, respetivamente (Fig. 3.20).
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Fig. 3.19 - Namero de UFC cm™ que cresceram em meio TSA provenientes do intestino de Solea
senegalensis para os tratamentos copépodes e controlo. Diferencas estatisticamente significativas
(P < 0,05) para letras diferentes, a e b.
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Fig. 3.20 - Numero de Vibrionaceae (UFC cm™ x102) que cresceram em meio TCBS, provenientes
do intestino de Solea senegalensis para os tratamentos copépodes e controlo.

No que diz respeito ao pH, este foi medido nos intestinos dos juvenis de ambos os
tratamentos, verificando-se que ndo existiam diferencas significativas entre os dois
grupos. Os valores de pH foram de 56 + 0,3 e 5,4 + 0,1 para o tratamento com
copépodes e controlo, respetivamente (Fig. 3.21).
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Fig. 3.21 - Valores de pH no intestino nos tratamentos copépodes e controlo em Solea
senegalensis.

No inicio do ensaio fez-se um pool de ambos os tratamentos a fim de analisar o

crescimento bacteriano. ApOs a identificacdo verificou-se que a comunidade bacteriana
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era maioritariamente composta por Vibrio sp. e Aeromonas sp. (44%), seguida de
Photobacterium sp. (11%) (Fig. 3.22).

m Vibrio sp.
W Aeromonas sp.

m Photobacterium sp.

Fig. 3.22 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no inicio do ensaio em juvenis de
Solea senegalensis.

No final do ensaio isolaram-se e identificaram-se as col6nias que apresentaram
maior significancia. Para os tratamentos com copépodes e controlo o grupo Vibrio sp. foi
0 que teve maior incidéncia, seguido de Aeromonas sp. Outros grupos com menor
incidéncia também foram isolados em ambos os tratamentos como Photobacterium sp.,
Brevibacillus sp., Phenon 5. Apenas no tratamento com copépodes se isolou o grupo
Micrococcus sp. (Fig. 3.23 & 3.24).

Copépodes

M Vibriosp.

M Vibrio fisheri

i Aeromonas sp.

M Photobacterium sp.
M Brevibacillus sp.

i Phenon 5

M Micrococcus sp.

Fig. 3.23 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no final do ensaio para o tratamento

com copépodes em juvenis de Solea senegalensis.
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Fig. 3.24 - Percentagem de géneros de bactérias identificados no final do ensaio para o controlo
em juvenis de Solea senegalensis.

Apés a andlise do crescimento das comunidades bacterianas no inicio e no fim do
ensaio fez-se uma relagédo entre as percentagens de Vibrionaceae que cresceram em
meio TCBS sobre o numero total de bactérias presentes em TSA. Assim, encontrou-se
10,2% de Vibrio sp. no inicio do ensaio, 12,0% no tratamento com copépodes e 25,0% no
controlo (Tabela 3.1V).

Tabela 3.1V - Percentagem de Vibrionaceae no inicio e no final do ensaio para os tratamentos com
copépodes e controlo em juvenis de Solea senegalensis.

Tratamento Copépodes Controlo
Inicio 10,2% 10,2%
Final 12,0% 25,0%
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4.Discussao

No ensaio de alimentacdo em larvas de dourada, os grupos A e controlo obtiveram
melhores resultados em termos de crescimento, ndo havendo diferengas significativas
entre os dois grupos. O grupo controlo apresentou um valor ligeiramente mais elevado
para 0 peso seco com 3596,8 + 534,0 ug larva™ e o grupo A apresentou um valor mais
elevado para o comprimento com 15,2 + 1,3 mm, ambos para larvas de 42 DAE. A média
de comprimentos totais dos grupos A e controlo esta de acordo com os resultados
descritos por Moretti et al., (1999) para larvas de dourada com 45 DAE. No entanto, 0s
valores médios de peso seco das larvas de 42 DAE apresentaram-se superiores em
comparacgéo ao que foi observado por Aragao et al., (2004) para larvas de dourada de 45
DAE. Estes resultados podem ser justificados com o fato de ter sido aplicada uma
estratégia de co-alimentagéo. Nesta estratégia aliou-se o perfil nutricional mais adequado
dos copépodes a disponibilidade do alimento vivo, ou seja, com os copépodes garantiu-
se o fornecimento de acidos gordos essenciais e com o alimento vivo garantiu-se que
havia sempre presas disponiveis na coluna de &gua, nunca privando as larvas de se
alimentarem. Desta forma potenciou-se o0 crescimento larvar e colmataram-se as
desvantagens individuais de cada um destes alimentos, isto é, os copépodes apresentam
a lacuna de afundarem na coluna de agua, tornando-se indisponiveis para ser
consumidos pelas larvas de dourada e o alimento vivo (rotiferos e artémia) € mais pobre
nutricionalmente, ndo preenchendo os requerimentos nutricionais das larvas. Assim, com
a estratégia da co-alimentacdo as falhas de cada um dos alimentos foram preenchidas
mutuamente, criando uma dieta vantajosa. Olivotto et al., (2010) também testou a
eficiéncia de copépodes preservados na alimentacdo de larvas de peixe-palhaco,
Amphirion clarkii, chegando também & conclus&o que a co-alimentagdo com alimento vivo
produziu melhores resultados em termos de crescimento e sobrevivéncia e que o fato dos
copépodes afundarem na coluna de agua pode constituir um problema para espécies em

que a fase larvar é pelagica.

Por outro lado, o grupo B apresentou piores resultados no que diz respeito ao
crescimento, o que pode ter que ver com o fato do alimento vivo ter sido
progressivamente substituido, até 100%, por copépodes preservados, uma dieta inerte
gue poderia ndo apresentar estimulo visual suficiente para ser ingerida pelas larvas antes
gue estes se afundassem na coluna de agua. Deste modo, as larvas do grupo B tinham
menos alimento disponivel em relagdo aos outros tratamentos que eram alimentados com

presas vivas. Engrola, (2008) demonstrou em larvas de linguado que a digestibilidade e a
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retencdo proteica sdo afetadas quando, na estratégia de co-alimentacdo, sdo substituidas

grandes quantidades de artémia por racao inerte, levando a um crescimento lento.

Existe uma pandplia de fatores que influenciam as larvas na sele¢édo das presas
incluindo o tamanho, a densidade e a mobilidade destas (O'Brien, 1979); as
caracteristicas das larvas como a capacidade sensorial e motora, experiéncia prévia,
dimensdes da boca e comprimento do corpo (Cox & Pankhurst, 2000); e fatores
ambientais como a intensidade e espectro luminoso, turbidez da agua e temperatura
(Cobcroft et al.,, 2001). Na literatura, o que se considera determinante na selecdo de
presas concentra-se muito na relacéo entre tamanho da presa-tamanho da boca da larva
mas outros fatores como a cor, o cheiro e 0 movimento s&o igualmente importantes. E
necessario um melhor conhecimento destes fatores de modo a gerir a alimentagdo numa

larvicultura em regime intensivo (Planas & Cunha, 1999).

Em aquacultura, as condi¢des de cultivo em cativeiro podem ser fontes de stress,
despoletando uma elevada mortalidade, especialmente no cultivo larvar (Avella et al.,
2010), o que pode justificar a grande taxa de mortalidade inicial até 14 DAE observada
nas larvas de S. aurata. Apesar dos diferentes tratamentos, ndo se verificou diferenca
significativa na sobrevivéncia dos trés grupos, sendo que o tratamento A apresentou um
valor um pouco maior para 42 DAE de 5,0 + 4,5 %. Este valor de sobrevivéncia é inferior

ao reportado por Suzer et al., (2008) para larvas de dourada de 35 DAE.

Relativamente a flora microbiana do trato digestivo das larvas de dourada no inicio
do ensaio, antes da introducdo dos copépodes na dieta, esta teve os valores de 61,5 +
20,9 UFC larva™ para bactérias no geral e de 4,9 + 1,8 UFC larva™ para Vibrionaceae, em
que o primeiro valor se apresenta inferior comparando com os resultados obtidos por
Avella et al., (2010) para larvas desta espécie com 7 DAE. O grupo B apresentou uma
carga bacteriana significativamente maior que os outros grupos com valores de 13,2 £ 8,0
x10%> UFC larva™ para bactérias no geral e de 12,4 + 4,4 x10° UFC larva® para
Vibrionaceae, mais uma vez o valor de Vibrionaceae esta de acordo com 0s resultados
observados por Avella et al., (2010) e o valor de bactérias em geral apresentou-se um
pouco mais baixo para larvas de 40 DAE. Os grupos A e controlo apresentaram uma
carga bacteriana muito menor do que a encontrada na literatura (Avella et al., 2010;
Austin, 2006) A presenca de uma maior carga bacteriana no grupo B pode ser explicada
devido ao uso de copépodes preservados, uma vez que estes se conservavam numa

embalagem que, depois de aberta, ainda demorou alguns dias para que chegasse ao fim,
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o fato de passarem por diversas operagfes de maneio antes de serem fornecidos bem
como as préprias caracteristicas do produto podem ter potenciado o desenvolvimento

bacteriano, levado a uma maior contaminacao.

No que diz respeito & composicdo da microbiota das larvas de S. aurata, esta foi
analisada antes da introducéo dos copépodes (7 DAE) e no final no ensaio (40 DAE). A7
DAE foram isolados os géneros Vibrio, Moellerella e Photobacterium e a 40 DAE foram
isolados dos trés tratamentos os géneros Vibrio sp., Aeromonas sp., Photobacterium sp.,
Micrococcus sp. e Pantoea sp., exceto o género Listonella que néo foi isolado no grupo
B. A predominancia dos géneros Vibrio e Aeromonas esta de acordo com Savas et al.,
(2005) para larvas de dourada com 45 DAE.

No ensaio de alimentacdo em larvas de linguado o grupo controlo obteve os
melhores resultados em termos de crescimento, apresentando um comprimento e peso
seco meédios significativamente maiores a partir de 18 DAE, terminando com 9,6 + 0,7
mm e 1225,7 + 420,7 pg larva® a 27 DAE, valores que estdo de acordo com o0s
reportados por Bonaldo et al., (2011) para larvas de Solea solea de 25 DAE. Engrola et
al., (2009) demonstrou que, em larvas de linguado, quando é feita uma substituicdo
moderada de artémia, ha uma adaptacdo do metabolismo do linguado de modo a
promover a utilizacao da proteina a longo prazo, potenciando o crescimento. O fato de os
grupos A e B terem terminado com uma dieta composta apenas por copépodes pode ter
influenciado negativamente o seu crescimento, aliando ao fato da fraca aceitacdo dos

copépodes pelas larvas de S. senegalensis.

A sobrevivéncia das larvas de Solea senegalensis ndo demonstrou diferenca
significativa entre tratamentos, embora o grupo controlo tenha apresentado um valor
ligeiramente maior com 76,7 = 8,6 % no final do ensaio, a 27 DAE, valor que se encontra
de acordo com o valor reportado por Fernandez-Diaz et al., (2001) para larvas de
linguado de 25 DAE.

No que diz respeito ao crescimento bacteriano nas larvas de linguado, antes da
introducdo dos copépodes (5 DAE) observaram-se valores de 4,5 + 1,4 x10° para
bactérias em geral e 4,8 + 0,9 UFC larva® para Vibrionaceae, valores que estdo de
acordo com os reportados por Vine et al., (2006) para larvas de rodovalho até 4 DAE. No
ponto de amostragem seguinte, antes de ocorrer a metamorfose (11 DAE), o grupo A
demonstrou um valor significativamente maior para bactérias em geral com 9,9 + 1,9 x10?
UFC larva™ enquanto para Vibrionaceae o grupo controlo apresentou um crescimento

significativamente maior com 10,9 + 4,4 UFC larva™® em relagdo ao grupo B. A 26 DAE o
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grupo controlo manteve uma carga bacteriana significativamente maior com 6,7 + 0,6
x10? UFC larva™* para bactérias em geral e 5,1 + 1,39 x10> UFC larva™ para Vibrionaceae.
Estes valores apresentam-se menores que os reportados por Nicolas et al., (1989) para
larvas de rodovalho (Scophthalmus maximus). Sendo que 0s principais veiculos de
transmissdo de microrganismos sao o alimento e a agua circundante, esta carga
bacteriana mais elevada do grupo controlo pode ter que ver com o fato deste tratamento
ter ingerido mais alimento que os grupos A e B, uma vez que 0s copépodes nao foram
muito bem aceites por parte das larvas, havendo dias em que ndo se observou a sua
ingestdo. Hansen & Olafsen (1999) também descreveram diferencas na microbiota
intestinal em termos de quantidade dependendo do estado de nutricdo das larvas uma
vez que as bactérias ingeridas no alimento dominam quantitativamente a microbiota

presente no trato digestivo.

Relativamente a composi¢cdo da microbiota das larvas de S. senegalensis, aos 5
DAE foram isolados varios géneros bacterianos, sendo que os dominantes foram Vibrio e
Aeromonas. Aos 11 DAE, antes da metamorfose, manteve-se a dominancia de Vibrio e
Aeromonas nos trés tratamentos e a Unica diferenca encontrada consistiu no género
Pantoea que apenas foi isolado do grupo A. Aos 26 DAE, ap6s a metamorfose, foram
isolados os géneros Vibrio e Aeromonas nos tratamentos B e controlo enquanto no grupo
A 0 Unico género isolado foi Vibrio. O fato de na ultima amostragem apenas se terem
identificado dois géneros bacterianos pode ser explicado pelo fato de apenas se terem
recolhido 10 larvas por tratamento devido a indisponibilidade de individuos e também por
se terem perdido bactérias no processo de identificagdo. Contudo, foi reportado por
Bergh et al., (1994) que, em larvas de halibute (Hippoglossus hippoglossus), a microflora
do trato digestivo torna-se gradualmente dominada pelos géneros Vibrio e Aeromonas

apos o inicio da alimentacdo exdgena.

Nas larvas de dourada e de linguado e independentemente dos tratamentos (A, B
e controlo), os géneros bacterianos que apresentaram maior incidéncia na microflora das
larvas foram Vibrio e Aeromonas. A primeira colonizagcdo do trato intestinal das larvas
pode ocorrer ainda na fase do saco vitelino quando estas ingerem agua ou entao é
estabelecida com a primeira alimentacdo exdgena, isto €, a colonizacdo é feita pelas
bactérias presentes no alimento e na agua (Hansen & Olafsen, 1999). Munro et al.,
(1994) indicam que, nas larvas de rodovalho, a colonizagdo do trato digestivo coincide
com o inicio da alimentacdo, sendo a microflora dominada pelos géneros Aeromonas e
Vibrio. Em dourada e robalo observou-se uma maior incidéncia de V. anguillarum, V.

tubiashii e de outros grupos quando as larvas foram alimentadas com rotiferos, por outro
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lado, quando foram alimentadas com artémia houve maior ocorréncia de V. alginolyticus,
V. proteolyticus, V. harveyi, e V. natriegens, sendo que 0s géneros Pseudomonas,
Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus e Erwinia também foram isolados (Austin, 2006;
lgarashi et al., 1989). Deste modo, a alteracdo do grupo de bactérias dominante na
microflora esté diretamente ligada com a alimentacgéo, isto €, a microflora intestinal varia

de acordo com a carga bacteriana presente no alimento (Austin, 2006).

No ensaio de alimentacdo com copépodes nos juvenis de linguado observou-se
gue no final do periodo experimental, apds 60 dias (135 DAE), tanto o comprimento como
0 peso foram significativamente maiores no grupo controlo que atingiu um comprimento
médio de 42,9 £ 9,8 mm, um peso humido médio de 960,1 + 597,1 mg e um peso seco
médio de 370 * 45,2 mg. Os valores de comprimento estdo um pouco acima do que foi
reportado por Lobo et al., (2013) enquanto 0 peso seco apresenta um valor menor que 0
reportado pelos mesmos autores para juvenis de S. senegalensis com 121 DAE. A
diferenca significativa entre os tratamentos pode ser explicada pelo fato da dieta com
copépodes aparentar uma aceitacdo menor, uma vez que se observou que 0s juvenis
deixavam mais racdo no tanque, havendo assim uma reduc¢do no alimento ingerido e,

consequentemente, no crescimento.

\

No que diz respeito a sobrevivéncia dos juvenis de S. senegalensis, ndo se
verificou diferenca significativa entre os dois tratamentos, apesar do grupo controlo
apresentar valores mais elevados durante todo o ensaio. Os valores de sobrevivéncia,
apo6s 60 dias de ensaio, foram de 75,5 £ 6,2 e de 51,3 + 17,5 % para os tratamentos
controlo e copépodes, respetivamente. O fato da sobrevivéncia ter sido inferior no
tratamento com copépodes pode estar relacionado com a presenca de uma carga
bacteriana mais elevado no trato digestivo. Contudo, os valores de sobrevivéncia de
ambos os tratamentos estdo de acordo com os reportados por Lobo et al., (2013) para

juvenis de S. senegalensis.

Nos juvenis de linguado com 135 DAE o tratamento com copépodes apresentou
um crescimento da microbiota intestinal significativamente maior que o grupo controlo
para bactérias em geral com um valor de 38,5 + 22,8 x10? UFC cm™, sendo este valor é
menor que o reportado por Makridis et al., (2005) para juvenis de linguado. Relativamente
ao grupo Vibrionaceae fez-se uma comparacdo dos valores percentuais do seu
crescimento no intestino no inicio (antes da introdugédo da dieta com copépodes) e no
final do ensaio sendo que inicialmente tiveram uma incidéncia de 44,4%, no tratamento

com copépodes apresentaram 41,8% e no controlo isolou-se 45,5% de Vibrio sp.
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Contudo, néo se observou diferenca no grupo Vibrionaceae entre os dois tratamentos no
final do ensaio. O fato dos juvenis alimentados com copépodes apresentarem um valor
maior para bactérias em geral pode ter que ver com a adi¢do destes microcustaceos na
racdo, elevando assim a carga bacteriana fornecida através desta dieta.

A composic¢éo da microbiota intestinal foi analisada no inicio e no final do ensaio,
sendo que inicialmente foram isolados os géneros Vibrio, Aeromonas e Photobacterium
e, apods 60 dias de ensaio, 0s géneros dominantes em ambos os tratamentos foram Vibrio
e Aeromonas, sendo a Unica diferenca caracterizada pelo género Micrococcus que
apenas foi isolado do tratamento com copépodes. As bactérias isoladas estdo de acordo
com o reportado por MacDonald et al., (1986) para juvenis de Solea solea. Quanto ao pH
intestinal ndo se detetou uma diferenca significativa entre os dois tratamentos, embora o
grupo controlo tenha apresentado um pH ligeiramente mais baixo com 5,4 + 0,1, o que
ndo estd em concordancia com Yufera et al., (2007) que constatou em S. senegalensis
que o pH se torna mais baixo com o aumento de peso e o seu valor nunca foi inferior a
6,0, independentemente da idade. No entanto, Chakrabatrti et al., (1995) verificou que, em
espécies com habitos alimentares omnivoros, os valores de pH do intestino variam entre
5,5 e 7. O fato da ragéo fornecida aos juvenis de linguado, de ambos os tratamentos, ndo

ser uma dieta especializada para a espécie podera ter influenciado nos valores de pH.

Com o ensaio larvar de alimentacdo em Sparus aurata chegou-se a conclusao
gue a utilizacdo de copépodes conservados na dieta s6 produz um efeito positivo no
crescimento quando sdo administrados juntamente com o alimento vivo standard numa
estratégia de co-alimentacdo, uma vez que os melhores resultados foram obtidos no
grupo A (50% copépodes preservados e 50% alimento vivo) e controlo (apenas alimento
vivo). No ensaio larvar de alimentagdo em Solea senegalensis o melhor resultado em
termos de crescimento pertenceu ao grupo controlo em que apenas se utilizaram presas
vivas e mais tarde artémia congelada, o fato do grupo controlo apresentar valores mais
elevados indica que tem de haver uma otimizacdo da estratégia de co-alimentacdo, quer
seja por ajustamento da quantidade de alimento vivo substituida ou por melhoramento do

produto de copépodes de modo a melhorar a sua aceitacéo pelas larvas de linguado.

No ensaio de alimentacdo nos juvenis de S. senegalensis provou-se que a
utilizacdo da racdo com 10% de copépodes ndo trouxe beneficios para o crescimento e
para a microbiota intestinal na medida em que se verificou uma maior carga bacteriana
nos juvenis alimentados com esta ra¢do. Relativamente a composicao da microbiota ndo

se verificou diferenca exceto na presenca do género Micrococcus nos juvenis
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alimentados com a racdo com copépodes. Na tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), uma
dieta suplementada com Micrococcus luteus tem um efeito positivo na sobrevivéncia, no
crescimento e na conversado alimentar. Esta bactéria é considerada um probiotico na
medida em que melhora o equilibrio da microflora intestinal, reduzindo as espécies
patogénicas que aceleram a absorcdo de alimento (Gomez & Balcéazar, 2008). Neste
caso nao se observou este efeito benéfico talvez por este ndo se aplicar ao linguado (S.
senegalensis) ou entdo o género de Micrococcus que foi isolado ndo funcionar como

probionte.

As bactérias presentes no alimento vivo desempenham um papel importante no
desenvolvimento da microflora de larvas de peixes marinhos e uma quebra da qualidade
microbiana pode ser responsavel por grandes mortalidades na fase larvar (Nicolas et al.,
1989). Assim, as propriedades quantitativas e qualitativas da microflora do alimento vivo
devem ser ajustadas de modo a evitar efeitos negativos nas larvas como a transmissao
de uma carga bacteriana excessiva e, a0 mesmo tempo, garantir 0 sucesso da
colonizacdo do trato intestinal (Nicolas et al.,, 1989). Uma forma de influenciar a
microbiota intestinal € através da administracéo de bactérias beneficentes (probioticos). O
uso de probidticos caracteriza-se por trazer beneficios a salude dos peixes, quer na fase
larvar, quer na fase adulta, estimulando o desenvolvimento do sistema imunitario do trato
digestivo na medida em que as espécies probiontes protegem o seu hospedeiro
produzindo metabolitos que inibem a colonizagdo ou o crescimento de outros
microrganismos ou por competirem por nutrientes ou locais de adesao com as espécies
patogénicas, promovendo a (Burr et al., 2005). Os microrganismos mais utilizados como
probidticos consistem em estirpes de Bacillus, Carnobacterium e Lactobacillus, contudo
também tem sido explorado o uso de outros géneros como Aeromonas e Vibrio (Gomez
& Balcazar, 2008). No entanto sdo ainda necessarios mais estudos acerca da
identificacdo bacteriana, adaptagfes ecoldgicas, beneficios e potencial patogénico da

microbiota do trato digestivo que vive associada aos peixes (Avella et al., 2010).

A microbiota do trato digestivo dos peixes € crucial para a saude e resisténcia a
doencas. Sendo a 4gua e o alimento os principais vetores de transmissdo das bactérias
gue colonizam o sistema digestivo, torna-se necessario ajustar as propriedades
gquantitativas e qualitativas da microflora do alimento vivo de modo a evitar efeitos
negativos nas larvas como a transmissdo de uma carga bacteriana excessiva e, ao

mesmo tempo, garantir o sucesso da colonizacdo do trato intestinal (Nicolas et al., 1989).
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5.Conclusao

Demonstrou-se que o0 uso de copépodes preservados na alimentacéo de larvas de
dourada (Sparus aurata) se adequa desde que numa substituicdo moderada, até 50%,
ndo afetando negativamente o seu crescimento. J4 na larvicultura de linguado (Solea
senegalensis) os copépodes preservados nao se mostraram uma dieta muito adequada
na medida em que nao se refletiu positivamente no crescimento devido a sua diminuta
aceitacdo pelas larvas, o que leva a necessidade do melhoramento deste produto de
modo a tornar as suas caracteristicas mais atrativas. Em ambas as espécies, a utilizacao

de copépodes preservados na dieta ndo condicionou a sobrevivéncia larvar.

As larvas de dourada apresentaram uma microbiota do trato digestivo dominada
pelos géneros Vibrio e Aeromonas, sendo que outros géneros como Photobacterium,
Pantoea, Micrococcus e Listonella também foram isolados independentemente da dieta
fornecida. As larvas alimentadas com copépodes preservados apresentaram uma
microbiota com maior carga bacteriana com 13,2 + 8,1x10° UFC larva™.

As larvas de linguado também exibiram uma microbiota dominada pelos géneros
Vibrio e Aeromonas, sendo que também se isolou o0 género Photobacterium. A carga
bacteriana da microflora do trato digestivo apresentou valores maiores para 0 grupo
controlo com 6,7 + 0,6x10% UFC larva™, uma vez que este grupo, provavelmente, ingeriu
uma maior quantidade de alimento dado que apresentou um crescimento

significativamente maior.

No ensaio de alimentacdo em juvenis de Solea senegalensis a utilizacdo de uma
racdo com 10% de copépodes ndo se mostrou muito adequada pois ndo se obtiveram
bons resultados de crescimento. A microbiota intestinal destes juvenis € dominada por
Vibrio sp. e Aeromonas sp. e outros géneros como Photobacterium, Brevibacillus,
Phenon 5 também foram isolados nos dois tratamentos (dieta com e sem copépodes).
Apenas o género Micrococcus foi isolado do tratamento com copépodes e também foi
este tratamento que apresentou uma carga bacteriana mais elevada com 38,5 + 22,8
x10% UFC cm™.

Os copépodes constituem uma boa alternativa enquanto alimento vivo por serem
uma excelente fonte de nutrientes essenciais para larvas e juvenis de peixes marinhos. A
sua producdo em larga escala como alimento vivo apresenta alguns constrangimentos
dai a necessidade de se criar um produto preservado. No entanto, este produto pode nao
se adequar a todas as espécies, sendo necessario um melhoramento de modo a elevar a

sua aceitabilidade por parte das larvas e dos juvenis.
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