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Resumo

O ouri¢o-do-mar comum Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816), ¢ uma espécie de elevado
valor comercial devido a acentuada procura pelas suas ovas. Este facto tem levado a sobre-
exploracdo dos seus stocks e consequente diminui¢do acentuada das populagdes. Com o
avanco da aquacultura e o crescente interesse no restauro de ecossistemas marinhos, tém
sido desenvolvidas estratégias que visam mitigar estas quebras e promover a recuperacao
das populagdes naturais. Um dos principais desafios da aquacultura de ourigos-do-mar ¢ a
transi¢do entre as fases planctonica e bentonica, momento critico do ciclo de vida. Durante
esta transicdo, as larvas sofrem metamorfose e fixam-se num substrato que deve fornecer
protecdo e alimento para o inicio de vida bentonica. Em meios controlados, ¢ essencial
reproduzir as condigdes naturais, identificando fatores que promovam o sucesso do
assentamento e reduzam a mortalidade. O principal objetivo deste estudo foi otimizar a etapa
do assentamento larvar através da utilizacdo de placas de cerdmica impressas em 3D,
acondicionadas de diferentes formas para criar biofilme. Complementarmente, foi testado
um protocolo de marcacdo com calceina para otimizar a monitorizagdo dos juvenis
assentados. Os reprodutores foram capturados na costa de Peniche e induzidos a fertilizagao
artificial, monitorizando-se o desenvolvimento das larvas até a fase de metamorfose. Foram
testados diferentes tipos de acondicionamento para formacdo de biofilme: Cultivo de
Microalgas, composto por duas diatomaceas bentonicas (Skeletonema costatum e Nitzschia
acicularis) em meio laboratorial; /ndoor, composto por fitoplancton natural recolhido numa
praia rochosa e cultivado em laboratério; e Outdoor, formado naturalmente em placas
submersas a 1 metro de profundidade no porto e numa praia de Peniche. Apds a
metamorfose, foram avaliados o sucesso de assentamento e o crescimento dos ouri¢os-do-
mar ao longo de oito semanas. O acondicionamento outdoor apresentou a taxa de
assentamento larvar mais elevada, possivelmente devido a sua maior semelhanga com meio
natural. No crescimento dos juvenis, o acondicionamento indoor destacou-se até a quarta
semana, sendo posteriormente ultrapassado pelo biofilme de microalgas. No entanto, ndo foi
observada efeito significativo entre o tipo de biofilme e o crescimento, refor¢cando a
importancia da progressao temporal no desenvolvimento juvenil. Com os individuos obtidos
neste ensaio, foram testadas diferentes concentragdes de calceina, sendo estas inicialmente
de 10,20 e 50 mg/L em individuos menores (Didmetro: 0,11-2,80 mm), seguidas de 100, 150
e 200 mg/L em individuos de tamanhos superiores (Diametro: 2,52 — 7,24 mm). A marcagao

revelou eficacia em juvenis de tamanho superior, apresentando baixa mortalidade e auséncia
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de efeitos negativos no crescimento. Embora se tenha observado uma limitacdo na
observa¢ao da marcagdo de calceina ao longo do tempo. Em sintese, os acondicionamentos
testados foram adequadamente aceites pelas larvas de P. lividus, destacando-se o tratamento
outdoor pela maior taxa de assentamento. Os resultados obtidos refor¢am a importancia da
integracdo entre fatores bioldgicos e ambientais para o sucesso das fases iniciais de
desenvolvimento da espécie, contribuindo para o avango de praticas sustentdveis de

aquacultura e repovoamento.

Palavras-chave: Aquacultura regenerativa; assentamento; crescimento; biofilme; calceina
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Abstract

The purple sea urchin Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) is a species of high commercial
value due to the high demand for their roe. This has led to the overfishing of species' stocks
and a consequent decline in populations. With the advancement of aquaculture and growing
interest in restoring marine ecosystems, strategies have been developed to mitigate these
declines and promote the recovery of natural populations. One of the main challenges of
aquaculture for this species is the transition from the planktonic to the benthic phase, a
critical moment in the life cycle. During this phase, the larvae undergo metamorphosis and
become fixed to the substrate, which must provide suitable conditions for protection and
food to support the beginning of benthic life. In controlled environments, it is essential to
reproduce natural conditions, identifying factors that promote successful settlement and
reduce mortality. The main objective of this study was to optimize the larval settlement
process through the use of 3D-printed ceramic plates, conditioned in different ways to create
biofilm. Additionally, a calcein marking protocol was tested to optimize the monitoring of
settled juveniles. Adults were collected off the coast of Peniche and induced to undergo
artificial fertilization, with the larvae being monitored until the metamorphosis stage.
Different types of conditioning were tested for biofilm formation: Microalgae Culture,
consisting of two benthic diatoms (Skeletonema costatum and Nitzschia acicularis) in a
laboratory environment; Indoor, consisting of natural phytoplankton collected from a rocky
beach and cultivated in the laboratory; and Outdoor, formed naturally on submerged at a
depth of 1 meter in the port and beach of Peniche. After two weeks of settlement, individuals
were assessed for the number of settlements and growth over eight weeks. Outdoor
conditioning showed the highest larval settlement rate, possibly due to its greater similarity
to the natural environment. Regarding juvenile growth, indoor conditioning stood out until
the fourth week, subsequently being surpassed by microalgae biofilm. However, no
significant effect was observed between biofilm type and growth, reinforcing the importance
of temporal progression in juvenile development. These juveniles were marked in different
concentrations of calcein, initially at 10, 20, and 50 mg/L in smaller individuals (D: 0.110—
2.800 mm), followed by 100, 150, and 200 mg/L in larger individuals (D: 2.518—7.242 mm).
The marking proved effective in larger juveniles, with low mortality and no negative effects
on growth, although the duration of fluorescence was limited. In summary, the tested
condition was adequately accepted by P. lividus larvae, with the outdoor treatment standing

out for its higher settlement rate. The results obtained reinforce the importance of integrating
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biological and environmental factors for the success of the initial stages of development of
the species, contributing to the advancement of sustainable aquaculture and restocking

practices.

Keywords: Regenerative aquaculture; settlement; growth; biofilm; calcein
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1. Introducio

1.1 Valor ecolégico e ameacas dos ouricos-do-mar
Os invertebrados constituem um grupo de animais desprovidos de vértebras, que atualmente
inclui entre 30 a 35 filos (Migotto & Marques, 2003) incluindo, o filo Echinodermata. Este
filo € composto exclusivamente por espécies marinhas, como € o caso dos ouri¢os-do-mar.
Atualmente, sdo conhecidas mais de 1 000 espécies de ouricos-do-mar, com caracteristicas
morfolodgicas e ecologicas variadas. Os ourigos-do-mar encontram-se distribuidos por todos
os oceanos. O seu habitat ¢ bastante diversificado, abrangendo desde espécies que habitam
a zona entremarés, junto a costa rochosa, até ao oceano profundo. O registo mais profundo
da presenca de ourigos-do-mar corresponde a uma espécie da familia Pourtalesiidae
encontrada a 7 340 metros na Fossa de Banda (Mironov, 1978). De forma geral, os ourigos-
do-mar da classe Echinoidea sdo organismos omnivoros, com uma alimentagdo
predominantemente herbivora, baseada em algas e, ocasionalmente, em invertebrados como
pepinos-do-mar, mexilhdes e esponjas marinhas. Os ouri¢os-do-mar sdo considerados
espécies-chave na manuten¢ao dos ecossistemas costeiros, uma vez que regulam a biomassa

de algas (FAO, 2023Db) através da alimentagao.

Os ouricos-do-mar sdo ectotérmicos e dependem de fontes de calor externas para regularem
a sua temperatura corporal. Assim, apresentam flutuagdes térmicas consoante o ambiente em
que se encontram. Por esta razdo o aquecimento dos oceanos afeta significativamente o
metabolismo dos ouri¢os-do-mar. Estas mudancas de temperatura afetam diversos processos
fisiologicos, incluindo a taxa de alimentagdo (Watts ef al., 2011), diretamente associada ao
crescimento (Zhan et al., 2019); o ciclo reprodutivo (Gibbs et al., 2007); a resposta imune
(Murano et al., 2023) e, sobretudo, a sua sobrevivéncia a longo prazo (Hammond &
Hofmann, 2010). As alteragdes climéaticas t€ém ainda provocado a acidificacdo dos oceanos,
processo caracterizado pela diminui¢do do pH resultante do aumento da absor¢ao de didxido
de carbono nos oceanos (Prabhakaran et al., 2025). Organismos que necessitam de carbonato
de calcio para a formacao das estruturas de suporte e prote¢do sdao os principais afetados
(Medeiros & Souza, 2023). Consequentemente, os ourigos-do-mar desenvolvem carapacas
mais finas e fragilizadas, comprometendo a sua sobrevivéncia no habitat natural (Leung et
al.,2022). Face a estes impactos, os ourigos-do-mar sao normalmente usados como modelos

biologicos e referéncias para a avaliacao da qualidade ambiental (Ternengo et al., 2018).
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As gonadas dos ourigos-do-mar, vulgarmente designadas ovas, sdo consideradas uma iguaria
por todo o mundo. Na Asia, destacam-se como grandes consumidores, a China, Japdo e a
Coreia do Sul; na Europa, Franga e Espanha; na Oceania, a Nova Zelandia; e na América do
Sul o Chile. Em Portugal, a procura por estes organismos ¢ relativamente reduzida e,
consequentemente, o mercado interno apresenta uma baixa expressao. No entanto, segundo
Mendes et al., (2019), mesmo ndo existindo uma tradi¢gdo de consumo no pais, registou-se
uma intensa atividade de captura, sobretudo em praias rochosas da costa norte, destinadas a
exportacdo. Esta exploracdo acentuada acrescenta uma ameaga adicional a espécie, sob
forma de sobrepesca. Neste contexto, a Comissao Geral das Pescas do Mediterraneo
(CGPM) da Organizag¢dao das Na¢des Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO)
estabeleceu orientagdes especificas, em 2023, para o desenvolvimento de praticas de

aquacultura de restauro (FAO, 2023a).

A Bald Sea Urchin Disease é um fendmeno de mortalidade em massa, com cada vez mais
ocorréncias na area de distribui¢cdo do ouri¢o-do-mar comum. Esta patologia caracteriza-se
pela perda dos espinhos e dos pés-ambulacrarios, bem como pelo aparecimento de lesdes de
diferentes dimensdes no exoesqueleto (Shaw et al., 2023). Os ouricos-do-mar infetados
podem recuperar totalmente ou, em casos mais graves, morrer em consequéncia da infegao.
Carella et al., (2025) reportam uma variagao significativa na patogenicidade, sugerindo que
a diversidade de microrganismos e a presenga de bactérias oportunistas poderdo estar na
origem da doenga. Esta sindrome foi descrita pela primeira vez por Johnson, (1971) na

espécie Mesocentrotus franciscanus (A. Agassiz, 1863), na costa da California (EUA).

Além do aquecimento e da acidifica¢do dos oceanos, a defaunacdo marinha tem-se agravado
nas ultimas décadas devido as atividades humanas. A agdo humana tem reduzido
drasticamente a abundéancia de espécies, desde grandes ceticeos at€é pequenos peixes
(McCauley et al., 2015), alterando profundamente os ecossistemas e as cadeias alimentares.
Mesmo espécies moveis que conseguem escapar do stress climatico enfrentam riscos ao
ocupar habitats inadequados. Como dependemos desses ecossistemas, os impactos da
destruicdo marinha afetam diretamente a humanidade e representam uma ameaga
significativa para o futuro. Como exemplo, desde 2022, a Turquia proibiu totalmente a pesca
de P, lividus no Mar de Mérmara, devido ao esgotamento do stock de Paracentrotus lividus,
ao longo das areas costeiras (Toso et al., 2025). A aquacultura de ourigos-do-mar surge
assim, como uma alternativa estratégica, contribuindo para a sustentabilidade das pescas

futuras mitigando o risco de defaunag¢do marinha.
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1.2 A aquacultura de ouricos-do-mar
A aquacultura surge como uma alternativa promissora para combater a sobre-exploracdo do
stock, permitindo a produgdo de ourigos-do-mar tanto para fins de comercializacdo das

gonadas (ovas), como para o repovoamento de populagdes em risco ou sobrepesca.

Na China, a elevada procura levou a um rapido crescimento do setor aquicola durante a
década de 1980 (Liu & Chang, 2015), impulsionado pelo desenvolvimento de novas
tecnologias de cultivo e pela diversificagdo da comercializacdo de diferentes espécies,
nomeadamente no grupo dos ourigos-do-mar. As génadas destes organismos, constituem um
alimento tradicional, especialmente valorizado entre idosos, devido ao elevado teor em
vitaminas e acidos gordos polinsaturados (Polyunsaturated fatty acids - PUFA’s). No Japao,
o consumo de ovas ¢ ancestral, particularmente entre populagdes costeiras, ¢ a partir da
década de 1950, com a introdugdo da refrigeracdo, este alimento passou a ser amplamente

distribuido e apreciado em diferentes regides do pais (Unuma et al., 2015).

No Golfo da Biscaia (Galiza e Cantabria), a producao de ourigos-do-mar tem vindo a ser
impulsionada pela necessidade de gestdo das pescarias selvagens, que enfrentam um declinio
populacional acentuado. Na Cantabria, procede-se a avaliagdo de stocks para definicdo de
zonas de captura sustentavel, enquanto a Galiza introduziu medidas de gestdo da apanha de
ouri¢os-do-mar com a implementagao de épocas de defeso e de praticas de aquacultura com
0 objetivo de restaurar populagdes naturais (Fernandez-Boan et al., 2012). De forma
semelhante, em Portugal, a gestdo das populagdes de ouri¢os-do-mar tem vindo a integrar
medidas de conservacao, com restrigdes sazonais a captura. De acordo com o Despacho n.°
20/DG/2025 (DGRM), a apanha das espécies Echinus spp., P. lividus e Sphaerechinus
granularis encontra-se interdita por motivos biologicos nas seguintes areas e periodos: a) A
Norte do estudrio do rio Tejo entre 15 de junho e 15 de setembro; b) A Sul do estuario do rio
Tejo entre 15 de julho e 15 de outubro. Estas medidas refletem uma tendéncia crescente de
gestdo sustentdvel das populagdes de equinodermes na Peninsula Ibérica, aliando a
monitorizag¢do da captura a implementacdo de praticas de aquacultura para repovoamento.
Um exemplo de iniciativa sustentavel ¢ a empresa Porto-Muirios, dedicada a producao de
macroalgas, que integrou ouri¢os-do-mar no seu cultivo, com a finalidade de repovoar locais
de pesca vulneraveis, promovendo simultaneamente a recuperacao dos ecossistemas € o

aproveitamento sustentavel dos recursos marinhos.
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Na ilha de Procida (Itdlia), os ouri¢os-do-mar enfrentam a sobre-exploragdo das populacdes.
Para responder a este problema, a Comissdo Geral de Pesca do Mediterraneo, em
colaboragdo com investigadores locais, realizou campanhas de amostragens com vista ao
repovoamento de populagdes locais com ourigos-do-mar produzidos em laboratério. Neste
ambito, destaca-se a empresa Echinos que, em parceria com o instituto de investigagdo Anton
Dohrn Zoology Centre, produziu ourigos-do-mar através da fertilizacdo artificial (FAO,
2023b). Apos atingirem a fase juvenil e estarem aptos para sobreviver em ambiente natural,

estes individuos sao reintroduzidos em areas designadas para aquacultura e repovoamento

(Echinos Procida, 2021).

Estacdo piloto de piscicultura de Olhdo (EPPO) tem desempenhado um papel central na
otimizagdo do ciclo reprodutivo de P. /ividus em meio laboratorial, com especial destaque
no desenvolvimento de protocolos que promovem a sobrevivéncia larvar (Mendes et al.,
2019). Paralelamente, tém sido conduzidos estudos ecoldgicos relacionados com os padrdes
de distribuicdo e classes de tamanho (Bertocci ef al., 2014; Dominguez et al., 2015); a
otimizagdo do ciclo reprodutivo em condi¢des controladas (Gomes et al., 2021); técnicas de

marcagao para fins de repovoamento (Correia et al., 2023).

Apesar dos avangos ja alcancados no controlo do ciclo de vida do ourico-do-mar em
aquacultura, um dos maiores desafios consiste ainda na necessidade de obtencdo de

reprodutores a partir do meio natural, de forma a garantir o sucesso das populacoes.

Neste contexto, a aquacultura voltada para ag¢des de restauro e repovoamento ndo so
contribui para a criacdo de ambientes mais sustentaveis, como também promove novos
servicos no ecossistema, reforcando a importancia da integragdo destas praticas na gestao

marinha.

1.2.1 Agquacultura para agdes de repovoamento:

De acordo com FAO, (2023a), os objetivos centrais das agdes de repovoamento incluem: a)
o aumento da produgdo de stocks comerciais; b) a recuperagdo de espécies ameacadas a
extingdo; ¢) a criagdo de novas culturas na atividade pesqueira, permitindo que a pesca se
baseie na recaptura de individuos repovoados; d) a introducdo de novas praticas de restauro,
sobretudo quando a capacidade natural de expansao do stock ¢ limitada pela destrui¢ao de

areas de desova ou pela perda de habitat. Estas acdes requerem um elevado nivel de
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planeamento, dada a exigéncia de potenciais ameagas ecoldgicas e socioecondomicas

associadas ao repovoamento.

Um exemplo frequentemente referido em iniciativas de restauro ecoldgico ¢ a recuperacao
de recifes de corais. Ao longo do tempo, diversos estudos tém desenvolvido novas
abordagens, desde os Estados Unidos (costa da Carolina do Norte) com a criagdo de
prototipos de exoformas que favorecem a colonizacao e o desenvolvimento da vida marinha
(Dunn et al., 2019; Yoris-Nobile et al., 2023); em Prado (Marselha, Franca) onde se localiza
o maior recife artificial do Mediterraneo (Charbonnel et al., 2010; Levy et al., 2022); até ao
norte de Taiwan, onde sdo realizados transplantes de corais com o objetivo de avaliar a sua

viabilidade (Carballo-Bolafos ef al., 2024).

Estes projetos devem ser fundamentados em razdes ecoldgicas, apoiados em diretrizes
¢éticas: a) utilizacdo de materiais inertes, isentos de residuos contaminantes; b) selecdo de
materiais resistentes as forcas hidrodinamicas; ¢) a facilidade de remoc¢ao das estruturas,
caso necessario. A complexidade estrutural e morfoldogica dos materiais constitui uma

caracteristicas-chave para o sucesso dos projetos de repovoamento (Berman et al., 2023).

Com base nestes principios, diversos paises tém vindo a desenvolver iniciativas de
repovoamento, aplicando metodologias ajustadas as suas realidades ecologicas e
socioecondmicas. Em Itdlia destacam-se projetos de restauro de populacdes vulneraveis de
garoupa-escura (Epinephelus marginatus), apos anos de sobrepesca. A aquacultura para
repovoamento constitui uma estratégia para mitigar perdas potencialmente irreversiveis,
incluindo a extingao de espécies ameagadas pertencentes a Lista Vermelha da IUCN (Hamel
& Mercier, 2013). Um exemplo notavel € o pepino-do-mar (Apostichopus japonicus), cuja
conservacdo das populacdes selvagens, em articulagdo com programas de repovoamento,
tem demonstrado resultados promissores (Zhang et al., 2015). Nos cefalopodes, as agdes de
repovoamento emergiram a partir da crescente consciencializagdo sobre o esgotamento dos
recursos naturais € da necessidade da sua conservacao (Nabhitabhata & Segawa, 2014). Os
esforcos mais relevantes concentram-se sobretudo no Japao e na Taildndia, envolvendo
espécies como Sepioteuthis lessoniana (Nabhitabhata & Ikeda, 2014), Sepia spp. (Dan et al.,
2008; Nabhitabhata, 2014) e Octopus vulgaris (Okumura et al., 2005) selecionadas pelo
sucesso demonstrado em ensaios de aquacultura, e pela sua importancia socioeconémica na
pesca. Para além da recuperagdo populacional, estas iniciativas permitem avaliar o sucesso

da sobrevivéncia de juvenis no meio natural (La Mesa et al., 2008). Para isso, ¢ necessario
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desenvolver metodologias de marcagdo eficientes, pois as avaliagdes obtidas permitem
comprovar o potencial desta pratica para a recuperacdo de populagdes selvagens. No
mediterranico, encontra-se em curso a aquacultura de larvas de atum-rabilho-do-Atlantico
(Thunnus thynnus), marcadas para fins de repovoamento (Bridges et al., 2020). Também no
Mar Negro tém sido implementados programas consistentes desde 1999, com destaque para
o melhoramento do pregado (Scophthalmus maximus), o refor¢o de populagdes de truta
(Salmo labrax) e de esturjao (familia Acipenseridae) (Ak et al., 2016). Estes programas,
desenvolvidos na Turquia, procuram mitigar os efeitos da sobre-exploragao, das alteragdes
ambientais e das pressdes antropogénicas, promovendo a recuperacdo da biomassa

reprodutora, ultrapassando as limitagdes no recrutamento de peixes (FAO, 2023a).

A libertacdo de animais para fins de repovoamento tem registado um aumento continuo. No
Canada e no Japao, incubadoras de Salmao libertam anualmente juvenis no Oceano Pacifico
Norte (NPAFC, 2025). Na Suécia, enguias-de-vidro europeias (Anguilla anguilla) sio
libertadas ao longo do norte da Europa (Wickstrom & Sjoberg, 2014). Na Bacia Murray-
Darling, na Australia, espécies nativas como Bidyanus bidyanus, Maccullochella peelii e

Macquaria ambigua sio igualmente repovoadas (Gillanders et al., 2006).

Além dos peixes e cefalopodes, espécies bentdnicas como ourigos-do-mar tém recebido
aten¢do crescente em programas de repovoamento, ndo apenas para restaurar populacoes,

mas também para preservar o equilibrio dos ecossistemas costeiros.

Recentemente, Malta iniciou um projeto de repovoamento de ourigos-do-mar com a duragao
de trés anos. A iniciativa estd alinhada com o Plano Nacional Plurianual de Aquacultura
Sustentavel (2022-2030), e tem como objetivos integrar a producao de ourigos-do-mar em
Sistemas Integrados de Aquacultura Multitroéfica (IMTA) e reintroduzi-los no habitat natural,
apos a moratdria implementada pelo Governo de Malta (Environment and Resources
Authority, 2023). Programas de reforco de populacdes por meio da libertacdo de ourigos-
do-mar criados em regimes controlados na natureza t€m sido objeto de estudos limitados,
destacando-se iniciativas no Japao (Agatsuma, 2011), nas Filipinas (Juinio-Mefiez et al.,

2008) e no Mar Mediterraneo (Couvray et al., 2015).

Existe uma lacuna no conhecimento sobre o sucesso das praticas de repovoamento (Warren-
Myers et al., 2018). Os métodos de rastreio permitem determinar preferéncias de habitat,
padrdes de migragdo, tamanho populacional e taxas de crescimento, possibilitando ainda

gestdao da mortalidade. Existem trés tipos principais de marcagao (Kshatri et al., 2025; Santos
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et al., 2022): a) a bioldgica, baseia-se em caracteristicas naturais, como parasitas ou
marcadores genéticos para identificagdo individual; b) a quimica utiliza substancias
conhecidas como marcadores identificaveis, que permanecem nos tecidos ou estruturas dos
organismos; ¢) a fisica envolve a anexagdo de etiquetas visiveis aos organismos, permitindo

uma monitorizacao direta.

A marcacdo quimica com calceina (2,4-bis-[N,N’-di(carbomethyl)-aminomethyl]-
fluorescein) constitui um método menos invasivo e de facil aplicacdo em programas de
estudos de juvenis de ouri¢os-do-mar (Rodriguez et al., 2016). Este fluorocromo incorpora-
se em estruturas calcificadas, devido a ligacdo irreversivel aos ides de calcio, durante o
processo de biomineralizacdo (Santos ef al., 2022). Nos ouri¢os-do-mar, a calceina cora as
estruturas calcificadas, tornando visivel, sob microscopia de epifluorescéncia, uma marca
fluorescente verde brilhante, persistente ao longo do tempo (Haag et al., 2013; Johnson et
al., 2013). Os fluorocromos podem ser administrados por via injetavel, por imersdao em
banhos quimicos ou adicionados a ra¢do. Entre estes, a marcagao por imersao ¢ o método
mais comum para organismos em fases de vida iniciais (Purcell & Blockmans, 2009), uma
vez que ¢ um método acessivel de baixa toxicidade (Purcell ef al., 2006). A avaliagdo do
custo/beneficio das a¢des de aumento das populagdes no meio natural é fundamental para
sustentar a atividade pesqueira, estimando-se as taxas de sobrevivéncia apds o repovoamento
dos ouri¢os-do-mar e o seu crescimento (Correia et al., 2023). Aproveitando os avangos
tecnologicos, novos métodos de marcagdo podem ser desenvolvidos, permitindo aprimorar
a recolha de dados e delinear com maior precisdo os ecossistemas aquaticos (Kshatri ef al.,
2025; Santos et al., 2022). Estes dados apoiam praticas de pesca sustentdveis e refor¢o na

conservacao.

1.2.2 Solucdes de base natural para agdes de repovoamento

No seu habitat natural, em particular na zona intertidal, os ourigos-do-mar sdo encontrados
frequentemente em alvéolos rochosos (Carvalhido et al., 2016; Jacinto & Cruz, 2012)
(Figura 1a). Estas cavidades sdo escavadas pelos proprios individuos, a medida que se fixam,
criando micro-habitats que acolhem e fornecem abrigo a uma grande variedade de algas,
invertebrados e pequenos peixes, funcionando como abrigo para os ouri¢os-do-mar (Jacinto
et al., 2013). Ainda de acordo com este estudo, uma andlise comparativa entre Italia e

Portugal, concluiu que a mesma espécie apresenta diferentes formas de refugios. No
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sudoeste de Portugal, os ouri¢cos-do-mar encontram-se frequentemente alojados em alvéolos,
enquanto no noroeste da Italia é mais frequente ocuparem fendas. Estes resultados sugerem
um comportamento adaptativo, que lhes permite uma maior resisténcia as condigdes

hidrodinamicas.

O projeto Living Surfaces, desenvolvido em parceria com o Laboratério de Investigagdo em
Design e Artes (LIDA), centro de investigacdo da Escola Superior de Artes e Design do
Politécnico de Leiria. Este projeto tem como objetivo central o desenvolvimento de
estruturas fisicas destinadas a albergar ourigcos-do-mar apds o assentamento. Os substratos
produzidos através de impressdo ceramica 3D, servirdo para apoiar a regeneracdo das
populagdes de ourigos-do-mar ao longo da costa portuguesa, demonstrando o potencial do

design aplicado a regeneragdo ecologica.

Estruturas de assentamento foram projetadas e produzidas através da impressdo 3D
conforme os substratos naturalmente colonizados pelos ourigos-do-mar. A sua principal
fungdo ¢ fornecer alimento e protecdo durante uma fase critica do ciclo de vida, a

metamorfose e assentamento bentdnico, caracterizada por elevadas taxas de mortalidade.

Figura 1: a) Habitat de Paracentrotus lividus, na zona rochosa intertidal, ocupando
alvéolos rochosos (A) formados pelos ourigos-do-mar; b) Placas de ceramica 3D para
assentamento dos ourigos-do-mar; ¢) Demonstragdo da estrutura de fixac¢do das placas de
assentamento no meio natural.

Segundo Levy et al., (2022) e Berman et al., (2023), a impressdao 3D utilizando o barro
vermelho demonstrou ser particularmente eficaz na produ¢ao de geometrias biocompativeis,
como alvéolos. Ensaios preliminares revelaram que o design das placas (Figura 1b e Ic),
favorece a formagao de biofilmes, sustentados pelo crescimento de algas, tanto em condigdes
laboratoriais como em meio natural, devido a porosidade do material. Adicionalmente, as
placas de assentamento tém como segunda funcdo a protecdo fisica dos ourigos-do-mar,

possibilitando o seu alojamento ap6s a metamorfose. Esta fase ¢ especialmente delicada,
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exigindo elevados cuidados, uma vez que os individuos apresentam dimensodes reduzidas e

elevada sensibilidade ambiental.

Tendo como objetivo o repovoamento, a instalagdo destas placas de assentamento nas zonas
intertidais ao longo da costa portuguesa, deve assegurar resisténcia e durabilidade face ao
desgaste provocado pelas forcas hidrodinamicas. A permanéncia destes substratos deve ser
garantida pelo tempo necessario até que os ourigos-do-mar juvenis migrem para estruturas
naturais circundantes, sendo igualmente essencial assegurar que nao ocorre a libertacao de

residuos contaminantes para o ambiente marinho (Correia et al., 2023).

O projeto Living Surfaces, para além de facilitar a observagdo das diferentes fases de
desenvolvimento dos ourigos-do-mar, promove também a sensibilizagdo publica para a

importancia da preservacao dos ecossistemas marinhos.

1.3 Ourico-do-mar comum, Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)
O ourigo-do-mar comum, Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816), ¢ um equinoderme com
distribui¢do natural desde a Escocia, na costa nordeste do Oceano Atlantico, arquipélagos da
Macaronésia, Agores, Madeira ¢ Canarias, até ao mar Mediterraneo (Boudouresque &
Verlaque, 2020; Hereu ef al., 2004). Nestas regides, o ourico-do-mar comum ¢ encontrado,
desde o intertidal até aos 30 metros, sendo mais comum na faixa entre os 0 ¢ 10 metros de

profundidade (Boudouresque & Verlaque, 2020; Hereu et al., 2004).

A estrutura populacional de P. lividus apresenta variagdes significativas, nomeadamente no
noroeste do Mediterraneo (Sala & Zabala, 1996), em consequéncia da diminuigdo dos stocks
de peixes predadores resultante da atividade pesqueira. De acordo com os mesmos autores,
em reservas marinhas, as populagdes de P lividus sdo principalmente reguladas pela
predacdo, enquanto em zonas desprotegidas a sua abundancia ¢ determinada sobretudo pela
intensidade das capturas. Assim, a elevada pressao pesqueira, aliada ao facto de P. lividus
ser um herbivoro bentonico, desencadeia um efeito em cascata que influencia a estrutura das
comunidades bentonicas infralitorais. A guilda de predadores naturais de P. lividus inclui os
esparideos Diplodus sargus e Diplodus vulgaris, o labrideo Coris julis (Sala & Zabala,
1996), o -caranguejo-aranha Maja crispata e o gastropode Hexaplex trunculus
(Boudouresque & Verlaque, 2001). Todas estas espécies estao atualmente classificadas como
de “Least Concern” pela Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza. Contudo, o

desenvolvimento de iniciativas de repovoamento de D. sargus, em algumas regides, reflete
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uma crescente preocupacao local com a pressdo pesqueira (Giacalone ef al., 2022). Assim,
compreende-se que a sobre-exploracdo dos recursos pode conduzir ao desequilibrio e
descontrolo dos ecossistemas marinhos. Apesar de nao estar classificada como espécie
ameacada, diversos estudos relatam que pressoes significativas, tais como o aumento da
temperatura do mar, a sobrepesca e ocorréncia de eventos de mortalidade em massa, podem
comprometer a longo prazo a sustentabilidade das populac¢des de P. lividus (Becker et al.,

2008; Bertocci et al., 2018; Carella et al., 2025; Toso et al., 2025; Yeruham et al., 2015).

Paracentrotus lividus, pertencente a classe Echinoidea, apresenta um corpo esférico coberto
por um esqueleto rigido (carapaga), revestido por espinhos moveis. O aparelho mastigatdrio,
designado lanterna de Aristoteles, confere aos ouricos-do-mar a capacidade de morder e
rasgar substratos (Jangoux & Lawrence, 1982). Ao seu redor dispdem-se os pés
ambulacrarios, que permitem a locomocdo lenta por pressdo hidraulica (Flammang &
Santos, 2024) e adesdo quimica mediada por secrecdes (Hennebert et al., 2012),
desempenhando também fun¢des de defesa. O endoesqueleto, formado por placas
firmemente articuladas, confere rigidez a carapaga, que protege os 6rgaos internos e suporta
os espinhos moveis. Nos primeiros dois anos de vida, pode atingir um didmetro médio de 2
cm (Boudouresque & Verlaque, 2013), embora varie de acordo com fatores alimentares e de

temperatura.

Embora os ouricos-do-mar sejam gonocoéricos, a maioria das espécies nao apresenta
dimorfismo sexual externamente evidente (Formery et al., 2022), caracteristica comum entre
os invertebrados marinhos. Existem diferentes tipos de dimorfismo sexual, de acordo com
Brundu et al., (2023): o primario, com funcdo reprodutiva direta; secundario, associado a
otimizagao do sucesso reprodutivo; e o ecologico, quando os sexos desempenham diferentes
papéis ecoldgicos. No caso de P. [ividus, observa-se dimorfismo sexual do tipo secundario
ao nivel da abertura dos gonoporos, caracteristica anatomica que favorece a eficiéncia da
reproducdo através da libertagdo de gametas na coluna de dgua. Os machos apresentam
protuberancias coénicas, enquanto as fémeas exibem aberturas geralmente planas e
ligeiramente afundadas (Brundu et al., 2023). A identificacdo deste dimorfismo sexual,
constitui um avanco relevante, permitindo o desenvolvimento de estudos em meio
laboratorial, sem necessidade de induzir stress ou causar mortalidade nos individuos

reprodutores, representando assim um método nao invasivo.
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O ciclo reprodutivo de P. /ividus em Portugal, inicia-se com a maturagdo das génadas durante
0 outono-inverno, sendo seguida por uma unica, mas prolongada época de desova na
primavera-verao (Raposo et al., 2023). A desova ocorre na coluna de agua, em eventos

sincronizados e com fertilizagao externa (Formery et al., 2022).

Tal como noutras espécies de ourico-do-mra, o ciclo de vida do Paracentrotus lividus
apresenta quatro periodos principais: o embrionario, o larvar, o juvenil e o adulto (Figura 2)

(Formery et al., 2022).

O periodo embrionario abrange o desenvolvimento do embrido desde a fertilizagao até a fase
de prisma. Esta fase inclui a transformagao do zigoto, que sofre sucessivas divisdes celulares
até atingir cerca de 60 células. A estrutura passa entdo a ser designada por blastula, seguindo-
se a gastrula. Nesta etapa da-se a invaginacdo do polo vegetal do embrido para dar origem
ao primordio do trato digestivo e inicia-se a forma¢do do endoesqueleto, através da
deposicao de carbonato de célcio. O periodo embrionario termina imediatamente antes da

abertura da boca da larva e da formacao da cavidade corporal larvar.

O periodo larvar corresponde ao desenvolvimento da larva pluteus, evoluindo para as quatro,
seis e oito bracos, e na fase final o desenvolvimento do rudimento (Hodin et al., 2016). O
rudimento € uma estrutura resultante da invaginagao do ectoderma no lado esquerdo da larva,
em associagdo com uma vesicula celomica, que dara origem ao juvenil (Hodin et al., 2016).
Durante o desenvolvimento larvar, as estruturas juvenis diferenciam-se progressivamente no
interior da larva, até que o organismo atinja a competéncia (Hodin et al., 2016). Esta etapa
marca 0 momento em que a larva se encontra morfologicamente apta para sofrer
metamorfose, embora a sua concretizacdo dependa da detecdo de sinais ambientais

adequados (Burke, 1980).

O periodo juvenil inicia-se imediatamente apds a metamorfose, quando o organismo adota
o estilo de vida bentonico com simetria pentarradial. Este periodo compreende o crescimento
do juvenil até a aquisi¢do da maturidade sexual, quando se transforma em adulto. O periodo
adulto, prolonga-se até a morte do individuo, que em populagdes selvagens de P. lividus

ocorre, em média, entre os 6 € 0s 9 anos de idade (Crapp & Willis, 1975).
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Figura 2: Fases do ciclo de vida de Paracentrotus lividus. Periodo embriogénese: Zigoto; 2-
células; 4-células; 8-células; Blastula; Gastrula; Prisma. Inicio do periodo larvar: Pluteus; 4-
bragos; 6-bragos; 8-bracos; competéncia. Periodo adulto: Apos assentamento.

1.3.1 Fatores que desencadeiam o assentamento bentonico:

A producio de juvenis de ourigos-do-mar ¢ um grande desafio, tanto ao nivel da investiga¢ao
como da aquacultura comercial. Os principais fatores criticos estdo associados as complexas
relagdes bidticas que ocorrem durante a metamorfose (Mendes et al., 2019). Durante esta
etapa, a taxa de mortalidade pode atingir valores proximos de 99% na natureza
(Boudouresque & Verlaque, 2013), devido ao insucesso na transi¢ao para a fase bentonica.
Para melhorar o sucesso produtivo, torna-se essencial otimizar estes pontos criticos.
Interligado a fase da metamorfose, destaca-se ainda o fator alimentar. O desenvolvimento do
animal ndo se conclui apos esta etapa, sendo fundamental a definicao de um regime alimentar

eficiente (Cirino et al., 2017).

Logo apds a metamorfose, os juvenis ainda apresentam a boca e o anus fechados, com o trato
digestivo ndo funcional, encontrando-se, portanto, numa fase endotrdofica. Assim, as larvas
devem acumular reservas lipidicas suficientes antes de iniciar a metamorfose (Uz et al.,
2013). Posteriormente, quando o trato digestivo se torna funcional, o juvenil passa a ser

exotrofico, sendo a primeira alimentagdo um momento de extrema importancia.

A elevada taxa de mortalidade pode estar associada a auséncia de uma boca funcional nos
primeiros dias apds a metamorfose (Fadl ef al., 2019). Um atraso no desenvolvimento
muscular compromete o funcionamento das pegas bucais durante varios dias, mantendo a
boca efetivamente fechada. Estes periodos iniciais prolongados resultam em stress
nutricional significativo para os juvenis. No seu estudo, Fadl et al., (2019), concluiram ainda,
através da utilizagdo de técnicas moleculares, que um gene associado ao stress nutricional €

abundantemente expresso, antes do trato digestivo se tornar funcional. Esse gene ¢ expresso
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nos pés ambulacrais, junto aos 6rgdos sensoriais, o que podera indicar o envolvimento na

detecao de nutrientes, desencadeando eventos celulares como sinaliza¢ao nutricional.

A transi¢do de larvas planctonicas para juvenis bentdnicos representa uma fase critica. Em
aquacultura, esta etapa ¢ geralmente promovida com placas de assentamento colonizadas por
diatomadceas, que funcionam como alimento inicial (Araujo et al., 2020). No entanto, Brundu
et al., (2016), demonstram que existem outros estimulos capazes de otimizar este processo,

tais como a presenca de coespecificos, que resulta numa maior taxa de assentamento.

1.4 Objetivos do estudo:
Este trabalho propoOs-se a investigar estratégias para a otimizacdo do ciclo de vida de
Paracentrotus lividus, em condigdes controladas. Para tal, os objetivos especificos

consistiram em:

1) Avalia¢ao do nivel de maturagdo do stock reprodutor como fator influenciador
da sobrevivéncia larvar;

i) Andlise da viabilidade de diferentes biofilmes desenvolvidos nas placas de
cerdmica 3D para o assentamento, € no didmetro dos juvenis;

1i1) Otimizar a detecdo e monitorizacao dos juvenis assentados nas placas, mediante

a marcacao quimica com calceina.

2. Materiais e métodos:
2.1 Cultivo de microalgas:

Diferentes espécies de microalgas foram cultivadas, com finalidades distintas. A espécie
Rhodomonas lens e Chaetoceros gracilis foram utilizadas como alimento das diferentes
fases larvares dos ourigos-do-mar, enquanto Skeletonema costatum e Nitzschia acicularis

para formacao de biofilmes na superficie das placas de assentamento.

As culturas foram mantidas em baldes volumétricos com capacidades entre 250 mL e 2L,
contendo dgua do mar esterilizada (autoclavada a 120 °C durante 20 minutos) enriquecida
com uma solu¢do de nutrientes comercial f/2 (Nutribloom Plus, Necton, Portugal) para
microalgas. As condi¢des de cultivo foram mantidas numa sala de ambiente controlado:
temperatura constante de 20 °C, fotoperiodo de 10 horas de luz e 14 horas de escuridio e

arejamento constante.
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Os baldes volumétricos, previamente esterilizados, eram preenchidos com 1/3 da cultura de
microalga e completados com agua salgada esterilizada, a qual se adiciona o meio de cultura
/2 e, no caso das diatomaceas (Chaetoceros gracilis, Skeletonema costatum e Nitzschia
acicularis) também uma solucdo de silicatos (SiO3Na) (45 g/L) na propor¢ao de 1 mL por
litro de cultivo. As culturas eram mantidas com arejamento suave com ar ambiente
previamente filtrado, para assegurar uma mistura homogénea e oxigenagdo continua dos
cultivos. Semanalmente eram realizadas repicagens e scale-up de cada microalga, de acordo

com as necessidades alimentares das larvas.

As microalgas em cultivo eram fornecidas as larvas de ouri¢o-do-mar na fase exponencial
do crescimento do cultivo de acordo com a Tabela I. A alimentacao foi padronizada para
garantir concordancia entre o volume e nimero celular de cada microalga. As concentragdes
de microalgas nos baldes de cultivo, eram verificadas regularmente, utilizando uma camara
de Neubauer (Marienfeld, Germany), por meio de um microscopio 6ptico AxioLab (Carl

Zeiss, Germany).

Tabela I: Propor¢do de células (cel/mL) de cada microalga a fornecer ao cultivo larvar de acordo
com o volume celular de cada microalga e para cada fase do desenvolvimento larvar (Gomes ef al.,

2021).
Ali ao Diari 1/mL
: : Volume da célula imentacao Diaria (cel/mL)
Dieta Mix 4-bracos 6-bracos 8-bracos
Rhodomonas lens 248 um’ 500 1000 2000
Chaetoceros calcitrans 88 um? 1500 3000 6000

2.2 Desenvolvimento e condicionamento de placas de assentamento:

As placas de assentamento, feitas em colaboragdo com a equipa LIDA foram acondicionadas
de forma a criar biofilmes de trés naturezas diferentes: microalgas diatomdceas, biofilme

natural indoor e biofilme natural outdoor.

Para o acondicionamento com microalga diatomaceas (Figura 3b), oito placas de ceramicas
foram colocadas no interior dos aquarios de cultivo de Skeletonema costatum e Nitzschia
acicularis juntamente com meio f/2 comercial com exposicdo a luz (10D:14N).
Semanalmente, era adicionada dgua juntamente com meio de cultivo (Nutribloom Plus,

Necton, Portugal) e solugdo de silicatos para compensar a evaporagao.

Para o acondicionamento das placas com biofilme indoor (Figura 3c¢), usou-se dgua do mar
recolhida na praia do Carreiro de Joanes, Peniche (39°21'17.7"N 9°23'40.4"W). Esta foi

filtrada com um filtro de 100 pm de forma a separar a fragdo zooplanctonica. Apds esta
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filtragdo, a 4gua do mar foi transferida para aquarios e enriquecida com meio /2 e silicatos,
com exposicao a luz (10D:14N). Este acondicionamento requeria do mesmo cuidado,
adicionando agua da praia previamente filtrada, nutrientes e silicatos para compensar

evaporagao.

O acondicionamento com biofilme outdoor, as placas de assentamento foram tratadas de
duas formas. No ensaio I, oito placas foram colocadas numa caixa, a 1 metro de
profundidade, na marina de Peniche (39°21'07"N 9°22'36"W) (Figura 3d). No ensaio II,

quatro placas foram fixadas a rocha, na zona intertidal da praia da Gambda - Peniche

(39°21'54.4"N, 9°22'25.5"W) (Figura 3e).

O ensaio I teve como tratamentos os acondicionamentos com biofilme de microalgas, indoor
e outdoor da marina, mantidos em cultivo durante 21 dias. Em relacdo ao ensaio II o
tratamento a analisar foi o biofilme de outdoor da praia da Gambda com as mesmas
condigdes que as descritas anteriormente, mas num periodo de 60 dias de acondicionamento.
Apos os 60 dias de condicionamento outdoor, estas placas estavam colonizadas por algas

pioneiras (Figura 3e), pertencentes aos trés principais grupos taxonémicos, nomeadamente:
- Chlorophytas: Ulva clathrata e Ulva intestinalis,
- Phaeophyceae: Colpomenia peregrina e Scytosiphon lomentaria;

- Rhodophyta: Asparagopsis armata, Ceramium ciliatum, Chondracanthus acicularis,

Vertebrata fruticulosa e Vertebrata nigra.

Para prevenir qualquer tipo de contaminagdo com outros organismos competidores das
larvas de ourigo-do-mar, as placas passaram por um processo de lavagem quimica com uma
solucdo de cloreto de magnésio (MgCl.6H>O) a 8% por uma hora, seguido de um
enxaguamento com agua do mar filtrada, antes de serem transferidos para os tanques dos
reprodutores. As placas foram transferidas, durante sete dias para os tanques dos
reprodutores para obtencdo de fatores coespecificos, um dos estimulos usados
laboratorialmente para melhorar a etapa de assentamento das larvas de ourigo-do-mar

(Brundu et al., 2016).
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Figura 3: Ilustragdo dos varios tratamentos avaliados durante o ensaio I e II: a) Placa Controlo
Negativo; b) Placa Biofilme Microalga; c) Placa Biofilme /ndoor; d) Placa Biofilme Outdoor
Marina; e) Placa Biofilme Outdoor Praia.

2.3 Recolha do stock reprodutor:

Para a realizacdo dos dois ensaios de desenvolvimento larvar, foram recolhidos ouri¢os-do-
mar adultos da espécie P. lividus: 27 individuos em abril de 2025 e 28 individuos em junho
de 2025. Todos os individuos foram recolhidos na Praia do Porto Batel (39° 19.35' N; 9°
21.5" W), Atouguia da Baleia em Peniche, Portugal.

Os organismos foram recolhidos manualmente, de forma aleatéria, em diversas pogas de
maré na zona intertidal, sendo selecionados individuos com didmetro compreendido entre
3,5 cm e 5,7 cm. Apds a recolha, os ourigos-do-mar foram transportados para o laboratério
de Aquacultura do MARE - Centro de Ciéncias do Mar e do Ambiente, onde foram
submetidos a um processo de limpeza com 4gua salgada para remover pedras, conchas e

organismos epibiontes.

Dos 27 individuos capturados para o ensaio I, 18 foram direcionados para a reprodugao e 9
destinados a analise histologica. No ensaio II, 16 individuos foram usados para reproducao

e 12 para analise histologica.

2.3.1 Recolha de dados biométricos:

No laboratorio, os organismos foram pesados individualmente (P — peso himido), numa
balanga de precisdo Kern & Sohn GmbH Ziegelei (Balingen, Germany; 2500 + 0,01 g) e
medido o didmetro da carapaca (DC), com auxilio de uma craveira analogica (150 mm =+

0,02 mm).
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2.3.2 Analise histologica:

A andlise histologica inicia-se pela incisdo da membrana peristomal e recolha das gonadas
do interior da cavidade celdomica para determinagdo do peso total das gonadas. A partir do
peso das gdonadas, foi calculado o indice gonadossomatico seguindo a formula (Carboni et

al., 2015; Sartori & Gaion, 2016):

_ Peso himido das gonadas (g) % 100
N Peso humido total (g)

Uma goénada de cada individuo foi fixada numa solu¢do de formol a 4% durante um periodo
de 48 horas. Apos a fixagdo, esta foi transferida para uma solugdo de etanol a 70% para

manter em armazenamento até ao seu processamento histolégico.

Este processo inicia-se com a desidratacdo das gonadas pelo auxilio de um processador
automatico de tecidos Leica® TP1020 (Leica Microsystems GmbH). Aqui as amostras sao
sucessivamente submersas em etanol de concentragdes crescentes (80%, 96% e 99%),
seguidas de imersdo em xilol para limpeza. O processo termina com a impregnacdo dos

tecidos com a imersao destes num banho de parafina.

Ap6s as 24 horas no processador, as amostras de gonadas foram manualmente incluidas em
blocos de parafina a 100% (v/v). Apos a secagem, os blocos de parafina foram cortados num
microtomo rotativo Accu-Cut® SRM™ 200 (Sakura Finetek Europe BV, Paises Baixos) de

forma a obter secgoes de Sum de cada gonada, em triplicado.

As secgdes histologicas foram, por fim, coradas com uma combinagdo de hematoxilina de
Harris (Scharlab S.L., Sentmenat, Barcelona, Espanha) e eosina Y (VWR International,
Leuven, Bé¢lgica). O corante hematoxilina, apresenta um comportamento basoéfilo, o que leva
a corar estruturas acidas de uma cor azul/roxa, como € o caso dos acidos nucleico. O corante
eosina, apresenta um comportamento acidofilo, corando estruturas bésicas como proteinas
com uma coloracdo rosa/avermelhada (McCann et al., 2015). S3o por isso corantes

complementares, devido aos seus comportamentos quimicos opostos.

A analise histologica foi procedida com auxilio do microscopio Optico AxioLab acoplado de
uma Camara digital Zeiss AxioCam MRc3 (Carl Zeiss, Germany), através de um software
ZEN 3.11 (lite edition) (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany), classificando as

diferentes fases de maturacao (Tabela II) conforme descrito por Byrne (1990).
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Tabela II Caracterizagdo das diferentes fases de maturagdo gonodal de Paracentrotus lividus, de
acordo com Byrne (1990).

Odcitos primdrios (coloracao: roxo-escuro) com fagocitos nutritivos.

Ovério com aparéncia vacuolada.
Fase I Recuperagido

Espermatogonios e espermatocitos primarios com fagdcitos

nutritivos.

Odbcitos primarios aumentam de tamanho (coloragdo: roxo-claro),

) rodeados por fagocitos nutritivos.
Fase 11 Crescimento

Espermatocitos projetam-se centralmente, rodeado de fagécitos

nutritivos.

Grandes odcitos primarios (coloragdo: Rosa) nos diferentes estagios

de desenvolvimento, com reduzidos fagocitos nutritivos.
Fase

11

Prematuro Testiculos prematuros onde os espermatozoides acumulam-se no
3 limen. Os fagdcitos nutritivos afastados devido aos

espermatozoides.

Odcitos maturos, sendo que fagocitos nutritivos estdo parcialmente

Fase ausentes.
Maduro i i
v Testiculos maduros repletos de espermatozoides e os fagocitos

nutritivos estdo limitados a periferia.

) Ovarios vagamente preenchidos com espacos deixados pelos odcitos.
Parcialmente o »
Fase V Fagocitos nutritivos ausentes.

Desovado

Espago no limen e os espermatozoides menos concentrados

Fase

V1

Ovarios desprovidos de contetido.
Esgotado

Oy 4O &y 40O

Testiculos desprovidos de contetdo.

2.4 Induciao da desova e fertilizacao:

Para inducgdo da desova foram usados no ensaio I, 18 organismos (P =35,51 + 9,74 g), ja no

ensaio I, 16 organismos (P =43,23 + 10,49 g).

A desova foi induzida através da administracdo de cloreto de potéassio (KCl) a 0,5M (40
uL.g! de peso corporal) na membrana peristomial com movimentagdes circulatorias dos
ourigos-do-mar para uniformizar a solu¢do no interior do organismo (Carboni, 2013; Gago,
2009; Rahman et al., 2012). O aumento da concentragdo de potdssio provoca despolarizacao
das membranas das células musculares das génadas dos reprodutores, causando contragdes.
Estas contracdes levam a libertacdo dos gametas pelos gonoporos, por isso os ourigos-do-
mar foram colocados com a regido oral virada para baixo. Esta posi¢ao permite que as cinco

placas genitais estejam voltadas para cima, onde ocorre a saida dos gametas, facilitando a
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identificacdo do sexo do individuo. Os odcitos sdo recolhidos pelo auxilio de um esguicho
de 4gua salgada esterilizada (FSW) diretamente para um copo graduado de 1L ja com FSW.
Os espermatozoides sdo transferidos, com uma pipeta de Pasteur, para um microtubo
mantido em gelo (4°C). O frio diminui a atividade metabolica dos espermatozoides, ndo
realizando gastos energéticos desnecessariamente e prolongando a sua viabilidade. As
temperaturas baixas reduzem ainda os processos de degradagdo enzimatica e oxidativa,

ajudando assim a manter a qualidade dos gametas por mais tempo (Mita et al., 1984).

Para determinar a concentracao dos 6vulos, foi usado uma camara de Segdewick (Pyser-Sgi,
Kent, Reino Unido) com uma ampliagao de 50x, utilizando um microscopio optico AxioLab.
No caso da concentragdo de espermatozoides, foi necessaria a utilizagdo de uma camara de

Neubauer numa ampliagdo de 400x.

Para estabelecer o racio previamente definido de 50 espermatozoides por odcito (Fabbrocini
et al., 2016), num copo graduado de 5 litros, foi adicionado a solugdo de odcitos o volume
calculado de espermatozoides, garantindo a propor¢ao ideal para a fertilizagdo. O sucesso
de fertilizag¢do foi determinado 2 horas apds o inicio da mesma, através da observagao da
membrana de fertilizacdo que rodeia o ovo (Figura 2). Ap6és 12 horas do inicio da
fertilizagdo, os odcitos ndo fecundados, foram recolhidos e descartados para assegurar a
qualidade do meio, tal como monitorizagdo da oscilagdo de salinidade e constante
arejamento fraco para homogeneizar o meio. Durante 48 horas, todas as fases da
embriogénese foram monitorizadas, até chegarem a fase larvar de quatro-bragos (4-bragos)

(Figura 2).

2.4.1 Desenvolvimento larvar:

Quando cerca de 75% das larvas estavam na fase de 4-bracgos, estas foram transferidas para
quatro tanques cilindroconicos de S0L em sistema fechado, garantindo uma densidade de 4
larvas/mL. A 4gua utilizada para o cultivo das larvas era, previamente, filtrada através de
quatros filtros de diferentes malhas (1 pm; 5 um; 20 pm e 50 um) seguidamente exposta a
um tratamento UV. Apds filtracdo a 4gua era armazenada em dornas na sala do ensaio, com
arejamento continuo garantindo eliminagdo de cloro. A sala era mantida a uma temperatura
de 20 °C e fotoperiodo de 12 horas dia: 12 horas noite. No ensaio I, para evitar prolifera¢ao
de zooplancton na dgua de cultivo, esta foi tratada com hipoclorito de sédio (1mL:10L) com

continuo arejamento durante 24 horas seguido de neutralizagdo com tiossulfato de sodio
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(10mL:10L). Este tratamento extra garantia que a agua utilizada para o desenvolvimento

larvar ndo apresentava outros organismos que competiam por alimento e espaco.

Os parametros temperatura (°C); oxigénio dissolvido (%) e salinidade (ppt) eram
monitorizados regularmente com uma sonda multiparamétrica portatil Oximetro Handy
Polaris (OxyGuard International A/S, Farum, Denmark). No caso das concentragdes de
nitritos (NO2") (mg/mL) e da amoénia (NH4") (mg/mL), estas foram monitorizadas ap0s trocas
de agua e purgas diarias através de testes colorimétrico da Tropic Marin. Regularmente, eram
ainda feitas contagens, relativamente a fase de desenvolvimento larvar, com auxilio de uma

camara de Segdewick.

A cada dois dias, era fornecida uma alimenta¢ao composta por microalga (Rhodomonas lens
e Chaetoceros calcitrans), ajustada ao biovolume calculado e tendo em conta a fase de
desenvolvimento larvar (Tabela I) (Azad et al., 2011; Brundu et al., 2016, Brundu et al.,
2017; Castilla-Gavilan et al., 2018; Liu et al., 2009; Rassoulzadegan et al., 1984). Para
garantir uma dosagem mais precisa, analisou-se o biovolume das microalgas, sendo que,
segundo as equagdes pré-definidas (Hillebrand et al., 1999), Chaetoceros calcitrans

3, enquanto Rhodomonas lens atinge 248 pm?® -

apresenta um biovolume de 88 um
aproximadamente o triplo do volume da diatomacea. Nestes mesmos dias, eram feitas
contagens de trés amostras de 20 ml de cada tanque para determinag¢do da sobrevivéncia

larvar (%) (Castilla-Gavilan et al., 2018):

Sobrevivéncia (%) = Densidade larvar do tanque 100
obrevivéncia (%) = Densidade larvar inicialmente distribuida pelo tanque

O desenvolvimento larvar dura entre 18 a 21 dias, dependendo da temperatura ambiental,
em que as larvas sofrem mudangas morfoldgicas, atingindo a competéncia de assentamento
quando o rudimento ¢ igual ou superior ao tamanho do estdmago (Carboni et al., 2012;

Gosselin & Jangoux, 1998; Kelly ef al., 2000) (Figura 2).

2.5 Sistema assentamento dos ouri¢cos-do-mar:

2.5.1 Sistema pré-assentamento:

As placas vindas dos sistemas de manutencdo de reprodutores para obter os fatores

coespecificos, foram direcionadas para dois sistemas diferentes como demonstrado na
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Figura 4. Uma vez que cada tratamento (microalga, outdoor e indoor) apresentava 8 placas
(8x), metade (4x) foram colocadas em aquarios de 15L e a outra metade (4x) nos tanques
cilindroconicos (50L) onde foram cultivadas as larvas. Para cada tratamento foram usados
dois aquarios e um tanque cilindrocénico. No ensaio II, como o nimero de larvas nao era
suficiente, apenas foi possivel testar quatro placas com acondicionamento outdoor (praia) e

quatro placas de controlo, nos aquarios de 15L.

Para promover o assentamento, no fundo dos tanques e aquarios foram colocadas conchas
de ostra e carapaga de ouricos-do-mar triturada, como fonte lenta de carbonato de célcio,
uma vez que em contacto com agua do mar e didxido de carbono, liberta ides de célcio
(Ca®"). Além de fornecimento do composto necessario, as conchas, antes de serem
transferidas para os sistemas, estiveram 60 dias nos tanques de reprodutores de P. lividus a

criar biofilme a partir da matéria organica.
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Figura 4: Desenho experimental das experiéncias de assentamento planeadas para o ensaio I e
ensaio II.

2.5.2 Sistema pos-assentamento:

A partir da segunda semana apds o assentamento larvar, as placas foram observadas
semanalmente com o auxilio da lupa microscopica trinocular Stemi 508 (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Germany), com intuito de verificar a presenga de ourigos-do-mar
assentados. Os individuos encontrados eram contabilizados conforme o respetivo tratamento
e, caso presentes, cerca de 30 ouri¢cos-do-mar por placas eram medidos utilizando o software

ZEN 3.11.

No ensaio I, as medi¢gdes ocorreram até a quarta semana. Apos este periodo, os ourigos-do-

mar presentes nos aqudrios e tanques foram transferidos para uma sala de aquacultura
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equipada de um sistema RAS (Sistema de Recirculagdo Aquicola), com um aquério dedicado
a cada tratamento. A partir dessa semana, as amostragens foram retomadas e continuaram
até a oitava semana, momento em que ja nao fosse observado biofilme nas placas de
assentamento. No caso do ensaio II, o inicio da andlise foi na segunda semana apds o
assentamento, at¢ a quarta semana, porém nao foram observados ouri¢os-do-mar assentados,

levando ao término deste ensaio.

2.6 Marcacio de juvenis com calceina:

A eficacia de marcacdo dos juvenis com marcador quimico foi testada com um banho de
calceina. Como referido anteriormente, a calceina ¢ um identificador fluorescente que se liga
ao calcio (Correia et al., 2023; Moran, 2000; Purcell & Blockmans, 2009; Rodriguez et al.,
2016; Santos et al., 2022), permitindo ndo so6 identificacdo do organismo quando expostos
uma luz ultravioleta, como também permite avaliar a taxa de crescimento do organismo uma

vez que ¢ incorporada em estruturas crescentes de carbonato de calcio.

Dos ourigos-do-mar obtidos no ensaio larvar I, 270 foram medidos (m;) (D: 0,11-2,80 mm)
e selecionados aleatoriamente para o procedimento de marcacdo com calceina (Calcein
disodium salt, ChemCruz, Santa Cruz Biotechnology, Inc). Numa primeira experiéncia
foram testadas 3 concentragdes diferentes de calceina em triplicados 10, 20 e 50 mg/L. A
calceina foi diluida em 4gua do mar em copos graduados em triplicado de acordo com as
concentragdes selecionadas. Trinta ouri¢os-do-mar foram colocados em cada réplica da
solucdo de calceina com arejamento, por um periodo de 24 horas, durante o qual nao foram
alimentados. Apos as 24 horas os organismos foram lavados e observados numa Cabine de
luz ultravioleta UVP UVGL-58 (Analytik Jena AG, Jena, Germany), para avaliar os
organismos que se destacavam pela coloragdo amarelada. Apds observagdo os ourigos-do-
mar foram colocados nos mesmos copos graduados apenas com dgua do mar e arejamento
durante 24 horas, sendo alimentados posteriormente, com alga laminaria ochroleuca

desidratada (Figura 13d), recolhidas junto a costa de Peniche.

J4 numa segunda experiéncia de marcacdo, foram selecionados 90 ourigos (D: 2,52 — 7,24
mm), submetidos as concentragdes de 100 mg/L, 150 mg/L e 200 mg/L. durante o mesmo
periodo experimental e sob as mesmas condicdes. Neste segundo ensaio, as observagdes
foram realizadas as 0 horas ap6s a marcagao com calceina (AMC); 1 dia AMC e 7 dias AMC,

para determinagdo do sucesso de marcagao:
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n? de individuos efetivamente marcados

Sucesso de marcagao = — — — — - —
n? de individuos inicialmente sujeitos a marcacao

Ao sétimo dia, os individuos foram novamente medidos (my) para avaliar um eventual

crescimento.

2.7 Analise estatistica:

Os testes estatisticos foram elaborados a partir do IBM SPSS™ Statistics 29 (IBM
Corporation, Armonk, New York, U.S.). Os dados foram apresentados como média + desvio-

padrdo, com um nivel de significancia de p < 0,05.

Inicialmente, foram verificados os pressupostos de normalidade e homogeneidade das
variancias, por meio dos testes de Shapiro-Wilk (para amostras com n<30) ou Kolmogorov-

Smirnov (para amostras com n>30) e Levene, respetivamente.

Para comparagdo dos dados biométricos, foi usado o teste de z-student, para amostras
independentes bilateral (t(graus de liberdade) = Valor do teste; p-value). Diferengas na proporgao
das diferentes fases de maturagdo entre grupos de reprodutores foram analisadas, pelo teste
do Qui-quadrado de associagdo ()(graus de liberdade) = valor do teste; p-value) aplicado as
distribuigdes de fémeas e machos em separado. Para a andlise dos dados de assentamento
dos juvenis de P lividus, devido a natureza de contagem dos dados e a presenca de
sobredispersdao no modelo de Poisson, foi ajustado um modelo de regressao binomial
negativa com funcdo de ligacdo log (Pearson y*/df = valor do teste), verificada a
verossimilhanga por teste de efeitos do modelo tipo III (}*=B; p-value), analisando as
estimativas dos parametros (exp(B); p-value). Como grupo de referéncia foi selecionado o

grupo: Quarta Semana * Tanque * Qutdoor.

Em relagdo ao estudo do crescimento dos juvenis de P. lividus, por se tratar de uma variavel
continua, positiva e assimétrica, utilizou-se um modelo linear generalizado com distribui¢ao
Gamma e funcao de ligacao log (Desvio/graus de liberdade = valor do teste), de forma a
garantir um ajuste adequado aos pressupostos dos dados. Foi verificada também a
verossimilhanga por teste de efeitos do modelo tipo III (¥*=B; p-value), analisando as
estimativas dos parametros (exp(B); p-value) e as médias marginais estimadas [média +
desvio-padrao (mm)]. Este modelo cria, de forma automadtica, uma referéncia para cada
varidvel categdrica. Por essa razdo, os dados sdo interpretados consoante o efeito diferencial

de cada tipo de acondicionamento, dentro de cada semana analisada.
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Para avaliar o sucesso de marcagdo de calceina de cada concentragdo foi utilizado um Qui-

Quadrado de independéncia () (graus de liberdade) = valor do teste; p-value).

3 Resultados:

3.1 Caracterizacio dos stocks de reprodutores:

No ensaio I, nove ourigcos-do-mar com um peso médio de 33,73 £+ 6,78 g e um diametro
médio de 4,20 + 0,24 cm, apresentaram um IGS médio de 9 = 4% (Tabela III). No ensaio II,
os doze ourigos-do-mar avaliados apresentaram um peso médio de 31,53 + 4,79 g ¢ um

diametro médio de 4,47 + 0,38 cm, com um IGS médio de 10 + 3% (Tabela III).

A comparagao estatistica entre os dois grupos de P. lividus revelou que ndo houve diferengas
significativas entre o peso (t(19)= 0,874; P =0,393), o diametro (t (19)=-1,837; P=0,082) ¢
0 IGS (t 19)=-0,624; p = 0,540).

Relativamente ao estadio de desenvolvimento da goénada, tanto fémeas como machos do
ensaio I encontravam-se, na sua maioria, no estadio III (prematuro). No ensaio I, as fémeas
de P lividus estavam predominantemente na fase V (desova) e os machos na fase IV
(maturos) (Tabela III e Anexo-Figura 14). O teste de associacdo de y* revelou diferencas
estatisticamente significativas entre as fémeas dos dois grupos (x*2) = 8 000; p = 0,029),
indicando variagdes no estddio de maturacao das gonadas ao longo do tempo. No caso dos
machos de P, /ividus, ndo foram observadas diferencas significativas entre os dois grupos (x>
3)=3,611; p=10,543), indicando que apesar do tempo decorrente entre as duas amostragens,
os machos mantinham o nivel de maturacao sexual. A observacao da Figura 5 sugere que,
no ensaio II, as fémeas encontravam-se em fases de maturagdo mais avancadas em

comparagdo com o ensaio [.
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Tabela III: Dados biométricos [Peso Individual (g); Diametro (cm);] e caracterizagdo histoldgica
das gonadas [IGS (%); Fase de maturacdo] dos ourigos-do-mar Paracentrotus lividus usados como
reprodutores no ensaio larvar I e no ensaio larvar II. O simbolo @ representa o sexo feminino e o
simbolo & representa o sexo masculino. A descrigdo do estddio de maturagio encontra-se descrita

na Tabela II.
N° | Peso Individual (g) | Didmetro (cm) | IGS Sexo Estadio de
maturacdo

1 43,85 4,4 7% Q I
2 31,87 4,1 11% Q I
3 30,02 4,1 6% Q v

— 4 37,01 4.4 5% Q v

=]

‘s 5 31,14 4 6% 3 I

=

= 6 35,3 4,1 11% 3 I
7 29,53 4,3 10% 3 III
8 22,25 3,8 13% a8 111
9 42,62 4,6 16% 3 III
1 35,75 49 10% Q \'%
2 26,79 4,58 6% Q \'%
3 29,98 4,6 10% Q \'%
4 31,77 4,1 13% Q v
5 41,58 5,13 11% 3 I

= 0

o 6 35,03 4,56 14% 3 I

§ 7 32,31 4.8 14% 3 I

=
8 24,67 4,08 3% 3 II1
9 274 4 12% 3 T
10 28,15 4,53 11% ) v
11 35,5 3,9 10% 3 \'%
12 29,43 4,44 9% 3 \'%
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Figura 5: Distribuigdo relativa dos estadios de maturacdo sexual dos ouri¢os-do-mar Paracentrotus
lividus usados como reprodutores nos ensaios de desenvolvimento larvar I e II [Fémeas (%); Machos

()]. O simbolo * representa a diferenca estatisticamente significativa entre ensaios para as fémeas
(%*=8,000; p=0,029).

3.2 Desenvolvimento larvar:

Apos a fertilizacdo, foi acompanhada a evolucao do desenvolvimento larvar de P. lividus,
assegurando uma alimenta¢do adequada conforme cada fase, com o objetivo final de

assentamento larvar.

Nos dois ensaios, as larvas de P lividus desenvolveram-se de acordo com o esperado,
levando entre 17 e 23 dias desde o inicio de desenvolvimento do embrido até ao surgimento
do rudimento, a ultima fase de desenvolvimento larvar imediatamente antes da metamorfose.
A Figura 6 apresenta a distribui¢do percentual das diferentes fases larvares ao longo do
periodo de observacao para ambos os ensaios. A Tabela IV resume o numero total de larvas
presentes nos tanques em cada fase do desenvolvimento larvar, assim como o correspondente
dia, apos fertilizagdo, quando as larvas atingiram cada uma das fases de desenvolvimento,

nos ensaios I e II.

O numero total de larvas diferiu entre ensaios, uma vez que o ensaio I assegurou os quatro
tanques de cultivo (densidade de 4 larvas/mL), enquanto o ensaio II apenas conseguiu
assegurar trés tanques, com a mesma densidade (4 larvas/mL). Independentemente do
nimero total de larvas ter diferido, os valores médios da densidade entre tanques

mantiveram-se semelhantes ao longo do tempo. Contudo, no final do ensaio II, apenas um
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dos tanques apresentava larvas de P. /ividus, e a quantidade observada nao foi suficiente para

abranger todos os tratamentos inicialmente previstos e desenvolvidos.

Ensaio I Ensaio 11
100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%
2 60% S 60%
= =
2 50% 2 50%
e e
A 40% A 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%
0, 0,
% 5 4 s 7 9 12 14 16 17 % 5 4 s 7 9 12 15 18 21 23
Dias apos fertilizagdo Dias apds fertilizacdo
Gastrula ™ 4-bragos | 6-bragos 8-bragos Rudimento Gastrula ™ 4-bracos | 6-bragos 8-bragos Rudimento

Figura 6: Proporcado das diferentes fases larvares ao longo dos dias (apos fertilizagdo) de cultivo
para o ensaio I e ensaio II.

A andlise temporal evidencia ainda que o desenvolvimento larvar do ensaio II apresentou
atrasos prolongados comparativamente ao desenvolvimento larvar do ensaio I. Neste,
observou-se a sobreposi¢do de apenas duas fases: quando a fase de 4-bragos terminou (12°
dia), a fase de 6-bragos ja tinha iniciado (9° dia). Seguidamente, a fase de 8-bracos teve inicio
no 14° dia, altura em que a fase 4-bracos ja ndo era observada. Cerca de 80% das larvas
apresentavam rudimento ao 17° dia, com presenga de larvas em fase de competéncia. Em
contrapartida, o ensaio II apresentou sobreposi¢do das trés fases larvares em simultaneo,
uma vez que, ao 15°, 18° e 21° dia, eram observadas larvas nas fases de 4-bragos, 6-bracos e

8-bracos.
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Tabela IV: Nuimero total de larvas de Paracentrotus lividus no ensaio I e II, com diferenciagdo das
fases larvares e identificag@o do dia inicial e final em que cada fase larvar foi observada. Os valores
do ensaio I sdo relativamente aos quatro tanques de cultivo. Os valores do ensaio II sdo relativamente
aos trés tanques de cultivo.

Ensaio I Ensaio I1
Estadio de N° de larvas . . ae o . , ce
. Dias apos fertilizagdo | N°de larvas | Dias apds fertilizagdo
desenvolvimento

Gastrula 970 000 1 758 400 1
Inicio 4-bracos 384 000 2 432 000 2
Fim 4-bragos 9600 12 7200 21
Inicio 6-bracos 192 000 8 7200 12
Inicio 8-bragos 9600 14 7200 15
Fim 8-bracos 19 200 16 7 200 21
Rudimento 19 200 16 1383 23

3.3 Assentamento dos juvenis:

Ap6s o desenvolvimento do rudimento, as larvas de P. /ividus iniciaram a metamorfose, cuja
fase critica corresponde ao assentamento larvar. Nesta etapa, procedeu-se a redistribui¢ao
das larvas pelos diferentes tratamentos e respetivas placas de assentamento. Durante as
primeiras quatro semanas, além do fator tipo de acondicionamento (microalga, indoor,

outdoor), os juvenis foram testados em dois locais distintos de cultura: aquarios e tanques.

Através do modelo de regressdo binomial negativa com funcio de ligagio log (Pearson y*/df
= 0,4.), os testes de razdo de verossimilhanca relataram efeitos significativos dos fatores
principais: Semana (x> = 27,670; p = 0,001); Local (x> = 15,488; p = 0,001); e Tipo de
acondicionamento (y*>= 11,562; p = 0,003). O mesmo aconteceu nas intera¢des: Semana *
Local (x> = 8,187; p = 0,017); Local * Tipo de acondicionamento (y* = 6,284; p = 0,043);
Semana * Local * Tipo de acondicionamento (x~ = 80,479; p = 0,001). Apenas a interacdo

Semana * Tipo de acondicionamento nao apresentou diferencas estatisticas significativas.

A analise de fatores principais mostrou que, ao longo das semanas, o nimero médio de
ouri¢os-do-mar observados nas placas diminuiu, uma vez que a segunda semana apresentou
5,26 vezes mais individuos observados do que a quarta semana. Em relacdo ao local, as
placas colocadas nos aquarios registaram cerca de 64% menos juvenis de ouri¢os-do-mar do

que as placas colocadas nos tanques (exp(B) = 0,36; p = 0,001). Quanto ao tipo de
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acondicionamento, as placas com acondicionamento indoor € com microalgas, foram as que
se observou significativamente menor nimero de individuos nas placas de assentamento (36
%), quando comparado com o numero de P [lividus observados nas placas com

acondicionamento outdoor (54 %).

Na interagdo Semana * Local, apenas na quarta semana ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre o numero observado de juvenis nos aquarios € nos
tanques. Em contraste, as condigdes: segunda semana*aquario (exp(B) = 4,10; p = 0,018);
segunda semana*tanque (exp(B) = 14,72; p = 0,001); terceira semana*aquario (exp(B) =
4,03; p = 0,032); e terceira semana*tanque (exp(B) = 3,26; p = 0,039) apresentaram
diferengas significativas em relagdo a condi¢do de referéncia (quarta semana*tanque). Estes
dados indicam uma diminui¢do acentuada do numero de juvenis nas placas de assentamento
ao longo do tempo, em ambos os locais. Destaca-se, em particular, a variagdo observada
entre a segunda para a quarta semana nos tanques com redugao do nimero de juvenis em 93

%.

A intera¢do Local* Tipo de acondicionamento, apresentou diferencas no tratamento em
aquarios, onde os acondicionamentos indoor ¢ microalgas apresentaram valores médios
assentamento de 29% e 24%, respetivamente, ao registado no tipo de acondicionamento
outdoor. Nos tanques ndo foram observadas diferencas significativas entre tipos de

acondicionamento.

Por fim a interagdo de trés fatores (Semana * Local * Tipo de acondicionamento) (Figura
7), mostrou diferencas significativas principalmente na segunda semana em comparagao
com a referéncia (quarta semana*tanque* outdoor) (Anexo — Tabela VI). A tinica excecao
foi a condi¢do segunda semana*aquario*indoor (exp(B) = 0,43; p = 0,258), que nao diferiu
da referéncia. As restantes condigdes da segunda semana apresentaram um niimero
observado dos juvenis de ouri¢os-do-mar, 4,16 a 7,01 vezes superior a referéncia (ex.:
segunda semana*aquario*microalga; segunda semana*tanque*outdoor). Em contrapartida,
todas as combinagdes da quarta semana apresentaram menor numero de individuos de P,
lividus nas placas de assentamento, do que a referéncia (quarta semana*tanque* outdoor),
variando entre redu¢des médias de 70% (quarta semana*aquario*microalgas) e 24%

(quarta semana*aquario*indoor).

De forma geral, os resultados indicam um registo superior do niumero de juvenis assentados

nos tanques em placas com acondicionamento outdoor. Por outro lado, foi observado menor
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nimero de ouricos-do-mar em placas acondicionadas com microalgas e indoor,

particularmente a partir da 3* semana apds assentamento.

g 200 g 200
£ 4 2*Semana & 3% Semana
E 180 E 180
- s
) )
; 160 E 160
N 5 3
2 o . 2 0
Z Z
= 12 = 12
= 120 3 =l 120
E -] 6
2 100 = 100
E] E
=
: —— : ——
£ H B
5 5
Z 40 ]
- -
£ 20 . )
= —— 5 2 I
E o .| s 0
Z Indoor Indoor Cutdoor Qutdoor/ Microalga’  Microalga/ z Indoor Indoor Outdoor Uutdoor Mhcroalga Microalga
Tanque Agqudrio Tanque Aquério Tanque Aquino Tanque Aquério Tanque Auqudrio Tanque Aquénio
Acondicionamento / Local Acondicionamento / Local
= 200
2 4* Semana
g 180
2
=
Z 160
é 140
g,
= 120
E 100
=}
g %0
3
z 60
=
5w
=
E 0 - —— [ ]
z ndoor,

I loor Qutdoor Outdoor Migcroalga Microalgal
Tanque Aquano Tanque Aquano Tanque Aquano
Acondicionamento / Local

Figura 7: Distribuigdo temporal do nimero de juvenis de Paracentrotus lividus observados na
superficie das placas de assentamento sob diferentes tipos de acondicionamento, apds o ensaio de
desenvolvimento larvar. Nimeros diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas em
relagdo ao grupo de referéncia (4* semana * Outdoor * Tanque). Resultados dos testes estatisticos
detalhados na Tabela VI do Anexo.

Ap0s a quarta semana, o fator local deixou de ser considerado, uma vez que todas as placas
foram transferidas para aquarios. Desta forma foi realizada uma andlise estatistica
considerando apenas os fatores do tipo de acondicionamento das placas de assentamento ao
longo das semanas (segunda; terceira; quarta; sexta; sétima; e oitava). O modelo de regressdo
binomial negativa com funcio de ligagdo log (Pearson y*/df = 0,390) mostrou efeitos
estatisticos significativos dos fatores principais, Semana (x~ = 90,67; p = 0,001) e Tipo de
acondicionamento (x> = 18,07; p = 0,001), bem como da interagio Semana * Biofilme (y*>=

19,63; p = 0,033).

Como analisado anteriormente ao longo das semanas, a média de nimero de ourigos-do-mar
na superficie das placas de assentamento, diminuiu progressivamente. Na segunda semana,

foram observados 10,72 vezes mais ouricos-do-mar nas placas de assentamento do que na
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oitava semana. Contudo, observou-se um ligeiro aumento da quarta semana (exp(B) = 1,63;
p = 0,346) para a sexta semana (exp(B) = 2,15; p = 0,139), explicado pelo facto de alguns
juvenis inicialmente fixados nas paredes dos tanques, terem sido transferidos para os

aquarios, promovendo transferéncia dos ourigo-do-mar para as placas de assentamento.

Em relagdo ao fator tipo de acondicionamento (Figura 8), as placas acondicionadas com
microalgas (exp(B) = 0,29; p = 0,026) apresentou um numero de individuos nas placas
significativamente menor em comparagao com as placas acondicionadas em outdoor. Ja as
placas do acondicionamento indoor (exp(B) = 1,05; p = 0,925) ndo diferiu das placas do

acondicionamento outdoor, registando apenas um valor 5% superior.

A interagdo Semana * Tipo de acondicionamento (Figura 8) ndo revelou diferencas
estatisticamente significativas entre as combinagdes analisadas. Apenas a condicao terceira
semana* acondicionamento microalgas mostrou uma tendéncia de diferenca (exp(B) = 3,47;
p = 0,097), sugerindo um menor decrescimento do niimero relativo de ouri¢os-do-mar nas
placas, em comparagdo com os restantes acondicionamentos, ainda que sem significancia

estatistica.

No geral, o acondicionamento outdoor destacou-se de forma consistente como aquele que
alojava mais juvenis ao longo do tempo, embora as diferencas tenham variado entre semanas

e tratamentos, sem interagdes marcantes.

43



2% Semana 3% Semana 42 Semana

200 b 200 200
. 180 . 180 . 180
£ 160 £ 160 £ 160
£ 140 - < 140 2 140
120 7 £ 120 £ 120
Z 100 x E 100 b Z 100
< 80 E 80 a E 80
g 60 5 .- § 60 3 ] § 60
g 40 ZE 40 = i 5 40 a b a
20 20 ¥ | s :;:‘
In;iI;Jor Microalga Outdoor 0 Indoor Microalga Outdoor 0 Indoor Microalga 0th§001’
Acondicionamento Acondicionamento Acondicionamento
200 6% Semana 200 7* Semana 500 8 Semana
. 180 _ 180 _ 180
Z 160 2 160 £ 160
< 140 < 140 < 140
£ 120 £ 120 £ 120
Z 100 Z 100 & 100
2 30 2 20 2 80
E 60 R E 60 E 60
2 40 a I 2 40 a a 2 40
ooem y BHE O CaosE , BT gy g
0 Indoor Microalga Outdoor 0 Indoor Microalga Outdoor 0 Indoor Microalga Outdoor
Acondicionamento Acondicionamento Acondicionamento

Figura 8: Distribuicdo do niumero de juvenis de Paracentrotus lividus observados na superficie
das placas de assentamento sob diferentes tipos de acondicionamentos. As letras “a” e “b” indicam
diferencas estatisticamente significativas para o fator Tipo de acondicionamento (p<0,05) em
relagdo ao acondicionamento outdoor. Resultados dos testes estatisticos detalhados na Tabela VII
do Anexo.

3.4 Crescimento dos juvenis:

Para além do numero de ourigos-do-mar observados nas placas de assentamento, foi ainda
avaliado o crescimento destes, através da medi¢do do seu diametro ao longo das oito semanas

seguintes ao assentamento.

Segundo o modelo linear generalizado com distribuicdo Gamma e fun¢do de ligacao log
(Desvio/grau de liberdade = 0,018), os testes de razao de verossimilhanga revelaram efeitos
significativos dos fatores semana (y> = 139,535; p = 0,001), local (x*=13,973; p = 0,001) e
Tipo de acondicionamento (y*>= 10,775; p = 0,005) no didmetro dos juvenis assentados nas
diferentes placas. A interacao dos fatores Semana * Tipo de acondicionamento (y~= 35,985;
p=0,001) também teve um efeito significativo nesta medida. Em contrapartida, as interacdes

entre os fatores Semana * Local (x> = 2,803; p = 0,246); Local * Tipo de acondicionamento
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(x*=2,022; p = 0,364); Semana * Local * Tipo de acondicionamento (x*= 7,370; p = 0,118)

ndo afetaram significativamente o didmetro dos juvenis medidos.

A andlise dos parametros estimados demonstrou que, ao longo das semanas, existiu um
aumento do didmetro dos juvenis de 57% em relagdo a segunda semana. Em termos de local
de manutengao, foi registado um aumento do didmetro de 7% dos ourigos-do-mar mantidos
nos aquarios em relacao aqueles mantidos nos tanques. Quanto ao tipo de acondicionamento,
o indoor promoveu um aumento do diametro dos ourigos-do-mar superior (exp(B) = 1,44; p
= 0,001), enquanto o acondicionamento de microalgas promoveu um aumento médio do
diametro dos juvenis, ligeiramente inferior (exp(B) = 0,94; p = 0,039), quando comparados

com o acondicionamento outdoor.

As médias marginais estimadas confirmam este padrdo: o diametro aumentou
progressivamente da segunda semana (0,57 + 0,01 mm) para a quarta semana (1,10 = 0,03
mm). Em média, o didmetro dos juvenis nos aquarios (0,79 = 0,01 mm) ¢ superior,
comparativamente ao didmetro de juvenis nos tanques (0,70 = 0,01 mm). Relativamente ao
tipo de acondicionamento, o indoor promoveu um maior aumento do diametro (0,79 + 0,02
mm) em compara¢do com o acondicionamento de microalgas (0,73 + 0,02 mm) e outdoor

(0,71 £ 0,02 mm).

A interagdo Semana * Tipo de acondicionamento revelou que as diferencas se acentuaram
ao longo do tempo (Figura 9A). Na segunda semana, o aumento do didmetro foi semelhante
entre os tipos de acondicionamento [0,54 + 0,02 mm (indoor) - 0,60 = 0,02 mm (microalga)].
Contudo, na quarta semana, a diferenga tornou-se evidente, com o acondicionamento indoor
a promover maior crescimento (1,42 = 0,06 mm) em comparagdao com o acondicionamento

de microalgas (0,96 = 0,04 mm) e outdoor (0,98 = 0,04 mm).

Durante as primeiras quatro semanas, o didmetro dos juvenis de P. [ividus aumentou
significativamente ao do tempo (Figura 9B), sendo superior nos aquarios em relacdo aos
tanques. Entre os acondicionamentos testados, o indoor destacou-se por promover maior

crescimento.
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Figura 9: A) Diametro médio + desvio padrdo dos juvenis de Paracentrotus lividus (mm), em
fungdo da interacdo Tempo/Tipo de acondicionamento. O simbolo * indica o grupo selecionado
como referéncia no modelo estatistico. As letras @ e b indicam diferencgas estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo de referéncia (p < 0,05). Resultados dos testes estatisticos
detalhados na Tabela VIII do Anexo. B) Diametro médio + desvio padrdo dos juvenis ao longo da
2% 3% e 4% semanas, em diferentes tipos de acondicionamentos do ensaio 1.

A partir da quarta semana o fator local deixou de ser considerado e foi analisado apenas o
fator biofilme ao longo do tempo. O modelo linear generalizado com distribuigdo Gamma e
funcao de ligacdo log apresentou Desvio/graus de liberdade = 0,04, evidenciando bom ajuste
do modelo. Os testes de razdo de verossimilhanga revelaram efeitos estatisticos

significativos para os fatores, Semana (y~=1262,372; p =0,001) e Tipo de acondicionamento
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(x*=9,505; p = 0,009), bem como para a interacdo Semana * Tipo de acondicionamento ()>

=27,449; p = 0,002).

Como relatado anteriormente, ao longo das semanas verificou-se um aumento progressivo
do diametro dos juvenis, ndo apresentando diferencas estatisticas desde a sexta semana até
a oitava semana. As médias marginais estimadas confirmam esta tendéncia: na segunda
semana (exp(B) =0,29; p =0,001), os juvenis apresentaram um aumento médio do diametro

de 0,57 = 0,02 mm, atingindo 2,25 + 0,09 mm na oitava semana.

Em relacdo ao tipo de acondicionamento, os valores médios do didametro dos juvenis sao
idénticos. Contudo, observou-se uma diferenga estatisticamente significativa no
acondicionamento de microalgas (exp(B) = 1,27; p = 0,013), que atingiu um crescimento
médio de 1,28 + 0,03 mm, cerca de 27% superior ao acondicionamento outdoor (1,16 + 0,03

mm).

A interacdo Semana * Tipo de acondicionamento descreve a dinamica do crescimento dos
juvenis de P. lividus entre a segunda e a oitava semana. Embora as médias indiquem
diametros superiores no acondicionamento indoor até a quarta semana (1,42 + 0,09 mm) e
uma tendéncia de maior crescimento dos juvenis no acondicionamento de microalgas nas
semanas finais (1,96 £ 0,13 mm a 2,54 + 0,18 mm), a unica diferencga estatisticamente
significativa (Figura 10) encontrada foi na quarta semana * acondicionamento indoor
(exp(B) = 1,30; p = 0,046), em que os juvenis apresentaram didmetro superior em

comparag¢do ao acondicionamento outdoor (Figura 10).

Os resultados demonstraram que o diametro dos juvenis de P. /ividus aumentou de forma
consistente ao longo do tempo, estabilizando apds a sexta semana. Entre os diferentes tipos
de acondicionamento, apenas os juvenis presentes nas placas acondicionadas de microalgas
apresentaram didmetro significativamente superiores aos avaliados no acondicionamento

outdoor, enquanto o acondicionamento indoor, destacou-se apenas na quarta semana.
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Figura 10: Didmetro médio + desvio padrao dos ourico-do-mar Paracentrotus lividus ao longo do
tempo do ensaio I (2°-8* semana), observados nas superficies das placas de assentamento com
diferentes tipos de acondicionamento. O simbolo * representa a diferenca estatisticamente
significativa descrita na combinacdo de fatores no biofilme indoor na quarta semana. Resultados
dos testes estatisticos detalhados na Tabela IX do Anexo.

3.5 Marcacio de juvenis com calceina:

Na primeira experiéncia, a marcagao da calceina ndo foi denotada nos ouri¢os-do-mar que
apresentavam ainda tamanhos inferiores a 1 mm. J4 na segunda experiéncia, a gama de

tamanhos de P. /ividus foi superior (D: 2,518 — 7,242 mm).

A partir do teste de Qui-Quadrado, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre as concentragdes de calceina (100, 150 e 200 mg/L) da segunda
experiéncia, relativamente a taxa de sucesso de marcag¢do do P. /ividus, em nenhum dos
tempos avaliados: 0 horas (2 2)= 0,415, p =0,812), 1 dia (¥2 )= 0,714, p = 0,700) e 7 dias
2 2= 0,714, p = 0,700). Estes resultados indicam que, para cada tempo, o sucesso de

marcacao foi estatisticamente independente da concentracao.
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Apesar da auséncia de diferengas estatisticas, tendo em conta a mortalidade observada na
concentragdo de 200 mg/L, e intensidade de coloracdo registada ao sétimo dia, a
concentracdo de 150 mg/L foi a mais eficiente (93%) para a marcacdo de ourigos-do-mar
nesta gama de diametro (3,991 £+ 1,222 mm) com calceina. Destaca-se, ainda, a observagao
da Figura 11, na qual ¢ visivel a diminui¢@o da intensidade da cor amarelada nos individuos

ao longo do tempo em todos os tratamentos.

' 100 mg/L 150 mg/L 200 mg/L.

0 horas

1 dia

7 dias

_ ' \
Figura 11: Intensidade da marcagdo de calceina em ouri¢o-do-mar, Paracentrotus lividus, ao longo
do tempo das trés concentracgdes testadas (100, 150 e 200 mg/L).

Através da ANOVA de dois fatores, avaliou-se ainda o efeito do tempo e da concentragdo da
calceina no crescimento dos ourigos-do-mar. O fator tempo apresentou diferencas
estatisticamente significativas (F1)= 6,141; p = 0,014), indicando variagdes de crescimento
ao longo do ensaio, conforme apresentado na Tabela V. Por outro lado, o fator concentragao
de calceina ndo teve efeito significativo no crescimento dos individuos (Fp) = 0,255; p =

0,775), tal como a interagao entre o tempo e a concentracao (Fi2) = 190; p = 0,827).
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Tabela V: Dados biométricos e percentagem da taxa de sucesso de marcagdo com calceina em
ouricos-do-mar, Paracentrotus lividus, para as duas experiéncias. O simbolo * representa diferengas
estatisticas no crescimento (ms) em relagao ao fator tempo.

Primeira Experiéncia

Concentragdo de

10 mg/L 20 mg/L 50 mg/L
calceina
Tamanho médio
1,441 +£ 0,528 0,945 + 0,298 0,942 £ 0,229
(mm)
Percentagem sucesso
de marcagdo Oh 0% 0% 0%

AMC (%)

Segunda Experiéncia

Concentragao de

100 mg/L 150 mg/L 200 mg/L
calceina
Percentagem sucesso
de marcagdo Oh 96% 98% 96%
AMC (%)
Percentagem sucesso
de marcagdo 1 dia 96% 93% 91%
AMC (%)
Percentagem sucesso
de marcagao 7 dias 96% 93% 91%
AMC (%)
Medigao inicial (m;)
3,940 + 0,967 3,988 £1,209 3,775+ 0,976
(mm)
Medicdo final (my)
4,254+1,009 * 4241 +1,319 * 4,231 +1,195*

(mm)

4. Discussao:

4.1 Caracterizac¢ao dos stocks de reprodutores:
A caracterizagao do stock de reprodutores utilizados em ensaios laboratoriais ¢ fundamental
para compreender a etapa do ciclo de vida em que os organismos se encontram. A andlise
dos parametros biométricos e histoldgicos, nomeadamente o IGS e as fases de maturacao,

permite avaliar o estado fisiologico dos individuos. Em espécies equinodermes, como P,
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lividus, a maturacdo das gonadas apresenta variagdes sazonais bem documentadas (Byrne,

1990; Nunez-Gonzalez et al., 2025; Raposo et al., 2023; Spirlet et al., 1998).

No presente estudo, observaram-se diferengas significativas na fase de maturagao sexual das
fémeas. No ensaio larvar I, as fémeas recolhidas a 1 de abril, encontravam-se em fases de
maturacdo prematura (fase IIl), com gonadas caracterizadas por apresentarem odcitos
primarios nos diferentes estagios de desenvolvimento (Byrne, 1990). Enquanto no ensaio
larvar II, iniciado a 23 de junho, predominavam fémeas em fases de maturagdo mais
avancadas, nomeadamente em desova (estadio V), com as gonadas vagamente preenchidas
com espagos deixados pelos o6citos (Byrne, 1990). Estas diferengas podem ser atribuidas ao
periodo distinto em que os ensaios foram conduzidos e que, reflete a influéncia da
sazonalidade sobre o ciclo reprodutivo. Em Peniche, area onde foram recolhidos os
reprodutores usados para os ensaios larvares, Raposo et al., (2023) analisaram o ciclo
reprodutivo da espécie P. lividus. Neste estudo, foi observado que em abril/maio, a maioria
dos individuos apresentavam IGS mais elevado (12,87 + 6,43%) e encontravam-se na fase
matura (estadio III). O ciclo de maturagdo das gonadas evoluiu para uma fase de desova
(estadio V) em junho, altura em que o IGS atingiu o valor minimo (4,18 £ 1,3%), seguido
de julho numa fase VI, apos desova. Contudo no ensaio larvar I (abril), os ourigos-do-mar
usados na induc¢do da desova apresentaram um IGS médio inferior (9 + 4%) aos usados na
inducdo da desova do ensaio larvar II [junho, (10 £ 3%)]. Estes valores indicam que, em

ambos os periodos, os individuos encontravam-se em fases avancadas de maturagao.

O sucesso dos ensaios de desenvolvimento larvar, que para este estudo se traduz na
sobrevivéncia apds a metamorfose dos juvenis de P. lividus também depende do estado de
maturacdo dos reprodutores. Neste caso, a recolha tardia de reprodutores poderd ter
comprometido a viabilidade do segundo ensaio realizado. E essencial integrar informagdes
sobre o ciclo reprodutivo anual da espécie na planificacdo de ensaios de desenvolvimento

larvar.

De acordo com Nuiez-Gonzélez et al., (2025), o ciclo reprodutivo de P. lividus varia em
funcdo das estacdes e da localizagdo geografica. O estudo realizado na ilha Gran Candria
(Espanha) revelou predominancia da fase III no final do verdo até ao inicio do outono, com
valores maximos de IGS durante o verdo. Outros trabalhos reportam diferentes periodos para
o pico de maturacao: no sul da Bretanha (Frang¢a), ocorre do final da primavera ao inicio do

verdo (Spirlet ef al., 1998), padrao também registado no nordeste do Mediterraneo (Lozano
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et al., 1995); em Ballynahown, (Irlanda), estende-se do final da primavera ao final do verao
(Byrne, 1990). No sul de Marrocos, o IGS diminui de marco a agosto, refletindo
amadurecimento e desova, € aumenta novamente no outono-inverno, atingindo valores
maximos em janeiro/fevereiro (Ouchene ef al., 2021). Um padrao semelhante foi descrito

para populagdes em Portugal (Machado, 2007; Machado et al., 2019; Oliveira et al., 2003).

O estudo de Loi et al., (2017) realizado numa Area Marinha Protegida da Sardenha, reportou
dois eventos de desova de P [lividus (em junho e mar¢o) num local sem pressao
antropogénica. Em contraste, numa zona sujeita a maior pressdo, os autores observaram
apenas um evento reprodutivo. Nesta populacdo, os organismos de tamanho comercial
representavam 5% da populagdo, enquanto a maioria correspondia a exemplares de menor

dimensao, que necessitavam amadurecer mais rapidamente.

Starr et al., (1993) e Lozano ef al., (1995) sugerem como hipotese que o inicio da floracao
do fitoplancton funciona como fator desencadeante para a desova dos ouri¢os-do-mar. A
fotossintese promovida pela luz solar, em conjunto com a disponibilidade de nutrientes e
temperaturas amenas da agua, cria condigdes favoraveis ao desenvolvimento de picos de
abundancia de fitoplancton. Ao mesmo tempo, estes fatores estimulam o desenvolvimento
das gonadas dos ourigos-do-mar, levando a taxas de desova superiores durante o verdo e

menores durante o outono.

Estas observagdes reforcam a hipotese de que a desova € um evento imprevisivel e altamente
subordinado a fatores ambientais, necessitando de cuidados extremos, quando abordados em
meios controlados. No ensaio II, a presenca de fémeas em estddios mais avangados de
maturacao levou a que, antes mesmo da estimulacao artificial, os ourigos-do-mar P. lividus
ja tivessem iniciado a desova, possivelmente induzida pelo stress associado a manipulagdo.
Além das diferengas intrinsecas ligadas ao estado de maturagdo, fatores extrinsecos
relacionados com a qualidade da 4gua também contribuiram para a auséncia de resultados
no ensaio II. A qualidade da dgua € um fator critico para a manutengao de organismos em
meios controlados. Durante o periodo experimental de junho, registaram-se temperaturas
mais elevadas, que favorecem o crescimento e a reproducdo do zooplancton. A
disponibilidade de nutrientes e o calor adicional estimulam ainda a florag@o de fitoplancton
(microalgas), que serve de alimento ao zooplancton, potenciando o seu crescimento. Apesar

da utilizagdo de sistemas de filtragdo mecanica, fisica e quimica, os tanques onde presentes
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as larvas dos ourigos-do-mar, apresentavam condigdes Otimas a proliferacdo destes

organismos, tendo sido observados os mesmos nos tanques de cultivo (Figura 12 (a) (b)).

Figura 12: Representacdo ilustrativa: a) e b) Copepoda observado em amostras dos cultivos larvares
do ensaio II; ¢) Larvas de menor dimensdo observadas no ensaio II, quase em fase de competéncia;
d) Larva P. lividus fase 4-bragos sem anomalias; e) ¢ f) Larva P. [lividus com malformagoes
identificadas pelas setas.

Em relagdo ao desenvolvimento larvar, este apresentou diferencas relevantes entre os dois
ensaios realizados. No ensaio I as larvas atingiram a fase de competéncia aos 17 dias pds-
fertilizagdo, enquanto no ensaio II essa fase apenas foi alcangada aos 23 dias pos-fertilizacao
de P, lividus. Além disso, a competéncia foi atingida de forma consistente nos quatro tanques
do ensaio I, contrastando com o ensaio II, no qual apenas um tanque manteve larvas até a
fase de rudimento. E importante salientar que as contagens larvares podem estar sujeitas a
erros amostrais, refletindo a variabilidade associada a heterogeneidade das amostras. Apesar
da realizagdo de triplicados em cada cultivo, é possivel que as larvas ndo estivessem
distribuidas homogeneamente nos tanques, mesmo com circulacao da 4gua antes da recolha
das amostras. Essa limitagdo metodologica deve ser considerada na interpretagdo dos

resultados obtidos.

As larvas desenvolvem-se ao longo de um periodo designado pré-competente, durante o qual
se alimentam e crescem até atingirem a competéncia para a metamorfose. Esta etapa ¢
crucial, pois garante que as larvas estejam suficientemente desenvolvidas para sobreviver e
prosperar no substrato bentonico apos metamorfose (Hodin et al., 2015). Caso contrario,
ocorre elevada mortalidade, resultante da seletividade natural. Ainda segundo Hodin et al.,
(2015), larvas provenientes do mesmo cultivo podem atingir a competéncia em momentos
diferentes, mesmo sob condigdes e dietas semelhantes, o que sugere variacdo genética

intrapopulacional como fator de influéncia no ritmo de desenvolvimento.

Comparando com estudo prévios, Gomes et al., (2021), observaram que larvas alimentadas
com dieta monoespecifica de Rhodomonas, atingiram a competéncia entre os 17 a 20 dias
pos-fertilizacdo, enquanto as larvas alimentadas com a diatomacea Chaetoceros alcangaram

essa fase apenas aos 21 dias pos-fertilizagdo. De forma semelhante, Castilla-Gavilan et al.,
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(2018) relataram que dietas baseadas em Rhodomonas sp. conferem vantagens nutricionais,
promovendo um desenvolvimento mais rapido, maior teor lipidico € menor investimento
para a produgdo. Nesse estudo, as larvas atingiram a competéncia aos 15 dias pOs-
fertilizagdo, associada ao cultivo em baixa densidade (1 larva/ml), o que reforga a influéncia

deste fator no crescimento.

Diversos autores t€ém demonstrado que dietas mistas de microalgas tendem a proporcionar
melhor desempenho larvar do que dietas unialgal (Castilla-Gavilan et al., 2018; Ahmed et
al.,2016). No entanto, Ahmed et al., (2016) observaram que embora Chaetoceros calcitrans
apresente boas propriedades nutricionais, esta dieta pode afetar negativamente o
desenvolvimento do rudimento em P. /ividus, levando a malformag¢des como alongamento
do brago pods-oral. Este ¢ um sinal tipico de larvas submetidas a uma alimentagao inadequada.
Este estudo utilizou uma densidade larvar de 6 larvas/mL, o que pode também ter contribuido

para ocorréncia das anomalias.

Outro aspeto relevante observado no presente trabalho refere-se ao tamanho das larvas.
Embora ndo tenham sido efetuadas medigdes morfométricas, a comparagdo visual permite
indicar que as larvas do ensaio II apresentavam dimensdes inferiores ao do ensaio I, nas
mesmas fases equivalentes de desenvolvimento (Figura 12¢). Além disso, verificaram-se
malformagdes em vérias larvas do ensaio II, reforcando a hipdtese de condigcdes subotimas
de cultivo (Figura 12 (e) (f)). Segundo a classificacdo proposta por Gambardella et al.,
(2021), as larvas observadas no ensaio II correspondem ao tipo 17, caracterizado por larvas
com intestino e anus edemados ou dilatados, apresentando aglomerados de células
pigmentares no celoma. Esta anomalia compromete a capacidade de alimentagdo devido a
movimentos ciliares lentos, assincronos ou interrompido. A formacdao do esqueleto €
essencial para a sobrevivéncia larvar e, consequentemente, para a continuidade das
populagdes de ourigos-do-mar. Fatores de stress ambientais, como o aquecimento e a
acidifica¢do dos oceanos, podem promover o aparecimento de malformagdes larvares. No
entanto, no ensaio II, as temperaturas foram mais controladas € amenas em compara¢ao com
o ensaio I, reduzindo a probabilidade desse efeito. Relativamente a acidificagdo, a
consequente diminuicao da saturagdo de carbonato de célcio pode afetar o crescimento larvar
e o desenvolvimento esquelético (Gambardella ef al., 2021). Contudo, no presente estudo, a
agua do mar utilizada apresentou valores de pH entre 8,1 e 8,5 £ 0,01, intervalo considerado
adequado para a calcificacdo. De forma consistente, Comeau et al., (2017), em observacao

de corais (Acropora yongei), e Hu et al., (2025), com ourigos-do-mar (Strongylocentrotus
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purpuratus), observaram que a calcificacdo ¢ comprometida em valores de pH inferiores,
sugerindo que pH 8 favorece o processo de calcifica¢do. Ainda segundo Gambardella et al.,
(2021), dos diversos fatores apontados para a ocorréncia de anomalias espontaneas, apenas
a qualidade reduzida dos gametas utilizados na fertilizagdo, podera justificar as anomalias
observadas no presente ensaio, embora ndo se exclua outras possiveis explicagdes para o

fendmeno.

Desta forma, a conjugagao de fatores intrinsecos (maturagdo avangada e desenvolvimento

larvar) e extrinsecos (qualidade da 4gua) limitou a efetividade do ensaio larvar II.

4.2 Assentamento e diAmetro dos juvenis:
O assentamento constitui uma etapa determinante no ciclo de vida dos equinodermes,
frequentemente associada a baixas taxas de sobrevivéncia em sistemas de aquacultura. Este
processo ¢ influenciado por multiplos fatores que, em conjunto, podem criar condigdes
Otimas para o sucesso reprodutivo (Plee & Suckling, 2024), como a presenga de carbonato
de calcio, a proximidade de coespecificos e o fornecimento de microalgas que funcionam

como vetores quimicos e biolodgicos do assentamento.

De forma geral, o nimero de individuos observados nas placas de assentamento diminuiu ao
longo do decorrer do tempo, sendo menor nos aquarios e superior nas placas revestidas com
biofilme outdoor. Esta diminui¢do, comparativamente com o assentamento inicial
contabilizado na segunda semana, pode ser explicado através de eventos de mortalidade,
devido a associacao da fase pré-metamorfica, pouco resistentes a continua manipulagdo, e/ou
através da deslocacdo, uma vez que eram visiveis juvenis nas paredes dos tanques/aquarios
e nas conchas de ostra. Na segunda semana, registou-se 5% individuos fixados nas placas,
nao incluindo os assentados nas paredes dos tanques e aquarios. Com o decorrer do ensaio,

esta taxa apresentou tendéncia decrescente.

O principal componente do exoesqueleto das ostras ¢ o carbonato de célcio (CaCOs3), o
mesmo mineral que constitui as espiculas do endosqueleto larvar dos ourigcos-do-mar. Uma
das fases instaveis do processo de assentamento passa pela formagado das espiculas devido a
uma fase amorfa deste composto que gradualmente transforma-se em calcite (Beniash et al.,
1997; Vidavsky et al., 2014; Wilt, 2002). Nesta etapa, a principal fonte de ides de calcio
(Ca*") provém da agua do mar através do processo de biomineralizagdao. Assim, neste ensaio,

as conchas de ostra juntamente com a carapaga triturada de ourico-do-mar, colocadas no
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fundo dos tanques e aquarios, funcionaram como uma fonte lenta e continua de carbonato

de célcio, libertando Ca*" em contacto com agua do mar e diéxido de carbono.

Além de fornecer célcio, as conchas atuaram também como suporte biologico, uma vez que
foram previamente mantidas com os reprodutores adultos, adquirindo um biofilme
proveniente destes, composto por matéria organica, restos de alimentos e fezes. Deste modo,
as conchas de ostra, a carapaca de ourigos-do-mar triturada e as placas de assentamento, que
foram também previamente colocadas nos aquarios onde estavam presentes os reprodutores
adultos, poderao ter funcionado como sinal quimico de coespecificos. Dworjanyn & Pirozzi,
(2008) demonstraram que Tripneustes gratilla reage a presenga de organismos da mesma
espécie, bem como a dgua previamente exposta aos mesmos. Em concordancia, no estudo
de Brundu et al., (2016), verificaram o mesmo padrao em Paracentrotus lividus,
independentemente do substrato utilizado. Assim, a presenca de biofilmes formados a partir
de coespecificos pode atuar como um sinal de seguranga ambiental, promovendo o

assentamento (Plee & Suckling, 2024).

Para promover o assentamento larvar, no presente estudo foram ainda adicionado microalgas
ao meio de cultura durante a fase de competéncia, atuando como indicadores bioldgicos.
Esta abordagem baseia-se no estudo de Lago et al., (2024), que destacou o papel fundamental
das diatomaceas como promotoras do assentamento e do crescimento das larvas de ourigo-
do-mar, devido a libertagdo de fatores quimicos, nomeadamente compostos organicos

soluveis, como agucares e aminoacidos (Aratjo et al., 2020).

O sucesso do assentamento larvar depende essencialmente da identificagdo de um substrato
adequado para a metamorfose (Privitera et al., 2011). Um biofilme ideal, deve reunir trés
requisitos fundamentais: altas taxas de assentamento das larvas competentes; baixa
mortalidade; e crescimento consistente dos juvenis pos-assentamento (Rial et al., 2018). A
auséncia de diferengas estatisticamente significativas no nimero de individuos nas placas de
assentamento entre tratamentos, ao longo das oito semanas de ensaio, pode refletir
semelhanga nas condicdes de alimentagdo e na qualidade geral dos biofilmes desenvolvidos.
No entanto, de um ponto de vista subjetivo o acondicionamento das placas com um biofilme
natural outdoor (Praia) foi o melhor desenvolvido neste ensaio, evidenciado pela presenca
de uma comunidade diversificada de microalgas e outras formas de vida bentonica, como

descrito na sec¢do 2.2. Essa maior complexidade biologica poderia contribuir para oferecer
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um ambiente mais atrativo e nutritivo para o assentamento e desenvolvimento inicial dos

juvenis.

Figura 13: Observacdo do assentamento de Paracentrotus lividus em placas de ceramica: a) Placas
de assentamento do acondicionamento outdoor, como representacdo da coloniza¢do natural de
comunidade marinha; b) Placa de ceramica, evidenciando um juvenil assentado no orificios; c)
Juvenil assentado no orificio da placa, demonstrando a camuflagem na observagdo das placas; d)
Juvenis a alimentarem-se com laminaria desidratada; ¢) Vista dorsal de um juvenil, ilustrando o
desenvolvimento pos-metamorfico e estrutura de espiculas visiveis.

Com vista a aplicagdo em programas de repovoamento, as placas de ceramica utilizadas
neste estudo funcionam como microhabitats artificiais, fornecendo abrigo e protecdo aos
juvenis, com potencial para aumentar a sobrevivéncia apds a libertagdo no meio natural. Este
tipo de estrutura proporciona um periodo de aclimatacdo ao novo ambiente, reduzindo a

vulnerabilidade inicial a predacgao.

Em consonancia, apos a recolha e observagao das placas do ensaio II (outdoor), durante o
tempo que permaneceram na praia, revelaram uma elevada capacidade de colonizagdao por
diversos organismos marinhos (Figura 13a), incluindo estrelas-do-mar, améijoas e
mexilhdes. Pequenos gastropodes tenderam a instalar-se nos orificios das placas,
beneficiando simultaneamente da protecgao fisica e da disponibilidade de alimento aderente.
Essa diversidade evidencia o potencial ecoldgico das placas em suportar multiplos nichos
ecologicos e oferecer refligio a organismos em fases iniciais de vida. Embora o ensaio larvar
II ndo tenha sido concluido devido a constrangimentos experimentais, os resultados obtidos
no ensaio larvar I sugerem que este tipo de substrato natural poderd proporcionar as
condi¢gdes mais favoraveis ao assentamento. As larvas de P. lividus iniciam o processo de
metamorfose e instalam-se em resposta a estimulos quimicos provenientes do biofilme
marinho (Dworjanyn & Pirozzi, 2008). Assim, a elevada taxa de assentamento observada no
tratamento outdoor (Marina) pode estar associada a presenca de coospecificos e a maior
diversidade de micro-organismos no biofilme, que emitem compostos quimicos indutores da
metamorfose. Em contraste, o acondicionamento indoor, embora desenvolvido com agua

proveniente do meio natural, foi sujeito a uma filtragdo prévia que eliminou a componente
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zooplanctonica. A composi¢ao de biofilmes naturais ¢ altamente varidvel ao longo do tempo
e entre locais, dependendo de fatores sazonais e ambientais. O periodo experimental (janeiro
a julho), coincidiu com o aumento da proliferagao de algas na costa de Peniche, associado a
sazonalidade do ciclo de vida das macroalgas. Tal como referido por Rial et al., (2018), o
sucesso da metamorfose, crescimento e sobrevivéncia dos juvenis pds-assentamento
depende fortemente da composi¢do e maturidade do biofilme. Uma vez que o biofilme ndo
¢ igual durante o ano inteiro, assim, recomenda-se que futuros ensaios laboratoriais
considerem a utilizacao de biofilmes recolhidos em diferentes épocas do ano, refletindo a

variabilidade natural dos ecossistemas marinhos.

Em relacdo ao acondicionamento de microalga, a taxa de assentamento foi inferior aos
restantes, possivelmente devido ao biofilme desenvolvido ndo apresentar a mesma
consisténcia estrutural dos restantes tratamentos. Segundo Lago et al., (2024), a Skeletonema
costatum proporciona uma dieta rica em nutrientes, potenciando o crescimento e a
sobrevivéncia dos juvenis, enquanto o género Nitzschia promove um maior assentamento
larvar, devido a libertagao de adenosina como sinal quimico indutor da metamorfose (Rahim
et al.,2004). De forma consistente Plee & Suckling, (2024) e Rial et al., (2018) identificaram
Nitzschia sp. como uma das diatoméceas mais eficazes na promogao do assentamento, com
taxas de sucesso entre 60% e 90%. A eficacia deste género deve-se a sua capacidade de
produzir substancias poliméricas extracelulares, formando um biofilme robusto e estavel
(Plee & Suckling, 2024). No entanto, o desenvolvimento de biofilmes a base de diatoméceas
e outros organismos colonizadores requer geralmente periodos mais longos, de cerca de 5 a
6 semanas, para atingirem a maturidade necessaria (Plee & Suckling, 2024). No presente
estudo, embora o tempo de desenvolvimento tenha sido suficiente para a formagao do
biofilme, ¢ possivel que a adicdo peridodica de novas culturas tivesse promovido um

crescimento mais continuo e homogéneo.

Adicionalmente, antes da utilizagdo das placas para o ensaio de assentamento, foi necessario
proceder a sua lavagem quimica. Apesar de ser uma etapa essencial para garantir a
eliminagdo de potenciais competidores dos juvenis de ourigos-do-mar, € provavel que tenha
também removido parte do biofilme previamente estabelecido, reduzindo assim a sua
qualidade e potencial de colonizagdo larvar. Este efeito foi particularmente evidente nas
placas acondicionadas com microalgas e indoor, conforme ilustrado na Figura 3, sugerindo
que esta etapa deva ser reconsiderada para favorecer a obtengdo de um biofilme de maior

qualidade.
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E relevante destacar, pela observagio da Figura 8, que existiu um ligeiro aumento do nimero
de individuos observados nas placas entre a quarta semana para a sexta semana. Este
aumento, pode ser explicado pelo facto de alguns juvenis inicialmente fixados nas paredes
dos tanques, terem sido transferidos para os aqudrios, 0 que promoveu um novo
assentamento nas placas. Esta transferéncia foi necessdria, uma vez que os tanques
apresentam volumes consideravelmente superiores aos aquarios, oferecendo maior area e
dispersdo, o que levou as larvas a fixarem-se predominantemente nas superficies laterais, em
vez das placas destinadas ao ensaio. Embora as placas tivessem sido concebidas para atrair
as larvas através do biofilme presente na sua superficie, a sua suspensao na zona superficial
dos tanques limitou a area efetiva de contacto e, consequentemente, o assentamento. Assim,
o ensaio larvar II foi projetado para confirmar que sistemas de menor volume permitiriam
uma monitorizagdo mais eficaz do processo de assentamento e proporcionariam condig¢des
mais favordveis, nomeadamente pela utilizacdo de biofilmes ja estabelecidos, como o
proveniente da reproducao assexuada de Ulva sp., que apresentam potencial para promover

taxas de sucesso superiores.

Cumpre salientar que poderdo ter ocorrerido alguns erros de amostragem,
predominantemente durante o processo de contagem dos juvenis assentados. As placas de
cerdmica apresentavam uma coloracdo alaranjada, e, associada ao biofilme, originava uma
tonalidade escura que dificultava a observacao dos individuos. Considerando que os juvenis
apresentavam dimensdes reduzidas (0,5 £ 0,1 mm) e coloracdo igualmente escura, a
identificacdao visual tornava-se ainda mais complexa, sobretudo quando se encontravam
ocultos nos orificios das placas (Figura 13c). Por esta mesma razdo, foi desenvolvido o
ensaio com calceina, ndo s6 para fins de repovoamento, mas também como ferramenta

auxiliar na contabiliza¢do da taxa de assentamento em estudos futuros.

Paralelamente, o acompanhamento do crescimento dos juvenis permitiu avaliar a viabilidade
dos diferentes acondicionamentos. Observou-se um aumento gradual ao longo do tempo,
com tamanhos médios que passaram de 0,57 + 0,01 mm na segunda semana para 2,25 + 0,09
mm na oitava semana (Figura 13e). Em termos de local, os individuos mantidos nos aquarios
apresentaram um didmetro médio 7% superior aos mantidos nos tanques, podendo sugerir
que menores volumes de dgua e maior controlo das condigdes ambientais podem favorecer
o desenvolvimento inicial dos juvenis. Nao foram encontrados estudos que comparem
especificamente o crescimento de P. lividus em aquarios (12 L) comparativamente com o0s

tanques cilindrocénicos (48 L). Contudo, estudos de densidade podem suportar a principal
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hipotese retirada destes dados. Segundo Suckling et al., (2018) uma densidade larvar mais
elevada, cria um menor espaco relativo por individuo e, subsequentemente, a aglomeracao,
a competicdo por espago, alimento e outros recursos serdo mais pronunciadas. Assim sendo,
no presente estudo, ao compararmos o volume do tanque com a quantidade de alimento
disponivel, verificamos que, embora o numero de placas seja igual em ambos os locais (n=4),
a competicdo pelo alimento nos tanques ¢ superior. Tal deve-se ao facto de estes
apresentarem um maior volume total (48 L) e, consequentemente, um nimero total mais
elevado de larvas de P [lividus (4 larvas/mL). Resumindo, a diferenca observada entre
aquarios e tanques pode ser explicada pela diferenca de quantidade alimentar consoante o
volume total de cada cultivo. Seriam necessarios ensaios controlados, dos diferentes fatores,

de modo a isolar o efeito do volume de cultivo ou até mesmo o formato do meio de cultivo.

Relativamente ao efeito do tipo de acondicionamento nas placas, o tratamento indoor
promoveu inicialmente um diametro dos juvenis superior, seguido do acondicionamento
outdoor e, por ultimo, o acondicionamento de microalgas até a quarta semana. Contudo,
posteriormente o tratamento microalgas apresentou um tamanho médio superior, seguido do
indoor e outdoor, sendo que apenas os ouri¢os-do-mar no tratamento microalgas eram
significativamente maiores que os ouricos mantidos nas placas outdoor. Esta diferenca
estatistica deve-se, em grande parte, a0 menor nimero de individuos medidos nesse
tratamento, resultando num grupo menos representativo. Por outro lado, o acondicionamento
outdoor com maior numero de individuos assentados, apresentou didmetros médios menores
devido a heterogeneidade no crescimento intra-coorte. O crescimento pos-metamorfico dos
juvenis tende a ser assincrono, devido ao efeito de dominancia, em que individuos maiores
limitam o desenvolvimento dos menores, criando um crescimento desigual intra-coorte
(Thompson et al., 2021). Ap6s a metamorfose, os juvenis apresentam diametros de 200400
um (Thompson et al., 2021). De acordo com Boudouresque & Verlaque, (2013) e Lawrence,
(2007), P. lividus atinge aproximadamente 2 cm ao fim de dois anos, embora Mendes et al.,
(2019), tenham registado que 35% dos individuos ultrapassaram 2 cm em apenas sete meses,
evidenciando que fatores ambientais e nutricionais podem acelerar significativamente o

crescimento.

E importante reconhecer que o ensaio I apresentou algumas limitacdes metodoldgicas,
nomeadamente a auséncia de um controlo negativo. Este ensaio teve como objetivo principal
servir de teste preliminar para identificar a metodologia mais adequada e, posteriormente,

otimizar as condi¢des de assentamento nos diferentes biofilmes. Contudo, tratando-se de
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organismos vivos, nem sempre a resposta as condi¢des experimentais € previsivel, o que

contribuiu para falhas no ensaio seguinte.

4.3 Marcacao de juvenis do calceina:
As experiéncias de marcagao com calceina teve como objetivo otimizar a dete¢ao de juvenis
nas placas de assentamento e, futuramente, apds repovoamento, possibilitar a sua
monitorizagdo. Esta abordagem representa um avancgo relevante para a aplicagdo em placas
de ceramica, tal como relatado neste estudo, ao constituir uma ferramenta acessivel e eficaz
para identificar organismos em ensaios de campo. A marcagdo quimica ¢ amplamente
aplicada em estudos de crescimento, uma vez que o corante se liga aos ides de calcio,
incorporando-o no exoesqueleto calcificado durante a biomineralizagdo (Carboni, 2013),
permitindo monitorizar a dindmica populacional. No contexto da aquacultura aplicada ao
reforco de stocks naturais, o desenvolvimento de metodologias de marcagdo-recaptura
fiaveis ¢ essencial (Ray et al., 2025; Thompson ef al., 2021), tornando necessaria a avaliagao

dos possiveis efeitos destes métodos antes da sua aplicagdo em ambiente natural.

Os resultados obtidos evidenciaram insucesso na primeira experiéncia, realizada com
organismos de menor classe de tamanho, enquanto a segunda experiéncia demonstrou
resultados positivos em classes superiores. Abordando a segunda experiéncia, a
fluorescéncia observada, independentemente da concentragdo, foi intensa e heterogénea, tal

como Rodriguez et al., (2016).

A comparagao entre as duas experiéncias sugere que tanto o tamanho dos juvenis como as
concentragdes do corante podem influenciar a eficacia da marcagdo em P. /ividus, sobretudo
em individuos muito jovens, possivelmente devido a efeitos toxicos. Na segunda
experiéncia, a taxa de sucesso foi notdria, com visibilidade da fluorescéncia, embora sem
diferencas estatisticamente significativas entre as concentragdes testadas. Deve salientar-se
que a avaliagdo da intensidade da fluorescéncia foi de natureza qualitativa (Figura 11), e que

a marcacao mostrou uma tendéncia para desaparecer ao longo do tempo.

Os resultados sugerem que a calceina ¢ viavel como marcador em ourigos-do-mar, embora
fator intrinseco ao organismo como o tamanho, bem como varidveis associadas ao protocolo
experimental, como a concentragdo do marcador de calceina e tempos de exposi¢ao, possam
condicionar a sua eficdcia. Porém, fatores extrinsecos também desempenham um papel

relevante, como relatado em Purcell et al., (2006). Neste estudo chegaram a conclusdo de
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que a superficie dorsal dos pepinos-do-mar marcados com calceina, apds periodos de
exposicdo solar, apresentava tonalidade mais ténues, em comparagdo com a superficie
ventral. Levantaram a hipdtese de que a exposi¢ao ao sol atenua a intensidade da marcagao.
No caso dos ouricos-do-mar, a calceina ¢ absorvida pelas estruturas calcificadas,
assegurando taxas de retenc¢do elevada, dado que esta estrutura ndo esta diretamente exposta
ao sol. Contudo, as espiculas, que também apresentam fluorescéncia, encontram-se sujeitas
a este fator, podendo assim sofrer atenuagdo. No geral, a retencdo de marcadores em
organismos repovoados pode depender ainda da profundidade e da turbidez da 4gua (Purcell

et al., 2006).

Outro resultado relevante foi a elevada mortalidade registada na primeira experiéncia, com
juvenis de menor tamanho. Estes juvenis, para além de ndo apresentarem evidéncias de
marcacdo, foram frequentemente registados exemplares em que apenas a carapaca
permanecia intacta, indicando a degradagao total dos tecidos internos. Este resultado aponta
para uma possivel toxicidade associada a calceina em individuos muito jovens. A escassez
de estudos com ouri¢os-do-mar desta classe de tamanho dificulta comparagdes diretas,
contudo Moran, (2000), num estudo com gastrépodes juvenis (Nucella ostrina) de 0.9 a 2.0
mm, expostos a 100 mg/L de calceina, observou baixa mortalidade e auséncia de efeitos

sobre o crescimento, sugerindo que a resposta pode ser intra-espécie.

Durante a segunda experiéncia, a mortalidade registada foi de apenas 2%, valor que indica
um impacto reduzido do procedimento. Estas taxas enquadram-se na faixa relatada por
Correia et al., (2023), para P. lividus (1-4%), validando o impacto minimo da metodologia.
De forma semelhante, Santos ef al., (2022) reportaram auséncia de mortalidade, enquanto
Rodriguez et al., (2016) observaram uma taxa de sobrevivéncia inferior (88%). Importa
salientar que a mortalidade observada pode ndo ser exclusivamente atribuida aos banhos
quimicos, uma vez que os organismos em ambientes controlados sdo altamente manipulados,
criando stress nos mesmos (Correia et al., 2023). Consoante o protocolo seguido no presente
ensaio, a rotina de trocas didrias do meio, embora essencial para a manuten¢ao de parametros

ambientais 6timos, pode contribuir na mortalidade.

A marcagdo com calceina foi aprovada pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos
dos Estados Unidos da América (US-FDA) como um pedido de investigacdo de um novo
medicamento veterinario, permitindo a manipulagdo e posterior venda para consumo, nos

EUA (Purcell et al., 2006). Em Portugal, contudo, segundo a informacdo de seguranca
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voluntarias disponibilizada no ambito do regulamento (CE) n.° 1907/2006 (REACH), a
utilizagcdo da calceina ¢ desaconselhada para fins alimentares. Nao obstante, a calceina
apresenta um periodo de exposi¢do relativamente curto, uma vez que a fluorescéncia fica
fixa nas zonas calcificadas, por um periodo dependente da concentragdo e do organismo
marcado, mas a substancia ativa livre desaparece devido as lavagens consecutivas iniciais,

descritas no protocolo elaborado.

Em estudos futuros, seria importante avaliar diferentes tempos de exposicao a calceina.
Como exemplo, Wilson et al., (1987), reportaram elevada taxa de sucesso em peixes
estuarinos juvenis, submetidos a uma concentragdo de 125 mg/L durante duas horas de
imersdo, o que sugere que a otimizacdo da dura¢do da exposicao poderd aumentar a eficacia

da marcagdo sem comprometer a viabilidade dos organismos.

Os resultados do presente estudo indicam ainda que a calceina ndo afetou o crescimento dos
individuos ao longo do periodo experimental. Em contrapartida, observou-se um aumento
do tamanho médio apo6s sete dias da experiéncia, demonstrando que os juvenis retomaram a
ingestdo alimentar apds o periodo de marcacdo, e que a calceina ndo comprometeu
significativamente o metabolismo. Esta observagdo estd em concordancia com estudos
prévios (Correia et al., 2023), que ndo registaram efeitos negativos sobre o crescimento.
Contudo, Santos et al., (2022) no seu ensaio com P. lividus de dimensdes superiores (20 a
45 mm) expostos a concentragcoes de 100 mg/L durante 24 h, relatam efeitos adversos no

crescimento.

Durante a amostragem, foi visualizado em alguns casos a sobreposi¢ao de individuos de
maior calibre (grupo de 150 mg/L) sobre individuos menores, o que pode ter limitado a
exposi¢do a calceina. Esta circunstancia ajuda a explicar a ligeira diferenca nas taxas de
sucesso registadas entre o grupo de 100 mg/L (96%) para o de 150 mg/L (93%). Englobando
os resultados, a concentragao de 150 mg/L revelou-se mais adequada, apresentando melhores
indices gerais em comparacdo com concentracdes superiores e maior visibilidade da
fluorescéncia ao longo do tempo, comparativamente a concentracao inferior nesta gama de

tamanhos (3,99 + 1,22 mm).

Importante realgar que apds sete dias de amostragem, verificou-se uma diminuigado
generalizada da intensidade da cor amarelada nos individuos em todos os tratamentos,
através de uma avaliag¢do qualitativa. Este fendmeno podera refletir um tempo de marcagao

insuficiente ou utilizagdo de concentragdes baixas, embora a toxicidade deva ser
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considerada, principalmente em organismos de menor desenvolvimento. Resultados
semelhantes foram descritos em outros estudos: Leips et al., (2001) com viviparos-ando
(Heterandria formosa), observaram necessidade de remarcar alguns individuos apos 2 a 3
semanas; Ray et al., (2025), relataram degradagdo rapida da fluorescéncia em bodides
(Lachnolaimus maximus). Porém, no caso de Correia et al., (2023), obtiveram marcas
visiveis durante trés meses em P. lividus de tamanhos superiores (10-25mm) expostos por

48 horas a 150 mg/L.

De forma integral, os resultados indicam que a marca¢do com calceina em P. [ividus ¢
condicionada a determinados parametros. A combinagdo de 24 horas a uma concentragdo de
150 mg/L, aplicada a juvenis de 2 a 7 mm mostrou-se adequada ao conciliar eficiéncia de
marcagdo, baixa mortalidade e auséncia de efeitos negativos no crescimento. Esta evidéncia
reforca o potencial da técnica em estudos de monitorizagdo, embora a curta duragdo da
fluorescéncia constitua uma limitagdo a ser considerada. O banho quimico de calceina
apresenta vantagens significativas: ¢ economico, permite a marcagdo rapida de um grande
numero de individuos e evita o sacrificio dos animais para analise microscopica. Porém, para
estudos prolongados de marcagdo-recaptura, a perda gradual de fluorescéncia limita a sua
aplicagdo. Futuramente, seria pertinente testar os mesmos intervalos de concentracdo em
organismos do tamanho usado na segunda experiéncia, mas com periodos de exposi¢do
superiores, de forma a averiguar a viabilidade da metodologia aplicada em agdes de

repovoamento € monitorizacdo em meio natural.
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5. Conclusao:

O presente estudo visou compreender e otimizar etapas-chave do ciclo de vida de P. lividus
em contexto de aquacultura, com vista a aplicagdo em programas de repovoamento. Dada a
sensibilidade da fase de metamorfose, foi explorada o desenvolvimento de biofilme
adequado para otimizar o processo de assentamento larvar em placas de ceramica produzidas
através da tecnologia de impressdo 3D. A caracterizagdo dos reprodutores permitiu
compreender as falhas registadas no ensaio larvar II, evidenciando a influéncia da
sazonalidade e das fases de maturagao das gonadas sobre o sucesso reprodutivo. Estes
resultados, em conjunto com fatores extrinsecos, permitiram definir a janela temporal mais
adequada para a recolha dos reprodutores (abril e junho) e subsequente indugdo e cultivo

larvar.

Relativamente ao assentamento e crescimento, os resultados demonstraram que os trés tipos
de acondicionamento testados foram adequadamente aceites pelas larvas de P lividus.
Destaca-se o acondicionamento outdoor, pela superior taxa de assentamento, devido aos
sinais promoventes a metamorfose. Considerando o crescimento dos juvenis de P. /ividus, o
acondicionamento indoor favoreceu este fator, porém a falta de diferencas significativas
demostra que a progressdo temporal possivelmente é o principal determinante do

crescimento.

A marcacdo com calceina confirmou a viabilidade da metodologia em individuos de maior
tamanho, embora se tenham observado limitagdes em organismos mais pequenos € uma curta
duracgdo da fluorescéncia. Assim, o banho quimico com calceina mostra-se uma ferramenta
promissora para programas de monitorizagdo e repovoamento, carecendo, no entanto de

calibragdo adicional para evitar potenciais efeitos toxicos e perda precoce de marcacao.

Apesar das limitagdes encontradas, nomeadamente a variabilidade sazonal dos reprodutores
e problemas associados a qualidade da agua, os resultados obtidos sdo consistentes e

fornecem uma base solida para otimizagdo futura da metodologia.

Considera-se relevante ampliar a investigacdo sobre diferentes tipos de acondicionamento
das placas de ceramica, incluindo o crescimento de germlings de macroalgas (estadios
iniciais de desenvolvimento das macroalgas apds a germinacao dos esporos) aumentando a
diversidade e a estabilidade do biofilme. Além disso, a avaliagdo da eficacia do biofilme em
condi¢des outdoor, como em praias, pode fornecer informacdes mais realistas sobre o

desempenho das placas no ambiente, considerando também a proximidade do habitat natural
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dos juvenis de P [lividus. Paralelamente, estudos utilizando calceina com tempos de
exposicao mais longos sdo necessario e complementares, permitindo compreender melhor a

dinamica da colonizagdo ¢ monitorizacao de ensaios de repovoamento.

Em sintese, este trabalho contribuiu para o avanco de praticas de aquacultura sustentaveis
em Portugal, fornecendo informagdes essenciais para a melhoria das técnicas de cultivo de
Paracentrotus lividus, com potencial impacto na conservagdo e recuperacdo dos

ecossistemas costeiros.
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7. Anexos:

Figura 14: Sec¢des histologicas representativas das gonadas femininas (a-c) e masculinas (d-g) de
Paracentrotus lividus nos trés e quatro estagios de maturidade, respetivamente, obtidos neste ensaio
laboratorial, definidos por Byrne, (1990). Génadas femininas: (a) Fase III — Prematuro: presenga
de Odbcitos Primarios (OP) com nucleo visivel e espagos vazios (E) resultantes de uma desova
parcial; (b) Fase IV — Maduro: Ovario rico em odcitos (O) no limen e uma fina camada de fagocitos
nutritivos (FN) ao longo da parede; (c) Fase V — Parcialmente desovado: Ovério com espacos vazios
(E) entre odcitos desagregados (OD) no centro; Gonadas masculinas: (d) Fase II — Crescimento:
Testiculo com colunas de espermatocitos em desenvolvimento a migrar (EM) e fagbcitos nutritivos
(FN); (e) Fase III — Prematuro: Testiculo prematuro com espermatozoides (Es) e fagdcitos nutritivos
(FN) ao redor da periferia; (f) Fase IV — Maduro: Testiculo repleto de espermatozoides (Es); (g) Fase
V - Parcialmente desovado: Testiculo parcialmente fecundado com espagos vazios (E) deixados
pelos espermatozoides fecundados (Es).
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Tabela VI: Resultados da analise de regressdo binomial de Poisson ao efeito da combinagdo entre
os tipos de acondicionamento das placas, local e tempo decorrido no assentamento dos ourigos-do-
mar Paracentrotus lividus. Os valores de Exp(B) a cinzento representam as vezes que o nimero
médio de assentamento € inferior a referéncia (4* semana*Tanque* Outdoor), enquanto a azul é
superior a referéncia. Os valores de p-value a verde, significa que ndo apresenta diferencgas
estatisticas com a referéncia (p>0,05).

Semana Local Tipo de acondicionamento Exp(B) p-value
28 A I 0,43 0,258
28 A M 0,16 0,017
28 A ¢ 4,16 0,047
28 T I 4,57 0,035
28 T M 7,01 0,007
28 T (0] 6,99 0,007
32 A 1 0,58 0,455
32 A M 1,34 0,684
3? A (0] 2,88 0,141
32 T 1 1,68 0,47
32 T M 4,10 0,049
3? T (0] 2,51 0,201
42 A I 0,24 0,056
42 A M 0,37 0,178
42 A o 0,70 0,621
42 T I 0,67 0,585
42 T 0,43 0,258
42 T o Referéncia

Tabela VII: Resultados da analise do modelo de regressdo binomial negativa com funcao de ligagdo
log ao fator tipos de acondicionamento decorrido no assentamento dos ourigos-do-mar
Paracentrotus lividus. Os valores de Exp(B) a cinzento representam as vezes que o nimero médio
de assentamento ¢ inferior a referéncia (Outdoor), enquanto a azul é superior a referéncia. Os valores
de p-value a verde, significa que ndo apresenta diferencgas estatisticas com a referéncia (p>0,05).

Tipo de acondicionamento Exp(B) p-value
I 1,05 0,925
M 0,29 0,026
O Referéncia
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Tabela VIII: Resultados da analise do modelo linear generalizado com distribuicio Gamma e
func¢do de ligagdo log ao efeito da combinagao entre o tempo e tipos de acondicionamento em relagéo
ao crescimento dos ourigcos-do-mar Paracentrotus lividus. Os valores de Exp(B) a cinzento
representam as vezes que o nimero médio do crescimento ¢ inferior a referéncia, enquanto a azul é
superior a referéncia. Os valores de p-value a verde, significa que ndo apresenta diferencgas
estatisticas com a referéncia (p>0,05).

Semana | Tipo de acondicionamento Exp(B) p-value
2% I 0,64 0,001
2% M 1,06 0,485
28 (0] Referéncia Tipo de acondicionamento
32 I 0,04 0,001
32 M 1,07 0,421
32 (0] Referéncia Tipo de acondicionamento
42 I
42 M Referéncia Semana
42 o
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Tabela IX: Resultados da analise do modelo linear generalizado com distribuicdo Gamma e fungao
de ligagdo log ao efeito da combinagédo entre o tempo e tipos de acondicionamento das placas em
relagdo ao crescimento dos ourigos-do-mar Paracentrotus lividus. Os valores de Exp(B) a cinzento
representam as vezes que o nimero médio do crescimento ¢ inferior a referéncia, enquanto a azul é
superior a referéncia. Os valores de p-value a verde, significa que ndo apresenta diferencgas
estatisticas com a referéncia (p>0,05).

Semana Tipo de acondicionamento Exp(B) p-value
28 I 0,84 0,175
28 M 0,83 0,165
28 o Referéncia Tipo de acondicionamento
32 I 0,94 0,616
32 M 0,83 0,155
32 o Referéncia Tipo de acondicionamento
42 I 1,30 0,046
42 M 0,78 0,06
42 o Referéncia Tipo de acondicionamento
6" I 0,90 0,432
6" M 0,82 0,138
6" o Referéncia Tipo de acondicionamento
7 I 1,05 0,698
7 M 0,99 0,946
7 o Referéncia Tipo de acondicionamento
8 I
g M Referéncia Semana

& o




