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“Ogni nostra cognizione prencipia da sentimenti.”

— Codice Trivulziano, Leonardo da Vinci
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Resumo

Espécies como a corvina (Argyrosomus regius), a dourada (Sparus aurata), o linguado
(Solea senegalensis) e o sargo-comum (Diplodus sargus) possuem um elevado potencial
para a produgdo em Aquacultura, tornando-se fulcral o conhecimento dos seus estados
embrionarios e larvares e as condicdes ambientais a que sdo submetidos. Sendo a
composicao lipidica e em acidos gordos a fonte de energia mais importante durante o
desenvolvimento embrionéario e larvar. O periodo compreendido entre a fertilizacdo e a
eclosédo do ovo é designado por embriogénese. Apds eclosdo, as larvas possuem um
grande saco vitelino, com uma ou inUmeras gotas lipidicas e a retina do olho ainda néo
esta pigmentada e ainda ndo tem a boca nem e anus funcionais. Dois a quatro dias ap0s
ecloséo a boca esta completamente aberta, comecando a sua busca por alimento exégeno
e a qualquer momento as suas reservas lipidicas estardo completamente absorvidas.

Este trabalho teve como principal objetivo o estudo do desenvolvimento embrionério e
larvar em corvina, dourada, linguado e sargo, quando submetidos a diferentes fotoperiodos
e temperaturas. Pretendeu-se averiguar se as alteracfes destes parametros ambientais
alteravam a eclosao e a sobrevivéncia até a abertura da boca, o crescimento das larvas, a
deplecéo das reservas lipidicas e a composicdo em &cidos gordos das larvas recém
eclodidas.

As experiéncias foram divididas em 3 ensaios distintos. No Ensaio “F” os ovos e larvas
das diferentes espécies marinhas foram submetidos a fotoperiodos de 24 horas de
escuriddo, 14 horas de luz e 24 horas de luz. No Ensaio “TF” os individuos foram
submetidos a 16 °C e 19 °C e no Ensaio “TQ” foram submetidos a 19 °C e 22 °C. Os
resultados deste trabalho mostraram que tanto o fotoperiodo como a temperatura
influenciam de alguma forma o desenvolvimento embrionério e larvar das diferentes
espécies marinhas em estudo. Em corvina foram demonstrados resultados mais
interessantes no fotoperiodo de 24 horas de escuriddo, e em sargo e linguado no
fotoperiodo de 14 horas de luz, onde principalmente ocorrem maiores conservacdes dos
acidos gordos essenciais. Temperaturas controlo de aproximadamente 19 °C foram

selecionadas como mais indicadas no cultivo larvar de todas as espécies.

Palavras-chave: Argyrosomus regius; Sparus aurata; Solea senegalensis; Diplodus
sargus; Fotoperiodo; Temperatura; Desenvolvimento embrionario e larvar; Eclosao;

Abertura da boca; Biometria; Acidos Gordos.
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Abstract

Species such as the meagre (Argyrosomus regius), the gilthead seabream (Sparus
aurata), the senegalese sole (Solea senegalensis) and the white seabream (Diplodus
sargus) all have a high potential for Aquaculture production. The knowledge of their
embryonic and larval stages, as well as the environmental conditions they are subject to,
become very important. The lipid and fatty acids composition is the most important energy
source during the larval and embryonic development. The embryogenesis is the time
between the fertilization and hatching of the egg. After hatching, the larvae have a large
yolk sac with one or more lipid droplets and the retina is not yet pigmented and does not
yet have functional mouths or anus. Two to four days after hatching the mouth is completely
open, and they start searching for exogenous food and, at any moment, their yolk is
completely absorbed.

This thesis’ focused on the study of larval and embryonic development in meagre,
gilthead seabream, senegalese sole and white seabream, when subject to different
photoperiods and temperatures. The study aimed to verify if any shift in these environmental
parameters results in any change in hatching and mouth opening survival rates, or has any
impactin larvae growth, depletion of yolk and fatty acid composition in newly hatched larvae.

The experiment was divided into 3 trials. In the “F” trial the eggs and larvae of different
species where subject to photoperiods of 24 hours of dark, 14 hours of light and 24 hours
of light. In the “TF” trial they were subject to temperatures of 16 °C and 19 °C and in the
“TQ” trial to temperatures of 19 °C and 22 °C. The results of this essay showed that both
the photoperiod and the temperature impact the embryonic and larval development of the
studied species. Regarding photoperiod, the most interesting results were shown for
meagre on 24 hours of dark, and sole and seabream white on 14 hours of light, where larger
amounts of fatty acids are preserved. Control temperatures of approximately 19 °C where

selected as most adequate for the larvae production of all species.

Key-words: Argyrosomus regius; Sparus aurata; Solea senegalensis; Diplodus sargus;
Photoperiod; Temperature; Embryonic and larval development; Hatching; Mouth opening;

Biometry; Fatty acids.
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Lista de Abreviaturas

ARA - Acido araquidoénico (20:4w6, ARA)

DAE - Dias Ap6s Ecloséo

DAH - “Days After Hatching”

DGRM - Direcéo Geral de Recursos Naturais

DHA — Acido docosa-hexaendico (22:6w3, DHA)

DivAV - Diviséo de Aquacultura e Valorizagéao

EFA - “Essential fatty acids” — Acidos gordos essenciais

EPA - Acido eicosapentaendico (20:5w3, EPA)

EPPO - Estacéo de Piloto de Piscicultura de Olhdo

EUR — Euro

FA - “Fatty acids” — acidos gordos

FAO - Food and Agriculture Organization

h — horas

ha — Hectare

HUFA - “Highly Unsaturated Fatty Acids — Acidos gordos altamente insaturados
ICBAS - Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar

IPMA - Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
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MUFA - “Monounsaturated fatty acids” — Acidos gordos monoinsaturados
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PUFA - “Polyunsaturated fatty acids” — Acidos gordos polinsaturados
RAS - “Recirculating Aquaculture Systems”

SFA — “Saturated Fatty Acids” — Acidos gordos saturados

TAG — “Triacylglyceride” — Triglicerideos
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UE - Unido Europeia

ZEE — Zona Econémica Exclusiva
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Nota Introdutoria

Esta Dissertagcdo decorreu no ambito do projeto DIVERSIAQUA (Diversificagéo,
Inovagéao e Desenvolvimento da Aquacultura em Portugal), desenvolvido na Estagéo Piloto
de Piscicultura de Olhdo (EPPO), pertencente ao Instituto Portugués do Mar e da
Atmosfera - Divisao de Aquacultura e Valorizacéo (IPMA — DivAV), no ambito do programa
MAR2020.

Intitulado de EQuaOvo (Eclosédo e Qualidade dos Ovos), o trabalho resultante numa
Dissertacéo de Candidatura ao grau de Mestre em Ciéncias do Mar, visa o melhoramento
das condi¢Bes utilizadas para eclosdo dos ovos e manutencao das larvas recém-nascidas
em Agquacultura, o estudo dos efeitos das alteracbes de parametros ambientais e
consequéncias futuras das alteracdes climéticas, nas fases iniciais de diferentes espécies

marinhas.
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Capitulo 1 — Introducao

“r

Desde muito cedo que o Homem possui uma ligacdo muito “intima” com o meio
aquético. Ja na preé-historia, com o inicio do sedentarismo, 0 Homem comegou a observar
o mundo a sua volta e o que a natureza tinha para Ihe “oferecer”, aproveitando os recursos
gue o rodeavam. Mesmo sem embarcagfes, surge a pesca nas zonas marginais e o
conhecimento do pescado. Com a evolugdo do ser humano comegaram a surgiu novas
técnicas de captura e o inicio da producéo controlada de pescado, surgindo assim a pratica
de Aquacultura, na China em 2000 AC (Flandrin and Montanari 1998; Vaz-Pires 2014). Aos
poucos e poucos esta area foi aprofundada com o constante aparecimento de novas
técnicas e conhecimento cientifico, passando-se a estudar paralelamente a reproducédo
dos individuos, as condig6es ambientais, a cadeia alimentar, as patologias associadas e
toda a cadeia envolvida na producéo dos seres vivos.

A “Aquacultura” ou “Aquicultura” define-se como sendo a criagdo de organismos
aquaticos, tais como peixes, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas. Esta criacao
implica intervencfes que visam o aumento da producdo, além das suas capacidades
naturais. Algumas das técnicas de intervencao utilizadas passam pelo povoamento regular,

a alimentacéo, a protecdo contra predadores, etc. (FAO 1997).
1.1 — Estado da Aquacultura no Mundo

Com as revolucgdes industrial e tecnolégica tornou-se cada vez mais facil e acessivel
0 abastecimento de grandes quantidades de recursos a populacdo. Em paralelismo, com
0 crescimento da populacdo mundial e 0 aumento do poder de compra, sobretudo nos
paises desenvolvidos, surgiu um aumento acentuado do consumo de proteina animal,
nomeadamente o consumo de pescado, uma fonte de proteina animal de qualidade.
Porém, a pesca comecou a ndo satisfazer as necessidades totais da populacdo mundial,
gue se espera chegar aos 9,7 bilibes até 2050 (FAO 2016). Torna-se assim crucial garantir
uma alimentacdo e nutricdo adequada para todos os individuos, evitando a diminuigdo
abrupta das populacbes selvagens de pescado e sobre-exploracdo de recursos. A
Aquacultura é e sera uma alternativa econdmica e ecologicamente sustentavel,
encontrando-se cada vez mais este tipo de producao animal espalhada pelo Mundo.

A FAO estima que em 2014 e 2015 o consumo mundial de pescado chegou a um
recorde superior a 20 kg per capita, sendo a Aquacultura a maior causa desse crescimento,
uma vez que o contributo da industria pesqueira se encontra praticamente estavel desde

1985, como podemos constatar na figura 1.
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Atualmente 50% dos peixes usados para alimentacdo, no Mundo, sdo provenientes da
Aquacultura, uma das producdes alimentares com um crescimento mais acentuado (FAO
2016). De 1960 para 2014 verificou-se um aumento de 20% na utilizacdo do total de
pescado (proveniente da pesca e da aquacultura) no consumo humano, correspondendo
em 2014 a 87% da producéo final de pescado, equivalente a 146 milhGes de toneladas.
Sendo que, apenas 21 milhdes de toneladas destinadas a produtos ndo alimentares, como
por exemplo farinha de peixe e 6leo de peixe muitas vezes utilizados em ra¢des para peixes
de aquacultura (FAO 2016).

A producdo de animais aquaticos, em Aquacultura, em 2014, chegou a 73,6 milhdes
de toneladas e um valor estimado de US$ 160,2 bilides. Destas, 49,8 de peixes, 16,1 de
moluscos, 6,9 de crustaceos e 7,3 de outros animais marinhos, como anfibios. Assim, esta
atividade pluridisciplinar, que conjuga profissionais, investigadores e técnicos de diferentes
areas académicas (bi6logos, engenheiros, economistas, quimicos, veterinarios),
representa uma grande oportunidade de aumento da empregabilidade e melhoria da
economia global. A China é o pais que contribui com mais 60% da produ¢do mundial em
Aquacultura, seguida pela India, Vietnam, Bangladesh e Egipto (FAO 2016).
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Figura 1: Total de toneladas capturadas na pesca e produzidas em aquacultura, de 1950 a 2014,
separadas por cores. Azul representa o total de toneladas fornecidas pela producdo em aquacultura,
com um forte crescimento a partir de 1990. Cor-de-laranja representa o total de toneladas
resultantes da pesca, com uma estabilizagcdo a partir de 1985. Fonte: (FAO 2016).

1.2 — Aquacultura em Portugal

Portugal é o maior consumidor, por habitante, de pescado na Unido Europeia (UE) e
o terceiro a nivel mundial, logo a seguir a Islandia e ao Japao. Com um consumo, em 2014,
de 55,6 kg per capita por ano de peixe e produtos marinhos, a média portuguesa é superior
a Europeia em 30 kg per capita (EUMOFA 2016). Porém, apesar de Portugal apresentar

uma linha de costa de 1 214 km e uma ZEE (Zona Econdmica Exclusiva) de 1 656 km?
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(“Plano Operacional das Pescas 2007/2013”), fica apenas em 10° lugar na producéo de
produtos pesqueiros da UE, contribuindo com 188 mil toneladas nas 6,7 milhdes de
Toneladas produzidas pelos 28 paises (EUROSTAT 2016).

No que diz respeito a producdo nacional em Aquacultura, no ano 2015 foram
produzidas 9 561 toneladas com uma receita associada de 54,1 milhdes de euros, um
decréscimo em relacdo ao ano anterior de 14,8% em toneladas, mas um aumento na
receita total de 0,4% (INE 2017). As producdes em aguas marinhas e salobras
correspondem a cerca de 91% do total e 19% a producdes de peixes de agua doce (Truta).
Em 2015, das producdes em &guas marinhas e salobras, 44,9% corresponderam a
producdes de peixes marinhos (Pregado, Dourada e Robalo) e 55% a producbes de
moluscos bivalves (ameijoas, mexilhdes e ostras) (INE 2017).

Em territério nacional, no final de 2015, existiam 1 504 estabelecimentos licenciados
para producdo de aquicultura em &guas doces, salobras e marinhas, uma quebra em
relacdo a 2014, destas apenas 1 433 aquiculturas se encontravam ativas com producao.
Dos estabelecimentos licenciados 99,5% correspondia a Unidades de engorda (viveiros
para producdo de moluscos bivalves, tanques para producdo de peixe e estruturas
flutuantes) e 0,5% correspondia a Unidades de reproducéo (7 estabelecimentos dos quais

apenas 3 se encontram ativos) (figura 2a).
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Figura 2: a) Tipos de estabelecimentos aquicolas licenciados, em Portugal, em 2015. b) Produc¢des
aquicolas por tipo de agua e regime, em 2015 Fonte: DGRM, Estatisticas da aquicultura (INE 2017).

Segundo a FAO, até 2025 estima-se um aumento do consumo mundial de pescado
em 31 milhdes de toneladas, chegando as 178 milh8es de toneladas totais, equivalente a
um consumo médio mundial per capita de 21,8 kg/ano, 8% acima do atual valor de 20,2
kg. No seguimento da consequente sobre-exploracdo causada pela industria pesqueira,
podemos ainda afirmar que o Unico meio de suporte deste aumento do consumo de
pescado apenas podera ser suportado pelo aumento de producdo em Aquacultura (FAO
2016).
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1.3 -Breve descricdo das etapas de producao de uma Aquacultura

O processo de produgédo de peixes em aquacultura € composto por varias etapas, que
juntas completam o ciclo produtivo de cada espécie, estas etapas podem estar divididas
em trés grandes unidades de producdo: Maternidade, Pré-Engorda e Engorda. Uma
Aquacultura podera possuir as trés unidades simultaneamente, duas ou apenas uma, mas
eventualmente uma Engorda dependera de uma fonte externa de juvenis e uma
Maternidade dependera de compradores ou recetores dos seus juvenis.

Nas Maternidades € realizada a Reproducdo, Incubacdo e Cultivo Larvar. Para a
realizacdo da primeira etapa sdo mantidos individuos adultos com capacidade reprodutiva
e maturos (designados de Reprodutores) em tanques com condicbes ambientais
geralmente controladas (temperatura, fotoperiodo e salinidade). A obtencdo destes
individuos pode ser por meio de capturas controladas de stocks selvagens ou aquisi¢édo de
individuos adaptados ao cativeiro, provenientes de outras unidades. Dependendo da
espécie e das necessidades de producdo de cada aquacultura, as condi¢cdes de
manutencdo podem ser idénticas ao meio natural ou alteradas artificialmente para
realizacdo de posturas fora da época reprodutiva natural. Quando ha ocorréncia de uma
postura, os ovos séo recolhidos, analisada a sua qualidade e posteriormente colocados em
tanques de incubacédo, dando assim inicio a um novo ciclo produtivo.

Nas instalacdes da Estacdo Piloto de Piscicultura de Olhdo (EPPO) os tanques de
incubacado sdo mantidos numa sala com temperatura controlada. Cada tanque possui uma
entrada de agua, com uma renovacao entre 15 e 25% por hora, um sistema de arejamento
de fraca intensidade e luminosidade natural. Depois da ecloséo, as larvas séo transferidas
para tanques de cultivo larvar com uma densidade pré-definida (Pousédo-Ferreira 2009).

Quando nascem, as pequenas larvas ndo apresentam sistema digestivo nem olhos
funcionais, alimentando-se nos primeiros 2/3 dias das suas reservas lipidicas. Apds a
abertura da boca e 0 esgotamento das suas reservas, as larvas comec¢am a sua adaptacéo
ao alimento exégeno. Nas primeiras fases sdo fornecidas presas vivas (Rotiferos -
Brachionus spp. (figura 3a), Artémias — Artemia spp. (figura 3b) e Copépodes (figura 3c)),
sendo a quantidade fornecida sempre dependente do consumo dos individuos (Pouséao-
Ferreira 2009). Antes de serem utilizados para alimentacdo das larvas, rotiferos e artémia
sao rotineiramente enriquecidos com preparados lipidicos comerciais, para aumentar 0s
seus niveis de &acidos gordos (EPA, DHA) e vitaminas, compostos extremamente
importantes no crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia larvar (Colloca and Cerasi
2005; Engrola et al. 2009; Pousao-Ferreira 2009).
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Nesta fase é ainda realizada uma técnica intitulada de “agua verde”, que consiste na
introducdo de microalga concentrada (Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata, N.
gaditana, etc.) nos tanques de cultivo larvar, esta técnica possui varias vantagens, tais
como: a alimentacao e enriquecimento de rotiferos e artémias que ndo foram consumidos,
melhor contrate para a sua captura e ainda a estabilizacao fisico-quimica da agua, através
do consumo de produtos azotados toxicos para as larvas (Pouséao-Ferreira 2009; Scott and
Baynes 1979).

a) b)

Figura 3: Exemplares de presas vivas para alimentagdo das larvas nas primeiras fases de vida.
a) Rotifero - Brachionus spp. Foto de: Sara Castanho, IPMA-EPPO b) Artemia spp. Fotos de: Sara
Castanho, EPPO-IPMA. c) Copépodes (Planktonic AS) Foto de: Mafalda Rocha, EPPO-IPMA.

Com o desenvolvimento constante das larvas comeca o processo de introducdo de
alimento inerte na sua dieta e fim da introducéo de alimento vivo. Vulgarmente chamado
de “desmame”, 0 momento que ocorre esta substituicdo dependerd mais uma vez de varios
fatores, como a espécie, a temperatura de cultivo, disponibilidade de racdo, entre outros
(figura 4). Esta passagem so é possivel quando as larvas se deslocam em dire¢édo as
particulas que entram na 4gua, consumindo o alimento tanto na coluna de 4gua como no
fundo, entre os 20 e os 35 DAE (Dias Apoés Eclosédo) (Gongalves et al. 1991; Pouséo-
Ferreira 2009).

dieta inerte
Artemia sp. congelada

metanauplios Arternia sp. (+36h)
metanauplios de Artemia sp. (24h)

=== nauplios de Artemia sp.
rotiferos

0 345 8 12 16 20 25 30 35 40 45 50 DAE

Figura 4: Plano de alimentacgéo larvar dos 0 aos 50 Dias Apds a Eclosdo (DAE), com a utilizacédo
de Rotiferos, Artémia e dieta inerte (racdo), em larvas de Linguado (S. senegalensis), a uma
temperatura de + 19 °C. Fonte: Pousé&o-Ferreira 2009, EPPO-IPMA.
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Dependendo da organizacdo da Maternidade, necessidades de venda e
disponibilidade de espacos, quando os pequenos peixes atingem entre 1 a 2 g podem ser
transferidos para unidades de Pré-Engorda, até chegarem as 20 — 40 g e serem alocados
em tanques de Engorda, onde alcangardo em alguns meses o0 peso comercial para venda,
dependendo da espécie, da temperatura da agua, da qualidade dos juvenis e do alimento
administrado (Pouséo-Ferreira 2015).

A Pré-Engorda podera ser uma zona protegida dentro dos tanques de Engorda ou
uma zona de tanques independentes de menores dimensdes dos principais, em terra, fibra
de vidro, cimento ou outros materiais (figura 5). Para homogeneizacéo e rentabilizacdo dos
lotes, nos tanques de Pré-Engorda poderdo ser realizadas varias triagens, antes da
colocacdo dos peixes nos tanques de engorda, diminuindo a competicdo pelo alimento.
Esta zona podera ainda servir como sistema de quarentena, no caso da compra de
individuos a unidades externas a producgéo (ex: Maternidades), para melhor seguimento do
seu estado de saude e necessidades nutricionais (Pouséo-Ferreira 2015).

Apos pesca, desocupacao dos tanques de Engorda (figura 5) e recuperacao dos seus
fundos (por vezes realizado vazio sanitario), os juvenis da pré-engorda poderao ocupar 0s
novos tanques e entao novos juvenis podem ser adquiridos para a pré-engorda, permitindo
uma produgéo continua na unidade. Dependendo do sistema de cultivo a alimentagéo sera
realizada de diferentes formas: em regimes intensivos o alimento composto comercial é
fornecido diariamente utilizando alimentadores automaticos ou fornecida manualmente; em
regimes extensivos os animais alimentam-se do alimento natural existente nos tanques de
terra, assemelhando-se ao selvagem; e por fim, no caso de regimes semi-intensivos apesar
dos individuos serem maioritariamente alimentados a ra¢do, também poderéo se alimentar
do alimento natural disponivel nos tanques de terra (Bosman and Verdejem 2011; Ferreira
2017; Lucas and Southgate 2012).

Figura 5: Representacdo esquematica de Unidade Piscicola em regime semi-intensivo.
1 - Reservatorio. 2 — Tanques de Engorda. 3 — Estacdo de bombagem. 4 — Tanques de pré-engorda.
5 — Edificio de apoio. 6 — Receg¢éo de efluentes. Fonte: (Pouséo-Ferreira 2015).
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1.4 — Corvina — Argyrosomus regius (Asso, 1801)

A corvina-legitima, Argyrosomus regius (Asso, 1801) , é um peixe teledsteo da familia
Sciaenidae (Stipa and Angelini 2005), semi-pelagico com tendéncia demersal, facilmente
encontrado em aguas litorais até aos 80 m (Quero and Vayne 1985) e distribuido em aguas
subtropicais, como o Mar Mediterrdneo e o Mar Negro, e ao longo das costas atlanticas da
Europa e Africa (Poli et al. 2003). Com uma cor cinza prateada, uma cabeca relativamente
grande e um corpo alongado, pode chegar aos 2 m de comprimento e 50 kg de peso (Stipa
and Angelini 2005), sendo reconhecida pela sua linha lateral evidente e capacidade de
producdo de sons usando a bexiga natatéria como camara de ressonancia (Nelson et al.
2016) (figura 6a).
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Figura 6: Argyrosomus regius (Asso, 1801). a) Exemplar de corvina (A. regius). Fonte: IRIDA’s
research for meagre culture. b) Ciclo de producéo de corvina. Fonte: (Stipa and Angelini 2005).

A corvina € uma espécie carnivora, extremamente voraz e com uma dieta a base de
poliquetas, crustaceos, equinodermes, moluscos e pequenos peixes (Jiménez et al. 2005),
desloca-se em pequenos grupos e entre os meses de abril e junho migra de aguas
profundas para areas costeiras, como estuarios e salinas, para desovar (Monfort 2010).
Uma fémea pode produzir cerca de 800 000 ovos, sendo que as desovas ocorrem a
temperaturas entre os 17 e os 22 °C (Stipa and Angelini 2005).

Os ovos fertilizados de corvina sdo esféricos e transparentes, pelagicos e de aspeto
ligeiramente amarelado a olho nu, com diametros entre 0,9 e 1,1 mm. 96 Horas apés
eclosdo o saco vitelino das pequenas larvas estd quase consumido, a boca aberta e
comeca a sua adaptacdo a alimentacdo exdgena, sendo a temperatura ideal para
alimentacéo das larvas entre 20 a 21 ° C (Stipa and Angelini 2005). Segundo varios estudos
esta € uma espécie de rapido desenvolvimento larvar, elevada sobrevivéncia e muito
suscetivel aos parametros de criacdo durante a sua fase larvar (Abreu et al. 2009; Pouséo-

Ferreira et al. 2010).
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Considerada uma carne de elevada qualidade, devido ao seu elevado teor de acidos
gordos polinsaturados, a partir do ano de 1999 houve um aumento da procura de corvina
por parte do consumidor, principalmente com pesos superiores a 2 kg, o que a levou a
precos entre os 7 — 12 EUR por kg (Stipa and Angelini 2005). Em adicao, caracteristicas
como a relativa facilidade de manutencdo dos reprodutores e obtencdo de ovos de
qualidade, a criacdo relativamente facil das larvas com alimento vivo e inerte
industrializado, crescimento rapido, bons indices de converséo e o facto dos juvenis ndo
maturarem durante a fase de crescimento concede a corvina um elevado potencial em
Aguacultura (Costa et al. 2013; Duncan et al. 2013; Man&nos et al. 2008; Monfort 2010;
Ribeiro et al. 2015, 2013; Saavedra et al. 2017; Soares et al. 2015) (figura 6b).

1.5 - Dourada — Sparus aurata (Linnaeus, 1758)

A dourada, Sparus aurata (Linnaeus, 1758), € um peixe teleésteo da familia Sparidae,
bento-pelagico com comportamento demersal, distribuido pelo Mar Mediterraneo, muito
raramente no Mar Negro, e presente ao longo da costa este do Atlantico desde as llhas
Britanicas ao Senegal (Bauchot et al. 1981; Colloca and Cerasi 2005; Morretti et al. 1999).
Esta € uma espécie eurialina e costeira, habitando aguas relativamente rasas de fundos
rochosos, arenosos ou tapetes de ervas marinhas e geralmente em profundidades até aos
30 m, mas enquanto adultos podem mesmo chegar até aos 50 m (Morretti et al. 1999).

Com um corpo oval, de cor cinza prateada e cabeca regularmente curvada €
caracterizada por possuir uma faixa frontal dourada entre os olhos, uma grande mancha
preta no inicio da linha lateral, que se estende até a margem superior do opérculo e pontas
da barbatana caudal com bordas pretas, podendo chegar até aos 70 cm de comprimento,
sendo mais comuns individuos até aos 35 cm (Bauchot et al. 1981; Morretti et al. 1999)
(figura 7a). Geralmente com comportamento solitario, em fase adulta, ou que forma
pequenos grupos, principalmente nas primeiras fases de viva, é principalmente carnivoro
com dieta a base de moluscos, em particular mexilhdes que conseguem facilmente partir,
crusticeos e peixes, mas também acessoriamente herbivoro (Morretti et al. 1999).

A dourada é uma espécie hermafrodita protandrica, os machos atingem a maturidade
com cerca de 1 ano e 20 cm de comprimento, tornando-se fémeas quando atingem cerca
de 30 cm e 2 anos de idade, mas esta mudancga pode ainda ser controlada por “condicbes
sociais”, isto €, quando o numero de fémeas grandes diminui em relagdo ao numero de
machos pequenos. Com um periodo de desovas entre o0 més de janeiro e 0 més de maio,
ja foram registadas posturas a temperaturas entre os 14 e os 20 °C, apesar da temperatura
Otima para desova estar entre 0os 15 e 0os 17 °C e parando a temperatura superiores a 24
°C (Manangs et al. 2008; Morretti et al. 1999).
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Figura 7: Sparus aurata (Linnaeus, 1758). a) Exemplar de dourada (S. aurata). Fonte: EPPO- IPMA.
b) Exemplo de ciclo de producé@o em sistema intensivo de Dourada. Fonte: FAO.

Os ovos fertilizados de dourada sao pelagicos, esféricos e transparentes, com apenas
uma gota lipidica e diametro aproximado de 1 mm (Morretti et al. 1999). Até 4 dias apds
eclosdo as larvas abrem a boca, pigmentam os olhos e estdo aptas para capturar pequenos
organismos. Na maioria dos sistemas de producdo, 0s primeiros organismos vivos
introduzidos sdo os rotiferos (Brachionus spp.), de seguida artémias (Artemis spp.) e por
fim alimento inerte de alto teor de proteina (50 a 60%) (Colloca and Cerasi 2005) (figura
7b).

Em Aquacultura, a dourada pode ser produzida tanto em jaulas marinhas como “on-
shore”, em sistemas de recirculacdo (RAS) ou em tanques de terra (Seginer 2016), sendo
comercializada fresca, congelada ou utilizada para producdo de farinha e 6leo de peixe
(Colloca and Cerasi 2005). Mas, apesar da carne de dourada ser bastante “estimada” pelos
consumidores, o mercado convencional tornou-se saturado e entre o ano de 2000 e 2003
0 preco da dourada de aquacultura colapsou, sendo atualmente no mercado europeu, para
individuos de 350 g, aproximadamente 5,50 EUR por kg. Com um custo estimado de
producdo que podera ficar entre os 3 — 4 EUR, dependendo do sistema de cultivo, torna-
se extremamente dificil para as aquaculturas obterem lucros (Colloca and Cerasi 2005;
Murias 2018).

Para futuro crescimento do sector sdo necessarios sistemas de producdo mais
eficazes, melhoramento de métodos de marketing e aplicacdo de novas tecnologias, tendo
sempre em conta a necessidade de minimizar o potencial impacto das préaticas de
aquicultura nas zonas costeiras. Ao longo dos ultimos 30 anos foram ainda realizados
inimeros estudos sobre o crescimento desta espécie, especialmente em jaulas marinhas,
resultando em varios modelos de crescimento, essenciais para uma gestao racional da
producao, nomeadamente, uma correta alimentacdo e manuseamento do peixe em todo o

ciclo produtivo (Seginer 2016).
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1.6 — Linguado — Solea senegalensis (Kaup,1858)

O linguado, Solea senegalensis (Kaup,1858), € um peixe teledsteo da familia Soleidae,
com comportamento demersal, que vive em fundos arenosos ou lamacentos. Distribuido
naturalmente pelas aguas do Atlantico Este, do Golfo da Biscaia até ao Senegal, e pelo
Mediterraneo, pode ser encontrado em lagoas salobras com aguas rasas ou areas
costeiras com profundidas até 100 m (Colen et al. 2014; Imsland 2010). Peixe chato com
um corpo oval e assimétrico (olhos do lado direito), apresenta uma cor castanha
acinzentada no lado dos olhos, com manchas escuras grandes e difusas e uma coloracao
branca no lado cego (figura 8a). O tamanho médio de um adulto é de 30 a 40 cm, mas
podem mesmo atingir 70 cm de comprimento padrdo, alimenta-se de pequenos
invertebrados bentonicos, principalmente de poliquetas e moluscos bivalves e em menor

guantidade de pequenos crustaceos (Colen et al. 2014).

9-19 days.
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@—}’/" ‘mnsferred to
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2 29 days
B D -
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Figura 8: Solea senegalensis (Kaup, 1858). a) Exemplar de linguado (S. senegalensis). Fonte:
EPPO-IPMA. b) Ciclo de producéo de Linguado. Fonte: FAO.

Em linguados, o principal periodo de desova € durante a primavera, entre 0 més de
marco e o més de junho, mas também podera ocorrer um periodo menos importante no
outono (Morais et al. 2016). Estes periodos sdo altamente dependentes das temperaturas,
gue devem permanecer entre 0s 15 e os 20 °C, e também controlados pelo fotoperiodo
(Colen et al. 2014; Dinis et al. 1999; Morais et al. 2016). Apesar de crescerem mais rapido,
as fémeas ficam sexualmente maturas mais tarde do que os machos, com 3 anos e um
total de comprimento de 32 cm (Colen et al. 2014; Dinis et al. 1999), apresentando
fecundidades de cerca de 100 000 ovos por kg de individuo, por dia (Martin et al. 2014;
Morais et al. 2016).

Os ovos fertilizados de linguado sédo esféricos e transparentes, pelagicos e de aspeto
amarelado, com inUmeras gotas lipidicas indiferenciadas e diametros entre 1,0 e 1,4 mm.

O normal desenvolvimento larval é observado entre os 16 e os 23 °C (Engrola et al. 2009),
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e 2 a 3 dias apéds a eclosao, as pequenas larvas pelagicas e de natacao livre, abrem a boca
e comecgcam a sua procura por alimento exdgeno. Como primeira refeicéo as larvas podem
ser alimentadas com rotiferos enriquecidos e, ao fim de 3 dias, introduzidos nauplios de
artémia (Colen et al. 2014; Engrola et al. 2009), podendo mesmo aceitar diretamente
néuplios de artémia, como primeira presa (Dinis et al. 1999). 9 a 10 DAE sao introduzidos
meta-nauplios de artémia (24h) enriquecidos com Omega-3 (acido gordo w-3
polinsaturado). Nesta fase comeca ainda a metamorfose que estara completa aos 19 DAE,
iniciando assim a sua fase benténica e podendo ser alimentados com artémia congelada
até a introducéo de racdo (Colen et al. 2014; Engrola et al. 2009) (figura 8b).

Em Aquacultura, o linguado pode ser produzido em tanques de terra, geralmente em
policulturas com douradas e robalos, em sistemas extensivos ou semi-intensivos,
principalmente encontrados no sul da Europa, Portugal e Espanha. Pode ainda ser
encontrado em sistemas de produgéo intensiva, combinando tanques raceway de aguas
rasas com sistemas de aquacultura de recirculacdo (RAS), atingindo melhores condi¢des
de crescimento e consequente elevada producédo, um individuo de 5 g leva cerca de 16 a
18 meses a atingir o peso comercial de 350 g (Colen et al. 2014; Imsland 2010; Morais et
al. 2016). Apesar da sua elevada vulnerabilidade a doencas, reducbes de crescimento
devido a elevadas densidades, anomalias na pigmentagcédo e malformagfes na migracao
do olho, vantagens como desovas naturais de reprodutores selvagens, rapido crescimento
larvar, elevada sobrevivéncia, elevado valor no mercado europeu e procura por parte do
consumidor (Dinis et al. 1999; Morais et al. 2016) fazem do linguado uma espécie com um
potencial importante para a aquacultura marinha, com perspetivas de negocios de sucesso
(Castro et al. 2012; Morais et al. 2016).

1.7 — Sargo - Diplodus sargus (Valenciennes, 1830)

O sargo legitimo, Diplodus sargus (Valenciennes, 1830), € um peixe teledsteo da
familia Sparidae, bento-pelagico com comportamento demersal, distribuido pelo Mar
Mediterraneo, pelo Mar Negro e pela Costa Atlantica, da Baia de Biscaia a Cabo Verde, de
Angola a Africa do Sul, incluindo Madeira e Canarias (Tortonese and Cautis 1967). Costeiro
e que habita fundos rochosos com areia, pode chegar a profundidade até aos 150 m, mas
mais abundantemente é encontrado em zonas de rebentacdo. Os Juvenis surgem em
padrarias de ervas marinhas de Zostera e utilizam estuarios como maternidades (FAO
2014; Fischer et al. 1987). Com um corpo oval e cor cinza prateada, é caracterizado pela
presenca de 9 faixas transversais ao longo do corpo, alternadamente escuras e claras,

uma mancha negra na parte superior do pedunculo caudal e uma barbatana caudal forcada
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e de bordas pretas (figura 9), podendo chegar até ao comprimento maximo de 45 cm, sdo
mais comuns individuos até aos 25 cm. Os juvenis sdo omnivoros, comendo principalmente
algas, pequenos moluscos e hidrozoarios, e os adultos sao carnivoros, alimentando-se de
moluscos, crustaceos e equinodermes (FAO 2014; Fischer et al. 1987).

O sargo € uma espécie hermafrodita protandrica, os machos podem converter-se em
fémeas quando o nimero na populacao diminui, assegurando uma adequada propor¢ao
de ambos os sexos. A maturidade sexual é atingida aos 2 anos de idade, com
aproximadamente 17 cm e a época reprodutiva decorre na primavera entre 0 més de marcgo
e 0 més de junho, quando a temperatura sobe de 15 para 18 °C (Morato et al. 2003;
Mouine et al. 2007).

a)

Figura 9: Diplodus sargus (Valenciennes, 1830). a) Exemplar de sargo legitimo. Fonte: EPPO-
IPMA. b) Desenho representativo de um exemplar. Fonte: FAO.

Os ovos fertilizados de sargo séo pelagicos, esféricos e transparentes, com apenas
uma gota lipidica e didmetro aproximado de 1 mm. 3 DAE, com o saco vitelino absorvido,
abrem a boca, pigmentam os olhos e come¢am a alimentagéo exdgena (Cejas et al. 2004).
Tomando como exemplo o protocolo alimentar descrito em Saavedra et al. 2006, dos 3 aos
20 DAE as larvas sdo alimentadas com Brachionus spp. enriquecidos, aos 12 DAE sdo
introduzidos nauplios de artémia e dos 17 aos 39 DAE meta-nauplios de artémia (24h)
enriquecidos, comecando-se simultaneamente a partir dos 25 DAE a introdugcdo de
alimento inerte.

Com alto valor comercial, verificam-se por vezes pre¢os superiores aos de dourada e
robalo (S& et al. 2008), o que tem atraido um elevado interesse por parte dos piscicultores
desde 1980, considerando-se um alvo potencial para a diversificagcdo da aquacultura
(Golomazou et al. 2006). Porém apesar das vérias tentativas da sua introdugcdo na
aquacultura mediterranea, desvantagens como o crescimento lento em cativeiro ap4s um

ano de vida, reduzem a rentabilidade da producdo comercial (D’Anna et al. 2004).
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1.8 — Reproducéo

O controlo e sucesso da reproducdo é um dos fatores mais importantes numa
aquacultura, sendo a compreenséo da biologia reprodutiva das espécies um ponto fulcral
no desenvolvimento da mesma. Os peixes possuem um aparelho reprodutivo simples,
formado por ovarios ou testiculos e na maioria das espécies os ciclos reprodutivos sao
regulados por estimulos ambientais, geralmente relacionados com as estacdes climéaticas
(Moreira et al. 2001). Recetores sensoriais captam esses estimulos, enviam sinais neurais
ao hipotalamo, provocando a libertacdo de hormonas que quando chegam a hipofise
induzem a libertagdo da hormona foliculo estimulante (FSH) e da hormona luteinizante
(LH), que irdo atuar nas gonadas. Em resposta, sdo produzidas hormonas esteroides
sexuais responsaveis pela formacéo e desenvolvimento dos gametas (Moreira et al. 2001).

A maturidade sexual é caracterizada pela capacidade que o peixe tem de produzir
gametas viaveis, sendo esta dependente da espécie e do seu ciclo de vida, da idade, do
tamanho dos individuos, da alimentagdo, da temperatura e fotoperiodo a que estédo
submetidos e da presenca do sexo oposto (Moreira et al. 2001).

Na maioria das espécies de peixes marinhos, nomeadamente nas espécies em estudo,
a emissdo dos gametas ocorre no periodo noturno, os odcitos sao fertilizados
externamente, resultando em ovos pelédgicos. Por terem na sua constituicdo gotas lipidicas,
a uma salinidade superior a 32 os ovos flutuam (Moreira et al. 2001), podendo ser
recolhidos, através de correntes controladas, por coletores posicionados a saida do tanque
de reprodutores (figura 10). Com didmetros compreendidos entre 0,5 e 5,5 mm, a sua
maioria apresenta uma forma esférica e um didmetro de cérion perto de 1 mm (Ré and
Meneses 2008), assim os reprodutores podem produzir milhées de ovos durante a desova
(Osse and Van Den Boogaart 1995).

Um elevado nimero de estudos demonstrou que um dos principais fatores que pode
influenciar a qualidades dos ovos é a saude e condi¢cdes de manutencéo dos reprodutores
(Bobe and Labbé 2010). A performance reprodutiva pode ser influenciada por nutrientes
gue constituem a dieta (proteinas, lipidos, minerais e vitaminas) (Zakeri et al. 2009), pela
temperatura ambiental, um dos parametros mais importantes, que pode mesmo inviabilizar
0S 0VOS ou parar as posturas, pela idade dos progenitores, pelo tempo dos seus ciclos de

desova e pelos fatores genéticos (Kjarsvika et al. 2003).
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Figura 10: Sistema de recolha de ovos com utilizacdo de um coletor com uma rede de 500 um a
saida do tanque de reprodutores. Fonte: (Pousao-Ferreira 2015).

1.9 — Desenvolvimento embrionario e larvar

A qualidade do ovo pode ser definida como o potencial gue um ovo tem para produzir
um alevim viavel (Bobe and Labbé 2010; Kjarsvika et al. 2003), sendo que alguns dos bons
indicadores dessa qualidade séo: a taxa de fertilizagcdo; a simetria de estados inicial de
clivagem; o tamanho dos ovos; o didametro da vesicula lipidica; a composicdo proteica do
vitelo; entre outros (Kohn and Symonds 2012). Como tal, o conhecimento do estado
embrionario e larvar dos peixes pode ser um meio para o desenvolvimento de uma
aquacultura de sucesso sob meios controlados (Cerqueira 2005).

O periodo compreendido entre a fertilizacdo e a eclosdo do ovo é designado por
embriogénese (Kimmel et al. 1995), ao qual se sucede a fase larvar, sendo que a duracao
destas fases pode variar consoante a temperatura a que os individuos sao mantidos. Como
o desenvolvimento dos ovos e larvas de peixes marinhos, com ovos pelagicos, apresentam
um padrdo semelhante (Falk-Petersen 2005), a baixo servem de exemplo diversas
espécies para a ilustracdo do desenvolvimento embrionario e larvar em peixes marinhos.

O desenvolvimento embrionario pode ser dividido em 7 estados de
desenvolvimento, do Zigoto a Eclosdo, de possivel identificacdo a lupa otica (figura 11).
Para identificacdo de cada fase de desenvolvimento foram descritas as principais

caracteristicas morfolégicas de cada estado:

Ovo recém-fertilizado - Zigoto:

Apos fertilizag&o, o 6vulo translacido torna-se num ovo fertilizado, um pequeno corpo
esférico rodeado pelo corion, uma membrana extraembrionaria separada da membrana
interna vitelina, pelo espaco peri-vitelino (Cucchi et al. 2012). Nesta fase ocorre a formagéo
de uma massa celular no polo animal, localizada sobre o vitelo, a blastoderme (figura 11a).
No vitelo pode existir uma ou mais gotas lipidicas “flutuantes” e este vai diminuindo
progressivamente ao longo do tempo, extinguindo-se apenas 7 a 8 dias ap6s a eclosao
(Cucchi et al. 2012; Gallego et al. 2017).
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Clivagem — Mérula:

O periodo de clivagem é caracterizado pela ocorréncia de sucessivas divisées celulares
mitGticas, em que uma célula Unica, o primeiro blastébmero, é dividido nhum ndamero
crescente de células mais pequenas, que diminuem de tamanho a cada divisdo (Gallego
et al. 2017) (figura 11b/c).

Blastula:

Na oitava clivagem, quando atingidas as 128 células, da-se inicio ao periodo de
blastula (figura 11d). Alcangadas as 256 células, torna-se evidente uma estrutura em forma
de chapéu, com uma configuragéo estratificada irregular (figura 11e). Nesta fase o limite
entre a blastoderme e o vitelo torna-se percetivel através da camada sincicial (figura 11f),
uma fina faixa circular que vai aumentando o perimetro apdés movimentos epibdlicos sobre
o vitelo (Cucchi et al. 2012).

Gastrula:

Durante este periodo, a medida que o embrido se desenvolve, o vitelo é “puxado” em
direcdo as células embrionarias situadas no polo animal, evoluindo para uma estrutura
esférica bem definida, em forma de “cupula” (Gallego et al. 2017) (figura 11g). Até ao final
da fase de gastrulacdo, o saco vitelino é praticamente coberto pela fina camada de
blastoderme e o comprimento do embrido iguala o didmetro do ovo, sendo 0 movimento
das camadas celulares quantificado em percentagem (%) de epibolia (Thépot and Jerry
2015) (figura 11h/ifj).

Néurula:

O periodo de segmentacdo € caracterizado pela formacdo de estruturas
metamerizadas emparelhadas, os somitos (figura 111). Nesta fase ocorre o alongamento
do embrido, com a extensdo da cauda, a sua separacdo da membrana vitelina e o
aparecimento de uma membrana ao redor da gota lipidica. Posteriormente ha um aumento
no namero de cromatéforos e irid6foros (figura 11m) e o inicio de movimentos irregulares
(Cucchi et al. 2012) (figura 11n).

Ecloséo:
Movimentos de contragdo aumentam em intensidade e frequéncia e, apés dissolucédo
enzimatica da membrana do ovo, com a ajuda da cabeca as larvas rompem o cérion e

libertam-se para o meio aquatico (Leu et al. 2018) (figura 110).
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Figura 11: Desenvolvimento embrionario em Dicentrarchus labrax. a) Zigoto, 1 célula, OG — gota
lipidica, Bd — blastoderme. b) Moérula — primeira clivagem, 2 células (2C), Bl — blastomeros.
¢) Morula - terceira clivagem, 8 células (8C). d) Blastula — oitava clivagem, 128 células (128C).
e) Blastula — 256 células (256C). f) Blastula— 512 células (512C), SL — camada sincicial. g) Gastrula.
h) Gastrula — 20% Epibolia. i) Gastrula — 40% Epibolia, CR — regido cefalica. j) Gastrula — 90%
Epibolia, BpM — margem do blastéporo. I) Néurula — 11 somitos. m) Néurula — 18 somitos, Ch —
cromatoéforos. n) Inicio da eclosdo — HT. 0) Larva recém eclodida, DO — 0 DAE. (Cucchi et al. 2012)

Apos eclosdo, da-se inicio ao desenvolvimento larvar. Ja pigmentadas, as larvas
possuem um grande saco vitelino eliptico, com uma gota lipidica localizada na area ventro-
posterior e um coracdo com batimentos visiveis a lupa 6tica. Apresentam movimentos de
natacdo irregulares e descontrolados e o corpo quase todo coberto por uma barbatana
primordial (figura 12a — 0 DAE). A retina do olho ainda ndo esta pigmentada e ainda nédo
tem a boca nem e anus funcionais (Firat et al. 2005; Leu et al. 2018).

1 DAE o saco vitelino podera ter sofrido reducdes superiores a 50%, o trato digestivo
comeca a surgir e a desenvolver-se e ocorrem algumas alteracdes a nivel pigmentar,
numerosos cromatoforos/melanoforos ramificados espalham-se pela cabeca, corpo, saco
vitelino e gota lipidica (Cucchi et al. 2012; Firat et al. 2005) (figura 12a — 1 DAE).

3 DAE, dependendo da espécie e da temperatura de cultivo, a boca esta
completamente aberta, o desenvolvimento do anus esta completo, aparecendo uma
projecéo no lado terminal do sistema digestivo (Firat et al. 2005) (figura 12a — 3 DAE). O
corpo e o0 notocordio encontram-se retos e com o desenvolvimento progressivo de
barbatanas dorsais e ventrais as larvas apresentam movimentos mais coordenados

(Cucchietal. 2012; Firat et al. 2005), comecando a sua busca por alimento exdgeno, fulcral
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para a sobrevivéncia da larva, ja que a qualquer momento as suas reservas lipidicas

estardo completamente absorvidas.

VAUV

a)

Figura 12: Desenvolvimento larvar. a) Primeiros estados de desenvolvimento em A. regius. Fotos
recolhidas pelo autor, EPPO-IPMA. b) Desenvolvimento em D. sargus baseado no estado de flexdo
da secao terminal do notocordio (Brownell 1979).

Posteriormente, 6 a 12 DAE, ocorre a formagao da bexiga natatéria, responséavel pela
flutuabilidade e localizada acima do intestino (Leu et al. 2018), facilmente identificavel a
lupa ética. De seguida, o corpo fica mais pigmentado e comeca a flexdo da secéao final do
notocordio (Leu et al. 2018) (figura 12a — 22 DAE). Aproximando-se o final da fase larvar
(figura 12b), da-se inicio a fase de transformacao, onde ocorre a transigdo para juvenil,
caracterizada pelas altera¢des na forma geral e de detalhes estruturais do individuo (Ré
and Meneses 2008).

1.10 — Parametros Ambientais:

Desde h& muito tempo que a influéncia de fatores ambientais e os seus efeitos no
crescimento e reproducdo em peixes tem sido alvo de estudo (Boeuf and Le Bail 1999). O
conhecimento e determinacdo de parametros 6timos para as larvas é necessario para o
desenvolvimento de protocolos de cultivo, possibilitando maximizar a producdo em
maternidades (Hart et al. 1996). Trés das variaveis mais importantes em aquaculturas sao:

o fotoperiodo, a temperatura e a salinidade. A sua otimizagdo e obtencdo do correto
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equilibrio, pode resultar em melhores taxas de crescimento e sobrevivéncia, redu¢do no
periodo de cultivo larvar e consequente reducao nos custos de producao (Hart et al. 1996).
Adicionalmente, fatores como o pH, a disponibilidade de oxigénio e a presenca de “tdxicos
naturais”, como a aménia, podem também influenciar a capacidade de desenvolvimento e
crescimentos dos individuos, ja que estdo envolvidos no controlo de fungdes fisioldgicas
(Boeuf and Le Bail 1999).

1.10.1 — Fotoperiodo

Em peixes teledsteos, a luz € um fator ambiental chave, influenciando todos os seus
estados de vida, desde o desenvolvimento embrionario & maturacdo sexual nos adultos
(Villamizar et al. 2011). Em larvicultura, o efeito de diferentes fotoperiodos tem sido alvo de
estudo, com o principal objetivo de melhoramento do crescimento e sobrevivéncia larvar e
consequente aumento de producdo (Blanco et al. 2017; Hart et al. 1996; Stuart and
Drawbridge 2012; Villamizar et al. 2011). Blaxter 1968 demostrou que as larvas de peixes
marinhos dependem de estimulos visuais para cacar e capturar as suas presas. Por esta
razdo, em culturas intensivas é comum prolongar a duracéo da luz do dia para maximizar
as taxas de ingestdo, juntamente com o fornecimento de altas concentragdes constantes
de presas durante esses periodos (Blanco et al. 2017). Contudo, o fornecimento de
alimento representa um dos maiores custos huma aquacultura e um dos principais fatores
gue determina o lucro de uma producéo intensiva (Blanco et al. 2017).

Apesar de alguns estudos provarem os beneficios de 24 h (horas) de luz continua ou
0 prolongamento para 18 h de luz com 6 h de escuriddo (Blanco et al. 2017; Hart et al.
1996; Shi et al. 2010), em outros foram encontrados efeitos negativos nas larvas, como:
danos no processo metamérfico, gerando desenvolvimentos anormais (Cafavate et al.
2006); manifestacdo de comportamentos mais agressivos e canibalismo (Vallés and
Estévez 2013); e em alguns casos, efeitos prejudiciais na sobrevivéncia dos individuos
(Hart et al. 1996). Adicionalmente, com o0 aumento do periodo de luz, as larvas nadam mais
ativamente e consequentemente consomem mais energia. Villamizar et al. 2009
demonstrou que larvas de robalo (Dicentrarchus labrax), expostas a uma fonte de luz
constante, esgotam as suas reservas lipidicas enddgenas dois dias mais cedo do que as
cultivas sob constante escuridao.

Em resumo, os efeitos do fotoperiodo sao especificos de cada espécie, algumas
precisam de uma fase escura para insuflacdo das suas bexigas e outras mostram
melhoramento das taxas de insuflacdo com fases de luz mais prolongadas (Stuart and
Drawbridge 2012; Villamizar et al. 2011; Woolley and Qin 2010). Torna-se assim
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importante, determinar o fotoperiodo e horario de alimentacdo adequado, para garantirmos
uma producao larvar mais eficiente e saudavel (Blanco et al. 2017).

Neste trabalho para identificacdo dos fotoperiodos foi utilizada a nomenclatura
“Light:Dark” utilizada em (Villamizar et al. 2011, 2009).

1.10.2 — Temperatura

A temperatura é um dos fatores abibticos mais importantes na vida dos organismos
aquéticos. Os ovos e larvas de muitos dos peixes marinhos séo euritérmicos, contudo a
sua tolerancia para determinadas temperaturas vai depender da espécie, pode variar
durante a ontogenia e pode ser influenciada pelas condicbes ambientais a que os
progenitores foram submetidos (Blaxter 1968; Fielder et al. 2005). Varios estudos
demostraram que a temperatura, como fator fisiolégico, tem efeito no desenvolvimento e
sobrevivéncia dos ovos e larvas de peixes (Geffen et al. 2006; Gracia-Lépez et al. 2004;
Imsland et al. 2018b; Jonsson and Jonsson 2014; Sund and Falk-Petersen 2005).

Durante a época de reproducao e desova, dependendo das espécies, tanto altas como
baixas temperaturas poderdo ter um impacto negativo na qualidade dos ovos (Bobe and
Labbé 2010). No desenvolvimento embrionario foram descritos quatros periodos
particularmente sensiveis a temperatura: clivagem, inicio da gastrulacdo, surgimento do
embrido e fecho do blastéporo (Imsland et al. 2018a; Kazuyuki et al. 1988). Ja no
desenvolvimento larvar, alteracBes nas temperaturas poderdo influenciar: a taxa de
ecloséo e o tamanho dos individuos; a eficiéncia da utilizag&o e absor¢éo do vitelo; o tempo
para a primeira alimentacdo; as taxas de alimentacéo e crescimento; a sobrevivéncia; o
comportamento e velocidade de natacéo; a digestdo e taxas de evacuacao intestinal; e a
necessidade metabdlica (Berlinsky et al. 2004; Blaxter 1968; Fielder et al. 2005; Gracia-
Lopez et al. 2004; Hardy and Litvak 2004; Hart et al. 1996; Johnston and Mathias 1994; Shi
et al. 2010; Sund and Falk-Petersen 2005).

Os efeitos da temperatura no cultivo larvar tem sido algo de estudo por parte da
comunidade cientifica, sendo sempre importante determinar a escala de temperaturas ideal

para cada espécie, resultando numa producéo larvar mais rentavel.

1.11 — Alteracdes Climaticas

O clima terrestre é dinamico, registando-se varias mudancas ao longo da sua histéria.
Porém, enquanto que no passado estas mudancgas foram atribuidas a causas naturais, as

recentes alterages no clima tém sido associadas ao aumento nas emissfes de gases de
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efeito de estufa, causadas por atividades antropogénicas (Brierley and Kingsford 2009;
Doney et al. 2012; Godbold and Calosi 2013; Madeira et al. 2016). Como consequéncia, 0
Oceano estd a ficar mais quente, menos oxigenado e com menor pH, alterando o
crescimento, a reproducéo, a sobrevivéncia e a distribuicdo dos peixes marinhos no meio
selvagem, causando o deslocamento para latitudes mais elevadas ou aguas mais
profundas (Cheung and Oyinlola 2018; Gattuso et al. 2015; Madeira et al. 2016). Entre os
impactos mais diretos das altera¢cdes climaticas estardo futuras reducdes nas producdes
pesqueiras e aquicolas, como consequéncia, ndo s6 do aumento da temperatura da agua
do mar, como também da acidificacdo do oceano, do aumento do nivel da agua e da
destruicdo de habitats costeiros e de recifes de coral (Bell et al. 2011; Dey et al. 2016).

O estudo continuo dos efeitos das alteracBes de temperaturas e fotoperiodos, em
ambientes controlados, com diferentes espécies e ao longo de todo o seu ciclo produtivo,
torna-se extremamente importante, ndo sé no melhoramento da producéo em Aquacultura,
como na extrapolacdo para o estudo do meio ambiente e das consequéncias nas suas

populagdes selvagens.

1.12 — Lipidos

Durante o desenvolvimento embrionario e o inicio do periodo larvar da maioria das
espécies de peixes, 0 crescimento e o fornecimento de energia esta dependente de
reservas lipidicas enddgenas transferidas pelos reprodutores (Cejas et al. 2004). Logo, em
principio o ovo devera conter todos 0s nutrientes que a larva utilizara, desde a ecloséo até
ao inicio da alimentacdo exdgena (Cejas et al. 2004; Mourente et al. 1991). No peffil
nutricional dos ovos, a composi¢éo lipidica e de &cidos gordos € de grande importancia,
nao so6 por ser a fonte de energia mais importante durante o desenvolvimento embrionario,
mas também porque fornece importantes componentes estruturais das biomembranas e
dos precursores de biomoléculas, conhecidas como eicosanoides (Jerez et al. 2012).

No inicio do ciclo de vida dos peixes, o0 metabolismo lipidico pode diferir muito entre
espécies: na quantidade e composi¢éo de lipidos no vitelo, no tempo e nivel de combustéo
lipidica, na classe de lipidos utilizada para sintese de tecidos e no papel dos diferentes
acidos gordos (Cejas et al. 2004; Mourente et al. 1991).

Geralmente descritos como componentes hidrofébicos, com elevada solubilidade em
solventes organicos, os lipidos usualmente contém acidos gordos ligados covalentemente
a moléculas de glicerol (glicerideos) ou a grupos amino (esfingolipidios) (Tocher 2003;
Xavier 2015) e como principais grupos incluem: Triglicerideos (TAG); Esteres de cera;

Esteréis (Lipidos neutros); e Fosfolipidos (PL) (Lipidos polares). Os lipidos neutros séo
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geralmente considerados como sendo a reserva de energia mais importante em ovos e
larvas de peixes marinhos (Blaxter 1988). Contudo, foi demostrado que os fosfoglicerideos
sao utilizados, néo so, para a divisdo celular e a organogénese, mas como fonte de energia

em algumas espécies (Cejas et al. 2004; Tocher et al. 1985).

1.11.1 — Acidos gordos

Os acidos gordos (FA) séo cadeias de hidrocarbonetos, saturadas ou insaturadas, de
comprimento variavel e com uma extremidade da cadeia terminada por um grupo metilo e
outra por um grupo carboxilo reativo.

Os &cidos gordos insaturados contém ligacdes duplas entre os pares de atomos de
carbono adjacentes, podendo ser classificados segundo o nimero de ligacdes como:
monoinsaturados (MUFA) ou polinsaturados (PUFA) (Gorjao et al. 2009; Xavier 2015).

A importancia dos PUFA na nutricdo das larvas de peixe tem vindo a ser investigada
nos ultimos 20 anos (Cejas et al. 2004; Sargent et al. 1999; Watanabe 1993), sendo
considerados componentes estruturais durante a organogénese (cérebro, retina, musculo,
etc.) e percursores de moléculas fisiologicamente ativas, como prostaglandinas (Bell and
Tocher 1989; Cejas et al. 2004). Os constituintes lipidicos e as reservas de PUFA’s do
vitelo séo fatores importantes para o desenvolvimento do embrido e para a sobrevivéncia
das larvas (Cejas et al. 2004), sendo em varios estudos demostrada a relacdo entre a
gualidade do embrido e da larva com a sua composicao bioquimica (Cejas et al. 2004;
Fiogbe et al. 2006; Rodriguez et al. 1994).

Acidos gordos essenciais (EFA) sdo aqueles que ndo podem ser sintetizados pelos
organismos em quantidades suficientes para atender as suas necessidades metabdlicas.
Estes sdo um componente da nutricdo importante para o desenvolvimento estrutural, a
saude e a funcdo sensorial nas larvas de peixes marinhos (Izquierdo 1996; Oberg and
Fuiman 2015). Sdo ainda essenciais em ovos de peixe para 0 sucesso da eclosdo, na
sobrevivéncia do inicio do estado larvar e nas taxas de crescimento (Fuiman and
Ojanguren 2011; Tocher 2003). Os PUFA w-3 e w-6 (bmega 3 e 6mega 6) sdo um exemplo
de EFA ndo sintetizados nas células do animal e que tém de ser obtidos através da sua
dieta, na introducao de 6leos de peixes na alimentacao (Turchini et al. 2009). Dos animais
cultivados atualmente em cativeiro, 0s peixes sdo a fonte mais rica em w-3 PUFA,
composto fundamental na nutricdo humana (Huang et al. 2007; Xavier 2015).

Para a maioria dos peixes marinhos, sédo considerados essenciais os acidos gordos
altamente insaturados (HUFA's), como o acido araquidoénico (20: 4w6, ARA), o acido
eicosapentaendico (20: 5w3, EPA) e o0 acido docosa-hexaendico (22: 6w3, DHA) (Oberg
and Fuiman 2015; Sargent et al. 1999; Tocher 2003). Concentracdes de DHA, ARA e EPA,
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individualmente, bem como as suas relacdes, estdo associadas a varias medidas de
gualidade larvar, sendo as propor¢des entre elas importantes, ja que cada um desde EFA
pode regular a eficacia de outro (Izquierdo and Koven 2011; Koven et al. 2001; Oberg and
Fuiman 2015). O DHA e o0 EPA tém papeis importantes como componentes estruturais das
membranas (Jerez et al. 2012; Tocher 2010) e a relacdo entre eles tem sido alvo de estudo
no desenvolvimento embrionario, na sobrevivéncia e no crescimento larval. Niveis
elevados de EPA em relacdo ao DHA diminuem a propor¢cdo DHA/EPA e podem levar a
um balanco inadequado na composicdo estrutural das células, afetando negativamente o
desenvolvimento embrionario neural e subsequente crescimento e sobrevivéncia larvar
(Copeman et al. n.d.; Jerez et al. 2012; Rodriguez et al. 1998). A composi¢éo de w-3 HUFA
e do racio de DHA/EPA em ovos e tecidos de peixes marinhos é especifico de cada
espécie, mas Sargent et al. 1999 sugeriu que uma relacdo 6tima de DHA/EPA em
fosfolipidos de ovos de peixes marinhos ndo deve ser inferior a 2:1 (Jerez et al. 2012;
Mourente et al. 1991).

A estimativa da utilizacdo dos nutrientes enddégenos do saco vitelino, que ocorre
durante o desenvolvimento embrionario e inicio do larvar, pode ser util para estudar os
requerimentos nutricionais das fases larvares seguintes (Cejas et al. 2004; Mourente et al.
1991; Sargent et al. 1999). Por fim, torna-se importante determinar as mudangas na
composicdo das classes de lipidos e dos acidos gordos que ocorrem nas diferentes
espécies ao longo do desenvolvimento, como interesse de determinar 0s seus
requerimentos nutricionais, informacéao relevante tanto a nivel ecolégico como a nivel de

producao aquicola (Cejas et al. 2004; Oberg and Fuiman 2015).

1.13 — Objetivos

Todas as espécies descritas anteriormente possuem um elevado potencial para a
producdo em Aquacultura, porém apesar do conhecimento ja adquirido ainda ha muito a
investigar sobre as condicBes ambientais ideais para o seu cultivo larvar.

Este trabalho teve como principal objetivo o estudo do desenvolvimento embrionario e
larvar em corvina, dourada, linguado e sargo, quando submetidos a diferentes fotoperiodos
e temperaturas. Pretendeu-se assim averiguar se as alteracfes destes parametros
ambientais alteravam a eclosdo e a sobrevivéncia até a abertura da boca, o crescimento
larvar, a deplecéo das reservas lipidicas e o perfil nutricional das larvas recém eclodidas e

das larvas no momento da abertura da boca.
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Capitulo 2 — Material e Métodos

2.1 — Reprodutores e recolha dos ovos

As experiéncias foram realizadas nas instalagbes da EPPO-IPMA durante 27
semanas, de dezembro de 2015 a junho de 2016, onde foram recolhidos ovos de quatro
espécies marinhas produzidas na estagdo: A. regius, S. aurata, S. senegalensis e D.
sargus.

Os reprodutores, perfeitamente adaptados a vida em cativeiro, sdo mantidos em
tanques de 8,5 m®*a 50 m?, separados por espécie, divididos em lotes e com uma densidade
de 1 a 7 kg/m3. No decorrer das experiéncias foram alimentados com racdo granulada
(SPAROS) e alimento natural (pota uma vez por semana em S. aurata, A. regius e D.
sargus e, alternadamente, pota, mexilhdo e poliguetas em S. senegalensis).
Adicionalmente, para melhoramento das posturas dos Esparideos, em fevereiro foi iniciado
0 enriquecimento da racao com 6leo de figado de bacalhau. Com temperaturas controladas
entre 0s 16 °C e os 22 °C foram utilizadas posturas ao longo de toda a época reprodutiva,
apresentadas na tabela 1.

Para recolha dos ovos foram colocados coletores com uma rede de 500 um a saida
dos tanques de reprodutores. Transferidos para copos de 5 L, 0s ovos permaneceram em
repouso cerca de 2 minutos (min), separando por gravimetria os viaveis (a superficie) dos
invidveis (no fundo). Posteriormente pesaram-se separadamente as duas fracdes e
calculou-se a taxa de viabilidade (percentagem de ovos viaveis no total da postura).
Sempre que possivel foram selecionadas posturas com uma taxa de viabilidade superior a
70%, a excecdo das posturas “a” e “b” representadas na tabela 1, Unicas disponiveis no
momento de iniciar nova experiéncia.

Por fim, apds selecionada a quantidade necesséaria para realizagdo de cada
experiéncia, que dependeu por vezes da disponibilidade das posturas, os ovos foram
divididos uniformemente entre todos os tanques, tendo sempre em conta 0 nimero de ovos

por litro e nunca excedendo as 0,55 g (tabela 1).
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Tanque de N° da Data Temperatura vi-la—li)i(l?di?je G_r_amas
Reprodutores Postura (dd-mm-aa) (°C) (%) utilizadas
Argyrosomus regius
R12 5 5-mar-16 19,0 85 120
R12 14 30-mar-16 19,3 89 120
R12 16 6-abr-16 18,2 90 60
Txt5 10 19-abr-16 18,5 82 66
R7 14 14-mai-16 18,7 94 60
R8 4 10-jun-16 21,0 83 120
Sparus aurata
R1 38 16-dez-15 18,1 89 60
R1 78 11-jan-16 18,6 88 72
R1 91 21-jan-16 18,1 592 96
R1 101 3-fev-16 16,0 85 120
R1 124 27-fev-16 17,0 91 120
R1 130 10-mar-16 17,7 90 120
R1 133 13-mar-16 17,8 92 120
R1 200 22-mai-16 22,0 75 54
R1 209 3-jun-16 21,3 66° 60
Solea senegalensis
Txtl 25 9-dez-15 17,5 83 79
Txtl 26 10-dez-15 17,6 84 79
Txtl 31 16-dez-15 17,9 89 60
Txtl 48 27-jan-16 18,0 86 60
Diplodus sargus
R4 21 22-fev-16 18,7 81 120
R4 38 13-abr-16 18,4 81 54
R4 48 12-mai-16 18,6 85 60

Tabela 1: Posturas utilizadas para a realizagao das varias experiéncias, divididas por espécies e
com respetivas taxas de viabilidade (%), temperaturas dos tanques de reprodutores (°C) e gramas
utilizadas.

2.2 — Sistema experimental

O sistema experimental utilizado foi composto por 12 tanques de 20 Litros (L) (figura
13a), cada um com um fluxo de &gua constante, fraco arejamento e um filtro de 250 um a
saida, para evitar a perda de ovos e larvas (figura 13b/c). Colocados numa sala com
temperatura controlada dia e noite, os tanques foram dispostos em dois suportes de alturas
distintas (figura 13a), que possuiam dois sistemas de iluminacdo LED com temporizadores
distintos e duas entradas de agua separadas e independentes, possibilitando a execucao
de ensaios com diferentes fotoperiodos e temperaturas. Nota-se que a disposicao das
canalizacdes e sistemas de iluminacdo impossibilitou a distribuicdo aleatéria de

tratamentos pelos tanques.
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A agua salgada utilizada foi filtrada, esterilizada por radiacdo ultravioleta (UV) e
aquecida ou refrigerada dependendo do ensaio. Apesar de inicialmente ter sido estipulada
uma renovacao de agua de 20 a 25% por hora, este valor teve de ser alterado para 29%,
devido a recorrentes falhas de agua provocadas pelo caudal reduzido e acumulacédo de ar
nas canalizagfes. Para prevenir alteragdes bruscas na qualidade da agua, todos os dias
este fluxo foi monitorizado, mantendo sempre constante a quantidade de agua fornecida.
Em cada tanque, foi ainda colocado um tubo que direcionou a agua para o fundo, criando
uma corrente circulatéria no tanque, prevenindo o afundamento das larvas e uniformizando
a sua distribuicéo (figura 13b/c).

Em todos os tanques foi ajustado um fluxo de ar de 2 a 3 bolhas de cada vez,
provocando uma corrente ascendente. Com o tubo de arejamento posicionado sob o filtro,
a circulacdo de ar evita o arrastamento das larvas para a saida, quebra a tenséo superficial

e distribui homogeneamente o oxigénio, evitando zonas mortas (figura 13b/c).

lluminacgao

Agua

Arejamento

b) c)

Figura 13: a) Sistema experimental composto por 12 tanques de incuba¢&o. b) Tanque de
incubacdo com uma capacidade de 20 L, uma fonte de alimentagdo de agua, arejamento, iluminacgao
LED no topo e um filtro de 250 pm a saida. c) Representagdo esquemética do interior de cada
tanque, com circulacdo da agua e do ar da profundidade para a superficie.

Para prevencédo de propagacdo de agentes patogénicos foi realizada uma limpeza
continua e diaria dos tanques, removendo ovos mortos e qualquer outra contaminagéo

proveniente dos tanques de reprodutores.
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As larvas sdo extremamente sensiveis a mudancas bruscas, como tal, parametros
fisico-quimicos como a temperatura e 0 oxigénio tem de ser constantemente
monitorizados. A temperatura foi registada todos os dias de 30 em 30 min através de
Loggers e para controlo imediato 2 vez por dia com um oximetro. O oxigénio foi registado
igualmente com auxilio do oximetro, sendo possivel o registo tanto do oxigénio dissolvido,
gue se manteve sempre acima de 5 mg/L, como da saturacdo em oxigénio, sempre acima
de 70%. Com esta monitorizacao foi possivel detetar eventuais alteracées anormais destes
parametros e proceder a sua resolucdo sempre que necessario. As temperaturas obtidas,

durante as experiéncias estdo apresentados em média + desvio padréo na tabela 2.

Ensaio F TF TQ

Tratamento| 0L:24D | 14L:10D | 24L:0D | 19°C | 16°C 19°C | 22°C

A.regius
T(°C)Log |20,1+0,1|19,6+0,2|20,6+0,2(21,4+1,0|16,2+1,3|18,7+0,6 |22,3+0,7

T(C)Oxi |[195+0,1]193+0,2|19,4+0,1]199+0,9|16,8+1,0|18,6+0,5|21,4+0,6

S. aurata
T (°C) Log - - - 19,0+0,6 | 152+1,4| 18,4+0,5| 22,4+0,7

T((C)Oxi|19,1+0,7|19,0+0,7|19,1+0,6 | 183+0,6 | 16,1+0,8|18,7+0,1 | 21,4+0,1

S. senegalensis
T(°C)Oxi | 184+0,3 | 185+0,3 | 185+0,3 - - - -

D. sargus
T(°C)Log |19,5+0,3|189+0,3|195+0,2|20,4+0,6|145+1,1 - -

T(°C)Oxi |186+0,4|184+0,4|185+05|19,6+0,6 | 16,5+0,8 - -

Tabela 2: Temperaturas médias (+ desvio-padrao) registadas nos diferentes ensaios. T (°C) Log —
Temperatura registava por Loggers. T (°C) Oxi — Temperatura registada pelo oximetro. F — Ensaio
de Fotoperiodos. TF — Ensaio de Temperatura Fria. TQ — Ensaio de Temperatura Quente.

Antes da colocacdo dos ovos nos tanques de incubacao foi verificada a temperatura
dos tanques de origem e, de acordo com a diferenca de temperatura, foi realizada uma
aclimatizac&o controlada de 5 a 30 min. Este processo € de extrema importancia, evitando
choques térmicos que poderiam reduzir a viabilidade da postura, as taxas de ecloséo e até

mesmo aumentar as malformagdes nas larvas.

2.3 — Tratamentos e Design experimental

Divididos em 3 ensaios distintos, 0os ovos e larvas das diferentes espécies marinhas
foram submetidos, separadamente, a diferentes fotoperiodos e temperaturas.

Nos ensaios “F” foram submetidos diferentes fotoperiodos. Como controlo foi utilizado
um fotoperiodo de 14 h de luz e 10 h de escuriddo (14L:10D), usualmente utilizado na

EPPO, que foi comparado com os extremos de luz total (24L:0D) e escuridao total (OL:24D).
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No sistema experimental um dos sistemas de iluminacdo manteve-se ligado durante 24
h (24L:0D) e o outro possuia um temporizador que manteve a luz ligada apenas das 9h00
as 23h00 (14L:10D). Para concretizagdo do terceiro tratamento foram tapados 4 tanques
com sacos pretos opacos impedindo qualquer entrada de luz (OL:24D). Sendo assim, tal
como representado na ilustragdo esquematica da figura 14, foram utilizados 12 tanques,
com 3 fotoperiodos distintos, cada um com 4 replicados.

A excecdo dos fotoperiodos, todos os parametros foram mantidos em valores

semelhantes, sendo utilizada uma temperatura de 19 °C em todos os tratamentos.

Fotoperiodo — 0L:24D, 14L:24D, 24L:0D |

° ° } ) )
o ° ci0 C11 Cc12

0L:24D | 14L:10D | 24L:0D

Figura 14: (Ensaios “F”) llustracdo esquematica da disposicdo dos 12 tanques que foram
submetidos a varios fotoperiodos. Com sistemas de iluminagéo independentes, a cinza (O) estdo
representados os tanques submetidos a 0L:24D, a verde (O) estdo representados os tanques
submetidos a 14L:10D e a amarelo () estdo representados os tanques submetidos a 24L:0D.

Nos ensaios “TF” e “TQ”, foram submetidas diferentes temperaturas. Como controlo
foi utilizada uma temperatura de 19 °C, sendo o objetivo inicial comparar simultaneamente
este valor com uma descida e uma subida de 3 °C, comparando ainda os resultados entre
0s 16 °C e 0s 22 °C. Porém, esta comparacao nao foi possivel, ja que no sistema utilizado
nao podiam ser usadas trés temperaturas ao mesmo tempo. Foram entéo realizados dois
ensaios separadamente, comparando a temperatura de 19 °C com os 16 °C e os 19 °C
com os 22 °C. E ainda importante referir que devido a problemas técnicos, por vezes estes
valores de temperaturas eram impossiveis de manter constantes, mas foi sempre verificada
uma diferenca de pelo menos 2 °C entre tratamentos. A excecdo das temperaturas, todos
os parametros foram mantidos em valores semelhantes, sendo utilizado um fotoperiodo de
14L.:10D em todos os tratamentos.

Em ambos os ensaios, 6 tanques foram alimentados por uma canalizacdo e 0s outros
6 alimentados por outra (figura 15/16). Para fornecimentos dos tanques controlo foi
utilizada uma canalizacdo geral, com agua fornecida para toda a Maternidade e uma
temperatura aproximada de 19 °C (que foi aquecida ou refrigerada, dependendo da

temperatura natural da 4gua captada). Nos ensaios “TF”, para fornecimento dos tanques
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de &gua fria, foi utilizado um pequeno refrigerador programado para uma temperatura de
16 °C. Nos ensaios “TQ”, para fornecimento dos tanques de dgua quente, foi utilizada uma

caldeira programada para uma temperatura de 22 °C.

| Temperatura—19 °C, 16 °C

O 1wc | (O 118°C

Figura 15: (Ensaios “TF”) llustracdo esquematica da disposicdo dos 12 tanques que foram
submetidos a 2 temperaturas distintas. Com duas entradas de agua independentes, a verde (©)
estdo representados os tanques submetidos a 19 °C e a azul (O) estdo representados os tanques
submetidos a 16 °C.

| Temperatura—19 °C, 22 °C |

i}
c10 C11 C12

O 19°C | 22°C

C5 Cc6

Figura 16: (Ensaios “TQ”) llustracdo esquematica da disposicdo dos 12 tanques que foram
submetidos a 2 temperaturas distintas. Com duas entradas de agua independentes, a verde (O)
estéo representados os tanques submetidos a 19 °C e a rosa (O) estéo representados os tanques
submetidos a 22 °C.

Em todos os ensaios foram comparadas as taxas de eclosao, as taxas de sobrevivéncia
a abertura da boca e a biometria entre os tratamentos, em A. regius, S. aurata, S.
senegalensis e D. sargus. Inicialmente o objetivo era realizar todos os ensaios acima
descritos em cada espécie, porém tal ndo foi possivel por falta de disponibilidade de
material biol6gico ou aparecimento de problemas técnicos (falhas de agua, desregulacao
de temperaturas, etc.). Sendo assim, apesar de realizadas varias experiéncias (tabela 1),

apenas algumas foram selecionadas para utilizacdo dos dados (tabela 3).
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Ensaio N° da Postura Espécie C%?]'S:iodo
F 5 A. regius FR
F 124 S. aurata FA
F 48 S. senegalensis FSs
F 21 D. sargus FDs
TF 14 A. regius TFR
TF 200 S. aurata TFA
TF 48 D. sargus TFS
TQ 4 A. regius TOR
TQ 209 S. aurata TQA

Tabela 3: Experiéncias selecionadas para apresentagdo dos resultados, com respetivos codigos e
separadas por espécies e tipo de ensaio. FR — Ensaio de fotoperiodos em A. regius. FA — Ensaio
de fotoperiodos em S. aurata. FSs — Ensaio de fotoperiodos em S. senegalensis. FDs — Ensaio de
fotoperiodos em D. sargus. TFR — Ensaio de temperatura fria em A. regius. TFA — Ensaio de
temperatura fria em S. aurata. TFS — Ensaio de temperatura fria em D. sargus. TQR — Ensaio de
temperatura quente em A. regius. TQA — Ensaio de temperatura quente em S. aurata.

2.4 — Métodos analiticos

2.4.1 — Recolha de amostras

No inicio de cada experiéncia foram recolhidas 3 amostras de 0,5 g de ovos para
célculo da taxa de ecloséo e da taxa de sobrevivéncia até a abertura da boca. De seguida,
no decorrer de cada ensaio, para acompanhar o desenvolvimento embrionario, o
crescimento das larvas e o consumo das suas reservas lipidicas, foram amostrados 60
individuos por tratamento de 24 em 24 horas, apds uma primeira amostragem de 20 ovos
do pool inicial. Para complementar, foram também recolhidas amostras para analise da
composicdo em acidos gordos, de ovos no inicio das experiéncias e de larvas a eclosao e

a abertura da boca.

2.4.3 — Taxas de Eclosdo e de Sobrevivéncia a abertura da boca

Para determinacado da taxa de ecloséo foram contabilizadas, por estimativa, as larvas
totais eclodidas de cada tanque (2 a 4 tanques por tratamento, dependendo do ensaio).
Cada tanque, individualmente, foi filtrado e concentradas as suas as larvas em copos de 2
L, de seguida foram feitas 20 contagens de 2 ml para estimativa da quantidade de larvas
totais presentes. Foi realizado o mesmo procedimento para o calculo da taxa de
sobrevivéncia a abertura da boca, mas neste caso foram contabilizadas as larvas totais

sobreviventes no fim de cada experiéncia (momento da abertura da boca).
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Para calculo, de ambas as taxas, foi necessario relacionar os valores finais de larvas
eclodidas e sobreviventes, ao niUmero inicial de ovos colocados em cada tanque. Para isso,
no inicio de cada experiéncia, quando recolhidas as 3 amostras de 0,5 g de ovos da postura
utilizada, estes foram lavados com &gua destilada, liofilizados e posteriormente
contabilizados, de forma a obter o valor de individuos por grama.

Por fim, apés recolhidos todos os dados, foram utilizadas as seguintes férmulas para

calculo das taxas:

) __ Total de larvas eclodidas (média das 20 contagens x 2 L / 2 ml)

T E ao (%) = 1
axa de Eclosao (A) Total de ovos incubados (ovos/grama x gramas incubadas) x 100

) __ Total delarvas sobreviventes (média das 20 contagens x 2 L / 2 ml)
Total de ovos incubados (ovos/grama x gramas incubadas)

Taxa de Sobrevivéncia a abertura da boca (% x 100

2.4.2 — Biometria

Para determinar o comprimento e outras medidas, as larvas e os ovos foram recolhidos
dos tanques de forma aleat6ria, com copos de 250 ml e fotografados in vivo numa lupa
otica (Nikon SMZ1000), com uma camara e um ecra incorporados (Nikon DS-Fi2 e Nikon
Digital Sight DS-L3) (figura 17a).

Posteriormente, com o programa ImageJ® as fotografias foram analisadas e
efetuadas as seguintes medidas: Comprimento Standard (A), Area do saco vitelino (B) e
a Area da gota lipidica (C), como representadas na figura 17b. As areas foram calculadas

da seguinte forma: diametro 1 x didmetro 2 x r.

A eclos&o e a abertura da boca todas as larvas fotografadas foram passadas por agua
destilada e congeladas em azoto liquido, posteriormente foram liofilizadas e observado o
Seu peso seco, em grupos de 5 larvas, com uma balanca de precisdo (Sartoris Pro 11).
Denota-se que foi realizado peso seco, em detrimento de peso humido, ja que em larvas
tdo pequenas o peso da agua a volta do seu corpo altera significativamente o valor real do
individuo.

No final, foi ainda calculada a taxa de crescimento com o comprimento standard a

ecloséo (E) e a abertura da boca (AB) através da férmula:

Comprimento Standard (AB)—Comprimento Standard (E)

Taxa de crescimento (%): x 100

Dias até a abertura da boca
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1000. 00um

a) b)

Figura 17: a) Equipamento utilizado para fotografar as larvas e os ovos in vivo. Lupa 6ética (Nikon
SMZ1000), camara (Nikon DS-Fi2) e ecré (Nikon Digital Sight DS-L3). b) Variaveis morfomeétricas
medidas nas larvas: A — Comprimento Standard; B — Area do saco vitelino; C — Area da gota lipidica.

2.4.4 — Andlise estatistica

Os dados foram apresentados em média = desvio padrdo e todas as andlises
estatisticas foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics 25. Foi considerado um
nivel de significancia de 0,05 para rejeitar a hipétese nula, sendo as diferengas entre casos
consideradas estatisticamente significantes com p-value inferiores a 0,05 (p<0,05).

Previamente foi verificada a homogeneidade das variancias através do teste de
Levene e a normalidade dos dados através do teste Shapiro-Wilk, para um ndmero de
dados (n) inferior a 50 ou o teste Kolmogorov-Smirnov, para um numero de dados (n)
superior a 50, respetivamente. Quando os valores foram significativos (p<0,05) os dados
foram submetidos a uma transformacdo logaritmica, “In (dados a transformar)” ou
executado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para analise do efeito dos diferentes tratamentos e idades nas médias das variaveis
morfométricas (diametro e area do ovos, comprimento standard das larvas, area do saco
vitelino e gota lipidica), do peso seco, da taxa de crescimento, das taxas de ecloséo e
sobrevivéncia a abertura da boca e da composicéao de acidos gordos, foi realizada analise
de variancia a dois fatores (Two-Way ANOVA), andlise de variancia a um fator (One-Way
ANOVA) ou utilizado T-test para amostras independentes, dependo da organizacdo dos
dados a analisar (Zar 2010). Quando as diferencas entre tratamentos foram
estatisticamente significativas (p<0,05) utilizou-se os teste de comparac¢des mdultiplas de

Tukey e DMS (entre pares da diferenca menos significativa) (IBM 2016).
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Capitulo 3 — Resultados e Discussao

3.1 — Fotoperiodo

3.1.1 — Corvina - Argyrosomus reqgius

3.1.1.1 — Desenvolvimento Embrionério

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da quinta postura do tanque de
reprodutores 12 (R12), tinham as seguintes carateristicas: aquando da recolha
encontravam-se em fase de gastrulacdo e passadas 2 h, quando colocados no sistema e
realizada a primeira amostragem, ja se encontravam em fase de néurula, marcada pelo
aparecimento do escudo embrionario (figura 19a). Com um diametro médio de 0,99 £+ 0,02
mm e area média de 3,09 + 0,13 mm?, a sua maioria apresentavam apenas uma gota
lipidica, com uma area média de 0,179 *+ 0,03 mm? (n=20).

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos na primeira amostragem e dos ovos
ndo eclodidos apds 24 h de incubacdo. Foram encontradas diferencas significativas
(p<0,05) entre dois tratamentos, verificando-se um diametro e area significativamente
superiores nos ovos submetidos a 0L:24D (diametro de 1,00 £ 0,03 mm e area de 3,18 *
0,22 mm?) em relacdo aos submetidos a 24L:0D. Ndo foram encontradas diferencas

significativas entre as areas das gotas lipidicas dos diferentes tratamentos (p>0,05).

3.1.1.2 — Taxas de Ecloséo e de Sobrevivéncia a Abertura da Boca

120,00 120,00

100,00 100,00

80,00

——

80,00

R

60,00 60,00

Taxa de Eclosé@o (%)

40,00 40,00

20,00 20,00

Taxa de Sobrevivéncia a Abertura de
Boca (%)

.00 ,00
0L:24D T4L:10D 24L:0D OL:24D 14L:10D 24L:0D

Ensaio "FR" Ensaio "FR"

Figura 18: (Ensaio “FR”) Taxas de Eclosédo (A) e Taxas de Sobrevivéncia a Abertura de Boca (B)
em larvas de A. regius submetidas a diferentes fotoperiodos. Valores correspondentes a média +
desvio-padréo. N&o existem diferencas significativas entre tratamentos (p>0,05).

Em larvas de A. regius submetidas a diferentes fotoperiodos, a taxa de ecloséo variou
entre 0s 87 e os 92%, verificando-se um valor superior em larvas submetidas a 0L:24D
(92,44 + 9,02%), apesar de nado existirem diferencas significativas entre tratamentos

(p>0,05) (figura 18A e anexo Il). Relativamente a taxa de sobrevivéncia a abertura da boca,
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contrariamente a eclosdo, em larvas submetidas a OL:24D verificou-se uma sobrevivéncia
inferior aos restantes tratamentos (74.39 + 3.63%) e uma sobrevivéncia mais elevada em
larvas submetidas a 14L:10D (83.24 + 9.45%), ainda assim continuou a nao se verificar

diferengas significativas entre os valores (figura 18B e anexo ).

3.1.1.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

A. regius - Ensaio Fotoperiodo (FR)
Oh - 12 amostragem Apoés 24h -0L:24D - ODAE | Apds 47h -0L:24D - 1DAE | Apos 70h -0L:24D - 2DAE | Apds 94h -0L:24D - 3DAE
2h ap6s recolha, 100% N

Ap6s 24h - 14L:0D - ODAE | Apos 47h - 14L:10D - 1DAE | Ap6s 70h - 14L:10D - 2DAE | Apos 94h - 14L:10D - 3DAE

‘ .
Ap6s 24h -24L:0D - ODAE | Apods 47h -24L:0D - 1DAE | Apos 70h -24L:0D - 2DAE | Apds 94h - 24L:0D - 3DAE

Figura 19: (Ensaio “FR”) Desenvolvimento embrionério e larvar em A. regius. Incubagédo a 19,4 °C
(£ 0,17) e submetidos 3 fotoperiodos. Ovos colocados e condicionados no sistema experimental 2
h apdés recolha do coletor, eclosédo ap6s 24 h e abertura da boca apds 94 h.

Na figura 19 pode observar-se as caracteristicas morfoldgicas de exemplares de larvas
de A. regius submetidas a diferentes fotoperiodos. Na figura 20 e tabela 6 do Anexo Il
pode analisar-se a evolucdo das suas variaveis morfométricas, através das curvas de
crescimento e de deplecao das reservas lipidicas e através da respetiva analise descritiva.

Apos 24 h de incubacdo 80% das larvas ja estavam eclodidas (0 DAE), apresentando
alguma pigmentacdo no corpo (figura 19b/c/d). Verificou-se um comprimento standard
significativamente superior nas larvas submetidas a 24L:0D (2,39 + 0,12 mm), em relag&o
as submetidas a 14L:10D (2,32 + 0,11 mm) (p<0,02), ndo existindo diferencas significativas
dos dois valores com o tratamento de 0L:24D (figura 20A e tabela 6). Nas areas do saco
vitelino e da gota lipidica ndo foram encontradas diferencgas significativas entre tratamentos
(p>0,05).

Apoés 47 h ,1 DAE, pdde observar-se um grande decréscimo na area do saco vitelino,
cerca de 72% em relacdo ao seu tamanho a ecloséo (figura 19e/f/g), que coincidiu com
maior crescimento dos individuos (figura 20). Ndo foram encontravas diferencas
significativas entre os comprimentos standard dos diferentes tratamentos (p>0,05). No que

toca as reservas lipidicas, foi verificada uma area do saco vitelino (0,68 + 0,12 mm?) e uma
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area da gota lipidica (0,143 + 0,02 mm?) significativamente superior em larvas submetidas
a 14L:10D, relativamente as submetidas a 0L:24D ou a 24L:0D (p<0,02) (figura 20B/C e
tabela 6).

Apés 70 h, 2 DAE, foi novamente verificado um comprimento standard
significativamente inferior nas larvas submetidas a 14L:10D (3,11 + 0,16 mm), em relagcéo
as submetidas a 0L:24D e 24L:0D (3,17 mm) (p<0,02) (figura 20A e tabela 6). O saco
vitelino continuou a diminuir (figura 19h/i/j) e verificou-se uma &rea gota lipidica
significativamente inferior nas larvas submetidas a 0L:24D (0,076 + 0,01 mm?), em relagdo
aos restantes tratamentos (p<0,01) (figura 20C e tabela 6).

Ao fim de 94 h a 19,4 °C, 3 DAE, todas as larvas, independentemente do fotoperiodo
submetido, abriram a boca, os olhos estavam completamente pigmentados e possuiam
saco vitelino e gota lipidica (figura 19k/l/m). Em relacdo as variaveis morfométricas nao

foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05).
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Figura 20: Evolucao das variaveis morfométricas, da eclosédo (0 DAE) a abertura da boca (3 DAE),
em larvas de A. regius submetidas a diferentes fotoperiodos. A — Comprimento standard (mm).

B — Area do saco vitelino (mm?). C — Area da gota lipidica (mm?). Valores correspondentes a média
e letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

3.1.1.4 — Taxa de Crescimento e Peso Seco Larvar

A taxa de crescimento em larvas de A. regius submetidas a diferentes fotoperiodos
variou entre os 25,95 + 4,06% (24L:0D) e os 28,29 + 3,65% (0L:24D), ndo se observando
diferencas significativas entre tratamentos (p>0,05), apesar de uma tendéncia para valores
inferiores em larvas submetidas a periodos de luz mais prolongados (anexo lI).

Quando recolhidos, os ovos possuiam uma média aproximada de 80 mg de peso seco
por grama de ovos humidos e uma média de 1650 individuos. No que toca ao peso seco
larvar, apés incubacao a diferentes fotoperiodos, tanto a eclosdo como a abertura da boca
nao foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos e as larvas a abertura

da boca apresentam pesos inferiores as da eclosao (anexo ).
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3.1.1.5 - Acidos gordos

Na tabela 10 do Anexo IV pode observar-se a composicdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de A. regius submetidas a diferentes fotoperiodos e respetiva andlise estatistica.

Com a excec¢ao dos acidos gordos 18:2w6 linoleico e 18:3w6, todos os acidos gordos
apresentaram concentragdes significativamente superiores a eclosédo, em relagdo aos ovos
do pool inicial (p<0,01). Adicionalmente, em larvas a abertura da boca foram encontradas
concentragdes significativamente inferiores de todos os acidos gordos, em relagéo as da
ecloséo (p=0,00).

Com a excecdo dos 4cidos gordos 14:0, Outros SFA, Outros Mufa, > Pufa e a Razéo
w3/w6, a abertura da boca foram ainda verificados valores significativamente inferiores em

larvas submetidas a 24L:0D, em relacdo aos restantes tratamentos (p<0,05).
3.1.1.6 — Resumo

No presente ensaio, apesar do fotoperiodo ndo parecer afetar as taxas de eclosdo em
Argyrosomus regius, parece existir uma tendéncia para sobrevivéncias superiores em
larvas submetidas a fotoperiodos de 14L:10D, tal como demonstrado em Vallés and
Estévez 2013 que sugere que um periodo que 12 a 16 h de luz sera o mais adequado para
alcancar uma boa sobrevivéncia larvar, indicando mortalidades superiores em larvas
submetidas a 24L:0D. Independentemente do fotoperiodo, todas as larvas eclodiram 24 h
apos incubacao e abriram a boca passadas 96 h, o que sugere a inexisténcia de diferencas
no desenvolvimento larvar.

Em relagdo ao crescimento larvar, 0 e 2 DAE as larvas submetidas a 24L:0D
apresentarem comprimentos standard significativamente superiores tal como descrito em
Vallés and Estévez 2013, onde foi demonstrado um maior crescimento, em relacdo as
submetidas a 12L:12D e 8L:16D. Porém a abertura da boca esta tendéncia atenuou-se,
nao existindo diferencas significativas entre os tratamentos. N&o foram encontradas
diferengas entre as taxas de crescimento e 0s pesos secos larvares, confirmando o
demonstrado em Shan et al. 2008, que sugere ndo haver diferencas no crescimento em
larvas até aos 20 DAE submetidas a diferentes fotoperiodos.

Paralelamente ao crescimento exponencial das larvas, ocorreu uma reducdo nas
reservas lipidicas ao longo da experiéncia, onde, apesar de serem verificadas algumas
diferencas entre os tratamentos, ndo foi encontrada uma tendéncia para valores superiores
ou inferiores em determinado fotoperiodo, contrariamente ao descrito em Shan et al. 2008,
sugerindo que o fotoperiodo influencia o ritmo de alimentacdo endégena (Boeuf and Le
Bail 1999).
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No que toca a composicéo lipidica, foram verificadas concentracdes significativamente
inferiores nas larvas a abertura da boca, facto que podera ser justificado pela sucessiva
deplecéo e termino das reservas lipidicas endogenas transferidas pelos reprodutores (Abi-
Ayad et al. 2000; Cejas et al. 2004; Mourente et al. 1991). Adicionalmente, também a
abertura de boca, larvas submetidas a 24L:0D apresentaram valores significativamente
inferiores, em relagcdo as larvas dos restantes tratamentos, que podera ser justificado, tal
como referido em Vallés and Estévez 2013, pelo aumento da atividade larvar quando as
larvas sdo submetidas a fotoperiodos longos.

Resumindo, e segundo Vallés and Estévez 2013, a escolha adequada do fotoperiodo
em larvas de A. regius, podera melhorar o crescimento, a sobrevivéncia, a insuflacéo da
bexiga natatoria e reduzir o canibalismo. Porém, tal como demonstrado nos resultados
acima descritos e em Shan et al. 2008, nas primeiras fases de desenvolvimento larvar,
nomeadamente antes da alimentacdo exdgena, poderdo ndo existir efeitos tao

significativos como em larvas ap6s 20 DAE.

3.1.2 — Dourada - Sparus aurata

3.1.2.1 — Desenvolvimento Embrionério

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da centésima vigésima quarta postura
do tanque de reprodutores 1 (R1), tinham as seguintes carateristicas: aquando da recolha
encontravam-se em fase de gastrulagdo e passada 1 h e 30 min, quando colocados no
sistema e realizada a primeira amostragem, ja se encontravam em fase de néurula (figura
22a). Com um diametro médio de 1,05 + 0,03 mm e area média de 3,47 + 0,24 mm?, a sua
maioria apresentavam apenas uma gota lipidica, com uma area média de 0,183 + 0,02
mm? (n=20).

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos na primeira amostragem e dos ovos
nao eclodidos apds 24 h de incubagédo. Nao sendo encontradas diferengas significativas

entre as variaveis morfométricas dos diferentes fotoperiodos (p>0,05).
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3.1.2.2 — Taxas de Eclosédo e de Sobrevivéncia a Abertura da Boca
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Figura 21: (Ensaio “FA”) Taxas de Ecloséo (A) e Taxas de Sobrevivéncia a Abertura de Boca (B)
em larvas de S. aurata submetidas a diferentes fotoperiodos. Valores correspondentes a média +
desvio-padréo. N&o existem diferencgas significativas entre tratamentos (p>0,05).

Em larvas de S. aurata submetidas a diferentes fotoperiodos, a taxa de ecloséo variou
entre os 88 e 0s 94%, verificando-se um valor superior em larvas submetidas a 14L:10D
(94,20 + 8,70%), apesar de nao existirem diferencas significativas entre tratamentos
(p>0,05) (figura 21A e anexo Il). Relativamente a taxa de sobrevivéncia a abertura da boca,
contrariamente a eclosédo, em larvas submetidas a 14L:10D verificou-se uma sobrevivéncia
inferior aos restantes tratamentos (54,04 + 5,21%) e uma sobrevivéncia semelhante nos
restantes tratamentos, ainda assim continuou a ndo se verificar diferengas significativas

entre os valores (p>0,05) (figura 21B e anexo lI).

3.1.2.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

S. aurata - Ensaio Fotoperiodo (FA)
Oh - 12 amostragem Apds 25h30 - 0L:24D - ovos Apds 52h30 - 0L:24D - ODAE Apés 74h - 0L:24D - 1DAE Ap6s 98h - 0L:24D - 2DAE Apés 124h - 0L:24D - 3DAE
1h30 apés recolha, 100% N

Ap6s 25h30 - 14L:10D - ovos Apbs 52h30 - 14L:10D - ODAE Ap6s 74h - 141:10D - 1DAE Ap6s 98h - 141:10D - 2DAE Apbs 124h - 141:10D - 3DAE

Apés 25h30 - 24L:0D - ovos Ap6s 52h30 - 241:0D - 0DAE Apés 74h - 241:0D- 1DAE Apés 98h - 241:0D - 2DAE Ap6s 124h - 241:0D - 3DAE

Figura 22: (Ensaio “FA”) Desenvolvimento embrionério e larvar em S. aurata. Incubacédo a 19,1 °C
(= 0,7) e submetidos 3 fotoperiodos. Ovos colocados e condicionados no sistema experimental 1 h
e 30 min apos recolha do coletor, eclosédo apo6s 46 h e abertura da boca ap6s 124 h.
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Na figura 22 pode observar-se as caracteristicas morfologicas de exemplares de larvas
de S. aurata submetidas a diferentes fotoperiodos. Na figura 23 e tabela 7 do anexo llI
pode analisar-se a evolucdo das suas varidveis morfométricas, através das curvas de
crescimento e de deplecao das reservas lipidicas e através da respetiva analise descritiva.

Apo6s 46 h de incubacédo todas as larvas estavam eclodidas (0 DAE), apresentando
alguma pigmentacdo no corpo (figura 22 eff/]g) e verificando-se uma tendéncia de
comprimentos standard superiores em larvas submetidas a periodos de luz mais
prolongadas (24L:0D com uma média de 3,27 £ 0,38 mm) (figura 23A e tabela 7), apesar
de nédo existirem diferengas significativas entre tratamentos (p>0,05). Paralelamente foi
verificada uma area do saco vitelino (1,16 + 0,23 mm?) e uma area da gota lipidica (0,167
+ 0,01 mm?) significativamente inferior em larvas submetidas a 24L:0D, relativamente as
submetidas a OL:24D ou 14L:10D (p<0,03) (figura 23B/C e tabela 7).

Apoés 74 h, 1 DAE, pdde observar-se um grande decréscimo na area do saco vitelino,
cerca de 64% em relacdo ao seu tamanho a ecloséo (tabela 5h/i/j), que coincidiu com maior
crescimento dos individuos (figura 23). Nao foram encontravas diferencas significativas
entre os comprimentos standard dos diferentes tratamentos (p>0,05), porém ocorreu uma
alteracdo na tendéncia dos valores. Havendo um pior crescimento em larvas submetidas
24L.:0D, estas apresentaram comprimentos standard inferiores (3,53 + 0,31 mm?) em
relacdo aos restantes tratamentos (figura 23A e tabela 7). Adicionalmente, foram
verificadas areas do saco vitelino (0,51 + 0,13 mm?) e da gota lipidica (0,127 + 0,02 mm?)
significativamente superiores em larvas submetidas a 14L:10D, relativamente as
submetidas a OL:24D ou 24L:0D (p<0,05) (figura 23B/C e tabela 7).

Apos 98 h, 2 DAE, a nivel morfologico foi verificada uma maior pigmentacao dos olhos
em larvas submetidas a 24L:0D (figura 22m), aliada a um comportamento de fuga quando
apanhadas. Ndo foram encontravas diferencas significativas entre os comprimentos
standard dos diferentes tratamentos (p>0,05), porém comecou a existir uma tendéncia para
valores superiores em larvas submetidas a 14L:10D (3,75 + 0,23 mm) (figura 23A e tabela
7). O saco vitelino continuou a diminuir (tabela 6k/l/m) e verificou-se uma area gota lipidica
significativamente superior nas larvas submetidas a 0L:24D (0,077 + 0,02 mm?), em relacdo
ao tratamento controlo, 14L:10D (p<0,04) (figura 23C e tabela 7).

Ao fim de 124 h a 19,1 °C, 3 DAE, todas as larvas, independentemente do fotoperiodo
submetido, abriram a boca, os olhos estavam completamente pigmentados e possuiam
apenas a gota lipidica como reserva (figura 22n/o/p). Em relacdo as variaveis
morfométricas ndo foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos
(p>0,05), apesar de continuar uma tendéncia para comprimentos standard superiores em
larvas submetidas a 14L:10D (3,73 + 0,25 mm).
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Figura 23: Evolucéo das variaveis morfométricas, da eclosdo (0 DAE) a abertura da boca (3 DAE),
em larvas de S. aurata submetidas a diferentes fotoperiodos. A — Comprimento standard (mm).
B — Area do saco vitelino (mm?). C — Area da gota lipidica (mm?). Valores correspondentes a média
e letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

3.1.2.4 — Taxa de Crescimento e Peso Seco

A taxa de crescimento em larvas de S. aurata submetidas a diferentes fotoperiodos
variou entre os 16,48 + 5,86% (0L:24D) e os 12,80 £ 5,60% (24L:0D), ndo se observando
diferencas significativas entre tratamentos (p>0,05), apesar de uma tendéncia para valores
inferiores em larvas submetidas a periodos de luz mais prolongados (anexo Il).

Quando recolhidos, os ovos possuiam uma média aproximada de 66 mg de peso seco
por grama de ovos humidos e uma média de 1300 individuos. No que toca ao peso seco
larvar, apés incubacdo a diferentes fotoperiodos, a eclosdo foram encontrados valores
significativamente superiores em larvas submetidas a 0L:24D (0,169 + 0,06 mg por 5
larvas), em relacdo as submetidas a 14L:10D (0,128 + 0,05 mg por 5 larvas) (p<0,02). No
peso seco a abertura da boca ndo foram encontradas diferencas significativas entre
tratamentos (p>0,05), porém inverteu-se a tendéncia, sendo o valor superior em larvas
submetidas a 24L:0D (0,159 + 0,03 mg por 5 larvas). Adicionalmente, as larvas a abertura
da boca apresentam pesos inferiores aos da eclosdo nas larvas submetidas a 0L:24D e

superiores em larvas submetidas a 14L:10D e 24L:0D (anexo Il).

3.1.2.5 - Acidos gordos

Na tabela 11 do Anexo IV pode observar-se a composi¢cdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de S. aurata submetidas a diferentes fotoperiodos e respetiva andlise estatistica.
Com a excegao do acido gordo 20:5w3 EPA, todos os acidos gordos apresentaram
concentracdes significativamente superiores a eclosdo, em relagéo aos ovos do pool inicial

(p<0,03). Adicionalmente, a excecdo dos acidos gordos 20:4w6 ARA, 18:0 e a razao
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w3/w6, em larvas a abertura da boca foram encontradas concentragdes significativamente
inferiores de acidos gordos, em relacéo as da ecloséo (p=0,00).

A eclosdo, na maioria dos &cidos gordos, foram encontradas concentracdes
significativamente inferiores em larvas submetidas a 14L:10D, em relacdo aos restantes
tratamentos (p<0,05), sendo que, mesmo quando os valores ndo foram significativamente
diferentes, ha uma tendéncia para valores inferiores no controlo. A abertura da boca ndo
foram encontradas diferencas significativas entre as concentracfes dos diferentes acidos
gordos nos diferentes tratamentos (p>0,05), mas, contrariamente a eclosao, parecer existir

uma tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 14L:10D.

3.1.2.6 — Resumo

No presente ensaio, o fotoperiodo ndo parece afetar as taxas de eclosdo e de
sobrevivéncia a abertura da boca em Sparus aurata, contrariamente ao descrito em Stuart
and Drawbridge 2012 e Tandler and Helps 1985 que sugere sobrevivéncias superiores em
larvas submetidas a fotoperiodos prolongados, ou ao descrito em Sahin et al. 2001, onde
foi observada uma maior sobrevivéncia em tanques submetidas a O0OL:24D.
Independentemente do fotoperiodo, todas as larvas eclodiram 46h apo6s incubacdo e
abriram a boca passadas 124 h, o que sugere a inexisténcia de diferencas no
desenvolvimento larvar.

Em relagdo ao crescimento larvar, O DAE observou-se uma tendéncia para
comprimentos standard superiores nas larvas submetidas a 24L:0D, como descrito em
Tandler and Helps 1985, onde foi demonstrado um maior crescimento em larvas
submetidas a fotoperiodos prolongados. Porém, a partir de 1 DAE esta tendéncia alterou-
se e no final da experiéncia encontraram-se valores superiores em larvas submetidas a
14L:10D. Para justificar esta altera¢do e contrariando ao referido pelo anterior autor citado,
Sahin et al. 2001 sugeriu que elevados periodos de luz poderédo afetar negativamente o
desenvolvimento larvar, sugerindo comprimentos totais superiores em tanques com menor
iluminacao.

Paralelamente ao crescimento exponencial das larvas, ocorreu uma reducdo nas
reservas lipidicas ao longo da experiéncia. Apesar de 0 DAE serem verificados valores
significativamente inferiores nas reservas lipidicas de larvas submetidas a 14L:0D, no total
da experiéncia nao foi encontrada uma tendéncia para valores superiores ou inferiores em
determinado fotoperiodo, contrariamente ao descrito em Sahin et al. 2001, que sugeriu um
aumento do consumo das reservas enddgenas, em larvas submetidas a periodos

prolongados de luz.
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No que toca a composicéo lipidica, foram verificadas concentracdes significativamente
inferiores nas larvas a abertura da boca, como descrito em Abi-Ayad et al. 2000 e Cejas et
al. 2004. Adicionalmente, a eclosao, larvas submetidas a 14L:0D apresentaram valores
significativamente inferiores, em relacdo as larvas dos restantes tratamentos.

Resumindo, a escolha do fotoperiodo em larvas de Sparus aurata podera por vezes
depender da fase larvar. Em Sahin et al. 2001 foram demonstrados efeitos positivos no
desenvolvimento e manutencdo das reservas em estados larvares precoces em ambientes
de escuriddo. Porém, apés inicio da alimentacdo exégena, em fases larvares posteriores,
Stuart and Drawbridge 2012 e Tandler and Helps 1985 demostraram que com o aumento
do fotoperiodo, o periodo em que as larvas se podem alimentar aumenta, o que podera

levar ao crescimento larvar e posterior aumento da sobrevivéncia.

3.1.3-Linquado - Solea seneqgalensis

3.1.3.1 — Desenvolvimento Embrionario

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da quadragésima oitava postura do
tanque de reprodutores exterior 1 (Txtl), tinham as seguintes carateristicas: aquando da
recolha encontravam-se em fase de gastrulacdo e passadas 3 h e 30 min, quando
colocados no sistema e realizada a primeira amostragem, encontravam-se em iniciacao a
fase de néurula (figura 25a). Com um didmetro médio de 1,03 + 0,02 mm e area média de
3,31 + 0,13 mm? (n=20), apresentam inimeras gotas lipidicas.

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos na primeira amostragem e dos ovos
nao eclodidos apds 24 h de incubacdo. Nao sendo encontradas diferencas significativas

entre as variaveis morfométricas dos diferentes fotoperiodos (p>0,05).

3.1.3.2 —Taxas de Ecloséo e de Sobrevivéncia a Abertura da Boca
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Figura 24: (Ensaio “FSs”) Taxas de Ecloséo (A) e Taxas de Sobrevivéncia a Abertura de Boca (B)
em larvas de S. senegalensis submetidas a diferentes fotoperiodos. Valores correspondentes a
média + desvio-padrdo. Ndo existem diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).
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Em larvas de S. senegalensis submetidas a diferentes fotoperiodos, a taxa de eclosao
variou entre os 80 e os 89%, verificando-se um valor superior em larvas submetidas a
24L:0D (89,23 + 11,90%), apesar de ndo existirem diferencas significativas entre
tratamentos (p>0,05) (figura 24A e anexo ll). Relativamente & taxa de sobrevivéncia a
abertura da boca, continuou a verificar-se uma tendéncia para valores superiores em larvas
submetidas a 24L:10D (84,83 + 3,10%) e sobrevivéncias inferiores nos restantes
tratamentos, ainda assim continuou a nao se verificar diferencas significativas entre os

valores (p>0,05) (figura 24B e anexo Il).

3.1.3.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

S. senegalensis - Ensaio Fotoperiodo (FSs)
Oh - 12 amostragem Ap6s 27h - 0L:24D - ODAE Ap6s 52h - 0L:24D - 1DAE Ap6s 73h30 - 0L:24D - 2DAE Ap6s 96h30 - 0L:24D - 3DAE
3h30 apés recolha, 100% G P

Apds 27h - 141:10D - ODAE Apds 52h - 14L:10D - 1DAE Apés 73h30- 14L:10D- 2DAE | Apds 96h30- 14L:10D - 3DAE

Apds 27h - 24L:0D - 0DAE Apés 52h - 24L:0D - 1DAE Ap6s 73h30 - 24L:0D - 2DAE Apés 96h30 - 24L:0D - 3DAE

Figura 25: (Ensaio “FSs”) Desenvolvimento embrionério e larvar em S. senegalensis. Incubacgéo a
18,5 °C (+ 0,3) e 3 fotoperiodos submetidos. Ovos colocados e condicionados no sistema
experimental 3 h e 30 min apos recolha do coletor, eclosdo ap6s 27 h e abertura da boca ap6s 96 h
e 30 min.

Na figura 25 pode observar-se as caracteristicas morfoldgicas de exemplares de larvas
de S. senegalensis submetidas a diferentes fotoperiodos. Na figura 26 e tabela 8 do anexo
Il pode analisar-se a evolucdo das suas variaveis morfométricas, através das curvas de
crescimento e de deplegéo do saco vitelino e através da respetiva analise descritiva.

Ap6s 27 h de incubacdo 96% das larvas ja estavam eclodidas (0 DAE), apresentando
alguma pigmentagdo no corpo (figura 25b/c/d) e verificando-se uma tendéncia de
comprimentos standard superiores em larvas submetidas a 24L:0D com uma média de
2,13 £ 0,16 mm (figura 26A e tabela 8), apesar de ndo existirem diferencas significativas
entre tratamentos (p>0,05). Paralelamente foi verificada uma &area do saco vitelino
significativamente inferior em larvas submetidas a 14L:10D (2,22 * 0,36 mm?),
relativamente as submetidas a 0L:24D ou 24L:0D (p<0,03) (figura 26B e tabela 8).
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Apos 52 h, 1 DAE, pdde observar-se um grande decréscimo na area do saco vitelino,
cerca de 50% em relacdo ao seu tamanho a ecloséo (figura 25e/f/g), que coincidiu com
maior crescimento dos individuos (figura 26). Foi verificado um comprimento standard
significativamente superior em larvas submetidas a 24L:0D (2,79 £ 0,13 mm), em relacdo
as submetidas a 14L:10D (2,71 + 0,21 mm) (p<0,03) (figura 26A e tabela 8). Nao foram
encontravas diferencas significativas entre as areas dos sacos vitelinos dos diferentes
tratamentos (p>0,05),

Apds 73 h e 30 min, 2 DAE, foi novamente verificado um comprimento standard
significativamente superior nas larvas submetidas a 24L:0D (2,99 + 0,18 mm), em relagcéo
as submetidas a 14L:10D (2,89 £+ 0,19 mm) (p<0,05) (figura 26A e tabela 8). Os olhos
comecgaram a pigmentar e, apesar de ndo estar completamente aberta, notou-se um
desenvolvimento na boca (figura 25h/i/j). O saco vitelino continuou a diminuir e apesar de
nao existirem diferencas significativas entre tratamentos (p>0,05), verificou-se uma
tendéncia para areas de saco vitelino inferiores em larvas submetidas a periodos de luz
mais prolongados (figura 26B e tabela 8).

Ao fim de 96 h e 30 min a 18,5 °C, 3 DAE, todas as larvas, independentemente do
fotoperiodo submetido, abriram a boca, os olhos estavam completamente pigmentados e
possuiam saco vitelino (figura 25k/l/m). Em relacdo as variaveis morfométricas ndo foram
encontradas diferengas significativas entre os tratamentos (p>0,05). Apesar de continuar a
tendéncia para areas de saco vitelino inferiores em larvas submetidas a periodos de luz
mais prolongados (figura 26B e tabela 8) e ocorreu uma altera¢do na tendéncia dos valores
de comprimentos standard, havendo um maior crescimento em larvas submetidas a
14L:10D, sendo observados valores superiores (3,16 = 0,12 mm) em relacdo aos restantes
tratamentos (figura 26A e tabela 8).
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Figura 26: Evolucéo das variaveis morfométricas, da eclosdo (0 DAE) a abertura da boca (3 DAE),
em larvas de S. senegalensis submetidas a diferentes fotoperiodos. A — Comprimento standard
(mm). B — Area do saco vitelino (mm?). Valores correspondentes a média e letras diferentes
representam diferengas significativas entre tratamentos (p<0,05).
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3.1.3.4 — Taxa de Crescimento e Peso Seco

A taxa de crescimento em larvas de S. senegalensis submetidas a diferentes
fotoperiodos variou entre os 35,44 + 6,23% (14L:10D) e os 31,09 £ 6,17% (24L:0D), ndo
se observando diferencas significativas entre tratamentos (p>0,05) (anexo Il). Quando
recolhidos, 0s ovos possuiam uma meédia aproximada de 76 mg de peso seco por grama

de ovos himidos e uma média de 1600 individuos.
3.1.3.5 - Acidos gordos

Na tabela 12 do Anexo IV pode observar-se a composi¢cdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de S. senegalensis submetidas a diferentes fotoperiodos e respetiva analise
estatistica.

Com a excecdo do acido gordo 14:0 e da razdo w3/w6, todos os acidos gordos
apresentaram concentracdes significativamente superiores a eclosédo, em relagéo aos ovos
do pool inicial (p<0,02). Adicionalmente, a exce¢ao dos acidos gordos 20:4w6 ARA, 18:0 e
outros SFA, em larvas a abertura da boca foram encontradas concentracbes
significativamente inferiores de acidos gordos, em relacdo as da ecloséo (p<0,02).

A eclosdo, na maioria dos &cidos gordos, foram encontradas concentracdes
significativamente superiores em larvas submetidas a 14L:10D, em relag&o aos restantes
tratamentos (p<0,05), sendo que, mesmo quando os valores nédo foram significativamente
diferentes, ha uma tendéncia para valores inferiores no controlo. A abertura da boca ndo
foram encontradas diferencas significativas, entre as concentragfes dos diferentes acidos

gordos, nos diferentes tratamentos (p>0,05).

3.1.3.6 — Resumo

No presente ensaio, em larvas de Solea senegalensis, parece existir uma tendéncia
para taxas de eclosédo e de sobrevivéncia a abertura da boca superiores em larvas
submetidas a fotoperiodos de 24L:0D e inferiores em larvas submetidas a OL:24D, tal como
demonstrado em Hart et al. 1996, que sugere que o fotoperiodo ndo devera afetar
significativamente as sobrevivéncias, a menos que as larvas sejam submetidas menos de
6 h de luz. Independentemente do fotoperiodo, todas as larvas eclodiram 27 h apés
incubacao e abriram a boca passadas 96 h, 0 que sugere a inexisténcia de diferencas no
desenvolvimento larvar.

Em relacéo ao crescimento larvar, 1 DAE e 2 DAE, as larvas submetidas a 24L:0D

apresentarem comprimentos standard significativamente superiores, como descrito em
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Hart et al. 1996, onde foi demonstrado um maior crescimento e larvas submetidas de 18 a
24 h de luz. Porém a abertura da boca esta tendéncia atenuou-se, comecando a se notar
valores superiores em 14L:10D, confirmando o demonstrado em Villamizar et al. 2011, que
ao contrario do autor anterior, sugere melhores taxas de crescimento a 12L:12D.

Paralelamente ao crescimento exponencial das larvas, ocorreu uma redugdo nas
reservas lipidicas ao longo da experiéncia. Onde, apesar de 0 DAE serem verificados
valores significativamente superiores na reserva lipidica, de larvas submetidas a 0L:24D,
no total da experiéncia, ndo foi encontrada uma tendéncia para valores superiores ou
inferiores em determinado fotoperiodo, contrariamente ao descrito em Villamizar et al.
2011, que sugeriu uma conservacao das reservas lipidicas em larvas submetidas a 0L:24D,
de 2 dias em relacéo as submetidas a 12L:12D.

No que toca a composicéo lipidica, foram verificadas concentracdes significativamente
inferiores nas larvas a abertura da boca, como descrito em Abi-Ayad et al. 2000 e Cejas et
al. 2004. Adicionalmente, a ecloséo, larvas submetidas a 14L:0D apresentaram valores
significativamente inferiores, em relacéo as larvas dos restantes tratamentos.

Resumindo e, segundo Pedro Cafavate et al. 2006, em “peixes chatos” foram
reportadas algumas melhorias do crescimento em larvas submetidas a periodos de luz
mais longos, porém a possibilidade do aparecimento de inimeras malformagdes funcionais
e morfoldgicas (Villamizar et al. 2011), levam a necessidade de uma escolha adequada do
fotoperiodo em larvas de Solea senegalensis. Por fim, segundo Villamizar et al. 2011 o uso
de 14L:10D desde o inicio da alimentacdo exdgena sera a melhor op¢do para a cultura

larval de S. senegalensis.

3.1.4 — Sargo - Diplodus sarqus

3.1.4.1 — Desenvolvimento Embrionéario

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da vigésima primeira postura do tanque
de reprodutores 4 (R4), tinham as seguintes carateristicas: quando colocados no sistema
e realizada a primeira amostragem apresentavam diferentes fases de desenvolvimento,
13% estavam em blastula, 67% em géstrula e 20% em néurula (n=20) (figura 28a). Com
um diametro médio de 0,99 + 0,02 mm e area média de 3,06 + 0,13 mm?, a sua maioria
apresentavam apenas uma gota lipidica, com uma area média de 0,121 + 0,01 mm?.

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos na primeira amostragem e dos ovos
ndo eclodidos apds 23 h de incubacéo. Verificando-se didmetros, areas do ovo e da gota

lipidica significativamente superiores em ovos submetidos a 14L:10D (didametro de 1,02 +
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0,03 mm, area do ovo de 3,24 + 0,20 mm? e area da gota lipidica de 0,129 + 0,01 mm?),

em relacdo aos submetidos aos restantes tratamentos (p<0,03).

3.1.4.2 — Taxas de Eclosao

80,00
60,00

40,00

)

Taxa de Ecloséo (%)

2000

0L:24D 14L:10D 241:0D
Ensaio "FDs"

Figura 27: (Ensaio “FDs”) Taxas de Eclosdo em larvas de D. sargus submetidas a diferentes
fotoperiodos. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. Letras diferentes representam
diferencgas significativas entre tratamentos (p<0,05).

Em larvas de D. sargus submetidas a diferentes fotoperiodos, a taxa de ecloséo variou
entre os 35 e os 55%, verificando-se um valor significativamente superior em larvas
submetidas a 14L:10D (54,87 + 6,82%), relativamente as submetidas a OL:24D ou 24L:0D
(p<0,03) (figura 27 e anexo II).

3.1.4.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

D. sargus - Ensaio Fotoperiodo (FDs)
Oh - 12 amostragem Apé6s 23h - 0L:24D Apés 46h30 - 0L:24D - ODAE

1h30 apds recolha, 13%B +
20% N + 67%G

Apés 23h - 14L:10D Apés 46h30 - 14L:10D - ODAE

Apés 23h - 24L:0D Ap6s 46h30 - 241:0D - 0DAE

Figura 28: (Ensaio “FDs”) Desenvolvimento embrionario e larvar em D. sargus. Incubagédo a 18,5
°C (x 0,4) e submetidos 3 fotoperiodos. Ovos colocados e condicionados no sistema experimental
1 h e 30 min ap6s recolha do coletor, inicio de ecloséo apds 23 h e eclosédo completa apés 46 h e
30 min.
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Na figura 28 pode observar-se as caracteristicas morfolégicas de exemplares de larvas
de D. sargus submetidas a diferentes fotoperiodos. Na tabela 9 do anexo Ill pode observar-
se a andlise descritiva das variaveis morfométricas aos 0 DAE.

Apos 23 h de incubacéo deu-se inicio & eclosédo das larvas (figura 28b/c/d) e apds 46
h e 30 min, na segunda amostragem, todas a larvas estavam eclodidas, 0 DAE (figura
28elflg). Verificou-se um comprimento standard significativamente superior nas larvas
submetidas a OL:24D (3,06 + 0,16 mm), em rela¢do as submetidas a 14L:10D (2,95 £+ 0,30
mm) (p<0,01), ndo existindo diferencas significativas dos dois valores com o tratamento de
24L:0D (tabela 9). Nas éareas do saco vitelino ndo foram encontradas diferencas
significativas entre tratamentos (p>0,05), mas verificaram-se areas da gota lipidica
significativamente superior nas larvas submetidas a 24L:0D (0,110 + 0,01 mm?), em relagdo
as submetidas a 14L:10D (0,105 + 0,01 mm) (p<0,02), ndo existindo diferencas

significativas dos dois valores com o tratamento de OL:24D (tabela 9).

3.1.4.4 — Peso Seco

Quando recolhidos, os ovos possuiam uma média aproximada de 74 mg de peso seco
por grama de ovos humidos e uma média de 1540 individuos. No que toca ao peso seco
larvar, ap6s incubacdo a diferentes fotoperiodos, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos, apesar de ser verificar um peso seco superior em larvas
submetidas a 14L:10D (0,157 + 0,03 mg por 5 larvas), o que coincide com comprimentos

standard inferiores (anexo ).

3.1.4.5 - Acidos gordos

Na tabela 13 do Anexo IV pode observar-se a composi¢cdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de D. sargus submetidas a diferentes fotoperiodos e respetiva analise estatistica.

Com a excecdo do &cido gordo 14:0 e Outros Mufa, todos os &cidos gordos
apresentaram concentracdes significativamente superiores a eclosédo, em relagéo aos ovos
do pool inicial (p<0,01).

A eclos&o, nos &cidos gordos 18:1 (w9+w7+w5), = Mufa, 20:5w3 EPA, = PUFA, w3
e na soma de SFA+MufatPufa foram encontradas concentragcbes significativamente

superiores em larvas submetidas a 14L:10D, em relag&o as submetidas a 24L:0D (p<0,05).
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3.1.4.6 — Resumo

No presente ensaio, em larvas de Diplodus sargus, parece existir uma tendéncia para
taxas de ecloséo significativamente superiores em larvas submetidas a fotoperiodos de
14L:10D. Independentemente do fotoperiodo, todas as larvas eclodiram 46 h e 30 min ap6s
incubagéo, o que sugere a inexisténcia de diferencas no desenvolvimento larvar.

Em relacdo ao crescimento larvar, a eclosdo, as larvas submetidas a 0L:24D
apresentarem comprimentos standard significativamente superiores, contrariamente ao
descrito em Tandler and Helps 1985, onde foi demonstrado um maior crescimento, em
larvas submetidas a fotoperiodos prolongados.

Paralelamente ao crescimento exponencial das larvas, ocorreu uma reducdo nas
reservas lipidicas ao longo da experiéncia. Onde, apesar de nao espectado, foram
encontrados valores superiores nas reservas de larvas submetidas a 24L:0D,
contrariamente ao descrito em Villamizar et al. 2011, que sugeriu uma conservacdo das
reservas lipidicas em larvas submetidas a OL:24D.

No que toca a composicéo lipidica, foram verificadas concentracfes significativamente

superiores nas larvas submetidas a 14L:0D, em relacao as submetidas a 24L:0D.

3.2 — Discusséo (Fotoperiodo)

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem avaliado os efeitos do fotoperiodo em
diversas espécies (Berlinsky et al. 2004; Boeuf and Le Bail 1999; Stuart and Drawbridge
2012; Villamizar et al. 2011), nomeadamente em corvina (Ballagh et al. 2008; Fielder et al.
2005; Shan et al. 2008; Vallés and Estévez 2013), em dourada (Sahin et al. 2001; Tandler
and Helps 1985) e em linguado (Cafnavate et al. 2006), acreditando-se que seja um dos
fatores que possa controlar o crescimento e sobrevivéncia nos primeiros estados da vida
larvar, influenciando os ritmos de alimentac&do enddgena.

Em sistemas de producdo larvar intensiva ha uma tendéncia para prolongar
artificialmente o periodo de luz diaria, a fim de obter maiores ingestdes alimentares e
consequente crescimento larvar. Assim, quando ha o desenvolvimento de protocolos, para
a cultura larvar de novas espécies, os produtores tendem a usar longos fotoperiodos, por
vezes nao tendo em conta as condi¢des que as larvas encontram na natureza (Boeuf and
Le Bail 1999; Vallés and Estévez 2013). Adicionalmente, como forma de prolongar as
reservas lipidicas, em algumas espécies séo aplicados periodos completos de escuridéo,
como € o caso do cultivo em Dicentrarchus labrax (Villamizar et al. 2009). Tornando-se
extremamente importante encontrar o fotoperiodo adequado para o cultivo larvar de cada

espécie.
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No presente estudo, em 3 das 4 espécies marinhas submetidas a diferentes
fotoperiodos, ndo foram observados efeitos significativos do fotoperiodo nas taxas de
ecloséo e de sobrevivéncia até a abertura da boca. Em relagéo as variaveis morfométricas,
tal como esperado (Tandler and Helps 1985; Vallés and Estévez 2013), a eclosédo foram
observados valores superiores de comprimentos standard em larvas submetidas a 24L:0D,
com a excecao de D. sargus, mas a abertura da boca ndo foram encontradas diferencas
entre os tratamentos. No que toca as areas do saco vitelino seriam de esperar, como
descrito em Vallés and Estévez 2013 e Villamizar et al. 2011, valores inferiores em larvas
submetidas a periodos prolongados de luz, porém apenas a eclosdo em larvas de Sparus
aurata foi verificada esta tendéncia, nos restantes ensaios ndo foram comprovadas
diferengas significativas entre os tratamentos, da ecloséo a abertura da boca.

Na composicao dos acidos gordos, tal como seria de esperar e como descrito em Abi-
Ayad et al. 2000 e Cejas et al. 2004, em todos 0s ensaios e na maioria dos acidos gordos
foram encontrados valores significativamente inferiores em larvas a abertura da boca, que
podera ser justificado pela deplecdo das reservas enddgenas, registando-se ainda uma
tendéncia para valores inferiores em periodos prolongados de luz.

Em todas as espécies a abertura da boca ocorreu ao 3 DAE e, quando relacionadas
as caracteristicas entre as diferentes espécies, pbde verificar-se comprimentos standard
superiores em esparideos.

Apesar dos estudos acima mencionados trazerem novas descobertas acerca da
possivel influéncia da manipulacdo de fotoperiodos no desenvolvimento larvar, serédo
necessarios futuros estudos com a interacdo de fatores como a nutricdo, a temperatura e
a qualidade da agua. Objetivando-se um melhor conhecimento da influéncia da luz nas
diferentes fases larvares, na sobrevivéncia, no crescimento larvar, no melhoramento das

producdes e consequentes reducdes nos custos (Villamizar et al. 2011).
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3.3 — Temperatura Fria

3.3.1 — Corvina - Argyrosomus regius

3.3.1.1 — Desenvolvimento Embrionério

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da décima quarta postura do tanque de
reprodutores 7 (R7), tinham as seguintes carateristicas: aquando da recolha encontravam-
se em fase de gastrulacdo e passadas 5 h, quando colocados no sistema e realizada a
primeira amostragem, 90% dos ovos ja se encontravam em fase de néurula, marcada com
0 aparecimento do escudo embrionario (figura 30a). Com um diametro médio de 1,08 +
0,03 mm e area média de 3,65 + 0,15 mm?, a sua maioria apresentavam apenas uma gota
lipidica, com uma area média de 0,324 + 0,11 mm? (n=20).

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos na primeira amostragem e dos ovos
ndo eclodidos apds 24 h de incubacédo, referentes ao tratamento de 16 °C. Foi verificada
uma area da gota lipidica significativamente inferior nos ovos passadas 24 h de incubacao
a 16 °C (0,198 + 0,04 mm?), em relacdo aos da recolha (p=0,00).

3.3.1.2 —Taxas de Eclosdo e de Sobrevivéncia a Abertura da Boca
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Figura 29: (Ensaio “TFR”) Taxas de Eclosdo (A) e Taxas de Sobrevivéncia a Abertura de Boca (B)
em larvas de A. regius submetidas a diferentes temperaturas. Valores correspondentes a média +
desvio-padréo. N&o existem diferencas significativas entre tratamentos (p>0,05).

Em larvas de A. regius submetidas a diferentes temperaturas, ndo foram observados
efeitos significativos da temperatura nas taxas de ecloséo (p>0,05) (figura 29A e anexo II).
Relativamente a taxa de sobrevivéncia a abertura da boca, em larvas submetidas a 19 °C
verificou-se uma sobrevivéncia superior (85,71 £ 5,39%) e uma sobrevivéncia ligeiramente
inferior em larvas submetidas a 16 °C (75,71 + 9,09%), ainda assim continuou a nédo se

verificar diferencgas significativas entre os valores (figura 29B e anexo II).
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3.3.1.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

A. regius - Ensaio Temperatura Fria (TFR)
0Oh - 12 amostragem Apés 24h - 16°C- 100%N Apés 48h - 16°C - ODAE Apés 72h - 16°C- 1DAE Apés 96h - 16°C- 2DAE Apés 120h - 16°C - 3DAE
5h apés recolha, 90% N + 10% G I

Apés 24h - 19°C - ODAE Apés 48h - 19°C - 1DAE Apés 72h - 19°C - 2DAE Apés 96h - 19°C - 3DAE

Figura 30: (Ensaio “TFR”) Desenvolvimento embrionario e larvar em A. regius. Incubacéo a 19,9
°C (£ 0,9) e 16 °C (£ 1,0). Ovos colocados e condicionados no sistema experimental 5 h apos recolha
do coletor. Ecloséo apés 24 h e abertura da boca ap6s 72 h nas larvas submetidas a 19 °C. Ecloséo
apos 48 h e abertura da boca ap6s 120 h nas larvas submetidas a 16 °C.

Na figura 30 pode observar-se as caracteristicas morfolégicas de exemplares de larvas
de A. regius submetidas a diferentes temperaturas. Na figura 31 e tabela 6 do anexo llI
pode analisar-se a evolucdo das suas variaveis morfométricas, através das curvas de
crescimento e de deplecao das reservas lipidicas e através da respetiva analise descritiva.

Apo6s 24 h de incubacao todas as larvas submetidas a 19 °C ja estavam eclodidas
(figura 30b), ao contrario das submetidas a 16 °C, que se encontravam ainda em fase de
néurula (figura 30c), eclodindo apenas 48 h apés incubacéo (figura 30d). Com 0 DAE
verificou-se um comprimento standard significativamente superior nas larvas submetidas a
16 °C (2,77 = 0,13 mm), em relagdo as submetidas a 19 °C (2,57 + 0,11 mm) (p=0,00)
(figura 31A e tabela 6). Inversamente, foi verificada uma &rea do saco vitelino
significativamente inferior nas larvas submetidas a 16 °C (2,32 + 0,35 mm?), em relagdo as
submetidas a 19 °C (2,55 + 0,36 mm?) (p=0,00) (figura 31B e tabela 6). Ndo foram
encontradas diferencas significativas as areas da gota lipidica dos diferentes tratamentos
(p>0,05). Estas diferencas poderao ser pelo facto das larvas submetidas a 16 °C eclodirem
24 h depois, havendo mais tempo para crescerem e gastarem as suas reservas lipidicas.

Um dia apoés eclosdo (1 DAE), péde observar-se um grande decréscimo na area do
saco vitelino, cerca de 70% em relacdo ao seu tamanho a ecloséo (figura 30e/f), que
coincidiu com maior crescimento dos individuos (figura 31A). Apesar de ndo serem
encontravas diferengas significativas entre os comprimentos standard dos diferentes
tratamentos (p>0,05), devido ao maior crescimento das larvas submetidas a 19 °C,
continuou-se a verificar valores superiores em larvas submetidas a 16 °C (figura 31A e
tabela 6). No que toca as reservas lipidicas, foi verificada uma area do saco vitelino (0,84
+ 0,15 mm?) e uma area da gota lipidica (0,141 + 0,01 mm?) significativamente superior em
larvas submetidas a 16 °C (p=0,00), alterando a tendéncia em relagdo aos valores da
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eclosdo (figura 31B/C e tabela 6). Esta alteracdo podera ser justificada pelo grande
crescimento das larvas submetidas a 19 °C, com consequente consumo das suas reservas
e pela conservacdo das reservas das larvas submetidas a temperatura inferior (16 °C)
apesar do atraso de 24 h na ecloséo (figura 31B/C).

Dois dias apos ecloséo (2 DAE), foi novamente verificado um comprimento standard
significativamente superior nas larvas submetidas a 16 °C (3,26 = 0,19 mm), em relacdo as
submetidas a 19 °C (3,16 + 0,14 mm) (p=0,00) (figura 31A e tabela 6). Neste momento,
ap6s 72 h, as larvas submetidas a 19 °C abriram a boca e olhos estavam completamente
pigmentados. Os sacos vitelinos continuaram a diminuir (figura 30g/h), verificando-se areas
do saco vitelino (0,19 + 0,04 mm?) e da gota lipidica (0,06 + 0,01 mm?) significativamente
inferiores nas larvas submetidas a 19 °C, em relacdo as de 16 °C (p=0,00) (figura 31C e
tabela 6).

Apoés 120 h, 3 DAE, as larvas submetidas a 16 °C abriram a boca, os olhos estavam
completamente pigmentados e ainda com saco vitelino e gota lipidica (figura 30j).
Verificando-se areas do saco vitelino (0,17 + 0,03 mm?) e da gota lipidica (0,05 + 0,01 mm?)
significativamente superiores nas larvas submetidas a 16 °C, em relacao as de 19 °C
(p=0,00) (figura 31B/C e tabela 6). Adicionalmente, apds 96 h, 3 DAE, as larvas submetidas
a 19 °C comecaram a formar a bexiga natatdria e particamente ndo possuiam saco vitelino,
apenas gota lipidica (figura 30i).
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Figura 31: Evolucéo das variaveis morfométricas, da ecloséo (0 DAE) a abertura da boca (2/3 DAE),
em larvas de A. regius submetidas a diferentes temperaturas. A — Comprimento standard (mm).
B — Area do saco vitelino (mm?). C — Area da gota lipidica (mm?). Valores correspondentes a média
e letras diferentes representam diferengas significativas entre tratamentos (p<0,05).

3.3.1.4 —Taxa de Crescimento e Peso Seco

Em larvas A. regius ndo foram observadas diferencas significativas entre as taxas de

crescimento de larvas submetidas a diferentes temperaturas (p>0,05), apesar de uma
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tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 19 °C (27,66 + 5,42%), em
relacdo as submetidas a 16 °C (18,42 + 0,74%) (anexo Il).

Quando recolhidos, os ovos possuiam uma média aproximada de 55 mg de peso seco
por grama de ovos humidos e uma média de 1050 individuos. No que toca ao peso seco
larvar, apés incubacéo a diferentes temperaturas, tanto a eclosdo como a abertura da boca
nao foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05), as larvas a
abertura da boca apresentam pesos superiores aos da eclosdo, encontrando-se valores

superiores em larvas submetidas a 16 °C (anexo II).

3.3.1.5 - Acidos gordos

Na tabela 14 do Anexo IV pode observar-se a composi¢cdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de A. regius submetidas a diferentes temperaturas e respetiva analise estatistica.
Todos os acidos gordos apresentaram concentragdes significativamente superiores a
eclosdo, em relagdo aos ovos do pool inicial e as larvas a abertura da boca (p=0,00).
Adicionalmente, tanto a eclosdo como a abertura da boca ndo foram encontradas
diferencas significativas, entre as concentracdes dos diferentes acidos gordos, nos

diferentes tratamentos (p>0,05).

3.3.1.6 — Resumo

No presente ensaio, apesar da diminuicdo da temperatura ndo parecer afetar as taxas
de eclosdo em Argyrosomus regius, parece existir uma tendéncia para sobrevivéncias
superiores em larvas submetidas a 19 °C, tal como demonstrado em Georgakopoulou et
al. 2010, que sugere o aumento da sobrevivéncia larvar quando h4 um aumento de 16 para
19 °C apéds a abertura da boca.

No desenvolvimento, tal como esperado, larvas submetidas a 19 °C eclodiram 24 h
antes e abriram a boca 48 h antes das submetidas a 16 °C, tal como demostrado em
Gracia-Lopez et al. 2004, que sugere que o tempo de incubagdo sera inversamente
proporcional & temperatura, por isso larvas submetidas a temperaturas mais baixas
levaram mais tempo a eclodir.

Em relacdo ao crescimento larvar, apdés um atraso de 24 h na eclosao, as larvas
submetidas a 16 °C apresentaram comprimentos standard superiores e reservas com
valores inferiores as submetidas a 19 °C com a mesma idade, tendéncia que se manteve
ao longo da experiéncia no que toca ao comprimento, mas em relacdo as reservas, houve

uma alteracdo, sugerindo uma maior conservacdo das reversas em larvas submetidas a
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16 °C. Factos comprovados também em Gracia-Lopez et al. 2004, onde séo relatados
comprimentos larvares superiores a temperaturas mais baixas, tendo uma relacéo inversa
com o tamanho da gota lipidica.

Adicionalmente, apesar de ndo existirem diferengcas significativas entre os
tratamentos, a taxa de crescimento parece ser superior em larvas submetidas a uma
temperatura superior, que podera ser justificado pelo rédpido crescimento e
desenvolvimento. No que toca ao peso seco parece existir uma tendéncia para valores
superiores em larvas submetidas a 16 °C, contrariamente ao demonstrado em Fielder et
al. 2005.

No que toca a composicao lipidica, foram verificadas concentracdes significativamente
inferiores nas larvas a abertura da boca, como descrito nos ensaios anteriores e em Abi-
Ayad et al. 2000 e Cejas et al. 2004. Porém, a eclosao e a abertura da boca nao foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos, o que sugere que apesar do
atraso no desenvolvimento, as larvas apresentam uma composi¢cdo em acidos gordos
semelhantes em fases de vida iguais.

Resumindo, apesar do tempo de incubacdo dos ovos a temperaturas mais baixas ser
superior (Imsland et al. 2018a), todos os fatores tém de ser ponderados para a escolha
adequada da temperatura de cultivo em larvas de Argyrosomus regius, ja que temperaturas
mais elevadas, apesar da rapidez na ecloséo, poderéo levar a malformacdes (Imsland et
al. 2018a). Assim, tal como demonstrado nos resultados acima descritos e em Fielder et
al. 2005, a temperatura de incubacdo possui um papel importante no efeito do crescimento

e desenvolvimento larvar, que poderd alterar dependendo da espécie em estudo.

3.3.2 — Dourada - Sparus aurata

3.3.2.1 — Desenvolvimento Embrionéario

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da ducentésima postura do tanque de
reprodutores 1 (R1), tinham as seguintes carateristicas: aquando da recolha encontravam-
se em fase de gastrulagdo e passadas 2 h, quando colocados no sistema e realizada a
primeira amostragem, jA& se encontravam em fase de néurula, marcada com o
aparecimento do escudo embrionario (figura 33a). Com um diametro médio de 1,02 + 0,03
mm e area média de 3,27 + 0,18 mm?, a sua maioria apresentavam apenas uma gota
lipidica, com uma area média de 0,148 + 0,02 mm? (n=20).

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos na primeira amostragem e dos ovos
ndo eclodidos apos 24 h de incubagdo. Nao sendo encontradas diferencas significativas

entre as variaveis morfométricas das diferentes temperaturas (p>0,05).
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3.3.2.2 —Taxas de Eclosédo e de Sobrevivéncia a Abertura da Boca
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Figura 32: (Ensaio “TFA”) Taxas de Ecloséo (A) e Taxas de Sobrevivéncia a Abertura de Boca (B)
em larvas de S. aurata submetidas a diferentes temperaturas. Valores correspondentes a média +
desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

Em larvas de S. aurata, submetidas a diferentes temperaturas, verificou-se uma taxa
de eclosao significativamente superior em larvas submetidas a 19 °C (84.36 £ 5.26%), em
relacdo as submetidas a 16 °C (61,73 = 8,69%) (p<0,03) (figura 32A e anexo ll).
Relativamente a taxa de sobrevivéncia a abertura da boca, contrariamente a eclosdo, em
larvas submetidas a 19 °C verificou-se uma sobrevivéncia inferior (22,05 £ 1,87 %) e uma
sobrevivéncia superior em larvas submetidas a 16 °C (32,19 * 10,60%), apesar de néo

serem verificadas diferencas significativas entre os valores (figura 32B e anexo II).

3.3.2.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

S. aurata - Ensaio Temperatura Fria (TFA)
Oh - 12 amostragem Apés 24h - 16°C- 100%N Ap6s 48h - 16°C - 0DAE Apé6s 72h - 16°C- 1DAE Apés 96h - 16°C - 2DAE Apés 122h - 16°C - 3DAE
2h apds recolha, 100% N

Apés 27h30 - 19°C - ODAE Apds 48h - 19°C- 1DAE Apés 72h - 19°C- 2DAE Apés 96h - 19°C- 3DAE Apés 122h - 19°C - 4DAE

Figura 33: (Ensaio “TFA”) Desenvolvimento embrionario e larvar em S. aurata. Incubacéo a 18,3
°C (£ 0,6) e 16,1 °C (+ 0,8). Ovos colocados e condicionados no sistema experimental 2 h apés
recolha do coletor. Ecloséo ap6s 27 h e 30 min e abertura da boca ap6s 96 h nas larvas submetidas
a 19 °C. Ecloséo apds 45 h e 30 min e abertura da boca apds 122 h nas larvas submetidas a 16 °C.
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Na figura 33 pode observar-se as caracteristicas morfologicas de exemplares de larvas
de S. aurata submetidas a diferentes temperaturas. Na figura 34 e tabela 7 do anexo |l
pode analisar-se a evolugcdo das suas varidveis morfométricas, através das curvas de
crescimento e de deplecao das reservas lipidicas e através da respetiva analise descritiva.

Apo6s 27 h e 30 min de incubacao, todas as larvas submetidas a 19 °C ja& estavam
eclodidas (figura 33c), ao contrario das submetidas a 16 °C que se encontravam ainda em
fase de néurula (figura 33b), eclodindo apenas 45 h e 30 min apds incubacéo (figura 33d).
Com 0 DAE verificou-se um comprimento standard significativamente superior nas larvas
submetidas a 16 °C (3,03 £ 0,20 mm), em relacao as submetidas a 19 °C (2,92 + 0,11 mm)
(p<0,01) (figura 34A e tabela 7). Inversamente, foram verificadas areas do saco vitelino
(1,89 + 0,26 mm?) e da gota lipidica (0,139 + 0,01 mm?) significativamente inferior nas
larvas submetidas a 16 °C, em relacdo as submetidas a 19 °C (p<0,01) (figura 34B/C e
tabela 7). Estas diferencas poderéo ser pelo facto das larvas submetidas a 16 °C eclodirem
18 h depois, havendo mais tempo para crescerem e gastarem as suas reservas lipidicas.

Um dia apés eclosao (1 DAE), péde observar-se um grande decréscimo na area do
saco vitelino, cerca de 47% em relacdo ao seu tamanho a ecloséo (figura 33e/f), que
coincidiu com maior crescimento dos individuos (figura 34A). Nao foram encontravas
diferencas significativas entre os comprimentos standard dos diferentes tratamentos
(p>0,05), devido ao maior crescimento das larvas submetidas a 19 °C (figura 34A e tabela
7). No que toca as reservas lipidicas, nao foram encontradas diferencas significativas entre
as areas do saco vitelino dos diferentes tratamentos (p>0,05) e foi hovamente verificada
uma area da gota lipidica significativamente inferior nas larvas submetidas a 16 °C (0,124
+ 0,01 mm?), em relacéo as submetidas a 19 °C (p<0,05) (figura 34B/C e tabela 7).

Dois dias ap0s eclosao (2 DAE), ndo foram encontradas diferencgas significativas entre
as variadveis morfométricas dos diferentes tratamentos (p>0,05) (figura 28 e tabela 15) e
com uma diferenca de 18 h de eclosdo, as larvas apresentam caracteristicas morfolégicas
semelhantes (figura 33g/h).

Apods 96 h e 122 h, 3 DAE, as larvas submetidas a 19 °C e 16 °C, respetivamente,
abriram a boca, os olhos estavam completamente pigmentados e ainda com saco vitelino
e gota lipidica (figura 33i/j). Verificando-se novamente médias de comprimentos standard
significativamente inferiores em larvas submetidas a 19 °C (3,49 + 0,16 mm) (p=0,00)
(figura 34A e tabela 7). Nao foram encontradas diferencas significativas entre as areas do
saco vitelino e gota lipidica dos diferentes tratamentos (p>0,05) (figura 34B/C e tabela 7).
Adicionalmente, 4 DAE, ap6s 122 h, as larvas submetidas a 19 °C particamente ndo

possuiam saco vitelino, apenas gota lipidica (figura 33Kk).
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Figura 34: Evolucéo das variaveis morfométricas, da ecloséo (0 DAE) a abertura da boca (3 DAE),
em larvas de S. aurata submetidas a diferentes temperaturas. A — Comprimento standard (mm).
B — Area do saco vitelino (mm?). C — Area da gota lipidica (mm?). Valores correspondentes a média
e letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

3.3.2.4 - Taxa de Crescimento e Peso Seco

Em larvas S. aurata ndo foram observadas diferencas significativas entre as taxas de
crescimento de larvas submetidas a diferentes temperaturas (p>0,05), apesar de uma
tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 16 °C (21,81 + 2,37%), em
relacdo as submetidas a 19 °C (18,88 * 1,38%) (anexo ).

Quando recolhidos, os ovos possuiam uma média aproximada de 58 mg de peso seco
por grama de ovos humidos e uma média de 1300 individuos. No que toca ao peso seco
larvar, ap0s incubacao a diferentes temperaturas, tanto a eclosédo como a abertura da boca,
ndo foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos (p>0,05). Tanto a
eclosdo como a abertura da boca foram encontrados valores superiores em larvas
submetidas a 16 °C. Adicionalmente, as larvas a abertura da boca apresentam pesos
inferiores aos da eclosao nas larvas submetidas a 16 °C e superiores em larvas submetidas

a 19 °C (anexo II).

3.3.2.5 - Acidos gordos

Na tabela 15 do Anexo IV pode observar-se a composicdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de S. aurata submetidas a diferentes temperaturas e respetiva analise
estatistica.

Com a excecdo do acido gordo 18:3w3 e da razdo w3/w6, todos os acidos gordos
apresentaram concentracdes significativamente superiores a eclosédo, em relagdo aos ovos

do pool inicial (p<0,02).
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A eclos&o, nos acidos gordos 14:0, 16:0 e 3 SFA, foram encontradas concentracdes
significativamente superiores em larvas submetidas a 19 °C, em relacdo as submetidas a
16 °C (p<0,05), sendo que, nos restantes acidos gordos, mesmo quando os valores ndo
foram significativamente diferentes, h4 uma tendéncia para valores superiores no controlo.
Sendo que, estas diferencas poderao ser pelo facto das larvas submetidas a 16 °C abrirem

a boca mais tarde e serem recolhidas apos terem consumido mais reservas lipidicas.

3.3.2.6 — Resumo

No presente ensaio, tal como descrito em Gracia-Lopez et al. 2004, a temperatura
parece afetar significativamente as taxas de eclosdo, existindo uma tendéncia para
eclosdes superiores em larvas submetidas a 19 °C em Sparus aurata.

No desenvolvimento, tal como esperado, larvas submetidas a 19 °C eclodiram 18 h
antes e abriram a boca 26 h antes das submetidas a 16 °C, tal como demostrado em
Gracia-Lopez et al. 2004, que sugere que o tempo de incubagdo sera inversamente
proporcional a temperatura, por isso larvas submetidas a temperaturas mais baixas
levaram mais tempo a eclodir.

Em relagcdo ao crescimento larvar, apdés um atraso de 18 h na eclosdo, as larvas
submetidas a 16 °C apresentaram comprimentos standard superiores e reservas com
valores inferiores as submetidas a 19 °C com a mesma idade, tendéncia que se manteve
ao longo da experiéncia no que toca ao comprimento, mas em relacdo as reservas, a partir
de 1 DAE néo foram encontradas diferencas entre os tratamentos. Factos comprovados
também em Gracia-Lopez et al. 2004, onde sdo relatados comprimentos larvares
superiores a temperaturas mais baixas, tendo uma relagéo inversa com o tamanho da gota
lipidica.

Adicionalmente, apesar de ndo existirem diferengcas significativas entre os
tratamentos, a taxa de crescimento parece ser superior em larvas submetidas a 16 °C,
contrariamente ao descrito em A. regius. No que toca ao peso seco parece existir uma
tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 16 °C, contrariamente ao
demonstrado em Fielder et al. 2005.

No que toca a composicao lipidica, parece existir uma tendéncia para valores
superiores em larvas submetidas a 19 °C, que podera ser justificado pelo facto das larvas
submetidas a 16 °C abrirem a boca mais tarde e serem recolhidas apds terem consumido
mais reservas lipidicas (Cejas et al. 2004).

Resumindo, apesar do tempo de incubacdo dos ovos a temperaturas mais baixas ser
superior (Imsland et al. 2018a) e o aumento da temperatura aumentar o crescimento e

absorcéo da reserva lipidica (Polo et al. 1991), todos os fatores tém de ser ponderados
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para a escolha adequada da temperatura de cultivo em larvas de Sparus aurata. Assim, tal
como demonstrado nos resultados acima descritos e em Fielder et al. 2005, a temperatura
de incubacdo possui um papel importante no efeito do crescimento e desenvolvimento
larvar, que poderd alterar dependendo da espécie em estudo. Apesar de Polo et al. 1991
ter retratado os 19 °C como uma temperatura 6tima para cultivo de dourada, varios estudos

tém ainda de ser realizados.

3.3.3 —Sargo - Diplodus sarqus

3.3.3.1 — Desenvolvimento Embrionéario

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da quadragésima oitava postura do
tanque de reprodutores 4 (R4), tihnham as seguintes carateristicas: aquando da recolha,
colocados no sistema e realizada a primeira amostragem encontravam-se em fase de
gastrulacao (figura 36a), com um didmetro médio de 1,00 + 0,01 mm e area média de 3,14
+ 0,09 mm?, a sua maioria apresentavam apenas uma gota lipidica, com uma area média
de 0,114 + 0,01 mm? (n=20).

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos ha primeira amostragem e dos ovos
nao eclodidos apds 24 h de incubacdo. Nao sendo encontradas diferencas significativas

entre as variaveis morfométricas das diferentes temperaturas (p>0,05).

3.3.3.2 —Taxas de Eclosdo e de Sobrevivéncia a Abertura da Boca

A B

80,00 80,00

60,00

60,00 l

40,00

—
_—
-

Taxa de Eclosdo (%)
Boca (%)

s
S
=}
S

20,00 20,00

Taxa de Sobrevivéncia a Abertura de

,00 .00
16°C 19°C 16°C 19°C

Ensaio "TFS" Ensaio "TFS"

Figura 35: (Ensaio “TFS”) Taxas de Eclosao (A) e Taxas de Sobrevivéncia a Abertura de Boca (B)
em larvas de D. sargus submetidas a diferentes temperaturas. Valores correspondentes a média +
desvio-padrdo. Nao existem diferencgas significativas entre tratamentos (p>0,05).

Em larvas de D. sargus, submetidas a diferentes temperaturas, verificou-se uma taxa
de eclosdo superior em larvas submetidas a 16 °C (59,79 + 9,26%), em relacdo as
submetidas a 19 °C (53,70 + 10,74%), apesar de nao serem verificadas diferencas

significativas entre os valores (p>0,05) (figura 35A e anexo Il). Relativamente a taxa de

Anaisa S. Cordeiro Silva 59



Efeito do fotoperiodo e da temperatura no desenvolvimento embrionario e larvar de diferentes espécies marinhas

sobrevivéncia a abertura da boca, larvas submetidas a 19 °C verificou-se uma
sobrevivéncia inferior (40,91 + 18,79%) e uma sobrevivéncia superior em larvas
submetidas a 16 °C (49,76 = 12,00%), apesar de ndo serem verificadas novamente

diferengas significativas entre os valores (figura 35B e anexo ).

3.3.3.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

D. sargus - Ensaio Temperatura Fria (TFS)
Oh - 12 amostragem Apés 24h - 16°C- 100%N Ap6s 48h - 16°C- O0DAE Apés 72h - 16°C- 1DAE Ap6s 96h - 16°C- 2DAE Ap6s 120h - 16°C - 3DAE
1h30 apds recolha, 100% G

Apés 24h - 19°C Apés 48h - 19°C - ODAE Apés 72h - 19°C- 1DAE Apés 96h - 19°C - 2DAE Apés 120h - 19°C - 3DAE

Figura 36: (Ensaio “TFS”) Desenvolvimento embrionario e larvar em D. sargus. Incubagdo a 19,6
°C (£ 0,6) e 16,5 °C (+ 0,8). Ovos colocados e condicionados no sistema experimental 1 h e 30 min
apos recolha do coletor. Apos 24 h iniciou-se a ecloséo e abertura da boca apés 72h nas larvas
submetidas a 19 °C. Eclosao apés 48 h e abertura da boca ap6s 120 h nas larvas submetidas a 16
°C.

Na figura 36 pode observar-se as caracteristicas morfolégicas de exemplares de larvas
de D. sargus submetidas a diferentes temperaturas. Na figura 37 e tabela 9 do anexo llI
pode analisar-se a evolucao das suas variaveis morfométricas, através das curvas de
crescimento e de deplecao das reservas lipidicas e através da respetiva analise descritiva.

Apos 24 h de incubacéo deu-se inicio & ecloséo das larvas submetidas a 19 °C (figura
36¢) e apls 44 h todas a larvas estavam eclodidas, 0 DAE (figura 36e). Paralelamente,
apos 24 h de incubacao, as submetidas a 16 °C ainda se encontravam em fase de néurula
(figura 36b), eclodindo apenas apds 48 h, na segunda amostragem (0 DAE) (figura 36d).
Com 0 DAE verificou-se um comprimento standard significativamente superior nas larvas
submetidas a 19 °C (3,22 £ 0,15 mm), em relacdo as submetidas a 16 °C (2,88 + 0,13 mm)
(p=0,00) (figura 37A e tabela 9). Inversamente, foram verificadas areas do saco vitelino
(1,21 £ 0,26 mm?) e da gota lipidica (0,095 + 0,01 mm?) significativamente inferior nas
larvas submetidas a 19 °C, em relagdo as submetidas a 16 °C (p=0,00) (figura 37B/C e
tabela 9). Estas diferencas poderdo ser pelo facto das larvas submetidas a 19 °C
comecgarem a eclosdo mais cedo, havendo mais tempo para crescerem e gastarem as suas
reservas lipidicas.

Apos 72 h, 1 DAE, pdde observar-se um grande decréscimo na area do saco vitelino,

mais acentuado em larvas submetidas a 19 °C, cerca de 81% em relacdo ao seu tamanho
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a ecloséo (figura 36g). Paralelamente, as larvas submetidas a 19 °C abriram a boca, os
olhos estavam completamente pigmentados e ainda tinham saco vitelino e gota lipidica.
Foi verificado um comprimento standard significativamente superior nas larvas submetidas
a 19 °C (3,46 + 0,13 mm), em relagdo as submetidas a 16 °C (3,35 + 0,15 mm) (p=0,00)
(figura 37A e tabela 9). No que toca as reservas lipidicas, foi novamente verificada uma
area do saco vitelino (1,46 + 0,29 mm?) e uma area da gota lipidica (0,097 + 0,01 mm?)
significativamente superior em larvas submetidas a 16 °C, em relacédo as submetidas a 19
°C (p=0,00) (figura 37B/C e tabela 9).

Dois dias apés eclosédo (2 DAE), as larvas submetidas a 16 °C continuaram o seu
crescimento normal (figura 37A e figura 36h), enquanto que as submetidas a 19 °C
estagnaram o seu crescimento e particamente extinguiram as sua reservas lipidicas (figura
37 e figura 36i), alterando a tendéncia para comprimentos standard significativamente
superiores em larvas submetidas a 16 °C (3,64 £ 0,09 mm) (p=0,00) (figura 37A e tabela9).

Ap6s 120 h, 3 DAE, as larvas submetidas a 16 °C finalmente abriram a boca, os olhos
estavam completamente pigmentados e ainda com saco vitelino e gota lipidica (figura 36j).
Verificando-se novamente médias de comprimentos standard significativamente superiores
em larvas submetidas a 16 °C (3,66 = 0,15 mm) (p=0,00) (figura 37A e tabela 9), tal como
areas do saco vitelino e gota lipidica (p<0,01) (figura 37B/C e tabela 9).
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Figura 37: Evolucédo das variaveis morfométricas, da ecloséo (0 DAE) a abertura da boca (1/3 DAE),
em larvas de D. sargus submetidas a diferentes temperaturas. A — Comprimento standard (mm).
B — Area do saco vitelino (mm?). C — Area da gota lipidica (mm?). Valores correspondentes a média
e letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

3.3.3.4 - Taxa de Crescimento e Peso Seco

Em larvas D. sargus nao foram observadas diferencas significativas entre as taxas de
crescimento de larvas submetidas a diferentes temperaturas (p>0,05), apesar de uma
tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 16 °C (26,03 + 2,25%), em
relacdo as submetidas a 19 °C (24,03 + 5,21%) (anexo ).
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Quando recolhidos, os ovos possuiam uma média aproximada de 59 mg de peso seco
por grama de ovos humidos e uma média de 1300 individuos. No que toca ao peso seco
larvar, ap0s incubacao a diferentes temperaturas, tanto & eclosédo como a abertura da boca,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05). A eclos&o
foram encontrados valores superiores em larvas submetidas a 19 °C enquanto que a
abertura da boca a tendéncia inverteu-se, encontrando-se valores superiores em larvas
submetidas a 16 °C. Adicionalmente, as larvas a abertura da boca apresentam pesos
inferiores aos da eclosao nas larvas submetidas a 19 °C e superiores em larvas submetidas
a 16 °C (anexo II).

3.3.3.5 - Acidos gordos

Na tabela 16 do Anexo IV pode observar-se a composi¢cdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de D. sargus submetidas a diferentes temperaturas e respetiva analise
estatistica.

Quando relacionados os valores dos ovos, das larvas a ecloséo e a abertura de boca,
na maioria dos acidos gordos, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
valores (p>0,05).

A ecloséo, foi verificada uma tendéncia para concentracées inferiores a 19 °C, apesar
de ndo serem encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05). A
abertura da boca, nos &cidos gordos 14:0 e Outros Pufa, foram observadas concentragcfes
significativamente superiores em larvas submetidas a 19 °C, em relagédo as submetidas a
16 °C (p<0,05). Sendo que, nos restantes acidos gordos, mesmo quando os valores ndo

foram significativamente diferentes, ha uma tendéncia para valores superiores no controlo.
3.3.3.6 —= Resumo

No presente ensaio, apesar do descrito em Gracia-Lopez et al. 2004 que sugere que
a temperatura parece afetar significativamente as taxas de eclosdo, em Diplodus sargus
nao foram encontradas diferencas significativas entre as taxas de ecloséo e de abertura da
boca em larvas submetidas a diferentes temperaturas, existindo apenas uma tendéncia
para valores superiores em larvas submetidas a 16 °C.

No desenvolvimento, tal como esperado, larvas submetidas a 19 °C comegaram a
eclosdo 24 h antes e abriram a boca 50 h antes das submetidas a 16 °C, tal como
demostrado em Gracia-Lopez et al. 2004, que sugere que o tempo de incubacéo sera
inversamente proporcional a temperatura, por isso larvas submetidas a temperaturas mais

baixas levaram mais tempo a eclodir.
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Em relagdo ao crescimento larvar, ap6és um atraso de 24 h na eclosdo, as larvas
submetidas a 16 °C apresentaram comprimentos standard inferiores e reservas com
valores superiores as submetidas a 19 °C com a mesma idade. Esta tendéncia manteve-
se ao longo da experiéncia no que toca as reservas, mas em relacdo aos comprimentos, a
partir de 1 DAE, devido a estagnacao do crescimento nas larvas submetidas a 19 °C, foram
verificados comprimentos superiores a 16 °C. Factos comprovados também em Gracia-
Lopez et al. 2004, onde sao relatados comprimentos larvares superiores a temperaturas
mais baixas, tendo uma relacdo inversa com o tamanho da gota lipidica.

Adicionalmente, apesar de ndo existirem diferengcas significativas entre os
tratamentos, a taxa de crescimento parece ser superior em larvas submetidas a 16 °C,
contrariamente ao descrito em Polo et al. 1991.

No que toca a composicao lipidica, contrariamente ao descrito nos ensaios anteriores
e esperado em Cejas et al. 2004, néo parece existir uma tendéncia para valores superiores
ou inferiores dependendo da idade larvar. Parece ainda existir, a abertura da boca, uma
tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 19 °C, que podera ser justificado
pelo facto das larvas submetidas a 16 °C abrirem a boca mais tarde e serem recolhidas
apos terem consumido mais reservas lipidicas (Cejas et al. 2004).

Resumindo, apesar do tempo de incubacdo dos ovos a temperaturas mais baixas ser
superior (Imsland et al. 2018a) todos os fatores tém de ser ponderados para a escolha

adequada da temperatura de cultivo em larvas de Diplodus sargus.

3.4 — Temperatura Quente

3.4.1 — Corvina - Argyrosomus reqgius

3.4.1.1 — Desenvolvimento Embrionério

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da quarta postura do tanque de
reprodutores 8 (R8), tinham as seguintes carateristicas: aquando da recolha encontravam-
se em fase de gastrulagdo e passada 1 h e 30 min, quando colocados no sistema e
realizada a primeira amostragem, encontravam-se em iniciacao a fase de néurula (figura
39a). Com um diametro médio de 0,99 + 0,02 mm e area média de 3,09 = 0,11 mm?, a sua
maioria apresentavam apenas uma gota lipidica, com uma area média de 0,187 + 0,05
mm? (n=20).

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos na primeira amostragem e dos ovos
ndo eclodidos apés 24 h de incubacao, referentes ao tratamento de 19 °C. N&do sendo
encontradas diferencas significativas entre as variaveis morfométricas das diferentes

temperaturas (p>0,05).
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3.4.1.2 — Taxas de Eclosédo e de Sobrevivéncia a Abertura da Boca
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Figura 38: (Ensaio “TQR”) Taxas de Eclosdo (A) e Taxas de Sobrevivéncia & Abertura de Boca
(B) em larvas de A. regius submetidas a diferentes Temperaturas. Valores correspondentes a média
+ desvio-padrdo. N&o existem diferencas significativas entre tratamentos (p>0,05).

Em larvas de A. regius submetidas a diferentes temperaturas, apesar de ndo serem
encontradas diferencas significativas entre os valores (p>0,05), verificaram-se valores
superiores de eclosédo (78,99 = 10,16%) e sobrevivéncia a abertura da boca (75,56 *
21,89%) em larvas submetidas a 22 °C, em relagdo as submetidas a 19 °C (figura 38 e

anexo ).

3.4.1.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

A. regius - Ensaio Temperatura Quente (TQR)
Oh - 12 amostragem Apés 26h30 - 19°C - ODAE Ap6s 48h - 19°C- 1DAE Apés 72h - 19°C- 2DAE Apés 96h - 19°C - 3DAE
1h30 apos recolha, 100%N

Apés 22h - 22°C- ODAE Apés 48h - 22°C- 1DAE Apés 72h - 22°C- 2DAE Apés 96h - 22°C - 3DAE

Figura 39: (Ensaio “TQR”) Desenvolvimento embriondrio e larvar em A. regius. Incubacéo a 18,6
°C (£ 0,5) e 21,4 °C (= 0,6). Ovos colocados e condicionados no sistema experimental 1 h e 30 min
apos recolha do coletor. Eclosédo apés 26 h e 30 min e abertura da boca apés 96 h nas larvas
submetidas a 19 °C. Eclosao apds 22 h e abertura da boca ap6s 72 h nas larvas submetidas a 22
°C.

Na figura 39 pode observar-se as caracteristicas morfolégicas de exemplares de larvas
de A. regius submetidas a diferentes temperaturas. Na figura 40 e tabela 6 do anexo llI
pode analisar-se a evolucdo das suas variaveis morfométricas, através das curvas de

crescimento e de deplecao das reservas lipidicas e através da respetiva analise descritiva.
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Apo6s 22 h e 26 h e 30 min de incubagéo, todas as larvas submetidas a 22 °C e 19°C,
respetivamente, estavam eclodidas (figura 39b/c). Com 0 DAE verificou-se um
comprimento standard significativamente superior nas larvas submetidas a 22 °C (2,55 +
0,11 mm), em relagdo as submetidas a 19 °C (2,31 £ 0,12 mm) (p=0,00) (figura 40A e tabela
6). Inversamente, foi verificada uma area do saco vitelino significativamente inferior nas
larvas submetidas 22 °C (1,78 + 0,26 mm?), em relagdo as submetidas a 19 °C (2,48 + 0,31
mm?) (p=0,00) (figura 40B e tabela 6). Ndo foram encontradas diferencas significativas as
areas da gota lipidica dos diferentes tratamentos (p>0,05). Estas diferencas poderdo ser
pelo facto das larvas submetidas a 22 °C, apesar de eclodirem no mesmo dia, terem um
crescimento acelerado pelo aumento da temperatura e gastarem as suas reservas lipidicas
mais depressa.

Um dia ap6s eclosao (1 DAE), pdde observar-se um grande decréscimo na area do
saco vitelino, cerca de 70% em relagdo ao seu tamanho a ecloséo (figura 39d/e), que
coincidiu com maior crescimento dos individuos (figura 40A). Apesar do maior crescimento
das larvas submetidas a 19 °C, continuou-se a verificar comprimentos standard
significativamente superiores em larvas submetidas a 22 °C (3,09 £ 0,1 mm), em relagéo
as submetidas a 19 °C (2,97 £ 0,12 mm) (p=0,00) (figura 40A e tabela 6). No que toca as
reservas lipidicas, foi verificada uma area do saco vitelino (1,05 + 0,14 mm?) e uma area
da gota lipidica (0,176 + 0,02 mm?) significativamente superior em larvas submetidas a 19
°C (p=0,00) (figura 40B/C e tabela 6).

Dois dias apos eclosao (2 DAE), houve uma alteracao na tendéncia dos valores, sendo
verificado um comprimento standard significativamente superior nas larvas submetidas a
19 °C (3,20 + 0,12 mm), em relagéo as submetidas a 22 °C, que sofreram uma paragem
no crescimento (3,10 = 0,11 mm) (p=0,00) (figura 40A e tabela 6). Neste momento, apds
72 h, as larvas submetidas a 22 °C abriram a boca e olhos estavam completamente
pigmentados. Os sacos vitelinos continuaram a diminuir (figura 39f/g), verificando-se areas
do saco vitelino (0,15 + 0,02 mm?) e da gota lipidica (0,058 = 0,01 mm?) significativamente
inferiores nas larvas submetidas a 22 °C, em relacdo as de 19 °C (p=0,00) (figura 40B/C e
tabela 6).

Apos 96 h, 3 DAE, as larvas submetidas a 19 °C abriram a boca, os olhos estavam
completamente pigmentados e ainda com saco vitelino e gota lipidica (figura 39h). Nao
foram encontravas diferencgas significativas entre os comprimentos standard dos diferentes
tratamentos (p>0,05). Com o maior crescimento das larvas submetidas a 19 °C, continuou-
se a verificar valores inferiores em larvas submetidas a 22 °C e uma estagnacéo no seu
crescimento, que podera ser justificada pela falta de alimento exdégeno no fim das suas

reservas lipidicas (figura 40A e figura 39i). Verificaram-se areas do saco vitelino (0,16 +
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0,02 mm?) e da gota lipidica (0,057 + 0,01 mm?) significativamente superiores nas larvas
submetidas a 19 °C, em relacéo as de 22 °C (p=0,00) (figura 40B/C e tabela 6).
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Figura 40: Evolucédo das variaveis morfométricas, da ecloséo (0 DAE) a abertura da boca (2/3 DAE),
em larvas de A. regius submetidas a diferentes temperaturas. A — Comprimento standard (mm).
B — Area do saco vitelino (mm?). C — Area da gota lipidica (mm?). Valores correspondentes a média
e letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

3.4.1.4 — Taxa de Crescimento e Peso Seco

Em larvas A. regius ndo foram observadas diferencas significativas entre as taxas de
crescimento de larvas submetidas a diferentes temperaturas (p>0,05), apesar de uma
tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 19 °C (30,57 £ 1,27%), em
relacdo as submetidas a 22 °C (27,31 + 1,84%) (anexo ).

No que toca ao peso seco larvar, apés incubacao a diferentes temperaturas, tanto a
eclosdo como a abertura da boca, ndo foram encontradas diferengas significativas entre
os tratamentos (p>0,05), as larvas a abertura da boca apresentam pesos superiores aos

da ecloséo, encontrando-se valores superiores em larvas submetidas a 22 °C (anexo ).
3.4.1.5 — Acidos gordos

Na tabela 17 do Anexo IV pode observar-se a composi¢cdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de A. regius submetidas a diferentes temperaturas e respetiva analise estatistica.

Com a excegao da razao w3/w6, todos os acidos gordos apresentaram concentragoes
significativamente superiores a eclosdo, em relacdo aos ovos do pool inicial (p=0.00).
Adicionalmente, a excegao dos acidos gordos 18:0 e 20:4w6 ARA, em larvas a abertura da
boca foram encontradas concentragdes significativamente inferiores de acidos gordos, em
relacdo as da eclosao (p=0,00).

A eclosdo, na maioria dos é&cidos gordos, foram encontradas concentracdes

significativamente superiores em larvas submetidas a 22 °C, em relacdo as submetidas a
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19 °C (p<0,05), sendo que, mesmo quando os valores ndo foram significativamente
diferentes, ha uma tendéncia para valores inferiores no controlo. A abertura da boca nos
acidos gordos 16:0, 18:0, > SFA, 20:4w6 ARA, 22:6w3 DHA, Y w3 e na razido w3/w6,
foram observadas concentraces significativamente superiores em larvas submetidas a 22
°C, em relacédo as submetidas a 19 °C (p<0,05). Nos restantes acidos gordos, mesmo
guando os valores néo foram significativamente diferentes, ha uma tendéncia para valores
inferiores no controlo. Sendo que, estas diferencas poderdo ser pelo facto das larvas
submetidas a 19 °C abrirem a boca mais tarde e serem recolhidas apés terem consumido

mais reservas lipidicas.

3.4.1.6 — Resumo

No presente ensaio, apesar do descrito em Gracia-Lopez et al. 2004 que sugere que
a temperatura parece afetar significativamente as taxas de ecloséo, nao foram encontradas
diferencas significativas entre as taxas de ecloséo e a abertura da boca, em Argyrosomus
regius, existindo apenas uma tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a
22 °C.

No desenvolvimento, tal como esperado, larvas submetidas a 22 °C eclodiram 4 h e
30 min antes e abriram a boca 24 h antes das submetidas a 19 °C, tal como demostrado
em Gracia-Lopez et al. 2004, que sugere que o tempo de incubacdo sera inversamente
proporcional & temperatura, por isso larvas submetidas a temperaturas mais elevadas
levaram menos tempo a eclodir.

Em relacdo ao crescimento larvar, apds um atraso de apenas 4 h e 30 min na ecloséo,
as larvas submetidas a 19 °C apresentaram comprimentos standard inferiores e reservas
com valores superiores as submetidas a 22 °C com a mesma idade. Esta tendéncia
manteve-se ao longo da experiéncia no que toca as reservas, mas em relagdo aos
comprimentos, a partir de 1 DAE, devido a estagnagdo no crescimento das larvas
submetidas a 22 °C, foram verificados comprimentos superiores a 19 °C. Factos
comprovados também em Gracia-Lépez et al. 2004, onde sao relatados crescimentos
superiores a temperaturas mais elevadas, tendo uma relagdo inversa com o tamanho da
gota lipidica.

Adicionalmente, apesar de ndo existirem diferencas significativas entre os
tratamentos, a taxa de crescimento parece ser superior em larvas submetidas a 19 °C,
contrariamente ao descrito em Polo et al. 1991, que sugere maiores crescimentos com o
aumento da temperatura. No que toca ao peso seco parece existir uma tendéncia para
valores superiores em larvas submetidas a 22 °C, como demonstrado em Fielder et al.

2005, que sugere pesos superiores em larvas sumetidas a temperaturas mais altas.
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No gque toca a composicéo lipidica, foram verificadas concentracdes significativamente
inferiores nas larvas a abertura da boca, como descrito nos ensaios anteriores e em Abi-
Ayad et al. 2000 e Cejas et al. 2004. Parece ainda existir, tanto a eclosao como a abertura
da boca, uma tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 22 °C, que podera
ser justificado pelo facto das larvas submetidas a 19 °C eclodirem e abrirem a boca mais
tarde e serem recolhidas ap6s terem consumido mais reservas lipidicas (Cejas et al. 2004).

Resumindo, apesar do atraso no tempo de incubac¢do dos ovos a temperaturas mais
baixas (Imsland et al. 2018a), todos os fatores tém de ser ponderados para a escolha
adequada da temperatura de cultivo em larvas de Argyrosomus regius, ja que temperaturas
mais elevadas, apesar da rapidez na ecloséo, poderéo levar a malformacdes (Imsland et
al. 2018a). Assim, tal como demonstrado nos resultados acima descritos e em Fielder et
al. 2005, a temperatura de incubacédo possui um papel importante no efeito do crescimento

e desenvolvimento larvar, que poderd alterar dependendo da espécie em estudo.

3.4.2 — Dourada - Sparus aurata

3.4.2.1 — Desenvolvimento Embrionéario

Os ovos utilizados neste ensaio, provenientes da ducentésima nona postura do
tanque de reprodutores 1 (R1), tinham as seguintes carateristicas: aquando da recolha
encontravam-se em fase de gastrulagéo e passadas 2 h, quando colocados no sistema e
realizada a primeira amostragem, ja se encontravam em fase de néurula, marcada com o
aparecimento do escudo embrionério (figura 42a). Com um didmetro médio de 1,01 + 0,03
mm e area média de 3,22 + 0,19 mm?, a sua maioria apresentavam apenas uma gota
lipidica, com uma area média de 0,156 + 0,02 mm? (n=20).

No anexo | pode analisar-se a biometria dos ovos na primeira amostragem e dos ovos
ndo eclodidos apos 24 h de incubacao, referentes ao tratamento de 19 °C. Foi verificada
uma area da gota lipidica significativamente inferior nos ovos, passadas 24 h de incubacgéo
a 19 °C (0,145 + 0,02 mm?), em relacdo aos da recolha (p<0,04).
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3.4.2.2 — Taxas de Ecloséao
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Figura 41: (Ensaio “TQA”) Taxas de Eclosdo em larvas de S. aurata submetidas a diferentes
temperaturas. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. N&o existem diferencas
significativas entre tratamentos (p>0,05).

Em larvas de S. aurata, submetidas a diferentes temperaturas, verificou-se uma taxa
de eclosao superior em larvas submetidas a 19 °C (41,22 + 1,35%), em relacao as
submetidas a 22 °C (36,89 + 4,23%), apesar de ndo serem verificadas taxas de eclosao
significativamente diferentes entre os tratamentos (p>0,05) (figura 41 e anexo Il). Sendo
gue, valores tdo baixos de eclosdo poderdo ser justificados pela baixa viabilidade da

postura (66%) e pelo fim da época de reproducao (junho 2016).

3.4.2.3 — Desenvolvimento Larvar e Biometria

S. aurata - Ensaio Temperatura Quente (TQA) |
Apés 28h - 19°C- ODAE

Oh - 12 amostragem
2h00 apos recolha, 100%N

Apés 24h - 22°C- ODAE

Figura 42: (Ensaio “TQA”) Desenvolvimento embrionario e larvar em S. aurata. Incubagao a 18.7
°C (x 0,1) e 21.4 °C (x 0,1). Ovos colocados e condicionados no sistema experimental 2 h apos
recolha do coletor. Eclosdo ap6s 28 h nas larvas submetidas a 19 °C e ap6s 24 h nas larvas
submetidas a 22 °C.

Na figura 42 pode observar-se as caracteristicas morfolégicas de exemplares de larvas
de S. aurata submetidas a diferentes temperaturas. Na tabela 7 do anexo Ill pode observar-

se a analise descritiva das variaveis morfométricas a eclosao.
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Ap6s 24 h e 28 h de incubagédo todas as larvas submetidas a 22 °C e 19 °C,
respetivamente, estavam eclodidas (figura 42b/c). Com 0 DAE verificou-se um
comprimento standard significativamente superior nas larvas submetidas a 22 °C (2,85 +
0,12 mm), em relacdo as submetidas a 19 °C (2,69 + 0,12 mm) (p=0,00) (tabela 7).
Inversamente, foi verificada uma area do saco vitelino significativamente inferior nas larvas
submetidas 22 °C (1,99 + 0,26 mm?), em relacéo as submetidas a 19 °C (2,18 + 0,30 mm?)
(p=0,00) (tabela 7). Nao foram encontradas diferencas significativas as areas da gota
lipidica dos diferentes tratamentos (p>0,05). Estas diferencas poderéo ser pelo facto das
larvas submetidas a 22 °C, apesar de eclodirem no mesmo dia, terem um crescimento
acelerado pelo aumento da temperatura e gastarem as suas reservas lipidicas mais

depressa.
3.4.2.4 — Peso Seco

Quando recolhidos, 0s ovos possuiam uma média aproximada de 74 mg de peso seco
por grama de ovos humidos e uma média de 1540 individuos. No que toca ao peso seco
larvar, apo0s incubacgdo a diferentes temperaturas, ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os tratamentos, apesar de ser verificar um peso seco superior em larvas
submetidas a 22 °C (0,158 + 0,06 mg por 5 larvas), o que coincide com comprimentos

standard superiores (anexo II).

3.4.2.5 - Acidos gordos

Na tabela 18 do Anexo IV pode observar-se a composi¢cdo em acidos gordos (mg/g)
em larvas de S. aurata submetidas a diferentes temperaturas e respetiva analise
estatistica.

Com a excegao da razao w3/w6, todos os acidos gordos apresentaram concentragdes
significativamente superiores a eclosdo, em relagdo aos ovos do pool inicial (p=0,00). A
eclosdo ndo foram encontradas diferencas significativas, entre as concentracbes dos

diferentes acidos gordos, nos diferentes tratamentos (p>0,05).
3.4.2.6 — Resumo

No presente ensaio, apesar do descrito em Gracia-Lopez et al. 2004 que sugere que
a temperatura parece afetar significativamente as taxas de ecloséo, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as taxas de eclosdo, em Sparus aurata, existindo apenas

uma tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 19 °C.
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No desenvolvimento, tal como esperado, larvas submetidas a 22 °C eclodiram 4 h
antes das submetidas a 19 °C, tal como demostrado em Gracia-Lopez et al. 2004, que
sugere que o tempo de incubacao sera inversamente proporcional a temperatura, por isso
larvas submetidas a temperaturas mais elevadas levaram menos tempo a eclodir.

Em relacdo ao crescimento larvar, a eclosdo as larvas submetidas a 22 °C
apresentaram comprimentos standard superiores e reservas com valores inferiores as
submetidas a 19 °C, tal como demonstrado em Gracia-L6épez et al. 2004, onde sao
relatados crescimentos superiores a temperaturas mais elevadas, tendo uma relacéo
inversa com o tamanho da gota lipidica.

No que toca ao peso seco parece existir uma tendéncia para valores superiores em
larvas submetidas a 22 °C, como demonstrado em Fielder et al. 2005, que sugere pesos
superiores em larvas sumetidas a temperaturas mais altas.

Resumindo, apesar do tempo de incubag&do dos ovos a temperaturas mais altas ser
inferior (Imsland et al. 2018a) e como descrito em Georgakopoulou et al. 2010, o0 aumento
da temperatura pode levar a aumentos nas taxas de crescimento, todos os fatores tém de
ser ponderados para a escolha adequada da temperatura de cultivo em larvas de Sparus
aurata, ja que relatadas, taxas mais elevadas de deformacfes na barbatana dorsal em

larvas submetidas cultivos de 22 °C (Georgakopoulou et al. 2010).

3.5 - Discusséao (Temperaturas)

Estudos anteriores com varias espécies marinhas tém demonstrado os efeitos da
temperatura nas taxas de eclosdo, no crescimento, na mortalidade larvar (Gracia-Lopez et
al. 2004; Hart et al. 1996) e no desenvolvimento larvar, nomeadamente no tamanho a
ecloséo e na eficacia do consumo das reservas (Blaxter 1988; Fielder et al. 2005). Sendo
gue, a alteracdo de temperaturas, especialmente em espécies ectotérmicos, continua a ser
uma das forma de alterar o desenvolvimento embrionario e larval numa escala comercial,
podendo ser uma ferramenta para aceleragédo ou atraso de lotes em Maternidades (Thépot
and Jerry 2015). Contudo, estas alteracdes tém de ser feitas de forma cautelosa e,
dependendo da espécie em causa, tém de ser utilizados escalas de temperaturas tipicas,
ndo sé no cultivo larvar como em lotes de reprodutores, pois, tal como foi demonstrado em
Sparus aurata em Camus and Koutsikopoulos 1984 e Hubbs and Bryan 1974, a
temperatura a que os reprodutores sao submetidos podera influenciar a temperatura 6tima
do cultivo das respetivas larvas (Gracia-Lopez et al. 2004; Thépot and Jerry 2015).

No presente estudo, apesar do referido em Gracia-Lépez et al. 2004, apenas em S.

aurata foram encontradas taxas de eclosdo significativamente diferentes em diferentes
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temperaturas. Mas no que toca ao tempo de desenvolvimento embrionario e larvar, em
todas as espécies, confirmando o descrito em Gracia-Lépez et al. 2004, incubacdes a
temperaturas superiores reduziram o tempo que as larvas levam até ao inicio da sua
eclosdo e o tempo entre a eclosdo, a abertura da boca e a deplecao das reservas lipidicas.

Em relacao as variaveis morfométricas, quando submetidas temperaturas de 16 ou 19
°C, tanto corvinas como douradas, 0 DAE apresentaram comprimentos standard superiores
guando submetidas a 16 °C, que podera estar relacionado com o atraso na ecloséo,
mantendo-se os valores superiores durante todo o ensaio, tal como verificado em Gracia-
Lépez et al. 2004. Sargos submetidos a 16 ou 19 °C e corvinas e douradas submetidas a
19 ou 22 °C, 0 DAE apresentam valores superiores em temperaturas superiores, 19 e 22
°C, respetivamente. Porém, apos 1 DAE esta tendéncia é alterada pela estagnacado ou
diminuicdo do crescimento das larvas submetidas a temperaturas superiores, facto que
podera ser justificado pela maior deplegéo das reservas, uma vez que em todos 0s ensaios
foram verificadas reservas lipidicas tendencialmente inferiores em larvas submetidas a
temperaturas mais elevadas.

Na composicao dos acidos gordos, tal como seria de esperar e descrito em Abi-Ayad
et al. 2000 e Cejas et al. 2004, a excecao do ensaio TFS, em todos 0s ensaios e na maioria
dos éacidos gordos foram encontrados valores significativamente inferiores em larvas a
abertura da boca, que poderd ser justificado pela deplecdo das reservas enddgenas.
Quando verificadas diferencas entre tratamentos, foram observados valores superiores de
composicdo em acidos gordos em temperaturas mais elevadas, como é o caso das
douradas submetidos a 16 ou 19 °C e corvinas submetidas a 19 ou 22 °C.

Relacionado o desenvolvimento larvar entre espécies, em todos os ensaios quando
submetidas a 16 ou 19 °C as larvas atrasaram a eclos&o cerca de 1 dia (18 a 24 h). A
abertura da boca ocorreu um atraso de mais 1 dia (26 h) no caso de S. aurata, ou mais 2
dias (48 a 50 h) em A. regius e D. sargus. Porém no caso de larvas submetidas a 19 ou 22
°C, apenas foi atrasada a eclosdo em cerca de 4 h.

Apesar dos estudos acima mencionados trazerem novas informacfes e novas
espécies, para o estudo da influéncia da manipulacao de temperaturas no desenvolvimento
larvar serdo necessarios futuros estudos, principalmente em espécies produzidas em
aquaculturas mediterraneas, para melhoramento na sobrevivéncia, no crescimento larvar

e na reducéo de deformacdes em producgdes larvares.
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Capitulo 4 — Concluséo e consideracdes finais

Baseado nos resultados destes ensaios, € possivel verificar que tanto o fotoperiodo
como a temperatura influenciam de alguma forma o desenvolvimento embrionario e larvar
das diferentes espécies marinhas em estudo: Argyrosomus regius, Sparus aurata, Solea
senegalensis, Diplodus sargus.

Em corvina, tanto as alteracbes de fotoperiodos como as de temperaturas nao
pareceram influenciar as taxas de ecloséo e de sobrevivéncia a abertura da boca, as taxas
de crescimento e o0 peso seco larvar, ja que nao foram encontradas diferencas significativas
entre tratamentos.

Comparados os resultados dos restantes parametros avaliados, quando utilizado um
fotoperiodo de OL:24D os ovos apresentaram didmetros significativamente superiores.
Apesar de 0 DAE as larvas submetidas a 24L:0D apresentaram comprimentos standard
significativamente superiores, no momento da abertura da boca o fotoperiodo parece néo
influenciar o tamanho das larvas, bem como a sua utilizagéo das reservas lipidicas. No que
toca a composicdo em acidos gordos, a abertura da boca foram encontrados valores
significativamente inferiores em larvas submetidas a 24L:0D, o que pode indicar a sua
utilizacdo como fonte de energia e alteracdo da qualidade larvar no inicio do cultivo, facto
gue so pode ser constatado em cultivos larvares mais prolongados. Aparentemente pode
ser mais interessante utilizar fotoperiodos de 0L:24D em larvas de A. regius, jA que ao
haver uma maior conservacao dos acidos gordos essenciais, a abertura da boca em
principio as larvas estardo mais preparadas para o inicio da alimentacdo exogena.

Com o aumento da temperatura de cultivo, as larvas levaram menos tempo a eclodirem
e a abrirem a boca. Apesar do atraso na eclosao, quando comparadas a mesma idade,
larvas submetidas a 16 °C apresentaram comprimentos standard significativamente, mas
guando comparadas no momento de abertura da boca, larvas submetidas a 19 °C
apresentaram valores superiores de reservas lipidicas. Apesar de 0 DAE as larvas
submetidas a 22 °C apresentarem comprimentos standard significativamente superiores as
submetidas a 19 °C, no momento da abertura da boca o aumento da temperatura parece
ndo influenciar o tamanho das larvas, mas apenas as reservas lipidicas, apresentando
valores superiores em larvas submetidas a 19 °C. Aparentemente pode ser mais
interessante utilizar uma temperatura aproximada de 19 °C em larvas de A. regius, ja que
apesar de larvas submetidas a 16 °C apresentarem comprimentos superiores, as
submetidas a 19 °C apresentam um desenvolvimento larvar mais rapido e apresentam
valores superiores de reservas lipidicas, o que em principio as levara a uma melhor

preparacdo para o inicio da alimentagdo exdgena.
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Em dourada, as alteracdes de fotoperiodos ndo pareceram influenciar as taxas de
eclosdo e de sobrevivéncia a abertura da boca, as taxas de crescimento e as variaveis
morfométricas, j& que ndo foram encontradas diferencas significativas entre tratamentos.
Apesar de a eclosdo o peso seco larvar ser significativamente superior em larvas
submetidas a 0L:24D e a composi¢cao em acidos gordos ser significativamente inferior em
larvas submetidas a 14L:10D, no momento da abertura da boca néo foram encontradas
diferencas significativas. Aparentemente fotoperiodos diferentes parecem nao influenciar
0 inicio do cultivo larvar, por isso sera indiferente a alteracdo de fotoperiodos na fase
estudada.

Com o aumento da temperatura de cultivo, as larvas levaram menos tempo a eclodirem
e a abrirem a boca. Apesar do atraso na eclosdo, quando comparadas as taxas de eclosao,
foram encontrados valores significativamente superiores em larvas submetidas a 19 °C. A
eclosédo e a abertura da boca larvas submetidas a 16 °C apresentaram comprimentos
standard significativamente superiores as submetidas a 19 °C. Em relagdo as reservas
lipidicas, a eclosédo as larvas submetidas a 19 °C apresentaram valores significativamente
superiores, mas no momento da abertura da boca a diminuicdo da temperatura de cultivo
nao parece influenciar utilizacdo das reservas lipidicas. Apesar de 0 DAE as larvas
submetidas a 22 °C apresentarem comprimentos standard significativamente superiores e
reservas lipidicas significativamente, no momento da abertura da boca n&o foi possivel
constatar a influéncia do aumento da temperatura de cultivo. No que toca a composi¢ao
em acidos gordos, a abertura da boca foi encontrada uma tendéncia para valores
superiores em larvas submetidas a 19 °C, que pode ser provocada pela antecipacdo na
abertura da boca. Aparentemente pode ser mais interessante utilizar uma temperatura
aproximada de 19 °C em larvas de S. aurata, ja que estas apresentam um desenvolvimento
larvar mais rapido quando comparadas com temperaturas inferiores, taxas de ecloséo
significativamente superiores, valores superiores em reservas lipidicas no momento da
abertura da boca e conteidos em acidos gordos superiores, o que em principio as levara
a uma melhor preparacgéo para o inicio da alimentag¢éo exdgena.

Em linguado, as alteracdes de fotoperiodos ndo pareceram influenciar as taxas de
eclosdo e de sobrevivéncia a abertura da boca, as variaveis morfométricas, as taxas de
crescimento e 0 peso seco larvar, ja que nao foram encontradas diferencas significativas
entre tratamentos. No que toca & composicdo em &cidos gordos, a eclosdo foram
encontrados valores significativamente superiores em larvas submetidas a 14L:10D.
Aparentemente pode ser mais interessante utilizar fotoperiodos de 14L:10D em larvas de
S. senegalensis, ja que ao haver uma maior conservagao dos acidos gordos essenciais em
principio as larvas estardo mais preparadas para o inicio do cultivo larvar inicio e da

alimentacéo exdégena.
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Em sargo, aparentemente pode ser mais interessante utilizar fotoperiodos de 14L:0D,
ja que foram encontrados diametros de ovos, taxas de eclosdo, comprimentos standard, e
concentracdes em acidos gordos essenciais significativamente superiores, 0 que em
principio aumentara a sobrevivéncia e levara as larvas a estardo mais preparadas para o
inicio do cultivo larvar.

As alteracBes de temperaturas ndo pareceram influenciar as taxas de ecloséo e de
sobrevivéncia a abertura da boca, as taxas de crescimento e 0 peso seco larvar, ja que
nao foram encontradas diferencas significativas entre tratamentos.

Com o aumento da temperatura de cultivo, as larvas levaram menos tempo a eclodirem
e a abrirem a boca. Apesar de 0 DAE larvas submetidas a 16 °C apresentarem
comprimentos standard significativamente inferiores as submetidas a 19 °C, quando
comparadas no momento de abertura da boca, larvas submetidas a 16 °C apresentaram
valores significativamente superiores. No que toca as reservas lipidicas, a mesma idade as
larvas submetidas a 16 °C apresentarem valores superiores, mas quando comparadas no
momento da abertura da boca as larvas submetidas a 19 °C parecem apresentar valores
superiores em reservas lipidicas. No que toca a composi¢do em acidos gordos, a abertura
da boca foi encontrada uma tendéncia para valores superiores em larvas submetidas a 19
°C, que pode ser provocada pela antecipacdo na abertura da boca. Aparentemente pode
ser mais interessante utilizar uma temperatura aproximada de 19 °C em larvas de D.
sargus, ja que apesar de larvas submetidas a 16 °C apresentarem comprimentos
superiores, as submetidas a 19 °C apresentam um desenvolvimento larvar mais rapido e
apresentam valores superiores de reservas lipidicas e uma maior conservacao dos acidos
gordos essenciais, a abertura da boca em principio as larvas estardo mais preparadas para

o0 inicio da alimentagdo exdgena.
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Anexo |

Ensaio F (Fotoperiodo) TF (Temperatura) TQ (Temperatura)
Tratamento oL:24D [ n| 14L:10D |[n| 24L:0D [n 16°C |[n|] 19°c [|n 19°C [n]| 22°c [n
A.regius
Diametro dos Ovos na Recolha (mm) 0,99 + 0,02 ab 20 1,08 + 0,03 20 0,99 + 0,02 20
Area dos Ovos na Recolha (mm?) 3,09 +0,13 ab 20 3,65 +0,15 20 3,09+0,11 20
Area da Gota Lipidica na Recolha (mm?) 0,179 + 0,03 20 0,324 +0,11 a 20 0,187 + 0,05 20
Diametro dos Ovos apés 24 h (mm) 1,00+ 0,03a| 9 |0,98+0,02ab|21(0,97+0,02b| 7| 1,07 +0,02 |60 - - | 1,00+£0,02 |56 - -
Area dos Ovos apds 24 h (mm?) 3,18+0,22a| 9 |3,02+0,13ab|21|2,97+0,13b| 7| 3,63+0,15 |60 - -| 3,11+£0,12 |56 - -
Area da Gota Lipidica ap6s 24 h (mm2) | 0,163+0,01 [ 9 | 0,165+ 0,01 (21 0,160+ 0,02 | 7 |0,198 + 0,04 b| 60 - - |1 0,186 + 0,02 |56 - -
S. aurata
Diametro dos Ovos na Recolha (mm) 1,05 +0,03 20 1,02 £ 0,03 20 1,01 £ 0,03 20
Area dos Ovos na Recolha (mm?) 3,47 +0,24 20 3,27 +0,18 20 3,22+0,19 20
Area da Gota Lipidica na Recolha (mm?) 0,183 £ 0,02 20 0,148 + 0,02 20 0,156 + 0,02 a 20
Diametro dos Ovos apés 24 h (mm) 1,04+0,04 |65| 1,05+0,04 [59| 1,06+0,05 |60] 1,03+0,04 |60| 1,03+0,03 [ 9] 1,02+0,03 |34 - -
Area dos Ovos ap6s 24 h (mm?) 3,42+0,27 |65| 3,44+0,24 |59| 3,51+0,31 |60| 3,37+0,23 [60| 3,31+0,18 | 9| 3,28+0,18 |34 - -
Area da Gota Lipidica ap6s 24 h (mm?) | 0,176 + 0,01 |65] 0,176 + 0,02 |59 0,179 + 0,02 |60] 0,155 + 0,04 |60| 0,137 + 0,01 | 9 /0,145 + 0,02 b| 34 - -
S. senegalensis
Diametro dos Ovos na Recolha (mm) 1,03 +£0,02 20 - - - -
Area dos Ovos na Recolha (mm?) 3,31+0,13 20 - - - -
Diametro dos Ovos ap0s 24 h (mm) 1,06+0,06 |2 | 1,06+£0,06 | 3 - - - - - - - - - -
Area dos Ovos ap6s 24 h (mm?) 3,563+0,39 | 2| 352+040 | 3 - - - - - - - - - R
D. sargus
Diametro dos Ovos na Recolha (mm) 0,99 +0,02 a 30 1,00 £ 0,01 20 - -
Area dos Ovos na Recolha (mm?) 3,06 +0,13a 30 3,14 +0,09 20 - -
Area da Gota Lipidica na Recolha (mm2) 0,121 +0,01 a 30 0,114 + 0,01 20 - -
Diametro dos Ovos apés 24 h (mm) 1,00+0,02a(53]|1,02+0,03b|58|1,00+0,02a|54] 1,01+0,03 |60| 1,00+0,03 |47 - - - -
Area dos Ovos ap6s 24 h (mm?) 3,12+0,14a|53|3,24+0,20b |58|3,13+0,14a|54| 3,21+0,16 |60| 3,16 +£0,16 |47 - - - -
Area da Gota Lipidica ap6s 24 h (mm?) 0,126 + 0,11 a| 53 0,129 + 0,01 b|58 |0,127 + 0,01 a| 54| 0,111 + 0,01 |60 0,116 + 0,01 |47 - - - -

Tabela 4: Analise descritiva da biometria dos ovos das vérias espécies em estudo, a recolha e apds 24 h de incubacéo a diferentes fotoperiodos e temperaturas.
Valores correspondentes & média + desvio-padréo. Letras diferentes representam diferencgas significativas entre tratamentos (p<0,05).




Anexo Il

Ensaio Tratamento Taxa de Eclosao N Taxade N Taxade N Peso seco a N Peso seco a N
(%) Sobrevivéncia a Crescimento (%) Eclosdo (mg) Abertura da Boca
A. regius
0L:24D 92,44 + 9,02 4 74,39 + 3,63 4 28,29 + 3,65 114 0,164 + 0,05 60 0,140 + 0,02 60
FR 14L:10D 87,67 £ 10,26 3 83,24 £ 9,45 4 28,16 £ 2,22 99 0,166 + 0,03 60 0,134 £0,01 60
24L:.0D 87,04 +12,44 4 76,97 £ 5,69 4 25,95 + 4,06 114 0,167 £ 0,05 60 0,135+0,02 60
TFR 16 °C 90,17 + 6,57 3 75,71 £ 9,09 3 18,42+ 0,74 120 0,166 + 0,03 60 0,196 + 0,04 60
19°C 89,92 £ 7,90 3 85,71 £5,39 2 27,66 £5,42 123 0,150 + 0,04 60 0,183 £ 0,05 60
TOR 19°C 71,21+£1,29 2 61,67 £ 6,13 2 30,57 +£1,27 120 0,163 £ 0,03 60 0,186 + 0,04 60
22 °C 78,99 + 10,16 3 75,56 + 21,89 3 27,31 +184 120 0,152 + 0,05 60 0,187 + 0,03 60
S. aurata
0L:24D 87,60+ 12,12 4 60,30 + 5,62 4 16,48 + 5,86 118 0,169+ 0,06 a 60 0,146 + 0,02 60
FA 14L.:10D 94,20 + 8,70 4 54,04 £ 5,21 4 17,29+ 6,43 120 0,128+ 0,05 b 60 0,150 + 0,04 60
241.:0D 89,96 + 8,46 4 60,60 + 13,69 4 12,80 + 5,60 120 0,145 +0,03 ab 60 0,159 + 0,03 60
TFA 16 °C 61,73 +8,69 a 3 32,19+ 10,60 2 21,81 +2,37 120 0,173 +0,04 60 0,160 + 0,04 60
19°C 84,36 £ 5,26 b 3 22,05+ 1,87 2 18,88 + 1,38 120 0,142 + 0,05 60 0,156 + 0,04 60
TOA 19°C 41,22 +1,35 3 - - - - 0,153 £ 0,05 60 - -
22 °C 36,89 + 4,23 3 - - - - 0,158 + 0,06 60 - -
S. senegalensis
0L:24D 80,31 +7,86 2 62,57 £ 5,63 2 32,99 £ 5,77 58 - - - -
FSs 14L:10D 81,18 + 5,49 2 67,55+ 9,81 2 35,44 + 6,23 57 - - - -
24L:.0D 89,23 + 11,90 2 84,83 + 3,10 2 31,09 +6,17 60 - - - -
D. sargus
0L:24D 38,47 +6,75a 4 - - - - 0,151 £ 0,04 60 - -
FDs 141:10D 54,87 +£6,82 b 3 - - - - 0,157 + 0,03 60 - -
241.:0D 34,74 + 552 a 4 - - - - 0,150 + 0,03 60 - -
TFS 16 °C 59,79 £ 9,26 3 49,76 + 12,00 3 26,03 £ 2,25 120 0,121 £ 0,06 60 0,134 +£0,04 60
19°C 53,70 + 10,74 3 40,91 + 18,79 3 24,03 +£5,21 120 0,126 + 0,04 60 0,116 + 0,02 60

Tabela 5: Analise descritiva de diferentes parametros avaliados nas espécies em estudo, da eclosdo a abertura da boca e submetidas a diferentes fotoperiodos
e temperaturas. Valores correspondentes & média + desvio-padréo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).



Anexo Il

A. regius
Ensaio F (Fotoperiodo) TF (Temperatura) TQ (Temperatura)
Tratamento 0L:24D | n | 14L:10D | n | 24L.:0D | n 16 °C | n | 19°C | n 19°C | n | 22 °C | n
Larvas 0 DAE
Comprimento Standard (mm) |2,35+ 0,17 ab|54|2,32+0,11a(39(2,39+0,12b (54] 2,77 +0,13a|60| 2,57+ 0,11 b |60} 2,31 +0,12a|61| 2,55+ 0,11 b | 59
Area do Saco Vitelino (mm?) | 2,26 +0,43 [54| 2,29+0,31 |39| 2,30+0,39 |54]|2,32+0,35a|{60[2,55+0,36b|60|2,48+0,31a|61[1,78+0,26b |59
Area da Gota Lipidica (mm?) | 0,170 + 0,02 |54 | 0,167 + 0,01 (39| 0,169 + 0,02 |54| 0,173 + 0,01 |60 | 0,176 + 0,01 | 60| 0,191 + 0,01 |61 | 0,188 + 0,01 | 59
Larvas 1 DAE
Comprimento Standard (mm) | 2,98+0,11 |66| 2,96+0,14 |63]| 2,95+0,14 [63] 3,12+0,22 |60| 3,07+0,14 |60|2,97+0,12a|60|3,09+0,11b |60
Area do Saco Vitelino (mm2?) | 0,62+0,13a|66|0,68+0,12b [63]0,61+0,11a|63|0,84+0,15a|60|0,68+0,19b|60| 1,05+0,14a|60|0,42+ 0,08 b | 60
Area da Gota Lipidica (mm?) 0,133 + 0,02 a| 66 [0,143 + 0,02 b| 63 (0,137 + 0,02 a| 630,141 + 0,01 a| 60 0,128 + 0,02 b| 600,176 + 0,02 a| 60 |0,108 + 0,01 b| 60
Larvas 2 DAE
Comprimento Standard (mm) | 3,17 +0,15a|60| 3,11+0,16 b |60| 3,17 + 0,09 a |58] 3,26 + 0,19 a|60 | 3,16 + 0,14 b | 63] 3,20+ 0,12a|60| 3,10+ 0,11 b | 60
Area do Saco Vitelino (mm2?) | 0,26+0,04 [60| 0,29+0,04 |60| 0,26+0,03 |58 0,33+0,04a|60[0,19+0,04b|63]0,32+0,04a|60|0,15+0,02b |60
Area da Gota Lipidica (mm2) |0,076 + 0,01 a| 60 |0,082 + 0,01 b| 60 |0,083 + 0,01 b| 580,083 + 0,01 a| 60 [0,060 + 0,01 b| 630,098 + 0,01 a| 60 [0,058 + 0,01 b| 60
Larvas 3 DAE
Comprimento Standard (mm) | 3,20+0,12 |60 3,15+0,20 |60| 3,17+0,15 [60] 3,32+0,11a|60(3,21+0,07b|60| 3,22+0,10 |60| 3,18+ 0,11 |20
Area do Saco Vitelino (mm2) | 0,13+0,02 [60| 0,15+0,02 |60| 0,13+0,02 |60] 0,17 +0,03 a|60| 0,04+ 0,03 b | 60| 0,16 + 0,02 a|60 |0,004 + 0,02 b| 20
Area da Gota Lipidica (mm?) | 0,056 + 0,01 [60| 0,057 + 0,01 |60 | 0,055 + 0,01 |60]0,050 + 0,01 a| 60 0,039 + 0,01 b| 60]0,057 + 0,01 a| 60 [0,034 + 0,01 b| 20

Tabela 6: Andlise descritiva das variaveis morfométricas dos 0 aos 3 Dias Ap0s Eclosao (DAE), em larvas de A. regius submetidas a diferentes fotoperiodos
e temperaturas. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).



S. aurata

Ensaio F (Fotoperiodo) TF (Temperatura) TQ (Temperatura)
Tratamento oL24D | n| 140D [n| 24L:00 [ n 16°C  |n] 19°c [n 19°c |n] 22°c [n
Larvas 0 DAE
Comprimento Standard (mm) | 3,19+0,32 |58 3,21+0,35 |60| 3,27+0,38 [60] 3,03+0,20a|54(2,92+0,11b|60] 2,69+0,12a|60| 2,85+0,12 b| 60
Area do Saco Vitelino (mm?) | 1,33+0,42a|58|1,38+0,25a|60|1,16 +0,23b |60| 1,89 +0,26a |54 (2,21 +0,27 b |60| 2,18 +0,30a|60 | 1,99 + 0,26 b | 60
Area da Gota Lipidica (mm2) |0,175 + 0,02 a| 58 0,176 + 0,02 a| 60 |0,167 + 0,01 b| 60]0,139 + 0,01 a| 54 0,150 + 0,01 b| 60| 0,150 + 0,01 |60 | 0,147 + 0,01 | 60
Larvas 1 DAE
Comprimento Standard (mm)| 3,60+0,21 |60| 3,58+0,33 |60| 3,53+0,31 |60] 3,42+0,20 (63| 3,41+0,19 |61 - - - -
Area do Saco Vitelino (mm2) | 0,44+0,12a|60|0,51+0,13b [60|0,44+0,14a|60| 1,10+0,22 63| 1,08+0,18 |61 - - - -
Area da Gota Lipidica (mm?) ]0,119 + 0,02 a| 60 |0,127 + 0,02 b[60 0,122 + 0,02ab| 60]0,124 + 0,01 a| 63 [0,131 + 0,03 b| 61 - - - -
Larvas 2 DAE
Comprimento Standard (mm)| 3,66 +0,48 |60| 3,75+0,23 |60| 3,67+0,22 [60]| 3,56+0,21 |60| 3,55+0,15 |60 - - - -
Area do Saco Vitelino (mm2) | 0,21+0,06 |60| 0,21+0,04 |60| 0,18+0,04 |60| 0,48+0,08 [60| 0,45+0,07 |60 - - - -
Area da Gota Lipidica (mm2) |0,077 + 0,02 a| 60 [0,069 + 0,01 b| 60 0,075 + 0,02ab 60| 0,096 + 0,02 |60 | 0,093 + 0,01 | 60 - - - -
Larvas 3 DAE
Comprimento Standard (mm)| 3,68 +0,27 |60| 3,73+0,25 |60| 3,66+0,24 (60| 3,69+0,21a|60|3,49+0,16 b |60 - - - -
Area do Saco Vitelino (mm?) 0,00 60 0,00 60 0,00 60| 0,21+0,06 |60 0,21+0,04 |60 - - - -
Area da Gota Lipidica (mm? | 0,062 + 0,04 |60 | 0,060 + 0,02 |60 | 0,059 + 0,02 |60| 0,069 + 0,03 |60 | 0,071 + 0,02 | 60 - - - -

Tabela 7: Andlise descritiva das variaveis morfométricas dos 0 aos 3 Dias Apds Eclosédo (DAE), em larvas de S. aurata submetidas a diferentes fotoperiodos
e temperaturas. Valores correspondentes a média + desvio-padréo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).



S. senegalensis
Ensaio F (Fotoperiodo)

Tratamento OL:24D [n| 14L:20D [n| 24L:0D |n
Larvas 0 DAE

Comprimento Standard (mm)| 2,09+0,11 |38| 2,09+0,15 |37| 2,13+0,16 |40
Area do Saco Vitelino (mm?) | 2,37 +0,42a|38(2,22+0,36 b |37 2,34+0,37 a|40
Larvas 1 DAE
Comprimento Standard (mm) |2,76 + 0,19 ab|38| 2,71 +£0,21a|40|2,79+0,13b |30
Area do Saco Vitelino (mm?) | 1,13+0,21 (38| 1,18+0,20 (40| 1,18 +0,15 |30
Larvas 2 DAE
Comprimento Standard (mm) |2,96 + 0,15ab|20|2,89+0,19a|20|2,99+0,18 b | 20
Area do Saco Vitelino (mm?) | 0,59+0,15 |20| 0,54+0,18 20| 0,50 + 0,08 |20
Larvas 3 DAE
Comprimento Standard (mm)| 3,09+0,12 |20| 3,16+0,12 |20| 3,13+0,16 |20
Area do Saco Vitelino (mm?) | 0,20+0,05 |20| 0,16 +0,05 20| 0,15+ 0,04 |20

Tabela 8: Andlise descritiva das variaveis morfométricas dos 0 aos 3 Dias Apds Eclosdo (DAE), em larvas de S. senegalensis submetidas a diferentes
fotoperiodos. Valores correspondentes a média + desvio-padrao. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).



D. sargus

Ensaio F (Fotoperiodo) TF (Temperatura)
Tratamento 0L:24D | n | 14L:10D | n | 24L.:0D | n 16 °C | n | 19 °C | n
Larvas 0 DAE
Comprimento Standard (mm) | 3,06 £ 0,16 a|60 | 2,95+ 0,30 b |60 (3,02 + 0,22 ab|60| 2,88 £ 0,13 a|60|3,22+0,15b | 60
Area do Saco Vitelino (mm?) | 1,23+0,22 |60| 1,24+0,20 [60| 1,25+0,24 |60| 2,33+0,37a|60|1,21+0,26 b |60
Area da Gota Lipidica (mm2) [0,106 + 0,01ab| 60 |0,105 + 0,01 a| 60 {0,110 + 0,01 b| 600,111 + 0,01 a 60 (0,095 + 0,01 b| 60
Larvas 1 DAE
Comprimento Standard (mm) - - - - - -1335+0,15a|61(3,46+0,13b |60
Area do Saco Vitelino (mm?) - - - - - -1146+0,29a|61(0,23+0,08b |60
Area da Gota Lipidica (mm?) - - - - - - 10,097 + 0,01 a| 61 |0,034 + 0,01 b| 60
Larvas 2 DAE
Comprimento Standard (mm) - - - - - -13,64+0,09a|63(3,46+0,12b |20
Area do Saco Vitelino (mm2) - - - - - - 10,60+0,11 a |63 (0,003 + 0,01 b| 20
Area da Gota Lipidica (mm?) - - - - - - 10,068 + 0,01 a| 630,014 + 0,01 b| 20
Larvas 3 DAE
Comprimento Standard (mm) - - - - - -13,66+0,15a|60(3,41+0,11b |20
Area do Saco Vitelino (mm?) - - - - - - 10,15+ 0,05 a |60 0,00 b 20
Area da Gota Lipidica (mm?) - - - - - - 10,026 + 0,01 a| 60 |0,011 + 0,01 b| 20

Tabela 9: Analise descritiva das variaveis morfométricas dos 0 aos 3 Dias Ap0s Ecloséo (DAE), em larvas de D. sargus submetidas a diferentes fotoperiodos
e temperaturas. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos (p<0,05).

Vi



Anexo IV

A. regius - Ensaio Fotoperiodo (FR)

Pool Inicial Eclosédo Abertura da boca Ovos x Eclosdo] Ovos x A. boca | Eclosdao x A. boca

Tratamento Ovos OL:24D 14L:10D 24L.:0D 0OL:24D 14L.:10D 24L.:0D p-value p-value p-value
14:0 3,28 +0,57 3,78 0,15 3,88 +0,15 4,08 + 0,57 1,78+0,13 1,75+0,13 1,48 £ 0,13 0,00 0,00 0,00
16:0 26,28 +1,78 29,88 + 1,10 30,68 + 0,41 31,95+294 | 2468+1,11a |2450+1,10a | 21,60+1,37b 0,00 0,03 0,00
18:0 5,65+0,30 7,65+ 0,26 7,88 £ 0,05 8,08 + 0,49 8,98+0,36a | 890+0,24a | 830+0,36b 0,00 0,00 0,00
Outros SFA 4,17+0,42 6,00+ 0,46a | 6,03+0,17ab | 6,60+0,73b 4,55 + 0,13 4,48 + 0,17 4,35+ 0,59 0,00 n.s. 0,00
> SFA 39,40+ 3,01 47,35 + 1,94 48,43 + 0,54 50,73+4,70 | 40,00+1,61a | 39,63+155a | 3563+2,44b 0,00 n.s. 0,00
16:1 (w9+w7) 8,18+ 0,60 9,60 + 0,36 9,90 £+ 0,22 10,35+ 1,18 570+0,36a | 565+0,31a | 443+0,38b 0,00 0,00 0,00
18:1 (w9+w7+w5)| 27,62 +0,59 32,08 + 1,39 33,33+0,79 34,05 + 2,73 23,88+1,28a | 23,55+1,14a | 2045+1,16 b 0,00 0,00 0,00
Outros Mufa 14,70+ 2,46 18,45+ 0,72 19,15 + 0,66 20,23 + 2,78 11,33 +0,79 11,10 + 0,63 9,45+ 0,74 0,00 0,00 0,00
Y Mufa 50,52 + 3,39 60,10 + 2,47 62,35 + 1,55 64,60 + 6,68 | 40,88+ 2,39a | 40,33+2,06a | 34,63+2,28b 0,00 0,00 0,00
18:2w6 Linoleico| 16,18+2,33 16,35+ 0,75 17,30 + 0,83 17,55+ 1,71 15,63+0,85a | 15,53+0,84a | 13,30+ 0,77 b n.s. n.s. 0,00
18:3w3 2,20+0,19 2,15+0,13 2,28+0,15 2,33%0,25 1,53+0,10ab | 1,55+0,13a | 1,30+0,08 b n.s. 0,00 0,00
20:4w6 ARA 2,58+0,18 3,23+0,13 3,30+ 0,08 3,40 £ 0,27 3,83+0,19a | 380+0,16a | 3,45+0,17b 0,00 0,00 0,00
20:5w3 EPA 8,57 +0,66 10,35 + 0,57 10,83 + 0,33 11,03 £ 0,93 6,63+0,29a | 6,65+0,34a [ 570+024b 0,00 0,00 0,00
22:6w3 DHA 30,13+1,83 38,58 + 2,00 40,88 + 1,10 41,30+3,05 | 33,90+2,03a |3355+1,73a|30,18+1,18b 0,00 0,02 0,00
Outros Pufa 7,13+£0,89 950+0,45a | 9,93+0,33ab | 10,08+0,83b | 6,85+0,21a | 6,80+0,29a | 6,03+0,25b 0,00 n.s. 0,00
2> PUFA 66,80 + 1,88 80,08 + 4,03 84,50 + 2,67 85,70 + 6,96 68,38 + 3,28 67,88 + 3,38 60,00 + 2,63 0,00 n.s. 0,00
2 w3 45,48 +2,83 57,18 + 3,07 60,40 + 1,75 61,13 +4,76 | 46,25+2,444a | 4585+2,30a | 40,90+ 1,60 b 0,00 n.s. 0,00
> wb 20,30+2,40 21,63 + 0,95 22,80 + 0,98 23,18 + 2,09 21,30+1,04a | 21,23 +1,00a | 18,45+1,00 b 0,01 n.s. 0,00
Razdo w3/w6 2,27 +0,40 2,65+ 0,06 2,68 £ 0,05 2,65 £ 0,06 2,18 +0,10 2,20 £ 0,00 2,23 + 0,05 0,00 n.s. 0,00
SFA+Mufa+Pufa | 156,72+7,76 | 187,50 + 8,15 | 195,30 + 4,43 | 201,00 + 18,17 | 149,28 + 6,87 a| 147,80 + 7,00 a| 130,28 + 7,30 b 0,00 0,01 0,00

Tabela 10 (Ensaio “FR”): Andlise descritiva da composicao de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas, a eclosdo e a abertura da boca, de Argyrosomus regius
submetidos a diferentes fotoperiodos. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre
tratamentos na mesma idade (p<0,05).

A direita estdo representados os resultados estatisticos da relacdo entre a média dos acidos gordos dos ovos, da eclosdo e da abertura da boca,
independentemente do tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido

araquidonico. 20:5w3 EPA — Acido eicosapentaenoico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaendico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.

Vii



S. aurata - Ensaio Fotoperiodo (FA)

Pool Inicial Ecloséo Abertura da boca Ovos x Eclosdo] Ovos x A. boca | Eclosdo x A. boca

Tratamento Ovos OL:24D 14L:10D 24L:0D 0L:24D 14L:10D 24L.:0D p-value p-value p-value
14:0 3,85+0,52 463+005a | 395+091b 4,58 + 0,10 a 2,30+0,10 2,38+ 0,10 2,26 £ 0,13 0,03 0,00 0,00
16:0 27,75+1,66 | 36,68+0,32a | 30,95+7,05b | 36,20+ 0,50 a 25,54 + 0,39 26,31 + 0,56 25,42 + 1,03 0,00 n,s, 0,00
18:0 6,40+ 0,43 895+0,06a | 7,55+1,73b 8,80 + 0,08 a 8,30 + 0,15 8,43 £ 0,09 8,37 £ 0,20 0,00 0,00 n.s.
Outros SFA 3,38+0,44 4,48+0,15a | 3,70+0,88b 4,50+ 0,14 a 3,15+ 0,06 3,20 £ 0,08 3,16 £ 0,15 0,00 n.s. 0,00
2 SFA 41,40+2,46 | 54,70+ 0,48 a 46,15+ 10,56 b| 54,10+ 0,84 a | 39,29 + 0,64 40,32 £ 0,78 39,20 + 1,50 0,00 n.s. 0,00
16:1 (w9+w7) 7,65+0,98 10,83+0,17a | 9,25+2,10b | 10,78 +0,17 a 5,21 +0,20 5,38 £ 0,32 5,20 £ 0,31 0,00 0,00 0,00
18:1 (w9+w7+w5)| 31,13+2,19 | 43,33+0,31a | 36,85+8,65b | 42,98 £0,69 a 25,01 + 0,76 26,01 + 0,82 25,06 + 1,35 0,00 0,01 0,00
Outros Mufa 7,73+0,38 10,28 +0,10a | 8,75+2,02b | 10,35+0,38 a 5,96 + 0,11 6,44 + 0,25 6,04 + 0,31 0,00 0,00 0,00
2 Mufa 46,48+ 3,31 | 64,38+ 0,51 a 54,80+ 12,78 b| 64,10+ 1,18 a 36,19 + 1,05 37,82 +1,23 36,30 + 1,96 0,00 0,00 0,00
18:2w6 Linoleico| 16,88+7,01 30,63 + 0,29 26,13 + 6,09 30,40 + 0,63 17,47 + 0,57 18,09 + 0,64 17,48 + 1,13 0,00 n.s. 0,00
18:3w3 2,05+0,66 3,33+0,05 2,80 + 0,68 3,30+ 0,08 1,58 £ 0,07 1,67 £ 0,07 1,60 £ 0,12 0,00 n.s. 0,00
20:4w6 ARA 2,80+0,36 433+0,05a | 3,656+0,86b 4,30+ 0,08 a 3,89 £ 0,07 3,90 £0,10 3,89+0,14 0,00 0,00 n.s.
20:5w3 EPA 8,08 + 0,65 950+0,12a | 808+194b 9,35+0,44 a 5,65 +0,18 594 +0,31 5,55+ 0,38 n.s. 0,00 0,00
22:6w3 DHA 29,80+1,86 | 38,88+0,59a | 32,65+7,49b | 38,88+ 0,96 a 29,49 + 0,84 29,43 + 0,86 29,02 +1,32 0,00 n.s. 0,00
QOutros Pufa 568+1,11 9,73+0,10a | 8,33+1,97b 9,68 0,21 4,98 + 0,10 513+0,18 4,87 +0,32 0,00 n.s. 0,00
2 PUFA 67,43+5,76 | 96,30+ 0,98 a |81,60 + 18,95b| 95,93+ 2,09 a 65,17 + 1,71 66,30 + 1,97 64,39 + 3,50 0,00 n.s. 0,00
> w3 45,20+2,56 | 58,20+ 0,77 a [49,13+ 11,36 b| 58,00+ 1,41 a 40,80 + 1,08 41,27 +1,21 40,06 + 1,98 0,00 n.s. 0,00
2 wb 21,43+7,30 37,35+ 0,29 31,85+ 7,41 37,15+ 0,73 23,25 + 0,62 23,89+ 0,75 23,26 + 1,39 0,00 n.s. 0,00
Razdo w3/w6 2,33+0,91 1,58 £ 0,05 1,53 £ 0,05 1,58 + 0,05 1,72 £ 0,02 1,73+0,01 1,72 £ 0,03 0,00 n.s. n.s.
SFA+Mufa+Pufa | 155,30+9,49 | 215,43 + 1,77 a|182,58 + 42,27 b| 214,13 + 3,78 a | 140,64 + 3,35 | 144,44+ 3,79 | 139,88 + 6,92 0,00 n.s. 0,00

Tabela 11 (Ensaio “FA”): Analise descritiva da composicao de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas, a eclosdo e a abertura da boca, de Sparus aurata

submetidos a diferentes fotoperiodos. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre
tratamentos na mesma idade (p<0,05).
A direita estdo representados os resultados estatisticos da relacdo entre a média dos acidos gordos dos ovos, da eclosdo e da abertura da boca,
independentemente do tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido
araquidonico. 20:5w3 EPA — Acido eicosapentaendico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaenoico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.

Viii



S. senegalensis - Ensaio Fotoperiodo (FSs)

Pool Inicial Eclosdo Abertura da boca Ovos x Eclosdo] Ovos x A. boca | Eclosdo x A. boca

Tratamento Ovos 0L:24D 14L:10D 24L.:0D 0L:24D 14L:10D p-value p-value p-value
14:0 3,60+0,17 3,30 £ 0,42 3,55+0,77 3,45+0,64 2,65 + 0,07 2,05 £ 0,07 n.s. 0,01 0,01
16:0 26,73+1,08 | 29,55+4,31a | 41,5+0,28b | 30,55+6,01 a 28,55+ 0,21 24,35+1,34 0,01 n.s. 0,01
18:0 5,90+0,26 825+1,20a | 11,20+0,14b | 850+1,70 a 9,05 + 0,07 9,20 + 0,00 0,00 0,00 n.s.
Outros SFA 2,50+0,20 3,40 £ 0,57 4,10 + 0,42 3,50+0,71 3,65+ 0,07 3,05+0,21 0,01 0,03 n.s.
> SFA 38,77+1,64 | 44,45+6,58a | 60,35+0,78b | 46,00+ 9,05 a 43,95 + 0,35 38,60 + 1,70 0,01 n.s. 0,02
16:1 (w9+w7) 9,13+0,38 9,75+1,34a | 13,85+0,21b | 10,15+2,05a 7,60 = 0,00 6,05 + 0,35 0,02 0,02 0,00
18:1 (w9+w7+w5)| 19,87+0,71 | 23,60+ 3,54 a | 40,40+ 0,28 b | 24,80+ 4,95 a 18,75+ 0,21 18,35 + 0,50 0,00 n.s. 0,00
Outros Mufa 2,43+ 0,06 345+050a | 500+0,85hb 3,55+0,50 a 3,25+ 0,07 2,65+0,21 0,00 n.s. 0,01
2 Mufa 31,47+1,12 | 36,80+5,37a | 59,20+ 1,41 b | 38,50+ 7,50 a 29,50 + 0,28 27,05+ 1,06 0,00 n.s. 0,00
18:2w6 Linoleico| 9,90+0,40 11,15+ 1,77a | 16,00+ 0,00 b | 11,95+2,33 a 7,35+ 0,07 8,55 +0,21 0,01 n.s. 0,00
18:3w3 1,33+£0,06 1,40+0,14a | 2,00+0,00 b 1,55+0,35a 0,80 + 0,00 0,90 + 0,00 0,02 0,00 0,00
20:4w6 ARA 2,23+0,12 2,85+ 0,49 3,20 £ 0,00 2,90 £ 0,57 2,60 = 0,00 3,05 £ 0,07 0,01 0,03 n.s.
20:5w3 EPA 4,67+0,23 540+0,85a | 685+0,35b | 560+1,13 ab 4,10 £ 0,00 4,40 + 0,14 0,02 n.s. 0,00
22:6w3 DHA 30,40+1,39 | 36,15+5,44 41,70 £ 2,55 37,70 £ 7,35 28,55 + 0,07 33,95+ 0,92 0,02 n.s. 0,02
Outros Pufa 5,37+0,23 6,90 + 0,99 8,35+ 0,64 7,20+ 1,41 6,10 £ 0,14 5,55+ 0,78 0,01 n.s. 0,01
> PUFA 57,90+2,52 | 68,65+ 10,39 | 84,05+ 3,75 71,90 + 14,00 53,10 + 0,00 60,10 + 0,14 0,01 n.s. 0,00
2 w3 42,40+1,91 | 50,45+ 7,57 59,40 + 3,82 52,65 + 10,25 39,15 + 0,07 44,85 + 0,49 0,01 n.s. 0,01
> w6 14,27+0,51 | 16,80+2,69a | 22,85+ 0,07 b | 17,75+ 3,47 a 12,30 + 0,00 14,05 + 0,35 0,01 n.s. 0,00
Razdo w3/w6 2,97 £ 0,06 3,00+0,00a | 2,60+0,14b 3,00 £ 0,00 a 3,20 + 0,00 3,20+ 0,14 n.s. 0,01 0,00
SFA+Mufa+Pufa | 128,13 +5,27 149,95 + 22,42 a| 203,55 + 6,01 b | 156,40 + 30,55 a| 126,60 + 0,57 | 126,20 + 2,69 0,01 n.s. 0,00

Tabela 12 (Ensaio “FSs”): Andlise descritiva da composicéo de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas, a eclosao e a abertura da boca, de Solea senegalensis

submetidos a diferentes fotoperiodos. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre
tratamentos na mesma idade (p<0,05).
A direita estdo representados os resultados estatisticos da relacdo entre a média dos acidos gordos dos ovos, da eclosdo e da abertura da boca,
independentemente do tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido
araquidonico. 20:5w3 EPA — Acido eicosapentaendico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaenoico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.



D. sargus - Ensaio Fotoperiodo (FDs)

Pool Inicial Ecloséo Ovos x Eclosdo

Tratamento Ovos OL:24D 14L:10D 24L:0D p-value
14:0 2,87+0,38 3,05 + 0,06 3,07 +0,24 2,90 £ 0,10 n.s.
16:0 26,57+ 1,59 32,53 + 0,56 33,62 + 2,35 31,76 + 0,95 0,00
18:0 6,30+0,44 9,03 +0,15 9,47 + 0,69 8,88 + 0,40 0,00
Outros SFA 2,73+0,21 3,60 +0,14 3,98 + 0,43 3,58 + 0,44 0,00
2 SFA 38,43 +2,57 48,15 + 0,82 50,13 + 3,60 47,14 £ 1,79 0,00
16:1 (w9+w7) 5,63+0,49 6,40 + 0,12 6,43 £ 0,27 6,26 + 0,26 0,00
18:1 (w9+w7+w5)| 22,43+0,67 |28,23+0,57 ab| 30,32+2,42a | 28,08+1,58D 0,00
Outros Mufa 2,27 £0,57 2,63 +0,22 2,80 + 0,53 2,32+ 0,08 n.s.
2 Mufa 30,30+1,73 |37,28+0,85ab| 39,58+2,38a | 36,70+1,86b 0,00
18:2w6 Linoleico| 13,20+3,54 20,83 + 0,46 22,38 +1,73 20,92 +1,54 0,00
18:3w3 1,47 £0,25 2,03 + 0,05 2,20+ 0,17 2,06 £ 0,21 0,00
20:4w6 ARA 2,50+0,20 3,90 £ 0,12 4,23 +0,37 3,88+ 0,30 0,00
20:5w3 EPA 8,50+0,72 9,30+0,18 ab | 10,30 +0,89a | 9,30+0,84 b 0,03
22:6w3 DHA 28,23+1,31 36,35+ 0,72 39,73 + 3,85 35,88 + 3,54 0,00
Outros Pufa 9,13+0,21 10,58 + 0,57 11,67 + 0,93 10,76 + 1,36 0,01
2 PUFA 65,03+1,78 85,30+ 1,90 ab| 93,07 +8,07a | 84,60+ 7,02b 0,00
> w3 47,27+1,65 |57,98+1,23 ab| 63,43+583a | 56,90+4,44b 0,00
2 wb 17,23+ 3,58 26,68 + 0,59 28,83+ 2,31 27,10 + 2,84 0,00
Razdo w3/w6 2,87+0,74 2,20 + 0,00 2,20 £ 0,00 2,10+ 0,12 0,00
SFA+Mufa+Pufa | 133,80+2,62 170,75 + 3,51 ab|182,80 + 13,96 a| 168,44 + 10,55 b 0,00

Tabela 13 (Ensaio “FDs”): Andlise descritiva da composicao de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas a eclosdo, de Diplodus sargus submetidos a diferentes
fotoperiodos. Valores correspondentes a média + desvio-padrao. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos na mesma idade
(p<0,05).

A direita estéo representados os resultados estatisticos da relagdo entre a média dos acidos gordos dos ovos e larvas a eclosao, independentemente do
tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido araquiddnico. 20:5w3
EPA — Acido eicosapentaendico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaendico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.



A.regius - Ensaio Temperatura (TFR)

Pool Inicial Eclosédo Abertura da boca Ovos x Eclosdo] Ovos x A. boca | Eclosdo x A. boca

Tratamento Ovos 16 °C 19 °C 16 °C 19 °C p-value p-value p-value
14:0 3,54+ 0,60 4,57 + 0,12 4,73 + 0,06 2,70 £0,10 2,85 £ 0,07 0,00 0,01 0,00
16:0 24,73+1,14 34,37 £ 0,83 35,27 + 0,06 24,77 + 0,50 24,75 + 0,64 0,00 n.s. 0,00
18:0 5,80+0,81 8,10 £ 0,17 8,20 = 0,00 9,37 + 0,06 8,95+ 0,35 0,00 0,00 0,00
Outros SFA 3,89+%,34 6,63 £ 0,21 6,67 £ 0,15 4,77 £ 0,15 4,95 + 0,21 0,00 0,00 0,00
> SFA 37,96+2,84 53,67 + 1,32 54,90 + 0,17 41,53 £ 0,59 41,50 + 1,27 0,00 0,01 0,00
16:1 (w9+w7) 7,69+0,62 13,47 £ 0,29 13,77 £ 0,06 6,60 * 0,20 6,75 + 0,07 0,00 0,00 0,00
18:1 (w9+w7+w5)| 23,83+ 3,50 36,73 + 0,67 37,20 + 0,17 24,83 + 0,65 25,25 +0,35 0,00 n.s. 0,00
Outros Mufa 13,34 +£0,80 20,20 + 0,44 20,57 + 0,15 12,30 + 0,46 13,00 + 0,14 0,00 n.s. 0,00
2 Mufa 44,86 + 4,57 70,43 + 1,44 71,50 + 0,26 43,70 £ 1,31 45,00 + 0,28 0,00 n.s. 0,00
18:2w6 Linoleico| 13,00+1,83 20,60 = 0,26 20,70 + 0,17 13,97 + 0,35 13,85+ 0,21 0,00 n.s. 0,00
18:3w3 1,72+0,32 2,53 0,06 2,60 + 0,00 1,57 £ 0,06 1,60 + 0,00 0,00 n.s. 0,00
20:4w6 ARA 2,03+0,15 3,63 £ 0,06 3,63 0,06 2,97 £ 0,06 2,90 £ 0,14 0,00 0,00 0,00
20:5w3 EPA 7,06+1,11 10,37 £ 0,21 10,43 + 0,06 7,63+0,12 7,45 +0,21 0,00 n.s. 0,00
22:6w3 DHA 25,88 +2,52 40,53 1,01 40,90 * 0,52 32,20 £ 0,53 31,15+1,48 0,00 0,00 0,00
Outros Pufa 7,07 £1,08 1,47 £0,21 10,50 + 0,17 8,17 £ 0,29 8,10 £ 0,42 0,00 0,03 0,00
> PUFA 56,75 16,90 88,23 +1,79 88,80 + 0,46 66,47 + 1,31 65,05 + 2,47 0,00 0,01 0,00
2 w3 39,13 +4,64 60,10 + 1,31 60,50 + 0,46 46,80 £ 0,85 45,50 + 1,98 0,00 0,02 0,00
> w6 16,48+ 2,10 26,60 + 0,44 26,70 + 0,17 18,83 + 0,40 18,60 + 0,42 0,00 0,00 0,00
Razdo w3/w6 2,38+ 0,03 2,27 + 0,06 2,27 + 0,06 2,50 + 0,00 2,45 + 0,07 0,00 0,00 0,00
SFA+Mufa+Pufa | 139,57 +14,12| 212,33+ 4,49 | 215,13 +0,25 | 151,70 + 3,16 | 151,64 + 4,03 0,00 n.s. 0,00

Tabela 14 (Ensaio “TFR”): Analise descritiva da composicéo de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas, a eclosdo e a abertura da boca, de Argyrosomus
regius submetidos a diferentes temperaturas. Valores correspondentes a média + desvio-padréo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre
tratamentos na mesma idade (p<0,05).

A direita estdo representados os resultados estatisticos da relacdo entre a média dos acidos gordos dos ovos, da eclosdo e da abertura da boca,
independentemente do tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido
araquidonico. 20:5w3 EPA — Acido eicosapentaendico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaenoico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.

Xi



S. aurata - Ensaio Temperatura (TFA)

Pool Inicial Eclosédo Ovos x Ecloséo

Tratamento Ovos 16 °C 19 °C p-value
14:0 3,84 5,19+0,08a | 540+0,02b 0,00
16:0 26,34 34,94 +051a | 3686+030b 0,00
18:0 6,03 8,51 +0,15 8,60 + 0,07 0,00
Outros SFA 3,66 5,35 + 0,06 5,49 + 0,08 0,00
> SFA 39,87 54,99 +0,79a | 56,35+ 0,48 b 0,00
16:1 (w9+w7) 6,45 10,91 +£ 0,19 11,23 + 0,23 0,00
18:1 (w9+w7+w5) 28,25 39,36 + 0,67 40,16 + 0,81 0,00
Outros Mufa 7,38 10,40 £ 0,18 10,63 £ 0,22 0,01
2 Mufa 42,08 60,66 + 1,02 62,02 + 1,26 0,00
18:2w6 Linoleico 9,39 13,30 £ 0,24 13,58 + 0,32 0,02
18:3w3 1,30 1,77 £ 0,04 1,82 £ 0,05 n.s.
20:4w6 ARA 2,53 3,60 0,10 3,63+ 0,05 0,00
20:5w3 EPA 8,46 11,72 +0,31 11,90 + 0,27 0,00
22:6w3 DHA 30,74 43,68 + 1,45 44,51 + 1,08 0,00
Outros Pufa 4,84 6,90 + 0,14 7,11+ 0,19 0,00
2 PUFA 60,02 84,95 + 2,36 86,69 + 2,13 0,00
> w3 45,67 64,61 + 1,93 65,97 + 1,73 0,00
> w6 13,75 19,50 + 0,42 19,87 + 0,41 0,00
Razdo w3/wb 3,32 3,31+0,03 3,32+0,03 n.s.
SFA+Mufa+Pufa 141,97 200,61 + 4,02 | 205,05 * 3,77 0,00

Tabela 15 (Ensaio “TFA”): Andlise descritiva da composicao de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas a eclosédo, de Sparus aurata submetidos a diferentes
temperaturas. Valores correspondentes a média * desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos na mesma idade
(p<0,05).

A direita estéo representados os resultados estatisticos da relagdo entre a média dos acidos gordos dos ovos e larvas a eclosao, independentemente do
tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido araquiddnico. 20:5w3
EPA — Acido eicosapentaendico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaendico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.
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D. sargus - Ensaio Temperatura (TFS)

Pool Inicial Eclosédo Abertura da boca Ovos x Eclosdo] Ovos x A. boca | Eclosdo x A. boca

Tratamento Ovos 16 °C 19 °C 16 °C 19 °C p-value p-value p-value
14:0 3,00+0,47 3,33+£0,12 2,99 £0,10 1,93 a 3,24+091b n.s. n.s. n.s.
16:0 27,02+1,92 32,45+ 1,40 31,18 +1,08 26,05 38,50 + 11,94 n.s. n.s. n.s.
18:0 6,41+ 0,58 8,77 £ 0,27 8,60 + 0,31 8,70 12,22 + 3,79 n.s. 0,03 n.s.
Outros SFA 2,84 £ 0,05 3,89+ 0,08 3,66 £ 0,10 3,11 3,44 £ 2,73 n.s. n.s. n.s.
> SFA 39,26+ 3,00 48,45 + 1,86 46,43 + 1,86 39,79 57,41 + 19,38 n.s. n.s. n.s.
16:1 (w9+w7) 5,72+ 0,66 6,75 + 0,22 6,06 + 0,22 4,00 5,78 + 2,59 n.s. n.s. n.s.
18:1 (w9+w7+w5)| 22,65+0,83 28,66 + 0,93 26,69 + 0,81 18,91 28,66 + 8,37 n.s. n.s. n.s.
Outros Mufa 2,48 +0,55 3,38 £ 0,42 3,12 £ 0,44 2,09 3,04 + 0,52 n.s. n.s. n.s.
2 Mufa 30,85+2,04 38,79+ 1,10 35,86 + 1,32 25,00 37,48 + 11,48 n.s. n.s. n.s.
18:2w6 Linoleico| 11,73+3,37 18,67 + 0,51 16,96 + 0,64 7,28 11,27 + 3,42 0,01 n.s. 0,00
18:3w3 1,35+0,26 1,94 + 0,06 1,69 £ 0,10 1,70 2,28 + 0,66 n.s. n.s. n.s.
20:4w6 ARA 2,42+0,16 3,59 +£0,12 3,52+0,14 3,06 4,11 +1,36 n.s. n.s. n.s.
20:5w3 EPA 8,77+0,70 10,87 £ 0,29 9,80 + 0,48 8,12 11,59 + 3,84 n.s. n.s. n.s.
22:6w3 DHA 28,87 +1,03 39,11 £ 0,47 37,08 + 1,42 33,22 45,30 + 14,64 n.s. n.s. n.s.
Outros Pufa 9,07 +0,28 12,12 + 0,10 11,23 + 0,82 6,83 a 10,57+1,90 b 0,01 n.s. 0,01
> PUFA 64,27 +1,66 89,04 + 1,58 82,77 + 3,69 62,16 87,87 + 26,75 n.s. n.s. n.s.
2 w3 47,93+1,63 63,88 + 0,99 59,57 + 2,86 49,13 68,55 + 21,81 n.s. n.s. n.s.
> w6 15,71+3,42 24,45 + 0,59 22,49 + 0,79 12,29 17,84 + 5,22 0,01 n.s. 0,01
Razdo w3/w6 3,14+0,78 2,61 + 0,03 2,65+ 0,04 4,00 3,83+0,11 n.s. 0,04 0,00
SFA+Mufa+Pufa | 134,37+3,37 | 176,28 + 4,35 | 165,06 + 6,52 126,94 182,75 + 57,59 n.s. n.s. n.s.

Tabela 16 (Ensaio “TFS”): Analise descritiva da composigéo de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas, a eclosdo e a abertura da boca, de Diplodus sargus
submetidos a diferentes temperaturas. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre
tratamentos na mesma idade (p<0,05).

A direita estdo representados os resultados estatisticos da relacdo entre a média dos acidos gordos dos ovos, da eclosdo e da abertura da boca,
independentemente do tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido
araquidonico. 20:5w3 EPA — Acido eicosapentaendico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaenoico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.
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A.regius - Ensaio Temperatura (TQR)

Pool Inicial Eclosédo Abertura da boca Ovos x Eclosdo] Ovos x A. boca | Eclosdo x A. boca

Tratamento Ovos 19 °C 22 °C 19 °C 22 °C p-value p-value p-value
14:0 3,04 +0,07 4,00£0,10a | 420+£0,00b 2,00 £ 0,10 2,10 £ 0,10 0,00 0,00 0,00
16:0 32,81+0,35 | 40,70+ 1,10a | 42,50+ 0,17b | 29,07+ 1,16 a | 31,13+0,11 b 0,00 0,00 0,00
18:0 6,57 +0,07 860+0,20a | 9,10+0,00b | 887+0,31a | 943+x0,42b 0,00 0,00 n.s.
Outros SFA 4,94 +0,57 6,33 +0,31 6,90 £ 0,30 4,97 £ 0,42 5,37 £ 0,29 0,00 n.s. 0,00
> SFA 47,36+0,79 | 59,63+1,53a | 62,67 +0,06 b | 44,93+1,90a | 48,13+1,76 b 0,00 n.s. 0,00
16:1 (w9+w7) 11,32+0,14 | 15,07+ 0,45a | 15,73+ 0,06 b 9,10 + 0,40 9,33+0,38 0,00 0,00 0,00
18:1 (w9+w7+w5)| 30,58+0,31 | 38,70+ 1,15a | 40,60+ 0,10 b | 26,77 + 1,05 28,07 + 1,07 0,00 0,00 0,00
Outros Mufa 13,39+0,59 | 18,17+0,65a | 19,37+0,21 b | 11,77 + 0,60 12,23 + 0,83 0,00 0,01 0,00
2 Mufa 55,29+0,87 | 71,93+2,25a | 75,67+0,29b | 47,63 +2,05 49,60 + 2,17 0,00 0,00 0,00
18:2w6 Linoleico| 14,26+0,36 | 17,73+0,55a | 18,60+ 0,10b | 12,40 + 0,50 12,67 + 0,45 0,00 0,00 0,00
18:3w3 1,22 +0,02 1,57 £ 0,06 1,60 + 0,00 0,90 + 0,00 0,87 + 0,06 0,00 0,00 0,00
20:4w6 ARA 3,03+0,03 387+0,12a | 413+£006b | 3,87+0,12a | 4,13x0,15b 0,00 0,00 n.s.
20:5w3 EPA 6,06 + 0,02 757+0,25a | 7,93+0,06 b 5,27 +0,21 5,50 £ 0,20 0,00 0,00 0,00
22:6w3 DHA 29,30+0,28 | 36,80+ 1,05a | 39,40+0,79b | 32,50+ 1,20a | 3500+2,16 b 0,00 0,00 0,00
Outros Pufa 7,30+£0,87 9,40 + 0,60 9,80 £ 0,17 7,20+ 0,36 7,53 £ 0,40 0,00 n.s. 0,00
> PUFA 61,16+0,92 | 76,90+ 2,55a | 81,40+ 0,56 b | 62,10+ 2,41 65,77 + 3,24 0,00 n.s. 0,00
2 w3 40,97+0,21 | 51,70+1,60a | 55,03+0,59b | 43,13+ 1,60 a | 46,03+2,61b 0,00 0,01 0,00
> w6 18,98+0,50 | 23,80+0,75a | 25,03+0,15b | 18,13+0,81 18,87 + 0,67 0,00 n.s. 0,00
Razdo w3/w6 2,16 £ 0,05 2,20 + 0,00 2,20 + 0,00 2,40 +0,00a | 2,47+0,06 b n.s. 0,00 0,00
SFA+Mufa+Pufa | 163,82 +2,50 | 208,50 + 6,36 a| 219,73 + 0,60 b| 154,70 + 6,36 | 163,50 + 6,48 0,00 n.s. 0,00

Tabela 17 (Ensaio “TQR”): Andlise descritiva da composicdo de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas, a ecloséo e a abertura da boca, de Argyrosomus
regius submetidos a diferentes temperaturas. Valores correspondentes a média * desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre
tratamentos na mesma idade (p<0,05).

A direita estdo representados os resultados estatisticos da relacdo entre a média dos acidos gordos dos ovos, da eclosdo e da abertura da boca,
independentemente do tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido
araquidonico. 20:5w3 EPA — Acido eicosapentaendico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaenoico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.

Xiv



S. aurata - Ensaio Temperatura (TQA)

Pool Inicial Eclosédo Ovos x Ecloséo

Tratamento Ovos 19 °C 22 °C p-value
14:0 4,57 £0,25 6,13 £ 0,06 6,10 + 0,20 0,00
16:0 29,77 £0,70 39,43 +0,29 39,63 + 0,87 0,00
18:0 6,43+0,15 8,87 £ 0,06 8,90 + 0,17 0,00
Outros SFA 3,83+0,06 5,33 + 0,06 5,40 + 0,10 0,00
> SFA 44,60+ 1,15 59,80 + 0,44 60,03 + 1,23 0,00
16:1 (w9+w7) 8,80+ 0,20 11,93+ 0,12 11,83 + 0,25 0,00
18:1 (w9+w7+w5)| 32,77+0,67 44,17 £ 0,32 44,03 £ 0,91 0,00
Outros Mufa 8,10+ 0,00 11,07 £ 0,12 11,10 £ 0,30 0,00
2 Mufa 49,70+ 0,85 67,17 + 0,49 67,00 + 1,51 0,00
18:2w6 Linoleico| 12,43+0,25 16,93 £ 0,12 16,83 + 0,45 0,00
18:3w3 1,73+0,06 2,30 + 0,00 2,27 + 0,06 0,00
20:4w6 ARA 2,43+ 0,06 3,33+ 0,06 3,37 +£0,12 0,00
20:5w3 EPA 8,73+0,06 11,53 +0,15 11,43 £ 0,51 0,00
22:6w3 DHA 31,73+0,15 42,30 £ 0,92 42,53 £ 1,90 0,00
Outros Pufa 6,00+ 0,10 8,03 + 0,06 8,10 + 0,61 0,00
2 PUFA 66,13+ 0,59 88,60 + 1,22 88,60 + 3,74 0,00
> w3 48,27 +0,29 64,33 + 1,02 64,50 + 3,01 0,00
> w6 16,67 £0,31 22,70 + 0,20 22,60 + 0,78 0,00
Razdo w3/w6 2,90+0,00 2,83 + 0,06 2,87 + 0,06 n.s.
SFA+Mufa+Pufa | 160,40+2,52 | 215,57 +1,81 | 215,63 + 6,47 0,00

Tabela 18 (Ensaio “TQA”): Analise descritiva da composi¢do de acidos gordos (mg/g) em ovos e larvas a eclosdo, de Sparus aurata submetidos a diferentes
temperaturas. Valores correspondentes a média + desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas entre tratamentos na mesma idade
(p<0,05).

A direita estéo representados os resultados estatisticos da relagdo entre a média dos acidos gordos dos ovos e larvas a eclosao, independentemente do
tratamento (n.s. corresponde a p>0,05). SFA — Acidos gordos saturados. Mufa — Acidos gordos monoinsaturados. 20:4w6 ARA — Acido araquiddnico. 20:5w3
EPA — Acido eicosapentaendico. 22:6w3 DHA — Acido docosa-hexaendico. Pufa — Acidos gordos polinsaturados.
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