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Resumo

Hediste diversicolor (OF Muller, 1776) ou a comummente denominada minhoca da lama,
€ um anelideo poliqueta que tipicamente habita em ambientes marinhos rasos de 4guas
salobras, em diferentes partes da Europa. Esta espécie tem uma elevada tolerancia
fisiologica a factores ambientais extremos, tais como a salinidade, temperatura e niveis
de oxigénio dissolvido, podendo assim ser cultivada e reproduzida em diferentes tipos
de sedimentos. No ambiente selvagem como também em condic¢des laboratoriais, estes
poliquetas podem utilizar diferentes tipos de alimentos. Com vista a evidenciar o
potencial do cultivo de H. diversicolor foi determinado o crescimento final dos juvenis
engordados, expresso em peso final (g). Foram também determinados outros
parametros: a taxa especifica de crescimento (%), a taxa de sobrevivéncia (%) e perfil
de &cidos gordos dos juvenis, alimentados com trés diferentes dietas. Neste trabalho
foram utilizados poliquetas juvenis, provenientes de uma reproducdo controlada
anteriormente realizada para o efeito no laboratério de aquacultura do Instituto
Politécnico de Leiria. Os individuos foram alimentados com duas dietas comerciais,
racao seca e extrudida de dourada (Aquagold, Sorgal SA, Ovar, Portugal) e racdo semi
hamida de linguado (Moist sole, Sparos Lda, Olhdo, Portugal) e ainda com uma dieta
nao processada, peixe congelado, mais concretamente, carapau (Trachurus trachurus).
Os juvenis de H. diversicolor foram colocados em trés triplicados correspondentes a
cada dieta. Em cada triplicado foram colocados 30 individuos. Todos os parametros
fisico-quimicos foram controlados diariamente. A maior taxa de crescimento foi
observada quando os juvenis foram alimentados com racéo de dourada (0146 g d ') por
cada 10 individuos. Foi registada uma taxa de sobrevivéncia de 100 % como resultado
da administracdo da dieta racdo de linguado, provavelmente relacionado com o
imunoestimulante incluido nesta racdo, que contém extratos de algas vermelhas
(Ergosan). No entanto, nos outros dois tratamentos foram também registados resultados
semelhantes, 99 e 96 %, para as dietas peixe (Trachurus trachurus) e racdo de dourada,
respetivamente. Na avaliacéo do teor de proteina (%) foi registado o valor mais elevado
no tratamento ragéo de linguado, 8.87 %. De seguida, antes de se proceder ao perfil de
acidos gordos, foi determinado o teor de gordura (%) dos individuos cultivados e das
respectivas dietas. Os resultados mostraram que o teor de gordura das dietas foi
refletido na gordura dos poliquetas cultivados. Desta forma o tratamento ragédo de
linguado apresentou o valor mais elevado 2.25 %. Contudo, no tratamento racdo de
dourada os valores encontrados foram similares, 2.18 %. O menor valor registado foi no
tratamento da dieta peixe. De acordo com o perfil de acidos gordos, os principais acidos
gordos encontrados nos juvenis, alimentados com as trés dietas, foram acido palmitico
(16:0), acido oleico (18:1n9), acido eicosapentandico (20:5n3) e docosahexaendico

(22:6n3). Embora os resultados da dieta peixe ndo tenham proporcionado a maior taxa
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de crescimento e o maior ganho de peso final, quando comparada com as outras duas

dietas utilizadas, pode ser referido que a dieta peixe é adequada para alimentagdo de
H. diversicolor.

Palavras-chave: Poliquetas; Aquacultura; Crescimento; Dietas; Perfil lipidico; Gordura
total; Proteina bruta.
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Abstract

Hediste diversicolor (O.F. Miller, 1776) or so called common ragworm, is an Annelida
polychaeta is typically an inhabitant of shallow marine and brackish waters in different
parts of Europe. This species has a high physiological tolerance to extreme
environmental factors such as salinity, temperature and dissolved oxygen levels. Can be
farmed and reproduced in different types of sediment. In the field and also under
laboratory conditions this worm can utilize different types of food. In order to highlight the
potencial of H. diversicolor we have determined the growth, expressed as: final weight
(9). Also other parameters were determined: specific growth rate (%). survival rate (%)
and fatty acid profile of the juvenile worms fed with three different diets. This experiment
was carried out with juvenile worms, from a controlled reproduction with wild adults,
reared in aquaculture laboratory of Polytechnic Institute of Leiria. H. diversicolor
individuals were fed with two commercials diets, seabream dry food (Aquagold, Sorgal
SA, Ovar, Portugal) and semi wet pellets for cultured sole (Moist sole, Sparos Lda,
Olhao, Portugal), and with non processed diet, fish fillet from the mackerel Trachurus
trachurus. H. diversicolor juveniles were placed in three replicates for each diet, with 30
worms per replicate. All physicochemical parameters, such as temperature and salinity,
were controlled daily. The higher growth rate was observed when juveniles were fed with
seabream dry food (0,146 g * for 10 individuals). Survival rate of 100 % was observed
in the moist sole diet treatment, probably related to the immunostimulant included in this
feed that contained red algae extracts (Ergosan). However, in the other two treatments
there were also reported similar results, 99 and 96 %, for seabream dry food and fish
diets, respectively. In the evaluation of protein content (%), was determined that moist
sole feed provided the highest percentage to the cultured worms, with 8.87 %. The
results showed that the total fat content of the diets was reflected in the fat of the cultured
worms. So, the treatment fed with moist sole diet was the one with the higher fat content
2.25 %. Individuals fed with seabream dry food shown similar results 2.18 %. The lower
percentage was related to the fish fillet diet, with 0.85 %. According to the fatty acid
profile, the major fatty acids found in the juveniles fed with the three diets were palmitc
acid (16:0), oleic acid (18:1n9); eicosapentanoic acid (20:5n3) and docosahexaenoic
acid (22:6n3). Although results show that mackerel fillet was not the diet with the higher
growth rate and final weight achieved, when compared to the other two diets, but it is

proved that it can be suitable to feed H. diversicolor.

Key-words: Polychaetes, Aquaculture; Growth, Diets; Fatty acid profile; Total fat;

Crude protein.
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1.1. Biologia geral dos poliquetas

O filo annelida (an-nel'i-da) (L. annelus, pequeno anel, + ida, pl. sufixo) consiste
comummente na designacdo de vermes segmentados. E um filo bastante diversificado
gue comporta aproximadamente 15 000 espécies, e de entre as mais comuns estéo as
minhocas da terra e as minhocas de agua doce (classe Oligochaeta). Contudo
sensivelmente dois tercos do filo é constituido pela classe polychaeta, que engloba os
anelideos marinhos, que por sua vez sao 0s organismos menos conhecidos pela
populacdo em geral (Barnes et al., 2004; Purschke, 2005). Os anelideos sao
protostdmios celomados pertencentes ao superfiloLophotrochozoa, que exibem uma
clivagem espiral e desenvolvimento de mosaico. S&o um grupo de organismos bem
desenvolvido, em que o sistema nervoso é mais centralizado e o sistema circulatorio ja
se pode caracterizar com alguma complexidade (Hickman et al., 2006). Os individuos
deste filo possuem o corpo dividido por anéis ou dividido mediante segmentos (também
designados por metameros), dai a designacdo de anelideos. Cada um dos anéis ou
segmentos formam uma série linear e sdo externamente circundados ou revestidos por
outros anéis circulares chamados de annuli. A segmentacdo corporal referida é
denominada de metamerizagéo, que resulta na divisdo do corpo do animal em séries de
segmentos, em que cada um deles contém componentes semelhantes de todos os
sistemas de 6rgaos. Nos anelideos, 0s segmentos sédo delimitados internamente pelos
septos. Esta segmentacdo evoluiu de forma independente nos anelideos, artropodes e
vertebrados (Barnes et al., 2004; Purschke, 2005; Hickman et al., 2006).

Mais concretamente, os poliquetas sdo animais invertebrados marinhos muito
comuns, contudo habitam abaixo da superficie, sendo dificil a sua observagéo casual.
De entre as 9000 espécies descritas, existe uma ampla gama distinta em termos de
formas corporais e de habitos de vida, refletindo-se no agrupamento de 86 familias desta
mesma classe. A maioria dos espécimes encontrados ndo excede os 10 cm de
comprimento e o diametro pode variar de 2 a 10 mm. Espécies pertencentes ao género
Eunice e Hediste podem incluir animais com um comprimento superior a 1 metro. Muitos
poliquetas tém uma aparéncia muito distinta e fora do vulgar, com coloragdes
avermelhadas, rosadas ou verdes, e ainda com uma combinacdo de cores (Barnes et
al., 2004).
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O poliqueta geralmente € segmentado, com um corpo formado por segmentos
cilindricos, ou setigeros, cada um destes ladeado por um par de parapodes, isto &,
apéndices carnudos para locomocao ou natacéo (Purschke, 2005; Tzetlin & Filippova,
2005). Na parte anterior do corpo existe o prostomio, onde nele esta incluida toda a
parte responsavel pela agregacao dos 6rgados sensoriais. Por sua vez, a boca esta
situada na parte ventral do corpo, denominada de peristomio, sendo aqui que comeca
0 primeiro segmento corporal. A parte ndo segmentada ou parte terminal, o pigidio, é
onde se localiza 0 anus, mas apenas alguns poliquetas possuem esta estrutura, contudo
os diferentes habitos/estilos de vida destes anelideos desta classe levou a que
houvessem diferentes graus de modificacdes a este nivel (Barnes et al., 2004; Purschke,
2005).

Este tipo de invertebrados pode ser caracterizado como errante ou como
sedentarios. Os poliquetas errantes incluem espécies que sao estritamente pelagicas,
alguns que se movimentam/rastejam ativamente por baixo de conchas e rochas, alguns
gue sao construtores de galerias em sedimento como areia e lama e outros que vivem
em tubos estacionarios, na qual se insere a espécie Hediste diversicolor, que sera
abordada ao longo desta dissertacao. Por sua vez, as espécies sedentarias constroem
e habitam tubos/galerias com variados niveis de complexidade. Algumas dessas
espécies denominadas por tubicolas sedentarios ndo saem das suas galerias ou tubos
e somente projetam as suas cabecas para fora das mesmas em busca de alimento.
(Fidalgo e Costa, 2000; Scaps, 2002; Barnes et al., 2004)

1.2. Espécie — Hediste diversicolor

1.2.1. Anatomia, caracteristicas externas e especificidades dos

poliquetas

A espécie Hediste diversicolor O. F. Muller, 1776 pertence a familia Nereididae
e a ordem Phyllodocida (Scaps, 2002; Breton et al., 2003). Em H. diversicolor cada
setigero é composto por um par de parapodes. Cada parapode consiste em duas
divisdes, uma superior e uma ventral, o notopddio e 0 neuropdédio, respetivamente. Cada
uma destas divisbes é suportada internamente por cerdas quitinosas, interligadas
internamente aos musculos dos parapodes, proporcionando assim o movimento destes

e permitindo a deslocacdo do animal (Barnes et al., 2004; Tzetlin & Filippova, 2005).
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Assemelhando-se a um género de tentaculos, e comportando a parte sensorial, 0s cirri,
projetam-se a partir da base dorsal do notopddio e da base ventral do neuropédio. Os
notopddio e o neuropddio assumem diferentes formas consoante o taxa a que
pertencem e podem ainda ser divididos em diversos lobos. Nos parapodes as cerdas
podem ter diferentes formas num mesmo organismo. A sua funcao esta relacionada com
a parte motora, mais concretamente com o melhoramento da tracéo, quer ao nivel do
sedimento quer ao nivel de outras superficies (Purschke, 2005; Tzetlin & Filippova,
2005). Algumas sdo do tipo espatula que sao utilizadas para escavar, aquando da
realizacdo das galerias, outras assemelham-se a pagaias, usadas no auxilio da natacéo,
outras possuem saliéncias microscopicas, semelhantes a ganchos, usadas com o intuito

de segurar/agarrar as paredes interiores das galerias ou tubos.

Em termos musculares os poliquetas sdo animais de corpo mole. A sua
mobilidade e a manutencéo da forma do corpo sdo afetados pelo sistema muscular. O
sistema muscular € composto por varios componentes, tais como fibras circulares e
longitudinais das paredes do corpo, pelas parapodes, fibras dorsoventrais, bem como
pelas estruturas musculares dos septos e mesentério (ligamento muscular). Portanto, o
conhecimento da construcdo do sistema muscular dos poliquetas é importante para a
compreensdo das tendéncias evolutivas deste grupo e dos diferentes habitos de vida

observados (Tzetlin & Filippova, 2005).

A cabeca dos poliquetas pode consistir somente no prostomio, prostémio e
peristbmio, ou prostomio, peristbmio e um ou mais segmentos adicionais (Fig.1) No
geral, estes animais sdo Unicos dentro do filo dos anelideos no que concerne a
existéncia de diferentes apéndices sensoriais cefalicos, com funcbes no sistema
nervoso e 0rgaos sensoriais (Barnes et al., 2004; Hickman et al., 2006). Os apéndices
encontrados no prostdmio sdo as antenas e os palpos. Para finalizar, a sua anatomia
externa consiste num corpo segmentado, composto por trés regides: a cabeca ou
prostdmio, com 0s 0rgados sensoriais; o tronco, organizado por continuos segmentos
homologos, que possuem um par de prolongamentos laterais, os parapodes, que
contém as sedas quitinosas; e o pigidio, no extremo posterior, com o anus (Barnes et
al., 2004; Purschke, 2005; Hickman et al., 2006; Rangel, 2008).
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Figura 1. Preparacé@o de microscopia 6ptica de um juvenil de H. diversicolor.

Relativamente a questbes sensoriais, H. diversicolor pode responder a uma
variedade de estimulos sensoriais e consequentemente possuem uma variedade de
estruturas sensoriais. Dentro do contexto sensorial, podem ser destacadas importantes
estruturas como os palpos, antenas, apéndices no tronco e olhos. Pode também ser
destacado o 6rgao apical, que corresponde ao 6rgao sensorial mais importante da fase
larvar, que compreende uma série de células multiciliadas e varias células de suporte
(Orrage & Muller, 2005; Purschke, 2005).

Até recentemente, era amplamente aceite que os invertebrados ndo possuiam
um elevado grau de especificidade e memoria nas suas estratégias imunes, porém
estudos recentes tém desafiado esse ponto de vista de tal forma que a nossa
compreensdo das capacidades dos sistemas imunitarios dos invertebrados precisa de
ser reavaliado (Rowley & Powell, 2007). Pois ha evidéncias que sugerem a existéncia
de um elevado grau de memoria e especificidade em alguns invertebrados. Os niveis
elevados de fagocitose podem ser a explicacdo parcial para esse fenémeno (Dhainaut
& Scaps, 2001; Rowley & Powell, 2007).

Em termos de defesa imunologica, H. diversicolor apresenta uma reagéo
imunologica designada por encapsulacdo, que consiste no isolamento de corpos
estranhos por granulocitos G2, e produgdo de um pigmento castanho, de natureza
melaninica. A melanina destroi os parasitas devido a sua toxicidade (Porchet-Henneré
& Vernet, 1992). Esta descrito que os poliquetas sdo sujeitos numerosos parasitas e a
bactérias, presentes na agua e no sedimento. A primeira prote¢do bacteriana esta
presente no muco que reveste a parede da galeria (Dhainaut & Scaps, 2001). Mais

recentemente os autores Cuvillier-Hot et al (2014) afirmam que o sistema imunitario dos
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poliquetas comporta tanto a imunidade celular como a imunidade humoral. Na
imunidade celular esta incluida uma variedade de mecanismos como a fagocitose,
mecanismos citotoxicos e processos de encapsulacao que resultam na eliminacao de
corpos estranhos, como descrito anteriormente. J& na imunidade humoral comportam
células “especiais” que segregam substancias antimicrobianas, mais concretamente
peptideos antimicrobianos e proteinas, e segregam ainda outros compostos ativos no
fluido celémico.

Além dos poliquetas estarem sujeitos a patologias, também atuam como vetores
virais, mais concretamente de White spot syndrome virus (WSSV), ou sindrome dos
pontos brancos, encontrados em reprodutores de Penaeus monodon. H. diversicolor
acumula o patogénico no trato digestivo por meio da alimentacédo, porém, este virus ndo

€ prejudicial para o poliqueta hospedeiro (Vijayan et al., 2005).

1.2.2. Ciclo de vida e reproducéo

O ciclo de vida associado a este poliqueta é bastante complexo e é denominado
por bento pelagico (Marty & Retiere, 1999; Scaps, 2002). Toda a familia Nereididae
apresenta fecundacdo externa, sendo portanto denominada por monotélica, ou seja,
existe apenas um Unico evento reprodutivo, ocorrendo a morte dos individuos apoés a
reproducdo (Scaps, 2002; Fidalgo e Costa, 2003). O processo de morte podera ser
explicado pelo processo de autofagocitose das fibras do masculo da parede do corpo,
causando um enfraquecimento geral nos individuos maduros (Bartels-Hardege & Zeeck
1990). H. diversicolor € uma espécie dioica, em que 0s sexos se encontram separados
e € atoca, isto é, ocorre uma estratégia reprodutiva onde ha um sincronismo na
maturacao sexual, e onde se garante a proximidade dos parceiros sexuais agquando da
libertacdo dos gametas, ndo se reproduzindo na coluna de agua, mas sim no sedimento
(Hickman et al., 2006). Todavia, o poliqueta H. diversicolor carece de 6rgaos sexuais ou
gbénadas bem definidas. Tanto o macho como as fémeas possuem as suas células
germinativas no interior do celoma, a partir de um epitélio germinativo que se localiza
na parte ventral do celoma (Dales, 1950; Marty & Retiére, 1999; Scaps 2002; Fidalgo e

Costa, 2003).

Durante o processo de maturagcdo sexual existe uma diferenciacdo em termos
da coloracdo do corpo dos animais. Antes da maturagdo, os poliquetas exibem uma
coloracdo avermelhada, enquanto os individuos maduros assumem a cor verde

brilhante e verde mais escurecido, nos machos e nas fémeas, respetivamente (Scaps,
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2002). O método mais frequentemente utilizado para anélise da maturacao dos odcitos
consiste na avaliacdo do diametro médio, apos ter sido retirada uma amostra do liquido
presente no celoma (Fidalgo e Costa, 2003). Os odécitos poderdo ser considerados
maduros apos possuirem um tamanho entre 150 ym e os 275 ym. Este processo de
maturacdo e desova, ou mesmo todo o processo de reproducdo, € induzido pelo
aumento da temperatura e por altera¢des do fotoperiodo (Olive et al., 1997; Olive et al.,
1999; Abrantes et al., 1999; Fidalgo e Costa et al., 2000). A maturacdo é despoletada
por temperaturas superiores a 6°C (Scaps, 2002). Contudo convém ser referido que a
época de postura de H. diversicolor descrita na bibliografia possui uma grande variacao,
tanto como as diferentes condicbes ambientais descritas dos diferentes locais
experienciados. A grande gama de temperaturas onde este organismo pode ser
encontrado € presumivelmente a principal causa das diversas descricdes em termos
das diferentes épocas de reproducédo (Garcia-Arberas & Rallo, 2002; Scaps, 2002). O
evento reprodutivo de H. diversicolor foi descrito por Bartels-Hardege & Zeeck (1990),
onde os autores referem que as fémeas libertam os seus ovos de forma espontanea
dentro das galerias através de movimentos corporais. Por sua vez os individuos machos
maduros aproximam se da galeria em busca da fémea. Assim ocorre o encontro, 0
macho liberta o esperma diretamente na proximidade da galeria sem que haja qualquer
tipo de contacto entre os individuos maduros. Findo este processo, as fémeas comecam
a realizar um processo de ventilacao intenso que faz com que o esperma se desloque
para o interior da galeria, este fendmeno é possivel pois a fémea utiliza o seu proboscis
como auxilio. Os ovos fertilizados permanecem na galeria protegidos pela fémea. Os
0ovos possuem um tamanho consideravel, com um didmetro superior ou igual a 200 pm,
e eclodem em fase trocofora (Scaps, 2002). As larvas sao bentonicas e tém um rpido
desenvolvimento. Estas sao lecitotroficas (possuem reservas alimentares), mas logo
passam a alimentarem-se do muco e do filme microbiano presente nas galerias. Apds
10 a 14 dias atingem os 7 a 8 segmentos corporais e comegam a abandonar a galeria.
Nos dias seguintes ocorre a morte das fémeas reprodutoras (Bartels-Hardege & Zeeck,
1990; Marty & Retiére, 1999; Scaps, 2002).
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1.2.3. Distribuicéo e habitat

A familia Nereididae é uma das mais diversas e abundantes de poliquetas com
aproximadamente 425 espécies que ocorrem numa variedade de ambientes marinhos

e dulgcaquicolas (Breton et al., 2003)

O poliqueta H. diversicolor (O. F. Miller, 1776) tem uma distribuicdo alargada,
distribuindo-se por estuérios e lagoas, desde o Norte de Africa, Norte da Europa e costa
Atlantica americana. Esta ampla distribuicdo é possivel gracas a elevada tolerancia
fisiolégica do animal a variacdes ambientais, podendo crescer e reproduzir-se em
diferentes tipo de sedimentos, tolera uma alargada gama de variacdes bruscas de
temperatura, salinidade, sendo por isso considerada uma espécie eurialina, e ainda uma
vasta tolerancia a condi¢cdes de hipoxia, podendo salientar-se também a sua
diferenciagdo em termos de habitos alimentares, como veremos adiante, que
provavelmente Ihe permite a colonizagéo de diversos habitats, com diferentes fatores
ambientais (Scaps, 2002; Breton, et al., 2003; Fidalgo e Costa et al., 2006). Mais
concretamente este anelideo tem como habitat aguas rasas marinhas, aguas salobras,
em zonas temperadas, nas areas geograficas referidas anteriormente, desempenhando
um papel de extrema importancia ecolégica. Contudo devido a confusdo ainda instalada
sobre 0s organismos pertencentes a este grupo taxondmico, H. diversicolor foi descrita
primeiramente como sendo uma espécie cosmopolita (Scaps, 2002; EkI6f, 2010). O
autor Scaps (2002) refere ainda que até a data, parece que a gama total de organismos
desta espécie se restringe apenas a ambientes marinhos rasos e aguas salobras do
Norte da Europa e América. Porém esta espécie de poligueta possui uma enorme
distribuicéo por toda a Europa, estendendo-se desde o Norte Europeu e mar Baltico, até
Marrocos e mares Mediterraneo, Negro e Caspio. Pela sua grande capacidade de tolerar
diferencas bruscas tanto de temperatura como de salinidade, permitido assim colonizar
e habitar as diferentes areas citadas anteriormente. A sua densidade populacional varia
desde 35 a 3700 individuos/m?, tanto em areas costeiras como estuarinas (Amiard-
Triquet et al., 2008). Em termos mais especificos do seu habitat, Hediste diversicolor
habita em zonas lodosas, arenosas, mas também é possivel ser encontrada em areas
de cascalho e de argilas, onde constréi galerias em forma de U ou de Y. A profundidade
de cada galeria aumenta com o tamanho corporal dos individuos, bem como com a
temperatura do mar, mas usualmente a profundidade da galeria ronda os 15
centimetros. Ha que referir que toda a atividade exercida pelo poliqueta dentro da sua

galeria é denominada de bioturbacédo, sendo um fenémeno que desempenha um papel
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importante no funcionamento dos ecossistemas marinhos e limnicos (Marty & Retiére,
1999; Duport et al., 2006; Hedman et al., 2011) e que consiste na propria constru¢cao
das galerias, irrigacdo das mesmas, mistura de sedimentos e producéo de pellets fecais
gue influenciam a distribuicdo e o encaminhamento da matéria organica no sistema
agua-sedimento do local, ou seja, € como se ocorresse uma reformulacéo/renovacao
do sedimento (Banta et al., 1999; Duport et al., 2006; Cuny et al., 2007).

1.2.4. Alimentacéo

Em termos dos habitos alimentares descritos na bibliografia para H. diversicolor,
estes sdo de ordem variada, desde herbivoros até omnivoros. Os alimentos ingeridos
vao desde micro e macrozoobentos, diatomaceas, matéria organica fragmentada e/ou
detritos (Fidalgo e Costa et al., 2006). Assim esta espécie possui interessantes habitos
alimentares, alternando os em funcéo da disponibilidade de alimento, isto &, pode ser
detritivoro, carnivoro (Scaps, 2002; Fidalgo e Costa et al., 2006), herbivoro (Paramore
& Hughs, 2004), e mesmo alimentar-se de bactérias através de atividades bacterioliticas
(Riisgard, 1991; Scaps, 2002; Fidalgo e Costa et al., 2006), sendo realizados através de
alguns métodos de captacao de alimento. Esses sao enunciados por Fidalgo e Costa et
al., (2006), que refere algumas dessas estratégias: deposit feeding, em que os
organismos recolhem/capturam o alimento na superficie do sedimento e em redor das
galerias, alimentacdo por suspensao, ou por filtracdo, que consiste num processo em
gue o poliqueta produz uma teia de muco dentro da galeria e através de movimentos
dorso ventrais, gera uma corrente continua que permite a captura de fitoplancton, sendo
este ingerido posteriormente. Esta Ultima estratégia é adotada quando existe uma
grande concentracao de fitoplancton na coluna de 4gua e corresponde ao mecanismo
mais usual por parte de H. diversicolor (Riisgard, 1991). Todos estes processos sao
confirmados e relatados também por Riisgard et al., (1995); Fidalgo e Costa (2002) e
por Kristensen et al., (2003). De referir que 0os mecanismos anteriores nao Ssao
dissociados dos habitos alimentares, funcionando em conjunto com 0S mesmos.
Recentemente Rossi et al., (2008) descreveu que, organismos que atuem através de
mecanismos de alimentagdo por suspensao podem ter importantes consequéncias para
as funcdes do ecossistema, pois estes organismos aceleram a biodeposicdo e a
remoc&o do carbono orgéanico presente na coluna de agua, influenciando as trocas de
carbono e nutrientes na interface sedimento-agua. Tais processos foram também
descritos por Hedman et al., (2011), que constataram, apés comparacdo de duas
espécies de poliquetas, Marenzelleria neglecta e H. diversicolor, que a Gltima possui

uma maior eficiéncia ao nivel da bioturbacéo.
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1.3. Ecologia

Estuarios e baias rasas estdo entre os ecossistemas costeiros mais afetados
negativamente pelas atividades antropogénicas, poluentes organicos e inorganicos e
pelas mudancas ao nivel dos habitats (Omena et al., 2012), salientando ainda que as
atividades humanas estdo na causa, direta ou indireta, da deplecdo e alteracdo das
comunidades biolégicas marinhas (Fidalgo e Costa et al., 2002; Costa e Silva et al.,
2008). Posto isto, a espécie tratada nesta dissertacéo, H. diversicolor, desempenha um
enorme papel no que respeita a “saudavel’” manutencao dos ecossistemas, por variadas
caracteristicas e processos. Dois deles e talvez os mais importantes sao 0s processos
de bioirrigacao e bioturbacdo. Atuam a nivel direto no ecossistema, mais propriamente
junto do sedimento, sendo crucial a sua gestdo (Moreira et al., 2006; Nogaro et al.,
2008). Assim, este organismo possibilita uma série de processos como, uma
desnitrificacdo do sedimento (Gilbert et al., 2003) a criacdo de um relevante fluxo ente
nutrientes e oxigénio, uma dinamica microbiana (Kristensen et al., 2003; Duport et al.,
2006; Aberson et al., 2011), uma acumulacédo de metais toxicos (Cardoso et al. 2009;
Tairova et al., 2009), acumulacéo de hidrocarbonetos em zonas costeiras contaminadas
(Cuny et al., 2007; Malmquist et al., 2013) e por ultimo mas ndo menos crucial é a sua

utilizacao como bioindicador (Catalano et al., 2012).

Outra questdo necessaria de salientar prende-se com o facto inerente a
exploracao direta dos recursos estuarinos, onde H. diversicolor esta implicado. Pais,
guer ao nivel do impacto da sua captura, quer ao nivel do pisoteio e revolvimento de
grandes extensdes de sedimento intertidal, existe uma influencia negativa de forma
significativa, tanto nos ciclos biogeoquimicos, como nas comunidades biol6gicas locais
(Gambi et al., 1994; Olive, 1999, Fidalgo e Costa 2002; Pires et al., 2012), criando-se
desta forma um encadeamento negativo em toda a flora e fauna dos estuarios, que sédo
cruciais no ciclo de vida de muitos peixes, aves, invertebrados, entre outros (Amiard-
Triquet et al, 2008; Mouneyrac et al., 2009) e mais concretamente, 0s
macroinvertebrados, que sdo um ponto-chave em termos de alimento para uma
diversidade de animais estuarinos que agem como predadores, e como H. diversicolor
exibe um perfil nutricional elevado comparativamente a outros macroinvertebrados, é

uma das presas com maior importancia nos estuarios Europeus (Rosa et al., 2008).
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Todavia, em Portugal, como referido por Fidalgo e Costa na sua tese de
doutoramento (2002) e por Fidalgo e Costa et al (2006), ndo existe uma legislacao
definida e clara, no que concerne a espécie H. diversicolor, sendo que o volume total
real das capturas desta e de outras espécies de poliquetas é quase impossivel de ser
calculado, pois as leis e normas sdo muito difusas. E apesar destas leis ja terem sido
formuladas h& algum tempo, a captura destes invertebrados parece ser
continuadamente e indiscriminadamente efetuada, sem que nada seja feito mesmo com
a legislacdo Portaria n° 1228/2010 que refere que os mariscadores apenas podem
efetuar a sua atividade laboral mediante a obtencéo de licengas. Carvalho et al., (2013)
refere que a apanha em Portugal é realizada de Norte a Sul do pais, contribuindo para
a economia local das regides. Assim, urge ser criado um método mais eficaz que permita
o controlo e reformulagéo das capturas de organismos estuarinos para que futuramente
ndo suceda a extincdo destas espécies de organismos, pois com sugere Shokri et al.,
(2009), a analise da estrutura ecologica dos invertebrados pode providenciar uma

ferramenta de apoio a gestédo e conservacado de habitats marinhos.

1.4. Aguacultura, comércio e industria de poliquetas

A recolha de poliguetas tem vindo a aumentar desde que foi constatado que
poderiam proporcionar um equilibrio nutricionalmente correto em termos de acidos
gordos polinsaturados, que sao essenciais para a maturacdo em diferentes espécies
utilizadas em aquacultura (Meunpol et al., 2005; Fidalgo e Costa et al., 2006), e a sua
utilizacado como isco para a pesca desportiva também apresenta elevado valor (Olive et
al., 1999). A sua utilizacdo em aquacultura ndo passa apenas pelo simples cultivo, mas
hoje em dia, a utilizacdo de H. diversicolor passa também como um excelente efetivo no
auxilio e controlo da aquacultura moderna, como por exemplo, nos cultivos multi-troficos
(Bischoff et al., 2009). Vijayan et al., (2005) salienta que na India, quase todas as
maternidades de crustaceos peneideos utilizam os poliguetas para promover a
maturacdo e consequente desova dos reprodutores capturados em meio selvagem de
Penaeus monodon. Além disso, estes organismos sao considerados como 0s mais
proeminentes zoobentos em sistemas de cultivo de camardo e foram reconhecidos
como importantes presas de varias espécies de crustaceos peneideos, sendo
considerados as melhores dietas com vista a maturacdo de organismos cultivados
(Meunpol et al., 2005). Inclusive ja na década de 90, Bray & Lawrence (1992), referiam

gue os poliquetas sdo um componente indispensavel na maturacéo de reprodutores de
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camarbes em aquacultura, devido ao seu enorme valor nutritivo. Como referido
anteriormente, a importancia da comercializacdo de poliquetas aumentou
exponencialmente com a descoberta do seu potencial como alimento para a aquacultura
e 0 seu cultivo iniciou-se na década de 1980 em Inglaterra. A nivel Europeu, o cultivo
efetua-se na Holanda e no Reino Unido. O éxito desta ligagdo entre a investigacéo
universitaria e o setor privado foi garantido, tendo sido produzidas 15 toneladas em
1992/93 (Olive, 1994; Fidalgo e Costa, 2006). Por sua vez, em paises como Espanha,
Franca, Italia e Portugal encontram-se a venda poliquetas oriundos do sudeste asiatico
através de importagbes maioritariamente da China e EUA (Batista et al., 2006). Em
termos monetarios, o autor Haska et al.,, (2012) refer que o estado do Maine é
atualmente um dos maiores exportadores mundiais de poliquetas para isco de pesca,
tendo esta industria sido avaliada em 7,3 milhdes dolares/ano. Ja no final da década de
90, Olive, 1999, refere que na Europa, é estimado que este mercado renda um total de
200 milhdes ECU (European currency unit). Atualmente a empresa lider de cultivo de
poliquetas (Nereis virens), como relata Nesto et al., (2012) é a Topsy Baits com uma
producdo anual de 125 toneladas. Com esta informacdo € necessario salientar o
impacto negativo que tais importacbes poderdo acarretar, porque a introducdo de
espécies exdticas esta a ameacar o bem-estar ecoldgico e econémico dos ecossistemas
costeiros marinhos, podendo levar ao desaparecimento das espécies autdctones.
(Fidalgo e Costa et al., 2006; Haska et al. 2012).

Ha que referir a interessante utilizacdo de H. diversicolor como alimento em
aquaculturas, pois de facto é necessaria a criacdo de um novo alimento neste tipo de
cultivos, porque atualmente a exigéncia de alimento é enorme. Outra questao tem a ver
com a deplecao destes organismos no seu ambiente natural, e onde o aparecimento de
sistemas intensivos de cultivo destes animais poderia aliviar os efeitos nefastos da sua
captura insustentavel, reduzindo também a necessidade de importacdo (Olive, 1999). E
a nivel global existe um amplo nicho de mercado, e mais concretamente na Europa, o
mercado é dominado por apenas uma empresa, e onde a sua produgao recai sobre a
espécie Nereis virens, havendo entdo todo um mercado a explorar no que diz respeito

a espécie Hediste diversicolor (Fidalgo e Costa, com. pess.).

11



Introducéo

1.5. Acidos gordos em H. diversicolor

Presentemente os &cidos gordos representam um fator de avancgo e de grande
impacto na aquacultura, devido a serem um componente de extrema necessidade na
nutricdo humana e animal e nas ultimas décadas, os lipidos, e em especial os acidos
gordos alcancaram uma grande notoriedade pela sua relevancia ao nivel da teia trofica
(Bischoff et al., 2009). Os peixes, como em todos o0s invertebrados, ndo conseguem
sintetizar acidos gordos polinsaturados (PUFA) de novo a partir de acidos gordos
saturados e monoinsaturados, fazendo com que os PUFA’s sejam um dos importantes
compostos essenciais (Monroig et al., 2013).

Os acidos gordos possuem uma variedade de estruturas, mas em organismos marinhos,
geralmente, contém desde 14 a 24 atomos de carbono, variando no grau de insaturagao.
Devido a propriedades bioquimicas e a limitacdes, muitos acidos gordos presentes na
alimentagdo sdo incorporados em animais marinhos com pequenas ou nenhumas
modificacBes relativamente a sua estrutura original, fazendo com que estes
componentes sejam vantajosos como marcadores biologicos (Budge et al.,, 2002).
Salientam ainda que os acidos gordos podem ser transpostos da presa para o predador,
desde o inicio, até ao final da teia tréfica. Modificacdes na dieta do animal podem resultar
em alteracdes significativas na concentracéo de acidos gordos em menos de 3 semanas
(Kirsch et al., 1998). Porém, a concentracdo em acidos gordos presentes nos animais
marinhos € influenciada por diversos fatores incluindo héabitos alimentares,
gametogénese e pela temperatura ambiental. Contudo a dieta é o fator mais
determinante na quantidade de &cidos gordos presente (Passos et al., 1995). H.
diversicolor podera ser considerado um organismo adequado como fonte destes
componentes lipidicos. Portanto, atualmente os poliquetas sdo uma importante dieta em
aquacultura pois desempenham um papel importante na maturagdo das gonadas e
inducéo de postura, em diferentes espécies cultivadas, como os linguados Soleavulgaris
e Solea senegalensis, e também em alguns camardes, como o Penaeuskerathurus
(Passos et al., 1995; Fidalgo e Costa et al., 2000; Meunpol et al., 2005; Bischoff et al.,
2009). A importancia destes invertebrados ndo se resume apenas ao seu valor nutritivo,
mas também devido ao facto de hoje em dia existir uma crescente procura e utilizagado
de farinha e 6leo de peixe como alimentos em aquacultura, provocando desta forma

uma pressado sobre os stocks de peixes no meio selvagem.
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2.1. Objetivos gerais

Atualmente a aquacultura de organismos marinhos tem vindo a representar um
nicho de mercado bastante alargado, quer em termos de novas espécies que vao
surgindo, quer em termos das espécies ja utilizadas em cativeiro. Desta forma, com o
exponencial incremento da populagdo Humana e com o0 crescente aumento pela
necessidade de alimento surge, paralelamente a estas premissas, um aumento
significativo do know-how necessario a este tipo cultivo.

Para além de espécies de peixes cultivadas com o objetivo de aumentar a
producédo de proteina para consumo humano, surgem também outro tipo de espécies,
como as de invertebrados. Dentro das espécies de invertebrados podera estar
associada a aquacultura de poliquetas, como Hediste diversicolor. Porém este tipo de
cultivo necessita ainda de ser otimizado para que a curto prazo esta vertente aquicola
seja uma realidade, pois, este tipo de poliqueta podera representar um elemento fulcral
na constituicdo de dietas para peixes em cultivo, nomeadamente de reprodutores, para
uUsoO em ensaios e monitorizacao ecoldgica, como isco vivo para pesca comercial e

desportiva (Fidalgo e Costa, com. pess.).
Assim sendo, os objetivos gerais deste trabalho compreendem:

a) Avaliar o efeito de diferentes alimentos administrados durante o crescimento
dos juvenis de H. diversicolor;
b) Identificar quais os acidos gordos e quantidade proteica presentes na sua

constituicdo apos terem sido ministrados diferentes alimentos.
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2.2.  Objetivos especificos

a) Aquacultura - crescimento e engorda

A par da utilizacdo das 3 dietas diferentes, Carapau (Trachurus trachurus), Racéao de
dourada (Aquagold) e Racdo de linguado (Moist sole), pretende-se avaliar nos
poliquetas engordados com as referidas dietas:

1) O peso final (g) adquirido ao fim dos 60 dias de experimentagéo;
2) A taxa especifica de crescimento (%);

3) A taxa de incremento diaria (g dia 2);

4) A sobrevivéncia (%);

b) Analise laboratorial

Esta analise laboratorial compreende trés diferentes etapas, de modo a analisar os

poliquetas alimentados com as 3 diferentes dietas:

1) Extracdo e quantificacdo da gordura total dos poliquetas;
2) Quantificagdo dos acidos gordos presentes nos poliquetas e nas dietas, pelo
método de Bligh & Dyer (1959);

3) Quantificacdo proteica dos poliquetas, pelo método descrito por Kjeldhal
(1883);

14



Materiais e Métodos







Materiais e Métodos

3.1. Condicdes e especificidades da reproducéo

3.1.1. Preparacéao do sistema de cultivo

Antes de se proceder a recolha dos reprodutores a utilizar foi necessério preparar
todas as condi¢cfes necessarias a experiéncia, recolhendo-se o sedimento na Lagoa de
Obidos, Portugal (Fig.2), em periodo de baixa-mar e com uma granulometria entre os
250 a 500 ym. Apos a sua recolha foi previamente esterilizado numa estufa a 90°C
durante 24 horas (Batista et al., 2003).

Figura 2. Areas da lagoa de Obidos (seta) onde o sedimento e os reprodutores utilizados foram
recolhidos. Fonte: Google Earth.
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Apbs o sedimento estar completamente seco foi devidamente crivado. Para tal
utilizaram-se dois crivos com malhagens distintas, o primeiro crivo com uma malhagem
de 1,18 mm onde ficavam retidas as particulas mais grosseiras como conchas e pedras,
e um segundo crivo, com uma malha de 500 pm, colocado por de baixo do primeiro
crivo, onde apos crivagem se obteve um sedimento mais fino e uniforme com uma
granulometria de 250 a 500 ym, apropriada para a reproducdo destes organismos
(Fidalgo e Costa, com. pess.).

Finda a crivagem, o sedimento foi colocado em duas caixas plasticas com uma
capacidade aproximada de 80 litros e com as seguintes dimensdes de 35 cm de largura;
35 cm de altura; 50 cm de comprimento, cada uma. O sedimento foi colocado em cada
caixa perfazendo uma altura total de 15 cm, para que aquando da colocacdo da agua
de cultivo, este ndo baixasse dos 12 cm, correspondendo a uma altura ideal para este

ensaio (Fidalgo e Costa, com. pess.).

Relativamente a agua utilizada no cultivo, preparou-se continuadamente uma
diluicdo de agua salgada (35) com agua doce para se obter a salinidade desejada.
Relativamente a gua salgada adicionou-se 10 ml L * de lixivia durante cerca de duas
horas (para provocar a morte de quaisquer organismos que pudessem estar presentes
e que viessem a alterar as caracteristicas Otimas do cultivo) e posteriormente
neutralizou-se com 10 ml L ** de tiossulfato de sédio, em todo este processo foi incluido
arejamento constante com pedras difusoras. ApOs esta aplicacdo a agua salgada foi
diluida com agua doce proveniente da rede publica perfazendo uma salinidade de 15,

utilizada no decorrer do ensaio.

Logo que a agua foi adicionada ao sedimento nas caixas de cultivo, colocaram-
se resisténcias de aquecimento (Eheim/Jaeger 75 W) de modo a garantir uma
temperatura constante de 25°C * 1. Colocaram-se também dispositivos de arejamento
conectado a uma pedra difusora em cada caixa/aquario de forma a difundir ar
atmosférico pela totalidade do volume de &gua. Assim que se estabeleceram os
parametros desejados para a experiéncia, estes foram mantidos e constantemente
monitorizados, verificando-se a temperatura com um termémetro de mercirio e a

salinidade com um refratbmetro.
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3.1.2. Recolha e selecéo dos reprodutores

Apbs o estabelecimento de todos os parametros 6timos de cultivo, procedeu-se
a recolha dos individuos utilizados como reprodutores. Para tal, estes espécimes foram
recolhidos no mesmo local que os sedimentos, na lagoa de Obidos. Recolheram-se 32
individuos de H. diversicolor previamente selecionados, com o intuito de terem um
tamanho e coloragéo similares. Verificou-se igualmente a existéncias de lesdes ou de
outros sinais que poderiam vir a intervir negativamente no sucesso do cultivo. De
seguida foram colocados em recipientes plasticos de transporte, cujo sedimento e a
agua tém a mesma proveniéncia dos organismos, de modo a diminuir o stress induzido
pela deslocacdo até ao local da experimentacdo. Ja no laboratério, analisaram-se
novamente 0s animais capturados e registou-se o peso individual. Dos 32 individuos
dividiram-se 16 para cada uma das duas caixas. De salientar que foi recolhida também
uma amostra de 5 individuos para verificacdo do estado de maturacdo dos odcitos e
verificar a proporcao sexual (sex ratio) através do processo de picadas a fresco. Apos
se ter procedido ao acondicionamento dos individuos nas duas caixas, estes foram
alimentados com racao semi-himida (Moist sole Sparos Lda, Olhdo, Portugal)
enriquecida com Ergosan (imunoestimulante a base de algas Laminaria digitata e
Ascophyllum nodosum) com 0.65 g por cada caixa, de modo a garantir que o alimento

administrado fosse suficiente para todos os poliquetas presentes no cultivo.

3.1.3. Alimentacdao e rotinas dos reprodutores

Os parametros salinidade e temperatura foram analisados diariamente e
ajustados quando necessario. Foram efetuadas renovacdes de agua em cada uma das
caixas, duas vezes por semana, tendo sido retirados 15 litros de agua e repostos
novamente, com agua limpa e previamente esterilizada. Esta esterilizacéo foi efetuada
recorrendo-se a hipoclorito de sédio na razédo de 10 ml I'* e seguidamente neutralizado

com tiossulfato de s6dio, na mesma proporgéo.
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A alimentacéo foi administrada 3 vezes por semana nas primeiras duas semanas
e posteriormente foi administrada diariamente visto que os animais reagiam de forma
positiva aquando da colocacdo do alimento. O parametro concentragdo de amonia
também foi monitorizado uma a duas vezes por semana com recurso a kits (Sera). O
alimento ndo ingerido era prontamente removido do sedimento com o auxilio de uma
pipeta Pasteur. Este procedimento teve como objetivo evitar a decomposicdo e a
consequente degradacao da qualidade da agua, o que seria prejudicial ao cultivo, pois

levaria ao desenvolvimento de fungos e bactérias.

3.1.4. Alimentacao e rotinas ap0s reproducao

Apo6s cerca de um més de acondicionamento dos reprodutores ocorreu a
reproducdo. Tal foi percetivel através da observacdo das muitas galerias formadas no
substrato e da analise microscopica de amostras de agua do cultivo que continham as
larvas. Durante este periodo a alimentagéo passou a ser fornecida diariamente e numa
quantidade 1 g dia* de racdo semi-hGimida de linguado de modo a garantir que todas as
larvas e juvenis tivessem acesso ao alimento, pois a densidade em cada caixa rondava
os milhares de individuos. Com a observacdo diaria dos individuos, era possivel
constatar o incremento de tamanho dos animais, e determinar qual a melhor altura para

se proceder a selecdo dos mesmos e dar inicio ao ensaio de crescimento.

3.2. Condicdes de cultivo do ensaio de crescimento

3.2.1. Recolha dos juvenis

Para ser efetuada a recolha e posterior selecéo, foi necessario retirar toda a agua
dos tanques de cultivo. Depois recolheram-se pequenas amostras de sedimento que
foram colocadas em caixas plastic as brancas, previamente cheias com agua de
salinidade igual & do cultivo. Esta selecéo foi efetuada recorrendo-se a pipetas Pasteur.
A medida que se recolhiam os individuos, estes eram colocados numa outra caixa
plastica de forma a reunir apenas os poliquetas desejados. Com este processo foi

possivel a execucdo de uma sele¢éo de organismos com um tamanho semelhante.
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Figura 3. Sistema de cultivo utilizado no ensaio de crescimento: 1, 2 e 3 representam 0s
triplicados relativos a alimentacao peixe (Trachurus trachurus); 4, 5 e 6 os triplicados relativos
a alimentacao racdo de dourada; 7, 8 e 9 os triplicados relativos a alimentacdo racédo de

3.2.2. Preparacdo do sistema de cultivo

O sistema de cultivo foi previamente preparado e monitorizado para que apés a
selecdo dos individuos, estes fossem imediatamente colocados nas condi¢Oes
desejadas (Fig.3). Foram preparadas nove caixas plasticas iguais as utilizadas
anteriormente na fase de reproducdo. Em cada caixa foi colocada uma altura de
sedimento com cerca de 5 cm, o relatado como sendo o ideal para esta fase do ciclo de
vida (Fidalgo e Costa, com. pess.). O sedimento (250-500 ym) foi recolhido na praia do
Baleal (39°22'01.03 N; 9°20'21.47 W) em periodo de baixa-mar, resultando numa areia
superficial com uma granulometria adequada para o processo de crescimento, e

contendo uma granulometria semelhante a utilizada no processo de reproducgéo

anterior.
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Todo o sedimento foi crivado através de uma malhagem 1 mm para que todas
as particulas grosseiras fossem eliminadas. Apos concluido o processo de crivagem e
andlise do sedimento, este foi distribuido pelas 9 caixas plasticas e perfez-se uma altura
de 5 cm. Posteriormente procedeu-se a respetiva lavagem do substrato e eliminacdo da
matéria organica que pudesse estar presente. Esta lavagem foi promovida através da
adicdo de algumas gotas de hipoclorito de sédio diretamente sobre o sedimento e de
seguida realizou-se uma lavagem com agua doce corrente para eliminar o excesso de
cloro (Fidalgo e Costa, com. pess.). As 9 caixas foram cheias com 40 litros de agua doce
e arejamento constante durante 7 dias, para assim ser garantida a correta lavagem e
também a eliminacédo de organismos que pudessem ainda estar presentes. Desta forma
abdicou-se do processo moroso de secagem do substrato na estufa, como o utilizado
nos tanques/caixas destinados a reproducdo. Para uma melhor seguranca dos
parametros relativos a qualidade da agua de cultivo, foram analisadas as concentracdes

de cloro e de amonia em todos os triplicados com recurso a kits (Sera NH4/NHs).

Seguidamente os tanques foram preparados para o cultivo, procedendo-se a
remocédo de toda a agua doce presente, e adicionando-se adgua com uma salinidade
ajustada para os 15. Segundo Nielsen et al (1995) e Fidalgo e Costa et al (2000) esta
salinidade foi a que possibilitou um maior crescimento desta espécie em condicdes
controladas. De referir que toda a agua salgada utilizada no cultivo foi previamente
tratada, antes de ser empregue, e que as aguas, tanto a doce como a salgada, sédo
aquecidas por meio de resisténcias ou aguecedores (Eheim/Jaeger 75 W) a temperatura
de 20°C £ 1.

Apoés andlise de todos os parametros de qualidade da agua, sedimento e de

arejamento constante, procedeu-se entdo a selecdo dos poliquetas a serem utilizados

no ensaio de crescimento.
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3.2.3. Selec¢éo e aclimatacdo dos juvenis

A medida que a recolha e selecdo eram efetuadas foram organizados grupos de
10 individuos (Fig.4) que posteriormente eram colocados em caixas de Petri e se
observaram a lupa estereoscopica. Este procedimento visava uma verificagdo final do
seu estado anatomico, garantindo desta forma que os animais selecionados estavam
em boas condi¢des, ndo apresentando falhas ou lesdes do seu corpo, possibilitando
uma garantia em termos de integridade fisica nos triplicados. Posteriormente os
individuos foram pesados, em grupos de 10 individuos cada, numa balanca analitica
(Sartorius TE1245), sendo 0 seu peso registado. Depois, cada grupo foi colocado no
tanque/caixa de cultivo correspondente. Este processo foi realizado até que em cada
um dos triplicados estivessem 30 individuos, perfazendo 270 poliquetas no total,
obtendo-se assim uma densidade de 150 individuos/m2 em cada caixa.

Figura 4. Grupo de Individuos (H. diversicolor) juvenis
selecionados para o inicio do ensaio de crescimento
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3.2.4. Alimentacao e Rotinas

Os poliquetas s6 foram alimentados passadas 24 horas da sua coloca¢ao nos
tanques. Este ensaio de crescimento foi efetuado com recurso a 3 dietas diferentes. A
dieta peixe (Trachurus trachurus, carapau proveniente da costa Portuguesa), que apos
a aquisicao dos exemplares, estes foram filetados, congelados e mantidos a -4°C até a
sua administracdo. Rag¢do semi-humida com Ergosan (Moist sole Sparos Lda, Olhéo,
Portugal), e racdo extrudida (Aquagold, Sorgal SA, Ovar, Portugal), destinada a
linguados e douradas de cultivo, respetivamente. O processamento do alimento foi feito
com recurso a um almofariz, onde cada dieta foi devidamente pesada e macerada,
garantindo desta forma um tamanho adequado para os poliquetas. Todo alimento
utilizado foi devidamente preservado no frio para manter a sua qualidade nutricional e
ndo haver uma possivel degradacdo do mesmo, estando as ragbes comerciais

preservadas a 8°C.

Na primeira semana de cultivo, a percentagem de alimento foi 30 % da biomassa
inicial, por forma a garantir que todos os animais tinham acesso ao alimento.
Posteriormente procedeu-se a diminuicdo da percentagem para 20 %, correspondente
ao peso inicial, apos ter-se verificado algum alimento acumulado na superficie do
substrato. Na terceira semana voltou se a ajustar a percentagem de alimento para os
30 %.

De referenciar que todas as semanas a agua de cultivo foi renovada retirando-
se 20 litros de agua de cultivo, na primeira semana, e nas semanas seguintes 10 litros
por caixa, repondo-se sempre com agua previamente aquecida a mesma temperatura
(20°C £ 1) e devidamente ajustada a salinidade (15). A temperatura e a salinidade foram
monitorizadas diariamente em cada uma das caixas cultivo, sendo esta Ultima ajustada
guando necessario. Semanalmente, foram efetuadas andlises aleatérias a 3 caixas de
cultivo, verificando-se novamente a concentracdo de amonia e cloro da agua De igual
forma, verificou-se também que algum do alimento administrado permanecia sem ser
capturado, originando na superficie do substrato, alguma acumulagéo de fungos. Estes
fungos foram imediatamente removidos com pipetas Pasteur como em procedimentos

anteriormente referidos.
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3.2.5. Recolha e andlise dos individuos adultos

Findos os 60 dias da experimentacdo, e apds ter sido verificado que os
poliquetas ja possuiam um tamanho consideravel e que o0 suposto tamanho comercial
foi atingido, procedeu-se a recolha dos mesmos. Para tal foi providenciado um local
adjacente ao laboratério de aquacultura onde foi colocado uma superficie plastica, para
gue se pudesse colocar todo o sedimento das 9 caixas e se realizar a recolha dos
animais sem que houvesse perdas ou danos a nivel anatémico (Fig. 5). Os poliquetas
foram recolhidos e pesados em grupos de dez individuos (Sartorius TE1245).

Figura 5. Recolha dos poliquetas engordados (A); poliquetas alimentados com ragéo de dourada
ao final dos 60 dias de ensaio (B).

ApoOs a recolha dos dados do ensaio de crescimento, foram analisados 0s seguintes pa

rametros:
1) Registo dos pesos finais (g);
2) Taxa especifica de crescimento (%);
u=In(Pt—Po)t—1

Onde: (Po e Pt) representam a biomassa média (g) no dia O e no dia t, respetivamente,

dividido pelo total de dias do ensaio (60 dias).
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3) Taxa de incremento diaria (g dia?);

(Pf —Pi)

Tx. inc. didria =
X. lnc laria 60

Onde: (Pf) representa o peso médio final (g) e (Pi) o peso médio inicial (g),
dividido pelo nimero de dias do ensaio (60 dias).

4) Sobrevivéncia (%);

5) Quantificacdo da gordura total e acidos gordos pelo método modificado de Bligh
& Dyer (1959);

6) Quantificacdo da proteina bruta pelo método de Kjeldahl (1883);

3.3. Acidos gordos

3.3.1. Extracédo da gordura total pelo método modificado de Bligh &
Dyer (1959)

Para se efetuar a extracdo da gordura selecionaram se individuos
aleatoriamente de cada tratamento e procedeu-se a elaboracdo das amostras,
compostas por 5 gramas por cada triplicado, através de cortes de regifes corporais dos

poliguetas, registando-se o peso de cada amostra.

Posteriormente as amostras foram homogeneizadas com uma ponta de
micropipeta para que desta forma se provocasse a rotura celular do conteudo da
amostra. O homogeneizado foi dissolvido em 30 ml de metanol: cloroférmio (2:1 v/v).
Esta mistura foi depois submetida ao vortex durante 5 minutos. Depois foi adicionado 4
ml de solug&o saturada de NaCL, 10 ml de agua ultrapura e 10 ml de cloroférmio, e a
solucéo foi novamente agitada no vortex durante 5 minutos. Seguidamente repetiu-se o
procedimento anterior por mais 5 minutos, por forma a garantir uma correta
homogeneizacdo da amostra. Findo o processo de uniformizagdo da amostra, esta foi
centrifugada a 5000*g durante 10 minutos (Eppendorf 5804r). Concluida a
centrifugacao, houve a formagao de duas fases distintas. Recolheu-se apenas a camada
organica inferior e colocou-se imediatamente numa coluna de sulfato de sédio anidro,
preparada com antecedéncia, por forma a filtrar apenas a fragdo organica desejada, e

retendo a restante fracdo aquaosa possivelmente presente na amostra.

26



Materiais e Métodos

O filtrado foi recolhido e colocado em tubos periformes, previamente pesados, e
o solvente foi entdo evaporado recorrendo-se ao rotavapor (Laborota-4000, Heidolph) a
uma temperatura de 40°C, até restar apenas a parte referente a gordura. De seguida,

pesou-se o produto final.

(Mf — Mi)
Teor de gordura (%) = g x 100

Onde: (Mf) representa a massa final (g), (Mi) a massa inicial (g) e Pa é o peso da amos

tra (9)

3.3.2. Metilacado acida dos acidos gordos

Para cada amostra, cerca de 0,15 g da gordura extraida foi colocada em tubos
de vidro de 15 ml e adicionou-se 5 ml de reagente de metilacdo (Metanol/Cloreto de
Acetilo; 20:1, v/v) a cada tubo. Os tubos foram roscados e colocados em banho-maria
durante uma hora a 80°C. Os tubos foram entdo retirados do banho e deixados a
arrefecer até temperatura ambiente. A cada tubo adicionou-se 1 ml de agua miliQ e 2
ml de n-heptano e levou-se a agitar (“vortex”) durante 1 minuto. Centrifugou-se durante
5 minutos a 1500*g. Finalmente recolheu-se a fase orgéanica (superior), contendo 0s

acidos gordos metilados para “vials” de GC de 2 ml.

3.3.3. Analise no cromatégrafo gasoso (GC)

Os triacilglicerideos totais (TAG) analisaram-se através de um cromatégrafo
gasoso Finnigan TRACE GC Ultra (Thermo Electron Corporation), provido de uma pré-
coluna, TR-FAME (30mx0,25mm IDx0,25m), um auto sampler AS 3000 Thermo Electron
Corporation e um detetor de chama de ionizagdo (FID). A temperatura do injetor, em
modo splitless, e o detetor foram programadas para 250°C e 260°C, respetivamente. O
gas de arraste utilizado foi Hélio, com um caudal de 1,5 ml min™t. Ar e hidrogénio foram
fornecidos ao detetor, com um caudal de 350 ml min'* e 35 ml min, respetivamente. O
forno foi programado para estar a 60°C durante 1 minuto, aumentando para 150°C a
15°C.min, e permaneceram em patamar durante um minuto e voltou a aumentar, até
180°C, a 5°C.mint. Houve um novo patamar de 3 minutos e um novo incremento de

temperatura até aos 220°C, a 10°C.min! e um patamar final aos 220°C durante 1 minuto.
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3.4. Anélise proteica do teor de proteina bruta

Foi utilizado o método titulométrico descrito por Kjeldahl (1883). Neste
procedimento s&o utilizados: um digestor, tubos de digestéo e respetivo suporte e um
sistema de exaustdo de fumos com aspiracdo por trompa de &gua. Esta andlise
pressupde duas etapas fulcrais necessarias para a extracao proteica, sdo: a digestao e

a destilacdo das amostras.

Para a quantificacdo de azoto utilizaram-se duas pastilhas do catalisador
Kjeltabs (Panreac) em cada tubo Kjeldahl (Foss), a pesagem (Mettler Toledo, d=0,1 mg)
aproximadamente 1 grama de amostra para um filtro de papel (Whatman n.° 1). Em cada
tubo adicionou-se 20 ml de &cido sulftrico (Panreac, 96 % PA-ISO) e iniciou-se assim a
digestéo no Digestor de Proteina (Foss — Digestor 2006) por um tempo maximo de 120
minutos com uma rampa de temperatura inicial de 200°C e final de 400°C. Finalizada
esta etapa adicionaram-se 80 ml de agua destilada a cada tubo. Para a destilacdo
adicionaram-se 30 ml de &acido bérico a 4 % num Erlenmeyer. Apés adicdo dos
reagentes procedeu-se a colocacédo do preparado anterior na unidade de destilacdo com
a introducéo do respetivo tubo de Kjeldahl no capilar plastico adjacente, e realizando-se
a destilacdo por um periodo de 6 minutos (tempo definido como padréo). Finalizada a
destilagdo recorreu-se depois a titulagdo do contetdo presente no Erlenmeyer com
acido cloridrico a 0,1 M. No final de cada titulacéo registou-se o volume final para cada

uma das amostras.

[(Va—Vb) x NHCLx 625 x 0.014
m

100

Proteina (%) =

Onde (Va) representa o volume da amostra (ml), (Vb) o volume final (ml) e (m) a massa

da amostra (g).
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3.5. Anédlise estatistica

Na primeira parte do trabalho, com o objetivo de avaliar o efeito das dietas
administradas (peixe Trachurus trachurus, racdo para dourada e racao para linguado)
no peso final (g), e na segunda parte, com o intuito de averiguar eventuais diferencas
estatisticamente significativas entre o teor em &cidos gordos dos poliquetas engordados,
todas as diferengcas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de
significancia de 5 % (ou seja, sempre que p-value<0.05). Todos os calculos foram
realizados por via do software IBM SPSS Statistics 20, taxa de incremento diario e
sobrevivéncia dos individuos em cultivo, realizou-se uma Andlise de Variancia
(ANOVA), com um fator (Zar, 2009). Por conseguinte, todos os requisitos inerentes a
realizacdo do método (nomeadamente, normalidade dos dados e homogeneidade de
variancias) foram devidamente validados. Sempre que estes ndo foram cumpridos,
procedeu-se a execucdo do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (Zar, 2009).
Sempre que adequado, isto é, sempre que foram detetadas diferencas estatisticamente
significativas, realizou-se o teste de comparac¢des multiplas de Tukey HSD (Zar, 2009),

permitindo assim identificar onde existiam as ditas diferencas.
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4.1. Ensaio de crescimento

Primeiramente ha que referir a aceitacdo positiva de todas as dietas utilizadas
no cultivo, sendo que sempre que eram ministradas havia de imediato uma reacéo por
parte de quase todos 0s organismos, e de salientar a aceitacdo da dieta peixe como
demonstrado na figura 6 e apds andlise por observacdo direta diaria durante o
procedimento experimental. De salientar ainda que ficou provado que H. diversicolor
pode alimentar-se, sobreviver e crescer com apenas uma Unica fonte de alimento, como
foi o caso de cada dieta aplicada individualmente em cada tratamento durante os 60

dias de crescimento.

Figura 6. Resposta positiva de H. diversicolor (A) aguando alimentado com a dieta peixe (B)

Os pesos iniciais dos individuos alimentados com as diferentes dietas variaram
cerca de 0.16 g £ 0.02 no tratamento racéo de linguado e aproximadamente 0.18 g +
0.03 no tratamento racdo de dourada e novamente 0.18 g + 0.04 no tratamento com a
dieta peixe. No que respeita aos pesos iniciais ndo apresentaram desta forma diferencas
estatisticamente significativas, contudo a escolha dos individuos a serem colocados
inicialmente tornou-se dificil, visto haver uma enorme discrepancia de pesos da coorte.
Assim, primeiramente tentou-se organizar 0 ensaio para que 0 peso inicial entre o0s

individuos, dos diferentes tratamentos, fosse similar mas como evidencia o desvio

33



Resultados

padrao da Figura 7, esse objetivo veio a tornar-se dificil pois & medida que a sele¢do

era efetuada a gama de pesos era cada vez menor.

02509
0,200

01507

Pesos iniciais (g)

0,900+

00505

R, Dowrmdn R, Lingundo Pedue

Alimenta
Figura 7. Pesos iniciais utilizados nos trés tratamentos (racdo para dourada, racdo para linguado,
peixe filetado). Peso inicial (g) de cada 10 juvenis no inicio do ensaio de crescimento. Os resultados
referem-se a média de trés ensaios independentes realizados em triplicado e sdo expressos sob a
forma de médio + desvio-padrao (SD)

Relativamente aos pesos finais dos juvenis engordados ao fim dos 60 dias de
experimentagéo, os resultados evidenciam diferencas estatisticamente significativas (p-
value<0.05) quando comparadas as trés dietas. De notar que a dieta que teve maior
influéncia no ganho de peso (g) foi a dieta ragdo para dourada (Aquagold), e por sua
vez a dieta que proporcionou o menor ganho de peso final (g) foi a dieta peixe (Trachurus

trachurus) (Fig. 8), obtendo-se respetivamente os valores médios de 8,92 g + 1 e 5.25

g+ 0.26.
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Figura 8. Efeito da dieta (racdo de dourada, racdo de linguado e peixe) no peso final médio (g)
de cada 10 juvenis ao fim de 60 dias. Os resultados referem-se a média de trés ensaios
independentes realizados em triplicado e sdo expressos sob a forma de médio + desvio-padréo
(SD); (*) p-value<0,05 (Tukey HSD)

Por sua vez, com a administracédo da dieta racéo de linguado (Moist sole) o peso
final médio, por cada 10 individuos, obtido foi de 7.94 g + 0.34. De referir que aquando
da recolha dos individuos engordados foi possivel observar e retirar um casulo intacto
de umas das galerias, composto por muco, com um poliqueta no seu interior,
evidenciando o estado saudavel do cultivo (Fig. 9). Verificou-se igualmente que ja
existiam poliquetas, em todos os tratamentos, com uma coloracdo esverdeada,

evidenciando que ja estariam numa fase de maturacédo avancada (Fig. 10).
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Figura 9. Muco que reveste internamente a galeria com poliqueta (H. diversicolor) no seu interior.
Recolhido apés términus dos 60 dias de ensaio de crescimento

Figura 10. Poliqueta H. diversicolor recolhido no final do primeiro ensaio, evidenciando o seu
estado de maturagéo sexual através da coloracdo esverdeada
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Seguidamente, a taxa especifica de crescimento (%) obtida no final da
experiéncia foi de 5.65 %, 6.50 % e de 6.57 % respetivamente para os poliquetas
alimentados com peixe (Trachurus trachurus), racdo de dourada (Aquagold) e racéo de
linguado (Moist sole), existindo diferencas estatisticamente significativas entre estas (p-
value<0.05), pelo que através do teste de comparacdes multiplas (teste de Tukey) se
veio a verificar que o alimento peixe provoca as diferengcas observadas na taxa
especifica de crescimento (Fig. 11).

* *
I I *
R Douwada . Linguada .

Alimento

T

Taxa Especifica de Cresciments (%)
=
1

Figura 11 — Efeito das dietas (racdo para dourada, ragdo para linguado e peixe) na taxa especifica
de crescimento (%) de cada 10 juvenis; Os resultados obtidos traduzem uma média de trés ensaios
independentes realizados em triplicados, e as barras representam o peso médio de 10 juvenis e
as linhas verticais a média = (SD)): (*) p-value<0.05 (Tukev HSD)

A taxa de incremento diaria (g dia™) evidenciou diferencas entre as trés dietas,
(Fig.12). Os valores médios obtidos no tratamento racdo de dourada foram os mais
elevados, registando-se um incremento na ordem dos 0.146 g dia?, sendo que no
tratamento rag&o de linguado a taxa obtida foi muito similar a anterior dieta, havendo
um incremento de 0.129 g dia. Finalmente o menor valor observado foi o de 0.085 g
dial no ensaio alimentado com peixe, existindo diferencas estatisticamente
significativas entre os diferentes tratamentos (p-value<0.05).
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Figura 12. Efeito das dietas racdo de dourada, racéo de linguado e peixe na taxa de incremento
diaria (g dia) de cada 10 juvenis; Os resultados obtidos traduzem uma média de trés ensaios
independentes realizados em triplicados, e as barras representam o peso médio de 10 juvenis e
as linhas verticais a média * (SD);(*) p-value<0.05 (Tukey HSD)

Comparando a sobrevivéncia (%) no final do ensaio,entre as 3 dietas, esta foi
bastante similar nos trés tratamentos experienciados e ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas (Fig.12). Destacando-se imediatamente a sobrevivéncia
total dos poliquetas sujeitos ao tratamento racéo de linguado (Moist sole), pois registou-
se a sobrevivéncia total (100 %) dos individuos engordados. Relativamente aos outros
tratamentos, onde a dieta administrada foi racdo de dourada (Aquagold) e peixe

(Trachurus trachurus), a percentagem obtida foi de 96 e de 99 %, respetivamente.
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Figura 13. Sobrevivéncia dos juvenis ao longo de 60 dias de crescimento alimentados com trés
diferentes dietas (racdo para dourada, racéo para linguado e peixe. (Os resultados referem-se a
média de trés ensaios independentes realizados em triplicado e as barras representam a
sobrevivéncia dos juvenis e as linhas verticais a média + desvio-padrao

Sobrevivéncia (%)

Pela analise do grafico da figura 14 a proporcédo do teor em proteina bruta foi
superior no tratamento onde a dieta administrada foi racéo de linguado (moist sole), com
um valor médio de 92.24 mg g* (8,87 %). Seguidamente o valor intermédio observou-
se no tratamento em que a dieta utilizada foi racdo de dourada (Aquagold), com um
valor médio de 91,10 mg g* (8,65 %) e consequentemente o valor médio mais baixo do
teor em proteina foi proporcionado pelo alimento carapau filetado, 90,65 mg g* (8.61
%). Em relacéo a proporgéo de gordura foram novamente as dietas comerciais ragéo de
linguado e racdo de dourada com os valores mais elevados, 2.25 e 2.18 %,

respetivamente. Por Ultimo a dieta peixe obteve um total de 0.85 % de gordura.

No decorrer do ensaio de crescimento, a concentragdo de amonia nos triplicados
referentes a dieta peixe (Trachurus trachurus) foram os mais elevados, registando-se
uma média de 4.0 mg L 1. Nos restantes tratamentes a concentracdo de amonia

permaneceu abaixo dos 2.0 mg L .
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Figura 14. Percentagem (%) de gordura total e de proteina bruta dos poliquetas
alimentados com as 3 diferentes dietas

4.1.1. Perfil lipidico e &cidos gordos

Observou-se que os acidos gordos palmitoleico (16:1) e linoleico (18:2n6) néo
cumpriam a homogeneidade de variancias. Como tal, foi realizado o teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis para esses dois acidos. Seguidamente, apos todos os
pressupostos estarem cumpridos realizou-se uma ANOVA com um fator, e desta forma
verificou-se que existiam diferencas estatisticamente significativas nos acidos gordos
Palmitico (16:0) quando comparadas os trés alimentos (peixe, racdo para dourada e
racao para linguado) e no acido Eicosatriendico (20:3) quando comparadas apenas duas
dietas (peixe e racao de linguado). Assim, como o nivel de significAncia ou p-value foi
inferior a 0.05, foi necessario realizar-se o teste de comparacdes multiplas ou teste de
Tukey.

Apos a identificacéo dos acidos gordos encontrados nos poliquetas observou-se
gue o &cido gordo palmitico (16:0) foi 0 mais abundante em todas as 3 dietas utilizadas,
sendo que a maior concentragdo foi encontrada nos poliquetas alimentados com a dieta
peixe, cerca de 22 %. Nas restantes dietas os valores foram de 19.15 e 16.63 % para
racdo de dourada e racdo de linguado respetivamente. Outro 4cido gordo em grande
abundéancia foi o 20:5n3 (eicosapentaenoico ou EPA), com maior concentracdo
observada nos poliquetas alimentados com ragéo de dourada, 17.38 %, sendo que as
restantes dietas apresentaram valores bastante similares ao anterior, 16.10 e 14.80 %

para as dietas peixe e ragdo de linguado, respetivamente.
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Por ultimo o terceiro acido gordos em maior concentracdo encontrado foi o
18:1n9 com o valor mais elevado nos poliquetas alimentados com racdo de linguado,
13.45 %. As restantes dietas obtiveram os valores de 10.71 e 5.89 %, para ragao de

dourada e peixe, respetivamente.

A abundancia dos acidos gordos mais relevantes, ou seja, com valores de
concentracao (%) superiores a uma unidade, presentes na constituicdo dos poliquetas
engordados encontram-se elencados na tabela I. Por sua vez, a totalidade de acidos

gordos presente na gordura amostrada encontra-se descrita na tabela Il.

Tabela |. Abundancia dos acidos gordos maioritarios em percentagem por dieta,
presentes nos poliquetas alimentados com Peixe, Racdo de dourada e Ragdo de
linguado. Os valores correspondem a média + desvio padrao (SD) (n=3) (* - p <0.05)

representa diferencas estatisticamente significativas entre cada um dos acidos gordos

Acidos Gordos Peixe Racdo de dourada Racéo de linguado
14:0 0.97 £ 0.49 2.02 £0.55 1.56 +0.31
16:0 22.40+0.11 19.15+0.33 16.63 +1.71
16:1 2.23+1.03 2.46 £ 0.06 1.09 +0.05
16:3 4.07 £ 1.62 4.45+1.81 5.80+£1.14
18:0 8.35+0.90 7.21+1.14 6.04 £0.72
18:1n9 5.89+4.72 10.71£7.16 13.45 £ 3.88
18:1n7 3.31+0.85 2.54 £0.26 2.45+0.45
18:2n6 5.21+4.72 4.50 +0.58 8.03+1.45
18:3n6 1.0+£0.48 0.88 +0.34 0.57 £0.25
20:1n9 2.17+1.05 3.20+1.42 2.90 +0.67

20:2 1.16 £0.05 1.57+0.48 1.97 +£0.25

20:3 2.23+0.49 2.70 £0.42 3.44+0.21°
20:4n6 1.25+0.83 2.42 £1.09 2.50 £ 0.38
20:5n3 16.10 £ 3.97 17.38+2.21 1480+ 1.73
22:4n6 2.14 +0.33 1.08 +0.82 1.04 +0.21
22:5n3 3.15+0.83 2.66 £0.22 1.87+0.28
22:6n3 8.72+1.52 6.72+£1.41 6.72 £0.81
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Tabela Il. Quantidade de acidos gordos presentes na gordura dos poliquetas
amostrados (peso himido em mg 100! g de amostra) alimentados com Peixe, Ragdo
de dourada e Racéo de linguado

ﬂ; 100" amostra Peixe R. Dourada R. Ling_]uado
Saturados 304 690,62 574,88
Insaturados 89,21 340,54 502,88
Polinsaturados 399,2 929,44 1041,75
Omega 3 304,56 695,86 642,71
Omega 6 87,17 218,76 382,5
(n3/n6) 3,49 3,18 1,68
DHA/EPA 0,54 0,36 0,45
TOTAL 833,55 2084,3 223751
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Com a crescente procura por uma nova formulacdo de alimento para ser
administrado em aquacultura e com a consequente deplecdo dos poliquetas no seu
ambiente natural, urge entdo a formulagcdo de novos métodos e aperfeicoamento das
técnicas existentes no crescimento de H. diversicolor, para desta forma tornar viavel o
seu cultivo a escala comercial, possibilitando a minimizacdo dos efeitos negativos
causados por inumeros fatores, ambientais e humanos (Nesto et al., 2012; Omena et
al., 2012).

Pelo facto de H. diversicolor possuir uma pandplia de habitos alimentares
(Scaps, 2002; Fidalgo e Costa et al., 2006), torna-se fundamental perceber qual ou quais
os alimentos que permitem um rapido e facil crescimento desta espécie em cultivo. Ja
foram efetuados diversos estudos ao nivel de diferentes alimentos aplicados no
crescimento de poliquetas. Alguns desses alimentos/dietas analisados foram de
variadas ordens, desde plantas marinhas e macroalgas (Oliver et al., 1996; Nesto et al.,
2012); alimento seco para peixes ornamentais Tetramin (Prevedelli & Vandini, 1998;
Prevedelli & Vandini, 1999; Fidalgo e Costa et al., 2000); microalgas (Riisgard et al.,
1996); fezes de améijoa (Ferreira et al., 2003); carne de camaréao (Nielsen et al., 1995);
artémia, racao para dourada e racdo para camarao de cultivo (Fidalgo e Costa et al.,
2000).Salientando que os melhores resultados foram obtidos com os alimentos

Tetramin, racdo para dourada e carne de camarao.

Neste contexto, e tendo em conta as dietas ja estudadas e relatadas foi utlizada
a dieta racéo de dourada, Agquagold (alimento seco e extrudido) como um controlo para
comparagdo com as restantes dietas, racdo semi-humida de linguado Moist sole
(enriquecida com imunoestimulante) e a dieta peixe (Trachurus trachurus). Desta forma
foi utilizada como controlo a ragdo Aguagold, pois evidenciou bons resultados tanto em
trabalhos efetuados por Fidalgo e Costa et al (2000), como em experiéncias realizadas
na ESTM (Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar, IPL) onde foi efetuada a
reproducdo da espécie H. diversicolor sob diferentes temperaturas, salinidades e
fotoperiodo. Contudo, tanto a dieta ragéo de linguado como a dieta peixe, ainda ndo

foram analisadas por nenhum autor.

Os parametros utlizados neste ensaio tém em consideracgéo trabalhos efetuados
anteriormente e que de facto a salinidade de 15 empregue no crescimento teve como
referéncia os estudos efetuados por Nielsen et al (1995) e Fidalgo e Costa et al (2000),

onde os autores referem que esta salinidade foi a que permitiu a obtencdo das melhores
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taxas de crescimento. No decorrer do cultivo, todos os parametros foram mantidos como
otimos e monitorizados regularmente, bem como toda a administragcdo de alimento. De
salientar que as pequenas oscilagbes dos parametros (salinidade, temperatura e
amonia), bem como o alimento ndo ingerido que permanecia no sedimento, foram

controlados de forma a ndo comprometerem nem alterarem o resultado do ensaio.

Apesar do menor peso final verificado por parte dos poliquetas alimentados com
a dieta peixe, é possivel inferir que de facto a dieta composta unicamente por masculo
branco de peixe, pode constituir a totalidade ou parte da dieta destes organismos, pois
observou-se o0 seu crescimento ao longo do periodo de tempo da experimentacao. Os
poliquetas reagiam sempre a presenca do alimento assim que este era colocado nos
tanques. Esta dieta apesar de refletir os valores mais baixos em termos de crescimento
final, pode, como confirmado pelos restantes pardmetros que de seguida serdo
abordados, ser um excelente complemento a dietas ja existentes e que ja confirmaram
ter influéncia num crescimento 6timo. Contudo, essas dietas possuem um elevado custo
monetario associado. Posto isto, este alimento, ou qualquer outra fonte proteica
marinha, que possa ter ainda um custo associado mais baixo, visto que atualmente a
pesca excessiva leva a que muito do pescado ndo seja vendido em lota e seja assim
considerado como um subproduto, que desta forma podera ser convenientemente
aproveitado, ou até mesmo produtos provenientes de rejeicdes. Esta vertente relativa
aos subprodutos podera ser valorizada e evidenciada de forma positiva, se se pretender
efetivar o cultivo comercial desta espécie. Tal evidéncia podera levar uma futura
empresa (Startup), que cultive esta espécie, a ter um contrato com a doca local, nho
ambito de comprar o pescado ndo comercializado e que de outra forma seria
descartado. Pois com o ensaio de crescimento, ficou provado que este peixe, que
posteriormente foi sujeito a congelacdo (por via a ser melhor conservado), e
descongelado antes de fornecido ao cultivo, foi de facto bem aceite quando incluido na
dieta de H. diversicolor. Tal dieta podera ser comparada com a carne de camarao, pois
ambas sdo compostas unicamente por musculo ndo processado, sendo diretamente
retirado do animal. Esta dieta composta por carne de camarao foi testada por Nielsen et
al (1995), onde os autores compararam esta Ultima dieta com uma suspenséo de
microalgas, obtendo os melhores resultados, em termos de crescimento, pela
administracdo da carne de camardo. Estes autores referem ainda que este tipo de dieta
pode ser empregue como a Unica fonte de alimento para esta espécie, tal como é

sugerido neste presente trabalho para a dieta peixe (Trachurus trachurus).
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Um dos pontos negativos da dieta peixe podera ser a influéncia negativa que
provoca na qualidade da agua de cultivo, pois, foram detetadas por vezes, antes das
renovacGes da agua, concentracdes elevadas de amoénia, cerca de 4.0 mg L . Estes
valores poderdo nao ter implicacdes na taxa de sobrevivéncia, todavia, como relatam
Moreira et al (2006), algumas concentragdes toxicas podem ter efeito na diminui¢cdo dos
niveis de alimentacédo desta espécie, o que podera estar na origem do baixo peso final
registado comparativamente as outras dietas utilizadas. Porém, mesmo esse baixo peso
registado (aproximadamente 0.5 gramas por individuo), pode ser considerado como o
peso minimo de mercado (Nesto et al., 2012). Futuramente estas concentra¢des de
amonia poderdo ser evitadas com a possivel liofilizagdo do alimento fresco, mas mais
uma vez tem de se ter em conta o elevado custo do processo. Em relacao as dietas
racdo de dourada (Aquagold) e racdo de linguado (Moist Sole) os valores de aménia
observados para a outra dieta ndo se verificaram. Essa auséncia de amoénia pode ter
sido devida ao facto destas rac6es serem secas e extrudidas, o que permitira reduzir a
matéria organica das mesmas pela melhor facilidade que o alimento é assimilado por
parte dos poliquetas. Contrariamente ao peixe que nado foi submetido a qualquer
processamento. Para além da dieta peixe, as restantes dietas foram eficientemente
assimiladas por parte dos organismos em cultivo. Esta evidéncia pode ser descrita pois
guando o alimento/dieta era colocada em cada tratamento, havia imediatamente uma
reacao positiva por parte da maioria dos individuos em cultivo. O alimento era capturado
e de seguida era direcionado para o interior das galerias, ou seja, com o auxilio das
fortes mandibulas o alimento era capturado junto do sedimento, resultando em deposit
feeding. Possivelmente os restantes individuos, os poliguetas que ndo se observavam
aquando da alimentacdo, optavam por outros métodos alimentares. Esse resultado é
confirmado pela existéncia de formac6es mucosas, ou redes de muco, que sugere a
captura de alimento sem gue seja necessario o0 poliqueta emergir da sua galeria, ou
seja, captacdo de particulas suspensas (Fidalgo e Costa et al., 2000). H& que salientar
também gque em todo o sedimento e em todos os tratamentos foi possivel observar
marcas no sedimento provenientes da locomocédo dos poliquetas, evidenciando a sua

atividade constante durante todos os 60 dias de cultivo.

Ao nivel do peso final observado nas restantes dietas, ou seja, ragdo de dourada
e de linguado, com elevado teor proteico, 46 e 52.12 %, respetivamente, foi similar,
apesar da dieta racdo de dourada ser a que apresentou um maior peso final. Tal
resultado foi também evidenciado e registado por Fidalgo e Costa et al (2000), onde a
dieta racdo para dourada, de entre as testadas, foi a que permitiu um dos melhores

crescimentos. Também Batista et al (2003) testou esta dieta comercial, obtendo valores
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similares aos registados neste ensaio de crescimento. A dieta ra¢do de linguado, rica
em proteina, proporcionou bons resultados de crescimento e consequentemente peso
final. Sendo assim esta dieta podera ser uma boa alternativa ao crescimento deste
poligueta em aquacultura. Torna-se ainda importante referir que o contetdo proteico das
racdes comerciais racdo de dourada e de linguado pode néo ter sido crucial no peso
final, pois a dieta com 46 % de proteina bruta, obteve um maior peso final
comparativamente a dieta ragcéo de linguado que apresenta um teor em proteina bruta
mais elevado (52.12 %), apesar das dietas constituidas por um elevado teor proteico
promoverem um maior crescimento relativamente a outros alimentos com menor
percentagem proteica (Nesto et al., 2012).

Em termos da taxa especifica de crescimento (%) esta variou entre 6 e 7 % em
todos os tratamentos, estando assim em concordancia com os resultados obtidos por
Nielsen et al (1995), Fidalgo e Costa et al (2000) e Batista et al (2003) e Nesto et al
(2012) onde os autores elaboraram estudos com dietas comercias, atingindo este

intervalo de valores.

Em relac@o a sobrevivéncia, esta foi bastante similar em todos os tratamentos.
N&o sendo registada nenhuma mortalidade no decorrer do crescimento, apenas foi
verificada quando se procedeu a recolha dos poliquetas engordados. Assim, pode ser
possivel concluir que os organismos morreram logo no inicio da experiéncia e que as
dietas administradas ndo demonstram ter qualquer influéncia negativa em termos da
sobrevivéncia, como corroborado pelo tratamento estatistico, ndo tendo sido
encontradas diferencas significativas (p-value<0,05), ou que a mortalidade tenha
sucedido devido a fenémenos de canibalismo entre os animais (Bischoff et al., 2009).
De destacar a taxa de sobrevivéncia de 100 % associada a dieta racdo de linguado com
o0 imunoestimulante Ergosan. Tal evidéncia podera ser explicada pelo facto do
imunoestimulante ter atuado eficazmente no sistema imunitario dos individuos
cultivados, pois como referido e citado anteriormente, a imunidade destes organismos
podera possuir alguma complexidade a nivel dos anelideos em geral. Este estimulante
imunolégico constituido por duas espécies de algas € um composto acessoério de
algumas racgfes utilizadas em aquaculturas, nomeadamente de trutas. Heidarieh et al
(2012), trabalharam com este composto em trutas arco-iris de cultivo, tendo verificado
0 aumento dos parametros de crescimento obtendo-se assim uma performance positiva.
Estes autores relatam ainda aspetos interessantes relativos a utilizacdo de Ergosan,

referindo que este atua na redugéo de bactérias patogénicas, na digestibilidade proteica
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e ainda no melhoramento da atuacdo das enzimas digestivas portanto possui uma

influéncia direta nos bons resultados de crescimento observados.

Os restantes valores médios de sobrevivéncia, 96 % e 99 %, para racao de
dourada e dieta peixe, respetivamente, parecem ser igualmente concordantes com
Fidalgo e Costa et al (2000), onde foi observado uma sobrevivéncia de 100 % com a
dieta racdo de dourada Aquagold e por Batista et al (2003) que registaram um valor de
95.3 %, sendo desta forma similar ao valor observado no crescimento efetuado com a
mesma dieta, cerca de 96 %. Estes resultados sdo também favorecidos pela baixa
densidade de individuos utilizados ao longo dos 60 dias de crescimento (150 ind/m?)
pois, a sobrevivéncia é afetada negativamente pelas elevadas densidades de cultivo
(Safarik et al., 2006; Nesto et al., 2012).

Por sua vez, o teor proteico de poliquetas é algo que ainda ndo foi muito
aprofundado nem estudado, pois muitos dos autores que trabalham com estes
organismos se focam apenas nos teores lipidicos e consequentemente no perfil em
acidos gordos. Os resultados do teor em proteina, relativamente ao peso humido
encontrados no poliqueta H. diversicolor no final do ensaio do crescimento foram, 90.65
mg g, 91.10 mg gte 92.24 mg g, para as dietas peixe, racdo de dourada e ragéo de
linguado, respetivamente.Os resultados sugerem que quanto maior o teor proteico do
alimento, maior sera a assimilacdo de proteina pelo poliqueta. Tal pode ser evidenciado
pelo maior teor em proteina bruta das racbes (ver anexo a), presente na racdo de
linguado, cerca de 48 %, que por sua vez foi o alimento que proporcionou 0 maior valor
em proteina por peso humido na constituicdo final dos poliquetas engordados. A racéo
de dourada, por sua vez, possui ha sua constituicdo um teor de proteina bruta muito
similar a dieta anterior, 46 %. Fazendo com que a concentracéo de proteina encontrada
nos poliquetas alimentados com estas duas dietas fosse de alguma forma similar, 8.65
e 8.87 %, racdo de dourada e de linguado, respetivamente. Porém, o teor de proteina
presente na dieta peixe (Trachurus trachurus), apesar de mais baixo comparativamente
as racdes comerciais utilizadas, possui uma excelente fonte proteica, com valores na
ordem dos 20 g de proteina por cada 100 g de parte edivel (Nunes, et al., 2008). Assim,
a dieta peixe parece nutricionalmente favoravel em termos deste constituiente, de forma
a proporcionar 6ptimos valores nos animais alimentados apenas com esta dieta. Estes
resultados observados diferem dos resultados de outros autores com outras espécies
de poliquetas. Lemieux et al (1997) registaram o valor maximo, para a espécie Nereis
virens, de 41.4 mg g*. Esta espécie, talvez seja a que se assemelhe mais a H.

diversicolor, logo pelos valores encontrados, a espécie em estudo revelou um maior teor
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em proteina. Outros valores encontrados para o teor proteico foram estudos realizados
por Neuoff (1979) para a espécie Nereis sucinea, tendo sido registados valores elevados
na ordem dos 400 mg g (peso seco). Os maiores valores de proteina encontrados séo
da espécie Perinereis nuntia, onde foi registado o valor de 512 mg g* em animais
sujeitos a condic¢des laboratoriais (Techaprempreecha et al., 2011).

Em termos de gordura total os resultados demonstram que a dieta/alimento tem
uma influéncia direta na sua acumulacdo por parte dos organismos. De entre 0s
resultados, os poliquetas que foram alimentados com a dieta racéo de linguado foram
0s que demonstraram um maior teor de gordura na sua constituicéo, refletindo em parte
0 teor de gordura da dieta que foram alimentados. Mais propriamente a racdo de
linguado possui um total de 20.03 % de gordura, enquanto a racéo de dourada 18 % e
a dieta peixe, como é proveniente de um peixe semi-gordo,possui um valor de 2.9 g por
cada 100 g de parte edivel (Nunes et al., 2008), ou seja, ainda mais baixo que as dietas
anteriores, espelhando desta forma o valor mais baixo encontrado no final do
crescimento. Poucos trabalhos se declinam nas concentracbes de gordura dos
poliquetas, contudo parece importante conhecer toda a fisiologia destes organismos,
por forma a ser criado um perfil nutricional mais completo. Tal perfil foi realizado por
Techaprempreecha et al (2011) com o poliqueta Perinereis nuntia, onde foi registado de
entre outros parametros, a gordura de individuos selvagens e de individuos cultivados,
chegando-se a concluséo de que os poliquetas cultivados possuem um teor em gordura
superior aos poliquetas provenientes do meio natural. Tal constatacdo podera ser
refletida também em H. diversicolor, pois como ficou provado neste trabalho, o teor em

gordura da dieta é refletido no teor encontrado nos poliquetas.

No que respeita & concentracdo e abundéancia de 4cidos gordos nos poliquetas
poderd ser afirmado que existem poucos estudos nesta area, 0 que neste trabalho,
através da administracdo de diferentes dietas, com diferentes perfis destes
constituintes, podera levar a uma melhor compreenséo de como a aquacultura destes
organismos pode ser vantajosa. Segundo o autor Fidalgo e Costa et al (2000) o pefrfil
em acidos gordos das dietas possui um papel essencial nas taxas de crescimento e

sobrevivéncia de H. diversicolor em experiéncias laboratoriais.

Relativamente ao perfil de acidos gordos saturados encontrados para este
poliqueta, pode ser referenciada a grande concentragdo do &cido palmitico (16:0),
verificando-se uma maior incidéncia nos poliquetas alimentados com peixe (Trachurus

trachurus), cerca de 22.4 % £ 0.11 e seguidamente nos tratamentos onde o alimento foi
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racdo para dourada e para linguado, 19.15 % £+ 0.33 e 16.63 % + 1.71, respetivamente.
Sendo que este acido gordo foi o que se observou em maior quantidade em todos os
tratamentos e no total de todos estes acidos. Possivelmente estes elevados valores
encontrados, refletem de alguma forma o elevado teor deste acido na constituicdo
nutricional das dietas ministradas (anexo a), pois todas as trés possuem elevadas
concentracdes do acido palmitico. Comprovando uma concordancia com outros autores,
Luis & Passos (1995), Garcia-Alonso et al (2008) e Bischoff et al (2009). De mencionar
gue este Ultimo autor a par desta dissertacdo, apresentam o valor mais elevado de acido
Palmitico (16:0) descrito para H. diversicolor, cerca de 24.6 % + 1.1. De mencionar ainda
gue este acido gordo, devido as elevadas concentracbes em que foi encontrado,
evidencia que podera ter um importante papel a nivel fisiolégico, pois é o primeiro
metabolito da sintese de acidos gordos e o produto inicial da lipogénese nos poliquetas,
como reporta Garcia-Alonso et al (2008), que também observaram elevadas

concentracdes deste acido.

Em relacdo a outros acidos gordos saturados, verificou-se igualmente uma
concentracao consideravel do acido gordo estearico (18:0), com valores na ordem dos
8.3 % %= 0.90, novamente pela influéncia da dieta peixe. Pode salientar-se uma vez mais
gue tal concentracdo encontrada nos poliquetas retrata o teor da dieta que foi utilizada
de forma linear (ver anexo b). Novamente o valor encontrado foi o mais elevado
comparativamente a bibliografia existente para esta espécie. Garcia-Alonso et al (2008),
Bischoff et al (2009), Luis & Passos (1995) reportam valores de 6 %, 6.1 % e 7.60 %,

respetivamente como 0s mais elevados para este acido gordo.

Ao nivel de &cidos gordos monoinsaturados ou MUFAs (Monounsaturated Fatty
Acids), podem ser destacados o palmitoleico (16:1), com uma maior incidéncia nos
poliquetas referentes a dieta ragdo para dourada, 2.46 % + 0.06, o oleico (18:1n9) com
o valor maior na dieta rac¢éo para linguado, 13.45 % + 3.88, o cis oleico (18:1n7), com
3.31 % + 0.85 na dieta peixe e o eicosandico (20:1n9), com maior percentagem na dieta
ragdo para dourada, 3.20 % * 1.42. Tais concentra¢gfes diferem pela metade, quando
comparadas com os valores analogos das dietas administradas. Assim, o padrao
encontrado para os &cidos gordos saturados tende a ser menos linear quando
comparados os acidos gordos monoinsaturados, pois as dietas contém valores bastante
diferentes do que os apresentados pelos animais alimentados com estas mesmas
dietas. Podendo estar interligado com a importancia desta classe de lipidos, podendo
estes serem menos essenciais que os saturados. Contudo ha a referir que os acidos cis

oleico (18:1n7) e eicosanoico (20:1n9) exibem a exce¢do a regra pois 0s valores
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encontrados nos poliquetas de todos os tratamentos sdo superiores aos valores que as
dietas representam, o que leva a crer que este animal consegue sintetizar ou mesmo

produzir de alguma forma estes &cidos gordos.

Seguidamente os &cidos gordos polinsaturados ou PUFAs (Polyunsaturated fatty
acids), talvez os componentes lipidicos com a maior importancia, destacam-se o alfa
linolénico (18:3n6), com 1 % + 0.48 relativo a dieta peixe, o araquidonico (C20:4n6), com
2.5 % + 0.38 na dieta ra¢éo para linguado, o eicosapentaendico ou EPA (C20:5n3), com
valores de 17.38 % + 2.21 nos poliquetas alimentados com racdo de dourada e o
docosahexanoico ou DHA (22:6n3) com o valor mais elevado observado na dieta
carapau filetado, com 8.72 % + 1.52. E importante e interessante observar o facto de
gue quase todos os &acidos gordos polinsaturados, a exce¢cdo do DHA (22:6n3),
apresentam na constituicdo dos poliquetas valores bastante mais elevados do que os
valores encontrados nas dietas para os mesmos acidos gordos. Tal faz transparecer a
importancia desta classe de lipidos a nivel metabdlico e na fisiologia destes animais,
havendo portanto uma possivel biossintese destes compostos por parte destes

organismos.

Em suma, de entre todas as classes de acidos gordos presentes nos poliquetas
amostrados destacam-se trés com o0s valores mais elevados: o 4cido gordo palmitico
(16:0), o oleico (18:1n9) e o eicosapentaendico ou EPA (20:5n3), presentes em animais
alimentados com as dietas peixe, racdo de linguado e racdo de dourada,
respetivamente. Estes resultados corroboram os obtidos pelos autores Luis & Passos
(1995); Garcia-Alonso et al (2008) e Bischoff et al (2009), em que obtiveram também os

valores mais elevados para estes acidos gordos.

Por outro lado, os resultados dos acidos gordos presentes nas dietas utilizadas
neste ensaio (ver anexo b), permitem evidenciar que em termos gerais, 0s acidos gordos
mais evidentes foram o palmitico (16:0), com valores na ordem dos 20 % nas dietas
peixe e racdo de dourada, palmitoleico (16:1) na dieta ragcdo de dourada (5.41 %), oleico
(18:1n9) com um valor bastante elevado, (23.48 %) na dieta racdo de linguado, e
linoleico (18:2n6) com 10.54 % também presente nesta Ultima dieta. Em termos de
acidos gordos polinsaturados verificou-se o0 valor mais elevado para o acido
docosahexandico (DHA) presente na dieta peixe, com o valor de 39.59 %, o que
representa mais do dobro dos valores encontrados nas duas restantes dietas. De
seguida, h&d a presenca do acido eicosapentaendcio (EPA) na dieta ra¢do de dourada

com o valor de 12.65 %.
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Em relagéo ao ratio DHA/EPA, comprovou-se que a dieta peixe apresentou o
maior ratio com um total de 0.54 %. Este valor ja seria de esperar pois esta dieta, de
entre as restantes, foi a que apresentou o maior valor ao ser analisado a sua
constituicdo. De referir que as restantes dietas proporcionaram valores similares, mas
analisando o conjunto de resultados, este ratio foi inferior a uma unidade, estando assim
em concordancia com Fidalgo e Costa et al (2000). Os autores referem ainda que tais
resultados poderdo estar relacionados com o0s habitos alimentares omnivoros e

oportunistas destes invertebrados.

Desta forma a dieta peixe, que na sua totalidade é constituida por carapau
filetado, pode ser encarada como um alimento de baixo valor comercial, e por vezes
existe em demasia nas lotas de pesca e mercados portugueses, veio assim a confirmar-
se uma excelente alternativa as dietas comerciais. Nao s6 pelos valores em acidos
gordos (peca chave a nivel nutricional para posterior alimento de peixes em
aguaculturas), como também em termos proteicos, e ainda por permitir um tamanho
comercial, aguando da sua administracdo a poliquetas utilizados em aquacultura. Em
suma, esta dieta pode servir possivelmente como um alimento completo num cultivo
destes anelideos em larga escala ou mesmo contribuir de forma a ser um
aditivo/complemento a outras dietas comerciais utilizadas hoje em dia, ndo s6 apenas
para este tipo de invertebrados mas talvez para outros animais de cultivo. Todavia ha
gue tentar aperfeicoar o melhor método de conservacéo e elaboracdo de um produto
final mais facil de administrar como a liofilizacdo, sem que cause muita alteracdo em
termos dos parametros qualidade da agua, mais concretamente nas concentracdes de
amonia, que poderdo causar alguns distirbios no sistema de cultivo. Relativamente as
restantes dietas (racdo de dourada e racdo de linguado) parecem também ser uma
excelente alimentacéo. Fidalgo e Costa et al (2000) comprovaram também que a dieta
ragcdo de dourada contribui de forma eficaz para o crescimento desta espécie de
poliquetas. Relativamente a dieta racdo de linguado (Moist sole), pelo facto de na sua
composi¢ao existir um enriguecimento com um imunoestimulante, possibilitou uma
sobrevivéncia de 100 %. Assim no futuro, deve ter-se em conta este tipo de compostos,
por forma a fortalecer o sistema imunitario dos animais, todavia néo existe bibliografia

gue comprove ou que permita uma comparacao de resultados relativos a este alimento.

Ha a referir ainda que estes dois ultimos alimentos possuem um custo de
mercado bastante elevado, o que numa aquacultura comercial de poliqguetas é um

aspeto fundamental a ser tomado em conta. Concluindo-se assim que a dieta peixe
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resulta na melhor opcao se se quiser progredir no crescimento industrial. Mais ainda, €
necessario efetuar mais experiéncias para efetivar a eficAcia do peixe no crescimento
de H. diversicolor, ndo sendo possivel descartar outros possiveis peixes ou organismos,
ou mesmo o complemento com outros compostos, como betaglucanos ou
imunoestimulantes, de modo a fornecer uma dieta 6tima que permita um eficaz e rapido

crescimento.

Outro aspeto importante, que no decorrer das experimentacdes poderia ter sido
controlado, foi o parametro fisico do fotoperiodo. Torna-se relevante explicitar este facto
pois, o fotoperiodo € um parametro que futuramente devera ser tomado em conta,
porque diversos autores apontam esta caracteristica como fundamental quer em termos
da reproducdo quer em termos da maturacéo dos poliquetas em crescimento (Olive et
al., 1998; Olive & Rees, 1999; Last & Olive, 1999). No entanto, este aspeto nao
condicionou, nem parece ter tido alguma influéncia negativa no decorrer da

experimentagdo, bem como nos resultados obtidos ao final dos 60 dias.

Outra forma de ser rentabilizado economicamente e comercialmente o cultivo
dos poliquetas poderd ser pela futura implementacdo na aquacultura multi-
troficaintegrada. Pois segundo Hannah et al 2013, este tipo de aquacultura integrada
oferece um meio natural para serem utilizados alguns dos residuos de peixes em cultivo,
para a producdo de organismos de um nivel tréfico inferior com interesse comercial,
aumentando a sustentabilidade ambiental e econémica do cultivo. Assim, apds se ter
concluido com este e com outros trabalhos presentes na literatura, H. diversicolor, torna-
se um excelente candidato para ser utilizado em sistemas de aquacultura integrada, nao
s6 pela sua facilidade em adaptar-se a um s6 tipo de alimento, quer seja proveniente de
proteina animal, de fezes, quer de racdes ou dietas comerciais, como também pela sua
excelente condicdo de adaptabilidade a meios mais adversos, desde relativos a
qualidade da agua, a temperatura, até a diferencas de salinidade. Relacionando todos
estes fatores e aliando ainda toda a sua vertente nutritiva, em termos de acidos gordos,
torna H. diversicolor como um dos invertebrados marinhos com maior potencial em

aquacultura.
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Assim, a aquacultura representa hoje em dia uma alternativa que pode
possibilitar a diminuicdo da captura de organismos do seu habitat natural, pois, como
referido anteriormente, a captura destes organismos é desprovida de qualquer controlo,
capturando-se indiscriminadamente espécies de elevado valor ecolégico. Em jeito
conclusivo poder-se-a referir que a aquacultura pode ter um impacto bastante positivo
tanto na alimentacdo mundial como na ecologia e manutencdo dos ecossistemas
marinhos e dulgaquicolas (Fidalgo e Costa, 2002; Carvalho et al., 2013).
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Perspetivas Futuras

O poliqueta Hediste diversicolor tem associada uma importancia enorme em termos de
potencialidades ecoldgicas, econdmicas. Contudo, deve ser feito futuramente um
estudo mais alargado a nivel do seu ciclo de vida, por forma a ser viadvel o seu cultivo a

larga escala, como tanto promete e é evidenciado neste trabalho.

Para tal sera necessario num futuro proximo serem perspetivadas diversos pontos

relativos ao cultivo desta espécie, nomeadamente:

Um melhor conhecimento, ou mesmo ser criado algum método que permita determinar
guando e como a maturacdo sexual é despoletada, para proporcionar animais com o

mesmo tamanho comercial;

Conhecer quais as variacdes que controlam e atuam na maturagcdo sexual, sendo esse
conhecimento o que podera permitir o desenvolvimento do cultivo a larga escala. Pois
em aquacultura é sempre desejavel ter algum dominio nesta fase, para que se possa

obter um stock de novos exemplares sem que se dependa das condicbes ambientais;

Como se trata de uma espécie semélpara é mais uma vez crucial controlar a maturacao
dos individuos aquando do crescimento/engorda, para se evitar a maturacao precoce

dos individuos cultivados;

Identificar qual ou quais os fatores que permitem atenuar ou desencadear a maturacao
sexual nesta espécie, pois, um dos maiores problemas é referente a mortalidade

ocorrida apds a reproducdo dos organismos;

Saber como e qual o melhor alimento a ser administrado de maneira a produzir
poliguetas com um perfil nutricional elevado, e com um tamanho comercial atingido num
menor intervalo de tempo, sem que se promova a mortalidade dos individuos pela

conseguente maturacao antes do tempo desejado;

Reconhecer como atua de facto o fotoperiodo no ciclo de vida da espécie para que seja

possivel a sua aquacultura intensiva outdoor;

Tentar estudar fatores como salinidades mais baixas, permitindo atenuar os custos de

producéo a larga escala;

Estudar os fatores que permitam um ganho de peso similar e constante em todos os

poliquetas cultivados;

Criar um método que permita uma recolha mais eficaz, aquando da captura dos

organismos engordados e prontos a serem comercializados;
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Produzir e testar novas dietas organicas, e mesmo adaptar o cultivo destes organismos
a aquaculturas ja existentes (policultivo) de forma a haver uma reciclagem de nutrientes

e uma diminuicdo de custos;

Criar novas e verdadeiras politicas que promovam o incentivo a aquacultura sustentavel,
proporcionando uma diminuicao das capturas no ambiente selvagem, pois é verificada
a deplecao destes organismos no seu meio natural de uma forma abrupta.
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ANEXO a

RacdoSemi-humida — Moist sole

Fabricante: Sparus

Dy matter basis CTRL Vit C Ergosan  Beta-glucanos

% % a Ha
Fishmeal 70 LT 20,00 20,00 20,00 20,00
Fishmeal 60 17.00 17.00 17.00 17.00
Krill meal 9.00 9.00 9.00 9.00
CPSP G 8.00 8.00 8.00 8.00
Sguid meal 7.00 7.00 7.00 7.00
Soybean meal 48 10.00 10.00 10,00 10.00
Wheat meal 13.00 13.00 13.00 13.00
Wheat DDGS 3.00 3.00 3.00 3.00
Fish oil 10.30 10.30 10.30 10.30
Vit & Min Premix with Asta 1.00 1.00 1.00 1.00
Algatrium DHA 70% 1.70 1.70 1.70 1.70
Supplements
Vit C {mg/kg) 1000.00
Ergosan (%) 1.00
Beta-glucanos (%) 0.50
TOTAL 100.00 100,00 100.00 100.00
Theoretical composition CTRL Vit C Ergosan  Beto-glucanos
Crude protein 5212 5212 5212 5212 %
Digestible protein 4847 4547 4847 4847 o
Crude fat 2003 20003 2003 2003 Ha
Fiber 131 131 131 131 [
Starch 945 945 945 945 %
Gross Energy 23.33 23.33 23.33 23.33 Mifkg
Arg 3.35 3.35 3.35 3.35 %
His 125 125 125 125 B
lle 199 199 199 199 %
Lew 3.27 3.27 3.27 3.27 Ha
Lys 3.68 3.68 3.68 3.68 B
Thr 212 212 212 212 %
Trp 0.52 052 052 0.52 %
Vil 268 268 268 268 %
Met + Cys 197 197 197 197 b
Phe + Tyr 3.60 3.60 3.60 3.60 b
Awvail Phosphorus 114 114 114 114 o
Qleic 198 188 198 198 B
ARA 0.24 0.24 0.24 0.24 %
EPA 224 229 224 224 %
DHA 241 241 241 241 %
Astax 2500 2500 25.00 2500 mg'kg
Vitamin E 150.00 150.00 150.00 15000 mglkg
Vitamin C 1000.00 2000.00 1000.00 1000.00| mglkg
Vitamin A 20000.00 20000.08 20000.00 20000.00 Uilfkg
Ergosan 0.00 0.00 1.00 0.00 %
Beto-glucanos 0.00 0.00 0.00 0.50 %




Ragédo AquaGold 5
Faricante - Sorgal (Aquasoja)

Alimento Composto Completo para Peixes (Douradas e Robalos)

Caracteristicas Analiticas:

- Proteina Bruta 46.0%

- Gordura Bruta 18.0%
- Cinzas Brutas 9.5%
- Fibra Bruta 1.5%
- Fosforo 1.3%

Aditivos (por Kg de Alimento):

- Vitamina A 5.000 UI

- Vitamina D3 1.000UI

- Alfa Tocoferol 200mg
- Cobre 14mg

- Antioxidante (E321, E324)

- Antifdgico (E200, E236, E260, E280, E282)

Matérias-primas para Alimentacdo Animal:

- Farinha de Peixe 41.0%
- Bagaco de Soja 15.3%
- Oleo de Peixe 14.0%
- Glaten de Milho 11.0%

- Trigo Forrageiro 9.0%



- Farinha de Sangue 5.0%

- Ervilha Descascada 3.4%
- Premistura 0.6%
- Gluten de Trigo 0.5%
- Emulsionante (E484) 0.1%

- Ligante (E412, E413,E414)  0.1%

Anexo b

Acidos gordos presentes nas 3 dietas administradas no ensaio de crescimento

Carapau Aquagold Moist sole

C 16:0 19,75 20,07 16,94

C 16:3 0,31 0,28 0,15

C18:1n9 8,55 16,67 23,48

C18:2n6 1,25 6,91 10,64

C20:1n9 0,35 1,9 0,85

C 20:3 0,18 0,25 0,14

C20:5n3 9,01 12,65 8,2

C22:5n3 2,12 1,81 1,59



