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Resumo

Nas ultimas décadas, verificou-se a instalacdo em alguns paises europeus de
maternidades de Lavagante Europeu, Homarus gammarus, com o objectivo de produzir
juvenis para repovoamento em zonas em que 0 stock natural sofreu uma acentuada
deplecdo. No entanto, a definicdo de dietas bem ajustadas as larvas de Homarus
gammarus e as taxas de sobrevivéncia relativamente baixas devido a canibalismo
constituem desafios e continuam a originar estudos nesta matéria. Neste trabalho foram
testadas duas dietas, nauplios de Artemia salina e Artemia salina enriquecida durante
24h com a microalga Isochrysis galbana, com o objectivo de avaliar a sua influéncia no
crescimento e na sobrevivéncia larvar. Para o cultivo recorreu-se a um sistema de
recirculacao de agua, em tanques de fundo cdénico de 4 |. O trabalho foi iniciado com uma
densidade de cultivo de 5 larvas/l e mantido a uma temperatura de 23-24°C, uma
salinidade de 33 %0 € com um fotoperiodo de 12h Luz: 12h Escuro. Nas condi¢des de
realizacdo deste estudo, que foi desenvolvido até ao dia 10 pos eclosdo, ndo se
observaram diferencas estatisticamente significativas nas mortalidades das larvas entre
as duas dietas. No entanto, em ambas as dietas verificou-se um aumento da mortalidade
diaria na fase final do ensaio, provavelmente devida a uma relativa fragilidade na
transicdo do estadio Ill para o estadio IV. Neste trabalho, as taxas de sobrevivéncia
verificadas no final do estudo foram menores que as observadas em outras referéncias
bibliogréaficas. Relativamente a influéncia das duas dietas no crescimento, avaliado pelo
comprimento do cefalotérax, foram observadas diferencas estatisticamente significativas,
sendo que as larvas de Homarus gammarus alimentadas com a dieta de naudplios de
Artemia apresentaram um crescimento mais elevado, atingindo um tamanho médio maior
(média 6,83mm) no final do estudo em relagdo as larvas alimentadas com a dieta de

Artemia enriquecida (média 5,73mm).

Palavras-chave: Homarus gammarus, cultivo larvar, Artemia, Isochrysis galbana,

sobrevivéncia, crescimento
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Abstract

In the last decades, there has been an effort in some European countries to
establish hatcheries of European clawed lobster, Homarus gammarus, in order to produce
juveniles for stock enhancement in areas where the natural stock suffered a strong
depletion. However, the lobster larvae diets and the relatively low survival rates due to
cannibalism are challenges, continuing to lead research in this subject. In this paper we
tested two diets, Artemia salina nauplii and Artemia salina enriched for 24 hours with
microalgae Isochrysis galbana, in order to assess their influence on larval growth and
survival. For larvae rearing we used a relatively inexpensive system with water
recirculation in tanks of 4 L, with conical bottom. The study began with a newly hatched
larvae density of 5 larvae / L and maintained at a temperature of 23-24° C, a salinity of 33
%o and a photoperiod of 12h Light:12h Dark. The clawed lobster larvae were counted and
a sample was measured in a daily basis. Under this study conditions, which was
developed till the 10" day after hatching, there were no statistically significant differences
in larval mortality between the two diets. However, in both diets there was an increase in
daily mortality in the final phase of the trial, probably due to a relative weakness in the
transition from stage Il to the post larval stage (IV). In the present study, survival rates
observed at the end of the trial were lower than those observed in other references.
Regarding growth performance, measured by the length of the carapace, were statistically
significant differences. Homarus gammarus larvae fed with Artemia nauplii diet had higher
growth, reaching a greater average size at the end of the trial, than the larvae of the other

group (mean carapace length 6,83mm vs 5,73mm).

Keywords: Homarus gammarus, Larval culture, Artemia, Isochrysis galbana, Survival rate,
Growth
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1. Introducéo

1.1. Biologia do Lavagante Europeu e Interesse econdmico

O Lavagante Europeu, Homarus gammarus, € uma espécie de elevado valor que
contribui substancialmente para a economia de algumas comunidades costeiras. Esta
distribuida desde as ilhas Lofoten na costa norte da Noruega até Marrocos. E também
encontrada no Mediterraneo incluindo o Mar Egeu (Jgrstad et al., 2005). Habita
normalmente aguas pouco profundas e a maioria das capturas é realizada em armadilhas
localizadas a profundidades inferiores a 30 m. No entanto, ja foram encontrados
lavagantes até 150m de profundidade (Mercer e tal. 1998). Esta espécie apresenta um
ciclo de vida relativamente longo e sdo animais com uma taxa de crescimento lenta
(Wickins e Lee, 2002). Os individuos de Homarus, normalmente alcangam a maturidade
sexual quando atingem um comprimento de cefalotérax de 85 mm (Aiken e Waddy,
1980). No entanto, Schmalenbach et al. (2011) refere que foram capturadas fémeas
ovadas com 83 mm de comprimento de cefalotérax e com 4 anos de idade. Segundo
Tully et al. (2001) as fémeas de Homarus gammarus, na costa da Irlanda atingem a
maturidade com 92,5-96 mm de comprimento de cefalotérax. Dados genéticos parecem
sugerir que a fémea, no meio natural, é fecundada por apenas um macho. Contudo o que
foi observado em tanques experimentais € que um individuo macho pode fecundar véarias
fémeas numa mesma época, 0 que é provavel que também ocorra em meio natural
(Ferguson et al., 2002). A reproducao (desova) e o crescimento (muda) parecem ocorrer
alternadamente num ciclo de 2 anos para a maioria das fémeas (mais de 90%) (Agnalt et
al. 2007).

Os ovos de lavagante desenvolvem-se internamente durante aproximadamente
um ano (Aiken e Waddy, 1980; Waddy e Aiken, 1991) e apdés a extrusdo, o
desenvolvimento embrionario pode variar entre 9 e 12 meses, dependendo da
temperatura (Waddy and Aiken, 1991, Burton, 1992). Durante o decorrer do
desenvolvimento embrionario do lavagante europeu, ocorre um aumento progressivo no
conteiudo em agua (54,0 para 83,1%), em cinzas (2,7 para 16,7%), em proteina (47,4
para 50,9%) e em azoto ndo-proteico (1,0 para 2,4%) e um decréscimo no conteddo em
lipidos (43,8 para 25,4%) e energia (6343 para 5431 cal/g matéria organica seca)
(Pandian, 1970). Relativamente aos aminoacidos (AA), a maior percentagem de
utilizacdo durante a embriogénese prende-se com 0s AA essenciais, devido a reducao

significativa de metionina e treonina. No entanto, o conteddo em AA livres aumenta
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durante o processo embriondrio, sobretudo os AA ndo essenciais livres como a glicina,
prolina, alanina e a taurina. Os AA essenciais livres mais abundantes no final da
embriogénese sdo a arginina, a lisina e a leucina. No que diz respeito & fraccéo lipidica,
observa-se uma reduc¢éo substancial dos lipidos neutros, com uma utilizacao superior aos
80% (Rosa et al.,, 2005). A concentracdo de carotenoides da totalidade do ovo de
Homarus gammarus em desenvolvimento, permanece constante durante a
embriogénese. A diminuicdo da quantidade de pigmento no vitelino corresponde a

transferéncia de carotenoides para o embri&o em desenvolvimento (Mantiri et al., 1996).

Quando completo o desenvolvimento embrionario, a fémea de Homarus liberta as
larvas em “lotes” a noite por agitacdo dos pledpodes (Phillips, 2006). O momento de
libertacdo/eclosao das larvas segue um ritmo endégeno (Ennis, 1973; Brandford, 1978).
A duracdo do periodo de eclosdo esta influenciada pela temperatura da agua e pode
variar de poucos dias a varias semanas (Ennis, 1975). As datas e a temperatura da agua
aquando da eclosé@o e a duragdo do desenvolvimento embrionario revelam diferencas
entre anos relacionadas com o regime de temperatura (Schmalenbach e Franke, 2010).
Nos lavagantes, as primeiras semanas apds a eclosédo sdo caracterizadas por uma fase
pelagica, onde ocorrem deslocacgdes verticais. Foi observado que as larvas de lavagante
sdo capazes de migracdes verticais até profundidades de 30m em &guas oceénicas,

tendo o fototropismo influéncia nestas migracgdes verticais (Harding et al., 1987).

Os stocks naturais de Homarus gammarus nunca foram tdo expressivos como 0s
de H. americanus e as descargas totais chegaram a atingir as 3800 ton em 1932,
sofrendo um declinio para 1800 ton em 1980. Depois foi observado um aumento erratico
até atingir um nivel superior as 3000 ton em 1999, principalmente resultado dum
incremento das capturas no Reino Unido e Irlanda (Bell et al. 2005). Os stocks de
lavagante europeu sofreram um declinio até niveis muito baixos na Noruega, Suécia,
Holanda, Alemanha e Dinamarca em meados dos anos 80 do Séc. XX (Van der Meeren,
1991; Browne et al., 2001). Da mesma forma foram observados colapsos dos stocks de
lavagante em Italia, em especial no Adriatico (Scovacricchi, 1999), assim como na

Turquia, Argélia, Espanha e Portugal (Browne et al., 2001).



Tabela 1.1 — Evolucédo dos totais anuais de desembarque de Lavagante, em toneladas, em
Portugal entre 2001 e 2010 e o valor médio anual em euro/kg (Fonte: Direccao-Geral das Pescas
e Aquicultura)

Ano Total Anual Desembarque Valor Médio (EUR/kg)
(ton)
2001 1,8 25,08"
2002 2,0 23,96
2003 2,7 24,23
2004 2,8 22,16
2005 2,1 22,82
2006 34 23,37
2007 33 24,91
2008 3,1 23,88
2009 4,2 19,38
2010 3,5 18,97

% valor adaptado realizando a convers&o do Escudo em Euro

Tanto o Homarus gammarus (Linnaeus, 1758) como o Homarus americanus (H.
Milne Edwards, 1837), tém sido olhados com interesse pelo seu potencial para
aquacultura e aumento de stock desde meados do século XIX (Aiken e Waddy, 1995;
Agnalt et al., 1999; Nicosia e Lavalli, 1999; Wickens e Lee, 2002). Tanto na América do
Norte como na Europa tem sido levado a cabo um trabalho consideravel de
desenvolvimento de técnicas de producdo de juvenis com o objectivo de aumento dos
stocks (Nicosia e Lavalli, 1999). Actualmente, recorre-se a uma de duas estratégias para
aumentar os stocks selvagens de Homarus usando individuos criados em maternidade.
Uma das estratégias é a repetida libertacdo de um grande numero (>5000) de pés larvas
(estadio IV e V; comprimento da carapaca de 5-7mm) em fundos seleccionados. Esta
opcao verifica-se sobretudo quando existem dificuldades de espago, tempo ou financeiras
para fazer o cultivo destes individuos até tamanhos maiores e que possibilitariam maiores
taxas de sobrevivéncia. A outra estratégia € a de criar em condi¢des controladas, durante
5-8 meses até ao estadio Xll+ (comprimento da carapaca de 12-16 mm) e entdo libertar

numeros menores (<1000) destes juvenis (Beal et al. 2002).



Figura 1.1 — Juvenil de Homarus gammarus com aproximadamente 30 mm de comprimento total,

a alimentar-se de mexilhdo (Laboratério de Aquacultura da ESTM-IPL)

Figura 1.2— Juvenil de Homarus gammarus com aproximadamente 40 mm de comprimento total
(Laboratério de Aquacultura da ESTM-IPL)



O trabalho recente de Benavente et al. (2010) apresenta resultados
interessantes, com a cultura de lavagantes do estadio V até juvenis com 40-50 mm de
comprimento total, com taxas de sobrevivéncia elevadas (82-89%) e envolvendo baixo
investimento financeiro. O cultivo dos juvenis foi levado a cabo recorrendo a utilizagdo de
caixas (cestos de ostras) submersas em estruturas de cultivo de bivalves. Os juvenis
alimentaram-se de plancton e de organismos que naturalmente cresciam no interior das
estruturas. A estratégia de libertacdo de juvenis, para aumento de stock numa
determinada regido, parece ser eficaz. Observou-se que uma grande maioria das
recapturas de fémeas cultivadas em maternidade, foi efectuada dentro de um raio de 1

km da area onde foram libertadas (Agnalt et al., 2007).

1.2. Desenvolvimento larvar

O desenvolvimento larvar no lavagante europeu compreende trés estadios
larvares pelagicos (I, Il e Ill). A sucessdo dos estadios esta marcada pela muda ou
ecdise. Os trés estadios larvares sdo considerados equivalentes aos estadios de zoea de
outros decépodes pois utilizam os apéndices toracicos para locomocdo. O estadio pds-

larva IV é o primeiro estadio juvenil (Browne et al., 2009; Schmalenbach e Franke, 2010).

STAGE IV

STAGE Il

Figura 1.3 — Estadios larvares (Zoea |, Il e lll) e p6s larva (estadio 1V) de Lavagante Europeu
(Homarus gammarus) (adaptado de Nicosia e Lavalli, 1999)



As fases larvares sdo distinguiveis pelo grau de desenvolvimento dos ple6podes
gue apresentam. A maioria da mortalidade nesta espécie, ocorre nas fases pelagicas. Na
fase de estadio IV ou estadio pos-larva, iniciam a exploragdo do leito marinho procurando
0 substrato adequado para se alojarem (Browne et al., 2009). A larva de Homarus
gammarus ndo se distingue da larva de Homarus americanus mas é 20-40% maior
(Gruffydd et al.,, 1975). A duracdo desta fase estd fortemente influenciada pela
temperatura da agua e esta documentada entre 14 e 20 dias (Jgrstad et al. 2001). De
acordo com Nicosia e Lavalli (1999) dependendo da temperatura da agua, o tempo
necessario para que a larva evolua do estddio | até ao estaddio IV pode variar
consideravelmente de 11 a 42 dias. O periodo intermuda (figura 1.4) aumenta com o

estadio larvar e diminui com o aumento da temperatura (Schmalenbach e Franke, 2010).

24 - B Joeal
y=(2.28*T/-8.59)+T: r= 0.9759
o  Zoeall
20 1 ¢ y=(2.92%T/-8.75)+T; r*= 0.9055
¢ Zoealll
16 - y=(3.10*T/-11.3)+T: r>=0.8866

Periodo Intermuda (d)

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

[
It

Temperatura (°C)

Figura 1.4 — Efeito da temperatura no periodo intermuda (duracdo dos estadios larvares Zoea |, Il
e lll) no desenvolvimento de Homarus gammarus (dias, média SD); regressdo nado-linear com
coeficientes (r°) (Adaptado de Schmalenbach e Franke, 2010).

A temperatura desempenha assim um importante papel tanto na sobrevivéncia
como na velocidade de crescimento. Ensaios de desenvolvimento larvar de Homarus

gammarus a temperaturas constantes mostraram que nao existe sucesso no



desenvolvimento larvar a temperaturas inferiores a 14°C, ndo sendo atingido o primeiro
estadio juvenil. A sobrevivéncia das larvas aumenta de 9% a 14°C para 80% a 22°C,
enquanto que a duracdo da fase larvar diminui, respectivamente, de 26,3 para 13,5 dias
(Schmalenbach e Franke, 2010).

1.2.1. Estadio larvar | (Zoea l)

A larva de estadio | é pelagica e apresenta uma resposta positiva a luz. (Browne
et al., 2009). Tem um comprimento de aproximadamente 8mm. Nos estadios pelagicos a
natacdo é acompanhada de batimentos metacronicos dos exopoditos que estdo em
movimento continuo durante a locomoc¢do. Observa-se que quando abrandam em
repouso, as larvas afundam. Estes periodos sdo normalmente de curta duracdo e sdo
seguidos por novos batimentos activos. Normalmente, as Zoea | e Il nadam em frente e
para cima, com a superficie dorsal do corpo orientada na direcgcdo do movimento e o
abdomen ligeiramente curvado para baixo ou flectido debaixo do corpo. Outra forma
frequente de natacdo é uma progressao directa para a frente, sendo formas menos
comuns a flutuacéo vertical e movimentos para frente e para trds. Além da propulsédo
fornecida pelos apéndices, as larvas de Homarus sao também capazes de se deslocar
por rapidos movimentos da cauda (chicotear com a cauda). Estas flexdes abdominais
constituem uma reaccéo de escape, pois ocorrem apenas quando o animal contacta com
um objecto sélido como a parede de um tanque ou outra larva (Neil et al.,1976).
Schmalenbach e Buchholz (2011), observaram que numa coluna artificial de agua, as
larvas recém eclodidas apresentam fototropismo positivo para luz branca a intensidades
proximas de 0,6 pmol m? s™*. O comportamento de fototropismo positivo diminui com a
idade da larva e evolugéo do estadio larvar, sendo que as larvas mais velhas distribuem-
se principalmente, nas camadas mais profundas e proximo do fundo. Segundo @resland
(2007), Zoea | foram encontradas entre e abaixo da termoclina e haloclina. Nao tendo
sido encontradas larvas nos 2 metros mais préximos da superficie. A resposta positiva a
luz nos primeiros estadios larvares pode promover algum grau de dispersao das larvas
(Schmalenbach e Buchholz, 2011). As larvas de lavagante apresentam reotaxia positiva,
logo capazes de nadar em direccdo contraria a corrente. Schmalenbach e Buchholz
(2011), observaram uma velocidade de deslocacéo vertical das larvas Zoea | de 4,6 +

0,5 cm s e uma velocidade de deslocacédo horizontal de 0,7 + 1,0 cm s™.



Figura 1.5 — Lavagante Europeu Homarus gammarus no estadio larvar | (zoea I) (Laboratério de
Aquacultura ESTM-IPL)

Este estadio larvar apresenta uma consideravel variacdo na sua cor até 18 horas
apos a eclosdo. A pigmentagdo vermelha e amarela € produzida por cromatoforos
distribuidos por zonas especificas do corpo. A larva do primeiro estadio € segmentada,
com a cuticula transparente deixando visiveis os érgaos internos. Aproximadamente 24
horas ap6s a ecloséo, a cuticula escurece e torna-se opaca (Browne et al.,, 2009).
Trabalhos referidos por Nicosia e Lavalli (1999), referem que as larvas de estadio | e Il de
Homarus americanus, no meio natural, consomem Podon sp. (Cladocera) e copépodes. A
dieta € composta por organismos com dimensdes entre 210-610 um, com o tamanho da

presa a aumentar a medida que a larva cresce.

1.2.2. Estadio larvar Il (Zoea ll)

A larva deste estadio assemelha-se muito a larva de estadio | em comportamento
e coloracdo. Nesta fase de desenvolvimento, os pledpodes projectam-se como processos
bifidos, faltando uma franja de cerdas plumosas, caracteristicos de fases mais
avancgadas. Os apéndices na cauda (uropodes) ndo séo livres (Browne et al., 2009).
Segundo Schmalenbach e Buchholz (2011), a capacidade de deslocacdo horizontal
aumenta com o estadio larvar sendo a velocidade das zoea Il de aproximadamente 1,5 +

0,9 cms™



1.2.3. Estadio Larvar Il (Zoea IlI)

A larva de estadio Ill mantém a sua existéncia planctonica devido aos seus
exopoditos. As pincas sdo relativamente maiores que na fase larvar anterior, assim como
0s ple6podes que consistem em dois processos em forma de remo que apresentam
constricdo na haste. Os ramos das margens distais possuem uma franja de cerdas. Esta
fase larvar, na auséncia de corrente de agua ascendente, tende a depositar-se no fundo
dos tanques de cultura. Se as larvas forem deixadas nestas condicbes ocorre um
aumento da mortalidade devido a canibalismo e a deplecédo de O, (Browne et al., 2009).
As Zoea lll, séo capazes dos mesmos tipos de locomocgéo que os descritos para a Zoea |,
mas em tanques de cultivo sdo encontradas mais frequentemente a nadar préximas do
fundo (Neil et al.,1976). A velocidade de deslocagdo horizontal das larvas de H.
gammarus de estadio Ill é de 2,2 + 0,7 cm s (Schmalenbach e Buchholz, 2011).

Figura 1.6 — Lavagante europeu, Homarus gammarus, estadio larvar Il (zoea Ill) (Laboratério de
Aquacultura ESTM-IPL)

Nicosia e Lavalli (1999), referem que as larvas de estadio Il de Homarus
americanus, em meio selvagem, consomem larvas de gastropodes, larvas de caranguejo

e copépodes.



1.2.4. Estadio IV (p6s Larva)

O estadio IV é referido como pos-larva (Browne et al., 2009) ou larva megalops.
Diferem consideravelmente da larva de estadio lll, assemelhando-se ao lavagante adulto.
O estadio IV apresenta 1,5 a 2 cm de comprimento total (Beal et al. 2002) ou 4,5 mm de
comprimento de carapaca (Phillips, 2006) e sdo nesta fase extremamente vulneraveis a
predacéo E o primeiro estagio bentdnico (Uglem et al., 2006). S&o nadadores direccionais
(Cobb et al. 1989) usando os seus pledpodes, enquanto os pereibpodes sao utilizados

para andar. O estadio IV é fortemente plancténico durante 4 a 5 dias apos a

metamorfose, mas tornam-se gradualmente benténicas.

A metamorfose ocorre na muda do Ultimo estadio de zoea para o estadio pos-
larva. Esta metamorfose envolve um conjunto de alteracdes: uma modificacdo no plano
do corpo, pois a poés larva assemelha-se ao juvenil e ao adulto; uma modificacdo no
comportamento pois comecam a nadar utilizando os pledépodes em vez dos apéndices
toracicos; e uma modificacdo no habitat, de pelagico para béntico. O conjunto de
alteracBes ndo ocorre simultaneamente. Enquanto o movimento de natacdo se inicia
imediatamente ap0s a muda, a alteragdo comportamental demora alguns dias (Cobb et
al. 1989). No Homarus, a metamorfose ocorrida entre o estadio larvar Ill e a pés-larva,
parece ocorrer com maior frequéncia durante a fase escura do fotoperiodo, mas se
submetidos a iluminacdo constante esta muda ocorre aleatoriamente ao longo do dia
(Phillips, 2006). O trabalho de Waddy e Aiken (1999), mostra que larvas cultivadas sob
um fotoperiodo ciclico tendem a apresentar as mudas durante a fase escura, mesmo
guando as fases de luz e escuriddo do ciclo sdo invertidas. Isto sugere que o ritmo das
mudas ocorre sob a influéncia de um pacemaker endégeno que é influenciado pelo

fotoperiodo.

Quanto ao assentamento, o trabalho de Boudreau et al. (1990), suporta a hipétese
de que a pds larva de lavagante consegue fazer uma escolha activa do meio benténico
adequado e atrasard o assentamento se ndo encontrar as condi¢cdes apropriadas.
Relativamente a alimentagdo em meio selvagem, Juinio e Cobb (1992) observaram que a
pés larva de Homarus americanus tem predominantemente habitos alimentares
carnivoros. Os itens encontrados com maior frequéncia nos estdbmagos foram copépodes,
larvas de decpodes, ovos de peixes e partes de insectos. Observaram também que a
desproporcédo da frequéncia de ocorréncia no tracto digestivo de espécies de copépodes

de maiores dimensdes e de larvas de decépodes, relativamente a sua densidade no
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plancton sugere uma preferéncia por presas de maiores dimensbes. Parece existir
também uma actividade alimentar maior durante a noite. As tentativas de localizar em
meio natural, juvenis de Homarus gammarus na Europa nao tém sido bem sucedidas,
qguer devido a densidades extremamente baixas ou devido a falhas na identificacdo do
habitat dos juvenis (Linnane et al., 2001). Contudo, o trabalho de Linnane et al. (2000) em
mesocosmos revelou preferéncia do Homarus gammarus por colonizar substratos que
fornecam abrigos pré-existentes em forma de espacos intersticiais como os de
paralelepipedos ou de casca de mexilhdo em vez de substrato de areia ou de algas
coralinas. Estes autores confirmam que para um animal como o lavagante, a estrutura
fisica do habitat € um factor chave na determinacao tanto do tamanho como do nimero
de animais instalados. Em vérias espécies de invertebrados, o tamanho e a idade a que
ocorre a metamorfose e o momento do assentamento influenciam o subsequente
tamanho, condicdo e risco de predacdo dos juvenis. No H. americanus, as larvas que
sofreram metamorfose e assentaram no inicio da estacao, resultaram em juvenis 30-50%
maiores e dois ou trés estaddios mais avancados do que 0s que assentaram mais
tardiamente quando se instalou o inverno. A vantagem em termos de tamanho pode

trazer um risco menor de predacao para os individuos maiores (James-Pirri et al. 1998).

1.3. Maternidade de Homarus gammarus
1.3.1. Reprodutoras

A maioria dos trabalhos analisados (ou maternidades de lavagantes) refere a
utilizacao de fémeas selvagens ovadas, submetidas a periodos variaveis de adaptacdo. A
segurancga, em termos sanitarios, das fémeas a utilizar € muito importante para o sucesso
do trabalho de maternidade. Assim, as fémeas selvagens deverdo ser capturadas em
zona com baixo risco de incidéncia de patologias e as empresas onde sdo adquiridas
devem apresentar elevados padrdes de qualidade. Segundo Kristiansen et al. (2004), a
manutencdo de um efectivo de reprodutores de lavagante com origem na captura de
exemplares selvagens € actualmente a forma mais segura de suprir a necessidade de
juvenis para aquacultura. Em termos de capacidade produtiva, quanto maiores forem as
fémeas, maior serd o0 nimero de ovos e mais pesadas serdo as larvas produzidas
(Contarini et al., 2008).
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Apdés a aquisicdo, as fémeas ovadas deverdo ser transportadas para as
instalagbes da maternidade, em tanques com agua do mar e oxigenacao (Uglem et al.,
2006) e durante um periodo de tempo tdo curto quanto o possivel a fim de reduzir o
stress a que estdo submetidas. Normalmente as fémeas adquiridas durante a primavera,
apresentam ovos com um estadio avangado de desenvolvimento, com uma cor
laranja/avermelhada e com o olho do embrido visivel. As fémeas obtidas durante o
Outono, apresentam os ovos num estadio mais atrasado de desenvolvimento, possuindo

ainda uma coloracéo negra e onde nao é observavel o olho.

Figura 1.7 — Fémea de Lavagante Homarus gammarus evidenciando ovos presos aos pledpodes
(Laboratério Aquacultura da ESTM-IPL)

Na maternidade normalmente sdo alojadas individualmente em tanques com
capacidades que podem variar, sendo indicados alguns volumes entre 60 | e 77 | (Uglem
et al., 2006; Schmalenbach e Buchholz, 2010) com circulagcdo continua de agua (2! por
min.) (Uglem et al., 2006). Se relativamente baixos, os tanques podem ser cobertos por
uma rede para prevenir a fuga dos animais. No que se refere a salinidade, a agua dos
tanques das fémeas adultas pode ser mantida com valores de 28-32 psu (Beard e

Wickins, 1992), com uma salinidade média de 31 psu (Schmalenbach e Buchholz, 2010).
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O fotoperiodo referido nos trabalhos analisados foi o ciclo natural (Schmalenbach e
Buchholz, 2010).

Uma amostra das fémeas devera ser frequentemente (semanalmente) examinada
durante o periodo de incubag&o para se monitorizar o desenvolvimento embrionério e
verificar se ocorreram perdas de ovos. Poderdo ser recolhidos alguns ovos para
mensuracdo do olho. O estado de desenvolvimento pode ser determinado pela medicéo
do tamanho do olho dos embrides (Evjemo et al., 2008; Uglem et al. 2006). A capacidade
de producdo de larvas das fémeas esté relacionada com o seu tamanho. Contarini et al.
(2008) apresentam uma equacao que relaciona o comprimento do cefalotérax (CL) com o

numero de larvas produzido:

NUmero de Larvas =1.2171CL%- 21.777 CL-6281.12
R?=0.743

As fémeas podem ser alimentadas com uma quantidade equivalente a cerca de
1% do peso corporal por dia (Beard e Wickins, 1992). Alimentadas com camarao
Crangon spp congelado e mexilh&o fresco (Mytilus) (Beard e Wickins, 1992), ou mexilhdo
fresco e congelado e lula congelada (Uglem et al., 2006). Alguns trabalhos indicam a
utilizacdo de um regime ad libitum, onde as fémeas adultas foram alimentadas com uma
mistura de crustaceos (Carcinus maenas, Crangon spp., Liocarcinus spp.) e de pequenos
peixes (Myoxocephalus scorpius, Pholis gunellus e Pleuronectes platessa)
(Schmalenbach e Buchholz, 2010; Schmalenbach e Franke, 2010). No seu trabalho,
Arnold et al. (2009) alimentaram as fémeas ovadas num regime ad libitum com mexilh&o

(Mytilus edulis).

A temperatura da agua nos tanques de manutencdo das fémeas reprodutoras
varia entre 14 e 16°c (Beard e Wickins, 1992), entre 13,7 e 15,9°c (Contarini et al., 2008),
entre 18 e 20° (Arnold et al., 2009), entre 13,1 e 15,2°c (Schmalenbach e Franke, 2010).
As lavagantes atingem rapidamente a maturidade a 20°, porém a esta temperatura o
desempenho reprodutivo é pobre tanto na producao de ovos (aproximadamente 5% de
desova) como ha fixacdo dos mesmos (Aiken e Waddy 1995; Wickens e Lee 2002).
Quanto ao tempo dispendido numa maternidade de lavagantes nas operacbes

relacionadas com as reprodutoras ovadas, Beard e Wickins (1992) estimam que o tempo
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para preparar o alimento e distribui-lo as fémeas, remover detritos e alimento n&o
consumido dos tanques é de aproximadamente 1 h/dia, e que 1h mais é dispendida cada

guinzena na limpeza de outras partes do sistema (reservatorios, tubagens,...).

1.3.2. Cultivo Larvar

O cultivo larvar de lavagantes requer a manutencao de bons padrdes de higiene
das instalagfes e equipamentos e de isolamento de outras actividades de aquicolas para
prevenir a introducdo de agentes patogénicos e de agua com qualidade sub Optima
(Uglem et al., 2006).

Quando se observa que 0s ovos apresentam o seu desenvolvimento embrionario
praticamente completo, as fémeas poderdo ser transferidas para tanques de eclosdo. No
trabalho de Kiristiansen et al. (2004), as estruturas para a eclosdo das larvas consistiam
em tanques de polietileno com a capacidade de 70 |. Nestes tanques era mantido um
fluxo de 2-3 I/min de agua salgada filtrada e tratada por radiacéo Ultravioleta (UV). Estes
sistemas possuiam uma tubagem na parte superior do tanque que conduz a agua a
recipientes equipados com um filtro para reterem as larvas. No trabalho de Uglem et al.
(2006), os sistemas de eclosao consistiam em tanques cilindricos com um volume de 130
I. Estes tanques eram moderadamente arejados com recurso a bomba de baixa presséo
e a pedras difusoras. As larvas recentemente eclodidas sdo entdo, cada manha,
recolhidas dos tanques de eclosdo ou dos colectores de larvas (nos sistemas que o0s
possuem) seleccionadas e contadas. S&o entdo transferidas para os tanques de cultivo
larvar. Normalmente s larvas de uma fémea séo cultivadas em cada tanque de cultivo
(Kristiansen et al., 2004). De forma a reduzir as diferencas de tamanho e evitar o
canibalismo durante os Ultimos estadios de cultivo, em cada tanque de crescimento larvar
devem apenas ser colocadas larvas que tenham eclodido dentro de um periodo de dois
dias (Beard e Wickins, 1992; Browne et al., 2009).

Nos sistemas de crescimento larvar podem ser usados tanques conicos ou
cilindroconicos com arejamento e com entrada de 4gua na parte inferior do tanque a fim
de evitar a deposicdo das larvas de lavagante no fundo do tanque e permitindo manté-las
em suspensédo (National Lobster Hatchery) com um volume de 40 | e com circulacdo de
agua de 10 I/min (Kristiansen et al., 2004), com 70l de capacidade (National Lobster
Hatchery) ou de 90l (Browne et al., 2009). No seu trabalho Uglem et al. (2006), utilizaram

tanques cilindrocénicos com 90l capacidade e um diametro interno superior de 35cm.

14



Normalmente recorre-se a recirculacdo de agua, com sistemas de filtracdo (filtro de 1
micron) e tratamento UV da agua. Arnold et al. (2009), referem um pré-tratamento da
agua com passagem em filtro de areia, em carvdo activado e sujeita a radiacédo
Ultravioleta para controlo de microrganismos. O nivel de temperatura optimo para
sobrevivéncia das larvas de Homarus gammarus ocorre no intervalo entre 16 e 22 °C
(Schmalenbach e Franke, 2010). Relativamente a temperatura de cultivo, esta foi de 17 —
19 °C (Schmalenbach et al. 2009), de 18 - 20 °C (Arnold et al, 2009; Kristiansen et al.,
2004; Uglem et al. 2006), de 18 °C (Schmalenbach e Buchholz, 2010), de 20 °C
(Schmalenbach et al. 2011). Outras condi¢des de cultivo foram de salinidade de 31 psu e

fotoperiodo artificial de 12:12h de ciclo luz:escuriddo (Schmalenbach e Buchholz, 2010).

Relativamente a densidades praticadas no cultivo larvar de Homarus gammarus
observa-se uma tentativa de equilibrio entre densidades mais elevadas que permitam
obter um numero elevado de individuos juvenis e rentabilizar o investimento feito nas
estruturas, equipamentos e mao-de-obra das maternidades e o cultivo praticado com
densidades mais baixas que permitem obter menores mortalidades por canibalismo e
patologia. Os estadios larvares e pos-larvas de lavagantes ocorrem no meio natural em
densidades tdo baixas, que situacBes de sobredensidade intra-especifica tém pouca
probabilidade de ser um factor limitante ao crescimento. Mas em cultivo, os efeitos da
densidade sdo bem conhecidos, com a limitagdo do alimento, o canibalismo e surtos de
doenca a serem mais frequentes em cultivos realizados a altas densidades (Phillips,
2006). Segundo Contarini et al. (2008), é observada uma diminui¢édo significativa na taxa
de sobrevivéncia das larvas quando se aumenta a densidade de cultivo. Assim, nos
trabalhos consultados verificam-se densidades de cultivo de 7 a 11 larvas/l (Browne et al.
2009), de 20 a 25 larvas/l (National Lobster Hatchery), de 25 e de 37 larvas/l (Beard e
Wickins, 1992) até 37 larvas/l (Kristiansen et al., 2004); entre 11 e 150 larvas/l (Contarini
et al. 2008). Quanto as dietas normalmente utilizadas no cultivo das larvas de Homarus
gammarus, estas assentam muito na utilizacdo de Artemia sp.. A tabela 1.2 apresenta

alguns exemplos de regimes alimentares utilizados no cultivo destas larvas.
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Tabela 1.2- Exemplos de regimes alimentares utilizados no cultivo de larvas de Homarus.

Alimentacao das larvas de Homarus Fonte

Cistos descapsulados e nauplios de Artemia e Uglem et al. (2006)
microalga viva (Isochrysis galbana e T-ISO) a cada 2

dias

Mysis congeladas de camar&do (Neomysis sp.) duas Beard e Wickins (1992)
vezes ao dia, suplementada com nauplios recém
eclodidos de Artemia trés vezes por semana

Nauplios de Artemia (densidade de 5 individuos mI™  Arnold et al. (2009)
agua salgada)

Artemia congelada e mysis congeladas, duas vezes Kristiansen et al. (2004)

ao dia

Nauplios recém eclodidos de Artemia sp. (30 Schmalenbach e Buchholz,

nauplios/ larva lavagante) diariamente (2010); Schmalenbach e
Franke, (2010)

Cistos descapsulados e nauplios de Artemia e Browne et al. (2009)

microalga viva (Isochrysis galbana e Chaetoceros)

Nauplios recém eclodidos de Artemia franciscana e Schmalenbach et al. (2009);

com sapateira (Cancer pagurus, Linnaeus,1758) Schmalenbach et al. (2011)
triturada a cada dois dias. '

Adultos congelados de Artemia salina. Mantiri et al. (1995)

Estadios | e Il — nauplios vivos de Artemia National Lobster Hatchery
enriquecidos

Estadio Il mais avancado e estadio Ill — nauplios

vivos de Artemia, copépodes congelados, krill e mysis

de camaréo.

Nauplios vivos de Artemia (densidade de 25/ml) Castro e Cobb (2005)?
preservados com pasta de algas (Isochrysis e
Chaetoceros)

Metanauplios de Artemia e microalgas (Tetraselmis, Contarini et al. (2008)
Isochrysis sp), a cada dois dias

®Homarus americanus

As larvas de Homarus gammarus atingiram o primeiro estadio juvenil (estadio V)
em aproximadamente 12 dias (Kristiansen et al., 2004), ou 15 dias (Schmalenbach et al.
2011). Normalmente, no final do desenvolvimento larvar, os individuos de estadio IV (p6s
larva) sdo recolhidos um a um e transferidos para compartimentos individuais 0 mais
cedo possivel apds a muda, a fim de evitar perda de pincas e canibalismo (Kristiansen et
al., 2004).
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1.4. Objectivos

O presente estudo teve como objectivo principal avaliar o efeito de duas dietas
sobre a taxa de sobrevivéncia e sobre o crescimento de larvas de Homarus gammarus.
As duas dietas em teste foram nauplios recém eclodidos de Artemia e Artemia mantida
em meio de enriguecimento com Isochrysis galbana, durante 24h. O cultivo foi realizado
com uma densidade inicial de 5 larvas/litro e em tanques de fundo coénico de baixo

volume (4L).
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2. Material e Métodos

2.1. Aquisicdo e manutencdo das reprodutoras

Este trabalho experimental foi desenvolvido entre Janeiro e Junho de 2011, no

ambito da tese de mestrado em Aquacultura.

Para a obtencdo das larvas recém eclodidas de lavagante europeu, Homarus
gammarus, foram adquiridas fémeas ovadas. Atendendo a dificuldade de conseguir obter
fémeas com origem local, optou-se por adquirir as reprodutoras a uma empresa de
importagdo, Viveiros Frutos do Mar, sita na localidade de Porto Novo (Lourinhd). As
fémeas ovadas utilizadas tinham origem em capturas efectuadas na regidao do Canal da
Mancha. Estas foram mantidas em tanques no laboratério de Aquacultura da Escola
Superior de Turismo e Tecnologia do Mar. Aquando da recepcao das reprodutoras, estas
foram pesadas e procedeu-se a desinfeccdo das mesmas, mergulhando o abdémen
numa solucdo a 1% de iodopovidona (Betadine®) (Uglem et al., 2006). Segundo Uglem et
al. (1996) o tratamento dos ovos com uma solucdo iodada pode ser uma estratégia para
reduzir o desenvolvimento bacteriano nos ovos de lavagante de forma a reduzir a

mortalidade dos embrifes devido a contaminacdes bacterianas.

Figura 2.1 — Desinfeccdo dos ovos com solucdo de iodopovidona por imersdo do abdémen de
fémea de Homarus gammarus.
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As fémeas adquiridas apresentavam um peso corporal de 1010g + 105g. Foram
colocadas, individualmente, em tanques com a capacidade de 500 I, num sistema
fechado de recirculagdo de agua, TMC System 2500. A qualidade da agua foi
monitorizada durante o decorrer do ensaio, sendo observados os parametros de
temperatura, salinidade, pH e amoénia. A temperatura a chegada das reprodutoras ovadas
foi de 18°C, tendo sido realizado um aumento gradual até aos 21°C, a fim de promover o
desenvolvimento embrionério e de reduzir o diferencial térmico para as larvas aquando
da eclosdo e posterior transferéncia para os tanques de crescimento larvar. Os
parametros salinidade, pH e a amodnia nos tanques foram mantidos relativamente
constantes e dentro de valores aceitaveis para a espécie durante todo o ensaio. Ao
sistema foi acrescentado arejamento e adicionadas estruturas cilindricas para serem
utilizadas pelas fémeas como abrigos, a fim de criar uma area de refugio para reduzir o
stress das fémeas. Trabalhos com H. gammarus (Beard e Wickins 1992) indicam que a
utilizacdo de abrigos desenhados de acordo com 0s requisitos comportamentais das
fémeas selvagens durante a incubacéo, aumentam a proporgdo de ovos que atingem o
desenvolvimento completo e por conseguinte o numero de larvas produzidas por fémea.
Durante o periodo em que decorreu o trabalho experimental, as fémeas estiveram
sujeitas a um fotoperiodo de 12h luz: 12h escuro. As fémeas de H. gammarus foram
alimentadas diariamente e de forma alternada com mexilh&o (Mytilus sp.) ou camarao
congelado, sendo a quantidade administrada equivalente a 2-3% do peso corporal de
cada fémea. Aproximadamente, trés vezes por semana, 0s tanques das reprodutoras
foram sifonados e eram retirados os restos de alimento ndo ingeridos. Para monitorizar o
estado de maturacao embrionario e prever o tempo esperado para a ecloséo foi realizada
periodicamente uma medicdo dos olhos de embribes numa amostra de ovos (Figura 2.2)
e avaliado o aspecto geral dos embrides (Figura 2.3). Nesta espécie, um indice de olho
embrionédrio de 600-620 pm indica um desenvolvimento embrionério completo (Beard e
Wickins, 1992). Para uma estimativa do tempo necessario para a eclosao, utilizou-se a

seguinte equacéao (Evjemo et al., 2008):
Diametro médio do olho (D) = (H+W)/2
Semanas até eclosao = (600 um - D) /[(2,6 x T) — 8,3]

(H- altura do olho do embrido; W — largura do olho do embrido; T- Temperatura da agua)
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Figura 2.3 — Ovos de Lavagante Europeu, Homarus gammarus, na fase final do desenvolvimento
embriondrio.

21



2.2. Obtencéo das larvas

As larvas de estadio | (Zoea |) recém eclodidas (Figura 2.4) iam sendo recolhidas
de manha, dos tanques das fémeas ovadas, uma vez que normalmente a eclosao ocorre
a noite, seguindo um ritmo enddgeno (Ennis, 1973) A recolha foi realizada pelo método
do copo (com recurso a um goblet) para reduzir o risco de lesdes fisicas nas larvas. Estas
foram contadas e foram aclimatizadas para introducdo nos tanques de crescimento
larvar.

Figura 2.4 — Larvas de Homarus gammarus de estadio | (Zoea I)

2.3.Sistema de cultivo larvar

Para o cultivo larvar foi construido um sistema composto por 10 tanques de fundo
conico de 4 | (Figura 2.5), com sistema fechado de recirculagcdo de &gua. Este foi
preparado com entrada de agua no topo dos tanques e com arejamento proveniente de
fundo e mantido com um caudal de 19 I/h (Figura 2.6). O arejamento de fundo visa
manter as larvas e o alimento em suspensédo de forma a reduzir a probabilidade de

contacto entre as larvas e assim reduzir o canibalismo.
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Figura 2.5 - Série de 5 tanques de 4 |, utilizada no cultivo larvar

Figura 2.6 — Sistema de recirculagdo de agua utilizado no cultivo larvar. Com entrada de agua no
topo e arejamento de fundo
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Os parametros de qualidade da &gua do sistema de cultivo larvar foram
monitorizados diariamente. A temperatura da agua neste sistema foi mantida entre os 23-
24°C, a salinidade rondou os 33 %o e os parametros de pH entre 8,1 e 8,2. O oxigénio
dissolvido apresentou valores entre 6 e 6,8 mg/l e a amodnia e os nitritos foram mantidos
durante todo o ensaio, dentro dos valores indicados para Homarus sp. (van Olst et al.
1980; Wickins e Lee, 2002).

Este trabalho envolveu a utilizacdo de duas dietas: nduplios de Artemia e Artemia
enriguecida com a microalga Isochrysis galbana . Anteriormente a ecloséo das larvas de
lavagante, foi preparada uma manga com Isochrysis galbana para se poder proceder ao
enriguecimento da Artemia. Para este ensaio foi utilizada Artemia salina, Salt Lake City.
Para a descapsulacdo da artémia foi seguido o protocolo habitualmente utilizado no
laborat6rio de Aquacultura da ESTM (em anexo). Diariamente, para a preparacdo da
dieta de artémia enriquecida, a quantidade de artémia necessaria a alimentacdo dos 5
tanques alocados a esta dieta, era colocada a enriquecer com Isochrysis galbana durante

aproximadamente 24 h, com arejamento continuo.

2.4.Desenho experimental

Para cada uma das dietas em estudo (Nauplios recém eclodidos de Artemia e
Artemia enriquecida durante 24h com lIsochrysis galbana) foi utilizado um total de 100
larvas de Homarus gammarus. Estas foram distribuidas por 5 tanques de fundo cénicos
de 4l (20 larvas/tanque), resultando uma densidade de cultivo de 5 larvas/l. As larvas
utilizadas foram resultado da eclosédo de duas fémeas e foram agrupadas aleatoriamente.
Diariamente, foi realizada a manutencéo dos tanques e a alimentacdo das larvas sendo
administrado 0,7 g de artémia a cada tanque. Com esta quantidade de artémia
pretendeu-se manter o alimento em elevada densidade no sistema de cultivo larvar de
forma a reduzir o canibalismo que pode ocorrer em larvas desta espécie e a nao limitar,
por via da quantidade de alimento, a velocidade de crescimento. Para ambas as dietas,
procedeu-se diariamente a contagem das larvas existentes em cada tanque para calculo
da taxa de sobrevivéncia e mortalidade diaria. Realizou-se também a medicdo do
cefalotérax de uma amostra de 5 larvas/tanque, para avaliar a taxa de crescimento. A
medicdo do cefalotérax foi realizada com recurso a um lupa binocular com régua
milimétrica (Zeiss Stemi DV4).
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2.5.Tratamento Estatistico

Os calculos realizados na andlise estatistica dos resultados foram efectuados
utilizando o software SPSS para 18.0. Na andlise estatistica, todos 0s pressupostos,
homogeneidade de variancias e normalidade foram validados. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos ao nivel de 5%, ou seja, p<0,05. Para
analisar o efeito das duas dietas utilizadas, nauplios de Artemia e Artemia enriquecida,
sobre a mortalidade, no crescimento e nos incrementos no inicio e no final do trabalho

experimental recorreu-se ao teste t-student (ou t-test).

25



26



3. Resultados

3.1 Mortalidade larvar diaria e Taxa de Sobrevivéncia

Quando analisado o efeito das duas dietas testadas, na mortalidade diaria média
das larvas de Homarus gammarus, (figura 3.1) ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05). Os valores de mortalidade diaria (Média + desvio-
padrdo), em termos de proporcéo, foram para as dietas de nauplios de artémia e para a

dieta de artémia enriquecida de 0,21+ 0,104 e de 0,24+. 0,152, respectivamente.

Mortalidade diaria média
O

0.4 -

Mortalidade diaria média

Nauplios Artémia Artémia enriquecida
Dieta

Figura 3.1 — Efeito das duas dietas, naudplios de artémia e artémia enriquecida na mortalidade
diaria média das larvas de Homarus gammarus. As colunas representam a mortalidade das larvas.
As linhas verticais representam a média + desvio-padréo (SD). A diferenca nédo é estatisticamente
significativa.

Ao incluirmos o factor tempo na andlise verifica-se que em ambas as dietas, a
mortalidade diaria aumenta significativamente. A figura 3.2 ilustra as mortalidades diarias
das larvas verificadas ao longo do ensaio e séo visiveis taxas de mortalidade diaria mais

elevadas no final para ambas as dietas.
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Figura 3.2 - Mortalidade diaria das larvas de Homarus gammarus, para as duas dietas nauplios de
Artemia e Artemia enriquecida, em propor¢do. No grafico estéo representados a média e o desvio

padrdo (SD)

Quando analisada a taxa de sobrevivéncia das larvas ao longo do tempo (figura

3.3), verifica-se que no final do ensaio (dia 10) as taxas de sobrevivéncia para as duas

dietas sdo muito préximas (6% para dieta nauplios de Artemia e 5% para dieta Artemia

enriquecida).
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Figura 3.3- Efeito da dieta, nauplios de Artemia e Artemia enriquecida com Isochrysis galbana, na
Taxa de sobrevivéncia (%) de larvas de Homarus gammarus ao longo do tempo do ensaio (até ao

10° dia pos ecloséo).
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3.2. Crescimento Larvar

Os tamanhos médio das larvas de H. gammarus alimentadas com as duas dietas,
nauplios de Artemia e Artemia enriquecida, estdo representados graficamente na figura
3.4. Foram verificadas diferencas estatisticamente significativas no tamanho médio
destes individuos quando comparadas as duas dietas (t=4,384; p<0,05). Observou-se
gue o tamanho médio, avaliando o comprimento do cefalotérax, das larvas com a dieta
nauplios de Artemia foi superior ao tamanho médio verificado com a dieta Artemia

enriquecida (5,65mm vs 5,10mm).

Tamanho Médio

Tamanho cefalotérax (mm)
T

T T
Nauplios Artémia artémia enriquecida
Dieta

Figura 3.4 — Efeito das dietas, nauplios de Artemia e Artemia enriquecida, no tamanho médio (mm)
do cefalotérax de larvas de Homarus gammarus. As colunas representam o tamanho médio das
larvas. As linhas verticais representam a média + desvio-padrdo (SD); a diferenca média é
significativa ao nivel de 0,05 (p<0,05).

A figura 3.5 ilustra a evolucdo do tamanho diario (comprimento cefalotérax) das
larvas para ambas as dietas. E possivel observar que a partir do dia 4 do ensaio se
verifica uma vantagem numérica em termos de tamanho para as larvas cultivadas com a

dieta nauplios de Artemia.
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Figura 3.5 — Evolucéo diaria do tamanho das larvas (mm) de lavagante Homarus gammarus ao
longo do ensaio, alimentadas com a dieta nduplios de Artemia e Artemia enriquecida. As colunas
ilustram o comprimento larvar médio. As linhas verticais representam a média + desvio-padrao
(SD).

Na analise do crescimento, avaliando o tamanho das larvas no inicio (dia 1) e final
(dia 10) do ensaio (figura 3.6) e comparando as duas dietas, observaram-se apenas
diferencas estatisticamente significativas para o dia 10 (p < 0,05), com as larvas
alimentadas com a dieta de nalplios de Artemia a apresentar um maior tamanho (média

6,83mm) que as da dieta de Artemia enriquecida (média 5,73mm).
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Tamanho Médio

Comprimento cefalotérax (mm)

Dias crescimento

Figura 3.6 - Efeito das dietas, nauplios de Artemia e Artemia enriquecida, no tamanho das larvas
de H. gammarus, medido em comprimento do cefalotérax (mm), no dia um e no dia dez. As
colunas representam o tamanho das larvas. As linhas verticais representam a média + desvio-
padrdo (SD); A diferenga média é significativa (p<0,05).

Quando comparados os efeitos do tipo de dieta e do tempo (dias) sobre o
tamanho das larvas, foi possivel verificar que ambos os factores influenciaram de forma
significativa o seu crescimento (Fdieta=577,2; p < 0,05; Fdias=49,51; p < 0,05). E assim
possivel observar que das duas dietas em ensaio, a dieta de nauplios de artémia
proporcionou um tamanho superior que a dieta de artémia enriquecida com Isochrysis

galbana.

Da observacao da relacdo linear (figura 3.7) do crescimento das larvas (tamanho
das larvas/tempo) é possivel constatar que o declive da recta de crescimento para a dieta
de nauplios de artémia (0,318) é superior ao declive da recta de crescimento das larvas
alimentadas com a dieta de artémia enriquecida (0,189). Esta analise reforca a
observacdo de que as larvas apresentaram um crescimento mais elevado com a dieta de

nauplios de artémia.
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Figura 3.7 - Analise da relacéo linear entre o tamanho do cefalotérax e o tempo de cultivo de
larvas de Homarus gammarus, alimentadas com as dietas, Nauplios de Artemia (NA) e Artemia
enriquecida (AE). Declive da recta de crescimento para a dieta NA: dNA=0,318 (rpearson=0,83) e
declive da recta de crescimento para a dieta AE: dAE=0,189 (rpearson=0,75).

3.3. Incremento no Crescimento

No t-test realizado para comparar os incrementos testaram-se as diferengas no
inicio e no dia dez, verificando-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas para o dia zero, enquanto para o dia dez, observaram-se diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05). Foram assim verificados valores médios de
incrementos finais para as dietas de nauplios recém eclodidos de Artemia e de Artemia
enriquecida de 2,65mm e de 1,596mm, respectivamente (Figura 3.8). Confirma-se assim
gue a dieta de nauplios de Artemia possibilitou um maior crescimento das larvas de

Homarus gammarus durante o periodo em estudo.
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Figura 3.8- Efeito das duas dietas, nauplios de Artemia e Artemia enriquecida, no incremento de
crescimento (em mm) no final do ensaio. As colunas representam o incremento final das larvas. As
linhas verticais representam a média + desvio-padrao (SD)
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4. Discussao

4.1. Mortalidade larvar diaria e Taxa de sobrevivéncia

A taxa de sobrevivéncia larvar obtida no final deste ensaio, ou seja ao 10° dia, de
6% para a dieta nauplios de Artemia e de 5% para dieta Artemia enriquecida, é inferior a
verificada em ensaios de outros autores. No seu trabalho Contarini et al. (2008),
verificaram uma taxa de sobrevivéncia média para a fase larvar de 32,69 %. No entanto,
esta taxa foi de 77,86% para os cultivos realizados a baixas densidades. Segundo
Eviemo et al. (2008), a densidade de larvas no cultivo (22-2 larvas/L) influencia
fortemente a taxa de sobrevivéncia (35 — 83%). Uglem et al. (2006), obtiveram também
em cultivos até ao estadio IV, com dietas de cistos e nauplios de Artemia e microalga
Isochrysis galbana, taxas de sobrevivéncia que variaram entre 2,8 e 93% (média 29,5%).
Com o objectivo de que a densidade de cultivo ndo fosse influenciar na analise do efeito
das dietas, optou-se por utilizar neste trabalho uma densidade baixa, de 5 larvas/litro.
Além disso, em ambas as dietas optou-se por um fornecimento diario de um elevado
numero de individuos de Artemia/larva, pois a sobrealimentacdo pode reduzir o
canibalismo (Evjemo et al. 2008) e um baixo numero de nauplios de Artemia disponivel
por larva pode limitar o crescimento (Tong et al., 1997). Efectivamente para as baixas
taxas de sobrevivéncia verificadas no presente estudo pode ter influido o facto de as
larvas estarem inevitavelmente sujeitas a um nivel elevado de stress devido a
manipulacdo para medicdo do cefalotérax, pois durante o procedimento de medicéo,
foram retiradas do tanque, colocadas na lupa para medicdo e novamente colocadas no
tanque. Outro aspecto técnico que pode ter influenciado negativamente a sobrevivéncia
das larvas neste estudo, foi o facto de que no sistema de recirculagéo utilizado, a entrada
de agua nos tanques se fazer na parte superior do tanque e ndo no fundo (em upstream /
Kreisel) como em outros estudos (Kristiansen et al., 2004; Browne, et al., 2009)). Verifica-
se que uma acumulacdo de larvas na parte inferior do tanque conduz a um aumento das
perdas por canibalismo. Assim, um sistema com a entrada de dgua no fundo promoveria
uma melhor suspenséo das larvas e do alimento vivo no meio de cultivo, reduzindo a

mortalidade.

A mortalidade verificada durante o periodo larvar, foi principalmente devido a

canibalismo (larvas n&o encontradas ou encontrados apenas fragmentos). Quanto aos
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valores da mortalidade diaria quando se compara o efeito das dietas introduzindo o factor
tempo, verificou-se que as dietas ndo afectam os valores de mortalidade, no entanto o
factor tempo teve influéncia neste acontecimento, com a mortalidade diaria a ter um valor
mais elevado na fase final do estudo. Uglem et al. (2006) verificaram que a taxa de
sobrevivéncia das larvas em alguns lotes era muito elevada até ao estadio Ill. Contudo,
normalmente a mortalidade aumentava de forma abrupta imediatamente antes do estadio
Il (zoea lll) sofrer metamorfose para o estadio IV. Estes autores sugerem que este

aumento de mortalidade poderia decorrer de infec¢des com Vibrio.

4.2. Crescimento larvar e Incremento

As larvas de Lavagante dos estadios | a Ill possuem idénticos requisitos
energéticos, com os lipidos a assumirem um papel importante como substrato energético.
Para que se obtenha um bom crescimento, torna-se fundamental que as larvas recebam
um alimento rico em acidos gordos polinsaturados (PUFA) e com quantidades adequadas
de éacidos gordos essenciais (Browne et al.,, 2009; Capuzzo, 1989) A Artemia é um
alimento muito importante para os primeiros estadios de desenvolvimento (Evjemo et al.,
2008; Fiore e Tlusty, 2005). O seu conteudo em HUFA (DHA e EPA) é importante na
sobrevivéncia e provavelmente também no crescimento. A opg¢do por Artemia viva,
prende-se com o facto de que as larvas de Homarus apresentam melhores crescimentos
e taxas de sobrevivéncia, além de melhor desempenho como pos larvas no
assentamento quando alimentadas com artémia viva (nauplios e adultos) do que com
alimentos inertes (Thériault e Pernet, 2007). Os nauplios recém eclodidos de Artemia
salina possuem um padrao em acidos gordos de zooplancton herbivoro, com elevadas
concentracdes de 18:2 (n-6), 18:3 (n-3) e 20:5 (n-3) (EPA) e uma quase auséncia de 22:6
(n-3) (DHA). A microalga Isochrysis galbana apresenta uma predominancia dos acidos
gordos 22:6 (n-3) e 18:4 (n-3) e pequenas quantidades de 20:5 (n-3) (Zhukova et al.,
1998). Contudo, a Artemia sofre alteracfes significativas na sua composicdo bioquimica
durante o seu desenvolvimento. Verifica-se que nauplios recém eclodidos (Instar I)
mantidos sem enriguecimento, sofrem para a fase de Instar Il e lll uma reduc&o do peso
seco em 20% e do valor calérico em 27% (Benijts et al., 1975). A reducdo da composi¢ao
em lipidos (em % de peso seco) da fase de nalplio para a fase de metanauplio esta
associada a deplecdo das reservas vitelinas. Apesar de o ratio n-3:n-6 manter-se

constante ao longo dos estadios, em termos absolutos, os acidos gordos seguem a
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tendéncia dos lipidos totais, reduzindo do estadio de nauplio para metanuplio (Navarro
et al.,, 1991). Quando se realiza enriquecimento, a Artemia tem capacidade de incorporar
e concentrar de uma forma selectiva alguns dos lipidos da dieta. Assim, a composi¢ao
em 4&cidos gordos varia com a da dieta, sobretudo a proporcdo de acidos gordos
polinsaturados (PUFA) n-3. Em meio de enriguecimento com Isochrysis galbana, a
Artemia revela uma alteracdo na composicdo em 20:5 (n-3) o que sugere alguma
capacidade de elongacédo e desaturacdo de PUFA’s C18 (abundantes na microalga) em
20:5 (n-3). Mas néo se observa aumento na composi¢do da Artemia em 22:6 (n-3) devido
a dieta (Zhukova et al., 1998).

Estudos realizados em cultivo larvar de outros crustaceos decapodes, mostram
alguma variacdo na resposta ao enriquecimento. Larvas de Lagosta Panulirus homarus
alimentadas com nauplios de Artemia enriqguecida com microalgas, como a Chlorella
vulgaris, apresentaram indices de crescimento e taxas de sobrevivéncia mais elevadas
do que larvas alimentadas com naulplios de Artemia sem enriquecimento (Leema et al.,
2010). Também no trabalho de Chakraborty et al. (2010), se verificou um efeito positivo,
no crescimento e no contelldo em acidos gordos essenciais das larvas de Panulirus
homarus, com a utilizagdo da microalga Nannochloropsis salina no cultivo larvar. Pelo
contrario, a adicdo das microalgas Nannochloropsis oculata e Isochrysis galbana,
isoladamente ou em conjunto ao meio de cultivo ndo produziu nenhum efeito no
crescimento e taxa de sobrevivéncia de larvas do caranguejo Scylla serrata (Mann et al.,
2001). Também Johns et al. (1981), observaram que o enriquecimento de nauplios de
Artemia durante 24h com Isochrysis galbana, ndo influenciou positivamente a

sobrevivéncia de larvas do caranguejo Rhithropanopeus harrisii.

Neste estudo, quando avaliado os tamanhos médios das larvas de Homarus
gammarus, no dia um ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas.
No entanto, ao 10°dia pés eclosdo, as larvas com a dieta de nauplios de Artemia
apresentaram um crescimento maior do que as larvas alimentadas com a dieta de
Artemia enriquecida durante 24 h com Isochrysis galbana. Este resultado sugere que os
nauplios de Artemia recém eclodidos sdo, em termos nutricionais, mais adequados para
suprir as necessidades das larvas de Homarus gammarus em crescimento, do que
nauplios enriquecidos durante 24h com a microalga utilizada. Contudo, as condi¢c6es de

cultivo das microalgas e a fase de crescimento em que sao utlizadas para
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enriquecimento afectam a sua composi¢do em lipidos e acidos gordos (Browne et al.,
2009). Também poderd ter tido influenciado no resultado obtido, o facto de termos
fornecido apenas uma vez ao dia Artemia enriquecida, em vez de se ter utilizado a
técnica da dgua verde (green water) com adi¢cdo da microalga ao meio o que possibilitaria

manter um enriguecimento da Artemia mais consistente.
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5. Conclusao

Nas condicbes de realizacdo deste trabalho experimental foi possivel verificar
diferencas estatisticamente significativas no crescimento proporcionado pelas duas
dietas. Assim, as larvas de Homarus gammarus alimentadas com nauplios recém
eclodidos de Artemia exibiram um crescimento superior ao das larvas alimentadas com
Artemia mantida durante 24 h num meio com Isochrysis galbana para enriquecimento. O
desenvolvimento depende muito das reservas energéticas, principalmente dos
triglicéridos. A diminuicdo do conteudo de triglicéridos em Artemia da fase de nalplios
recém eclodidos para metanalplios com enriquecimento, evidencia a deplecdo das
reservas vitelinas (Zhukova et al., 1998). Por conseguinte e com base nos resultados do
presente estudo, podera ser mais vantajoso fornecer as larvas de Homarus gammarus
nas fases iniciais do seu desenvolvimento, nduplios de Artemia recém eclodidos, do que
promover o seu enriquecimento. Diversos autores referem que os camarfes podem
requerer algumas combinagfes de &cidos gordos (n-3 e n-6) na sua dieta de forma a
optimizar o seu crescimento. Este aspecto foi evidenciado para Fenneropenaeus
chinensis e F. indicus alimentados com os acidos linoleico e linolénico (contendo 0,5% de
cada na dieta), para P. monodon definiu-se um racio 6ptimo de 2:3 de acido linoleico e
linolénico (Gonzalez-Felix e Perez-Velazquez, 2002). A opc¢éo pelo enriqguecimento da
Artemia como forma de alterar o seu perfil em acidos gordos e valor nutricional, para ir ao
encontro dos requisitos nutricionais das larvas em cultivo, deve sempre considerar as
caracteristicas da espécie de microalga ou uma mistura de microalgas com perfis
complementares, tal como considerar a fase de crescimento em que cada microalga se

encontra.

Y

No que diz respeito a mortalidade diaria e a taxa de sobrevivéncia, apesar da
resposta obtida no crescimento larvar, o efeito das dietas ndo apresentou diferencas
significativas. Contudo, verificou-se que factores que geram situagfes de stress as larvas,
como a manipulacéo para medicdo ou contagem, podem influenciar negativamente a taxa
de sobrevivéncia larvar. Provavelmente, também tera contribuido para a baixa taxa de
sobrevivéncia observada, o facto de a entrada de 4gua no tanque se fazer pela parte
superior e ndo pelo fundo. No entanto, importa referir que se tentou-se compensar este
aspecto com arejamento de fundo. Este visou, além de promover uma maior oxigenagao

da &gua, reduzir a deposicdo de larvas na parte inferior do tanque. Esta acumulacao
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ocasiona o aumento do contacto entre larvas e consequentemente eleva as perdas por

canibalismo.

5.1.Perspectivas Futuras

A pesquisa da dieta com o valor nutricional mais ajustado aos requisitos das
larvas, que Ihes permita expressar os melhores indices de crescimento e de
sobrevivéncia, continuara a gerar mais trabalhos. Surgem, recentemente, outras
hipoteses de enriguecimento da Artemia com a utilizacdo de prebioticos e de probiéticos.
Foram j& observados efeitos positivos no crescimento e no indice de conversao alimentar
de larvas de lavagante europeu, utilizando no enriqguecimento dos naudplios de Artemia
um probidtico (Bacillus spp) e Mananoligossacarideos (MOS) (Daniels et al., 2010). Além
disso, apesar da frequente utilizagcdo da Artemia como alimento base no cultivo larvar do
lavagante europeu, algumas espécies de copépodes marinhos poderdo constituir uma
alternativa interessante devido a sua composi¢do bioquimica. Verifica-se um elevado
potencial na utilizacdo destes organismos como alimento vivo para cultivo larvar.
Algumas espécies como Temora longicornis, a Acartia sp. ou a Eurytemora sp.
apresentam um conteldo proteico significativamente mais elevado que a Artemia, além
de um elevado conteado em HUFA n-3 (Evjemo et al,.2003). Provavelmente, no futuro
além dos parametros geralmente analisados, ira ser dado maior énfase a outros como o
indice de conversdo alimentar, a carga bacteriana no meio e a susceptibilidade a

patologias.
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7. Anexo

Protocolo de descapsulacédo de Artemia sp. (Laboratério de Aquacultura

Ornamental da ESTM-IPL)

1 - Coloque 1,8¢g de cistos de Artemia em 1500ml de 4gua doce (numa
garrafa de eclosdo) com arejamento de fundo. Deixar 1 hora.

Observar quando os cistos estédo hidratados, o que se verifica quando
adquirem uma forma arredondada, antes de passar ao passo seguinte.

2 - Filtrar por um filtro de 125m

3 - Fazer 500 ml de uma solucéo de descapsulante, lixivia comercial e agua
salgada (50:50)

4- Cologque os cistos numa garrafa de ecloséo e junte a solucéo
descapsulante. Coloque arejamento forte (5-10 min).

Observe a mudanca de cor dos cistos, que passam de cor acastanhada a
alaranjada, indicando que a descapsulacéo se iniciou.

A descapsulacao esta pronta quando ao parar o arejamento se verificar
gue os cistos se depositam, indicando que o cérion ja foi destruido (ver
justificacdo para este facto na estrutura da composicédo do corion dos
cistos).

6 - Filtre os cistos por uma rede de 125m e lave em agua corrente até que o
cheiro a lixivia desaparecer.

7 - Junte os cistos a 250 ml de agua doce e junte 5 ml de uma solucao de
tiosulfato de sodio (5%), a fim de neutralizar os eventuais residuos de
hipoclorito de sédio que possam existir. Agite vigorosamente (3-5

min).

8 - Filtre novamente pela rede e lave.

10 - Os cistos assim descapsulados podem ser guardados em frigorifico
para utilizac&o posterior (2 a 3 dias) ou postos a incubar directamente.

11 - Incubacéo de Artemia sp.
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