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Resumo

A tainha Mugil cephalus, € uma espécie ecoldgica e biologicamente importante adequada
para a aquacultura sustentavel. E uma das espécies mais importantes no mundo da pesca e
da aquacultura, especialmente em paises do Mediterraneo. Tem um papel vital na
economia desses paises, e é produzida com base na captura de juvenis selvagens. Esta
captura ndo €, no entanto, uma forma sustentavel para a aquacultura, e por conseguinte, é
necessario conhecer e fechar o ciclo reprodutivo da tainha de modo a ser possivel a

obtencg&o de ovos para a producado de larvas.

De forma a caracterizar, identificar e obter mais informacéo sobre o potencial reprodutivo
da tainha Mugil cephalus em aquacultura, este estudo teve como objetivo determinar o
ciclo reprodutivo da tainha, através da medicdo do diametro dos odcitos e da avaliacdo do
estado de maturacdo dos ovarios, na Estagdo Piloto de Piscicultura de Olhdo (EPPO). Os
parametros biométricos (comprimento total, comprimento de furca e peso) dos quinze
exemplares foram registados mensalmente. Uma vez que, os parametros hematoldgicos sao
considerados ferramentas valiosas para avaliar o estado de salde dos peixes, amostras de
sangue foram recolhidas e submetidas a analise hematoldgica (hematdcrito, concentracdo
de hemoglobina e esfregacgos).

De acordo com os resultados obtidos, a época de desova do stock de reprodutores de tainha
da EPPO é entre os meses de Maio e Julho. A analise estatistica revelou diferencas
significativas (p<0,05) em todos os parametros hematoldgicos analisados. O hematdcrito
parece apresentar valores superiores no periodo pré-desova e durante a época de
reproducdo. Os globulos vermelhos e a concentragdo de hemoglobina parecem ser

influenciados pela baixa atividade dos individuos, parasitas e condi¢cbes ambientais.

Palavras-chave: desova, Mugil cephalus, didmetro odcitos, reproducdo, parametros

hematoldgicos






Abstract

Grey mullet it is an ecological and biologically important species suitable for sustainable
aquaculture. It plays an important role for the economy of several Mediterranean countries,
where it is produced in aquaculture based on capture of wild juveniles. The capture of wild
juveniles for aquaculture it is not sustainable, and therefore the reproductive cycle must be
known in order to obtain eggs for larval production. In this species, the reproductive cycle

is still not closed for aquaculture purposes.

In an effort to provide information about the potential of grey mullet Mugil cephalus in
aquaculture, this study was developed to determine grey mullet reproductive cycle based
on oocyte diameter measured over a period of one year at Olhdo Aquaculture Research
Center (EPPO). Monthly measures of body weight, standard and fork length of 15 females
kept in 18 m® tanks in natural conditions were recorded. Since haematological parameters
have been recognized as valuable tools for the monitoring of fish health, blood samples of
Mugil cephalus were collected and subjected to haematological analysis (haematocrit,

hemoglobin concentration and smears).

Based on oocyte diameter, the spawning season for grey mullet of EPPO lasts from May to
July. Statistical analysis revealed differences (p<0,05) in every hematological parameters
between some months. Haematocrit appeared to be higher in the pre-spawning and
spawning season. Red blood cells and hemoglobin concentration seem to be influenced by

environmental conditions, parasites and low movement.

Key words: Spawning, Mugil cephalus, oocyte diameter, reproduction, blood parameters
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1. Introducéo geral

A crescente preocupacdo humana em relacdo a sua saude levou a que a populacéo dé
cada vez mais preferéncia ao pescado como alternativa saudavel a carne (Kaiser et al.,
2011; Videler, 2011). Este facto reflete-se nos dados de 2014 da Food and Agriculture
Organization (FAO, 2014) onde a producéo de alimentos para consumo humano, incluindo
produtos provenientes da aquacultura (peixes, crustaceos, moluscos e outros animais
aquaticos), atingiu cerca de 131 milhdes de toneladas em 2011, e 136 milhdes de toneladas
em 2012 (Tabela 1.1). Com o aumento da captura e da producdo em aquacultura de
pescado e a sua melhor distribuicdo, o abastecimento mundial de peixe tem crescido
drasticamente nas Ultimas cinco décadas. A taxa de crescimento média no periodo de 1961
a 2010 foi de 3,2% ao ano superando o aumento de 1,7% ao ano da populagdo mundial
(FAO, 2012b; FAO, 2014).

Tabela 1.1 — Producéo mundial de pescado (pescas e aquacultura) e a sua utilizagao.

PRODUCAO

Captura

Continental 9,8 10,0 10,2 10,4 11,2 115 11,6
Marinha 80,2 80,4 79,5 79,2 77,4 78,9 79,7
Total 90,0 90,3 89,7 89,6 88,6 90,4 91,3
Aquacultura

Continental 31,3 33,4 36,0 38,1 417 443 419
Marinha 16,0 16,6 16,9 17,6 18,1 19,3 24,7
Total 47,3 499 52,9 55,7 59,9 63,6 66,6
Total Producdo Pescado 137,3 140,2 142,6 145,3 148,5 154,0 158,0
UTILIZACAO

Consumo humano 114,3 117,3 119,7 123,6 128,3 130,8 136,2
Utilizacdo ndo alimentar 23,0 23,0 229 21,8 20,2 23,2 21,7
Populacao (bilides) 6,6 6,7 6,7 6,8 6,9 7,0 7,1

Consumo de pescado como
alimento per capita (KQg)
Excluindo plantas aquéticas. . Dados de 2012 s&o uma estimativa provisoria.

17,4 17,6 17,8 18,1 18,6 18,8 19,2

Fonte: FAO, 2014



Atualmente a captura dos produtos provenientes da pesca encontra-se proxima ou
ultrapassa ja o seu limite sustentavel, levando a que a aquacultura seja considerada por
muitos como a solucdo para a escassez iminente dos recursos marinhos (Boyd, 2003;
Kaiser et al., 2011; Naylor et al., 2000; Videler, 2011). Para suprir as necessidades do
mercado a aquacultura é considerada como uma importante alternativa, sendo mesmo, em

alguns paises, a principal fonte de proteina de origem animal (Videler, 2011).

Um dos problemas do aumento de producdo em aquacultura prende-se com o
alimento fornecido as espécies de peixe atualmente produzidas. Na sua maioria sdo
espécies carnivoras que necessitam de dleo de peixe incorporado na racdo como fonte de
energia e acidos gordos polinsaturados (Deutsch et al., 2007; FAO, 2012a; Naylor et al.,
2000; Tacon e Metian, 2008). Como a captura de peixe selvagem tem que ser gerida de
uma forma sustentavel para garantir a continuidade dos stocks, é importante encontrarem-
se espécies de peixe alternativas que ndo dependam tanto desses Oleos e de farinha de
peixe, e que possam ser produzidas em aquacultura (Kelly et al.,1958; Naylor et al., 2000).

Um grupo de peixes que correspondem a estes requisitos sdo as tainhas (Kelly et al.,
1958; Naylor et al., 2000). A sua producdo mundial total (pesca e aquacultura) aumentou
de uma forma significativa entre os anos 1990 e 2007, principalmente no setor da
aquacultura. A partir de 2007 observa-se uma diminuicdo na captura e na producdo em
aquacultura (Fig. 1.1 a) e b)). Esta quebra conjunta nas duas formas de abastecimento
resulta de que a sua producdo em cativeiro se baseia na captura de juvenis em meio natural
(Aizen et al., 2005; Bartulovi¢ et al., 2011; Chang et al., 2000; Whitfield et al., 2012;
Yelghi et al., 2012).
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Figura 1.1 — Producdo global (em toneladas) de Mugil cephalus entre 1950 e 2012, no que
diz respeito a: a) atividades pesqueiras, b) aquacultura, registados pela FAO (Fonte: FAO FishStat
(http://www.fao.org)).

Em paises como Egipto, Taiwan, Israel, Tunisia e Grécia as tainhas sdo peixes com
elevada procura sendo muito importantes para a economia local (Chang et al., 2000; Hung
e Shaw, 2006; Saleh, 2008; Wang et al., 2010). As espécies produzidas dependem
principalmente da abundancia das espécies na regido de producdo. Atualmente tem havido
um interesse crescente na produgdo de Mugil cephalus, devido aos seus elevados valor
comercial e taxa de crescimento (Bichy, 2000; Chang et al., 2000; Saleh, 2008; Yelghi et
al., 2012; Yousif et al., 2010).

As tainhas sdo um grupo de espécies da Familia dos Mugilidae, sendo os géneros
Mugil, Liza e Chelon os mais comuns em Portugal (Arruda et al., 1991; Whitfield et al.,
2012). Este grupo de espécies é biologicamente muito importante pois tém um papel vital
na cadeia alimentar aquatica como elo de ligacdo entre 0 menor e 0s mais altos niveis
tréficos uma vez que sdo consumidores primarios que se alimentam de detritos e
microalgas epifitas e bentonicas (diatomaceas, dinoflagelados e cianobactérias) e servem
de alimento a numerosas aves, peixes e mamiferos como o golfinho comum Tursiops
truncatus (Bekova et al., 2013; Bichy, 2000; Bartulovi¢ et al., 2011; Biswas et al., 2012;
Fazio et al., 2012).

Mugil cephalus é uma espécie atraente para a aquacultura, tanto de agua doce como
marinha (Boglione et al., 2006; Whitfield et al., 2012) tendo sido a primeira espécie da
familia Mugilidae a ser utilizada em aquacultura, e desde a década de 1980 tem sido

intensivamente estudada principalmente no que diz respeito a reproducéo, desova e cultivo,



devido ao seu potencial para ser produzida em diferentes paises tropicais (Barman et al.,
2005; Ibafiez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004; Saleh, 2008). A maioria dos juvenis para a
producdo em aquacultura sdo obtidos a partir de populacdes selvagens, devido a sua
elevada abundancia em ambiente natural e por ser menos dispendioso. Em cativeiro e até a
data, ainda ndo ha registo de desovas espontaneas (Aizen et al., 2005; Chang et al., 2000;
Yelghi et al., 2012; Yousif et al., 2010; Zohar e Mylonas, 2001) e existe uma grande

variabilidade na qualidade dos ovos resultantes da inducdo artificial da postura.
2. Objetivo

Considerando o aspeto econdmico da producao de tainha Mugil cephalus, 0 aumento
da sua procura, a importancia a nivel mundial e com a necessidade em suprir o mercado de
producdo com juvenis provenientes de aquacultura em numero adequado, este trabalho
teve como objetivo o conhecimento do ciclo reprodutivo anual da tainha (M. cephalus) em
cativeiro afim de se contribuir para a obtencéo de posturas de qualidade. Foi feito o estudo
da evolucdo mensal do estado de maturacdo dos odcitos e de alguns pardmetros

hematoldgicos.



3. Introducéo

3.1. Tainha, Mugil cephalus Linnaeus, 1758

A maioria das espécies de tainha sdo alvo de pescarias, mas a espécie que tem uma
maior importancia € M. cephalus, Linnaeus 1758. Devido ao seu comportamento
bioldgico, tamanho e qualidade nutricional, M. cephalus é uma espécie chave em pescarias
costeiras e da plataforma continental em todo o mundo, onde é consumido localmente
(Bekova et al., 2013; Greeley et al., 1987; Hung e Shaw, 2006). Os seus modos de vida e
comportamento bioldgico tornam-no numa espécie chave no nicho ecoldgico da interface
agua doce/salgada. A posicdo na cadeia alimentar da tainha M. cephalus L., juntamente
com as suas caracteristicas euritérmicas e eurihalinas permite-lhes ocupar ambientes
aquaticos variados nos diferentes estagios do seu ciclo de vida. Tal facto permite-lhes
atingir uma elevada biomassa em muitas zonas da sua &rea de distribui¢do. Essas mesmas
caracteristicas tornaram M. cephalus uma das espécies mais importantes no mundo da
pesca e da aquacultura, especialmente em paises do Mediterraneo tais como o Egipto,
Tunisia, Israel, Grécia e Italia, no Oriente Extremo como a Republica da Coreia, Taiwan,
Hong-Kong e Singapura e na costa oriental do Pacifico como o México e o Peru (Bekova
et al., 2013; Biswas et al., 2012; Boglione et al., 2006; Cardona et al., 2008; FAO, 2009,
2012a, 2012b; Fazio et al., 2013a, 2013b; Sadek, 2011; Saleh, 2008; Wang et al., 2010;
Whitfield et al., 2012; Yelghi et al., 2012). No entanto, o seu valor comercial depende do
pais, sendo muito elevado em paises como a Tunisia, Egito, Taiwan e Italia, e mais baixo
em Espanha, Franca e Australia (Bichy, 2000; Boglione et al., 2006; Chang et al., 2004;
Faggio et al., 2013; Hung e Shaw, 2006; Saleh, 2008; Scano et al., 2008; Wang et al.,
2010; 2011; Whitfield et al., 2012).

A producdo mundial da tainha M. cephalus em aquacultura aumentou de 25 600
toneladas em 1997 para 221 978 toneladas em 2009. A maior parte deste aumento foi
resultado da elevada producdo no Egito, que é atualmente um dos maiores produtores de
tainha, com uma producdo de 210 000 toneladas em 2009 (FAO, 2009, 2012b; Gautier e
Hussenot, 2005; Saleh, 2008). Em 2010, foi uma das espécies que contribuiu
substancialmente para a quota global da aquacultura de 3,1% (1,8 milhdes de toneladas) no

que diz respeito a producéo total de peixes marinhos (FAO, 2012b; Saleh, 2008).



No Mediterraneo, Sudeste Asiatico e India, a tainha é produzida essencialmente
como produto alimentar, sendo muito apreciada pela qualidade da carne e bom sabor
(Bichy, 2000; Biswas et al., 2012; Chang et al., 2000; Greeley et al., 1987). No entanto, em
alguns paises com a Africa do Sul, M. cephalus é muito utilizada como isco vivo para
grandes peixes piscivoros (Greeley et al., 1987; Whitfield et al., 2012). Outro modo de
consumo, e que tem aumentado consideravelmente nas ultimas décadas em muitas partes
do mundo, séo as ovas de tainha, “Bottarga di Muggine” (em Italiano) e “Karasumi” (em
Japonés). No Mediterraneo as ovas de tainha sdo processadas artesanalmente e
transformadas no "Caviar do Mediterraneo” (Barra et al., 2008; Scano et al.,
2008). Consumidas ha séculos na Asia pelo Japdo e China, o seu consumo foi difundido na
Europa antiga pelos Fenicios sendo os principais consumidores a Italia, Franca e Espanha.
Na maioria destes paises a industria das ovas de tainha desempenha um papel econémico
importante, uma vez que sdo consideradas uma iguaria e estdo a tornar-se no produto mais
valorizado desta espécie (Bichy, 2000; Chang et al., 2000; Chang et al., 2004; Hsu et al.,
2007; Ibafnez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004; McDonough et al., 2003, 2005; Wang et
al., 2010) comecando a ser chamada pelos pescadores como “ouro cinzento” (Hung e
Shaw, 2006; Whitfield et al., 2012).

Para além de ser a base de grandes pescarias artesanais, (0 que levou ao colapso do
stock em Taiwan) M. cephalus tem vindo a ser amplamente utilizada na aquacultura de
agua salobra, doce e marinha (Greeley et al., 1987; Hung e Shaw, 2006; McDonough et al.,
2005). E produzida geralmente em sistemas extensivo ou semi-intensivo, e devido ao seu
habito alimentar, essencialmente detritos vegetais e microflora, € uma espécie que
desempenha um papel ecoldgico fundamental, pois melhora a qualidade da agua e dos
sedimentos, tornando-se apropriada para mono ou policultivo (Biswas et al., 2012;
Cardona et al., 2008; Fazio et al., 2013b; Sadek , 2011; Saleh, 2008; Yelghi et al., 2012).

3.2. Posicéo sistematica

A tainha Mugil cephalus (Linnaeus, 1758) é a espécie mais difundida entre a familia
Mugilidae, que compreende um total de 20 géneros e 70 espécies validas (11 das quais
pertencem ao género Mugil) (Eschmeyer e Fricke, 2011; Nirchio et al., 2009). Apesar da

sua expansdo global em ambos os hemisférios, M. cephalus tem uma distribuicdo



descontinua e foi introduzida com sucesso em areas onde ndo ocorre naturalmente
(Whitehead et al., 1986 in Whitfield et al., 2012).

Existem evidéncias crescentes de que M. cephalus pode representar um complexo de
espeécies, e ha uma possibilidade de que pelo menos 14 espécies Mugil facam parte desse
complexo (Corti e Crosetti, 1996; Durand et al., 2012; Shen et al., 2011; Whitfield et al.,
2012). Assim, e aliado a sua ampla distribuicdo e a caracteristicas morfométricas
semelhantes e intimamente relacionadas com outros mugilideos, ndo é surpreendente que a
taxonomia desta espécie seja confundida com espécies como a Mugil liza do Atlantico
Ocidental (Corti e Crosetti, 1996; Menezes et al., 2010).

Atualmente a classificacdo taxonémica da M. cephalus, de acordo com o Sistema

Integrado de Informacdo Taxondmica (ITIS), € a seguinte:

Reino: Animalia
Filo: Chordata
SubFilo: Vertebrata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Mugiliformes
Familia: Mugilidae
Género: Mugil

Espécie:Mugil cephalus

(Linnaeus, 1758)

3.3. Caracterizacdo morfoldgica

M. cephalus (Fig. 3.1) & um peixe robusto, com uma cabeca larga e achatada
dorsalmente, possui uma palpebra adiposa macia e transparente bem desenvolvida que
cobre a maior parte do olho. Na verdade, este tecido adiposo do olho parece ser mais
desenvolvido em M. cephalus do que em qualquer das outras espécies de mugilideos
(FAO, 2012b; Gautier e Hussenot, 2005; Whitfield et al., 2012). M. cephalus € a maior das
tainhas, podendo atingir um comprimento total até aos 120 cm (Gautier e Hussenot, 2005;
Saleh, 2008). Esta € caracterizada por uma cor cinzento chumbo no dorso, e os lados com
um sombreado de prateado a branco, sendo por vezes visivel uma cor azul na base das
barbatanas (Gautier e Hussenot, 2005; Whitfield et al., 2012). Possuem duas barbatanas



dorsais curtas e claramente separadas, barbatanas pélvicas inseridas muito atras do peito, e
as barbatanas peitorais ndo alcancam a primeira barbatana dorsal. Apresenta uma boca
transversal pequena com labios finos e dentes labiais mindsculos, retos, densos e em forma
de seta na mandibula superior (FAO, 2012b; Gautier e Hussenot, 2005; Saleh, 2008; Trape
et al., 2009).

Figura 3.1 — Exemplar de Mugil cephalus (foto do autor).

3.4. Distribuicdo geogréfica e habitat

M.cephalus é a Unica espécie cosmopolita dentro da familia Mugilidae (Corti e
Crosetti, 1996), ocorrendo em &guas costeiras tropicais, subtropicais e temperadas de todos
0s oceanos do mundo, principalmente entre as latitudes 42° N a 42° S (Fig. 3.2), onde a
temperatura média é superior a 18°C no Verdo (Fazio et al., 2013b; Gautier e Hussenot,
2005; Ibafiez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004; Saleh, 2008; Wang et al., 2010,2011,
Whitfield et al., 2012). Esta espécie ocupa uma grande variedade de ambientes (marinho,
estuarino e de agua doce), e acredita-se que seja uma espécie catadroma, uma vez que faz
migracdo na altura da reproducgdo, de aguas salobras costeiras para aguas do largo com
salinidades elevadas ocorrendo a desova em mar aberto (Chang et al., 2004; FAO, 2012b;
Fazio et al., 2013b; Koutrakis, 2011; Saleh, 2008; Whitfield et al., 2012). Com este padrao
de distribuicdo e comportamento migratério, M. cephalus é uma espécie fortemente
eurihalina e euritérmica para além de ser capaz de viver em aguas de diferentes niveis de
turbidez e poder sobreviver em aguas com uma ampla gama de niveis de oxigénio
dissolvido (Aoki et al., 2011; Biswas et al., 2012; Fazio et al., 2013b; Greeley et al., 1987;
Koutrakis, 2011; Wang et al., 2011; Whitfield et al., 2012; Yelghi et al., 2012).
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Figura 3.2 — Distribuicdo geografica global da tainha Mugil cephalus, apresentando as

probabilidades relativas de ocorréncia (fonte: www.aquamaps.org).

M. cephalus tem um héabito alimentar diurno, consumindo principalmente
zooplancton, organismos bentonicos e detritos (Aoki et al., 2011; Bichy, 2000; Biswas et
al., 2012; FAO, 2012b; Fazio et al., 2012, 2013b; Saleh, 2008). O sistema digestivo esta
adaptado a uma alimentagdo essencialmente herbivora possuindo estémago do tipo moela,
segmentado, com paredes espessas e um longo aparelho gastrointestinal, o que lhe permite
aumentar a eficiéncia na alimentacdo de organismos associados ao sedimento, removendo
os detritos e microalgas tornando-se assim um importante elo ecolégico no fluxo de
energia da cadeia alimentar (FAO, 2012a; Waltham et al., 2013).

3.5. Reproducéo

Esta espécie sofre um periodo sexualmente indiferenciado de mais de um ano apos a
eclosdo (Aoki et al., 2011) e, segundo Greeley et al., 1987 e McDonough et al., 2003 tem
um ciclo reprodutivo por ano com duracdo de 2 a 5 meses, dependendo da localizagao.
Embora tenha sido sugerido que M. cephalus possa apresentar hermafroditismo
protandrico (Stenger, 1959 in Whitfield et al., 2012), estudos mais recentes tém mostrado
que esta espécie é gonocdrica, mas capaz de exibir caracteristicas hermafroditas ndo
funcionais em gonadas maturas diferenciadas (Aoki et al., 2011; Greeley et al., 1987;
McDonough et al., 2005).



Na maioria dos peixes teledsteos, o desenvolvimento do ovério é classificado como
sincrono ou assincrono, de acordo com o padrdo de crescimento dos 06citos nos ovarios,
em qualquer altura (Tyler e Sumpter, 1996). A desova da tainha M. cephalus € considerada
desova isocrona, ou seja, tém o desenvolvimento sincrono dos gametas, onde geralmente
ha dois grupos de desenvolvimento de odcitos no ovario de uma sé vez — um grupo de
odcitos primérios, e um outro grupo de odcitos maiores, que ddo origem posteriormente ao
lote de od6citos que serdo libertados, e os individuos desovam todo o seu material
reprodutivo de uma sé vez durante o periodo anual da desova (Greeley et al., 1987,
McDonough et al., 2003; Tyler e Sumpter, 1996). Devido a esta caracteristica é possivel
estimar a fecundidade potencial anual. Esta estd fortemente relacionada com o
comprimento total dos individuos, ou seja, individuos com um maior comprimento tém
maiores valores de fecundidade. Os valores de fecundidade de M. cephalus sao
relativamente elevados estando compreendidos entre 2,60 x 10° e 4,20 x 10° odcitos por
fémea com comprimento total que varia de 23,5 a 60,0 cm (Bichy, 2000; Greeley et al.,
1987; Ibafnez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004; McDonough et al., 2003; Nash e
Shehadeh, 1980). A desova da tainha ocorre apds a migracdo dos individuos adultos do
estuario para o mar embora algumas populagdes nunca cheguem a entrar num estuario,
passando todo o seu ciclo de vida no mar (Bartulovi¢ et al., 2011; Chang et al., 2004,
Koutrakis, 2011; Whitfield et al., 2012).

O ciclo anual de desenvolvimento ovariano e a determinacdo da atividade de desova
da tainha foi anteriormente estimada através das alteracBes no indice gonadossomatico
(Ibafez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004; McDonough et al., 2003, 2005) e da anélise dos
diferentes tamanhos dos o6citos e do estado de maturagdo (Bichy, 2000; Greeley et al.,
1987; Ibafez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004; McDonough et al., 2003; Tamaru et al.,
1991; Yelghi et al., 2012). Assim, é possivel dividir o processo de oogénese da tainha em
quatro fases principais de desenvolvimento dos odcitos. A primeira fase é chamada de
“pré-vitelogenese”, onde na sua maioria os odcitos apresentam um tamanho pequeno, com
didametros <0,21 mm. Estes odcitos constituem o reservatério de odcitos e estdo presentes
nos ovarios durante todo o ano quer em ovarios maduros quer em imaturos. A
“vitelogénese” comega em odcitos entre 0,21 e 0,50 mm de didmetro, e € a segunda fase do
desenvolvimento. A terceira fase denominada “pré-desova” abrange oocitos com diametros

entre 0,50 e 0,80 mm. A Ultima fase do desenvolvimento dos o6citos € chamada como
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“desova”, com odcitos a atingir uma dimensao maxima de cerca de 0,90 mm (Bichy, 2000;
Greeley et al., 1987; Ibafez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004; Nash e Shehadeh, 1980;
Yelghi et al., 2012). Esta ainda descrito um processo denominado “atresia”, onde ocorre
degeneracdo dos odcitos, que pode dar-se em qualquer fase de desenvolvimento (Bichy,
2000; Nash e Shehadeh, 1980; Tyler e Sumpter, 1996).

A temperatura parece ser um fator determinante na vitelogénese e no periodo de
desova (lbafez e Gutiérrez Benitez, 2004; Koutrakis, 2011; Nash e Shehadeh, 1980;
Yelghi et al., 2012), o que significa que existem diferentes periodos de desova em toda a
area de distribuicdo desta espécie, tendo sido registadas maior ocorréncia de desovas em
aguas com uma temperatura entre os 20° e os 26°C. Isto significa que M. cephalus é uma
espéecie flexivel relativamente a estacdo de desova, dependendo da sua localizacdo
geografica. Por exemplo, nas regides temperadas mais frias da Europa tende a ter um
periodo de desova no Verdo, enquanto nas regides subtropicais a desova atinge um pico
durante o Inverno (Tabela 3.1) (Gautier e Hussenot, 2005; Ibafiez e Gutiérrez Benitez,
2004; Whitfield et al., 2012).

Os blooms de producdo primaria sdo de importancia critica € um componente
essencial do ecossistema, uma vez que serve de alimento a larvas de muitas espécies de
peixes, incluindo a tainha M. cephalus, garantindo a sua sobrevivéncia e crescimento
(Bekova et al., 2013; Desaunay e Guerault, 1997; Harel et al., 1998 in Whitfield et al.,
2012; Yapa, 2000). Assim, as diferentes épocas de desova de M. cephalus representadas
anteriormente (Tabela 3.1) parecem corresponder aos locais onde estdo disponiveis as
condicOes ideais para a incubagdo de ovos, crescimento e sobrevivéncia das larvas e
juvenis, como por exemplo a disponibilidade de alimento com a ocorréncia de blooms de
producdo priméria nos diferentes locais. Por exemplo no Mar Negro, o bloom de
fitoplancton atingi valores maximos no Verdo (Jul-Ago), principalmente quando ha
ocorréncia de invernos tempestuosos; na regido do Sri Lanka e india as concentragdes de
producéo primaria sdo altas ao longo do ano, no entanto nos meses de Outubro a Dezembro
hd& um aumento acentuado da produgdo; o mesmo se verifica para os paises do
Mediterraneo, onde a abundancia de fitoplancton atinge valores maximos durante o
periodo de Verdo (Julho a Outubro) (Daskalov e Prodanov, 1998; Nash e Shehadeh, 1980;
Psarra et al., 2000; Yapa, 2000).

11



Tabela 3.1 — Epocas de desova (a negrito e delimitado a preto) de Mugil cephalus de varias
partes do mundo. (NUmeros representam as temperaturas médias mensais da agua do mar em graus
Celsius para cada regido). (fonte: Adaptado de Ameur et al., 2003; Ibafiez e Gutiérrez Benitez,
2004; Koutrakis, 2004; McDonough et al., 2005; Whitfield et al., 2012).

Periodos de desova

Regiéo J JASONDIJFMAWM
Mar Negro 20 23 24]20 16 12_?
Turquia (Mediterraneo) 24 26 28]26 24 20 18 17 16 16 18 20
Egipto (Mediterraneo) 24 26 27 26|25 22 20 18 17 17 18 20
Grécia (Mediterraneo) 22 25‘26 24 22\19 17 15 15 15 16 19
Tunisia (Mediterraneo) 21 24126 25 22]19 15 15 14 15 16 18
Marrocos (Oceano Atlantico) 21 23 23§23 21 20 18 17 17 17 17 19
Mar Adritico 22|25 26 22 19)16 14 12 13 18

26 28|28 26 24 23 22J20 19 20 21 24
26 28 28 27§25 23 22 20 20 20 20|24
México (Golfo do México) 28 28 29 2826 23 21 20 19)19 22 25
india (Oceano indico) 29 28 28 29§29 28 27 27]27 29-
Mauritania (Oceano Atlantico) 23 26 27 28 27|25 22 20 19]19 19 20
Sri Lanka (Oceano indico) 29 28 28 28|28 28 28 27 28

Austrélia (Oceano Pacifico) |22 21|21 22 22 24 25 26 26
Africa do Sul (Oceano indico) 22 22 21 21|22 23 24 26 26

EUA (Oceano Atlantico)

3.6. Parametros sanguineos

As primeiras mudancas nos peixes, em resposta a fatores ambientais e bioldgicos
como o stress, poluentes, nutricdo, bem como condicBes ecoldgicas e fisioldgicas, ocorrem
ao nivel da composicdo sanguinea. Assim, a analise dos parametros hematologicos, em
organismos aquaticos, como a tainha M. cephalus, tém sido amplamente utilizados como
indicadores na medicdo das condi¢des de saude e sintomas toxicologicos, podendo também
indicar condigdes ambientais anormais, demonstrando que o ambiente onde habitam pode
exercer uma determinada influéncia sobre as caracteristicas hematologicas (Faggio et al.,
2013; Fazio et al., 2012, 2013a; Rey Vazquez e Guerrero, 2007; Satheeshkumar et al.,
2012a, 2012b).
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Estudos hematologicos ajudam a compreender a relagdo entre as caracteristicas do
sangue, tornando-se assim uma ferramenta importante que pode ser utilizada para avaliar o
estado fisioldgico dos peixes, como indices de eficacia e sensibilidade para monitorizar
mudancas fisiologicas e patoldgicas, e a capacidade de adaptacdo das espécies ao meio
ambiente (Faggio et al., 2013; Fazio et al., 2012, 2013a; Rey Vazquez e Guerrero, 2007;
Satheeshkumar et al., 2012a, 2012b).

A padronizacdo dos parametros hematoldgicos é dificil em peixes, uma vez que
podem ser influenciados por uma dieta ineficiente, doencas e situacdes de stress ambiental.
No entanto, a andlise destes parametros pode melhorar o diagnéstico do estado de salde
dos peixes (Satheeshkumar et al., 2012a; Tavares-Dias et al., 2002). Os valores
corpusculares médios estdo relacionados com o volume médio dos eritrocitos e com a
quantidade de hemoglobina nos eritrocitos, sendo os trés tipos MCV, MCH e MCHC, que
medem o volume, peso e a concentracdo de hemoglobina respetivamente (Faggio et al.,
2014). Por sua vez o hematdcrito (Hct) proporciona uma medida da proporgdo de células
sanguineas vermelhas (eritrocitos) no sangue total, bem como uma estimativa da
capacidade de transporte de oxigénio no sangue (Ziskowsi et al., 2008). Assim, a medida
de parametros sanguineos como RBC, Hct, Hgh, MCV, MCH e MCHC é util, uma vez que
mudangas na composic¢ao do sangue podem ser induzidas por doengas, manuseamento dos
individuos, stress (Averbeck, 1992; Cnaani et at., 2004; Svobodova et al., 2008).

Atualmente hd um interesse crescente no estudo de parametros hematologicos e
caracteristicas estruturais de células sanguineas de peixes considerados importantes para
fins de aquacultura, uma vez que fornecem um indice confidvel da sua condi¢do fisiologica
(Faggio et al., 2013; Rey Véazquez e Guerrero, 2007; Satheeshkumar et al., 2012a). A
andlise dos indices hematoldgicos esta a tornar-se um guia valioso para avaliacdo da salde
dos peixes, mas também para o fornecimento de informacBes adicionais sobre o seu

sistema imunoldgico (Faggio et al., 2013; Fazio et al., 2012).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Manutencéo dos Reprodutores

O stock de tainha, foi obtido a partir da pesca no reservatorio das instala¢cdes da
Estacéo Piloto de Piscicultura de Olh&o (EPPO) em 2009, sendo composto na altura por 15
individuos, 4 fémeas e 11 com sexo indeterminado. Os peixes foram aclimatados e
mantidos de 2009 a Julho de 2013 num tanque exterior com 10 m® nas instalacdes do
IPMA - EPPO.

No inicio deste trabalho a espécie e o sexo do stock foram identificados e os
individuos marcados eletronicamente. O stock de reprodutores ficou assim composto por
15 individuos, 8 fémeas e 7 com sexo indeterminado, dentro dos quais 13 da espécie
pretendida, Mugil cephalus e 2, ndo utilizados neste trabalho experimental, da espécie Liza
ramada. No decorrer do estudo (Julho 2013 — Agosto 2014) o stock foi mantido num
tanque exterior com uma capacidade de 18 m?, fornecido com é&gua salgada (salinidade
média de * 35) proveniente da Ria Formosa. Estes foram submetidos a condi¢Bes naturais
de luz e temperatura, tendo sido avaliado diariamente os valores de temperatura (°C) e
oxigénio dissolvido (O,d) (mgL™) (OxyGuard® Handy Mk I11). Estes foram alimentados
uma vez por dia (£ 150 g) com racdo (Skretting - Vitalis REPRO 9 mm).

4.2. Amostragens

Foram efetuadas amostragens mensais ao stock dos reprodutores entre Julho de 2013
e Agosto de 2014, nas quais foram registados 0s seguintes parametros biométricos:
comprimento total (CT), comprimento de furca (CF) (cm), peso corporal (g) e calculado o
indice de condicdo (Anexo I), bem como retiradas amostras de odcitos para a avaliacdo do
desenvolvimento e maturacdo das génadas. Além disso, para monitorizar o seu estado de
saude foi tambem verificada a presenca de parasitas externos na pele dos individuos, e

quando presentes identificada a espécie.

Entre Outubro de 2013 e Julho de 2014 foi recolhido mensalmente sangue a seis

individuos para analise de diversos parametros hematoldgicos e determinagdo hormonal.
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4.2.1. Avaliacéo do estado de maturagéo

O estado de desenvolvimento e maturacdo das gonadas das fémeas de M. cephalus,
foi seguido mensalmente, através do determinacdo do didmetro dos odcitos, obtidos por
cateterizacdo utilizando canulas de polietileno introduzidas no orificio sexual e sujeito a
uma sucgdo ligeira, para se retirar uma quantidade suficiente de amostra sem a necessidade
de sacrificar as fémeas (Fig 4.1).Com auxilio da lupa Nikon SMZ1000, em cada amostra
foram selecionados aleatoriamente trinta e cinco odcitos, tendo sido determinado o seu
diametro, numa condicéo fresca, por medicdo e fotografia através do software de analise de

imagem da maquina fotogréafica Nikon DS-L3.

Figura 4.1 — Recolha de odcitos através da introducdo de um cateter no oviduto de uma

fémea Mugil cephalus.

O estado de maturagdo dos odcitos foi determinado de acordo com as quatro fases de
desenvolvimento dos odcitos (pré-vitelogénese, vitelogénese, pré-desova e desova) (ver 3.5

Reproducdo).
4.3. Parametros hematologicos

Para a recolha de sangue, foi interrompida a alimentacdo, 24 horas antes, para que 0s
individuos se encontrassem em jejum. Os peixes foram anestesiados antes da amostragem,
utilizando 2-fenoxietanol (cerca de 100 ppm no tanque exterior, € 200 ppm nas tinas de

amostragem).

Foram recolhidas amostras de sangue a seis individuos por puncéo da veia caudal,
utilizando seringas estéreis de 1 ml Soft-Ject® previamente heparinizadas, e transferidas
para eppendorfs mantidos em gelo, contendo heparina como agente anticoagulante, para

evitar a coagulacdo (Fig. 4.2).
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Apos a recolha, retirou-se parte do sangue para avaliacdo de diversos parametros,
que envolve a determinagdo da contagem de glébulos vermelhos (RBC) e glébulos brancos
(WBC) através da realizacdo de esfregacos, hematocrito (Hct), concentracdo de

hemoglobina (Hgb) e para determinacdo hormonal através da recuperacédo do plasma.

Figura 4.2 — Recolha de sangue da tainha (Mugil cephalus) por puncéo da veia caudal e
transferéncia para Eppendorf.

Os indices hematologicos volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina
corpuscular média (MCH) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC)
foram calculados indiretamente através dos valores dos parametros acima de acordo com
Faggio et al., 2013 (Anexo II).

Depois do processo de amostragem, os peixes foram devolvidos ao tanque para

recuperacao.
4.3.1. Realizacéo do hematdcrito

Para a realizacdo do hematocrito, encheu-se % de cada tubo capilar com sangue e
tapou-se a extremidade com plasticina. De seguida colocou-se esses tubos, numa ordem
conhecida, na centrifugadora eba-21 hettich, a 10000 rpm durante 5 minutos. Apés
decorrido esse tempo o valor de Hct foi determinado pela medigdo, com auxilio de uma
régua, do comprimento total do Hct e do comprimento da zona com os glébulos vermelhos
(Anexo I11).

4.3.2. Esfregaco de sangue

Colocou-se uma gota de sangue no canto da extremidade de uma lamina, de seguida
apoiou-se, na extremidade que continha a gota, uma segunda lamina com uma ligeira

inclinacdo, espalhando e empurrando o sangue, com um movimento uniforme, sobre a
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lamina. Apds secas as laminas, procedeu-se ao processo de fixagdo, que consiste na
introducdo das 1dminas num recipiente com alcool etilico absoluto durante 3 a 5 minutos.
Deixou-se secar e efetuou-se a coloragdo das laminas com corante Wright’s Eosin
(Merck ™).

As laminas foram examinadas num microscépio Nikon eclipse Ci e fotografadas
numa Nikon DS-L3, sob 6leo de imersdo a uma ampliagdo de 100x. Para cada lamina
foram selecionados cinco campos aleatorios, e as células sanguineas foram contabilizadas e
identificadas entre eritrocitos (E), linfocitos (L), mondcitos (L), trombdcitos (T) e
granuldcitos (G), tendo sido estes diferenciados, quando possivel, em neutréfilos (N),

eosinofilos (e) e basofilos (B).
4.3.3. Determinacdo quantitativa de hemoglobina

A concentracdo de hemoglobina (Hgb) foi determinada atraves do método de
Drabkin. Este método consiste numa solucdo de trabalho, composta por agua destilada e o
reagente de Drabkin, na qual a Hgb reage, formando um composto — a
cianometahemoglobina — sendo posteriormente determinada num leitor de microplacas
(Thermo Scientific" Multiskan' GO) a 540 nm contra o branco que apenas contem 2,5 ml

da solugéo de trabalho.

Antes da leitura da absorvancia, as amostras de Hgb foram centrifugadas para
remover o material nuclear disperso, e incubadas durante 3 minutos a temperatura

ambiente.
4.4. Analise Estatistica

Os resultados obtidos neste trabalho foram expressos por média aritmética simples
acompanhados da respetiva varia¢do do desvio padrdo para todos os parametros analisados.
Para o perfil de tamanhos dos odcitos também foi analisado uma distribuicdo de
frequéncias (histograma). Todos as médias e respetivos desvios padrdo, graficos e tabelas

foram efetuados com auxilio do Microsoft office Excel® para o Windows®.

Os resultados dos parametros hematoldgicos foram analisados através de analise de
variancia (one-way ANOVA), sempre gque 0S pressupostos eram cumpridos. Quando pela
ANOVA, se verificou diferencas significativas, foi realizado o teste de Tukey-HSD para
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identificar e comparar as diferengas entre os meses de amostragem. A significancia
estatistica foi estabelecida em p<0,05, e esta analise foi realizada com auxilio do programa

informatico Statistica® 8.0 para 0 Windows®.
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5. Resultados

5.1. Parametros Fisico-Quimicos e Biométricos

A Tabela 5.1 mostra a média mensal da temperatura e do oxigénio dissolvido no
tanque exterior nas instalagdes da EPPO onde se encontravam os exemplares de tainha. A
temperatura média da agua no tanque variou entre 13,7 e 25,1°C e o oxigénio dissolvido

entre 5,0 a 8,0 mg/l.

Tabela 5.1- Valores médios + desvio padrdo dos fatores fisico-quimicos da dgua no tanque

exterior da EPPO ao longo dos meses de estudo.

Meses Temperatura O,dissolvido
(C) (mgll)
Ago 25,1+0,7 5,6 +0,6
Set 241+0,9 50+04
Out 21,1+11 56+1,0
Nov 154+2,1 6,9+0,9
Dez 13,7+1,1 8,0+1,0
2014 Jan 13,8+25 73+0,7
Fev 139+04 6,7+0,7
Mar 15,7+0,8 6,8+0,7
Abr 182+14 6,4+0,3
Mai 208+14 6,7+0,7
Jun 20,8 +4,0 6,0+04
Jul 23,2+0,9 6,0+ 0,5
Ago 229+0,9 6,0+04

No decorrer das amostragens, foi verificada a presenga do parasita externo Caligus
sp. (Fig. 5.1) em diversas fases de desenvolvimento nos meses de Janeiro, Fevereiro,
Marco, Abril, Maio, Junho e Julho 2014.

Figura 5.1 — Exemplares do parasita externo Caligus sp. (Foto do autor).
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A Tabela 5.2 indica os parametros biométricos determinados nos 13 individuos M.

cephalus ao longo deste estudo. As médias do comprimento das fémeas foi de 56,38 cm +

5,63, do peso total de 1815,09 g + 528,36 e do indice de condicdo de 0,99 + 0,12.

Tabela 5.2 — Valores médios + desvio padrdo do peso, comprimento total e indice de

condicdo dos exemplares de Mugil cephalus ao longo do periodo de estudo.

Parametros Biométricos
Meses Peso (g) CT (cm) IC
Jul 1740,56 + 456,27 | 56,52+4,55 | 0,95+0,13
Ago 1714,07 + 467,62 | 55,79+5,30 | 0,97 +0,14
Set 1811,33+529,45 | 56,38+6,50 | 0,99+0,12
Out 1739,33 £509,42 | 56,37 +5,64 | 0,95+ 0,08
Nov 1771,80 £518,31 | 56,55+6,02 | 0,96 +£0,12
Dez 1738,13 + 496,47 | 56,37 +5,76 | 0,95+0,10
Jan 1754,73 + 496,33 | 56,90+6,47 | 0,94+0,11
Fev 1804,00 £ 516,77 | 56,39+5,36 | 0,98 +£0,10
Mar 1864,20 + 534,94 | 56,38 +5,67 | 1,02+0,17
Abr 1947,60 £ 589,98 | 56,81+5,60 | 1,03+0,14
Mai 1880,93 +551,14 | 57,12+5,59 | 0,98 + 0,09
Jun 1891,27 £ 558,33 | 57,57 +5,40 | 0,96 + 0,08
Jul 1807,00 £ 618,28 | 57,23+5,58 | 0,94 £0,17
Ago 1946,33 + 553,69 | 53,01+5,32 | 1,02+0,14

Na Figura 5.2 esta representada a relacao entre o diametro dos odcitos e o indice

de condicdo (IC) dos exemplares de Mugil cephalus. Os valores maximos de IC foram

encontrados Agosto-Setembro 2013, Marco, Abril e Agosto 2014. Os valores maximos de

IC foram encontrados Agosto-Setembro 2013, Marc¢o, Abril e Agosto 2014, acompanhados

por decréscimo no diametro dos odcitos. De uma maneira geral, nos meses amostrados, o

IC variou de forma inversa.
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Figura 5.2 — Relagdo mensal entre o didmetro dos oocitos (mm) das fémeas de Mugil
cephalus e o respetivo indice de condigéo (IC).

5.2. Avaliagéo do Estado de Maturagéao

O diametro dos odcitos variou entre 0,05 e 0,75 mm (Fig. 5.3) e o seu valor médio
foi de 0,16 £ 0,009 mm. Os maiores didametros de odcitos foram registados em Agosto e
Setembro 2013 e de Maio a Julho 2014. De Outubro 2013 a Mar¢o 2014, o tamanho dos
odcitos ndo apresentou alteracGes significativas, estando apenas presentes a fase do "pré-
vitelogénese" (<0,21) (Fig. 5.4). E possivel observar que existe uma relagio entre a
variacdo térmica e o didmetro dos o6citos das fémeas, e consequentemente a maturacdo das

gonadas das mesmas, como se pode verificar pela analise da Fig. 5.3 e 5.4.

O aumento do didmetro médio dos odcitos vitelogenicos ocorreu em Abril 2014, e
até no final do més de Abril algumas fémeas ja se encontravam num estado de vitelogénese
tardia e inicio de maturacdo dos odcitos. A partir de Maio 2014 as fémeas ja se
encontravam prontas para a desova. A Agosto e Setembro 2013 é possivel observar um
didmetro médio dos odcitos idéntico aos meses de desova (Maio a Julho 2014) (Fig. 5.3 e
5.4), no entanto apenas foram recolhidos odcitos na fase de desenvolvimento gonadal 11 e

uma pequena percentagem na fase I11, o que parece indicar o inicio da fase de regresséo.
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Figura 5.3 —Temperatura média da agua do tanque exterior da EPPO, no periodo de um
ano. Alteragcdes no tamanho dos odcitos (diametro em mm) de Mugil cephalus durante um
ano.

Figura 5.4 — Exemplares de odcitos de diferentes tamanhos de Mugil cephalus.
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Uma distribuicdo de frequéncia do tamanho dos odcitos de M. cephalus estd
apresentada na Fig. 5.5, de forma a evidenciar os estados de maturacdo gonadal ao longo
de um ano, de acordo com a escala desenvolvida de acordo por Greeley et al., 1987, Ibafiez
e Gallardo-Cabello, 2004; Nash e Shehadeh, 1980; Yelghi et al., 2012.

Nem sempre foi possivel a recolha de odcitos de todas as fémeas, sugerindo que estas
ndo estavam maduras. A fase IV ndo esté representada em nenhum dos meses analisados,
uma vez que ndo houve individuos com o0citos a atingir esse estado de maturagédo. Foi
possivel encontrar grupos de o6citos na primeira fase de desenvolvimento em todos 0s
meses. Com excec¢do dos meses de Agosto e Setembro 2013, verificou-se uma moda no
didmetro dos odcitos entre 0,05 e 0,20 mm. A partir de Abril 2014 um segundo grupo de
odcitos maiores iniciou a fase Il (vitelogénese) com odcitos a atingir diametros de 0,35
mm. Tornou-se visivel em Maio, Junho e Julho 2014, uma segunda moda no diametro dos
odcitos, variando estes entre 0,44 e 0,75 mm, sendo que para além da existéncia de odcitos
na fase Il, foi também atingida a fase 11l da maturacdo gonadal. A partir de Agosto, o
grupo de odcitos que ndo sofreu maturacdo final iniciou um processo de regressdo ou
atresia (Fig. 5.5).
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Figura 5.5 — Perfil de frequéncia de tamanhos correspondentes aos estados de maturacao
dos odcitos, usado para estimar a fecundidade de Mugil cephalus durante o periodo de um ano.
Barras representam as frequéncias do didmetro dos odcitos em intervalos de classe de 0,05 entre 0

elmm.
5.3. Parametros Hematoldgicos
5.3.1. Morfologia Celular

As ceélulas sanguineas foram identificadas e caracterizadas com auxilio de
microscopia da seguinte forma: eritrocitos, leucdcitos: trombdcitos, linfocitos, mondcitos e

granuldcitos (neutréfilos, eosinofilos e baséfilos, quando possivel) (Fig. 5.6 (A-F)).

Os eritrocitos foram as células encontradas em maior nimero. Estas células eram
caracterizadas por um nucleo central roxo, e plasma com uma tonalidade cinzento claro
(Fig. 5.6A). Os trombdcitos foram o segundo grupo de células mais identificadas
representando cerca de 40% do nUmero de leucécitos (Fig. 5.7), aparecendo em
aglomerados de células ou apenas uma. Apresentavam uma forma redonda, oval ou
alongada, um ndcleo central roxo escuro, e o citoplasma quando visivel apresentava uma
cor clara (Fig. 5.6B). Os linfocitos foram o segundo tipo de leucdcitos com maior
representatividade, com cerca 28% (Fig. 5.7). Estas eram geralmente pequenas células
redondas, mas foi possivel observar formas maiores. Estas células apresentavam uma
forma redonda ou oval, com um nuacleo grande, esférico e centrado, que ocupava a maior
parte da célula, e o citoplasma, com uma tonalidade azul claro, limitado a uma pequena
area em torno do nucleo (Fig. 5.6C). No que diz respeito aos monaocitos, estes
representaram cerca de 22% das células identificadas (Fig. 5.7). Estas apresentavam
formas de redondo a irregulares, caracterizadas por um nucleo excéntrico redondo ou

irregular, com citoplasma abundante. Estas células exibiam um ndcleo com uma tonalidade
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azul-violeta, e o citoplasma cinzento azulado (Fig. 5.6D). Dentro dos grupo dos
granuldcitos (Fig. 5.6E), os neutrofilos foram as células mais identificadas, com um ndcleo
excéntrico, roxo e em forma de rim e, o citoplasma com tonalidades cinzentas a azul claro,
com pequenos granulos redondos (Fig. 5.6F).

»! N! »!

Figura 5.6 — Fotografias das células sanguineas de Mugil cephalus coradas com Wright —
Giemsa. (A) Eritrocitos (B) Trombocito; (C) Linfocito; (D) Mondcito; (E) Granulécito; (F)
Granuldcito: Neutrofilo. Ampliacdo x100.

= "

Figura 5.7 — Representacdo grafica das percentagens das células sanguineas identificadas no
decorrer do periodo de estudo (Out-13 — Jul-14). (T: trombécito, L: Linfécito, M: Mondcito, G:
Granuldcito, G-N: Granuldcito neutrofilo).
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5.3.2. Analise Hematoldgica

Os valores médios dos diferentes parametros avaliados na analise hematoldgica
efetuada a partir do sangue das fémeas de Mugil cephalus durante o periodo experimental

estdo apresentados na tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Valores médios dos parametros sanguineos avaliados em Mugil cephalus. (Hct:
hematdcrito, Hgb: hemoglobina, RBC: glébulos vermelhos, MCHC: concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, MCH: hemoglobina corpuscular média, MCV: volume corpuscular médio).

Parametros Meédia + desvpad
Hct (%) 23,46 +1,75
Hgb (g/dl) 4,69 +0,76
RBC 1,30 + 0,29
MCHC (g/dl) 21,26 +7,19
MCH (pg) 3,86 + 1,26
MCYV (fl) 181,37 + 6,19

Analises ANOVA mostraram diferencas estatisticamente significativas em todos 0s
parametros hematologicos analisados. Os RBC variaram entre 0,98 + 0,236 e 1,82 + 0,417.
Foram verificadas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), sendo Abril 0 més
com valor significativamente superior em relagcdo a Dezembro, Janeiro, Fevereiro, Margo e
Julho, por sua vez Junho apresentou um valor significativamente inferior em relagdo aos
meses de Dezembro e Julho. A concentracdo de hemoglobina (Hgb) variou de 3,06 + 0,460
a 7,75 £ 3,075 g/dl e a maior concentracdo foi registada no més de Maio (7,75 + 3,075
g/dl). Este valor foi significativamente superior (p<0,05) aos valores registados nos meses
de Outubro, Novembro, Dezembro, Junho e Julho. A menor concentracdo de Hgb foi
observada para 0 més de Julho (3,06 £ 0,460) (p<0,05) em relacdo as concentragdes
obtidas para os meses de Janeiro, Mar¢co e Maio (Fig. 5.8). A taxa de Hct apresentou
valores percentuais de 16,85 + 3,81 a 29,74 = 7,01 %. O valor significativamente inferior
(p<0,05) foi encontrado no més de Julho (16,84 = 3,81) e apresentou diferencas

estatisticamente significativas em relacdo aos meses de Abril e Junho (Fig. 5.9).
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Figura 5.8 — Alteragdes da concentracdo de Hgb de Mugil cephalus durante o periodo de
estudo (média + desviopadrdo; g/dl). As letras (abcd) indicam as diferencas significativas entre os
meses (p<0,05). O asterisco indica ocorréncia do parasita externo Caligus sp..
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Figura 5.9 — Alteragdes dos valores de Hct de Mugil cephalus durante o periodo de estudo
(média £ desviopadrdo; %). As letras (ab) indicam as diferencas significativas entre 0s meses

(p<0,05). O asterisco indica ocorréncia do parasita externo Caligus sp..

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC) observada no presente
trabalho variou de 15,93 + 4,62 a 34,89 + 13,44 g/dl, e a hemoglobina corpuscular média
(MCH) entre 2,67 + 0,85 e 6,18 £ 2,39 pg. Em ambos os parametros verificou-se
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diferengas estatisticamente significativas, e o0 més de Maio foi 0 més que apresentou
valores superiores em relagdo aos meses de Outubro, Novembro, Abril e Junho (Fig. 5.10).
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Figura 5.10 — Valores médios + desvio padréo da concentracdao de hemoglobina corpuscular
média (MCHC) (g/dl) e da hemoglobina corpuscular média (MCH) (pg) do perfil hematoldgico
analisado para Mugil cephalus. As letras (ab) indicam as diferencas significativas entre 0os meses
(p<0,05).
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6. Discussao

Os peixes estdo intimamente associados com o ambiente aquatico, e as alteracdes
fisicas e quimicas das condicdes ecoldgicas desse habitat séo rapidas e refletem mudancas
fisiologicas mensuraveis nos peixes. Estas alteragdes incluem ndo s6 os pardmetros
sanguineos mas também a reproducédo e o desenvolvimento das gonadas dos peixes (Fazio
etal., 2012; Ferreira et al., 2011; Goel et al., 1984).

O tamanho da maturacdo sexual registado para M. cephalus é bastante variavel, com
as fémeas a apresentarem um comprimento total entre 27-35 cm, sendo ligeiramente
maiores do que os machos (25 — 30 cm de comprimento total - CT) (Ameur et al., 2003).
Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que ocorre maturacao das génadas
em exemplares com CT entre os 43,6 e 0s 67,3 cm. No entanto, nunca foi atingida 100%
da maturacéo, uma vez que foi exibido um desenvolvimento sincrono dos o6citos, em que,
pelo menos duas populacBes de odcitos com diferentes tamanhos foram distinguidas ao
mesmo tempo durante o ciclo reprodutivo. No entanto, esta diferenca no tamanho dos
odcitos pode dever-se ao facto de estas ndo estarem no periodo de reproducéo, ainda que se
encontrassem sexualmente maduras. Contudo, os resultados relativamente a maturacdo
sexual da tainha podem ser ambiguos. McDonough et al. (2005) definiram um CT de cerca
de 29 cm para a primeira maturacdo de fémeas de M. cephalus, mas 100% da maturacédo
das gonadas apenas ocorre quando estas apresentam um CT médio de cerca de 40 cm.
Anteriormente McDonough et al. (2003) referiram que cerca de 50% da maturagé@o ocorre
quando estas apresentamum CT entre 40,1 e 45 cm, e 100% com individuos com um CT

superior a 50 cm..

Véarios metodos tém vindo a ser utilizados para a determinacdo do periodo de
reproducdo da tainha (Greeley et al., 1987; Ibafiez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004;
Koutrakis, 2011; McDonough et al., 2003, 2005; Yelghi et al., 2012). Nos resultados
obtidos neste estudo foi observado um réapido desenvolvimento dos odcitos coincidente
com 0 aumento da temperatura da agua (18,2 para 21° C), com a maturacdo dos odcitos a
finalizar a terceira fase de desenvolvimento (vitelogénese) e a inicializar a fase IV (pré-
desova). Este resultado esta de acordo com Kuo et al. (1974) in Yelghi et al. (2012) e
Trape et al., 2009 que referiram que a temperatura regula o desenvolvimento das génadas e
a vitelogénese, e parece controlar a atividade de desova da tainha.
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O periodo durante o qual o0s odcitos crescem € limitado a quatro meses (Abril-Julho),
quando passam de um tamanho de 0,35 — 0,45 mm para um tamanho de 0,50 — 0,75 mm,
apos concluido o crescimento dos odcitos vitelogénicos. Com base nestas evidéncias, a
época de desova de M. cephalus, nas instalacdes da EPPO a sul de Portugal, ocorre de
Maio a Julho (Primavera tardia e no Verdo), quando a temperatura apresenta uma média de
* 21°C, estando em conformidade com Kuo et al. (1974) in Bichy, 2000 que sugerem que a
tainha apresenta maior probabilidade de completar a oogénese a uma temperatura de 21°C.
Segundo Bartulovi¢ et al. (2011), Greeley et al. (1987) e McDonough et al. (2003) M.
cephalus tem um Unico ciclo reprodutivo por ano com duragdo de 2 a 5 meses, 0 que
suporta os resultados obtidos neste trabalho experimental. E possivel, porém, que uma
desova limitada possa ocorrer durante o periodo de repouso/regressdo (Solomon e
Rammarine, 2007), como sugerido pelos menores tamanhos do od6citos registados nos
meses de Julho 2013 e Agosto 2014, e pela presenca de tamanhos de o4citos superiores em
Agosto 2013 e Julho 2014. Estas diferengas podem ser devidas a pequenas variagdes inter-
anuais, causadas por fatores ambientais, como as flutuacbes da temperatura da agua,

durante o ciclo reprodutivo.

Resultados semelhantes ao deste estudo relativamente a temperatura 6tima da agua
para a desova da tainha, tém sido descritos por outros autores para esta espécie em
diferentes locais. M. cephalus do Golfo do Meéxico, desova no Outono e Inverno,
coincidindo com os meses com a temperatura 6tima (19 e 26°C) para a reproducdo desta
espécie (Ditty e Shaw, 1996; Ibafez-Aguirre e Gallardo-Cabello, 2004; Ibafiez e Gutiérrez
Benitez, 2004). Em &guas costeiras do sudeste dos Estados Unidos, a desova ocorre de
Setembro a Fevereiro com temperaturas a rondar os 20 a 28°C (Anderson, 1958; Bichy,
2004; Greeley et al., 1987). Na Grécia, a desova de M. cephalus ocorre a partir de Julho até
ao final de Novembro, com temperaturas entre os 22 e os 26°C (Koutrakis, 2004). Estes
dados sugerem que as diferencas entre épocas e zonas de desova devem estar relacionadas
com a diferenca de latitude e longitude dos paises, uma vez que os limites das temperaturas
sdo semelhantes (Das et al., 2013; Greeley et al., 1987; Ibafiez e Gutiérrez Benitez, 2004;
Koutrakis, 2011).

O indice de condicdo €& um importante indicador da correlagdo entre a
acumulacao/gasto das reservas de lipidicas e a condicdo dos peixes em atividades ciclicas,

como por exemplo no processo de reproducdo (Lima-Junior e Goitein, 2006; Felizardo et
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al., 2011). Para a tainha M. cephalus, os menores valores de IC foram observados nos
meses de Maio-Julho, coincidindo com o periodo reprodutivo. Estes valores podem refletir
0 gasto energético para a producdo de gametas. Os maiores valores de IC ocorreram pouco
antes do inicio da fase da desova (Marco e Abril), provavelmente devido a maior
intensidade alimentar, acumulando grande reservas de gordura que foi posteriormente
utilizada como fonte de energia para o desenvolvimento gonadal. Ibafiez-Aguirre e
Gallardo-Cabello (2004) também observaram valores superiores no indice de condicédo

antes da desova e inferiores durante a época de desova para Mugil cephalus.

Estudos anteriores demonstram que as fémeas de M. cephalus desovam uma vez por
ano ou em batches durante um curto periodo de tempo (Greeley et al., 1987; McDonough
et al., 2003). Os resultados obtidos neste trabalho suportam esta hipotese, uma vez que
apenas foi observado um batch de odcitos na fase IV do desenvolvimento durante trés
meses (Maio, Junho e Julho 2014). O facto de nos restantes meses apenas ter sido possivel
obter odcitos nas trés primeiras fases de desenvolvimento (<0,50 mm), também &
consistente com uma Unica desova sazonal, visto que mesmo em espécies com desova
sincrona como a tainha M. cephalus, é possivel ocorrer duas ou trés fases de
desenvolvimento em simultaneo dentro do ovario (Bartulovi¢ et al., 2011; Tyler e Sumpter,
1996). Além disso, mesmo dentro de um odcito, € provavel que haja periodos prolongados,
quando um certo nimero de fases de crescimento se sobrepdem (Tyler e Sumpter, 1996).

A utilizacdo do numero total de odcitos para a estimativa da fecundidade pode ser
um engano (Koutrakis, 2011). Este facto reflete-se nos dados obtidos neste estudo como
demonstrado pela distribuicdo de frequéncias dos odcitos da espécie estudada, em que as
primeiras fases foram representativas em todos os meses, resultado da grande parte dos
odcitos que nunca chegou a maturar e, por conseguinte, ndo contribuiram para o processo
de reprodugdo. Contudo, estes resultados parecem ser comuns para esta espécie, de acordo
com Greeley et al., 1987 que relatam que quase 30 % dos odcitos nas gonadas de Mugil
cephalus sdo imaturos, por sua vez McDonough et al., 2005 encontraram fémeas com
odcitos imaturos todos os meses do ano, enquanto Koutrakis, 2011 descreve um elevado
intervalo percentual de 3,9 - 28,1% de odcitos imaturos em duas espécies da mesma

familia, Liza saliens e Liza ramada, durante todo o ciclo reprodutivo.
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H& um interesse crescente relativamente a analise dos parametros hematoldgicos e
caracteristicas estruturais das células sanguineas dos peixes. (Fazio et al., 2012, 2013a; Rey
Vazquez e Guerrero, 2007; Satheeshkumar et al., 2012a). As variacOes destes parametros
sdo causadas por stress ambiental, desnutricdo, sexo, tamanho, diferencas sazonais e
eficiéncia da reproducdo em particular nas fémeas (Cech e Wohlschlag, 1982; Cnaani et
al., 2004, Fazio et al., 2012, 2013a; Goel et al., 1984; Pradhan et al., 2012).

No presente estudo foram observadas diferencas significativas em todos os
parametros hematoldgicos avaliados entre os meses do periodo experimental. Os glébulos
vermelhos (RBC) sdo o tipo de células dominante no sangue da grande maioria das
espécies de peixes (Svobodova et al., 2008). O nimero elevado de eritrocitos foi associado
a movimento rapido, predacao e elevada atividade (Rambhaskar e Srinivasa Rao, 1986 in
Satheeskumar et al., 2012a). Contrariamente, os resultados obtidos neste estudo mostram
valores inferiores no numero de RBC, o que leva a crer que estes individuos apresentam
uma atividade mais reduzida, pois segundo Svobodova et al., 2008, baixos valores de RBC
verificam-se em espécies com uma atividade mais reduzida. As diferencas significativas
nos valores do nimero de RBC, assim como os baixos valores entre alguns meses, sugerem
que possa ter ocorrido uma maior necessidade metabolica devido a ocorréncia do parasita
Caligus sp. ou por serem individuos com uma atividade menor sem necessidade de captura
e procura de alimento. Resultados semelhantes ao deste estudo foram encontrados por
Fazio et al., 2013b, por sua vez estdo em desacordo como os valores reportados por Faggio
et al., 2013, 2014; Fazio et al., 2012, 2013a; Shateeskumar et al., 2012a, 2012b. Todavia,
os individuos utilizados nestes estudos foram capturados no meio selvagem e foi efetuado
imediatamente todo o processo de colheita de sangue e sacrificio dos individuos,

contrariamente aos individuos utilizados no corrente estudo.

Uma das principais altera¢fes nas células vermelhas do sangue verificou-se atraves
da concentracdo de hemoglobina (Hgb). No entanto, os valores medios obtidos em M.
cephalus para esta variavel estdo dentro da normalidade descritos por Cech e Wolhschag,
1982; Faggio et al., 2013, 2014; Fazio et al., 2013b para esta espécie, porém mais baixos
do que os valores obtidos por Fazio et al., 2012, 2013a; Shateeskumar et al., 2012a, 2012b.
Contudo, baixos valores de hemoglobina estdo associados a peixes com uma atividade
mais baixa (Shateeskumar et al., 2012a), tal como os individuos utilizados neste estudo que

ja estavam adaptados as condi¢des do tanque, e por sua vez sem necessidade de
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movimentacdo para captura de alimento. O aumento da concentragdo de Hgb verificada
nos meses de Janeiro, Marco e Maio pode ter ocorrido devido ao mecanismo de
compensacao para equilibrar o baixo valor de RBC encontrado nesses meses, tal como
observado por Fazio et al., 2013c em dourada (Sparus aurata). Além disso, foi possivel
observar nos resultados obtidos, que em alguns meses quando o oxigénio dissolvido (O,d)
diminuiu a concentracdo de Hgb aumentou, isto deve-se a relagdo entre a Hgb e o0 O,d que
mostra adaptacdes ndo s6 as condi¢cbes ambientais, mas também as necessidades
metabolicas, sendo que ambos regulam a disponibilidade e o transporte de oxigénio para 0s
tecidos (Jawad et al., 2004).

No presente trabalho, a taxa de hematdcrito variou de 16,85 a 29,74 %. Resultados
semelhantes foram obtidos por Cech e Wolhschag, 1982; Faggio et al., 2014; Fazio et al.,
2012, 2013b; Shateeskumar et al., 2012a, 2012b. Este é um parametro que pode ser
utilizado como uma ferramenta de gestdo na aquacultura e na pesca para diagnosticar
anemias e monitoramentos hemorragicos dos peixes, por meio do volume relativo ocupado
pelos eritrdcitos numa amostra de sangue expresso em percentagem (Blaxhall e Daisley,
1973 in Shateeskumar et al., 2012b; Ziskowski et al., 2008). Neste estudo, os valores de
Hct foram maiores no inicio da maturacdo (Abril-14), e durante a época de desova (Maio-
14 e Junho-14). Resultados semelhantes foram descritos por Jawad et al., 2004 para
Tenualosa ilisha. Este aumento de Hct tem sido explicado devido aos requisitos de elevada
energia que os peixes necessitam durante a época de reproducdo (Jawad et al., 2004).
Durante os meses da época de desova dos individuos de M. cephalus, a temperatura da
agua do tanque exterior da EPPO estava elevada, resultando num menor teor de oxigénio
na agua, o que pode também ter resultado no aumento dos valores de Hct. Estes dois
fatores, um fisiologico pela alta necessidade de energia durante a época de reproducéo e,
outro ambiental induzido pelo aumento da temperatura da agua, sdo assim provavelmente

responsaveis pelo aumento no valor de Hct encontrado.

Os valores de MCHC neste estudo estdo de acordo com os relatados por Faggio et
al., 2013, 2014, Fazio et al., 2012, 2013a, 2013b. Por sua vez, os valores de MCH obtidos
foram inferiores aos relatados na literatura para esta espécie, no entanto de acordo com
Fazio et al., 2012 valores mais baixos de MCH estdo associados a um aumento de
temperatura. Este facto corrobora os resultados obtidos neste estudo, uma vez que 0s meses

com os valores mais baixo de MCH sdo também 0s meses com temperaturas mais elevadas
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(Outubro, Abril, Junho e Julho). Os valores de MCV encontrados em todos 0s meses Sao
significativamente superiores aos estudos anteriores para esta espécie (Faggio et al., 2013,
2014; Fazio et al., 2012, 2013a, 2013b). Os elevados valores obtidos neste estudo poderdo
ter ocorrido devido a um esforco acrescido dos glébulos vermelhos devido ao stress
induzido durante as amostragens, uma vez que foram feitas amostragens mensais, ao
contrério dos estudos citados anteriormente em que os individuos eram capturados e

sacrificados em cada amostragem.
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7. Consideracdes Finais

Este estudo descreve o padrao de desenvolvimento dos odcitos nas génadas durante o
ciclo anual em M. cephalus, tendo sido proposto um sistema de classificacdo do estagio
dos ovarios baseado nas fases e perfis de frequéncia de tamanho dos odcitos. Posto isto, e
pelas caracteristicas reprodutivas dos exemplares de Mugil cephalus da EPPO a sul de
Portugal observadas no presente trabalho, pode concluir-se que apresentam uma maior
frequéncia de fases de maturacdo gonadal nos meses de Maio a Julho, indicando este
periodo como o de reproducdo desta espécie. Aparentemente, o ciclo reprodutivo da tainha
é fortemente influenciado pela temperatura, sendo a época de desova coincidente com

subidas de temperatura.

Os resultados deste estudo fornecem algum conhecimento dos parametros
hematoldgicos durante o ciclo reprodutivo de M. cephalus. No presente estudo, foi possivel
constatar a influéncia que alguns fatores fisico-quimicos da 4gua, como a temperatura e o
oxigénio dissolvido, exercem sobre estes parametros, sugerindo que estes possam,
portanto, ser convenientemente utilizados como ferramentas de monitorizacdo de efeitos
nas mudancas do habitat, da saide e do cultivo dos peixes. Além disso, como observado
neste estudo, podem ser indicativos das mudancas durante o ciclo reprodutivo.

8. Investigacdo Futura

A fim de entender melhor o ciclo reprodutivo desta espécie, serd necessario continuar
a acompanhar o desenvolvimento gonadal das fémeas e caracterizar o ciclo reprodutivo dos
machos, complementando ambos com técnicas histolégicas e indice gonadossomatico.
Além disso, seria importante observar a influéncia que outros parametros, como o pH e a
salinidade, exercem nos parametros hematologicos da espécie, bem como a resposta dos

individuos durante o ciclo reprodutivo a alteragcdes dos mesmos.

Apesar de verificado, com este estudo, 0 enorme potencial na reproducdo, desova e
possibilidade de cultivo desta espécie em aquacultura, é ainda imprescindivel responder a
dificuldade da tainha em desovar naturalmente em cativeiro, determinando e melhorando
as técnicas de cultivo, de forma a otimizar a producdo de larvas e juvenis e diminuir o0s

custos inerentes a sua reproducéo e producéo.
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ANEXOS

ANEXO | — CALCULOS DO INDICE DE CONDICAO

indice de Condic&o (IC)

Ic = P2es0® + 100 %
CF3 (cm)

ANEXO Il - CALCULOS DOS INDICES HEMATOLOGICOS

Volume corpuscular médio (MCV)

Hctx 10

MCV = RBC

Hemoglobina corpuscular média (MCH)

Hgb

MCH = RBC

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC)

Hgb x 100

MCHC =
Hct

ANEXO 111 — CALCULOS DO HEMATOCRITO (%0)

distancia ocupada pelos glébulos vermelhos
Hct = FErepeoe x 100

distancia total ocupada pelo sangue
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