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Resumo

Os ourigos-do-mar sdo animais muito valorizados a nivel comercial. As gonadas destes
animais sdo consumidas ha muito tempo e consideradas uma iguaria. Apresentam um
valor comercial elevado, por isto as populacdes de ouricos-do-mar tém sofrido uma
elevada presséo ao longo das Gltimas décadas. Isto faz aumentar o interesse da producéo
destes animais em aquacultura, como forma de responder a esta pressao e de aliviar a sua
pesca excessiva. Os fatores mais importantes na producdo destes animais em aquacultura
sdo a qualidade e tamanho das génadas, sendo a cor das suas gonadas também um fator
determinante na atribuicdo do valor comercial destes animais. Paracentrotus lividus
(Lamarck, 1816) é o ouri¢co-do-mar mais consumido na Europa, principalmente porque
apresenta uma distribuicdo ampla e é abundante, desde o Atlantico Nordeste até toda a
extensdo do Mar Mediterraneo. Sendo uma espécie bastante comum na costa portuguesa.
A maturacao e o crescimento das gonadas desta espécie sdo afetados pela disponibilidade
do alimento, bem como a sua qualidade e quantidade. Para além disto os fatores abioticos
como a temperatura, o fotoperiodo e a salinidade sdo também fatores determinantes no
crescimento e maturacdo deste ouri¢co-do-mar. O objetivo deste estudo é verificar o
impacto e importancia da salinidade no crescimento e desenvolvimento gonadal nesta
espécie. Para isto, foram utilizados 204 P. lividus com uma gama de tamanho de 25-35
mm, que foram sujeitos a quatro salinidades diferentes (20, 25, 30 e 35) durante 120 dias,
sendo alimentados com uma ragao seca desenvolvida com ingredientes de origem vegetal.
Os individuos sujeitos as salinidades 30 e 35 apresentaram os melhores resultados de taxa
de conversao alimentar (1,64 e 1,90, respetivamente), tendo sido estes tratamentos a
apresentar melhores resultados de maturacdo. Foi possivel verificar que a salinidade é
também um dos fatores determinantes no desenvolvimento e maturagdo de P. lividus,
tendo a salinidade de 30 proporcionado o melhor crescimento gonadal, com os individuos
a apresentar um indice gonadossomatico de 17,66 £ 2,71 %. Tendo os individuos desta
salinidade mostrado também uma taxa de crescimento diéria e peso ganho superiores em

relacdo as restantes salinidades.

Palavras-Chave: Aquacultura; Paracentrotus lividus; Crescimento; indice
Gonadossomatico; Cor das gonadas.
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Abstract

Sea urchins are highly commercially valued animals. The gonads of these animals, which
have been consumed for a long time and considered a delicacy that has a high commercial
value. This creates a high demand, which is why sea urchin populations have been under
high pressure over the last few decades. Therefore, there’s an increase interest in the
production of these animals in aquaculture, as a way to respond to this pressure and
alleviate their overfishing. The most important factors in the production of these animals
in aquaculture is the quality and size of the gonads, with color also being a determinant
factor in the attribution of commercial value to these animals. Paracentrotus lividus
(Lamarck, 1816) is the most consumed sea urchin in Europe, mainly because it has a wide
distribution, from the Northeast Atlantic to the entire length of the Mediterranean Sea.
Which make it a very common species on the Portuguese coast. The maturation and
growth of the gonads of this species are affected by the availability of food, as well as its
quality and quantity. In addition, to abiotic factors such as temperature, photoperiod and
salinity are also determinant factors. The aim of this study is to verify the impact and
importance of salinity on gonadal growth and development in this species. For this, 204
P. lividus with a size range of 25-35 mm were used, were subjected to four different
salinities (20, 25, 30 and 35) for 120 days and fed with a dry feed developed with
vegetable ingredients. The sea urchins maintained in salinities 30 and 35 showed the best
results of feed conversion ratio (1.64 and 1.90, respectively), with these treatments also
showing the best maturation results. It was possible to verify that salinity is also one of
the determining factors in the development and maturation of P. lividus, with a salinity
of 30 providing the best gonadal growth, with a gonadossomatic index of 17.66 £ 2.71%.
With this salinity also showing a higher daily growth rate and weight gain compared to

the other salinities.

Keywords: Aquaculture; Paracentrotus lividus; growth; Gonadossomatic index; gonad
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1. Introducéo

1.1 Aquacultura em Portugal e importéancia do ouri¢co-do-mar na aquacultura

As espécies de ouri¢o-do-mar tém, normalmente, um grande interesse do ponto de
vista comercial devido ao seu elevado valor, principalmente no mercado japonés, que
representa cerca de 90% da procura mundial das espécies de ourico-do-mar. As gonadas
sdo consideradas uma iguaria muito apreciada e valorizada, tendo o seu mercado um peso
estimado anual de 70000t de peso humido, com um valor das suas génadas que pode
variar entre 60 €/Kg e 221 €/Kg (Stefasson et al., 2017).

A crescente procura destes animais e o seu valor de mercado fizeram com que no
Japdo espécies como Hemicentrotus pulcherrimus (Agassiz, 1864), Strongylocentrotus
intermedius (Agassiz, 1863), Pseudocentrotus depressus (Agassiz, 1864) e Tripneustes
gratilla (Linnaeus, 1758) fossem sobreexploradas, o que levou ao colapso dos stocks no
inicio da década de 70 (McBride, 2005; Andrew et al., 2002). No entanto, o continuo
aumento do consumo desta iguaria fez com que esta procura tivesse que ser saciada por
producdes e pescas noutros paises (Yokota, 2002; Sonu, 2003). Um pouco por toda a
Europa também se verificou uma grande diminuigdo nos stocks de ourigos-do-mar
(McBride, 2005). Também o facto de serem animais de lento crescimento e em conjunto
com esta elevada pressdo, faz com que populacdes de varias espécies, como € o caso de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) possam ser levadas ao colapso (Sartori et al.,
2016). A elevada procura faz com que mais de 80% da producdo mundial de ouri¢o-do-
mar tenha como objetivo satisfazer a enorme procura por parte do mercado japonés (FAQ,
2015).

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento do nimero de maternidades de
ouri¢o-do-mar e da producdo em cativeiro de ouri¢cos-do-mar em paises como Chile,
Italia, Noruega, Australia, Nova Zelandia, China, Escocia, Japdo e Irlanda (Carboni et al.,
2013). A producdo em aquacultura de ourigo-do-mar é muito importante para reduzir esta
pressdo crescente nos stocks naturais, que tém vindo a ser muito explorados devido ao
seu preco e elevada procura (Sun e Chiang, 2015). E necesséario também que haja um
grande esforco de investigacdo cientifica, que tem também crescido nos ultimos anos em

varios paises da Europa, principalmente de P. lividus (James e Siikavuopio, 2015). Com
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0 objetivo principal de conseguir responder a grande procura, fornecendo génadas de
elevada qualidade ao longo de todo o ano e desta forma contornar o problema da
sazonalidade presente na dependéncia de gonadas de ourigos-do-mar selvagens para a
obtencéo destes produtos (Carboni et al., 2012).

P. lividus, também conhecido como ourico-do-mar comum, € uma espécie que
pertence ao filo Equinodermata (Lawrence, 2007) e a familia Echinidae, apresenta o
corpo coberto de espinhos longos e fortes, com algumas variagdes de cor como roxo,
verde, acastanhada e ainda esbranquicada (Saldanha, 2003). E o equinoderme mais
consumido no mediterraneo e na Europa (FAO, 2015). Para a producéo desta espécie, 0s
fatores mais referidos como sendo 0s que maior impacto tém no seu crescimento séo: a
temperatura, a dieta e o fotoperiodo. (Schlosser et al., 2005; Hermans et al., 2010; Sartori
e Gaion, 2016; Santos et al., 2019; Santos et al., 2020; Lourenco et al., 2021). Um dos
principais problemas da producdo em aquacultura de ouricos-do-mar, na atualidade, é
utilizacdo de ragBes com proteina proveniente de farinha de peixe, uma vez que a pesca
intensiva de peixe tem vindo a afetar os ecossistemas marinhos (Sartori et al., 2015). No
caso da producédo de equinodermes, de forma a combater este problema, tem sido utilizado
milho, como principal fonte de proteina, que em varios estudos, tem demonstrado bons
resultados conseguindo produzir um bom crescimento gonadal, como bom promotor de
maturacdo (Basuyaux e Blin 1998; Luis et al. 2005). Para a produgdo destes animais é
importante uma racdo que proporcione um bom crescimento gonadossomatico, e gbnadas
com uma boa cor, textura e sabor sendo estes os fatores mais apreciados e mais
valorizados comercialmente (McBride et al., 2004; Shpigel et al., 2005). Apesar da cor
das gonadas de ourico-do-mar ser uma caracteristica muito variavel, dependendo de
varios fatores, é sempre uma caracteristica determinante na valorizacdo comercial destes
animais, sendo geralmente mais valorizadas fortes coloracdes amarelas e cor de laranja
(Robinson et al., 2002; McBride et al., 2004; Shpigel et al., 2005; Kelly e Symonds, 2013;
Stefasson et al., 2017).

1.2 Distribuicéo geografica de P. lividus

P. lividus apresenta uma ampla distribui¢do, sendo possivel encontra-la ao longo
de toda a costa da Europa no Nordeste Atlantico até ao Sul de Marrocos, incluindo o
Arquipélago dos Acgores e da Madeira e Ilhas Canarias, bem como na costa do Mar
Mediterraneo (Tortonese, 1965; Alves et al., 2001; Boudouresque e Verlague 2013).
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Encontra-se principalmente em zonas rochosas de intertidal e subtidal (Fernandez, 1997,
Hayward e Ryland, 1990; San Martin, 1995; Boudouresque e Verlaque, 2007), entre os 0
e 0s 30 metros de profundidade (Mortensen, 1927), no entanto a sua abundancia tende a
baixar a partir dos 10 metros (Chelazzi et al., 1997). Isto faz com que o intervalo de
temperaturas da dgua do mar esteja compreendido principalmente entre 10 a 15 °C no
inverno, podendo suportar temperaturas maximas de 25 °C no verdo, no mediterraneo
(Mortensen, 1943; Bacallado et al., 1985; Le Gall et al., 1990; Fernandez e Caltagirone,
1994; Fernandez, 1996). E uma espécie bastante resistente a variagbes ambientais, uma
vez que esta constantemente sujeita a variacGes de salinidade e temperatura, bem como a
falta de alimento e elevado hidrodinamismo, mostrando uma elevada tolerancia a estes
fatores (Allian, 1975; Le Gall et al., 1989; Fernandez, 2013; Hereu, 2005). E uma espécie
que se encontra com abundancia ao longo de toda a costa portuguesa (Gago et al., 2003;
Bertocci et al., 2012; Jacinto et al., 2013).

O Oceano Atlantico e o Mar Mediterraneo apresentam uma salinidade superficial
entre 34 e 39 (Reverdin et al., 2007; Hermans et al., 2010). No entanto, o facto destes
animais habitarem em zonas de pocas de maré, onde a salinidade varia com bastante
frequéncia dependendo da altura do ano, como em épocas de chuva no inverno, baixando
bruscamente este pardmetro e no verdo com o aumento da temperatura existe um aumento

de salinidade, devido a evaporacédo da dgua das pocas (Stickle e Denoux, 1976).

1.3 Efeitos da salinidade em ouricos-do-mar

Apesar da sua elevada resisténcia a uma ampla gama de salinidades, sdo animais
que tém pouco controlo sobre a osmolaridade corporal, por norma sdo animais
considerados estritamente marinhos, no entanto, é possivel encontrar algumas espécies

em ambientes eurialinos (Lawrence, 1975; Himmelman et al., 1983).

As alteracOes climaticas podem causar ndo s6 um aumento do nivel da agua do
mar e na temperatura dos oceanos, como também problemas inesperados relacionados
com a acidificacdo dos oceanos e diminuicdo da salinidade (Limatola et al., 2020).
Podendo estas variagdes levar também a uma reducdo da fertilidade dos ourigos-do-mar
(Foo e Bryne, 2017; Limatola et al., 2020), uma vez que estes organismos realizam
fecundacdo externa e estdo dependentes da qualidade da qualidade da agua para a
interacdo dos gametas (Meijer e Guerrier, 1894; Vacquier, 2011). Provocando uma maior



pressdo na macrofauna que habita em zonas intertidais e estuarinas, que estdo

constantemente sujeitas a alteracbes ambientais (Fernandez et al., 2006).

Algumas espécies tém expandido a sua distribuicdo para zonas estuarinas, onde
ocorrem variacdes de salinidade de forma frequente (Stickle e Diehl, 1987). No entanto,
0s ouricos-do-mar mais pequenos e em fases larvares tém uma baixa tolerancia a
variagOes de salinidade, principalmente quando se trata de descidas bruscas deste
parametro (Goodbody, 1961; Lawrence 1975; Roller e Stickle, 1993). Estas diminuic¢oes
de salinidade estdo associadas a chuvas intensas e, no caso de zonas estuarinas, a
descargas de agua doce (Lawrence 1996), podendo estas descargas ou chuvas elevadas
provocar danos a vida marinha (Fernandez et al. 2006; Carballeira et al., 2011). Em P.
lividus € possivel observar mortalidade quando sujeitos a uma exposicao prolongada a
salinidade de 15-20, contudo, uma diminuicao severa deste parametro para 5-17 provoca
elevada mortalidade (Le Gall, 1989; Boudouresque e Verlague, 2001). Sendo por isto
importante aferir a tolerancia desta espécie a baixas salinidades.

1.4 Morfologia de P. lividus

Os ouricos-do-mar apresentam, normalmente, um corpo constituido por placas
esqueléticas rigidas, que formam um corpo em forma de globo achatado aboral-
oralmente, unidas por uma camada de colagénio e interdigitacdes de calcite (Brusca e
Brusca, 2003). E formado por varias placas distintas, cinco placas ambulacrérias ou
radiais, onde se situam os pés ambulacrarios (Figura 1), sdo estruturas extensiveis para o
exterior da carapaca que estes animais utilizam para se fixar, através de caracteristicas
adesivas, para a sua locomocao e tém também a funcdes sensoriais como o tato, 0s pés
ambulacrarios possuem também érgdos fotorrecetores, o que faz com que os ouri¢os-do-
mar tenham a capacidade de reagir ao fotoperiodo, tornando o fotoperiodo um dos fatores
relevantes na maturacdo destes animais (Shpigel et al., 2004; Raible et al., 2006; Lesser
et al., 2011). Possuem tambem cinco as placas interambulacrarias ou inter-radiais, onde
se situam os espinhos duros (Figura 1), que séo utilizados para capturar alimento, para a
sua locomocdo e sdo também o principal mecanismo de defesa contra predadores
(Guidetti et al, 2005; Sartori, 2013). Na parte oral encontra-se a Lanterna de Aristoteles,
esta funciona como o maxilar do animal, é uma estrutura extremamente complexa. Esta

¢ formada por 5 dentes capazes de rasgar materiais resistentes, como por exemplo a



cobertura de plastico em armadilhas de lagostas (Hyman, 1955), esta coberta por uma
fina membrana e por placas, esta possui cinco dentes, que sdo utilizados para a ingestéo
de alimento (Martinell et al., 1981; Sartori, 2013). O celoma, é a cavidade interna e é
onde se encontram os 0rgaos internos. Estes animais possuem um sistema digestivo longo
com um Unico tubo, com varias dobras que percorre, a boca até ao anus passando pela
faringe, estbmago e intestino. A extremidade o anus é protegida por placas de célcio
chamadas de periprocto (Smith e Kroh, 2013). Possuem também cinco pares de branquias
externas em volta da membrana peristomial, que sdo responsaveis por realizar trocas
gasosas com 0 meio, no entanto estas trocas sdo maioritariamente asseguradas pelos pés
ambulacrarios (Fermentarian, 1966). Apresentam cinco gonadas situadas no interior das
placas interambulacrarias, com uma coloracao forte amarela, alaranjada e até vermelha
(Sphigle et al., 2005; Carboni, 2013). Quando estdo maturadas preenchem uma grande
parte do interior do organismo (Walker, 1979; Sartori, 2013). O tamanho das gonadas é
dependente de varios fatores abi6ticos como a salinidade, temperatura e fotoperiodo bem
como a disponibilidade de alimento e sazonalidade, sendo por isto, pouco preciso
determinar o seu tamanho através do tamanho da carapaca do animal (Shpigel et al., 2004;
Boudouresque e Verlaque, 2007) . Na parte superior do corpo onde termina o sistema
digestivo no anus é onde se encontram também os cinco gonopdros, um para cada génada

por onde sdo libertados os gametas (Sartori, 2013).



Esofago  =======

Lanterna de Aristoteles
Boca  ==-----

Estomago Membrana Peristomal

Figura 1 — Representacdo esquematica da morfologia interna (A e B) e externa (C e D) de um ouri¢o-do-
mar. Onde Am e In representam as placas ambulacrérias e placas interambulacrérias, respetivamente
(Adaptado de Mottet, 1976).

1.5 Crescimento e maturacao do ouri¢o-do-mar Paracentrotus lividus

O desenvolvimento embrionario de P. lividus é rapido, passando a larvas pluteus
independentes em poucos dias. Esta é uma fase pelagica que pode durar entre 23 e 29 dias
no meio natural, no entanto este tempo pode ser reduzido em aquacultura, fornecendo
alimento ilimitado e temperatura adequada (Pedrotti, 1993; Lozano et al., 1995; Rahman
et al., 2009; Wangensteen et al, 2013; Gomes et al., 2021). As larvas da maior parte das
espécies de ouricos-do-mar sdo pelagicas independentes, nas maternidades é comum usar
como alimento espécies de microalgas como, Dunaliella sp., Chaetoceras sp., Isochrysis
galbana, Rhodomonas sp., e Phaeodactylum tricornutum (Brown e Eddy, 2015, Gomes
et al.,, 2021). Estando o desenvolvimento larvar principalmente limitado pela
disponibilidade de alimento e fatores ambientais como a temperatura (Fenaux et al., 1994,
Liu e Chang, 2015). Apds realizarem as varias metamorfoses e assentarem passam
posteriormente a animais bentonicos (Metaxas, 2013). O assentamento esta
maioritariamente relacionado com a agitacdo maritima e correntes, que influencia o
tempo necessario que para que este se realize, e 0 tempo até ao assentamento pode ser

diminuido em aquacultura (Bourdouresque e Verlaque, 2013). No entanto, nas



maternidades a taxa de sobrevivéncia destas larvas apds o assentamento em alguns casos
pode ser inferior a 1% (Mos et al., 2011). Vérios estudos mostram que a elevada
mortalidade possa estar relacionada com o biofilme e a sua qualidade nutricional, uma
vez que esta pode variar de forma consideravel, afetando assim esta mortalidade (Xing et
al., 2007).

P. lividus sdo animais gonocoricos, sem dimorfismo sexual, tornando impossivel
a distincdo de sexo através das suas caracteristicas externas até a altura de reproducao.
Uma vez que a fecundagédo acontece externamente, sendo os gametas libertados para a
coluna de agua, sO nessa altura é possivel diferenciacao do sexo destes animais de forma
ndo evasiva (Allain, 1975). Na altura da reproducdo, com a maturacao das génadas, estas
tendem a aumentar substancialmente o seu volume, atingindo um contetdo em génadas
entre 15% (Machado et al., 2019) e 18% (Rocha et al., 2019). Esta fase tem muita
importancia na producdo destes animais, uma vez que € este o Orgdo de interesse
comercial. S8o capazes de atingir a maturagcdo apds o assentamento em 5 meses em
cativeiro, quando sujeitos a um conjunto de condicdes especificas (Cellario e Fenaux,
1990), no entanto, como no meio natural estes animais estdo sujeitos a variacOes

constantes de condi¢fes ambientais este tempo é muito variavel (Dincer e Cakli, 2007).

Os ourigcos-do-mar sdo animais que tém um crescimento muito lento, um
individuo que apresente um didametro de 20 mm considera-se que tenha em média 2 anos
de idade, com 40 mm assume-se que tem entre 4 e 5 anos, crescendo cerca de 10 mm por
ano (Turon et al. 1995; Fernandez 1996; Grosjean et al. 1996; Sellem et al. 2000; Gago
et al. 2003; Grosjean et al. 2003). Os individuos desta espécie sdo capazes de atingir um
didmetro maximo de 75 mm (Byrne, 1990). No entanto, consideram-se adultos a partir
dos 30 mm (QOuréns et al., 2011). O seu crescimento varia dependendo da sua localizacéo,
uma vez que a sua taxa de crescimento esta diretamente relacionada com a temperatura.
A taxa de crescimento aumenta com o0 aumento da temperatura até atingir os 22 °C em
cativeiro, verifica-se uma maior taxa de crescimento quando a temperatura da agua se
encontraentre 12 e 18 °C normalmente na altura da primavera (Azzolina, 1988; Fernandez
e Caltagirone, 1994; Turon et al., 1995; Shpigel et al., 2004; Boudouresque and Verlaque,
2013), aos 24 — 28 °C comeca a ser observado um impacto negativo no crescimento (Le
Gall et al., 1990; Santos et al., 2020).

Por exemplo, na costa italiana no Mar Mediterraneo, a época reprodutiva dura

geralmente de outubro a junho com o aumento da temperatura. O pico de maturacéo é



observado entre dezembro e marco, nesta altura a percentagem de individuos maturados
pode atingir os 100% (Byrne, 1990), como acontece em muitas populac¢ées ao longo da
costa mediterranea (Allain, 1975; Spirlet et al., 1998).

Quanto a maturacdo das gonadas é possivel identificar 6 estadios de maturacéo ao
longo do ano, tais como, recuperacédo (l), em crescimento (II), prematuro (I11), maturo
(IV), parcialmente desovado (V), reabsor¢édo (V1) (Byrne, 1990). A qualidade da génada
e 0 seu estagio de maturacdo, tanto para consumo como para a reproducdo do animal
depende muito do alimento, especialmente do seu perfil de acidos gordos e é também
influenciada por fatores ambientais a que os animais estao sujeitos, como a temperatura
e salinidade (Arafa et al., 2012; Carboni et al., 2013; Raposo et al., 2019; Santos et al.,
2019).

Para a comercializacdo as gonadas idealmente apresentam uma coloracgdo intensa
laranja-amarela provocada por carotenoides, que sdo responsaveis pela coloracdo
vermelha, laranja e amarela e os animais sdo capazes de alterar estas moléculas através
de oxidacdo (Sphigel et al., 2005). Que é sintetizado pelos ouricos-do-mar a partir de -
caroteno (Shina et al., 1978; Goodwin, 1984; Matsuno e Tsushima, 2001). Em alguns
casos ourigos-do-mar em aquacultura alimentados com dietas artificiais produzem
gonadas de grandes dimensdes, mas palidas (McBirde et al., 1997, 2004; Lawrence et al.,
1997; Barker et al., 1998; Walker e Lesser, 1998; Pearce et al., 2004). Gonadas com estas
caracteristicas perdem o interesse comercial, uma vez que assim todo o seu valor
comercial é reduzido ou até mesmo nulo, o que se torna inaceitavel a nivel de
sustentabilidade econdmica em aquacultura (Lawrence et al., 1995; Robinson e Colborne,
1998; Watts et al., 1998; McLaughlin e Kelly, 2001). No entanto, como foi demonstrado
por Shpigel (2005), as racGes preparadas tém um grande potencial de utilizacdo em
aquacultura uma vez que promovem um bom crescimento das gonadas e,
consequentemente, um bom indice gonadossomatico.

O crescimento e reproducdo estdo também relacionados com a quantidade e
qualidade de alimento disponivel, sendo muito importante fornecer alimento de boa
qualidade e em quantidades adequadas, de forma a manter um equilibrio, uma vez que
uma alimentacdo de baixa qualidade provoca uma menor taxa de crescimento (Briscoe e
Sebens, 1988; Caltagirone et al., 1992; william e Harris, 1998).

1.6 Alimentacéo



Os ourigcos-do-mar séo capazes de manter uma alimentagdo omnivora no caso de
existirem limitagdes na disponibilidade de alimento (Briscoe e Sebens 1988; Nestler e
Harris, 1994). No entanto, estes tém um maior crescimento quando estdo sujeitos a uma
alimentacdo com um maior nivel de proteina vegetal (Williams e Harris, 1998; Lawrence
et al., 2001; Watts et al., 2010; Lourencgo et al., 2021).

P. lividus é uma espécie maioritariamente herbivora, tendo como alimento
preferencial macroalgas e plantas vasculares aquaticas, como Laminaria sp. e Codium sp.
(Bennedetti-Checchi et al., 1998; Abraham, 2007), que estdo presentes naturalmente no
seu habitat (Neil e Pastor, 1973; Verlaque 1987). No entanto, o fator determinante para a
sua alimentacdo € a disponibilidade de alimento (Larson et al., 1980), uma vez que, no
seu meio natural € comum o alimento estar disponivel apenas de forma esporéadica atraves
seu movimento na coluna de agua, dependendo assim de encontros esporadicos com o
seu alimento (McCarron et al., 2009). No caso da disponibilidade de macroalga néo ser
limitante os ourigos-do-mar comem incessantemente. Quando isto acontece, o tempo de
passagem pelo sistema digestivo é bastante baixo, entre 8 e 12 horas (Lasker e Giese,
1954).

E também considerada uma espécie com habitos de alimentacao maioritariamente
noturnos (Dance, 1987; Boudouresque e Verlaque, 2001), no entanto, em algumas zonas
estes animais demonstram, um comportamento oposto, como na Irlanda, em Lock Hyne,
onde estes demonstram um comportamento de alimentacdo diurno de forma a evitar

predadores noturnos (Barnes e Crook, 2001), o que mostra a versatilidade desta espécie.

A alimentacdo tem um papel fundamental na regulagdo do ciclo reprodutivo destes
animais, estd provado que o desenvolvimento e crescimento das gonadas estdo
diretamente relacionados com a disponibilidade de alimento, qualidade do alimento e
também a quantidade (Fernandez et al., 1995; Boudouresque e Verlaque, 2013). Por isto
um dos principais desafios na manutencéo destes animais em cativeiro € a determinacéo

do alimento 6timo, ou o alimento mais rentavel (Cirino et al., 2017).

Com o continuo crescimento da aquacultura nos Gltimos anos, a utilizacdo de
macroalgas, sejam elas processadas ou ndo, torna-se insustentavel quando se trata de
producdes em sistemas de recirculacdo de dgua ou em produgdes de grande escala que
necessitem de um maior nivel de controlo e investimento, devido aos custos associados a
estes tipos de producdo (Basuyaux e Blin, 1998; FAO, 2016; C.M. Pearce, Dagget e

Robinson, 2002; Schiener et al., 2015). Atualmente ainda sdo apanhadas grandes
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quantidades de macroalgas no meio selvagem para utilizar como alimento de ouricos-do-
mar, apesar desta pratica ser pouco sustentavel tanto a nivel econdmico como ambiental
(Basuyaux e Blin, 1998; Vizzini, Vaccaro e Mazzola, 2015). Por isto, é importante optar
por um cultivo destas macroalgas (Carboni, 2013), ou a utilizacdo de fontes alternativas
de proteina mais econdémicas na forma de racdes preparadas, tendo sempre em conta 0s
requisitos nutricionais da espécie, utilizando por exemplo ingredientes de origem vegetal,
provenientes de produtos agricolas descartados ndo processados, como milho, espinafres,
beterraba e couve, por exemplo (Basuyaux e Blin, 1998; Vizzini, Vaccaro e Mazzola,
2015, Sartori et al., 2015; Sartori et al., 2016).
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2. Objetivos

Este estudo realizou-se com o objetivo de verificar a potencialidade da producdo de
Paracentrotus lividus em zonas de menor salinidade, como zonas estuarinas e zonas de
ria, onde grande parte da aquacultura portuguesa estd localizada e verificar a sua
tolerancia a uma gama de salinidades mais baixas. Desta forma, estudou-se o efeito da
salinidade na ingestao alimentar, taxa da conversao alimentar, taxa de crescimento diéria,
peso ganho, no indice gonadossomatico, maturagcdo e cor das gonadas de P. lividus,
sujeitos a 4 salinidades distintas. Para cumprir este objetivo foram testadas as salinidades
20, 25, 30 e 35. Para verificar se existia algum impacto da salinidade no crescimento e
maturagdo dos ourigos-do-mar e verificar a possibilidade de produzir e manter estes
ouricos-do-mar nestas salinidades. Os ouri¢os-do-mar foram alimentados com uma racéo
seca com ingredientes de origem vegetal, avaliando também a performance de uma ragédo

com ingredientes alternativos na producédo desta espécie em aquacultura.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Recolha dos animais e Acondicionamento

A recolha dos animais selvagens foi realizada no dia 19 de novembro de 2020, sendo
recolhidos 240 individuos P. lividus com um didmetro entre 25 e 35 mm. Estes foram
recolhidos durante a maré baixa numa zona rochosa intertidal, na zona da praia da
Consola¢do em Peniche, Portugal (39° 19.354° N, 9° 21.548> W). Os animais foram
transportados para o laboratério de aquacultura do MARE- Centro de Ciéncias do Mar e
do Ambiente, do Politécnico de Leiria. Foram aclimatizados num tanque de 200L com
recirculacdo de 4gua, com arejamento constante, de forma a garantir circulacéo da agua e
uma boa saturagdo de oxigénio e filtragdo, realizada com o auxilio de um escumador de
proteinas Bubble Magus C3.5 (Jiyang Aquarium Equipment Co., Ltd., Jiangmen, China).
Realizaram-se trocas parciais de dgua de cerca de 60% do volume total trés vezes por
semana, de forma a manter as condi¢fes 6timas de qualidade da agua. Os animais
capturados foram submetidos a um periodo de jejum a temperatura ambiente durante 15

dias, para promover a reabsorcao das gonadas (Spirlet et al., 1998b; Santos et al., 2020)

Ap0s o periodo de jejum todos os individuos foram medidos e pesados huma balanca
de precisdo Adam PGL 3002 (Adam Equipment Co. Ltd, Milton Keynes, UK) (peso
hamido (g) + 0,01g). Foram também selecionados aleatoriamente 36 individuos, que
foram sacrificados, para que fossem pesadas as suas génadas (peso himido (g) + 0,019)
de forma a calcular o indice gonadossomatico (I1G) inicial.

3.2 Desenho experimental

Os 204 P. lividus foram distribuidos por 12 tanques de 40L cada (17 individuos
por tanque). Em sistemas de recirculacdo de agua (RAS) com 3 tanques cada. Foi utilizada
uma salinidade por sistema, tendo sido utilizadas 4 salinidades distintas: 20, 25, 30 e 35,

resultando num total de 51 P. lividus por salinidade, e mantidas durantes 120 dias.

Cada sistema RAS estd equipado com um filtro de 70L com escumador de
proteina Bubble Magus Needle wheel (Jiyang aquarium Equioment, China), biobolas de
plastico, uma esponja e l1a de vidro, uma bomba de retorno Reef Pump 2000 com uma
capacidade de 1000 I/h (TMC, Lisboa, Portugal) e com arejamento constante, sendo cada

sistema constituido por um volume total de 190L.
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Os parametros de qualidade da agua foram medidos trés vezes por semana. Para a
medicao da temperatura (°C), salinidade, pH e oxigénio dissolvido (OD) (%) foi utilizada
a sonda multiparamétrica YSI Pro Plus (YSI Inc., Yellow Springs, OH, USA), para a
medicdo de amdnia e nitritos (mg/L) foram utilizados kits colorimétricos (API, Mars
Fishcare Inc., EUA). Ao longo do periodo de acondicionamento, os valores médios de
temperatura, oxigénio dissolvido e pH foram: 18,43 + 0,22 °C, 94,32 £ 0,57 % e 8,20 £
0,03, respetivamente, enquanto os valores da amonia e nitritos foram mantidos sempre
inferiores ao limite critico da espécie (Basuyaux e Mathieu, 1999; Camargo et al., 2005).

Foi mantido um fotoperiodo constante de 10h (luz) : 14h (escurid&o).

3.3 Ensaio de crescimento

No inicio do ensaio, 0s ouri¢cos-do-mar (N = 204) tinham em média um diametro
(D) de 31,20 £ 2,09 mm e um peso (P) médio de 13,80 + 3,02 g. Apds 0 jejum 0s animais
foram alimentados 3 vezes por semana com uma dieta seca, 2% da biomassa total de cada
tanque, valor semelhante ao utilizado por outros autores que utilizaram também racao
seca (Cirino et al., 2017). Este valor corresponde a aproximadamente 7 grdos de ragédo
uma vez que cada um tem um peso medio de 0,71g. Os gréos de racdo eram ainda
distribuidos de forma homogénea, para fazer chegar alimento da melhor maneira possivel

a todos os individuos e garantir que todos tinham o0 mesmo acesso ao alimento.

A &4gua utilizada no ensaio foi preparada previamente, utilizando agua de
captacdo de profundidade, com uma salinidade aproximada de 32, e agua doce de forma
a baixar a salinidade para as salinidades de 20, 25 e 30. No caso do sistema com a
salinidade de 35 foi utilizado um sal comercial ReefSalt (Aquaforest, Polonia), para

aumentar a salinidade.

Em todos os tratamentos foi utilizada uma racdo seca produzida em SPAROS
(Olh&o, Portugal), com ingredientes provenientes de vegetais terrestres, incluindo

concentrado de soja, farinha de soja e glaten de trigo (Tabela I).

A racdo ndo consumida foi removida 48h apos a alimentacdo, com auxilio de um
crivo, para ser contabilizada a ingestdo de alimento. O alimento ndo ingerido foi recolhido
antes da seguinte alimentacdo no momento da troca parcial de agua do sistema. Este
alimento ndo ingerido colocado numa estufa a 105 °C durante 24 horas (Siikavuopio et
al., 2007), e posteriormente pesado de forma a calcular a ingestdo em cada aquario.
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Foi realizada uma amostragem intermédia aos 60 dias de ensaio, onde foram
registados o didmetro (mm £ 0,1 mm) e o peso humido (g = 0,01g) da totalidade dos

ouricos-do-mar, de forma a compreender melhor o efeito dos tratamentos no crescimento.

Tabela I- Composigdo aproximada e perfil de acidos gordos da dieta seca com ingredientes de origem
vegetal utilizada durante o ensaio.

Lipidos (% PS) 9,40
Proteina (% PS) 31,32
Hidratos de carbono (% PS) 46,22
Humidade (%o) 4,99
Matéria seca (%) 95,00
Cinzas (%) 13,06
Cl4 8,49
C16 35,85
8
©
S C16:1n7 6,06
(@]
3
S C18 7,46
(&)
<L
C18:1n9 30,91
C18:2n6 11,22

3.4 Tratamento de dados

a) A ingestdo alimentar (g/ind/dia) (FI) foi calculada utilizando o peso alimento
fornecido seco (g) e do alimento ndo ingerido seco (g) (Siikavuopio et al., 2012), ap6s

secagem do alimento néo ingerido a 105 °C numa estufa durante 24 horas:

FI

__ (Alimento fornecido — Alimento néo ingerido) 1
N n? de individuos /t (eq )
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b)

A taxa de conversdo alimentar (FCR) foi determinada utilizando o Peso do alimento
ingerido (g) e o peso ganho dos ourigos-do-mar ao longo do ensaio (g) (Siikavuopio
et al., 2012), em cada salinidade em teste:

FCR = Peso de alimento ingerido (eq 2)

Peso ganho

c) A ingestdo alimentar voluntaria (g/100g de ind /dia) (IAV), utilizando o alimento
ingerido (g), o peso médio humido dos ouricos-do-mar (g) e onde t corresponde ao
tempo (dias) (Lourenco et al., 2021):
1AV = 100 X (Alimento inger:'do/Peso médio) (qu)

d) Foi calculado o peso ganho (g) (PG) onde Psinal € Pinicial COrrespondem ao peso médio
hdmido final e inicial dos ouri¢cos-do-mar (g) e t representa o tempo (dias):

PG = (M) (eq.4)

e) Taxa de crescimento diario (%/dia) (DGR) Foi determinada através da seguinte
formula onde Prinal € Pinicial COrrespondem ao peso humido final e inicial dos ourigos-
do-mar, respetivamente, e t corresponde ao tempo (dias):

__ | Prinal 1/t
DGR = [(m) - 1] * 100 (eq5)

f) O indice gonadossomatico (%) (IG) foi calculado utilizando o peso humido das
gonadas (g) e o peso himido dos ourigos-do-mar (Sartori and Gaion, 2015; Carboni
etal., 2015):

1G = Peso hﬁmh/io ('ias goénadas +100 (qu)

Peso humido total

3.5 Histologia
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Para a anélise histoldgica foram amostrados 36 individuos no inicio do ensaio
(TO), 72 individuos na amostragem intermédia (T1) (6 ind/tanque) e no final do ensaio
(T2) foram amostrados 132 (11 ind/tanque).

Em todas as amostragens as gdnadas recolhidas foram colocadas numa solucéo de
formalina a 4% durante 48 horas. Apoés este periodo foram transferidas para uma solucéo
de etanol a 70%, sendo armazenadas até ao processamento. As amostras foram
processadas num processador de tecidos automatico Leica TP1020 (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemanha), seguidas de ciclos de desidratacdo em solucGes de etanol
com concentracdes crescentes. Apos este procedimento as amostras passaram por Xilol,
seguidos de impregnacao em parafina. Posteriormente realizaram-se os blocos de parafina
utilizando uma placa fria Kunz Instruments CP-4 (Kunz Instruments, Dinamarca). Os
cortes foram realizados com uma espessura de 5 um, utilizando um micrétomo Accu-
Cut® SMR ™ 200 (Sakura Finetek Europe BV, Holanda). A coloracgdo das amostras foi
realizada utilizando solugbes de hematoxilina (Scharlab S.L., Sentmenat, Barcelona,
Espanha), eosina Y (VWR International, Leuven, Bélgica), xilol e diferentes
concentracdes de alcool. A analise destes cortes foi realizada através de um microscopio
otico Leica® DM 2000 LED equipado com uma camara de microscopio Leica® MC170
5MP HD e com o software LAS V4.4.0 (Leica Application Suite).

Foi utilizada a caracterizagdo das fases de maturacgdo segundo Bryne (1990):

Estadio |- Fase de recuperacdo: Nesta fase as gdénadas apresentam gametas
primarios aglomerados ao longo da parede ascinal. Estadio 11- Em crescimento- nesta
fase da-se o inicio da vitelogénese, existe um aumento do tamanho od6citos primarios
através da absorcao de fagocitos nutritivos e as gonadas aumentam também de tamanho.
Estadio I11- prematuro: nesta fase estdo presentes todas as fases de desenvolvimento dos
odcitos rodeados por fagdcitos nutritivos, 0s 00citos que se encontram maduros
deslocam-se para o limen. Estagio 1V- maduro: as gonadas estdo cheias de oocitos
maduros, nesta fase ha uma reducdo do numero de fagdcitos nutritivos e a parede ascinal
é muito fina. Estagio V- “Parcialmente desovados”: os gaimetas encontram-se mais soltos
e com alguns espacos vazios. Estagio VI- Fase pds-postura: nesta fase as gonadas
apresentam uma parede ascinal fina, a gbnada perde a sua estrutura interna e existem

varios espacos vazios entre odcitos néo libertados.
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3.6 Analise da cor das gonadas

Foi também realizada a medicdo quantitativa da cor das gonadas amostradas,
tendo sido amostrados 18 individuos por tratamento na amostragem intermédia (T1),
tendo sido recolhidos 6 individuos aleatoriamente de cada tanque e no final do ensaio
(T2) foram amostrados 33 individuos por tratamento. Esta medicéao foi realizada através
do sistema de cor CIELab, utilizando um colorimetro CR-400 (Konica Minola, Téquio,
Japdo), utilizando o iluminante padrdo D65 e o grau de observador padrdo de 2°,
recorrendo a utilizag¢do do software SpectraMagic™ NX Color (Konica Minolta, Toquio,
Japdo), de forma a determinar as coordenadas de cor L*a*b*, correspondendo L* a
luminosidade, estando compreendida entre O (preto) e 100 (branco), o valor de a* e b*
correspondem as coordenadas verde (-60)-vermelho (+60) e azul (-60) — amarelo (+60) ,
respetivamente (Woods et al., 2008) (Figura 2). Foram analisados e comparados 0s
resultados dos valores de L*, a* e b* de todos os individuos em geral e foram também
comparados os resultados destes valores em macho e fémeas, depois da identificagdo
através da analise histologica.

L=100

Branco

Amarelo

Vermelho
+b +a

L=0

Preto

Figura 2 - Representacdo grafica do espaco de cor CIELab. (Adaptado de Chien e Bino, 2020)
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3.7 Anélise de Dados

As representacOes graficas foram todas realizadas em Microsoft Office Excel
(Versdo 2109). As analises estatisticas de todos os resultados deste ensaio foram
realizadas no software IBM SPSS™ versdo 27 (IBM Corporation, Armonk, New York,
EUA).

Os resultados foram apresentados como valor médio + desvio-padréo, sempre

que adequado. Na analise estatistica foi utilizado um valor de significancia a = 0,05.

O diametro da carapaca, 0 peso e cor foram avaliados em 3 momentos de
amostragens, no inicio da amostragem, aos 60 dias e aos 120 dias. O indice
gonadossomatico foi calculado inicialmente, a partir de uma amostra inicial de 36
individuos, foi calculado aos 60 dias onde foram sacrificados 18 individuos por salinidade
e na amostragem final onde foram todos os individuos amostrados. Os resultados foram
comparados entre 0s 4 tratamentos, existindo 3 replicados para cada salinidade em teste
(20, 25, 30 e 35). A analise destes resultados foi realizada para cada momento de
amostragem, sendo comparados os diferentes tratamentos, tendo sido feita uma ANOVA
de um fator, caso os valores apresentassem todos os requisitos de homogeneidade de
variancias e distribuicdo normal. No caso de serem observadas diferencas significativas
foi realizado um teste de comparaces multiplas, utilizando o post-hoc teste de Tukey
(onde p corresponde ao nivel de significancia). Quando os requisitos de homogeneidade
de variancias e normalidade de distribuicdo ndo se verificaram, foi realizado um teste néo

paramétrico Kruskal-Wallis.

No caso dos resultados de ingestdo alimentar, taxa de conversao alimentar, taxa
de crescimento didrio ndo foram apresentados valores intermédios sendo apenas
apresentados os valores obtidos no final dos 120 dias, no entanto os procedimentos de

analise de resultados foram idénticos aos referidos anteriormente.
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4. Resultados

4.1 Diametro e Peso

Quanto ao diametro em TO ndo se verificaram diferencas no diametro médio (mm)
dos individuos sujeitos as diferentes salinidades. Tendo sido observado 0s seguintes
didmetros: 31,18 £ 2,29 mm (20), 31,26 £ 1,90 mm (25) 31,25 £ 2,25 mm (30) e 31,10 +
1,93 mm (35) (Figura 3A). Garantindo desta forma o inicio do ensaio com didmetro

idéntico dos individuos nos quatro sistemas em teste (p = 0,980).

De TO para T1 nos individuos mantidos a 20 de salinidade, verificou-se uma
diminuigéo do diametro de P. lividus, tendo os animais amostrados a T1 apresentado um
didmetro de 30,54 £ 2,32 mm. Nos individuos mantidos a uma salinidade de 25 o diametro
dos individuos apresentou um ligeiro aumento, apresentando um diametro em T1 de 31,73
+ 2,02 mm. Nos individuos mantidos a uma salinidade de 30 houve um aumento superior
ao verificado nos individuos mantidos a 25 de salinidade, tendo os individuos apresentado
um didmetro de 32,24 + 2,29 mm. Os individuos mantidos a uma salinidade de 35
apresentaram um aumento semelhante, com um diametro em T1 de 32,28 £ 1,95 mm
(Figura 3 A).

Em T1 verificaram-se diferencas significativas no diametro da carapaga, entre 0s
individuos mantidos a salinidade de 20 em comparacdo com os individuos mantidos nas
restantes salinidades, sendo este significativamente inferior aos restantes. (p = 0,031 (20-
25); p < 0,01 (20-30) e p < 0.01 (20-35)).

Quando comparando o diametro observado em T1 e T2, os individuos mantidos
na salinidade de 20 demonstraram novamente uma diminui¢cdo do diametro, no entanto
em T1 foram amostrados um menor numero de individuos. O valor do didmetro
observado nos individuos do sistema 20 em T2 foi de 29,75 + 2,24 mm (Figura 3 A). O
didmetro dos individuos no sistema com uma salinidade de 25 em T2 foi de 30,52 + 1,94
mm, tendo sido também ligeiramente inferior ao observado em T1 (31,73 = 2,02 mm).
Os ourigos-do-mar mantidos a uma salinidade de 30 demonstraram uma diminui¢&o no
didmetro em relacgdo ao observado em T1, sendo 32,07 + 2,43 mm. Também no Sistema
35 se verificou uma diminuicdo no didmetro dos individuos, sendo em T2 31,98 + 2,17

mm.
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Quando comparando o diametro entre salinidades em T2, neste momento de
amostragem os individuos mantidos na salinidade 20 apresentaram um didmetro
significativamente inferior quando comparando com os individuos mantidos nas
salinidades de 30 e 35, (p < 0,01). As diferencas observadas entre os individuos mantidos
nas salinidades 20 e 25 em T1 nao foram observadas nesta ultima amostragem (p = 0,489).
Foram também observadas diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao
didmetro medio, entre os individuos mantidos na salinidade de 25 e os individuos
mantidos a 30 e 35 de salinidade, sendo este significativamente inferior (p =0,025e p =
0,039, respetivamente). Por fim, ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas em relacéo ao didmetro entre os individuos mantidos a 30 e 35 de salinidade
(p = 0,999).

No inicio do ensaio 0 peso médio dos ourigos-do-mar era semelhante em todos 0s
sistemas, tendo sido 13,32 + 3,13 g (20), 14,01 £ 2,96 g (25), 13,94 + 3,34 g (30) e 13,93
* 2,65 g (35), ndo existindo diferencgas estatisticamente significativas entre 0s ouri¢os-
do-mar mantidos nas diferentes salinidades (p = 0,629) (Figura 3 B).

Em T1 os individuos mantidos a uma salinidade de 20 apresentaram um peso de
13,52 + 2,85 g sendo semelhante ao peso observado em TO, nos individuos mantidos a 25
de salinidade observou-se um ligeiro aumento de peso em relagdo a T0, 31,73 + 2,02 g.
Também nos individuos mantidos a 30 e 35 de salinidade foi observado um aumento de
peso em relacdo a TO, superior ao observado nos individuos mantidos a 25 de salinidade,
tendo sido observado um peso de 32,24 + 2,29 g e 32,28 £ 1,95 g nos individuos dos
sistemas 30 e 35 respetivamente (Figura 3 B).

Foram observadas diferengas estatisticamente significativas quando comparando
0 peso dos individuos mantidos na salinidade de 20 com os mantidos a 25 (p = 0,041),
tendo os individuos mantidos a 20 de salinidade um peso significativamente inferior, e
diferengas mais acentuadas quando comparando o peso dos individuos mantidos a 20 de
salinidade com o peso observado nos mantidos a 30 e 35 de salinidade (p < 0,01),
apresentando os individuos mantidos a 20 de salinidade um peso significativamente
inferior. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas no peso dos
individuos mantidos nas salinidades de 25, 30 e 35 (p >0,05) (Figura 3 B).

No ultimo momento de amostragem do ensaio (T2) os individuos mantidos a 20
apresentaram uma ligeira diminuicdo de peso em relacdo ao observado em T1

apresentando um valor de 12,70 = 2,97 g. Os individuos mantidos na salinidade 30
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apresentaram um aumento de peso em relacdo a T1 (16,33 £ 3,86 g). Nos individuos
mantidos a 25 e 35 de salinidade foi observado uma pequena diminuicdo de peso medio
em relagdo a amostragem anterior, apresentando em T2 um peso de 14,58 + 1,94 e 15,82

* 2,89 g, respetivamente (Figura 3 A).

Em T2 os individuos mantidos na salinidade de 20 apresentaram um peso
significativamente inferior quando comparando com os individuos mantidos a 30 e 35 (p
< 0,01). Entre os individuos dos mantidos a 20 e 25 de salinidade ndo se verificaram
diferencas significativas no peso (p = 0,08). Também néo foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao peso quando comparando os individuos
mantidos nas salinidades de 25, 30 e 35 neste momento de amostragem (p = 0,116 (25-
30), p = 0,387 (25-35) e p = 0,913 (30-35)).
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Figura 3- Didmetro (mm) (média + Desvio-Padrdo) (A) e Peso (média + Desvio-Padrdo) (B) de P. lividus,
nos diferentes momentos de amostragem, 0 dias (TO), 60 dias (T1) e 120 dias (T2), para as diferentes
salinidades em teste 20, 25, 30 e 35 (As diferentes letras representam as diferencas significativas entre
tratamentos) (TO- n= 36 ind; T1- n= 52 ind/tratamento; T2- n= 33 ind/tratamento)

4.2 Indice Gonadossomatico (1G)

Antes de se iniciar o ensaio foram amostrados 36 ouri¢cos-do-mar apés o periodo

de jejum, tendo-se observado um valor de 1G de 6,32 + 2,55 %.

Em T1 foram amostrados 18 individuos por salinidade para o calculo do indice
gonadossomatico. Para os individuos mantidos a 20 de salinidade, foi obtido um valor de
6,93 £+ 1,93 %, nos individuos mantidos a 25 de salinidade observou-se um IG de 12,04
+ 3,08 %, nos individuos mantidos a 30 e 35 o IG foi de 11,15 + 2,73 % e 13,36 + 3,09

% em T1, respetivamente (Figura 4).

Na amostragem intermédia (T1), verificaram-se diferencas estatisticamente
significativas entre os individuos mantidos a 20 de salinidade e os restantes individuos,
sendo o valor de IG dos individuos sujeitos a esta salinidade significativamente inferior
ao observado nos individuos das restantes salinidades (p < 0,01). Os individuos mantidos
a 25, 30 e 35 nédo apresentaram diferencas significativas entre si em relacdo ao valor de
IG (p > 0,05).
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No final do ensaio (T2) foram amostrados 33 individuos por salinidade. Nos
individuos mantidos a 20 de salinidade o IG foi superior ao observado em T1 (8,66 * 3,77
%). Nos individuos mantidos nos sistemas 25, 30 e 35 também se verificou um aumento
em relacdo ao momento anterior (T1) (25: 14,53 £ 3,48 %; 30: 17,66 + 2,71 %; 35: 13,36
+ 3,09 %) (Figura 4).

No final do ensaio, nos individuos mantidos na salinidade 20 o IG foi
significativamente inferior em relagdo ao observado nos individuos mantidos nas
restantes salinidades (p < 0,01). Verificaram-se também diferencas estatisticamente
significativas entre os individuos do Sistema 25 e 30 (p < 0,01), observando-se um IG
significativamente inferior nos individuos mantidos a 25 de salinidade. Comparando 0s
individuos mantidos a 25 de salinidade com os mantidos a 35 ndo se verificaram
diferencas significativas no IG (p = 0,467). O IG observado em T2 nos individuos
mantidos no sistema a 30 de salinidade foi significativamente superior em relacdo ao

observado nos individuos mantidos a 35 de salinidade (p < 0,01) (Figura 4).
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Figura 4 - indice Gonadossomatico (1G) (%) (Média + Desvio-Padr&o) de Paracentrotus lividus, aos 60
dias (T1) e 120 dias (T2), para as salinidades 20, 25, 30 e 35. Linha a tracejado representa o 1G médio dos
ourigos-do-mar amostrados ap6s jejum. (As diferentes letras representam as diferencas significativas entre
tratamentos para os diferentes momentos de amostragens) (TO- n=36; T1- n= 6 ind/tratamento; T2- n=11).
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4.3 Ingestdo alimentar (FI), Taxa de conversdo alimentar (FCR) e Ingestao

alimentar voluntéria (1AV)

Foi calculada a ingestdo diéria dos individuos de cada sistema (FI) (g/ind/dia). Os
individuos mantidos a 20 de salinidade mantiveram uma ingestdo alimentar
significativamente inferior comparando com os individuos sujeitos as restantes
salinidades (p < 0,01), com uma ingestdo alimentar de 0,068 + 0,005 g/ind/dia. Os
individuos mantidos no sistema a 25 de salinidade apresentaram uma ingestéo alimentar
diaria de 0,093 + 0,004 g/ind/dia, sendo significativamente superior a mantida pelos
individuos a 20 de salinidade e significativamente inferior a observada nos individuos
sujeitos as salinidades de 30 e 35 (p < 0,01) (Figura 5 A). Os individuos mantidos nos
sistemas 30 e 35 ndo apresentaram diferencas significativas entre si na ingestéo diaria (p
=0,921), tendo os individuos mantidos a 30 apresentado uma ingestao diaria de 0,104 +
0,003 g/ind/dia e os mantidos a 35 apresentaram uma ingestdo diaria mais elevada com
um valor de 0,106 + 0,007 g/ind/dia (Figura 5 A).

Foi calculada a taxa de conversdo alimentar (FCR), utilizando o peso médio ganho
por sistema e 0 alimento médio ingerido em cada sistema. Nos individuos sujeitos a uma
salinidade de 20 verificou-se um FCR de -6,57. O melhor FCR foi observado nos
individuos mantidos a uma salinidade de 30 (FCR =1,64), o que significa que € necessario
dar menos quantidade de racdo para que 0s ourigos-do-mar aumentem de peso. Nos
individuos mantidos a 25 foi observado um FCR de 4,96 e os individuos mantidos a 35
mostraram um FCR de 1,90 (Figura 5 B).

Verificou-se também o menor valor de ingestéo alimentar voluntaria (IAV) nos
individuos mantidos a salinidade de 20, apresentando um valor de 0,41 + 0,13 g/ 100g de
ind/ dia. Também a semelhanca do observado na ingestdo alimentar, os individuos
mantidos nas salinidades de 30 e 35 apresentaram uma ingestdo alimentar voluntaria
superior (0,51 + 0,12 e 0,52 + 0,10 ¢g/100g de ind/dia, respetivamente). Os individuos a
25 de salinidade apresentaram um IAV de 0,49 £ 0,12 g/100g de ind/dia (Tabela II).
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Figura 5- (A) Ingestdo alimentar (FI) (g/ind/dia) (Média £ Desvio-Padrdo), (B) Taxa de conversdo
alimentar (FCR) de P. lividus obtidos no final do ensaio, nas salinidades de 20, 25, 30 e 35. (Diferentes
letras representam diferencas significativas entre sistemas) FlI- n=6; FI- n= 3.

Tabela 11— Valores de Taxa de conversdo alimentar (FCR), Ingestdo alimentar (g/ind/dia) (Média + Desvio-
Padréo) e Ingestdo alimentar voluntaria (g/100g de in/dia) (IAV), dos individuos mantidos nas diferentes
salinidades em teste, 20, 25, 30 e 35, no final dos 120 dias.
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Salinidade FCR IF (g/ind/dia) 1AV (g/100g de ind/ dia)
20 -6,57 0,068 + 0,005 0,41 £0,13
25 4,96 0,093 + 0,004 0,49 +0,12
30 1,64 0,104 + 0,003 0,51 +£0,12
35 1,90 0,106 + 0,007 0,52 +0,10




4.4 Taxa de crescimento diario (DGR) e Peso Ganho (PG)

No final dos 120 dias de ensaio também foi calculada a Taxa de crescimento diario
(DGR). Os individuos mantidos a 20 de salinidade apresentaram um crescimento negativo
ao longo do ensaio. Os individuos mantidos a salinidade de 25 apresentaram um
crescimento relativamente mais baixo, tendo apresentado o menor DGR comparando com
os individuos mantidos a 30 e 35 de salinidade, com um valor de 0,033 + 0,039 %/dia
(25). No entanto este crescimento nao € significativamente superior ao observado nos
individuos mantidos a salinidade de 20 (p = 0,232). Os ourigos-do-mar mantidos a 30
apresentaram o maior crescimento diario, com um valor de 0,132 £+ 0,016 %/dia e 0s
individuos mantidos a 35 de salinidade apresentaram um valor de 0,105 + 0,044 %/dia
(Tabela I11), ndo havendo diferencgas significativas entre eles (p = 0,857), no entanto, o
valor de DGR observado nos individuos mantidos a 30 e 35 de salinidade foi
significativamente superior ao observado nos individuos mantidos a 20 de salinidade (p
< 0,05).

Os resultados do peso ganho por dia foram semelhantes aos do DGR como era
espectavel. Também neste pardmetro se observou um PG nulo nos individuos mantidos a
salinidade de 20. Nos ourigos-do-mar mantidos a 25 de salinidade observou-se um PG de
0,0048 + 0,005 mg/dia, este valor ndo mostra diferencas significativas ao valor observado
nos individuos mantidos no sistema 20 (p = 0,257). Os individuos mantidos a 30 de
salinidade foram os que demonstraram um PG mais elevado (0,020 + 0,002 mg/dia). No
entanto, este valor ndo € significativamente superior ao observado nos individuos
mantidos a 35 de salinidade (p = 0,824). Apesar disto, ambos sdo significativamente
superiores ao valor observado nos individuos mantidos a 20 de salinidade (p < 0,05)
(Tabela I11).
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Figura 6- Resultados do peso ganho (PG) (G/ind/dia) de P. lividus alimentados com racdo seca
com ingredientes de origem vegetal, mantidos a salinidades de 20, 25, 30 e 35 durante 120 dias.

Tabela Il - Resultados do Peso ganho (PG) (g/dia) (média + Desvio-Padrao) e Taxa de Crescimento Diario
(DGR) (%/Dia) (média + Desvio-Padréo), nos ouri¢os-do-mar P. lividus nas de salinidades 20, 25, 30, 35,
ao longo dos 120 dias de ensaio.

Sistema PG (g/dia) DGR (%/dia)
20 ‘ -0,0051 £+ 0,008 ® -0,038 +0,057°
25 0,0048 + 0,005% 0,033 +0,039%
30 ‘ 0,020 + 0,002° 0,132 + 0,016
35 0,0157 + 0,007° 0,105 + 0,044°

4.5 Maturacao das gbnadas

Apds a amostragem final obteve-se um racio macho:fémea de 1:1, existindo no
total 66 machos e 66 fémeas. Na salinidade de 20 observou-se um racio de 1,06:1, na
salinidade de 25 observou-se um récio de 0,65:1, na salinidade de 30 o récio foi de 1,2:1

e na salinidade de 35 o racio foi de 1,2:1.

Antes de ser iniciado o ensaio, foram removidas génadas de 36 individuos P.
lividus para ser realizada a analise histologica, de forma a determinar o sexo e o estadio
de maturacdo e desta forma verificar a eficacia do periodo de jejum. Foi observado um
racio Macho/Fémea de 1,5/1, neste momento existiam 40% individuos no estagio | de

maturagdo e 60% no estagio VI.

No final do ensaio na salinidade de 20 existiam 33,33% individuos no estadio de

maturacdo | e 33,33% no estagio de maturacdo Il, 21,21% no estadio de maturacgéo Il e
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por fim 12,12% em estagio de maturacdo V. Na salinidade de 25 observaram-se 24,24%
dos individuos no estadio 1, encontravam-se também 33,33% no estadio 111, sendo este
estagio o mais frequente a esta salinidade, observaram-se ainda 21,21% dos individuos
no estadio 1V, 18,18% no estadio V e 3,03% no estadio VI. No sistema 30 o estadio mais
frequente foi o estagio IV representando 48,48% dos individuos amostrados, 9,09%
encontravam-se no estadio Ill, 27,27% no estadio V e 15,15% no estddio I1V. Na
salinidade de 35 o estddio de maturacdo mais frequente foi também o estadio 1V,
apresentando um numero de individuos neste estagio superior ao observado nos
individuos mantidos na salinidade de 30 (57,58%), 3,03% encontravam-se ainda no

estadio 1, no estadio 111 encontravam-se 33,33% e 6,06% no estadio V (Figura 8).
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Figura 7- Cortes transversais de 5 um de génadas de P. lividus de macho (A) no estadio de maturacao 111
(prematuro), onde é possivel observar espermatozoides maduros (S), fagocitos nutritivos (FN) e ainda
espacos vazios (E) e génada de uma fémea (B) também no estadio |1l de maturagdo (prematuro) onde é
possivel observar todas as fases de desenvolvimento dos odcitos, como odcitos vitelinos (VO) com o nlcleo
visivel (N), odcitos vitelinos recentes (OR), o6citos maduros (O) e também fagocitos nutritivos (FN).
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Figura 8- Estadios gametogénicos das génadas de P. lividus, no inicio do ensaio (T0) e no final dos 120
dias para as salinidades 20, 25, 30 e 35. (Estadios de maturacéo I- Estadio de recuperacdo; Il- Estadio de
crescimento; I11- Estagio prematuro; V- Estadio maturo; V- Parcialmente desovado e VI- Estadio pds-
postura.

4.6 Cor das Gonadas

No momento de amostragem T1 ndo se verificaram diferencas significativas do
valor de L* entre as gbnadas dos individuos mantidos nas diferentes salinidades, no total
dos animais amostrados (p = 0,293). Isto também se verificou quando comparando apenas
0s machos nas diferentes salinidades (p = 0,522) e quando comparando o valor de L* das
gonadas de fémea (p = 0,286) (Tabela IV A).

Os resultados foram semelhantes para o valor a* e b* ndo existindo diferencas
significativas entre tratamentos quando comparando as amostras no total, nem quando
comparando individualmente ambos os sexos (a* total p = 0,439; para o valor de a*
macho p = 0,169; para a* fémea p = 0,705; Valor b* total p = 0,750; nos valores de b*
macho p = 0,303; para os valores de b* fémea p = 0,573) (Tabela IV A).

Apesar de ndo se terem verificado diferencas estatisticamente significativas no
momento de amostragem intermédio, no final do ensaio verificaram-se efeitos da

salinidade em alguns parametros da cor nas gonadas do P. lividus.

O valor L* em T2 mostrou diferencas estatisticamente significativas quando
comparando ambos 0s sexos em conjunto para as diferentes salinidades. Tendo sido este
valor na salinidade de 20 de 46,68 + 7,09, significativamente inferior quando comparando
com as restantes salinidades (p < 0,05, quando comparando 20 com 25 e 35, p < 0,01
entre 20 e 30). Quando comparando os animais do sistema 25 e 30 também se verificaram
diferencas significativas (p < 0,05), tendo os individuos mantidos a 25 de salinidade
apresentado um valor médio de 50,39 + 3,39 e 0s animais mantidos a 30 de salinidade um
valor de 53,77 + 4,96, tendo sido este o0 maior valor de L* de todos os sistemas, entre o
sistema de 25 e 35 néo se verificaram diferengas significativas (p > 0,05). Comparando
os individuos mantidos a salinidades de 30 e 35 verifica-se que o valor de L* médio foi
significativamente superior nas gonadas dos individuos mantidos a salinidade 30 (p <
0,05) (Tabela IV B).

Este parametro foi também comparado entre machos e fémeas. Quanto ao valor

de L* nos machos, verificaram-se diferencgas estatisticamente significativas. Os machos
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mantidos a uma salinidade de 20 apresentaram um valor de L* inferior quando
comparando com os individuos mantidos nas salinidades de 30 e 35 (p < 0,05), no entanto
quando estas diferencas ndo se verificam comparando as génadas dos machos mantidos
nas salinidades de 20 com 25 (p > 0,05). O valor de L* é também significativamente
inferior nas gdénadas dos machos mantidos a 25 e 35 quando comparando com 0S
individuos mantidos a 30 de salinidade, observando-se o valor mais elevado nas gonadas
dos individuos mantidos a 30(56,75 + 4,17). O valor de L* para as gonadas fémea nédo

mostrou diferencas significativas (p = 0,224) (Figura 9 A).

O valor de a* em T2, de todos os individuos ndao mostrou diferencas
estatisticamente significativas entre salinidades (p = 0,136). Comparando machos e
fémeas também ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre

salinidades no valor de a* (machos- p = 0,201; Fémeas- p = 0,103) (Figura 9 C).

Para o valor de b* total, neste momento de amostragem (T2) ndo mostrou
diferencas estatisticamente significativas, no entanto este valor foi superior no sistema 20
(b* = 28,16 £ 5,95).

O valor médio de b* quando comparando as génadas de fémeas ndo apresentam
diferencas significativas entre as diferentes salinidades (p = 0,552). No entanto as gonadas
de macho apresentam diferencas significativas no valor de b* (p < 0,01). O valor de b*
das génadas de macho mantidos na salinidade de 20 (28,06 + 6,48) foi significativamente
superior quando comparando com as restantes salinidades (22,91 + 5,42 (25); 21,95 +
5,35 (30); 22,33 + 3,14 (35)), tendo sido esta a unica diferenca estatisticamente
significativa neste parametro (Figura 9 B).

Tabela IV- Valores de L*, a* e b*, das gonadas de P. lividus a 60 dias (A) e a 120 dias (B), em ambos os
sexos em simultaneo (Total), para machos (J3) e fémeas (Q) separadamente (média + Desvio-Padréo).
(Diferentes letras representam diferencas significativas entre tratamentos)

(A) L* a* b*
Sistema Total 3 \ Q Total 3 Q Total 3 Q
20 41,874531° | 46,1415,63° 40,56+4,13° | 14,87+4,29° | 13,45+2,41° | 152441212 | 29,5545,03° 34,83+6,05%  28,45+4,30°
25 46,25+4,65° 46,96+4,19° | 44,24+3,822 | 13,25+2,92% | 13,052,442 | 15,33%+2,42% | 30,34%3,92° | 29,57£5,92° | 32,16%5,77°
30 48,08+4,18° @ 46,14+8,21° | 47,21+2,33? | 11,69+4,382 8,82+1,36° 15,64+1,22° | 27,89+6,32% | 23,15+7,44% | 33,574,092
35 47,376,272 59,482 ‘ 47,12+6,222 | 13,19+3,95° 5,172 13,01+3,262 | 29,13%4,93? 20,362 29,0745,932
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(B) L* a* b*
Sistema Total & Q Total & Q Total | & Q
20 46,88+7,09° 47,08+7,35° 46,66+7,03° 11,1243,78* | 8,67+2,32% | 13,7343,28% | 28,16+5,95° | 28,0616,48% | 28,26+5,55°
25 50,93+3,59° 50,964,612 50,02+2,82? 11,02+2,75° | 8,78+2,80° @ 12,48+1,45° 27,01%5,52° 22,91+5,4° 29,67+3,732
30 53,77%4,96 56,75+4,17° 50,19+3,17° 9,61+3,70°2 7,11+2,817 | 12,61+2,03% | 24,8445,492 21,95+5,3b 28,313,292
35 50,37+3,90° 51,46+4,19° 49,0613,18? 9,87+2,60° 8,52+2,34° | 11,48+1,92® 24,764,552 22,3343,1° 27,67+4,32?
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Figura 9- Valores de L*, b* e c* (A, B e C, respetivamente) (valor médio + Desvio-Padréo), das génadas
de P. lividus, em g6nadas de fémea e macho para cada tratamento em teste ao final de 120 dias de ensaio a
salinidades de 20, 25, 30 e 35. (Diferentes letras representam diferencas significativas entre tratamentos,
por sexo).
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5. Discussao de resultados

5.1 Crescimento somatico

O crescimento somaético e gonadal é afetado ndo sé pela disponibilidade e
qualidade de alimento, mas também por varios fatores abioticos, sendo o0s mais
importantes a temperatura, a salinidade e o fotoperiodo (Spirlet at al., 2001; Shpigle et
al., 2004; Dickey et al., 2009; Santos et al., 2019; Santos et al., 2020). Durante o ensaio a
temperatura foi idéntica nos quatro sistemas RAS com as diferentes salinidades, uma vez
que foram mantidos a temperatura ambiente, tendo-se mantido uma temperatura média
ao longo dos 120 dias de 18,43 + 0,22 °C. Esta gama de temperatura é semelhante a
observada na costa portuguesa no verdo (18-20 °C) (Boudouresque and Verlaque, 2013),
sendo também uma temperatura adequada para a manutencdo de P. lividus (Grosjean,
1998), uma temperatura compreendida entre 18-22°C  promove nao s6 um bom
crescimento somatico como gonadal (Le Gall et al. 1990; Spirlet et al., 2001; Shpigel et
al. 2004). O fotoperiodo foi também mantido constante ao longo de todo o ensaio, tendo-
se utilizado um fotoperiodo 10h (luz): 14h (escuridao) (Santos et al., 2020).

Ao longo do ensaio as diferentes salinidades provocaram diferencas significativas
no peso e no peso ganho dos ouri¢cos-do-mar. No momento intermédio do ensaio (T1) os
ouri¢os-do-mar sujeitos a salinidade de 20 apresentavam um peso significativamente
inferior aos individuos mantidos nas restantes salinidades (13,52 + 3,09 g), apesar disto,
nos primeiros 60 dias de ensaio os individuos apresentaram um ligeiro aumento de peso
(TO: 13,32 + 3,13 g). No entanto, houve uma evidente perda de peso nos individuos
mantidos a 20 de salinidade de T1 para T2 (12,70 + 2,97 g). Este facto pode estar
relacionado com um nivel de stress elevado, que provoque uma reabsor¢do dos tecidos
das gonadas e dos fagdcitos nutritivos utilizados para manutencédo das funcdes basicas do
corpo, sendo uma reacdo comum destes animais a longos periodos de jejum (Lawrence e
Lane 1982; Lares e Pomory 1998).

Analisando os resultados do diametro medio, observou-se uma diminuicao deste
parametro nos individuos mantidos na salinidade de 20 de TO para T1 (31,18 + 2,29 mm
e 30,54 + 2,32 mm, respetivamente), terminando o ensaio com um diametro médio de
29,75 £ 2,24 mm. Apenas nesta salinidade se observou uma diminui¢cdo nos dois
momentos de amostragem no didmetro, sendo este significativamente inferior ao

didmetro observado nos individuos mantidos nas restantes salinidades. No entanto,
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observou-se também um valor inferior de didmetro dos individuos mantidos nas
salinidades de 25, 30 e 35 em T1 em relagdo a T2. Dickey et al. (2009) observaram
também uma diminui¢do do didmetro médio em Anthocidaris crassispina, tanto em
salinidades baixas (25) como em agua salgada natural em tratamentos com limitacdo de
alimento, tendo observado uma diminuicdo superior em salinidade baixa, a semelhanca
do reportado por McCarron et al. (2010), onde os autores observaram uma diminui¢ao no
didametro de P. lividus com uma gama de tamanhos de 19,5 — 23,0 mm nos primeiros
meses de manutencdo dos animais mantidos num fotoperiodo de 16h (luz) — 8h
(escuriddo). Isto pode estar relacionado com a plasticidade das partes rijas do corpo, em
resposta a fatores bidticos e abioticos adversos (Marcus, 1983; Levitan, 1991). Fatores de
stress como elevada limitacéo de alimento podem levar a diminuicdo do didmetro, como
é possivel acontecer em longos periodos de jejum (Régis, 1979; Lawrence e Lane 1982;
Levitan, 1988; Leviatan, 1991). Em contraste, Campbell e Russel (2004) demonstraram
que variacGes periddicas de salinidade, expondo os ouri¢os-do-mar a uma salinidade de
21,5 duas vezes por semana, ndo provocava uma diminuicdo de didmetro, no entanto
causava um enfraquecimento da adesdo dos pés ambulacrarios dos ourigos-do-mar. O
facto de terem sido sacrificados individuos em T1 pode ter resultado num enviesamento
dos resultados, tendo sido amostrado um numero diferente de individuos em T1 (17
ind/Tanque) e T2 (11 ind/Tanque), o que pode influenciar o diametro médio.

A diminuicdo de peso observada nos individuos mantidos na salinidade de 20 nos
dois momentos de amostragem (T1 e T2) resultou num PG negativo de -0,00513 + 0,0076
g/dia/ind e também um DGR de -0,038 %/dia/ind ao longo de todo o ensaio, tornando
evidente a reacdo adversa provocada pelo stress causado a P. lividus mantidos a esta
salinidade. Estes resultados podem ser interpretados com a alocacdo de todos 0s recursos
energéticos para a manutencdo do corpo numa situacdo de condi¢bes adversas, ao
contrario do que acontece em situagdes alimento abundante onde existe uma maior
alocacdo de energia para o crescimento gonadal e ndo somatico (Vadas, 1977; Dickey et
al, 2009). No momento intermédio do ensaio (T1) os individuos mantidos nas salinidades
25, 30 e 35 ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas entre si no peso. No
entanto verificou-se um valor do peso médio superior ao observado no inicio do ensaio.
A salinidade de 30 promoveu 0 maior aumento de peso. Este crescimento prolongou-se
até ao final do ensaio terminando com o maior peso, apesar de ndo existirem diferencas
significativas também em T2 entre este tratamento e os individuos mantidos nas

salinidades de 25 e 35. Também a taxa de crescimento diaria foi superior nos individuos
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mantidos a salinidade de 30 (0,135 + 0,016 %/ind/dia), apesar de ndo existirem diferencas
significativas com a salinidade de 35. Estes resultados estdo de acordo com os resultados
de Dickey et al. (2009), onde os autores obtiveram também os melhores resultados de
crescimento numa gama de salinidades de 31,5 a 33,5 com alimentacdo ad libidum em
Anthocidaris crassispina numa gama de tamanhos semelhante a utilizada neste ensaio
(25-30 mm). Os resultados de peso médio na salinidade 25 mostraram um aumento de TO
para T1, no entanto de T1 para T2 observou-se uma diminui¢éo do peso, estes resultados
sdo também semelhantes aos descritos por Dickey et al (2009), onde os autores relatam
um aumento no tamanho nas primeiras 8 semanas de ensaio e subsequentemente uma
estagnacdo do crescimento, a 25 de salinidade com alimentacéo ad libitum.

Apesar da manutencdo do corpo ser a maior prioridade no que toca a energia
assimilada, a prioridade em relacao ao crescimento e reproducédo de ouri¢os-do-mar varia
consoante a espécie, a fase de vida e fatores ambientais (Guillou et al., 2000). Vérios
estudos demonstraram que 0 crescimento e reproducdo dos ouri¢cos-do-mar estdo
diretamente relacionados com a quantidade e qualidade do alimento disponivel (Briscoe
e Sebens, 1988; Caltagirone et al., 1992; Grosjean et al., 1996; Williams e Harris, 1998).
Por isto € importante garantir que existe um fornecimento de alimento adequado, de forma
a assegurar que a escassez nédo tenha impacto nos resultados deste ensaio. Neste sentido
0s ouricos-do-mar foram alimentados 3 vezes por semana, 2% da biomassa total de cada
aquario, valor superior ao utilizado em P. lividus por Prato et al (2018), onde os autores
alimentaram duas vezes por semana 1,5% do peso corporal. Siikavuopio et al (2007)
alimentaram os ouri¢cos-do-mar em excesso de forma a promover um maior crescimento
somatico. O facto de ter sido possivel a recolha de alimento ndo ingerido ap6s cada
alimentacdo mostra que a disponibilidade de alimento ndo foi um fator limitante neste
ensaio.

A salinidade de 20 foi o que promoveu menor crescimento de entre todos os
tratamentos, todos os restantes ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas,
no entanto, a salinidade de 30 foi onde se observou um maior peso e crescimento da
carapagca isto demonstra que em salinidades superiores a 25 os ouri¢os-do-mar P. lividus
apresentam um crescimento favoravel, no entanto o ideal é que a salinidade esteja
compreendida entre 30 e 35 uma vez que é neste intervalo onde se observam os melhores

resultados de crescimento somatico.
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5.2 Alimentagéo

A ingestdo alimentar é utilizada como indicador de bem-estar, sendo que, por norma
verifica-se reducdo do apetite quando os animais estdo sujeitos a condi¢bes ambientais
adversas (Jobling, 1994; Ranking e Jensen, 1993; Wedemeyer, 1996; Thetmeyer et al.,
1999; Anras et al., 2001; Siikavuopio et al., 2007), tendo um impacto direto no volume e
qualidade das gonadas de ouricos-do-mar (Pearse e Cameron, 1991; Cuesta-Gomez e
Sanchez-Saavedra, 2016). O facto de ter sido observada ingestdo e em conjunto com 0%
de mortalidade observada em todos os tratamentos ao longo dos 120 dias de ensaio,
mostra que a gama de salinidades utilizada neste ensaio esta dentro do limite de tolerancia
desta espécie. Os grdos de racdo eram também distribuidos de forma homogénea com o
objetivo de distribuir a ragdo uniformemente por todos os individuos, também o alimento
neste formato é normalmente mais facil de capturar comparando com alga fresca, devido
ao seu formato e textura (Spirlet et al., 2001).

Foi calculada a ingestdo (FI) ao longo do ensaio, tal como a conversédo alimentar
(FCR), através do peso ganho e o alimento ingerido ao longo dos 120 dias de ensaio. As
salinidades 30 e 35 foram as que promoveram maiores taxas de ingestéo (0,104 = 0,003
g/ind/dia e 0,106 + 0,007 g/ind/dia, respetivamente), ndo apresentando diferencas
significativas entre si e sendo significativamente superior a ingestdo observada nos
individuos mantidos nas restantes salinidades. Christiansen e Siikavuopio (2007), em
Strongylocentrotus droebachiensis obtiveram uma ingestdo superior observando uma
ingestdo diaria de 0,38 = 0,02 g/ind/dia, no tratamento de controlo utilizando racéo
himida. No entanto, Schlosser et al. (2005) demonstrou que P. lividus consome cerca de
trés vezes mais alga do que racdo seca preparada, mostrando que o tipo de alimento
fornecido afeta os valores de ingestdo observados. Apesar disto, Lourengo et al. (2021)
obteve uma ingestdo alimentar voluntaria inferior a obtida neste ensaio (0,51 + 0,12 e
0,52 + 0,10 g/100g de ind/dia, na salinidade de 30 e 35, respetivamente), tendo observado
0,43 + 0,04 e 0,43 £ 0,02 g/100g de ind/ dia, em fémeas e machos, respetivamente,
também para uma racdo seca com ingredientes de origem vegetal, em P. lividus com um
didmetro inferior ao utilizado neste ensaio. Esta diferenca de ingestdo pode estar
relacionada com as classes de tamanho, uma vez que diferentes classes de tamanho
apresentam prioridades energéticas e valores de ingestdo diferentes (Fernandez e
Boudouresque, 2000; Spirlet et al., 2000; McCarron et al., 2009).
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Os ouricos-do-mar mantidos a 20 de salinidade apresentaram a ingestéo alimentar
mais baixa (0,068 + 0,005 g/ind/dia). No entanto, esta ingestdo em conjunto com a
diminuigcdo do peso observada ao longo do ensaio, levou a uma taxa de converséo
negativa (-6,67). Este resultado enfatiza o efeito adverso causado por esta salinidade no
crescimento desta espécie provocando uma taxa de conversdo alimentar negativa.
Também Rodde et al. (2020) obtiveram uma taxa de conversao negativa em Oreochromis
niloticus, ao observar uma diminuicdo de peso nos peixes. Ndo sendo comum observar
valores de FCR negativos, € possivel em condi¢fes de stress. Os ourigos-do mar mantém
uma alimentacéo continua em caso de disponibilidade constante de alimento (McBride et
al., 2004), isto explica a continua ingest&o, ainda que baixa, observada nos individuos
mantidos a salinidades mais baixas, mostrando que os ourigos-do-mar continuam a
alimentar-se mesmo em condicdes desfavoraveis. Em contraste, os individuos sujeitos a
uma salinidade de 30 presentaram a menor taxa de conversdo alimentar (1,64), este valor
foi semelhante ao observado nos individuos mantidos na salinidade de 35 (1,90). Estes
resultados sdo superiores aos observados por Lourenco et al. (2021), em P. lividus, onde
os autores obtiveram um FCR de 1,13 + 0,49 e 1,44 + 0,28 em fémeas e machos,
respetivamente. No entanto, estes resultados foram obtidos em individuos com um
diametro inferior ao utilizado neste ensaio (17,6 + 3,5 mm). Apesar disto, os resultados
deste ensaio sdo semelhantes aos obtidos por Sphigel et al. (2004) onde os autores
obtiveram um FCR de 1,94 em P. lividus a uma temperatura de 18°C e um FCR de 1,60
a uma temperatura superior (20-22 °C), numa gama de tamanhos semelhante a utilizada
neste ensaio (35mm) e utilizando também uma racdo preparada com baixo teor de
proteina. Também Baido et al. (2019) obtiveram valores de FCR semelhantes em P.
lividus com uma racdo de elevado teor de proteina (1.63 + 0.26 e 1.76 + 0.09). Este
aumento do FCR das salinidades 30 e 35 para 25 (FCR = 4,94), pode indicar que 0s custos
metabdlicos aumentam com a diminuicdo da salinidade, em semelhanca ao demonstrado
por Siikavuopio et al. (2012) em que ourigos-do-mar da espécie Strongylocentrotus
droebachiensis apresentam um aumento de FCR com o aumento de temperatura. Isto
pode ainda ter consequéncias na manutengcdo de ouri¢os-do-mar em aquacultura,
principalmente quando se aplica alimentacdo ad libitum, em condicdes desfavoraveis ndo
letais, levando a uma falta de eficiéncia do alimento fornecido devido a falta de regulacéo
do apetite, levando a ingestdo em excesso, ndo sendo convertida em crescimento, podendo
isto levar também a diminuicgdo da qualidade da &gua, devido a decomposicéo do alimento

ndo ingerido na dgua ao longo do tempo (Siikavuopio et al., 2012).
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Este ensaio mostrou um impacto negativo de baixas salinidades, na ingestéo
alimentar e consequentemente na taxa de conversdo, mostrando mais uma vez que o
intervalo 6timo de salinidade para manutencdo desta espécie esta compreendido entre 30
e 35 e preferencialmente utilizando uma racdo com elevados teores de proteina (Baido et
al, 2019).

5.3 Peso das gonadas e indice Gonadossomaético

A qualidade e o tamanho das gonadas podem ser afetados por diferentes fatores,
como fatores abioticos, como a temperatura, salinidade, densidade e a circulacéo da 4gua
e fatores nutricionais, como o tipo de ingredientes da racdo e a sua composi¢do quimica
(Lourenco et al., 2018; Rocha et al., 2018; Rocha et al., 2019).

Antes do inicio do ensaio (T0) todos os ourigos-do-mar foram sujeitos a duas
semanas de jejum de forma a induzir a reabsor¢do das gonadas, para garantir um reinicio
do ciclo reprodutivo de todos os ouricos-do-mar (Spirlet, Grosjean, e Jangoux, 1998,
Shpigel et al., 2004). No final deste periodo foi obtido um indice gonodossomatico médio
de 6,32 % * 2,52, este valor é idéntico ao observado por outros autores com periodos de
jejum semelhantes (Fernandez e Boudouresque, 2000; Siikavuopio et al., 2007), no
entanto, € superior ao observado por Santos et al. (2020), que obteve um valor de 3,33%
apo6s um jejum de 30 dias, isto mostra a importancia da disponibilidade de alimento e da
duracdo do jejum na reabsor¢do das gonadas.

No momento intermédio do ensaio (T1) apenas os ouricos-do-mar sujeito ao
tratamento com a salinidade 20 mostram diferencas significativas no 1G, sendo este
significativamente inferior (6,93 + 1,93%) em relagdo ao IG observado nos individuos
mantidos a 25, 30 e 35 de salinidade, que ndo mostraram diferencas significativas entre
si. Sendo este muito semelhante ao valor observado na amostragem apos jejum. Também
no final do ensaio (T2) o tratamento com a salinidade 20 apresentou o IG mais baixo de
todos os tratamentos (8,66 + 3,77%), sendo novamente significativamente inferior aos
restantes tratamentos. Este valor é semelhante ao observado em ourigos-do-mar em
situacOes de stress, como o demonstrado por Siikavuopio et al. (2007), onde o autor
obteve um IG de 7,4 £ 2,8% no tratamento com elevado CO». Ainda que ndo tenha sido
observada mortalidade ao longo deste ensaio, este IG relativamente baixo mostra que

salinidade baixa provoca um efeito negativo no desenvolvimento gonadal desta espécie.
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O tratamento com a salinidade 30 foi 0 que proporcionou um melhor crescimento
gonadal de entre todos os tratamentos, apresentando um valor final de 17,66 * 2,71%.
Este valor foi significativamente superior ao observado nos individuos mantidos a
salinidades de 25 e 35 (14,53 + 3,48% e 13,36 + 3,09%, respetivamente). Estes resultados
sdo ainda superiores aos valores de IG reportados em P. lividus no meio natural (5-8%)
(Spirlet et al., 1998a; Spirlet et al., 2000; Jacquin et al., 2006; Ouréns et al., 2011; Baido
et al., 2019). Pelo contrario, sdo inferiores aos observados em estudos semelhantes com
P.lividus, como é o caso de Shpigel et al. (2003), onde os autores obtiveram um intervalo
de I1G de 22,97 a 28,28%, em ourigos-do-mar com 35 mm de didmetro. Também os
autores Baido et al., (2019) obtiveram um intervalo de IG de 19% a 23%, resultados
superiores aos observados neste ensaio. No entanto, os resultados observados véao de
encontro aos resultados reportados por Fernandez e Boudouresque (2000), com ragéo e
uma gama de tamanhos semelhantes a utilizada neste ensaio (10-12%). McCarron et al.
(2009) obtiveram em P. lividus mantidos numa salinidade 32-33 sem limitacdo de
alimento resultados semelhantes aos obtidos neste ensaio no tratamento de salinidade 30,
tendo obtido um IG de 15,76% em individuos com um diametro de 29,0-33,0 mm. Dickey
et al. (2009) obteve resultados de IG semelhantes em Anthocidaris crassispina, tanto na
salinidade de 25 como na salinidade de 31,5-33,5, sem limitacdo de alimento,
promovendo esta Ultima salinidade o maior IG, a semelhanca do observado neste ensaio

em P.lividus.

Ao longo dos 120 dias a salinidade mostrou ter uma grande influéncia no
crescimento das gonadas, tendo a salinidade de 30 promovido o melhor crescimento
gonadal de entre as salinidades em teste. A salinidade de 20 mostrou ter um efeito
negativo no crescimento das génadas potencialmente causado pelo stress provocado por
este fator abidtico como foi observado também pelo seu desempenho no crescimento
somatico. Estes resultados enfatizam a gama 6tima de salinidades anteriormente

discutida, mantendo-se entre 25-35, ainda que idealmente seja mais proxima de 30.

5.4 Maturacéo das Gonadas

Vérios estudos demonstram que os fatores abidticos, como a temperatura e 0
fotoperiodo tém grande impacto na maturacéo (Shphigel et al., 2004; Santos et al., 2020),

contudo, € importante aferir também a importancia da salinidade.

41



Ap0s o periodo de jejum de 15 dias, de forma a reiniciar o ciclo gametogénico,
40% dos individuos encontravam-se na fase de recuperagdo (I), enquanto os restantes
60% se encontravam em fase de reabsorcdo (V1), estes resultados sdo semelhantes aos
reportados por Fabbrocini et al. (2015), onde os autores ap0s 7 dias de jejum observaram
a maioria dos individuos também no estadio de reabsorcdo (V1). Também Schlosser et al.
(2005), utilizando um periodo de jejum de 1 semana observaram individuos
maioritariamente em fase de recuperagdo e também em fase de crescimento. Sartori e
Gaion (2015) e Sartori et al. (2016), em periodos mais longos de jejum, relataram 90%
dos individuos em fase VI, a semelhanca do reportado por Santos et al. (2020). E também
comum alguns estudos fazerem referéncia a um estadio de maturacéo intermédio entre o
estadio de reabsorcdo/gasto (V1) e o estadio recuperacdo (1), ap6s um periodo de jejum
(Byrne, 1990; Sartori et al., 2015). Estes resultados mostram que o periodo de jejum, teve
os resultados pretendidos, reiniciando o ciclo reprodutivo destes individuos, isto é
importante para avaliar a influéncia da salinidade na maturacdo das génadas, porque o
ciclo reprodutivo dos ourigos-do-mar pode variar, dependendo de varios fatores mesmo
dentro da mesma populacdo (Spirlet et al., 1998b; Shpigel et al., 2004), e desta forma

garante-se um inicio do ensaio no mesmo estadio de maturacao.

No final deste ensaio, verificou-se que a salinidade tem um impacto grande na
maturacdo das génadas de P. lividus. No tratamento com a salinidade 20, a maioria dos
individuos encontravam-se no estadio de recuperacéo (1) ou em crescimento (I1), isto pode
indicar que a alocagdo de energia destes animais era direcionada maioritariamente para a
manutencdo do corpo e ndo para maturacdo, 0 que € comum em situacdes de stress
(Guillou et al., 2000), pelo que ndo se observou avango nenhum avango na gametogénese.
Na salinidade de 25 a maioria dos individuos encontrava-se no estadio de prematuro (I11)
(33,33%) e 24,24% em fase de crescimento (II) encontrando-se poucos individuos no
estado completo de maturacdo (18,18%), isto tem importancia na atribuicdo do valor
comercial destas gonadas uma vez que, as fases de maturacéo ideais para comercializacdo
e consumo sdo a fase de crescimento e fase prematura (Spirlet et al., 2000). Nos
tratamentos com as salinidades 30 e 35, a maioria dos individuos encontrava-se nas fases
IV e V, indo de encontro com outros ensaios de alimentacao (Sartori e Gaion, 2015; Baido
et al., 2019). Isto indica que estas salinidades permitem uma evolucdo a nivel de

maturacao das gonadas superior em relacéo as restantes salinidades, sendo este o intervalo
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de salinidade mais indicado quando o objetivo é a maturacdo das gonadas, sendo as que

promovem evolucgdo mais rapidas das fases gametogeénicas.

5.5 Cor das Gonadas

A qualidade das gonadas depende principalmente do seu tamanho, consisténcia,
sabor e cor (Pearce et al., 2002; Prato et al., 2018b). A cor é um dos fatores mais
importantes na valorizacdo das gonadas de ourico-do-mar. E normalmente manipulada
COM SUCesso com recurso a introducdo de carotendides no seu alimento (Suckling et al.,
2011).

Neste ensaio foi analisada a cor das génadas dos ouricos-do-mar, sem
diferenciacéo sexual como é comum em varios estudos (Robinson et al., 2002; Pearce et
al., 2004; Shpigel et al., 2006; Symonds et al., 2007) e foi também realizada a
diferenciagéo entre os valores de L*, a* e b* de machos e fémeas, de forma a perceber se
as diferentes salinidades provocam diferencas nestes valores.

A semelhanca do observado noutros estudos (Phillips et al., 2009; Baido et al.,
2019), ndo foram observadas diferencas significativas entre salinidades nos valores de a*
e b*, nem no geral, nem quando analisando os valores obtidos em machos e fémeas
separadamente. No entanto, o valor de L*, correspondente ao valor do brilho, foi
significativamente superior na salinidade de 30, em relacéo a todas as outras salinidades,
nas génadas de macho (56,75 + 4,17). Este valor é semelhante ao observado por Baido et.
al, (2019) tendo os autores relatado um valor de 58,99 + 6,61, nos ourigos-do-mar
alimentados com a racdo em teste, e 47,82 + 4,70 em machos P.livdus selvagens. Este
valor observado em machos selvagens vai também de encontro ao observado neste ensaio
nos ouri¢os-do-mar sujeitos a uma salinidade de 20 (47,07 + 7,35). Também McCarron
et al. (2009) obteve valores semelhantes de L* aos observados na salinidade de 30, no
entanto os autores ndo fazem diferenciacdo entre sexos. Este valor superior de L* na
salinidade 30, e sendo este superior ao observado em P. lividus no meio selvagem pode
indicar que esta salinidade promove uma melhor cor no parametro de luminosidade, em
machos, para aléem do crescimento referido anteriormente. No entanto, isto pode estar

relacionado também com o facto de os ourigos-do-mar nesta salinidade, estarem num
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estado de maturacdo diferente dos individuos sujeitos aos restantes tratamentos, uma vez
que a cor depende ndo s6 do sexo como também do estado de maturacao do animal (Plank,
2000; Carboni et al., 2013). O valor de L* ndo mostrou diferencgas significativas entre
salinidades nas fémeas, apesar disto os valores obtidos foram superiores aos relatados por
Baido et al. (2019) em P. lividus fémea no meio natural.

Os valores de a* ndo apresentaram diferencgas significativas entre as diferentes
salinidades, em ambos 0s sexos. Tanto em machos (valor maximo de a* na salinidade de
25- 8,78 £ 2.80) como em fémeas (valor maximo de a* na salinidade de 20- 13,73 £ 3,28),
este valor foi inferior ao relatado por Baido et al. (2019) em ourigos-do-mar no meio
natural (machos-14.65 + 2.9 e fémeas- 25.41 + 3.16) e semelhante ao obtido por este autor
em machos alimentados com uma dieta de baixo teor de proteina e baixo teor lipidico, o
que indica que o facto do valor obtido neste ensaio ser inferior ao observado no meio
natural possa estar relacionado com o tipo de alimento fornecido, uma vez que varios
estudos mostram que frequentemente ourigos-do-mar alimentados com racGes preparadas
produzem génadas grandes mas palidas (McBride et al., 1997, 2004; Lawrence et al.,
1997; Barker et al., 1998; Walker and Lesser, 1998; Pearce et al., 2004), ndo sendo por
isto comercialmente interessantes (Lawrence et al., 1995; Robinson and Colborne, 1998;
Watts et al., 1998; McLaughlin and Kelly, 2001).

No valor de b* apenas foram observadas diferencas significativas entre
salinidades nos machos, onde este valor observado em machos mantidos a 20 de
salinidade foi significativamente inferior ao observado nos individuos mantidos nas
restantes salinidades. Possivelmente devido ao diferente estado de maturagéo em que 0s
animais terminaram o ensaio, uma vez que os individuos sujeitos a esta salinidade se
encontravam maioritariamente no estadio | e Il de maturacdo, estadios inferiores aos

observados nos individuos mantidos nas restantes salinidades.
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6. Conclusotes

No final deste estudo foi possivel concluir que a salinidade é um fator importante para o
desenvolvimento somatico e gonadal do P. lividus, sendo um a ter em conta na
manutencdo destes animais em aquacultura. Esta espécie é capaz de suportar toda a gama
de salinidades testadas neste ensaio (20-35), durante um periodo relativamente longo de
tempo (120 dias), ndo tendo apresentado qualquer mortalidade. No entanto, a salinidade
de 20 ndo se observa qualquer crescimento nem somaético nem gonadal, tendo que alocar
as energias para manutencao, sendo esta a maior prioridade. Tendo isto também impacto
na cor das gonadas, observando-se a esta salinidade um valor de b* inferior ao observado
nas restantes salinidades devido ao baixo desenvolvimento do estadio de maturacéo das
gonadas. Para esta espécie a salinidade ideal aparenta ser a 30, uma vez que de entre as
quatro salinidades em estudo foi a que proporcionou o melhor crescimento, apesar de que
entre 30-35 as diferencas de peso e peso ganho ndo serem significativas, podendo ser este
considerado o melhor intervalo para a manutencdo da espécie. Com este estudo foi
também possivel observar que é possivel manter P. lividus em salinidades baixas de até
25, sem que seja observada mortalidade, no entanto, do ponto de vista da aquacultura a
producdo desta espécie em salinidades inferiores a 25 torna-se inviavel devido aos custos
associados por se ter observado uma taxa de conversdo alimentar muito elevada. Foi
também utilizada neste ensaio uma ragdo seca com ingredientes de origem vegetal, que
no intervalo de salinidade ideal provocou crescimento somatico e gonadal relativamente
elevado, proporcionando também um acentuado desenvolvimento gametogénico.
Mostrando por isto, ser também uma alternativa viavel para utilizagdo em aquacultura.
No futuro seria interessante aferir, in situ, em zonas de rias ou estuarios, onde a salinidade
é variavel, a viabilidade da producéo desta espécie e a sua performance de crescimento e

maturacgéo.
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