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Resumo

Os pepinos-do-mar constituem um recurso marinho economicamente importante,
utilizado em determinados paises como alimento gourmet, e também extremamente
valorizado pela industria farmacéutica em virtude do seu elevado valor medicinal.
Consequentemente, a exploracdo deste recurso marinho tem aumentado
significativamente, resultando em perturbagdes ao nivel da sua sustentabilidade, sendo a
sua producdo em aquacultura uma das alternativas para combater a sobre-exploracéo.

Um dos principais objetivos estabelecidos para este trabalho, teve por base a
aplicacdo de técnicas de identificacdo do género em Holothuria forskali: técnica com
agulha de bidpsia; técnica com aspiracdo; técnica com pequena incisdo na zona dorsal e
técnica com corte na parte anterior. As técnicas foram complementadas com a anélise
macro e microscéopica de génadas femininas de individuos selvagens capturados em
diferentes estadios de maturacdo. A técnica através da qual se conseguiram melhores
resultados foi a técnica com agulha de bidpsia, tendo-se obtido uma taxa de identificacdo
de 100%, sem ocorréncia de eviscera¢do ou mortalidade. No que diz respeito a analise
macro e microscopica de gonadas, a mesma permitiu associar diferentes graus de
coloracdo das génadas a estadios de maturacdo distintos, sendo tanto mais avancado o
estadio de maturacdo, quanto maior é o didmetro dos o6citos e quanto mais intensa € a
sua cor. No entanto, verificou-se uma exce¢do num dos grupos de estudo, onde as gonadas
mais esbranquicadas apresentavam oo6citos com diametros maiores, em compara¢ao com
as gonadas cuja coloracdo era mais intensa, 0 que podera dever-se ao facto desta génada
se encontrar num estadio imediatamente pds-desova.

No decorrer do presente trabalho, foram também abordadas duas alternativas de
regimes de acondicionamento para holotirias, monocultivo e policultivo. Este ensaio teve
como objetivo verificar se o0 acondicionamento de H. forskali, em regime de policultivo
com Sparus aurata, € uma pratica viavel. Para tal, foram avaliadas as taxas de mortalidade
e evisceracao, a variagdo de peso e o indice gonadossomatico (IG). A taxa de mortalidade
no grupo de estudo mantido sob o regime de monocultivo foi nula, enquanto que no grupo
de estudo mantido sob o regime de policultivo foi de 8%. Relativamente a taxa de
evisceracdo, no grupo de estudo mantido sob o regime de monocultivo foi de 25% e no
grupo de estudo mantido sob o regime policultivo foi de 33%. Verificou-se que ocorreu
uma diminuicao do peso médio das holoturias, tendo sido esta menos acentuada no grupo
de estudo mantido sob o regime de monocultivo (28,25 g). O 1G dos individuos mantidos
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em regime de monocultivo foi mais elevado (10,27+6,01), sugerindo que este grupo
reunia condi¢des mais favoraveis para o acondicionamento da H. forskali, comparando
com o regime de policultivo (7,08+5,58). Este ensaio experimental permitiu concluir que,
apesar do acondicionamento de H. forskali em regime de policultivo com S. aurata ser
uma pratica viavel, necessita de alguns ajustes, visando a sua otimizacao de forma a obter
melhores resultados, principalmente ao nivel da variagdo do peso médio e do IG.

A adaptacéo dos individuos as condicdes de acondicionamento, a sua capacidade
de sobrevivéncia em cativeiro, bem como a sua adaptacdo a diferentes tipos de alimento
fornecido, sdo algumas das caracteristicas que tornam a H. forskali numa espécie com
elevado potencial para a aquacultura, podendo, desta forma, constituir uma nova espécie

para introducdo nesta industria, ndo s6 em Portugal, como na Europa.

Palavras-chave: holotlrias; identificacdo do género; gonadas; indice gonadossomatico;

cultivo de equinodermes; policultivo; aquacultura.






Abstract

Sea cucumbers are marine resources which can be economically important, as it
is used as a gourmet food in some countries, as well as a product of great and significant
value for the pharmaceutical industry due to its high medicinal value. In consequence,
this marine resource exploration has increased substantially, leading to some disturbance
considering its sustainability. Thus, the sea cucumbers production in aquaculture farming
is considered as one of the alternative means to fight against its over-exploitation.

Therefore, one of the major objectives, which has been defined to the present
study, was based in the application of the gender identification techniques in what
concerns Holothuria forskali: the biopsy needle method; the aspiration method; the
method consisting in a slight incision in the dorsal area and the method consisting in an
incision in the animal front part. These techniques were complemented with both
macroscopic and microscopic analyses of female gonads extracted from wild individuals
which were caught in distinct maturation stages. It was possible to observe that it was the
method by using the biopsy needle the one through which were achieved the best results.
In fact, it was observed that the identification rate was 100%, without any evisceration or
mortality at all. In terms of the gonads macroscopic and microscopic analyses, it has
enabled the association within their different colouring degrees as well as their distinct
maturation stages. Indeed, it was noted that in the more advanced maturation stage, the
diameter of the oocytes increases and the colour of the gonad is more intense. However,
an exception in one of the groups used in this study was observed, whitish gonads with
larger oocytes when compared to those gonads with a more intense colour. This
observation can be explained by the fact that the latter gonad being in a stage immediately
post-spawning.

In the course of the present work, two alternatives of conditioning systems for
holothurians, monoculture and polyculture were also discussed. The objective of this
assay was to verify if the conditioning of H. forskali, in a polyculture with Sparus aurata,
is viable. In this regard, the mortality and evisceration rates, the weight variation and the
gonadosomatic index (GI) were evaluated. The mortality rate in the study group
maintained under the monoculture was null, whereas in the study group maintained under
the polyculture was of 8%. Regarding evisceration rate, the monoculture group was of

25% and the polyculture group was of 33%.

Xi



It was found that there was a decreasing in the medium weight of the holothurian,
which was less significant in the study group that had been kept under the monoculture
method (28.25 g). The Gl of the individuals kept under a monoculture system was higher
(10.27+6.01), suggesting that this group had more favourable conditions for the
H. forskali conditioning, comparing to the polyculture (7.08+5.58). This experimental
essay allowed us to conclude that, despite the fact that H. forskali conditioning in
polyculture with S. aurata is a viable practice, yet it needs some adjustments in order to
obtain more effective results, especially in terms of weight variation average and the Gl.

The adaptation of the individuals to the conditioning conditions, as well as their
capacity to survive in a captivity system, and their adaptability to different types of food
provided are some of the characteristics that make H. forskali species with high potential
for aquaculture farming and, therefore, to represent a new species for introduction in such

industry, not only in Portugal, but also across Europe.

Key words: holothurians; gender identification; gonads; gonadossomatic index;

echinoculture; policulture; aquaculture.
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1. Introducéo



Introducéo

1.1 Introducéo Geral

As holotdrias ou pepinos-do-mar constituem um grupo de invertebrados marinhos
da classe Holothuroidea, que pertence ao filo dos Equinodermes, onde também estéo
inseridos 0s ouricos-do-mar e as estrelas-do-mar. Os pepinos-do-mar podem ser
encontrados em qualquer tipo de habitat, em fundos de substrato rochoso ou arenoso,
movendo-se lentamente através de pés ambulacrérios. Dependendo da espécie, estes
organismos podem habitar aguas profundas ou superficiais e a sua longevidade é variavel,
entre 5 a 10 anos (Pangkey et al., 2012).

Tipicamente, apresentam um corpo cilindrico e alongado, muito semelhante a um
pepino vegetal. Dependendo da espécie, alguns individuos podem atingir até 2 metros de
comprimento e apresentar a mais variada combinacao de cores (Purcell et al., 2012). Os
pepinos-do-mar sdo organismos filtradores e detritivoros, assumindo uma grande
importancia ao nivel da cadeia alimentar, na medida em que participam ativamente na
reciclagem dos nutrientes existentes nos fundos marinhos, através da filtracdo do
alimento, removendo grande parte da matéria organica contida nos sedimentos
(Sicuro & Levine, 2011; Ramofafia et al., 2000). A sua principal fonte de alimento sdo
0s detritos organicos, podendo também alimentar-se de microrganismos zoo e
fitoplanctonicos (Sicuro & Levine, 2011). Relativamente a sua fisionomia, a boca e o
anus estdo localizados na parte anterior e posterior do corpo, respetivamente, sendo o
aparelho bucal provido de pequenos tentaculos que circundam a cavidade oral. Os
tentaculos podem variar em numero, entre 10 a 30, e em forma, consoante
a espécie; e captam o alimento, levando-o até a cavidade bucal (Pangkey et al., 2012;
Purcell etal., 2012). O esqueleto é reduzido a pequenas espiculas presentes no tegumento.
A parede do corpo é composta por uma cuticula fina sobre a epiderme e uma derme
espessa por baixo, sendo esta composta por tecido conjuntivo que envolve as espiculas.
No interior do corpo, encontram-se caracteristicamente 5 bandas musculares
longitudinais, situadas em posicao radial (Purcell et al., 2012). Muitas espécies de
holotarias possuem ainda tibulos de Cuvier, que consistem num o6rgdo de defesa, sendo
libertados perante um predador ou outras situagdes de stress e posteriormente regenerados
(Saldanha, 2003).



Todos os equinodermes tém uma grande capacidade de regeneracao, inclusive no
que diz respeito as génadas e outros oOrgdos internos. Holotdrias das ordens
Aspidochirotida e Dendrochirotida sdo conhecidas pelo fendmeno de evisceragdo como
resposta a manipulagéo inadequada ou ataque por parte de predadores. Este fendmeno
consiste na expulsao dos érgdos internos, através da parte anterior ou posterior do animal,
dependendo da espécie. A auséncia sazonal das visceras também tem sido observada em
algumas espécies, sugerindo a ocorréncia da atrofia e subsequente absor¢do dos 6rgdos
viscerais, bem como, em alguns casos, evisceracdo espontanea. A perda sazonal dos
Orgaos viscerais, seja pela sua expulsdo ou absorcdo interna, € considerada um fenémeno
normal em algumas espécies, provavelmente devido ao inicio de um periodo de
inatividade em condicOes adversas, ou como via para eliminar residuos armazenados em
tecidos internos (Lambeth, 2000).

Tentaculos
orais

Cloaca

respiratorias e, : . Estémago

Figura 1 - Anatomia interna de um pepino-do-mar comum (Adaptado de
Ruppert & Barnes, 1996).

As holotdrias sdo organismos didicos, contudo ndo apresentam dimorfismo
sexual, ndo sendo possivel fazer a distingdo entre macho e fémea, a olho nu. A génada
estd localizada dorsalmente, perto da boca e o poro genital é muito pequeno e
encontra-se na parte anterior do corpo, na zona da cabeca. A maioria das espécies possui
apenas um poro genital, contudo, algumas espécies apresentam 2 ou 3 poros com funcéo
de desova. Nos pepinos-do-mar, a fecundag&o é externa, isto €, ocorre na coluna de agua,
ap6s a libertagdo dos gametas para o meio, através do poro genital

(Pangkey et al., 2012; Purcell et al., 2012). Geralmente, e apesar de estar relacionada com



0 peso corporal dos individuos, a fecundidade das fémeas é muito elevada e podem
produzir 1 a 2 milhGes de odcitos, atingindo por vezes 10 milhdes de ovos apenas numa
desova. Quando as fémeas se encontram no estadio de matura¢&o mais avangado, existem
cercade 220 a 290 mil odcitos por grama de gonada feminina. Normalmente, as holoturias
exibem dois picos anuais de maturacdo das gonadas, resultando em dois eventos de
desova por ano. O padrdo da maturacdo difere entre espécies e até entre populacdes
distintas da mesma espécie, consoante a regido que habitam, devido a fatores como as
diferencas na temperatura da agua do mar e a disponibilidade de alimento
(Pangkey et al., 2012).

O ciclo de vida destes organismos € indireto, passando por varias fases larvares
até atingir a fase juvenil. Assim, o seu ciclo de vida é iniciado logo apos a fertilizacdo dos
odcitos, que eclodem cerca de 2 dias depois, dando origem a uma nova forma de vida
designada gastrula, que evolui para o primeiro estadio larvar, auricularia. A larva
auricularia, que consiste numa fase de vida mével, permanece livre na coluna de agua e,
nesta fase, as larvas ja se alimentam de microalgas (Chen, 2003; Pangkey et al., 2012).
Posteriormente, a auricularia evolui para doliolaria e, mais tarde, para pentactula. A larva
pentactula exibe caracteristicamente 5 tentadculos orais e € neste estadio de
desenvolvimento que surgem 0s primeiros pés ambulacrarios, tonando-se numa forma de
vida bentonica. E ja no substrato que a pentéctula sofre a metamorfose para a fase juvenil.
Inicialmente 0s juvenis sdo transparentes e vao adquirindo gradualmente caracteristicas
dos individuos adultos (Pangkey et al., 2012; Purcell et al., 2012). Ap0ds a fertilizacdo, as
larvas podem demorar entre 11 a 23 dias a atingir o estadio juvenil, no entanto, este
periodo de tempo depende muito das condi¢cdes ambientais (Renbo & Yuan, 2004;
Pangkey et al., 2012).

Tradicionalmente, os pepinos-do-mar, sdo também conhecidos como "trepang"
ou "beche-de-mer", e consumidos pelo povo chinés, especialmente nas zonas costeiras,
onde sdo considerados uma iguaria e utilizados na medicina tradicional. Podem ser
consumidos frescos ou cozinhados sob as mais variadas formas. Algumas espécies sdo
capturadas para consumo de todo o animal, enquanto outras sao capturadas apenas pelas
suas gonadas ou intestinos. Do ponto de vista nutricional, sdo considerados um alimento
bastante rico (Lambeth, 2000; Chen, 2003; Sicuro & Levine, 2011; Purcell et al., 2012).
Caraterizam-se, de um modo geral, por possuir um elevado teor de proteina, bem como
baixo teor lipidico, sendo na sua grande maioria acidos gordos polinsaturados e acidos
gordos essenciais (Chen, 2003; Pangkey et al., 2012; Pratas et al., 2014,
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Chang-Lee et al., 1989; Betchel et al., 2012). A maioria dos produtos de pepinos-do-mar
encontra-se no mercado na forma seca, embora exista nas mais variadas formas, seja
fresco, salgado ou até fumado. Para além do setor alimentar, as holoturias ja sdo utilizadas
com fins medicinais ha mais de cem anos (Pangkey et al., 2012). Atualmente s&o
conhecidas inumeras propriedades medicinais destes organismos, nomeadamente,
capacidade cicatrizante, anticoagulante, antimicrobiana, antioxidante, antiviral,
antitumoral, anticancerigena, entre outras (Pangkey et al., 2012; Santos et al., 2015).
Evidéncias cientificas mostram ainda que alguns dos compostos bioativos extraidos das
holotarias, como o sulfato de condroitina, auxiliam na reducdo da dor na artrite e até
mesmo no processo de combate ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV), juntamente
com as saponinas, também presentes nos pepinos-do-mar (Chen, 2003;
Sicuro & Levine, 2011; Pangkey et al., 2012; Santos et al., 2015).

Desde a década de 1950, em resposta a crescente e intensa procura deste produto
do mar, associada ao aumento do preco de mercado, a pesca global de holotdrias sofreu
uma répida expansdo (Robinson & Lovatelli, 2015). O ritmo acelerado da pesca de
pepinos-do-mar, associado a ineficiente gestdo dos stocks de pesca, tem-se tornado
insustentavel, impossibilitando, em muitos casos, uma resposta de gestdo eficaz, de tal
modo que, atualmente, mais de metade dos stocks naturais sdo considerados
empobrecidos ou sobre-explorados (Ramon et al., 2010; Robinson & Lovatelli, 2015).
Consequentemente, o esforco de pesca exercido sobre este recurso tem conduzido ao
aumento do risco de extingdo das espécies comerciais mais valiosas. Atualmente, 16
espécies estdo classificadas como "vulneraveis" ou "em perigo" na lista vermelha da
Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN)
(Robinson & Lovatelli, 2015). De facto, a gestdo sustentdvel dos recursos naturais
constitui uma ferramenta fundamental para fazer face a crescente popula¢do humana e ao
consequente aumento do consumo de produtos do mar, sem comprometer a saude dos
ecossistemas. Assim, com o objetivo de gerir e conservar os stocks de populagdes naturais
de pepinos-do-mar, é crucial que sejam desenvolvidos planos apropriados, tendo em
conta a sua gestdo e conservagdo (Samyn, 2000; Plaganyi et al., 2015). Os organismos
bentonicos, cuja motilidade é limitada, sdo particularmente suscetiveis de captura
excessiva, como acontece com os pepinos-do-mar (Plaganyi et al., 2015). Aspetos como
o facto de atingirem a maturacdo sexual bastante tarde e 0 seu sucesso reprodutivo
depender muito da densidade populacional, também as torna espécies suscetiveis de
sobre-exploracgdo (Asha & Muthiah, 2007).



O colapso dos stocks pesqueiros no Indo-Pacifico incentivou a exploracdo de
novas regides, bem como de novas espécies para satisfazer a crescente exigéncia do
mercado. Atualmente, para o abastecimento continuo dos mercados asiaticos, novas
espécies ndo-alvo de pepinos-do-mar do hemisfério norte estdo a ser pescadas e
comercializados, sendo ja explorados em mais de 70 paises (Sicuro & Levine, 2011;
Robinson & Lovatelli, 2015; Santos et al., 2015). Nas regides temperadas, 0s pepinos-
do-mar sdo, por vezes, capturados através de pesca de arrasto em aguas profundas, mas a
maioria €& capturada a mdo, em 4guas tropicais de baixa profundidade
(Eriksson & Clarke, 2015). Em Portugal, as holotdrias séo alvo de capturas ilegais, mas
também acessorias, sendo acidentalmente capturadas através de armadilhas ou pesca de
arrasto e rejeitadas pelas embarcacdes de pesca. Além disso, é cada vez mais frequente
em alguns paises asiaticos, como é o caso do Japdo, capturarem holotdrias ao largo da

costa portuguesa.

1.2 Biologia das espécies em estudo

1.2.1 Holothuria forskali

H. forskali (Delle Chiaje, 1823) € um equinoderme que pertence a familia
Holothuriidae e a ordem Aspidochirotida. Esta espécie caracteriza-se por possuir tubulos
de Cuvier bastante desenvolvidos, libertando-os como modo de defesa. De coloragéo
negra ou amarelo-acastanhada, apresenta a extremidade das papilas dorsais branca e pode
atingir 30 cm de comprimento (Saldanha, 2003). Relativamente ao aparelho bucal, é
provido de tentaculos com terminagdes peltiformes, caracteristicos da ordem
Aspidochirotida. No que diz respeito a sua alimentacdo, € dificil apurar a preferéncia
alimentar de holotdrias da ordem Aspidochirotida, uma vez que sao detritivoras e mais
propensas a depender das comunidades fungicas e bacterianas, promovidas pela

decomposicéo da flora e da fauna (Morgan, 2000; Purcell et al., 2012).



Figura 2 - H. forskali, no seu ambiente  natural  (Fonte:

http://www.biodiversidadvirtual.org/insectarium/Holothuria-forskali-img156746.html).

Quanto ao habitat, a H. forskali surge mais frequentemente em substratos
rochosos, situando-se geralmente na zona entre marés e a baixas profundidades, no infra
e circalitoral, tolerando uma vasta gama de temperaturas e podendo mesmo sobreviver a
longos periodos de emersdo, durante a baixa-mar (Saldanha, 2003). A distribuicdo
geogréfica tipica desta espécie verifica-se ao longo da costa Atlantica - Mediterranica,
podendo ser encontrada em toda a costa portuguesa. Esta espécie pode ser igualmente
encontrada na Escandinavia e ilhas Britanicas estendendo-se até as ilhas Canarias e
Marrocos (Tuwo & Conand, 1992).

Embora, até ao presente, os estudos debrucados sobre a biologia reprodutiva da
H. forskali sejam escassos, 0s mesmos permitiram compreender alguns aspetos do seu
ciclo reprodutivo, a partir dos quais se pode constatar que se reproduzem anualmente,
mais especificamente no periodo entre abril e junho, e de forma sincronizada nos dois
sexos. A reabsorcdo da gonada vazia estende-se até ao inicio da vitelogenese seguinte,
sem periodo de repouso (Tuwo & Conand, 1992).

Tal como todos os equinodermes, as holoturias ndo apresentam dimorfismo
sexual. De acordo com Santos (2014b), a observacao da cor dos tubulos das gonadas é a
forma mais simples de avaliar o género. Quando as gonadas estdo maturas, € possivel
verificar macroscopicamente 0s o0citos no interior dos tabulos, bem como o lumen

preenchido por espermatocitos maturos (Ramofafia et al., 2000). As génadas de fémeas



maduras apresentam uma cor laranja forte e os machos, um rosa-salmdo forte
(Santos et al., 2015).

A escala de maturacdo utilizada para descrever o desenvolvimento das gdnadas
estd dividida em 5 estadios, com base na analise macroscopica da morfologia tubular.
Estes estadios de maturacdo incluem: | — indeterminado, Il — em crescimento,
Il — maturo, IV — parcialmente desovado e V — desovado (Shiell & Uthicke, 2006).

No que diz respeito & H. forskali, no estadio de desenvolvimento I (imaturo), os
tubulos das gdnadas sdo pequenos, ndo ramificados e nesta fase nao € possivel distinguir
0 género. O estadio de desenvolvimento II (em crescimento) ¢ caracterizado por gonadas
mais desenvolvidas relativamente ao tamanho. Os ovérios e os testiculos apresentam
coloracdo cor de laranja e salmdo claro, respetivamente. No estddio de maturagdo III
(maturo), a génada masculina apresenta grandes tdbulos com ramifica¢fes adicionais e
coloracdo salmao. Por outro lado, génada feminina possui cor vermelho-alaranjada. O
estadio IV (parcialmente desovado) é diferenciado pela presenca de grandes tdbulos
preenchidos com gametas maturos, juntamente com longos tabulos vazios, na mesma
gonada, para ambos os sexos. Finalmente, no estadio de desenvolvimento V (vazio),
verifica-se uma reducdo no tamanho das génadas, e podem ser observados tubulos vazios
e encolhidos ou parcialmente absorvidos (Ramofafia et al., 2003; Keshavarz et al., 2012;
Santos et al., 2014b).

1.2.2 Sparus aurata

A dourada, S. aurata (Linnaeus, 1758) é um esparideo comercialmente importante
com um elevado valor comercial associado, assumindo um papel importante em Portugal,
quer na industria da aquacultura quer na pesca tradicional. Os individuos desta espécie
exibem caracteristicamente uma mancha negra acima do opérculo, assim como uma
mancha amarelo-dourada entre os olhos, e apresentam cores acinzentada na zona dorsal
e prateada na ventral (Saldanha, 2003). Esta espécie habita o andar infralitoral, na maioria
das vezes, fundos rochosos e encontra-se geograficamente distribuida ao longo do Mar
Mediterraneo; na zona temperada do leste do Oceano Atlantico, podendo ser encontrada
a partir das ilhas britanicas, até Cabo Verde, e em torno das Ilhas Canarias; e ocorre muito
raramente no Mar Negro (Mihelakakis et al., 2002, Saldanha, 2003;
Colloca & Cerasi, 2005; FAOQ, 2017).



Figura 3 —S. aurata (Fonte: FAO, 2017).

Em Portugal, existe apenas em aguas continentais, porém, pode surgir em
diferentes tipos de habitats uma vez que se trata de uma espécie com capacidade
eurihalina e euritérmica, ou seja, capaz de tolerar uma vasta gama de temperaturas, em
ambientes marinhos ou de agua salobra, como lagoas costeiras e zonas estuarinas, em
particular durante as fases iniciais do seu ciclo de vida (Klaoudatos & Conides, 1996;
Saldanha, 2003; Colloca & Cerasi, 2005). Contudo, é extremamente sensivel a baixas
temperaturas, sendo o seu limite minimo de temperatura letal de 4 °C
(Colloca & Cerasi, 2005). No que diz respeito a alimentacdo, a dourada € essencialmente
uma espécie carnivora, alimentando-se a base de moluscos, crustaceos e peixes, no
entanto, em determinadas circunstancias pode alimentar-se de algas, constituindo, desta
forma, uma espécie acessoriamente herbivora. Os individuos adultos apresentam um
tamanho médio de cerca de 35 centimetros de comprimento, podendo atingir um tamanho
méaximo de 70 centimetros (FAO, 2017).

A dourada é uma das principais espécies produzidas em Aquacultura na regido do
Mediterraneo. O desenvolvimento de tecnologias de cultivo desta espécie, desde a
producdo de alevins em maternidades até a obtencdo do tamanho comercial, € um dos
casos de maior sucesso na historia da inddstria da aquacultura. De facto, a dourada
demonstrou muito rapidamente uma grande capacidade de adaptacdo as condigdes de
cultivo, nos varios tipos de cultivo praticados até a atualidade (Mihelakakis et al., 2002;
Colloca & Cerasi, 2005; Valente et al., 2011). Os individuos podem, entdo, ser cultivados
sob varios regimes, métodos extensivos e semi-intensivos, em instalacdes terrestres ou
em gaiolas em mar aberto, com sistemas de producdo intensiva. Em aquacultura, os
individuos atingem o tamanho comercial, cerca de 350 a 400 g, em apenas 16 meses,

contudo, o répido desenvolvimento da sua producdo, levou ao declinio dos precos,



tornando-se numa inddstria com elevados volumes de producao associados a reduzidas
margens de lucro. O preco da dourada a saida da exploragdo diminuiu em cerca de 60%
entre 1990 e 2000 e continua a diminuir, o que levou ao desenvolvimento de algumas
estratégias para a producdo de dourada com maior rentabilidade. Uma destas estratégias
é o cultivo integrado com outras de espécies, podendo ser peixes, crustaceos, algas ou
equinodermes, de modo a aumentar a rentabilidade das instalagOes
(Colloca & Cerasi, 2005; Dimitriou et al., 2007; Valente et al., 2011;
Ferreira et al., 2012).

1.3 Producéo de holotdarias

O cultivo de holoturias ndo estd desenvolvido na Europa, embora os
conhecimentos ja adquiridos no &mbito da biologia destes organismos tenham permitido
o desenvolvimento de técnicas de cultivo aquicola, sobretudo na Australia e no continente
asiatico, onde sdo geralmente consumidos (Bell et al., 2007).

A aquacultura é, assim, uma permanente solucdo para a sobre-exploracdo dos
stocks naturais de pepinos-do-mar, permitindo combater o declinio das populacdes
selvagens através do repovoamento e, simultaneamente, satisfazer as necessidades do
mercado mundial, abrangendo mdltiplos setores como as inddstrias farmacéutica,
alimentar e cosmética (Giraspy & Walsalam, 2010; Sicuro & Levine, 2011). O elevado
valor comercial dos pepinos-do-mar também tem incentivado o desenvolvimento da
aquacultura destes organismos, principalmente no que diz respeito as espécies mais
valiosas (Sicuro & Levine, 2011).

Os primeiros paises a produzir pepinos-do-mar foram a China e o Japdo.
Atualmente, também a India, Austréalia, llhas Maldivas, Ilhas Salomio e Indonésia
contribuem para a producao global de pepinos-do-mar. Contudo, o mercado internacional
de comércio de holotarias é controlado essencialmente por Hong Kong, Singapura e
Taiwan, sendo a China o maior produtor a nivel mundial e onde a producdo de
pepinos-do-mar é uma importante industria (Samyn, 2000; Sicuro & Levine, 2011;
Pangkey et al., 2012).

Em determinados paises, especialmente na China, as zonas viaveis para a préatica
do cultivo de pepinos-do-mar sdo muito escassas, sendo este um fator limitativo para o

desenvolvimento da aquacultura destes organismos. Para além disso, os estudos
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detalhados com base no cultivo de holoturias, especialmente no que diz respeito ao cultivo
intensivo, sdo muito escassos. De um modo geral, o seu cultivo é realizado em duas fases
que consistem, primeiramente, na producdo de larvas e juvenis em maternidades, seguida
da fase de engorda (Pangkey et al., 2012).

As holoturias sdo excelentes candidatas a integracdo em regimes de policultivo,
bem como regimes de aquacultura  multitréfica  integrada @ (IMTA)
(Robinson & Lovatelli, 2015). Uma vez que sdo organismos detritivoros, as holotlrias
assumem grande relevancia em termos ecoldgicos, sendo responsaveis pela reciclagem
de cerca de 90% da biomassa dos fundos marinhos, contribuindo deste modo, para a
oxigenacdo dos sedimentos (Bell et al., 2007). Assim, tornam-se espécies muito atrativas
para a aquacultura integrada com o cultivo de varias espécies de diferentes niveis troficos,
permitindo aumentar a sustentabilidade dos cultivos. IMTA consiste num sistema de
producdo de espécies aquicolas, associado a outros sistemas de producdo, aquicolas ou
ndo. Os subsistemas de cultivo, por exemplo peixes, producdo agricola, pecuaria, espécies
aquicolas detritivoras ou filtradoras, encontram-se interligados na medida em que os
subprodutos e/ou residuos de um subsistema resultam em importantes inputs de nutrientes
noutro subsistema, existindo, desta forma, um maior aproveitamento da area e dos
recursos hidricos de uma exploracdo. Consequentemente, estes sistemas resultam numa
producdo méaxima, com custos minimos de producdo (Rahman et al., 1992). IMTA pode
envolver apenas o cultivo integrado de espécies de peixes, em simultdneo com espécies
aquicolas, que se alimentam dos detritos resultantes deste cultivo (fezes e restos de
alimento ndo utilizado pelos peixes). As espécies passiveis de integrar este tipo de
cultivos sdo essencialmente espécies comercialmente vidveis de invertebrados marinhos
ou algas, que se alimentam dos detritos resultantes do cultivo tradicional de peixes,
utilizando-os como fonte de alimento (Nelson et al., 2012; Hannah et al., 2013).

A utilizacdo destes residuos constitui uma boa solucdo para a diminui¢do do
impacto ambiental resultante dos sistemas de aquacultura abertos. Estas descargas, tanto
de matéria organica como inorganica, causam um impacto ambiental negativo, o qual
pode resultar na sedimentagdo destes detritos nas proximidades de exploragdes agricolas,
na sobrecarga de nutrientes na coluna de agua, que podem conduzir ao aumento da
ocorréncia de blooms algais nocivos e podem ainda resultar na origem de fundos anoxicos
que, por sua vez, podem conduzir a eliminacéo da fauna nesse local. Além disso, se for
comprovado que a producdo aquicola conseguida através deste tipo de sistemas é menos
prejudicial para 0 ambiente do que os cultivos tradicionais, os produtos resultantes podem
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ser considerados “ecofriendly” (Nelson et al., 2012; Alexander et al., 2015). Desta forma,
os cultivos multitroficos integrados potenciam o aumento da sustentabilidade econémica
e ambiental, reduzindo a producéo de residuos e aumentando a diversidade de produtos
(Hannah et al., 2013).

Na China, os sistemas IMTA tém sido praticados desde ha séculos e, atualmente,
estdo a ser praticados na América do Norte e do Sul (Canada e Chile), Africa do Sul e
Europa (Espanha, Portugal, Franca, Noruega, Reino Unido) embora, na maioria dos
casos, seja numa escala piloto ou na sequéncia da realizacdo de investigacdo
(Alexander et al., 2015). Uma vez que as holoturias se alimentam essencialmente em
substratos ricos em matéria organica, incluindo residuos produzidos por outras espécies,
a sua integracdo em regimes de policultivo ou em sistemas IMTA é uma alternativa muito
viavel para a producdo destes organismos. Com vista a obtencdo de maior rendimento
econdémico, e de modo a satisfazer a emergéncia de novos mercados, tém sido
implementadas novas metodologias que consistem em adicionar aos cultivos
componentes, como as algas, que possuem valor comercial e pouco ou nenhum custo de
producdo adicional associado (Alexander et al., 2015). Muitos estudos tém abordado
sistemas de cultivo integrado de pepinos-do-mar com camarao, mexilhdo ou ostras; e até
aplicacdes relacionadas com a capacidade de biorremediagéo dos pepinos-do-mar. A sua
capacidade de biorremediacdo esta relacionada com o facto de serem organismos
bentonicos e pelo facto de estudos precedentes terem demonstrado a presenca de
concentracgdes significativas de chumbo e mercurio, para além dos limites aceitaveis para
estes organismos, podendo estes, efetivamente, ser utilizados como bioindicadores para
monitorizar a presenga de metais pesados e outros tipos de contaminagdo presentes nos

ecossistemas marinhos (Sicuro & Levine, 2011; Wang et al., 2015a; Wang et al., 2015b).

1.4 Objetivos

Atualmente, muito pouco se conhece sobre o pepino-do-mar H. forskali, pelo que
o0 presente trabalho teve como principal objetivo a obtencdo de novos conhecimentos
sobre esta espécie, de forma a proporcionar informacao determinante, essencialmente ao
nivel da sua biologia reprodutiva, e contribuir para o desenvolvimento de novas

metodologias de acondicionamento para reprodutores.
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Assim como nas restantes espécies de holoturias, ndo existe dimorfismo sexual,
sendo a identificacdo do género dos individuos, uma ferramenta fundamental para o
maneio de reprodutores em aquacultura. Um dos objetivos deste trabalho consistiu na
aplicacdo de varias técnicas de identificagdo do género em H. forskali. Pretendeu-se ainda
realizar a analise macro e microscépica de génadas femininas desta espécie em varios
estadios de desenvolvimento, de modo a avaliar o seu estadio de maturagéo.

O segundo objetivo deste trabalho consistiu na avaliacdo do acondicionamento da
H. forskali em monocultivo e policultivo. Procedeu-se a avaliacdo das taxas de
mortalidade e evisceracdo, variacdo do peso médio e indice gonadossomatico, sob estas

duas diferentes condicGes de acondicionamento.
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2. Materiais e Métodos

15



Materiais e Métodos

2.1 Determinacéo do género em H. forskali

2.1.1 Captura, transporte e manutencao

Os individuos H. forskali foram amostrados na zona intertidal, na praia do
Quebrado, (39°22.0263' N; 9°22.43292' O), em Peniche (Portugal), durante a maré baixa.
Um total de 80 individuos foram capturados manualmente e transportados para o
laboratério de Aquacultura da Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar (Instituto
Politécnico de Leiria), em arcas isotérmicas revestidas com sacos de plastico, para evitar
a adesdo a superficie.

Apos a chegada ao laboratorio, os individuos foram acondicionados e distribuidos
aleatoriamente, em grupos de 10, em dois sistemas de recirculacdo de 4 tanques de 60 L
cada. Todos os tanques continham substrato de areia com cerca de 2 cm de altura
(Robinson et al., 2013) e arejamento, para além de filtracdo bioldgica, um escumador
(Bubble Magus C3.5, China) e sistema de refrigeracdo (FRIMAR 300, Portugal). Os
parametros de qualidade da agua: pH, amonia, nitritos, salinidade, oxigénio dissolvido e
temperatura foram mantidos constantes e dentro dos limites adequados para a espécie
(Takahashi & Sutherland, 2013). Deste modo, todos os parametros foram medidos e
controlados diariamente, sendo o oxigénio dissolvido medido com um oximetro
(Oximetro INNOVAQUA, Espanha) e a salinidade com um refratometro (Refratdmetro
de Salinidade SHR — 10ATC, Soma Fish, Brasil). Os restantes parametros, tais como pH,
amonia e nitritos foram medidos com testes rapidos (High Range pH Test Kit, Ammonia
Test Kit e Nitrite Test Kit, respetivamente, APl Test Kits, Mars Fishcare,
Ameérica do Norte).

Ao longo do ensaio, as holoturias foram alimentadas diariamente, com uma
mistura de quatro  microalgas:  Tetraselmis  suecica, Clorella  sp,
Phaeodactylum tricornutum e lIsochrysis galbana (Ilvy & Giraspy 2006), na mesma
propor¢do, numa concentragdo de aproximadamente 1,5 x 10° célmL?
(Battaglene et al., 2002).
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2.1.2 Aplicacao de técnicas de identificagdo do género

No presente ensaio foram testadas quatro técnicas diferentes, sendo utilizados 10
individuos por técnica, e um grupo controlo, no qual os organismos ndo foram sujeitos a
qualquer tipo de manipulacéo.

A aplicacdo das técnicas de identificacdo do género foi realizada apds um periodo
de sete dias de aclimatacdo dos individuos. Uma vez sujeitos a aplicacdo das técnicas de
identificacdo do género, todos os individuos foram devolvidos ao respetivo tanque
experimental e mantidos em recuperacdo durante 21 dias, sem qualquer tipo de
manipulacdo. Durante este periodo, o fornecimento de alimento foi efetuado normalmente
e a mortalidade e a evisceragdo foram monitorizadas diariamente. Nos casos em que se
verificou a ocorréncia do fendmeno de evisceracdo, as gonadas foram amostradas para
determinacdo do seu estddio de maturacdo (Ramofafia et al., 2003;
Keshavarz et al., 2012).

O periodo experimental decorreu entre junho e julho e os individuos foram
observados 21 dias apds a aplicacdo das técnicas de identificacdo do género para avaliar
a sua recuperacdo e cicatrizacao.

O desenho experimental das técnicas de identificacdo do género esta
esquematizado em baixo, as técnicas serdo explicadas detalhadamente nos subcapitulos

seguintes.

Técnica 1 Técnica 2 Técnica 3 Técnica 4
Grupo experimental
Holoturias (n=10) Holoturias (n=10) Holoturias (n=10) Holoturias (n=10)
Controlo 1 Controlo 2 Controlo 3 Controlo 4
Grupo de controlo
Holoturias (n=10) Holotdirias (n=10) Holoturias (n=10) Holoturias (n=10)
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2.1.2.1 Técnica 1 - Agulha de biopsia

A primeira técnica teve por base estudos realizados por dois autores,
Battaglene (1999) e Morgan (2000), com a utilizacdo de uma agulha de biopsia. Como é
possivel observar na figura 4, para a aplicacdo desta técnica, 10 individuos do primeiro
grupo experimental foram colocados numa superficie plana e a agulha foi inserida com
um angulo de 45 ° para a esquerda da linha média dorsal, a aproximadamente um terco
do comprimento do corpo, a partir da parte anterior do animal, de modo a encontrar a
gonada. Depois de detetada a gdnada, recolheu-se uma pequena porcdo de gametas,
colocou-se numa lamina e, de seguida, determinou-se o género dos individuos por
observacdo ao MOC (Leica DM 2000 LED, Alemanha).

Figura 4 — Realizacdo da técnica com agulha de biépsia numa holotaria, H. forskali.

2.1.2.2 Técnica 2 - Aspiracao

A técnica com aspiracdo foi baseada em estudos precedentes, realizados por
Battaglene (1999) e Al-Rashdi et al., (2007). Cada um dos individuos do segundo grupo
experimental foi comprimido com as méos, na zona ventral, de modo a deslocar todos 0s
Orgdos para a parte anterior do corpo. De seguida, foi inserida uma pipeta de Pasteur na
cavidade oral, de modo a tentar captar uma parte da génada, determinando-se o género
através de observacdo macroscopica. Relativamente aos individuos que suscitaram

duvidas na identificacdo do género, foi realizada uma preparacéo a fresco com a por¢éo
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de gonada recolhida e foi observada ao microscopio Gtico composto
(Leica DM 2000 LED, Alemanha).

2.1.2.3 Técnica 3 - Pequena incisdo na zona dorsal

A terceira técnica foi baseada nas técnicas descritas por Menton & Eisen (1973) e
Yanagisawa (1998), tendo por base a realizacdo de uma pequena inciséo na zona dorsal
do corpo dos individuos. Cada um dos 10 individuos do terceiro grupo experimental foi
colocado sobre uma superficie plana e sujeito a um pequeno corte no tegumento com um
bisturi, tal como se pode observar na figura 5. Uma vez realizada a inciséo, foi introduzida
uma pipeta de Pasteur na abertura, para obtengdo de uma porcdo da gonada, sendo
identificado o género macroscopicamente. No que diz respeito aos individuos nos quais
ndo foi encontrada a gonada, foi realizada uma preparacdo a fresco com o conteido
recolhido com a pipeta de Pasteur e foi examinada ao MOC (Leica DM 2000 LED,
Alemanha).

1cm

Figura 5 — H. forskali ap6s a realizacdo de uma pequena incisdo na zona dorsal.

2.1.2.4 Técnica 4 - Corte na parte anterior

Esta ultima técnica foi baseada em estudos precedentes (Menton & Eisen, 1973;
Yanagisawa, 1998; Battaglene, 1999), consistindo na realizagdo de um pequeno corte na
extremidade anterior do corpo, na zona da boca dos individuos, com o auxilio de uma
tesoura. Esta técnica proporciona uma maior area de abertura para a recolha de uma
porcdo da gonada. Apds o corte, foi inserida uma pipeta de Pasteur na area exposta, de

modo a conseguir aspirar parte da génada e recolher uma amostra, com recurso a uma
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pinca. Assim como na técnica anterior, os tibulos de gonada recolhidos permitiram, de
imediato, identificar o género e nos individuos em que ndo foi encontrada a gonada foi
feito um exame microscépico (Leica DM 2000 LED, Alemanha) dos fluidos recolhidos

com a pipeta de Pasteur.

2.2 Avaliacdo do estado de maturacéo da H. forskali

Foi observado o estado de desenvolvimento das gonadas de 45 fémeas H. forskali
através de observacBes macro e microscopicas. Esta abordagem permitiu observar e
associar diferentes graus de coloracdo das gonadas a diferentes estadios de maturacdo
(Shiell & Uthicke, 2006), tendo sido complementada com a andlise e observacdes

microscopicas dos gametas, atraves de preparacdes histoldgicas das gdnadas.

2.2.1 Captura e transporte

O periodo experimental decorreu durante 9 meses, tendo sido realizadas capturas
mensais na zona intertidal (39° 22.0263' N; 9° 22.43292' O).

Os individuos foram transportados para o laboratério em arcas isotérmicas, tendo
em atencdo a manutencdo da temperatura e da salinidade, bem como uma manipulagédo
cuidadosa (Battaglene, 1999), de forma a induzir o minimo stress possivel e evitar a

consequente evisceracdo dos individuos.

2.2.2 Amostragem das gonadas

A chegada ao laboratorio de Aquacultura da Escola Superior de Turismo e
Tecnologia do Mar (Instituto Politécnico de Leiria), todos os organismos foram pesados
(9), individualmente, numa balanca analitica (ADAM PGL Precision Balance
NDPGL4001, EUA) e, posteriormente, sacrificados com um corte longitudinal ao longo
de todo o corpo, com o objetivo de remover a gonada.

Mensalmente, foram analisadas um total de 5 fémeas e respetivas gdnadas, sendo
as gonadas imediatamente identificadas e colocadas em placas de Petri com formol
tamponado a 10%, e fotografadas a fresco com uma maquina fotografica

(Canon PowerShot G5, Japéo).
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As gbnadas foram agrupadas em 5 grupos de acordo com a sua tonalidade, de
modo a obter a divisdo das amostras segundo uma gradacdo de cor
(Shiell & Uthicke, 2006). Os grupos foram denominados de H. forskali A, B, C, D e E,
sendo que o grupo H. forskali A correspondia ao tom laranja mais vivo e intenso, e 0
grupo H. forskali E as génadas mais esbranquicadas, com menor intensidade de cor, tal

como se encontra representado na tabela I.

Tabela | — Correspondéncia entre cada grupo de estudo, H. forskali A, B,C,DeE,ea

cor das respetivas génadas.

H. forskali A -

H. forskali B
H. forskali C
H. forskali D
H. forskali E

De cada um dos 5 grupos descritos anteriormente, foram examinadas 5 gdnadas,
tendo sido analisadas um total de 25 gonadas que foram observadas a lupa binocular
(Leica M125, Alemanha) e fotografadas com uma maquina digital
(Leica MC170 HD, Alemanha) adjacente a lupa, de modo a realizar observacdes dos

tubulos das génadas.

2.2.3 Analise histologica

As amostras colocadas em formol tamponado a 10% foram sujeitas a um programa
de desidratacdo e inclusdio em parafina, num processador de tecidos
(Leica TP1020, Alemanha) (Anexo I). No final deste processo, realizaram-se blocos de
parafina, a partir dos quais se efetuaram cortes histoldgicos. Foram realizados 5 cortes
histoldgicos para cada génada, num micrétomo (Sakura Accu — cut SRM 200, Japao),
com uma espessura entre 5 e 8 um.

As preparacOes obtidas foram coradas com Hematoxilina & Eosina (Anexo I1) e,
posteriormente, observadas ao MOC (Leica DM 2000 LED, Alemanha) e fotografadas
com uma maquina digital (Leica MC170 HD, Alemanha), para medicao do didmetro dos

odcitos (Software LAS V4.4, Alemanha), utilizando uma ampliacdo de 100x. Por cada
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preparacdo histologica foram registadas 5 medicdes, tendo sido medido o didmetro de um
total de 25 odcitos por individuo.
As observac6es dos tubulos das génadas e o registo das medic¢Ges do diametro dos

odcitos foram realizadas com o objetivo de distinguir diferentes estadios de maturacao.

2.3 Acondicionamento da H. forskali em policultivo e em monocultivo

2.3.1 Captura e transporte

Para a realizacéo do trabalho experimental, foi realizada uma amostragem de um
total de 24 individuos H. forskali, capturados na costa de Peniche
(39° 21.2235' N; 9° 23.31534' O). Também, neste caso, o0s individuos foram
cuidadosamente manipulados e transportados em arcas isotérmicas até ao laboratério de
Aquacultura da Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar (Instituto Politécnico
de Leiria), com manutencdo da temperatura e da salinidade constantes, de forma a evitar
o fendbmeno de evisceracdo (Battaglene, 1999).

Apos a chegada ao laboratério, foi realizada a pesagem individual de todos os
individuos amostrados (Peso médio = 127,10+27,03 g), numa balanca analitica
(ADAM PGL Precision Balance NDPGL4001, EUA).

2.3.2 Desenho experimental

Para a realizacdo do ensaio, e de forma a conseguir uma distribuicdo dos
individuos pelos tanques experimentais, com a garantia de obter um racio macho:fémea
de 1:1, em cada tanque, foi utilizada a técnica com agulha de bidpsia descrita no ponto
2.1.2.1, para identificacho do género de todos os individuos (Battaglene, 1999;
Morgan, 2000). Seguidamente, 0s 24 individuos selvagens foram distribuidos em grupos
de 4, por 6 tanques de 60 L, onde cada tanque continha 2 machos e 2 fémeas (racio 1:1).

Todos os tanques experimentais continham substrato de areia com cerca de 2 cm
de altura (Robinson et al., 2013) e fonte de arejamento, para além de um mecanismo de
filtracdo bioldgica, um escumador (Bubble Magus C3.5, China) e sistema de refrigeracao
(FRIMAR 300, Portugal), constituindo um sistema de recirculagcdo (RAS). Relativamente

aos parametros de qualidade da agua, foram diariamente monitorizados e mantidos
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constantes, dentro dos limites adequados para ambas as espécies de estudo
(Takahashi & Sutherland, 2013). A salinidade foi medida com um refratometro
(Refratometro de Salinidade SHR — 10ATC, Soma Fish, Brasil) e 0 oxigénio dissolvido
com um oximetro (Oximetro INNOVAQUA, Espanha). Os restantes parametros, pH,
amonia e nitritos, foram medidos com testes rapidos (High Range pH Test Kit,
Ammonia Test Kit e Nitrite Test Kit, respetivamente, APl Test Kits, Mars Fishcare,
América do Norte).

O ensaio realizou-se em triplicado, tal como descrito no desenho experimental em
baixo, e ao longo de todo o ensaio foram monitorizados e registados todos os eventos de
mortalidade e evisceracdo, para além do registo do peso médio de holoturias, no inicio e
no final do referido ensaio.

Os individuos permaneceram acondicionados durante um periodo de 3 meses. No
final dos ensaios foram calculadas as taxas de sobrevivéncia e evisceracdo, bem como o

indice gonadossomatico (IG) e a variacdo do peso médio dos individuos.

Racéo comercial Racéo comercial Racéo comercial
Grupo 1 - Policultivo
Douradas (n=4) Douradas (n=4) Douradas (n=4)
Holoturias (n=4) Holoturias (n=4) Holoturias (n=4)
Isochrysis galbana Isochrysis galbana Isochrysis galbana
Grupo 2 - Monocultivo
Holoturias (n=4) Holotdrias (n=4) Holoturias (n=4)

2.3.2.1 Ensaio de Policultivo (Grupo 1):

Cada tanque experimental continha 4 holoturias H. forskali, e 4 douradas
S. aurata. Foi utilizada uma densidade de aproximadamente 3 Kg/m? relativamente as
douradas, e de 8,5 Kg/m® no que diz respeito as holoturias (Canario et al., 1998).

Assim como as holoturias, também todas as douradas foram pesadas numa balanca
analitica (ADAM PGL Precision Balance NDPGL4001, EUA) e medidas antes de serem

inseridas nos tanques experimentais. O alimento fornecido foi racdo comercial para
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dourada (Sparos Lda., Olhdo, Portugal), e a taxa de alimentacao diaria aplicada foi de 3%
do peso corporal (Mihelakakis et al., 2002), fornecida repartidamente, duas vezes ao dia.
As holoturias alimentaram-se essencialmente dos detritos existentes no sistema,

resultantes de restos de alimento ou da excrecdo dos peixes.

2.3.2.2 Ensaio de Monocultivo (Grupo 2):

Para a execuc¢do deste ensaio, 4 individuos H. forskali foram colocados em tanques
de 60 L. O alimento, constituido pela microalga Isochrysis galbana (Brown et al., 1997;
Brown, 2002; Asha & Muthiah, 2006), foi fornecido duas vezes ao dia, numa

concentragdo de aproximadamente 1,5 x 10° célmL™ (Battaglene, 2002).

2.3.3 Indice Gonadossomatico (1G)

Uma vez terminado o ensaio, todos os individuos e respetivas génadas foram
pesados numa balanca analitica (ADAM PGL Precision Balance NDPGL4001, EUA).
Posteriormente, foram calculados os IG individuais, com base na seguinte equacao

matematica (Benitez-Villalobos et al., 2013):

Pgonada
IG = X100
Ptotal - Pgénada

onde,
Pg6nada = Peso da gonada (g);

Ptotal = Peso total do individuo (g), incluindo as visceras e a génada.

2.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos no presente trabalho foram analisados, de modo a avaliar as
diferencas entre os diferentes grupos de estudo. Todos os calculos foram realizados
através software IBM Statistics 22, sendo que os resultados foram considerados
estatisticamente significativos ao nivel de significancia de 0,05 (isto é, sempre que
p-value<0,05). Sempre que aplicavel, os resultados sdo apresentados na forma
média £ desvio-padrédo (SD) (Zar, 2010; Mardco, 2014).
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De modo a testar se existem diferencas estatisticamente significativas entre os
didmetros médios dos od6citos dos grupos em estudo, que correspondem a diferentes
estagios de maturacéo, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, uma vez que ndo se
verificou o pressuposto da normalidade de dados num dos grupos de estudo de modo a
ser possivel utilizar uma Analise de Variancia, um fator (One-Way ANOVA) (Zar, 2010).
Posteriormente utilizou-se o teste de Tukey HSD com o objetivo de verificar quais os
grupos de estudo que diferem significativamente entre si (Mar6co, 2014).

De forma a avaliar se existem diferencas estatisticamente significativas entre o
peso inicial e o peso final do grupo de estudo mantido em policultivo, realizou-se o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon, uma vez que nao se verificou o pressuposto da normalidade
num dos grupos em estudo.

Relativamente ao grupo de estudo mantido em monocultivo, para avaliar
diferencas estatisticamente significativas entre os pesos inicial e final realizou-se o teste
t-student, uma vez verificados os pressupostos (Maroco, 2014).

No que diz respeito as diferencas estatisticamente significativas entre os pesos
médios iniciais de ambos os grupos de estudo, policultivo e monocultivo, recorreu-se ao
teste paramétrico t-student com correcdo de Welch para verificar a existéncia de
diferencas, uma vez que néo se verificou o pressuposto da homogeneidade de variancias
(F(21)=4,94; p=0,037) (Mardco, 2014).

De modo a verificar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre
0s pesos médios finais de ambos os grupos de estudo, policultivo e 0 monocultivo,
realizou-se o teste ndo paramétrico de Mann Whitney, uma vez que nédo se verificou o
pressuposto da normalidade num dos grupos em estudo.

A fim de verificar se existem diferencas estatisticamente significativas ao nivel do
indice gonadossomatico (IG) entre os grupos de estudo, monocultivo e policultivo,
realizou-se o teste t-student para amostras independentes. Para tal, todos os pressupostos
inerentes a realizacao deste teste (normalidade dos dados e homogeneidade de variancias
associadas) foram devidamente validados (Zar, 2010).

Seguidamente, com 0 objetivo de testar se existem diferengas estatisticamente
significativas entre o IG de machos e fémeas mantidos sob o regime de policultivo,
recorreu-se ao teste paramétrico t-student com correcdo de Welch, uma vez que nédo se
verificou o pressuposto da homogeneidade de variancias (Fi) =12,20; p=0,017).

De modo a verificar se existem diferencgas estatisticamente significativas entre o

IG de machos e fémeas pertencentes ao grupo de estudo mantido sob o regime de

25



monocultivo, realizou-se o teste t-student para amostras independentes. Para tal, todos 0s
pressupostos inerentes a realizacdo deste teste foram validados (Mar6co, 2014).

Com a finalidade de verificar se existem diferencas estatisticamente significativas
entre 0 IG das fémeas de ambos 0s grupos de estudo e entre os machos de ambos 0s
grupos de estudo, policultivo e monocultivo, realizou-se o teste t-student para amostras
independentes, depois de devidamente validados todos 0s pressupostos inerentes a
realizacdo deste teste (Zar, 2010; Mar6co, 2014).
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3. Resultados
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Resultados
3.1 Determinacéo do género da H. forskali
3.1.1 Parametros de qualidade da agua

Os pardmetros de qualidade da agua foram monitorizados ao longo do ensaio e
encontram-se resumidos na tabela Il. A temperatura foi mantida a 19+1 °C, a salinidade
a 33+1 e o oxigénio dissolvido manteve-se a 6,5+0,7 mgL™, em todos os tanques

experimentais.

Tabela Il - Parametros de qualidade da agua ao longo de todo o ensaio (média + desvio

padrdo).
Parametro Valores
pH 8+1
Amobnia 0>0,25 mgL*
Nitritos 0>0,25 mgL*
Salinidade 33+1
O dissolvido 6,5+0,7 mgL™*
Temperatura 19+1°C

3.1.2 Determinacao do género

Os resultados obtidos para as diferentes técnicas testadas, no que diz respeito a
determinacéo do género, estdo representados graficamente na figura 6.

Na técnica com agulha de bidpsia, foram identificadas seis fémeas e quatro
machos. Na técnica com aspiracdo, foram distinguidos trés machos e uma fémea, sendo
que nos seis individuos restantes nao foi possivel determinar o género. Na técnica com
pequena incisdo na zona dorsal, foram identificados um macho e trés fémeas e, a
semelhanga do verificado na segunda técnica, em seis individuos ndo foi possivel
determinar o género. Por fim, na técnica com corte na parte anterior, sete holoturias foram

identificadas como machos e nas trés restantes, ndo foi possivel determinar o género.
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Figura 6 — Representacdo grafica da percentagem total de individuos machos, fémeas e

indeterminados, identificados em cada técnica testada.

Né&o foi registada mortalidade nem evisceracdo nas técnicas com agulha de
bidpsia, com pequena incisdo na zona dorsal e com corte na parte anterior. Ja na técnica
com aspiragéo, verificou-se a ocorréncia de ambas, evisceracdo (30%) e mortalidade
(20%).

As gonadas evisceradas foram alvo de analise, tendo sido possivel determinar
através da analise macroscopica, que duas destas gonadas, apresentadas na figura 7, uma
pertencente a uma fémea e outra a um macho, se encontravam no estadio de

maturacao 111 — maturo.

Figura 7 — Morfologia de uma génada feminina (a) e masculina (b), da H. forskali.
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Devido ao facto de serem as técnicas menos invasivas, a aplicacao das técnicas
com agulha de bidpsia e aspiracdo ndo resultou em quaisquer alteragdes no corpo dos
individuos, pelo que estes permaneceram sem qualquer sinal da sua aplicacéo.

Figura 8 — H. forskali sujeito a um corte na zona da boca (b), totalmente recuperado, 21
dias depois da aplicacéo da técnica com corte na parte anterior. O individuo encontra-se
posicionado com a parte ventral (v) e a parte posterior direita (p) voltadas para cima.

Relativamente as técnicas com pequena incisdo na zona dorsal e com corte na
parte anterior, todos os individuos recuperaram e evidenciaram uma cicatrizagdo total do
corte feito, 21 dias ap0s a sua aplicacdo, ndo sendo possivel observar quaisquer sinais da

incisdo realizada, tal como se pode verificar através das figuras 8 e 9.

Figura 9 — H. forskali recuperado, 21 dias ap0s a realizacdo da técnica com pequena

incisdo na zona dorsal, estando este totalmente cicatrizado.
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3.2 Avaliacéo do estado de maturacéo da H. forskali

Ap0s a amostragem das gonadas, como se pode observar na figura 10, estas foram
organizadas em 5 grupos de acordo com o seu grau de coloragdo, sendo H. forskali A o
grupo de estudo correspondente ao estadio de maturacdo mais avancado o e

H. forskali E, o grupo que se encontrava no estadio de maturacdo menos avancgado.

Figura 10 — H. forskali apos a dissecacédo (a) para amostragem da respetiva gonada (b).

O peso hamido inicial de todos os individuos foi devidamente registado e

encontra-se descrito na tabela I11.

Tabela 11l — Peso humido total (g) dos pepinos-do-mar H. forskali, capturados para
avaliacdo macro e microscépica dos estadios de maturacao.

[Hforskali AT H.forskali B H. forskali C_ H. forskali D H. forskali E

316,29 108,57 216,04 278,67 303,23
207,08 118,83 244,54 275,71 206,02
166,66 171,70 258,66 226,30 235,90
158,38 109,61 159,93 197,28 197,30
133,33 257,22 286,26 289,14 147,27

Média +

. ~ . 196,35+72,10 153,19+63,71 233,09+48,10 253,42+39,68 217,94+57,36
desvio padrdo
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Como se pode observar atraves da tabela 1V, as médias dos didametros dos oocitos
dos 5 grupos em estudo, H. forskali A, B, C, D e E, variam entre 88,63+14,83 e
131,49+14,56 um, sendo o grupo A o que apresenta a média significativamente mais
elevada e o grupo D o que corresponde & média mais baixa. E de ressalvar que a segunda

média significativamente mais elevada € a do grupo E, com 117,74+16,38 um.

Tabela IV — Média dos diametros dos od6citos (um) de cada grupo de estudo,
H. forskali A, B, C, D e E.

Grupo N Média £ desvio-padrédo
_ 25 131,49+14,56
H. forskali B 25 106,53+14,83
H. forskali C 25 97,22+13,10
H. forskali D 25 88,63+14,83
H. forskali E 25 117,74+16,38

Conforme se pode observar através da figura 11, verificou-se que existem
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em estudo (H@4)=64,476;
p<0,001<0=0,05).
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Figura 11 — Diametros médios dos odcitos (um) em cada um dos grupos em estudo,
H. forskali A (HFA), B (HFB), C (HFC), D (HFD) e E (HFE) (média £ desvio-padréo).
As barras com letras diferentes, representam médias significativamente diferentes de

acordo com o teste HSD de Tukey para a=0,05.

Através da realizacdo do teste Tukey HSD verificou-se que existem diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo H. forskali A e todos os outros grupos em
estudo, tendo este uma média de diametro dos odcitos significativamente superior a todos
0s outros grupos. Relativamente aos restantes grupos de estudo, H. forskali B difere
significativamente do grupo H. forskali D, apresentando valores significativamente mais
elevados. O grupo H. forskali C difere significativamente do H. forskali E, revelando
valores médios do diametro dos odcitos significativamente mais baixos. Por fim,
H. forskali D difere significativamente do grupo H. forskali E, apresentando também
valores significativamente mais baixos. Os resultados acima descritos podem ser
verificados através da figura 11.

De um modo geral, pode afirmar-se que, quanto mais intensa é a colora¢do de uma
determinada génada, mais avancado € o seu estadio de maturacdo. Da mesma forma que,
quanto maior é o didmetro dos odcitos constituintes de uma determinada gonada, mais
avancado € o seu estadio de maturagdo, uma vez que se verificou que a coloragdo mais

intensa corresponde ao maior didmetro médio de 00citos.
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Contudo, de acordo com o que se pode observar na figura 12, especificamente as
imagens correspondentes aos grupos de estudo H. forskali D e E, verificou-se uma
excecdo. Neste caso em particular, apesar da coloracdo das gdnadas representativas do
grupo H. forskali E ser menos intensa e mais esbranquicada do que o grupo
H. forskali D, os tdbulos e os odcitos apresentam diametros superiores no grupo
H. forskali E, em comparacdo com as gonadas que representam o grupo H. forskali D.
Deste modo, o grupo H. forskali E constitui uma excec¢do em relagéo a todas as restantes
amostras analisadas, onde os didametros dos tubulos das gonadas e respetivos odcitos, e

logo, o estadio de maturacdo, aumentam gradualmente do grupo H. forskali A para D.
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3.3 Acondicionamento de holotUrias

A variacdo do peso humido total de holotirias, em cada regime de
acondicionamento, apresentada na tabela V, foi um fator analisado com a finalidade de

avaliar em qual dos regimes testados se obtiveram melhores resultados.

Tabela V — Peso humido total dos pepinos-do-mar H. forskali, utilizados nos ensaios de
acondicionamento (média + desvio padrdo). (*) Representa um individuo morto durante

0 periodo experimental.

Ensaio de Policultivo Ensaio de Monocultivo

Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3 Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3

Peso inicial (g) 131,08+41,33 132,59+43,06 135,10+17,96|116,37+13,63 113,35+17,87 134,09+13,78

Peso médio inicial (g) 132,92+32,59 121,27+16,76

Peso final () 118,63+34,71 80,89+1,22* 92,97+11,93 |101,48+11,37 91,38+15,44 86,22+13,70

Peso médio final (g) 99,01+25,91 93,02+13,97

Em ambos os ensaios, os parametros de qualidade da dgua - oxigénio dissolvido,
pH, amonia, nitritos, salinidade e temperatura foram mantidos constantes ao longo de
todo o periodo experimental, em todos os tanques (Tabela 11, 3.1.1).

Tal como se pode verificar na figura 13, ndo ocorreu mortalidade no ensaio de
monocultivo, no entanto, observou-se mortalidade de um individuo no ensaio de
policultivo, tendo sido a taxa de mortalidade, 8%. Relativamente ao fendmeno de
evisceracao, verificou-se uma taxa de evisceracdo de 33% no ensaio de policultivo e de

25% no ensaio de monocultivo.
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Figura 13 — Representacao grafica da ocorréncia de mortalidade e evisceracao em cada

tanque experimental, em ambos os grupos de estudo, policultivo e monocultivo.

No final do ensaio, verificou-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas entre pesos médios iniciais dos grupos policultivo e monocultivo
(tas)=0,78; p=0,445).

Esta analise permitiu ainda verificar que existem diferencas estatisticamente
significativas entre o peso inicial e o peso final do grupo de estudo mantido sob o regime
de policultivo (Z=-2,40; p=0,016), sendo a média do peso inicial significativamente
superior a do peso final.

Foi também possivel apurar que existem diferencas estatisticamente significativas
entre os pesos inicial e final do grupo de estudo mantido sob o regime de monocultivo
(tey=3,58; p=0,004), sendo a média do peso inicial significativamente superior & do peso
final.

Relativamente aos pesos médios finais de ambos os grupos de estudo, a analise
estatistica permitiu verificar que o peso médio final do grupo de estudo mantido sob o
regime de policultivo ndo difere significativamente do peso médio final do grupo de
estudo mantido sob o regime de monocultivo (Z=-0,49; p=0,651).

Em ambos os ensaios de acondicionamento, ocorreu uma diminui¢cdo do peso
médio inicial de holotarias ao longo do ensaio. No grupo 1, policultivo, o peso médio
inicial de 132,92+32,59 ¢, passou a 99,01+25,91 g no final do ensaio. No grupo 2,
monocultivo, o peso médio inicial registado foi 121,27+£16,76 g e, no final do ensaio

93,02+13,97 g. Porém, comparando o decréscimo do peso médio de holoturias em ambos
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0s grupos de estudo, atraves da comparacao entre as diferencas das médias dos pesos final
e inicial, verifica-se que, no grupo 2, monocultivo, esta alteracdo é menos acentuada (a
diferenga das médias é de 28,25 g) do que no grupo onde os individuos foram mantidos
em regime de policultivo (a diferenca das médias € de 33,91 g).

O IG foi calculado com o objetivo de avaliar o estado reprodutivo dos individuos
no final do ensaio e esta representado na tabela VI. Foram analisadas as possiveis
diferengas entre o IG dos dois grupos de estudo e entre géneros, tanto dentro do mesmo

grupo como entre os dois grupos de estudo.

Tabela VI — 1G calculado para os individuos mantidos em policultivo e em monocultivo
(média £ desvio-padrdo).

IG (%)
Grupo 1 Grupo 2
Policultivo 7,08+5,58 Monocultivo 10,27+6,01
Machos 1,68+1,09 Machos 5,60+1,82
Fémeas 11,1443,21 Fémeas 16,11+3,14

Analisando o IG calculado para ambos os regimes de cultivo, foi possivel inferir
que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (t4)=-1,085; p=0,296) entre o
IG médio calculado para ambos os grupos de estudo.

Relativamente ao 1G calculado separadamente para machos e fémeas mantidos
sob o regime de acondicionamento de policultivo, verificou-se que existem diferencas
estatisticamente significativas entre estes (t=4,799; p=0,005), sendo a média do 1G
calculado para as fémeas, significativamente superior ao |G médio dos machos.

No que diz respeito ao IG calculado para machos e fémeas, pertencentes ao grupo
de estudo mantido sob o regime de monocultivo, foi possivel confirmar que existem
diferengas estatisticamente significativas entre o IG de ambos 0s géneros
(t)=6,335; p<0,001), sendo a media correspondente ao IG do género feminino, superior
a do IG calculado para o género masculino.

Considerando o IG calculado para as fémeas pertencentes a ambos 0s grupos de

estudo, policultivo e monocultivo, foi possivel apurar que ndo existem diferencas
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estatisticamente significativas (te)=-2,214; p=0,069) entre o IG calculado para as fémeas
de ambos o0s grupos de estudo.

Finalmente, analisando o IG calculado para os machos pertencentes a cada grupo
de estudo, verificou-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre o
IG calculado para os machos de cada grupo (te)=-3,329; p=0,016), sendo a média do IG
dos machos do grupo mantido sob o regime de monocultivo, superior a do grupo mantido
sob o regime de policultivo.

40



41



4. Discussao
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Discussao

4.1 Avaliacéo do género de individuos H. forskali

Nos ultimos anos, 0s pepinos-do-mar tornaram-se um recurso marinho
economicamente muito importante, utilizado ndo s6 como alimento de luxo em
determinados paises, mas também para fins medicinais (Chen, 2004). Por esta razdo, a
exploracdo das populacGes naturais de pepinos-do-mar tem sido excessiva, resultando em
perturbacdes ao nivel da sua sustentabilidade (Anderson et al., 2011). Contudo, a escassez
de conhecimentos sobre a biologia, ecologia e reproducdo de novas espécies tem
dificultado avangos nesta area. Relativamente a espécie em estudo, apesar da sua ampla
distribuicdo geogréfica, a producao aquicola da H. forskali ainda ndo foi estabelecida.
Porém, existem estudos preliminares sobre esta espécie e, nos ultimos anos, tém sido
realizados esforcos no sentido de conseguir progressos ao nivel da aquisicdo de
conhecimentos determinantes sobre a sua biologia reprodutiva, 0os quais poderédo
traduzir-se na implementacdo de um sistema de producéo rentavel e eficaz (Chen, 2004;
Santos et al., 2015).

De acordo com Morgan (2000), a amostragem das génadas € a via mais eficiente para
a determinacdo do género nos pepinos-do-mar. A utilizacdo de técnicas menos invasivas
para identificar o género de holotlrias é essencial, uma vez que o fenébmeno de
evisceracdo ocorre muitas vezes como consequéncia da inducdo de stress nestes
organismos marinhos (Shiell & Uthicke, 2006). Um dos objetivos do presente ensaio foi
determinar o género da H. forskali, sem causar eviscera¢do ou morte, como consequéncia
da manipulacdo durante o ensaio, e perceber qual das técnicas é a mais eficaz e com o
menor stress associado, de modo a constituir uma técnica viavel para utilizacdo em
individuos reprodutores. A fim de introduzir novas espécies na indudstria da aquacultura,
é essencial ter conhecimento sobre a sua biologia reprodutiva e ciclo de vida. Para além
disso, também a determinacdo do género dos individuos tem um papel fulcral neste
processo, na medida em que, manter um racio sexual adequado durante o
acondicionamento de organismos reprodutores é essencial para o seu sucesso reprodutivo
(Tuwo & Conand, 1992). Foram testadas, em diferentes grupos experimentais, quatro
técnicas para identificacdo do género em H. forskali, técnica com agulha de biopsia,
técnica com aspiracdo, técnica com pequena incisdo na zona dorsal e técnica com corte

na parte anterior. A técnica que revelou os melhores resultados foi a técnica com agulha
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de bidpsia, uma vez que ndo ocorreu evisceragdo, como consequéncia da puncdo das
visceras com a agulha de bidpsia, ndo resultou em qualquer registo de mortalidade e
permitiu a identificacdo do género de 100% dos individuos. A identificagdo do género
com recurso a agulha de bidpsia é uma técnica eficaz em holoturias, utilizada ha muitos
anos em individuos reprodutores (Battaglene, 1999).

A técnica com aspiracao foi adaptada de uma técnica anteriormente descrita por
Al-Rashdi et al., (2007), muito eficaz na determinacéo do género da Holothuria scabra,
em que a expulsdo das gonadas é desencadeada pela compresséo da zona ventral, de modo
a deslocar os Orgaos para a parte anterior do corpo até a expulsdo da gdnada,
procedendo-se a identificacdo do género com base na aparéncia das génadas. A adaptagdo
desta técnica prendeu-se com o facto de, no presente estudo, um dos objetivos consistir
na identificacdo do género sem causar evisceragdo, como consequéncia da manipulacao
durante o ensaio, recorrendo-se para tal, a uma pipeta de Pasteur para captar uma parte
da gbnada e evitar a sua expulsdo. Nesta técnica, em detrimento da técnica com agulha
de bidpsia, verificou-se, tanto a ocorréncia de mortalidade (20%), como de evisceragao
(30%), ambas associadas aos procedimentos e manuseamento inerentes a técnica, mais
precisamente, ao facto de os animais terem sido pressionados na zona ventral, com o
objetivo de empurrar todos os 6rgdos para a extremidade anterior. No entanto, esta técnica
teve a mesma taxa de sucesso relativamente a percentagem de identificacdo do género,
comparativamente a técnica com pequena incisdo na zona dorsal, onde ndo se registaram
nem mortalidade, nem evisceracao.

Na técnica com pequena incisdo na zona dorsal, apesar da exposi¢do dos 6rgaos,
conseguida através do corte efetuado, nem sempre foi possivel a observacdo das gonadas,
podendo isto dever-se a sua inexisténcia, ou simplesmente ao facto de nédo terem sido
encontradas. Esta técnica baseou-se num estudo precedente realizado por
Menton & Eisen (1973), onde a cicatrizagdo de feridas incisionais no tegumento da
holoturia Thyone briareus foi descrita, tendo ocorrido a cicatrizagdo total das feridas
durante 14 dias ap0s a realizagdo da incisao.

Em relacdo a técnica com corte na parte anterior, esta técnica foi baseada em
estudos precedentes realizados por Menton & Eisen (1973) e Battaglene (1999),
envolvendo um corte na zona da boca, que provocou o relaxamento dos musculos nesta
zona, tornando possivel a introducéo de uma pinga que auxiliou na recolha das amostras
de gdnada. Inicialmente, ndo foi possivel a observacdo de gonadas, no entanto, através da

compressdo do corpo dos individuos, conseguiu-se localizar e extrair uma amostra dos
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tubulos das gdnadas. Deste modo, foi possivel remover um tdbulo de cada génada
encontrada, permitindo a identificacdo do género em 70% dos individuos. Esta técnica
apenas difere da técnica com aspiracdo, na medida em que é realizado um corte,
viabilizando, assim, a introducao de uma pin¢a em vez da pipeta de Pasteur. Deste modo,
a gonada torna-se mais acessivel, sendo mais facil a recolha da amostra. Este facto pode
explicar a facilidade na obtencao de um tubulo da gonada por inteiro, tal como ocorre na
técnica com pequena incisdo na zona dorsal, cuja metodologia também envolve a
realizacdo de um corte; enquanto que nas técnicas com agulha de bidpsia e aspiracgéo,
apenas uma porc¢do de gametas pode ser recolhida.

Em todas as técnicas aplicadas, o conteldo amostrado apresentava 06citos
percetiveis, no caso das fémeas, e o lumen preenchido com espermatécitos maduros, nos
machos. Assim, todas as gonadas analisadas durante a realizacdo destas técnicas
encontravam-se num avancado estadio de maturacao, permitindo concluir que o periodo
experimental (entre junho e julho) foi coincidente com a época reprodutiva ou periodo
pré-desova, quando os gametas se encontram num estaddio de maturacdo avancado
(Santos et al., 2014a; Santos et al., 2015).

Apesar de ainda poucos estudos existirem, com base na capacidade de cicatrizacao
do tegumento das holotdrias, este € um aspeto de elevada importancia acerca destes
organismos. A sua grande capacidade de regeneracao dos cortes e feridas e mecanismos
associados tém, nos ultimos anos, despertado o interesse por parte da comunidade
cientifica, para a sua aplicacio na darea da medicina (Yanagisawa, 1998;
Miguel-Ruiz & Garcia-Arrarés, 2007; Aydin et al., 2011). Outra das caracteristicas mais
notaveis dos pepinos-do-mar é sua capacidade de regenerar o0s seus 6rgaos danificados
ou eviscerados e até mesmo partes do corpo (Vandenspiegel et al., 2000).

De facto, alguns estudos tém-se concentrado nesta capacidade de regeneragédo de
tecidos e de cicatrizacdo de feridas por parte das holotdrias. Esta caracteristica esta
relacionada com os elevados niveis de &cidos gordos, incluindo o0 AA, 0 EPA e 0 DHA,
que integram a composicao corporal das holotarias e desempenham um papel crucial
neste mecanismo (Bordbar et al., 2011; Yahyavi et al., 2012). Os sedimentos constituintes
dos fundos marinhos, a partir dos quais 0s pepinos-do-mar se alimentam, podem conter
elevados niveis de acidos gordos de cadeia ramificada, conferindo-lhes um papel
determinante na capacidade de cicatrizacdo de feridas e, neste caso, o perfil de acidos
gordos da H. forskali serd& de grande interesse para a comunidade cientifica
(Fredalina et al., 1999).
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No presente trabalho, apesar das referidas técnicas invasivas, onde foi realizado
um corte, verificou-se que todos os individuos H. forskali mostraram uma elevada
capacidade de recuperacdo do corte a que foram submetidos. O tempo descrito para a
regeneracdo completa de uma incisdo é de trés a quatro semanas, sendo que 0S
pepinos-do-mar conseguem regenerar a totalidade dos érgdos internos ou até mesmo
partes do corpo (Cowden 1968; Menton & Eisen 1973; Sun et al., 2011). No presente
estudo, foi possivel verificar que os organismos alvo de estudo ndo apresentavam, no final
do tempo de recuperacao - 21 dias, cicatrizes ou outros vestigios que evidenciassem o

corte.

4.2 Avaliacéo do estado de maturacéo de individuos H. forskali

A descricdo do ciclo reprodutivo de novas espécies, como a H. forskali, constitui um
incentivo a introducdo de novas espécies na industria da aquacultura, sendo, deste modo,
fundamental obter o0 maximo conhecimento sobre a sua biologia reprodutiva e ciclo de
vida. Para além disso, a exploracdo sustentavel dos stocks de populacdes selvagens de
pepinos-do-mar requer, necessariamente, o conhecimento do seu comportamento sexual.
De facto, este é essencial para desvendar os ciclos de reproducdo das diferentes espécies
com potencial para serem exploradas, de forma a implementar um periodo de captura e
um periodo de repouso, durante a época de desova (Keshavarz et al., 2012;
Navarro et al., 2012; Pangkey et al., 2012).

Com o objetivo de compreender alguns aspetos da biologia reprodutiva da H. forskali,
foram analisadas gdnadas em diferentes estadios de maturacdo. A referida analise foi
realizada através da observacdo macroscépica dos tdbulos e da cor das gonadas, bem
como da observacdo microscopica de preparacdes histoldgicas, realizadas a partir das
mesmas, permitindo distinguir cinco grupos de estudo distintos, H. forskali A, B, C,D e
E. Os resultados obtidos através da observacdo microscopica das gonadas amostradas
permitiram perceber que, de um modo geral, existe uma relacdo evidente entre o didmetro
dos odcitos constituintes das gonadas e o estadio de maturagdo das mesmas, sendo tanto
maior o didmetro dos o6citos, quanto mais avancado é o estadio de maturacdo da gonada.
Para além do diametro dos od0citos, também a coloracdo das gdnadas foi analisada
juntamente com a observacao dos tubulos, tendo sido possivel associar os diferentes graus
de coloracéo verificados a diferentes estadios de maturacéo, sendo que a colora¢do mais
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intensa foi observada nas gonadas com tubulos de didmetro maior. Estes resultados estao
em concordancia com estudos precedentes, onde se verificou, de igual modo, que a
coloragdo das gdonadas, bem como o didmetro dos tabulos constituintes, se modifica ao
longo do ano, evoluindo de acordo com o estadio de maturacdo em que se encontram
(Ghobadyan et al., 2012; Keshavarz et al., 2012; Navarro et al., 2012).

Foi possivel verificar uma tendéncia para a diminuicdo do grau de maturagéo do grupo
de estudo H. forskali A para o grupo H. forskali E. Porém, através da observacdo da
figura 12, mais precisamente as imagens 1, 2 e 3 E), verifica-se que, neste caso especifico,
0s odcitos apresentam didmetros maiores, em comparacao com as gonadas representadas
nasimagens 1, 2 e 3 B), C) e D), constituindo uma excegdo em relagéo a todas as restantes
amostras analisadas. A origem desta exce¢do, deve-se, muito provavelmente, ao facto
desta gonada se encontrar num estadio imediatamente pos-desova, uma vez que, apesar
da média dos diametros dos odcitos deste grupo ser a segunda maior (sendo o grupo com
a maior média de didametro dos odcitos, o grupo H. forskali A), a sua coloracéo € muito
clararelativamente ao grupo H. forskali A. Através da figura 12 — 3 E), é possivel verificar
que os tdbulos se encontravam consideravelmente mais vazios do que nas
figuras 12 -3 A), B), C) e D), sugerindo que esta gonada estaria prestes a iniciar o periodo
de absorgdo — estadio de desenvolvimento V. De acordo com Navarro (2012), no estadio
de maturagdo V — vazio, os tdbulos encontram-se vazios, excetuando alguns odcitos
residuais com tamanhos maximos (neste caso 117,74 um de didmetro médio), para além
de ocorrer uma reducdo no tamanho das gonadas, tal como se verificou também no grupo
H. forskali E (Figura 12) (Ramofafia et al., 2003; Keshavarz et al., 2012).

A anélise dos resultados relativos as medicdes do diametro dos o6citos permitiu ainda
verificar que, mesmo dentro de cada grupo de estudo, ocorreu uma grande variabilidade
dos dados que dizem respeito as medidas registadas. Isto seria de esperar nas medidas
relativas as gonadas que se encontravam na fase de crescimento (estadio Il). Tipicamente,
no estadio de desenvolvimento II, alguns odcitos desenvolvem-se mais rapidamente do
que outros, originando uma distribuicdo de tamanho dos o6citos bimodal, o que resulta
na presenca, ndo so de odcitos relativamente pequenos, como também de od4citos médios
(Navarro et al., 2012).

Através da observacdo macroscopica, o grupo de estudo H. forskali D poderia ser
incluido no estadio de maturacdo | — indeterminado, uma vez que o tamanho da génada é
muito reduzido e esta € composta por tubulos ndo ramificados e esbranquicados. No

entanto, quando as gonadas se encontram no estadio de maturacdo I, ndo é possivel
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determinar o seu genero, mesmo através da analise microscopica de preparacOes
histoldgicas. Tal ndo se verificou no grupo de estudo H. forskali D, onde o género pdde
ser distinguido, através de analise microscépica. Deste modo, embora a coloragdo e a
morfologia da gonada ndo estivessem de acordo com as caracteristicas deste estadio de
desenvolvimento, o grupo de estudo H. forskali D foi incluido no estadio de maturagédo
I, em crescimento (Ramofafia et al., 2003; Keshavarz et al., 2012).

Através dos resultados obtidos, foi ainda possivel perceber que o0s grupos
H. forskali B e C se podem incluir no mesmo estadio de maturacéo - 11, em crescimento.
Para além de ndo se terem verificado diferencas significativas entre a média dos diametros
dos odcitos medidos em cada grupo, as goOnadas respetivas a estes dois grupos
apresentavam uma tonalidade alaranjada, bem como um aumento de tamanho, em
comprimento, e a presenca de um namero consideravel de ramificac@es, relativamente ao
grupo de estudo H. forskali D que, aparentemente, através de analise macroscopica,
poderia ser incluido no estadio de maturacdo I. A analise microscopica permitiu ainda
comprovar que os grupos de estudo H. forskali B e C se incluem no estadio de
desenvolvimento I, uma vez que foram observados gametas em desenvolvimento em
ambos 0s grupos, com um diametro médio de 106,53+£14,83 um e 97,22+13,10 um,
respetivamente.

Aparentemente, tendo em consideracdo a cor das gonadas e o facto do grupo de estudo
H. forskali A apresentar diferencas estatisticamente significativas em relacdo a todos os
outros grupos de estudo, sendo a sua média do didametro dos odcitos significativamente
mais elevada, poderia incluir-se este grupo no estadio maturo (l11). De acordo com Santos
et al., (2015) e Tuwo & Conand (1992), o didametro dos odcitos desta espécie, quando
esta se encontra no estddio maturo, oscila entre 112 a 129,4 um e 90 a 120 um,
respetivamente, pelo que, considerando o diametro médio dos odcitos do grupo
H. forskali A (131,49+14,56 um), este grupo poderia ser incluido no estadio Il1l. No
entanto, a partir deste estadio de maturacéo, seria de esperar que as medidas do diametro
dos odcitos fossem mais uniformes. Porém, verificou-se uma grande variabilidade nas
medicdes do didmetro dos odcitos, tal como em todos os outros grupos de estudo. Deste
modo, € possivel inferir que o grupo H. forskali A, muito provavelmente, ainda ndo se
encontrava no estadio maturo, uma vez que, apesar da media dos didmetros dos o0citos
ser a maior, comparativamente aos restantes grupos de estudo e da sua colorag&o ser tipica
de uma génada matura, foram observados o6citos com alguma discrepancia relativamente

ao seu diametro. O menor didmetro medido neste grupo foi 101,00 um e o maior
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162,44 um, contrariamente ao que, de modo geral, se verifica em gonadas maturas de
espécies de holotdrias de regides temperadas. Para além disso, os didmetros dos o6citos
registados neste grupo ndo estdo dentro das medidas tipicas de odcitos maturos de
espécies da ordem Aspidochirotida, 150 a 210 um (Navarro et al., 2012), exibindo um
diametro médio inferior, sugerindo que as génadas ainda ndo tinham atingido o estadio
de maturagéo I1I.

Apesar de ter sido possivel incluir cada um dos grupos de estudo num estadio de
maturacdo, o numero de amostras por grupo foi muito reduzido, ja que apenas 5 gonadas
foram recolhidas em cada momento de amostragem, para além do curto periodo de estudo,
apenas 9 meses, comparando com outros estudos de grande relevancia, com base na
biologia reprodutiva de holoturias (Keshavarz et al., 2012; Navarro et al., 2012;
Santos et al., 2015)

4.3 Acondicionamento de holotdrias em diferentes regimes: Policultivo e

Monocultivo

Na industria da aquacultura, a competicdo é cada vez maior devido as exigéncias
do mercado. Neste sentido, o desenvolvimento de novos métodos de producéo, bem como
novas estratégias de negdcios e marketing representam boas alternativas para garantir o
sucesso de uma aquacultura. Diferenciar os produtos provenientes de sistemas de
aquacultura sustentavel, como os cultivos integrados, de produtos resultantes de outros
sistemas de producdo ndo sustentaveis, com base nas diferencas ao nivel das suas
caracteristicas nutricionais e sensoriais, parece ser também uma estratégia viavel para
corresponder as exigéncias do mercado. Contudo, serdo necessarios grandes esforgos ao
nivel da investigacdo de modo a encontrar novas espécies cuja producdo através de
sistemas de aquacultura sustentavel seja viavel, bem como investir no desenvolvimento
de técnicas para a otimizacdo destes sistemas de producéo.

Outro objetivo do presente trabalho teve por base a avaliagdo das diferengas
observadas entre as taxas de mortalidade e evisceracdo, variagdo do peso médio das
holotarias durante o tempo de estudo, bem como o IG calculado no fim do ensaio, em
individuos mantidos sob dois regimes diferentes de acondicionamento, de forma a
compreender se a H. forskali tem potencial para o cultivo em cativeiro e quais das

condicGes de acondicionamento testadas se mostraram mais vantajosas para esta pratica.
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Foi realizado um ensaio no qual foram testados dois tipos diferentes de
acondicionamento, monocultivo e policultivo, tendo sido a dourada, S. aurata, a espécie
selecionada, uma vez que j& anteriormente se mostrou uma espécie adequada para incluir
tanto em policultivos como em sistemas de IMTA (Valente et al., 2011).

No referido ensaio de acondicionamento em policultivo, ndo se pode considerar
que se trata de um sistema de cultivo integrado, uma vez que estes sistemas envolvem
interacOes entre subsistemas, em que os subprodutos ou residuos de cultivos terrestres ou
aquaticos podem ser utilizados como alimento por outras espécies. Assim, diferentes
subsistemas encontram-se interligados num sistema integrado, com uma relacéo benéfica
entre eles, numa éarea limitada, minimizando os custos de producdo e resultando,
simultaneamente, numa producdo diversificada (Rahman et al., 1992;
Nelson et al., 2012). No presente trabalho, apesar de existirem organismos de espécies
diferentes, com habitos alimentares distintos e ocupando niveis troficos e estratos
diferentes da coluna de &gua, os organismos foram cultivados no mesmo espaco fisico,
em que as holoturias e as douradas foram mantidas, ou seja, no mesmo sistema e ndo em
subsistemas interligados.

O conceito de policultura tem por base a utilizacdo total dos diferentes niveis
tréficos e espaciais de um tanque de cultivo, com a finalidade de obter uma producéo
maxima de individuos por unidade de area. Deste modo, diferentes espécies pertencentes
a niveis troficos e espaciais distintos, sdo cultivadas no mesmo espaco, de forma a utilizar
todos os tipos de alimento disponiveis, pelo que a selecdo de espécies a incluir num
policultivo é muito importante, devendo estas ser compativeis e com habitos alimentares
diferenciados (Rahman et al., 1992).

Relativamente as taxas de evisceracdo e mortalidade, os resultados mais
favoraveis foram obtidos no grupo mantido sob o regime de monocultivo, onde nédo
ocorreu mortalidade e a taxa de evisceragéo foi inferior & obtida no regime de policultivo.
O facto de o regime de policultivo ter resultado em taxas mais elevadas de evisceracéo e
mortalidade pode dever-se as condi¢cdes de acondicionamento, uma vez que este foi
praticado, tal como no regime de monocultivo, em tanques de 60 L. Apesar das douradas
permanecerem a maior parte do tempo na coluna de agua, ao contrario das holotdrias que
habitam os fundos e as paredes dos tanques, a presenca das douradas provavelmente
induziu stress sobre as holoturias, devido a sua grande proximidade no tanque de
acondicionamento. Slater & Carton (2007) concluiram que a Australostichopus mollis é
boa candidata para incluir em sistemas de policultivo, no entanto, este estudo foi realizado
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com mexilh&o, organismos sésseis cujo comportamento nao tem qualquer impacto sobre
as holoturias, contrariamente ao que acontece com as douradas. Porém, no grupo de
estudo em que as holoturias foram mantidas sob o regime de monocultivo, foi registada
uma taxa de 25% de evisceracdo, 0 que sugere que neste regime de acondicionamento
também ndo estavam reunidas as condi¢des Otimas para o cultivo da H. forskali. Segundo
Pangkey et al., (2012) e Shiell & Uthicke (2006), o sucesso do cultivo de pepinos-do-mar
muito dependera da disponibilidade de alimento, desde as fases larvares até a fase adulta.
Muitos autores consideram que o alimento mais adequado para holoturias na fase adulta,
até mesmo para reprodutores, deve ser constituido por um mix de microalgas, de forma a
satisfazer todas as necessidades nutricionais dos individuos (Chen, 2003;
Ivy & Giraspy 2006). Considerando o facto de o grupo 2, mantido sob o regime de
monocultivo, ter sido alimentado apenas a base de uma microalga, I. galbana, é possivel
que o alimento fornecido ndo tenha sido suficiente nem o mais adequado para suprir as
necessidades nutricionais da H. forskali, apesar da microalga fornecida possuir um perfil
nutricional bastante completo para utilizagio como alimento em aquacultura
(Brown et al., 1997; Brown, 2002; Asha & Muthiah, 2006).

No que diz respeito a variacdo do peso médio, confirmou-se a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas entre o peso médio final e inicial de holoturias,
em ambos o0s grupos de estudo, policultivo e monocultivo. Verificou-se ainda que em
ambos 0s grupos ocorreu uma diminuicao do peso das holoturias, sendo este decréscimo
mais acentuado no grupo de estudo mantido sob o regime de policultivo.

A obtencédo de dados precisos de medicGes corporais e peso de holotdrias é uma
tarefa desafiante. A elasticidade da parede do corpo, a variacdo do contetdo do sistema
digestivo bem como do fluido celémico resultam num desvio consideravel destas
medidas. Segundo Poot-Salazar et al., (2014), esta analise pode ser realizada com mais
rigor recorrendo a um maior nimero de medi¢cGes como 0 peso iMerso, peso Seco, Peso
da holoturia eviscerada, bem como os comprimentos, quer com o corpo contraido, quer
descontraido, calculando o seu peso e medidas com base nestes dados. No presente
estudo, o0 Unico peso registado foi 0 peso himido dos individuos e foi apenas com base
nesta medicdo que os resultados foram determinados, podendo desta forma existir um
erro associado a estes valores.

Tendo em conta a evisceragdo, os resultados referentes aos pesos médios foram
influenciados pelo facto de no grupo 1 (policultivo) se ter verificado uma taxa de

evisceracdo mais elevada, 33% (4 individuos), comparativamente ao que ocorreu no
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grupo 2 (monocultivo), onde a taxa de evisceracdo foi de 25% (3 individuos). O facto de
os individuos se eviscerarem, resulta na diminuicdo do seu peso médio. Além da taxas de
evisceragdo terem influenciado negativamente estes resultados, também a ja referida
alimentacdo pode ter contribuido para a diminuicdo do peso medio de holotdrias,
sugerindo que, tal como no grupo mantido sob o regime de monocultivo, a alimentagédo
das holotarias (essencialmente restos de alimento ndo utilizado pelas douradas e 0s seus
produtos de excregdo) no regime de policultivo, pode néo ter sido suficiente para obter
resultados desejaveis para a manutencdo ou crescimento das holoturias. Num estudo
anteriormente realizado por Laxminarayana (2005), o substrato foi substituido a cada
quinze dias, ao longo de todo o ensaio experimental, de forma a manter continuamente a
matéria organica presente no substrato utilizado, para além de ter sido fornecida uma dieta
suplementar constituida por microalgas de diferentes espécies. Deste modo, a renovacgédo
periddica do substrato para introduzir nova matéria organica nos dois grupos de estudo,
bem como a utilizacdo de uma dieta constituida por uma mistura equilibrada de
microalgas no grupo 2 (monocultivo), e 0 aumento da taxa de alimentag&o das douradas
no grupo 1 (policultivo), poderiam originar resultados mais favoraveis. Relativamente ao
policultivo, a taxa de alimentacdo foi calculada de acordo com a densidade de douradas
presente em cada tanque experimental, e uma parte consideravel da matéria organica
resultante da alimentag&o fornecida era inevitavelmente removida no processo de limpeza
manual dos tanques e pelo proprio funcionamento do sistema em RAS, de forma a manter
uma boa qualidade da agua. Assim, os detritos organicos que permaneciam no sistema
poderiam n&o ser suficientes para alimentacdo devida dos organismos. De facto, estes
resultados sugerem que um regime de acondicionamento em IMTA poderé ser o mais
adequado para o acondicionamento da H. forskali, uma vez que, tal como anteriormente
referido, neste tipo de cultivos as diferentes espécies sdo incluidas em diferentes
subsistemas, utilizando os subprodutos ou residuos de outros cultivos como alimento e,
neste caso, 0 aumento da carga organica no tanque onde se encontram as douradas nao
seria um problema. Um estudo com base na Cucumaria frondosa (Nelson et al., 2012)
mostrou que esta espécie tem um grande potencial para incluir em sistemas IMTA e ainda
auxiliar na reducdo da carga organica resultante dos sistemas de aquacultura. Com base
nos estudos referidos e nos resultados aqui obtidos, é possivel afirmar que as holotirias
sdo organismos com potencial para serem incluidos em policultivos com espécies sésseis

ou com reduzida mobilidade e para introduzir em sistemas de IMTA, com espécies de
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peixes ou outras espécies cuja producdo resulte num elevado conteddo de detritos
organicos.

No final do ensaio em que a H. forskali foi mantida em policultivo e em
monocultivo, também o IG foi calculado de modo a avaliar o estado reprodutivo dos
individuos, apds 3 meses de acondicionamento em cada um dos regimes testados. Os
resultados obtidos mostraram que ndo existem diferencas estatisticamente significativas
entre o IG desta holotdria mantida em policultivo (7,08+5,58%) e em monocultivo
(10,27+6,01%). Contudo, o IG calculado para o grupo de estudo mantido sob o regime
de monocultivo, incluindo o IG calculado individualmente para machos (5,60+1,82%) e
fémeas (16,11+3,14%) dentro deste grupo, foi mais elevado, comparativamente ao grupo
de estudo mantido sob o regime de policultivo, incluindo o IG calculado para machos
(1,68+1,09%) e para fémeas (11,14+3,21%). Porém, estes resultados foram igualmente
afetados pelas taxas de mortalidade e evisceracdo, que foram mais elevadas no grupo de
estudo mantido sob o regime de policultivo, resultando num menor nimero de individuos
para incluir no célculo do IG. Macroscopicamente, foi possivel verificar que, em ambos
0s grupos de estudo, as gonadas femininas eram, de um modo geral, consideravelmente
maiores do que as gdénadas masculinas, apresentando tlbulos com didmetro maior,
comparativamente as gonadas masculinas. Consequentemente, o calculo do 1G realizado
para as fémeas de ambos os grupos de estudo resultou em valores mais elevados do que
0 IG calculado para os machos de cada grupo. Relativamente aos resultados obtidos no
calculo do IG efetuado para machos (1,68+1,09%) e fémeas (11,14+3,21%), dentro do
grupo de estudo mantido sob o regime de policultivo, verificou-se que existem diferencas
estatisticamente significativas entre eles, sendo a média respetiva ao IG das fémeas,
significativamente superior ao IG médio calculado para os machos deste grupo. No que
diz respeito ao IG calculado para machos (5,60+1,82%) e fémeas (16,11+3,14%), dentro
do grupo mantido sob o regime de monocultivo, também foi possivel verificar que
existem diferencas estatisticamente significativas entre os dois géneros, sendo a média de
IG calculado para as fémeas, significativamente superior a média do IG calculado para 0s
machos deste grupo. Estes resultados sdo concordantes com um estudo precedente,
relacionado com a biologia reprodutiva da Holothuria sanctori, outro pepino-do-mar de
regibes temperadas, onde, ao longo do estudo, as fémeas apresentavam valores mais
elevados de IG comparativamente aos machos (Navarro et al., 2012). No entanto, e assim
como no estudo realizado por Santos et al., (2015), estas diferengcas ndo foram

estatisticamente significativas. Considerando os valores de IG calculados para as fémeas
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de ambos os grupos de estudo, policultivo (11,14+3,21%) e monocultivo (16,11+3,14%),
verificou-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre estes valores,
contudo, a media relativa ao |G, calculado para as fémeas mantidas sob o regime de
monocultivo, foi mais elevada. Relativamente ao IG calculado para os machos de ambos
0s grupos de estudo, policultivo (1,68+1,09%) e monocultivo (5,60£1,82%), foi possivel
verificar que existem diferengas estatisticamente significativas entre estes valores, sendo
a meédia respetiva ao IG, calculado para os machos do grupo mantido sob o regime de
monocultivo, significativamente mais elevada. Em suma, os resultados obtidos mostram
que, ao fim de 3 meses de acondicionamento, os individuos do grupo mantido sob o
regime de monocultivo se encontravam num estadio de maturagdo mais avancado do que
os individuos do grupo mantido sob o regime de policultivo, sugerindo que o regime de
monocultivo foi o mais propicio ao desenvolvimento gonadal e a evolucdo da sua
maturacao sexual.

De um modo geral, os resultados obtidos mostraram que as condi¢6es reunidas no
regime de monocultivo se revelaram bastante mais favoraveis para o acondicionamento
da H. forskali. Ainda assim, também foi possivel manter os individuos acondicionados
sob o regime de policultivo, durante todo o periodo de estudo, tendo-se verificado uma
taxa de mortalidade bastante reduzida e uma taxa de evisceragdo apenas ligeiramente

superior a verificada no grupo mantido sob o regime de monocultivo.
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5. Conclusao
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Concluséao

Desde meados da década de 2000, o fornecimento global de pepinos-do-mar
produzidos em aquacultura tem aumentado, pelo que esta parece ser a melhor solucao
para evitar a sobre-exploracdo das populacdes naturais. No entanto, estes equinodermes
ndo apresentam dimorfismo sexual e, deste modo, ndo é possivel determinar
externamente o género dos individuos, salientando, assim, a importancia do presente
estudo. A obtencéo de informacdes sobre novas técnicas, mais eficazes e menos invasivas,
de identificacdo do género em holotdrias e, consequentemente, sobre a sua época
reprodutiva, ira possibilitar ndo apenas o progresso da investigacdo centrada no
conhecimento sobre o ciclo reprodutivo destas espécies, aumentando as probabilidades
do sucesso dos programas de producdo, bem como impulsionar a sua producdo em
aquacultura.

Em concluséo, e concordantemente com os resultados anteriormente descritos e
discutidos, os melhores resultados, no que diz respeito a identificacdo do género, foram
conseguidos na técnica com agulha de bidpsia, tendo-se obtido uma taxa de identificacédo
de 100%, sem quaisquer registos de eventos de evisceracdo ou mortalidade.

Além da aquisicdo de conhecimentos sobre a biologia reprodutiva de holoturias,
0 sucesso do cultivo de pepinos-do-mar muito dependera da disponibilidade de alimento,
adequado a cada fase do seu ciclo de vida, sendo este o principal fator que influencia o
sucesso dos cultivos de holotarias. Um dos grandes desafios para a inddstria da
aquacultura é o desenvolvimento de dietas 6timas do ponto de vista nutricional, com o
menor custo e impacto ambiental possiveis. Uma vez que as holotarias tém a capacidade
de se alimentar apenas de detritos organicos resultantes do cultivo de outras espécies, sdo
consideradas espécies com uma grande mais-valia para utilizacdo em policultivos e
sistemas IMTA, cultivos muito vantajosos do ponto de vista ecologico e economico.

Os resultados obtidos nos ensaios de acondicionamento permitiram concluir que,
apesar do regime de monocultivo ter sido o mais favoravel ao desenvolvimento dos
individuos e a evolugdo da sua maturacdo sexual, pode-se considerar que a H. forskali
constitui uma espécie promissora, sendo uma excelente candidata para introdugdo de
novas espéecies em aquacultura, tanto em mono como policultivos e até mesmo em
sistemas IMTA. O facto de ter sido possivel manter os individuos em regime de
policultivo durante 3 meses de acondicionamento, com uma taxa de mortalidade

associada muito reduzida (8%), reforca ainda mais a ideia de que esta é uma espécie com
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grande potencial para a industria da aquacultura, embora sejam necessarios grandes
esforcos ao nivel da investigagdo cientifica, no sentido de otimizar os sistemas de
producdo desta espécie. Deste modo, concluiu-se que o policultivo de H. forskali com
douradas é viavel e que as holoturias possuem a capacidade de se alimentar apenas de
detritos resultantes do cultivo das douradas, sendo o seu custo de producéo praticamente
nulo.

De facto, torna-se necessario investir em investigacdo nesta area, uma vez que
existem inUmeras vantagens associadas aos regimes de policultivo. Além da consideravel
possibilidade de aumentar a producéo de individuos por unidade de area, em comparacao
com os sistemas de monocultura, a combinacdo de espécies diferentes, num sistema de
policultivo, também contribui eficazmente para melhorar as descargas de efluentes. No
caso das holoturias, existe ainda uma vantagem adicional, uma vez que participam
ativamente na oxigenacdo dos sedimentos. Efetivamente, o grande desafio para a
comunidade cientifica e para a industria da aquacultura consiste numa mudanga no
sentido de uma menor utilizagdo dos recursos marinhos durante o processo de producao.
Tal mudanca terd como objetivo o desenvolvimento de alimentos mais sustentaveis, que
ndo comprometam a qualidade do pescado relativamente aos atributos sensoriais e que
permitam assegurar niveis adequados de acidos gordos omega-3 de cadeia longa, tdo

importantes na alimentagdo humana.
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6. Perspetivas Futuras
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Perspetivas Futuras

De forma a complementar os estudos desenvolvidos ao longo do presente trabalho,
e com o objetivo de alcancar novos contributos para o desenvolvimento cientifico nesta
area, serdo necessarios mais estudos, sugerindo-se que se desenvolvam avangos nas

seguintes areas:

Reproducdo da H. forskali em cativeiro, através de técnicas ja conhecidas de inducéo

da desova, utilizadas para espécies de holoturias de zonas temperadas;

Testar a introducdo da H. forskali em sistemas de policultivo com, por exemplo,

bivalves, camardo ou macroalgas;
Com vista a otimizacdo do crescimento e do desenvolvimento dos pepinos-do-mar, €

também crucial realizar estudos aprofundados, focados na alimentacdo e na nutricdo

destas espécies, com base nas suas necessidades nutricionais.
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Anexo |

Processamento de Amostras

1. Fixacéo

- Fixador: formol tamponado a 10%

- As amostras permanecem mergulhadas no fixador durante 2 dias

2. Desidratacéo e Inclusdo em Parafina

Esta etapa decorre no processador de tecidos.

A sequéncia de processamento tem como objetivo desidratar os tecidos passando
por uma concentracao crescente de alcoois, aclarar os tecidos em xilol e incluir a parafina
nos tecidos, sendo definida tendo em conta as dimensdes das amostras analisadas. Neste
trabalho, a sequéncia de processamento utilizada foi a seguinte:

1- Alcool a30% - 2 a 4 horas

2- Alcool a 50% - 2 a 4 horas

3- Alcool a 70% - 2 a 4 horas

4- Alcool a 96% - 2 a 4 horas

5- Alcool a 100% - 4 a 6 horas

6- Alcool a 100% - 6 a 8 horas

7- Xilol I -4 horas

8- Xilol Il (50% xilol + 50% parafina estufa 58°-60°) — 10 horas
9- Parafina liquida — 12 a 18 horas

Apos a inclusdo de parafina liquida nos tecidos, as pec¢as sdao incorporadas em

blocos de parafina, com um dispensador de parafina e uma placa fina, de acordo com a

orientagdo desejada.
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3. Cortes Histoldgicos

Os cortes dos blocos de parafina séo realizados no micr6tomo, com uma espessura
ideal de 8 um. Os cortes obtidos sdo colocados em laminas limpas, com uma camada de
agua destilada, de forma a ficarem esticados sobre a lamina e, posteriormente, sdo

introduzidos na estufa a 37 °C até a realizacdo da coloracao.
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Anexo 11

Coloracdo com Hematoxilina & Eosina

Desparafinacdo e Re-hidratacéo I:

1- Histolemon.........cccoovviiiiiiiecee 5 minutos
2- Histolemon..........ccccoocviiiiiieiinnies 5 minutos
3- Alcool 8 100%..........cccovverrrerrrerennens 5 minutos
4- Alcool @ 100%.........cccevverrreeerrirrenrens 5 minutos
5- AlCO0I @ 85%.........ccovereererererererierenines 5 minutos
6- AlCO0I @ 70%.......cocvvereereerereeesiereneee 5 minutos
7- AIC00l 8 50%........cocvveerreerreersieneerens 5 minutos
8- Agua destilada...........c..ccoevevrerrrrnnnnn. 5 minutos
9- Hematoxilina de Harris....................... 5 minutos
10-EOSINA.....ceiiiereeiiienieeie e eie e 3 minutos

Desidratacéo I:

11- Alcool @ 70%.......c.ovevereerrerrereerenenn, 1 minuto
12- AlCoOl @ 85%........coveereeeererrriirinrenenn. 1 minuto
13- Alcool @ 100%..........ccccevevverrereerrrene. 1 minuto
14- Alcool @ 100%.........cccovvverrerererrerenranes 1 minuto
15- Histolemon...........ccooceveiiiiiinieee 5 minutos
16- Histolemon...........ccocovviiiiiiiiiiieee, 5 minutos

No final do processo acima descrito, procede-se a montagem definitiva das
laminas com DPX (Difco) (cola apropriada), deixando-se depois secar, durante pelo

menos 48 horas.
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Anexo 111
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