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Resumo

A camarinha P. varians € um camarao eurihalino muito abundante em
regides estuarinas e de sapal, de caracteristicas temperadas. E utilizado para
consumo humano e para a pesca apresentando actualmente uma procura
crescente. Neste trabalho pretende-se averiguar, de modo preliminar as
exigéncias nutricionais em acidos gordos e a viabilidade de cultivo. Utilizaram-se
cinco dietas, D1 (Artemia), D2 (Coelho), D3 (S.One), D4 (Poliqueta), D5
(AquaS2) facilmente disponiveis e com diferentes perfis em acidos gordos,
tendo-se observado a sua aceitabilidade e o efeito na condigdo fisica e na
reprodugado dos camardes, investigou-se a influéncia das dietas parentais nas
reservas lipidicas dos ovos e do embrido e como é efectuada a gestdo dos
acidos gordos ao longo da embriogénese. Como comparagdo aos camaroes
cultivados, amostraram-se também camardes “selvagens” recolhidos na Ria
Formosa. Verifica-se que esta espécie apresenta a capacidade de utilizar os
acidos gordos de forma selectiva, utilizando acidos gordos nao-essenciais e/ou
abundantes como forma de energia, armazenando os acidos gordos essenciais,
parece também, demonstrar uma capacidade de biossintese de HUFA superior a
outros decapodes, o que associado a facilidade de cultivo e resisténcia ao
maneio a tornam muito interessante para aquacultura. As dietas D4 (Poliqueta) e
D5 (AquaS2) apresentaram os melhores resultados ao fim de 6 meses de

ensaio.

Palavras-chave: Palaemonetes varians; camarinha; acidos gordos; HUFA; embriogénese



Abstract

P. varians is a eurihaline grass shrimp, abundant in temperate
saltmarshes and estuaries. It is used for human consumption or as fish bait,
presenting an increasing demand. The aim of this work is to study, in a
preliminary way, the nutritional requirements in fatty acids and the culture
viability. Five diets were used, D1 (Artemia), D2 (Rabbit), D3 (S.One), D4
(Marine worm), D5 (AquaS2), easily available and with different fatty acids
profile. The acceptability and the effect on the shrimp condition and
reproduction were observed, it was investigated the influence of the parental
diets on the eggs and embryo lipid reserve, and in embryogenesis fatty acid
dynamics. For comparison there were also sampled “wild” shrimps collected in
Ria Formosa. This species show the capability of using fatty acids in a
selective mode, using non-essential or abundant fatty acids as energy
resource, saving the essential fatty acids. It is also suggested that this species
seems to have a higher HUFA biosynthesis than other decapods species,
which, simultaneously with the easiness of cultivation and resistance to
handling, make it an interestingly species for aquaculture. The best outcomes
from a 6 months trial were obtained by diets D4 (Marine worm) and D5

(AquaS2).
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ARA - Arachidonic Acid (acido araquidonico)

CC - Comprimento do Cefalotérax

DHA - Docosahexaenoic Acid (acido docosahexaenoico)

D1 - Dieta D1 (Artemia)

D2 - Dieta D2 (Coelho)

D3 - Dieta D3 (S.One)

D4 - Dieta D4 (Poliqueta)

D5 - Dieta D5 (AquaS?2)

D6 — Tratamento D6 (*“Selvagens”)

ES - Early Spring (12 amostragem — “early spring”)

EFA — Essential Fatty Acids (a4cidos gordos essenciais)

EPA - Eicosapentaenoic Acid (&cido eicosapentaenoico)

HUFA - Highlyunsaturated Fatty Acids (acidos gordos polinsaturados)
LINOLEICO - Acido linoleico (18:2n-6)

LINOLENICO - Acido linolénico (18:3n-3)

LS - Late Spring (22 amostragem — “late spring”)

MUFA — Monounsaturated Fatty Acids (&cidos gordos monoinsaturados)
PUFA - Polyunsaturated Fatty Acids (&cidos gordos polinsaturados)

SFA - Saturated Fatty Acids (&cidos gordos saturados)
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INFLUENCIA DA DIETA PARENTAL NA QUALIDADE LIPIDICA DOS OVOS E NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE
CAMARINHA, PALAEMONETES VARIANS

1. Introducao

A Uniao Europeia apresenta um elevado consumo per capita de peixes, moluscos e
crustaceos. Dados de 2004 apontavam que 19% do total dos produtos da pesca eram de
aquacultura, pelo que apresenta um balanco deficitario na produgdo, necessitando de
recorrer a importacdo de modo a suprir a procura (GAIN Report Number: E40006. 2007). A
nivel mundial os produtos de aquacultura representam 32,4% do total dos produtos da
pesca. Assim, a Aquacultura € uma actividade em expansao, apresentado um crescimento
médio anual de 8,8% desde 1970 (FAO, 2007).

A Aquacultura em Portugal centra-se em poucas espécies salientando-se a truta na
Piscicultura dulgaquicola, a dourada, o robalo e o pregado no caso da Piscicultura marinha
e, a améijoa e ostra (com larga predominancia da primeira) no caso da Moluscicultura.

A crescente diminuicdo da oferta de pescado e outros produtos do mar por parte da
frota pesqueira tem vindo a aumentar a procura dos produtos da aquacultura.

Por outro lado, a competitividade da globalizagdo, com a introdu¢do no nosso
mercado de produtos de aquacultura produzidos noutros paises, tem impulsionado a
crescente necessidade de diversificarmos a nossa oferta em aquacultura.

A diversificacdo da piscicultura marinha, no campo da producido de espécies com
grande valor comercial (linguado, sargos, pargo e corvina), tem vindo a ser desenvolvida
experimentalmente no nosso Pais. Este interesse esta directamente relacionado com
varios factores, nomeadamente, com o aumento da oferta e a resultante redu¢ao do preco
de mercado da dourada e do robalo, com as excelentes condigdes climatéricas para o
desenvolvimento destas espécies, a disponibilidade de locais com boa qualidade de agua
e o seu elevado valor comercial.

No entanto, o desenvolvimento desta actividade passa pela possibilidade de
obtengao de juvenis, em quantidade, qualidade e época que permita uma produgao em
continuo, o que sO é possivel através da sua producdo em cativeiro, em Estacdes de
Reproducgao (maternidades) criadas para o efeito.

A investigagdo nesta area tem igualmente um papel importante no repovoamento
piscicola, com consequéncias na gestao dos stocks e na producdo de outras espécies,
nalguns casos nao dirigidas apenas para o mercado de consumo humano directo. Estdo

neste caso, a producdo de espécies como a minhoca-da-pesca (Hediste diversicolor.) ou
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da camarinha (Palaemonetes varians). Estas espécies poderao ter implicagdes importantes
em termos de ecologia e ordenamento do litoral.

No caso da camarinha esta espécie € utilizada no consumo humano, sendo
exportada em grandes quantidades para Espanha e como isco para a pesca (robalo e
sargos). A sua crescente procura e captura nos ecossistemas naturais, salinas,
reservatorios de agua e zonas do sapal, pode afectar seriamente os stocks naturais desta
especie.

Deste modo, a crescente procura, o consequente incremento do seu valor comercial
e a disponibilidade de inumeros locais ao longo da costa propicios para o seu cultivo,
justificam que se comece a encarar a sua produgdo em aquacultura, como meio de
diversificar a oferta desta actividade e equilibrar a balanca de exportacdes, criando valor

acrescentado a economia nacional.

O objectivo deste trabalho foi averiguar, de modo preliminar as exigéncias
nutricionais em acidos gordos e, testar a viabilidade de cultivo da camarinha. Para tal,
utilizaram-se cinco alimentos facilmente disponiveis e com diferentes perfis em acidos
gordos, tendo-se observado a sua aceitabilidade e o efeito na condi¢do fisica e na
reprodugao dos camardes

Discute-se a influéncia das dietas parentais no perfil lipidico dos ovos e consequente

dinamica lipidica embrionaria.

1.1. Camarinha Palaemonetes varians

A camarinha, Palaemonetes
varians, € um pequeno camarao que
se encontra frequentemente em
zonas estuarinas (Fig. 1). As
caracteristicas geologicas da Costa
Portuguesa (com varios estuarios e
lagunas com zonas de sapal) e
oceanograficas (a agua do mar
mantém uma temperatura anual de

caracteristicas temperadas), fazem

Figura 1 — Fémea ovigera de P. varians. Foto do autor
Mestrade c... oo craiinn
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com que esta espécie possa ser muito abundante e como tal um recurso que deve ser
estudado.

As camarinhas fazem parte da tradicdo gastrondmica, sendo consideradas um
“‘petisco”. Sao igualmente muito consumidas em Espanha, utilizadas principalmente na
preparacao de tortillas.

Sao também muito utilizadas na pesca desportiva, com Optimos resultados na
captura de algumas espécies de peixes de elevado valor comercial.

Desde ha alguns anos que algumas salinas abandonadas na zona da Reserva
Natural do Estuario do Tejo estdo a ser exploradas para a captura de camarinhas, por
cidadaos espanhois. E necessario que esta actividade seja regulada para minimizacéo dos
varios impactos directos. Nao é aceitavel a captura massiva de um elo do ecossistema
sem qualquer controlo dos stocks, nem das relagdes ecoldgicas que se desencadeiam.

Para a exploragédo desta espécie, 0 nivel da agua dos tanques € necessariamente
superior ao que se utiliza para a extraccéo do sal. Esta diferenca de nivel, ndo permite que
sejam utilizadas pelos milhares de aves para as quais as zonas humidas do nosso territério
sdo de extrema importancia na sua rota migratoria, e que se encontram protegidas pela
directiva Aves.

Se considerarmos ainda, as inUmeras salinas abandonadas e aterradas em todo o
pais, constata-se facilmente que este € um problema ecologico grave. Nado devemos
também esquecer que como qualquer actividade econdmica/comercial, deve ser sujeita a
regulamentos.

Recentemente realizou-se um férum para discussao desta actividade e para as
consequéncias de uma actividade nao regulamentada. No entanto deve-se considerar este
interesse na camarinha como um aspecto importante e positivo, que deve servir de motor
para o desenvolvimento sustentado de uma nova actividade e para promover a gestédo
adequada das areas litorais que se encontram actualmente abandonadas. E importante
nao esquecer que salinas desactivadas, onde os ciclos hidricos ndo se renovam, sao
zonas que se tornam estéreis e perdem a fungao ecoldgica que poderiam executar.

Para comecar a explorar um recurso devem ser efectuados varios estudos para
aprofundar o conhecimento da espécie. A camarinha foi utilizada no passado em varios
ensaios, devido a sua grande resisténcia em laboratério, maioritariamente para testes de

toxicidade.
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Quando se comeca a utilizar uma espécie em aquacultura pretende-se fechar o seu
ciclo de vida. E crucial que se consiga reproduzir em cativeiro de modo regular e periédico,

e que a descendéncia seja de boa qualidade.

2. Estrutura e funcao dos lipidos

Os lipidos sdo um grupo diverso de moléculas de origem bioldgica, compostas
quimicamente por hidrocarbonos (Purves et al.,, 2001 ; Solomons, 1997), podem ser
divididos em grupos, em fungdo da presencga de glicerol: acidos gordos em estado livre,
lipidos com glicerol (triglicéridos e fosfolipidos) e lipidos sem glicerol, onde se englobam os
esterodides (Tacon, 1989).

Os acidos gordos sao acidos carboxilicos com uma cadeia mais ou menos longa de
atomos de carbono ligados a hidrogénio (grupo metileno CH;) que termina num grupo
metilo (CHs). Devido a rotac&o relativamente livre em torno das liga¢des simples entre os
carbonos, sdo moléculas altamente flexiveis, no entanto a conformacdo mais estavel é
completamente distendida, em que a interferéncia estereoquimica € minima entre os
grupos (Voet & Voet, 1995). Podem ser classificados de acordo com trés critérios base:

e O numero de atomos de carbono - possuem normalmente uma cadeia com
numero par de atomos de carbono;

e A presenca de ligagdes duplas: - saturados, quando ndo possuem nenhuma
ligacdo dupla na cadeia; - monoinsaturados, quando possuem uma ligacao
dupla; - polinsaturados quando possuem duas ou mais ligagdes duplas;

e A posicao das ligagcdes duplas em relagao ao grupo metilo;

¢ A estereoquimica da molécula — lineares ou ramificadas.

Os acidos gordos de origem animal podem ter até seis ligagdes duplas, a maioria
das plantas superiores n&o ultrapassam trés, enquanto os acidos gordos das algas podem
apresentar até cinco ligagcdes duplas (Christie, 1992 in Narciso, 1996).

A notagado taquigrafica, normalmente utilizada para facilmente nos referirmos a
determinado acido, como seja 22:6n-3, acido docosahexaendico, refere exactamente os
critérios descritos anteriormente, assim este acido tem 22 atomos de carbono, 6 ligacdes
duplas, encontrando-se a primeira entre o terceiro e quarto carbono, a contar do grupo
metilo (Fig. 2).

Mestrado em Biologia Marinha



INFLUENCIA DA DIETA PARENTAL NA QUALIDADE LIPIDICA DOS OVOS E NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE
CAMARINHA, PALAEMONETES VARIANS

o /GH
HHHHHHHUHHH HHHHHHHH
. L L L U R Y - LT L
A ddddddackiiadnadddddd
[
HHHHHH H HHHHHHHUHH y
Figura 2 — Exemplos de acidos gordos. O acido gordo na horizontal representa 20:2n-9, A\
e na vertical representa-se DHA, 22:6n3.
Os acidos gordos polinsaturados (PUFA- polyunsaturated fatty /
acids), sao acidos gordos de cadeia longa (218 atomos de carbonos), com
o ~ - \
pelo menos duas ligagdes duplas. Sdo agrupados em duas familias
principais, a série linoleica (n-6) e a série linolénica (n-3). Os animais sao p
incapazes de sintetizar numerosos PUFA porque as suas enzimas sao
incapazes de inserir novas ligagdes duplas entre uma ja existente e o N\
grupo carboxilo. Assim o acido linoleico 18:2n-6 e o acido linolénico 18:3n- 3
sdo considerados acidos gordos essenciais (EFA — essential fatty acids), e

sdo obtidos obrigatoriamente através da dieta. Sao considerados precursores dos
restantes acidos gordos da mesma série, o acido araquidonico (ARA, 20:4n-6), acido
eicosapentaenodico (EPA, 20:5n-3) e o acido docosahexaendico (DHA, 22:6n-3) os seus
homologos altamente insaturados (HUFA — highly unsaturated fatty acids), obtidos através
da dieta ou, como ja se referiu, biossintetizados através dos seus precursores (Narciso,
1996; Pousao-Ferreira, 2006).

As células animais tém enzimas (elongases e dessaturases), com capacidade de os
formar através de processos de insaturagdo (remogédo de atomo de hidrogénio, o que
permite a formacao de uma ligagéao dupla) e elongacgao (adi¢ao de dois atomos de carbono
ao grupo carboxilo) (Tacon, 1989; Narciso, 1996; Leonard et al., 2004).

Os acidos gordos altamente insaturados, HUFA, especialmente o ARA e o EPA, séo
precursores de uma variedade de moléculas com potentes actividades bioldgicas a que se
da o nome geral de eicosandides. Alguns dos eicosandides mais conhecidos sédo as
hormonas prostaglandinas, e podem ser produzidos por diversos tecidos como resposta a
estimulos extra-celulares, podendo estar implicadas em inumeros processos fisioldgicos,
tais como na reproducdo, em fungdes renais e neurais, assim como em respostas do
sistema imunolégico (Voet & Voet, 1995; Narciso, 1996, Pouséao-Ferreira, 2006, Tocher et
al., 2008).

Mestrado em Biologia Marinha



INFLUENCIA DA DIETA PARENTAL NA QUALIDADE LIPIDICA DOS OVOS E NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE
CAMARINHA, PALAEMONETES VARIANS

Os triacilglicerdis ou triglicéridos, também designados por gorduras neutras, pelo
seu caracter ndo polar, sdo ésteres de glicerol, resultado da ligacdo de uma molécula de
glicerol (CH,OH-CHOH- CH,OH) por reaccédo de esterificagdo com o grupo carboxilo
(COOH) de trés acidos gordos. Nos animais funcionam como reservas de energia, pelo
que sao da classe de lipidos mais abundantes (Tocher et al., 2008). As gorduras e 6leos
sdao misturas complexas de triglicéridos cuja composi¢cdo em acidos gordos depende do
organismo de origem. Definem-se pelo estado que apresentam a temperatura ambiente, as
gorduras sao sélidas e os 6leos sdo liquidos. Esta caracteristica fisica depende da

composi¢cao em acidos gordos (Voet & Voet, 1995).

O colesterol € um esterdide, encontra-se esterificado com acidos gordos e
desempenha um conjunto de fungdes bioldgicas importantes, sendo o esterol dominante
nos tecidos dos animais (Tocher et al., 2008). Esta envolvido nos sistemas membranares
juntamente com os fosfolipidos, € precursor metabdlico dos acidos biliares, da vitamina D3
e das hormonas esteroides, onde se incluem androégenos, estrogénios e corticosteroides,
que regulam variados mecanismos fisiolégicos, dos quais se destacam o desenvolvimento
sexual e o metabolismo dos carbohidratos. Desempenha também um papel importante no
transporte lipidico, entre o intestino, o figado e os tecidos (Tacon, 1989; Voet & Voet,
1995). Estudos recentes com salmao (Taggart et al., 2008), vieram mostrar que o gene que
regula os processos de biossintese de colesterol era activado quando os salmdes eram

alimentados com uma dieta com reduzido teor em colesterol.

Os lipidos sdao componentes fundamentais para o correcto funcionamento e
desenvolvimento dos organismos. Servem como veiculo bioldégico na absorgdo de
vitaminas lipossoluveis, tais como as vitaminas A, E e K. Sdo moléculas de grande valor
energético (9,5Kcal.g™"). O catabolismo oxidativo dos acidos gordos ocorre no citosol por
hidrdlise enzimatica, catalizada por triacilglicerol lipases, e por B-oxidagao, dando origem a
Acetil CoA e NADH, que posteriormente sdo metabolizados pelo ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA) e pela fosforolizacdo oxidativa (Voet & Voet, 1995; Narciso, 1996,
Tocher et al., 2008). Tém ainda um papel fundamental como componentes das membranas

celulares.
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As membranas s&o estruturas de grande importancia bioldgica, individualizam as
células, unidade estrutural de todos os organismos vivos, e apresentam um caracter
estrutural e funcional. A estrutura de mosaico fluido das membranas biolégicas proposta
por Singer e Nicholson em 1972, consiste basicamente numa camada dupla lipoproteica,
em que a fluidez é assegurada pelos lipidos que a constituem, principalmente lipidos
polares (fosfolipidos) e colesterol, onde a insaturagdo dos acidos gordos que a compdem é
condicionante (Los & Murata, 2004). Tendencialmente a insaturacdo diminui o ponto de
fusdo. A fluidez da membrana permite que as proteinas que se encontram no seu interior
possam estar fisiologicamente acessiveis. Esta questdo € de estrema pertinéncia para os
animais poiquilotérmicos, sem mecanismos de regulagcéo da temperatura corporal.

A permeabilidade da membrana a substancias, através de sistemas de bombas
ionicas, transporte activo ou difusdo passiva, € regulado em parte pela polaridade dos

fosfolipidos e dos acidos gordos das suas cadeias (Voet & Voet, 1995).

2.1. Papel dos lipidos na nutricao de Decapodes

Os lipidos sao muito importantes no desenvolvimento dos crustaceos, como fonte de
energia mas também como nutrientes essenciais (Kanazawa et al., 1985). Julga-se que
sao factores chave nas taxas de eclosao e na sobrevivéncia das larvas (Xu et al., 1994).

Nos crustaceos o hepatopancreas € o 6rgdo de armazenamento de lipidos, no
entanto nas fémeas também é possivel observar grandes quantidades de lipidos nos
ovarios que nao se registam noutros érgéos, o que indicia a importancia dos lipidos para a
maturacdo sexual. O perfil em acidos gordos dos ovarios influéncia directamente a
reproducao, a sobrevivéncia da postura e o desenvolvimento larvar (Ying et al., 2006). A
importancia dos lipidos no metabolismo embrionario pode ser aferida pelo facto de
representar 60% do total da energia utilizada no desenvolvimento do embrido dos
crustaceos (Wehrtmann & Graeve, 1998). Durante a embriogénese, a maioria dos lipidos
reorganiza-se, ao invés de ser utilizada como fonte de energia, verificando-se um consumo
selectivo (Babu, 1987). Os fosfolipidos e colesterol s&o usados como componentes
estruturais na biogénese de membranas (Rosa & Nunes 2002; Rosa & Nunes 2003). A
utilizacao preferencial de lipidos polares ou neutros depende da espécie e pode ser reflexo
de adaptagdes ambientais (Narciso, 1999).

Tal como nos peixes marinhos, os camardes apresentam uma biossintese de EPA

20:5n-3 e DHA 22:6n-3 a partir dos seus precursores, muito pouco activa, o que indicia
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uma baixa actividade do enzima dessaturase A4 e A5 (Mourente, 1996; Narciso, 1996;
Solomons, 1997 ; Pousao-Ferreira, 2006). Assim, EPA e DHA s&o considerados acidos
gordos essenciais (EFA) para os camardes, com fungdes importantes na reprodugao,
fertilizacdo, eclosao e crescimento. O aporte de DHA e EPA tem de ser pela dieta, porque
a capacidade para os sintetizar € limitada e a quantidade disponibilizada pelo
hepatopancreas néo suprime as necessidades (Ying et al., 2006), sendo o perfil em acidos
gordos dos crustaceos normalmente reflexo da sua dieta, especialmente no que diz
respeito aos EFA. A necessidade dos crustaceos em obter PUFA n-3 traduz a importancia

destes acidos gordos em funcdes fisioldgicas estruturais (Narciso, 1996).

Nas espécies marinhas o conteudo em C22:6 e C20:5 é geralmente maior que nas
espécies dulcaquicolas, em que as fungcdes executadas por estes HUFA parecem poder
ser efectuadas pelos PUFA C18:2 e C18:3 (Cheng et al.,, 1998). Inclusivamente foi
sugerido por Xu et al., (1994) que a composi¢cao dos tecidos nestes acidos gordos poderia

ser indicativo do tipo de habitat (estuarino, costeiro, profundidade).

Ao contrario dos peixes, os crustaceos sao incapazes de biossintetizar esterdis
(Teshima & Kanazawa, 1971; Teshima, 1983 in Tacon, 1989; Wouters et al., 2001), razédo
pela qual, o colesterol é considerado um nutriente essencial nas dietas de crustaceos.
Segundo varios estudos com Penaeus japonicus, o nivel 6ptimo de colesterol na dieta
estara entre 0,5 — 2,0% (Deshimaru, 1981; Kanazawa et al., 1971; Teshima et al., 1982;
Teshima & Kanazawa, 1986 in Tacon, 1989).

2.2. Importancia da dieta parental

Em qualquer espécie a descendéncia é afectada directa e indirectamente pela
qualidade da dieta dos progenitores, com especial énfase pela dieta materna. A
oviparidade foi para muitos organismos multicelulares, uma estratégia de vida que permitiu
uma grande salto evolutivo, uma vez que a embriogénese se desenvolve fora do corpo
materno (Rosa et al., 2007).

Nas espécies oviparas ou ovoviviparas, em que o desenvolvimento embrionario é
independente do corpo materno, os ovos funcionam quase como um sistema fechado. Nao

existindo qualquer aporte de nutrientes, é essencial que as reservas vitelinas contenham
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os nutrientes e a energia indispensaveis a manutencdo da homeostasia e ao
desenvolvimento do embrido, até ao inicio da alimentagdo exégena (Rosa et al., 2007).
Nos crustaceos, as fémeas podem transferir até 60% das suas reservas lipidicas
para os ovos (Herring, 1973 in Rosa et al., 2007), o que sugere que o metabolismo dos
lipidos € extremamente dependente das reservas parentais (Rosa & Nunes 2002; Rosa &
Nunes 2003), existindo cada vez mais evidéncias de que a acumulagao de lipidos nos

ovarios provem directamente da dieta (Mourente, 1996; Wouters et al., 2001).

P. varians apresenta ovos lecitotréficos, pelo que os primeiros estadios do seu
desenvolvimento dependem das reservas bioquimicas maternas. Os lipidos apresentam
uma fungao energética e estrutural durante o desenvolvimento lecitotréfico, periodo em
que sdo gradualmente consumidos. Assim é assente que o perfil em acidos gordos
existentes nas reservas vitelinas influencia e condiciona a qualidade e sobrevivéncia das
larvas (Racotta et al., 2003; Rosa et al., 2007).

A taxa de utilizacdo dos nutrientes é regulada pela programacido genética da
espécie, pelo que pode servir de indicacdo para os requisitos das larvas de crustaceos
(Rosa et al., 2007). Assim, é deste pressuposto que muitos estudos sobre nutrigdo larvar

tém sido desenvolvidos (Koven & Kissil, 1984; Rainuzzo et al., 1997).

Deste modo, os ovos poderao ser considerados como uma “caixa-negra”, no sentido
em que a variagao bioquimica do vitelo pode ser utilizada como informagéo dos requisitos
energéticos e nutricionais e permitir a formulagdo de dietas equilibradas para os
reprodutores (Mourente, 1996; Wouters et al., 2001).

Em Aquacultura, a gestao dos lotes dos reprodutores vai afectar a qualidade das
larvas, um dos aspectos mais estudados € o efeito da nutricdo. A analise da variagao
bioquimica nos tecidos durante o processo de maturagdo sexual e gametogénese é uma
ferramenta que permite uma aproximacdo dos requisitos nutricionais dos reprodutores
(Racotta et al., 2003).

O cultivo de peneideos (nomeadamente Litopennaeus vannamei, actualmente um
dos cultivos de maior peso na industria) foi baseado na recolha de larvas do habitat
natural, porque os camardes em cativeiro ndo apresentavam maturacao. O sucesso da
maturacdo e a optimizagdo do cultivo de reprodutores viaveis foi um grande entrave ao

rapido desenvolvimento desta actividade, e tem sido considerado como uma das
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estratégias para o seu desenvolvimento sustentado. Ao longo das ultimas décadas tém
sido desenvolvidos varios estudos no intuito de avaliar a qualidade da descendéncia em
funcao de variados factores, e s6 recentemente foi possivel melhorar a compreensao dos
varios condicionalismos que afectam o desenvolvimento e a maturagcédo de L. vannamei em
cativeiro. A nutricdo dos reprodutores tem sido o factor mais explorado, principalmente no
efeito de compostos particulares como os lipidos e as vitaminas (Racotta et al., 2003).

A disponibilidade de uma boa dieta € um factor crucial para a maturagao sexual e a
reprodugcdo nos camardes (Wouters et al., 2001). Uma alimentacdo deficiente ou
inadequada pode provocar fecundidades baixas ou inexistentes (Bray & Lawrence, 1992).

Nao é sbé o conteudo individual de cada acido gordo que importa, mas também as
propor¢cdes entre si. A razao DHA/EPA é muito importante na nutricdo, mas também a
relagdo EPA/ARA, que nos peixes planos parece ter um papel primordial na pigmentacéo e
na migragao do olho. A deficiéncia ou excesso de lipidos pode inibir a produgéo de outros,
desestabilizando o sistema, o que provoca varias disfungcdes tais como dificuldades na
assimilagao e provocar malformagdes e patologia de variadas ordens (Pousao-Ferreira,
2006).

3. Descricao da espécie P. varians. Biologia e Ecologia. Sistematica e
Distribuicdao Geografica

A camarinha é um crustaceo decapode, da infraordem Caridae, onde se englobam
os camarbes de abdémen comprido, em que a margem lateral (pleura) do segundo
segmento abdominal se sobrepde simultaneamente ao primeiro e terceiro segmento e em
que o terceiro pereidpode ndo apresenta pinga (quelicera ou quela). Pertence a familia
Palaemonidae e caracteriza-se por apresentar anténulas, 6érgdos sensoriais, trirramosas
(Smaldon, 1979; Narciso, 1996).

Os crustaceos existem desde o periodo Cambrico (Era Paleizdica), ou seja ha cerca
de 500MA, o mesmo periodo em que viveram os trilobite, artropodes marinhos so6
conhecidos através do registo fossil e, que foram os primeiros animais a desenvolverem
olhos complexos, possivelmente ancestrais dos crustaceos.

A posicao taxondmica de P. varians, segundo Calado & Narciso (2002), é a

seguinte:

Filo Arthropoda
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Classe Crustacea
SubClasse Malacostrata
SuperOrdem Eucarida
Ordem Decapoda, (Latreille, 1802)
SubOrdem Caridea, (Dana, 1852)
SuperFamilia Palaemonoidea, (Rafinesque, 1815)
Familia Palaemonidae, (Rafinesque, 1815)
SubFamilia Palaemoninae, (Rafinesque, 1815)
Género Palaemonetes, (Heller, 1869)

Espécie Palaemonetes varians (Leach, 1814)

Espécie de caracteristicas eurihalinas e euritérmicas, tem a capacidade de
sobreviver em ambientes com caracteristicas mais extremas, onde outras espécies nao
conseguem finalizar o seu ciclo de vida, assim ocorre principalmente em aguas salobras,
ou de muito reduzida salinidade, mas também em ambientes hipersalinos como nas
imediacbes de salinas. O seu habitat compreende estuarios, reservatorios, esteiros, canais
ou zonas abrigadas de pouca profundidade, em fundos com algas ou ervas marinhas, onde
encontram protecgao e alimento. Nao existem registos da sua ocorréncia em ambientes
completamente lacustres. Embora possam ocupar ambientes costeiros nao protegidos,
esse nao € o seu nicho, pelo que outras espécies ganham dominancia como p.ex 0s
camardes do género Palaemon. Mundialmente distribui-se desde o Mar Baltico Ocidental e
llhas Britanicas até ao Mar Mediterraneo e Mar Negro. Em Portugal € conhecido pelo nome
comum de camarinha (também camarao-das-salinas, camarao das comportas ou camarao-
dos-portos) estando presente em toda a Costa Continental (Smaldon, 1979; Calado &
Narciso 2002).

3.1. Morfologia e Anatomia

A ordem Decapoda era comummente dividida em Reptantia e Natantia, no 1° grupo
incluiam-se os crustaceos que “caminham” pelo sedimento (caranguejos), € no 2° grupo os
que apresentam natagcdo (todos os camardes se incluem no 2° grupo) — a Figura 3-

representa a anatomia de um camarao decapode.

Mestrado em Biologia Marinha

11



INFLUENCIA DA DIETA PARENTAL NA QUALIDADE LIPIDICA DOS OVOS E NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE
CAMARINHA, PALAEMONETES VARIANS

Pendanculo antenular

Apéndice interna 5 ~
" Pendunculo ocular Anténula

Térgito ’ )
o Apéndice masculina
Exopodito

Coxa Cémea Rostro

Base Estilocérito Antena

Isquio _W

Endopddito

Pleura

Telson

Ramo lateral do urépode

Dactilo |
I 62

Ramo médio do urépode Carpo multiarticulado

Propodo

Dactilo Quela

Figura 3 - Anatomia externa de um camarao decapode.
(Adaptado de Zariquiey Alvarez, 1968 in Calado & Narciso, 2002)

Apresentam um corpo segmentado, achatado lateralmente, que facilita a natacéao, e
dividido em duas areas: uma anterior constituida pelo acron (pedunculos oculares),
cephalon (cabeca) e pereion (térax) e uma posterior, o abdémen (pleon). A cabega e os
primeiros trés segmentos toracicos estdo fundidos dorsalmente no que se designa
cefalotérax, e a cabeca e todos os segmentos toracicos estdo protegidos por uma
carapacga que se estende lateralmente por forma a cobrir as branquias e as inser¢des dos
apéndices toracicos. O exoesqueleto é fino e flexivel, pouco mineralizado. Lateralmente
encontram-se as branquias, de tipo filobranquiais em camaras bem definidas (Smaldon,
1979; Barnes, 1980; Narciso, 1996).

O cephalon (cabecga) dos crustaceos € bastante similar entre toda a classe,
apresenta cinco pares de apéndices cefalicos; 1° par, as anténulas, 2° par, as antenas,
orgaos sensoriais, 3° par, as mandibulas (encontram-se flanqueando e muitas vezes
cobrindo a boca ventral), posteriormente encontram-se ainda dois pares de apéndices
acessorios, a primeira e segunda maxila (Barnes, 1980).

O pereion (térax) apresenta 8 pares de apéndices, os apéndices toracicos também
designados toracépodes ou pereidpodes (apéndices locomotores, utilizados para andar no

substrato). Nos decapodes os primeiros trés pares de apéndices estdo modificados de
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modo a auxiliar na alimentagdo, designando-se maxilipedes (Smaldon 1979; Barnes,
1980).

A familia Palaemonidae caracteriza-se por apresentar no primeiro pereiépode uma pinca
bem desenvolvida, no entanto de menor dimensao que a pinga do segundo pereidpode
(Fig.4).

O pleon (abdémen) é
constituido por seis segmentos,
plebmeros, em que o ultimo se
encontra modificado, formando a
estrutura designada telson. Cada
plebmero, do primeiro ao quinto,
tem um par de apéndices
birramosos, 0s plebpodes,
utilizados para a natagdo. Cada
plebpode € composto por dois
segmentos articulados, o]
enddpodito e o exdpodito. Os
apéndices do sexto segmento ou
telson sao  designados por
uroépodes, sendo que o numero de
espinhos existentes no telson
também é um aspecto de

identificacdo taxonémica. P. varians

apresenta dois pares de espinhos.

Figura 4 — Fotografia de P. varians, onde se observam varios
apéndices, e em primeiro plano as pingas do 2° pereiépode,
movimentos dos pleépodes. A  realcadas pelos circulos.

Foto do autor

A natagdo ocorre pelos

rapidez com que se movem para
tras deve-se a contracgdo do abdémen e do movimento dos uropodes e telson. Utilizam os
pereidopodes para se apoiarem e para efectuarem pequenas deslocagdes no substrato
(Smaldon, 1979; Barnes, 1980).
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Atingem um comprimento total maximo de 50 mm, normalmente menos. No campo
sdao muito dificeis de observar devido ao facto de apresentarem uma carapacga
praticamente sem coloracdo, a lupa, é possivel observar pequenas manchas de
pigmentacao preto-acastanhadas (Smaldon, 1979; Calado & Narciso 2002). Na Figura 5, é
possivel observar as manchas de pigmentagéao referidas e também, devido a transparéncia
de algumas partes do corpo algumas estruturas, tais como as génadas, o intestino e neste

caso, 0S Oovos.

Figura 5 — Fémea de P varians, onde é possivel observar os pequenos pontos de pigmentacao que forma linhas.
E também possivel observar algumas estruturas: 1- gonadas (nesta caso ovarios); 2- restos alimentares no
intestino; 3- ovos protegidos pelos pledpodes. Foto do autor

3.2. Reproducao

P. varians, tal como a maioria dos crustaceos decapodes, apresenta dimorfismo
sexual, sendo possivel distinguir os géneros por caracteres sexuais secundarios. Nos
machos é possivel observar uma modificagdo no segundo par de pledpodes o apéndice
masculina (Fig. 6), que funciona como 6rgao de transferéncia de esperma (Smaldon, 1979;
Barnes, 1980). Também se verifica que os machos sao tendencialmente de menor porte

que as fémeas.
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O aparelho sexual masculino é
constituido por um par de testiculos
tubulares, de onde partem canais
deferentes que vao confluir junto ao
quinto par de pereidopodes; o
aparelho sexual feminino e
constituido por um ovario loboso,
transparente quando imaturo e
verde-escuro quando maturo, na

zona toracica, pela transparéncia da

carapaca (Fig. 5 e 7), de onde saem
Figura 6 — Macho de P. varians onde se observa 2° par de
pleépodes modificado. b) pormenor do apéndice masculina.
poros genitais junto ao quinto par de Foto do autor.

dois oviductos que terminam nos

pereiopodes. Os gametas passam depois por um ducto para a regiao abdominal, que
termina em diferentes segmentos em fungdo do sexo. Nas fémeas os poros genitais
abrem-se na base do 3° par de pereidpodes, ou seja no 6° segmento, enquanto nos
machos abre-se na base do 5° par de pereiépodes, ou seja, no 8° segmento (Smaldon,
1979).

A “cépula” ocorre apdés uma muda
das fémeas, os machos depositam o
espermatoforo junto ao terceiro pereidépode
das fémeas, apds algumas horas os évulos
comegam a ser expelidos do oviducto,
sendo fertiizados ao passar pelo

espermatéforo. Os ovos sao incubados

junto ao abdémen das fémeas, protegidos
pelos pleopodes. Figura 7 — Pormenor do cefalotérax de P. varians, onde

Estudos anteriores (Antheunisse et se podem observar as génadas.
. Foto do autor

al., 1968 in Smaldon, 1979) demonstraram
que os enddpoditos dos pledpodes desenvolvem varias sedas que juntamente com a
activacao da glandula do cimento, que liberta uma substancia com propriedade agregante,
permite que os ovos permanegam juntos.

Estas sedas e outras modificagdes nos pledpodes das fémeas surgem na muda que
antecede a reprodugdo, e sao muitas vezes designadas por “breeeding dress”, ou
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roupagem para acasalamento numa traducdo livre. As outras modificagcdes referidas
contemplam uma distensdo dos trés primeiros pleémeros, e um aprofundamento dos
térgitos, que os cobrem, de modo a alojar e proteger os ovos. Desenvolvem sedas
plumosas nos pledpodes e outras sedas especiais nos pereidopodes posteriores. Todas
estas modificagbes desaparecem com a muda que ocorre logo apos a eclosdo dos ovos.
Existem, porém, outras modificacbes que tém caracter permanente, como seja, o
alongamento dos trés primeiros pledGpodes, através do desenvolvimento de uma nova
estrutura, a pré-coxa (Smaldon, 1979).

O desenvolvimento embrionario é descrito (Rodriguez et al., 1993), em trés estados,

como descrito na Tabela 1. O estado 3 € um estado de pré-ecloséo.

Tabela 1. Identificagao dos diferentes estados de desenvolvimento embrionario em decapodes.

Estado 0 Estado 1 Estado 2 Estado 3
Embrido com
Embrido com muito i reservas vitelinas
. Embrido com . .
Sem ovos vitelo e sem . . muito consumidas,
. . diferenciagao do olho ,
diferenciagdo do olho apresenta pledpodes
desenvolvidos

Na Figura 8 podem-se observar fotografias dos diferentes estados de

desenvolvimento embrionario descritos anteriormente.

Figura 8 — Fotografias com os varios estados de desenvolvimento embrionario em P. varians.
a—estado 1; b — estado 2; ¢ — estado 3, também ja se podem ver algumas larvas recém-eclodidas.
Fotos do autor
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As larvas plancténicas (Fig. 9) eclodem em
zoea, com cerca de 3,8 mm. Sofrem 10 mudas, cinco
fases de zoea e cinco fases de poéds-larva, até
completarem a metamorfose e se tornarem juvenis
(Fincham, 1979).

Embora na literatura se refira a Primavera como . .
Figura 9 — Larva de P. varians, em estado

a época de reprodugao (Smaldon, 1979), no Algarve, e zoeal, recém-eclodida.
. . Foto do autor
particularmente na Ria Formosa, a temperatura da
agua do mar mantém-se relativamente elevada até meados do Outono, permitindo que

esta espécie tenha condigdes para continuar a maturar.

3.3. Alimentac¢ao

A boca tem uma posicao ventral e é flanqueada pelos apéndices alimentares, ja
descritos. Esta também coberta anteriormente por uma placa transversal, o epistoma e
lateralmente pelas laterais da carapaca (Barnes, 1980). As presas ou particulas
alimentares sdo capturadas com as pincas e posteriormente transferidas para o 3°
maxilipede, que entdo encaminha para a boca. Enquanto uma porgao € mordida ou segura
pela mandibula, o restante € manipulado pelas maxilas e maxilipedes (Barnes, 1980).

Os crustaceos apresentam uma elevada plasticidade ambiental e ecletismo
alimentar, mudando muitas vezes o tipo de alimento em fungdo da disponibilidade e do
ambiente onde se encontram (Costantini & Rossi, 2001). Assim, podemos encontrar
filtradores; que se alimentam de plancton, varios detritos e bactérias; predadores, que se
alimentam de larvas de varias espécies, de algumas espécies de anelideos, gastropodes e
inclusive de alguns peixes e crustaceos; detritivoros, que se alimentam de restos de
plantas e animais mortos (Hickman et al., 1993). Smaldon (1979), afirma que P. varians se
alimenta de uma variedade enorme de organismos aquaticos, tais como algas verdes,
anelideos tubicolas, larvas de mosquito, misidaceos e gobideos.

Estudos mais recentes com palaemonideos de agua doce demonstraram que
embora o0 género seja considerado omnivoro/detritivoro (Aguzzi et al., 2005), em
laboratério os camardes optaram por itens alimentares de origem animal, quer estivessem
vivos ou mortos, também foi constatado que a facilidade de captura e ingestdo eram

factores contabilizados aquando da escolha do alimento (Costantini & Rossi, 2001).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Obtencao dos organismos vivos

Os exemplares de P. varians utilizados foram
capturados durante o més de Janeiro de 2008, na Ria
Formosa, Olh&o, no Sul de Portugal. Devido ao habitat
desta espécie a sua captura foi efectuada por chalrdo
ou redisca (Fig. 10), uma arte de pesca artesanal,
utilizada em esteiros e pequenos canais, e que consiste
numa rede de malhagem pequena presa a duas canas.
Esta arte é normalmente de reduzida dimensao,
operada apenas por uma pessoa, pelo que se adequa
aos pequenos esteiros e canais que existem nas zonas
de sapal. Tinham sido efectuadas, anteriormente

algumas tentativas de captura com nassas iscadas,

Figura 10 — Fotografia da arte de pesca  mas que se revelaram infrutiferas, porque também
chalréo ou redisca. i ) )
http://www.olhao.web.pt/Pesca/pesca.htm atra lam caran g u eJ oS y CaI’CI nus maenas y q ue

consumiam todos os camarodes capturados.

A quantidade necessaria
para executar o plano de trabalhos
foi obtida com duas saidas. Na
primeira, os camardes foram
capturados em regime de maré
baixa, nos varios canais
secundarios e esteiros do intertidal
do sapal na parte Ocidental da llha

da Armona. Na segunda saida,

foram  capturados junto a Figura 11 - Mapa com a localizacdo dos locais onde foram
comportas de complexos capturados os exemplares de P. varians utilizados para este

. ) ) trabalho. Foto: Google Earth™
salineiros na zona Ocidental de O-Armona, ﬁ - Salinas.

Olh&o (Fig. 11).

Os exemplares capturados
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foram acondicionados em dois recipientes e rapidamente transportados para a Estacao
Piloto de Piscicultura de Olhdo (EPPO) do IPIMAR, onde decorreram os trabalhos, sendo
transferidos para um tanque de aclimatacdo, de 400L de capacidade, semelhante aos
descritos para a execugao dos trabalhos, onde ficaram durante um periodo de adaptacéo.

O resultado das duas capturas foi misturado para que nao existisse qualquer
influéncia em relagdo a sua proveniéncia. Durante aproximadamente duas semanas 0s
camardes foram aclimatados e testou-se a sua receptividade aos diferentes tipos de
alimento a serem testados. Quando ficou assegurada a sua adaptagéo as dietas que iriam
ser testadas, foram distribuidos aleatoriamente pelos tanques experimentais. Durante a
captura e transporte a mortalidade foi negligenciavel, tendo sido inexistente durante a fase
de adaptacgéao.

No inicio do ensaio, os camardes apresentavam um comprimento médio do
cefalotérax (CC) de 5,9+£1,84mm, e um peso médio de 362+296,4mg. Registou-se um peso
minimo de 96mg e um peso maximo de 1105mg.

Os tanques onde decorreram os cultivos (Fig. 12) foram escolhidos de acordo com

as caracteristicas da espécie, pelo que se privilegiou a area em detrimento do volume.

Figura 12 — Fotografias com varias perspectivas dos tanques de cultivo, na EPPO. Na fotografia subaquatica

(direita em baixo), é possivel observar as camarinhas dentro do tanque.
Fotos do autor
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Foram utilizados tanques em fibra de vidro, rectangulares, com 2,40x0,70m, de dimenséo,
e 400L de capacidade. Os camardes foram cultivados a uma concentracdo de 320 ind.m?,
ou 1,3 indL" se considerarmos toda a coluna de &agua disponivel (= 0,25m).
Adicionalmente colocaram-se pequenos trogos de tubo em PVC, de modo a criar
esconderijos, simulando galerias e taparam-se parcialmente os tanques, para que a
intensidade luminosa (apenas de luz indirecta) ficasse reduzida, e o ambiente fosse 0 mais
proximo possivel dos parametros ambientais do seu habitat.

A &gua deste circuito funciona em circuito aberto. E bombeada de um reservatério
abastecido pelo regime de marés da Ria Formosa e filtrada por filtros de areia. Os valores
dos parametros abidticos, temperatura da agua, salinidade, assim como o fotoperiodo nao
foram manipulados, mas foram registados durante todo o periodo experimental (Fevereiro
a Julho). O valor da salinidade durante todo o ensaio foi de 36+1. A variagdo da

temperatura apresenta-se no grafico da Figura 15 (ver Resultados).

4.2. Dietas experimentais

Considerando o que foi descrito anteriormente (ver Introdugdo), em que se
considera o teor em lipidos de grande importancia para a maturagado e desenvolvimento
embrionario dos organismos, foram testadas cinco dietas/tratamentos, escolhidas de
acordo com o seu perfil em acidos gordos, e designadas por:

1. D1 - constituida por metanauplios de artémia (Artemia sp.) estirpe continental,
enriquecidos numa emulsdo comercial Rich Advanced ®, da empresa holandesa
Catvis, e posteriormente congelada;

2. D2 — constituida por alimento inerte (ragdo) para coelho, Cunisoja®, produzido e
comercializado pela empresa portuguesa Sorgal,

3. D3 - constituida por alimento inerte (ragdo) com elevado teor em &acidos gordos
saturados, produzido e comercializado pela empresa portuguesa Sorgal;

4. D4 - constituida por uma espécie de anelideo poliqueta, Marphysa sanguinea,
capturado na Ria Formosa, e posteriormente congelada;

5. D5 - constituida por alimento inerte (ragao) para dourada, AquaSoja M2®, produzido

e comercializado pela empresa portuguesa Sorgal.

Os camardes foram alimentados diariamente ad libitum, preferencialmente ao fim da

tarde. Antes de fornecer o alimento, os tanques eram aspirados. Este procedimento é
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muito importante porque ndo sé assegura a limpeza dos tanques, mas também permite
registar outros aspectos: 1) ajuste da quantidade de alimento a ser fornecido, estes
animais tém uma estratégia alimentar diferente da maioria dos peixes e ndo ingerem o
alimento rapidamente, pelo que € necessario fornecer alimento de modo a que possa
“sobrar” durante algum tempo; 2) a contabilizagdo de uma eventual mortalidade, 3) a
observagcao de mudas, através da recolha de restos de exoesqueleto. Assim, além da
observagao normal do comportamento dos animais, que aceitavam e ingeriam o alimento
tinhamos a confirmagao de que continuavam a crescer, uma vez que observavamos 0s
restos das suas mudas.

A quantidade de alimento foi sendo ajustada ao longo do ensaio em funcédo da
mortalidade e também da temperatura da agua, para que ndo comprometesse a qualidade
da agua, mas também, de modo a nao criar constrangimentos alimentares.

O fluxo de agua manteve-se elevado, 100%.hora'de modo a garantir a manutengéo

da qualidade da agua.

4.3. Recolha de Amostras

O objectivo das amostragens foi avaliar a relagcdo de sexos e o percentil de fémeas
ovigeras na populagdo e recolher ovos nos diferentes estados de desenvolvimento
embrionario (ver Tab. 1, Introducéo) para posterior analise de lipidos. Todos os animais
amostrados foram medidos com o auxilio de uma lupa binocular Zeiss, modelo Stemi 2000-
C, equipada com uma ocular micrométrica calibrada.

Optou-se pela medigcao do cefalotérax porque muitas vezes o rostro encontra-se
danificado, minimizando assim possiveis incorreccdées nas medi¢cdes. A medicdo do
cefalotorax, tal como se descreve na Figura 13, compreende a zona desde o bordo orbital
até ao bordo posterior e sera frequentemente designada por CC — comprimento do
cefalotorax.

Os ovos dos camardes para analise bioquimica foram recolhidos em dois periodos
amostrais: 2 e 3 meses apos o inicio da administracdo das dietas, e que correspondem
sensivelmente ao inicio e fim da Primavera, respectivamente, e que por razbes praticas
passaram a designar-se por “early spring” e “late spring”. Como serdo mencionadas
frequentemente ao longo do texto e para simplificagdo da leitura serao referidas como ES

(early spring) e LS (late spring).
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Para permitir a comparagao entre as dietas experimentais administradas aos
camardes em cultivo e o regime alimentar desta espécie na Natureza, foram capturados
individuos na Ria Formosa, nas datas das amostragens. Estes passaram a considerar-se
como mais um tratamento, designado D6, procedendo-se a sua amostragem do mesmo

modo que para os tratamentos anteriores.

10Omm

Figura 13 - llustracdo esquematica de um camardo (subordem Caridea, em que 2° segmento

abdominal sobrepde-se ao 1° e 3°), com identificacdo da medicdo do comprimento do cefalotérax (CC).
Adaptado de Smaldon (1979).

As duas amostragens efectuadas consistiram em duas fases, de modo a facilitar o
trabalho, uma vez que para cada fase seria necessario manusear os organismos de modo

diferente:

12 Fase — determinacédo da relacido entre sexos da populacido e determinacdo do nimero

de fémeas ovigeras: recolheram-se aleatoriamente 20 individuos de cada tratamento,

procedendo-se a medi¢cado do cefalotérax e identificagdo do sexo, todos os individuos com

excepgao das fémeas ovigeras foram devolvidos aos tanques de cultivo.

22 Fase — recolha de ovos: capturaram-se fémeas ovigeras de cada tratamento, que foram

rapidamente sacrificadas por choque térmico, mergulhadas em azoto liquido (-196°C).
Procedeu-se posteriormente, a medicdo do cefalotérax e a disseccdo dos ovos com

identificacdo do estado embrionario. As amostras de ovos foram recolhidas em triplicado
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em tubos tipo “Eppendorf’ e rapidamente armazenadas em azoto liquido de modo a
garantir a preservagao dos lipidos, mantendo-se congeladas até ao seu processamento

analitico.

4.4. Analise de lipidos

Aquando do processamento das amostras para determinacdo dos lipidos, as
amostras congeladas (-196°C), foram liofilizados num liofilizador (RVT 400, Savant),
durante 36 horas de modo a garantir uma eficaz sublimagcdo da agua de todas as
amostras.

O perfil dos acidos gordos das varias amostras foi obtido por cromatografia gasosa
(GC), no laboratério de Lipidos da Unidade de Valorizacdo dos Produtos da Pesca e
Aquicultura (UVPPA), no IPIMAR em Lisboa.

Os ésteres metilicos dos acidos gordos (FAME) foram obtidos através de uma
catélise acida, segundo o método descrito por Lapage & Roy (1986) e modificado por
Cohen et al. (1988). Os FAME foram separados e quantificados por um cromatégrafo
Gas/liquido Varian CP-3800 com FID. A separacao foi efectuada numa coluna capilar de
silica fundida DB-WAX (30mx0,25mm IDX 0,25um), utilizando hélio como gas de arraste. A
temperatura do injector e do detector foram mantidas constantes aos 250°C durante os 40
minutos da analise. A coluna foi sujeita a uma rampa térmica de 4°C.min™" iniciando-se nos

180°C durante 5 minutos e acabando nos 220°C durante 25 minutos.

4.5. Tratamento estatistico

Todos os procedimentos estatisticos foram efectuados nos programas informaticos
Microsoft Excel® e SigmaStat® v.3.5. Para averiguar se as diferentes dietas afectaram o
percentil de fémeas ovigeras foi utilizado um teste de proporgdes, teste z. Para averiguar
se as diferentes dietas tinham afectado o comprimento dos camardes (CC) utilizou-se a
analise de variancia (one-way ANOVA), quando o0s pressupostos ndo o permitiam
realizaram-se teste ndo paramétricos (Kruskal-Wallis) e sempre que se verificou
significAncia procedeu-se a métodos de comparagdo multipla (Dunn’s). Para averiguar
diferengas na composicdo em &acidos gordos nos ovos dos camardes dos diferentes
tratamentos nos dois periodos amostrais, utilizou-se analise de variancia (two-way

ANOVA) e sempre que se verificou significancia procedeu-se a métodos de comparagéo
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multipla (Holm-Sidak). Utilizou-se o nivel de significAncia normalmente adoptado para

ensaio cientificos, p<0,05 (Zar, 1996).

Foi efectuada uma analise multivariada, MDS, através do programa PRIMER v.6.1.
(Plymouth Routines in Multivariate Ecological Research) (Clarke & Gorley, 2006). A
Ordenagao MDS (Non-metric scaling analysis) utilizou uma matriz de similaridades obtida
com o coeficiente de correlagdo Bravais-Pearson (dados normalisados) (Clarke & Warwick,
2001), de modo a investigar a relagdo entre os acidos gordos (analise em modo R -

Legendre & Legendre 1984) e os ovos (analise em modo Q).
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5. Resultados

5.1. Sobrevivéncia

Para avaliar o efeito das dietas na sobrevivencia dos camardes, foi utilizada a
sobrevivéncia final, resultante da contagem do numero de individuos em cada tratamento
no final do ensaio. Ao longo do ensaio, a mortalidade foi registada diariamente, e os
resultados para a mortalidade aparente — aparente porque considerou-se apenas a
observada, ndao havendo informacao suficiente sobre algum eventual canibalismo,
principalmente em periodos de muda - encontram-se descritos no grafico da Figura 14.

Nos dois primeiros meses

% Taxa de mortalidade/Més
de ensaio a mortalidade foi 30,0
muito reduzida, registando-se 25.0 [
apenas no tratamento D1 (com 20,0
5% de mortalidade no més de 15.0
Margco). Apos este periodo 10.0
comegou a verificar-se um 5.0
aumento da mortalidade nos 0.0
tratamentos D1 e D2. No Fev Mar Abr Mai Jun
tratamento D1 a mortalidade mD1 @D2 mD3 @D4 mD5

manteve-se relativamente
i ] ) Figura 14 — Grafico com taxa de mortalidade aparente registada ao
constante até ao final do ensaio  |gngg dos meses.

D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S. One; D4 — Poliqueta;

(=10%.més™"). No tratamento D2
D5 — AquaS2; D6 - Selvagens

verificou-se um aumento muito

acentuado no més de Maio com 27% de mortalidade, voltando a diminuir no més de Junho
e Julho mantendo-se ainda assim, ligeiramente superior ao tratamento D1. No tratamento
D3 regista-se um aumento da mortalidade no més de Maio (3 meses apods o inicio da
experiéncia), que se acentuou bastante no més de Junho com 18% de mortalidade. No
tratamento D4 regista-se uma pequena mortalidade (3,4%) a partir do 2° més de ensaio
(Abril), que se manteve (=5%.més™") até ao final do ensaio. No tratamento D5, tal como no
tratamento D3 apenas se verifica mortalidade a partir do 3° més de experiencia (Maio),
registando-se =5% no més de Maio e Junho. O tratamento D5 é, a par do tratamento D4, o

que regista menor mortalidade aparente.
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A Tabela 2 apresenta os resultados da Tabela 2 — Sobrevivéncias finais
(Julho) dos camardes cultivados

sobrevivencia final. com as diferentes dietas.

O tratamento D4 e o tratamento D5 possibilitaram

Tratamento %
uma maior sobrevivencia final, com cerca de 50%. Foi
também, nestes tratamentos que os camardes D1 (Artémia) 35,32
apresentaram uma melhor condicdo fisica (coloragdo, D2 (Coelho) 21,19
mobilidade, firmeza da carapaca), até ao final da D3(S. One) 31,41
experiéncia. D4 (Poliqueta) 50,37
O tratamento D3 e D1 apresentaram ps(aquas2) 50,56

sobrevivéncias semelhantes, com 31 e 33% respectivamente. No entanto, enquanto o
tratamento D1 comegou a registar mortalidade desde muito cedo, o tratamento D3

apresentou mortalidade apenas nos ultimos dois meses de ensaio. A pior sobrevivéncia

registou-se no tratamento D2. oc 25
O aumento generalizado da 20 /

mortalidade nos tratamentos /

coincidiu com o aumento da 1>

temperatura da agua. Na Figura 15 10

apresenta-se a variagcdo da s

temperatura da agua do mar, onde

0 . : : : : .

se observa um aumento
Fev Mar Abril  Maio Junho Julho

Figura 15 - Registo mensal da média da
temperatura da agua.

exponencial no més de Maio.

5.2. Parametros populacionais.

5.2.1. Relac¢ao entre sexos, numero de fémeas ovigeras.

Verifica-se para todos os tratamentos (camardes cultivados) uma maior proporgao
de fémeas, o que também se verifica com os camardes selvagens (D6) na amostragem
late spring. Na amostragem ES (early spring), a propor¢cdo entre machos e fémeas
capturados foi muito semelhante.

De acordo com o grafico da Figura 16, a menor proporgéao de fémeas registou-se no

tratamento D6 (camardes “selvagens”) com 51,3%, e a maior no tratamento D5 com 84%.
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Obviamente para os machos os valores sao inversos, verificou-se a menor propor¢ao no
tratamento D5 com 16% e a maior no tratamento D6 (selvagens) com 48,7%.

Na amostragem LS (late spring), a menor proporcdo de fémeas registou-se no
tratamento D3 com 60%, e a maior no tratamento D5 com 95%. Complementarmente para
os machos a menor proporg¢ao verificou-se no tratamento D5 com 5% e a maior no

tratamento D3 com 40%.

100% - - 80% 100% - - 80%
90% - A - 70% 90% L 70%
80% 80% -

N - 60% A - 60%
70% - 70% -

o \ - 50% \‘ - 50%
60% - A o 60% - o
50% -+ - 40% 50% - - 40%

A
_ A
40% - - 30% 40% 1 A - 30%
30% - 30% - \
7AY - 20% Y/ - 20%
20% - 20% -+
10% - - 10% 10% - - 10%
0% 0% 0% - - 0%
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D1 D2 D3 D4 D5 D6
a b
% Fémeas M % Machos ==k=% Fémeas Ovigeras % Fémeas HEEE % Machos ==k=9% Fémeas Ovigeras

Figura 16 — Proporcao entre sexos nos diferentes tratamentos e nos dois periodos de amostragem. (a) “early
spring” e (b) “late spring”.
D1 (Artemia); D2 (Coelho); D3 (S.One); D4 (Poliqueta); D5 (AquaS2); D6 (“Selvagens”)

A proporgao entre sexos parece nao interferir com o percentil de fémeas ovigeras
observado pois ndo existe relagdo entre estes parametros (r = 0).

O numero de fémeas ovigeras ao longo do tempo (amostragem ES vs LS)
apresenta-se no grafico da Figura 17. Verifica-se um aumento apenas para os tratamentos
D1 e D6. O tratamento D2 mantém a propor¢ao, enquanto nos tratamentos D3, D4 e D5

verifica-se uma diminuicao.
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Existem diferencgas
estatisticas
(p<0,005),

tratamentos, para o0 mesmo

significativas

entre  alguns

periodo amostral. Nao
existem diferencas entre
tratamentos, ao longo do

tempo, ou seja amostragem
ES vs LS. Os pares de
tratamentos com diferencas
estatisticas significativas no

percentil de fémeas ovigeras

80%

70%

)'\///i\‘\\o
Pa—

60%

50%

/ /SN

/ \
»

40%

30%

20%

10%

0% T T T T T 1
D1 D2 D3 D4 D5 D6

—— % Fémeas Ovigeras early spring —@— % Fémeas Ovigeras late spring

Figura 17 — Gréfico do percentil de fémeas ovigeras nos dois periodos de
amostragem, “early” e “late spring”.
D1 (Artemia); D2 (Coelho); D3 (S.One); D4 (Poliqueta); D5 (AquaS2); D6

(“Selvagens™)

apresentam-se resumidamente na Tabela 3.

Na amostragem “early spring”:

Os camardes da dieta D1
apresentam diferengcas com os
camardes da dieta D3, com os
camardes da dieta D4 e com os
camardes da dieta D5. Existem
também diferengcas entre os
camarbes da dieta D2 e os
camarbes da dieta D3 e os
camardes da dieta D5.

Existe ainda diferenca
entre os camaroes da dieta D5 e

os camardes “selvagens” (D6).

Na amostragem “late spring”:

Tabela 3 — Resumo dos resultados dos testes estatisticos (teste z)
aplicados ao percentil de fémeas ovigeras observados nos diferentes
tratamentos e, em cada periodo de amostragem.

Amostragem Amostragem
early spring late spring
Teste estatistico Teste estatistico
Tratamentos Tratamentos
Z Z
D1vs D3 p=0,006
D1 vs D4 p=0,020
D1 vs D5 p<0,001
D2 vs D3 p=0,034
D2 vs D5 p=0,003 D2 vs D5 p=0,045
D5 vs D6 p=0,008

D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S. One; D4 — Poliqueta;
D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”

Existem diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos D2 e D5.
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5.2.2. Relag¢oes biométricas

Os parametros morfométricos - comprimento do cefalotérax (CC), nos dois periodos
de amostragem, apresentam-se na Figura 18. Pela analise do grafico, rapidamente se
confirma que em média as fémeas sdo maiores que os machos, tal como se refere na
literatura (Barnes, 1980).

Os machos registam um aumento do CC em todas as dietas. Os machos dos
camardes “selvagens” (D6), pelo contrario, apresentaram uma diminuigdo. Na amostragem
ES os valores médios obtidos variaram entre 4,9mm para os machos do tratamento D5 e
5,8mm para o tratamento D6. Na amostragem LS os valores médios obtidos variaram entre
5,5mm no tratamento D6 e 6,0mm no tratamento D5. No entanto, o ligeiro aumento
verificado ndo é estatisticamente significativo (p=0,163).

Nas fémeas ndo € possivel descrever um comportamento geral nos tratamentos,
mas tende a verificar-se uma diminuigcdo. O CC das fémeas na amostragem ES oscilou

entre 7,4mm no tratamento D2 e 7,9mm no tratamento D6.

mm 10,0

D1 D2 D3 D4 D5 D6
B Machos early spring B Machos late spring
B Fémeas earlyspring Fémeas late spring

Figura 18 — Comprimento do cefalotérax (CC) (médiatdesvio padrdo) de machos e fémeas para os seis
tratamentos nos dois periodos de amostragem, “early” e “late spring”.
Em LS, ndo foi possivel obter desvio padrao, porque ndo houve amostra suficiente (n=1) nos machos dos tratamentos
D5 (AquaS.2) e D6 (“Selvagens”™)

D1 - Artemia; D2 — Coelho; D3 — S. One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”
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Na amostragem LS variou entre 7,3mm para o tratamento D3 e 7,8mm para o
tratamento D5. Estatisticamente nao existem diferengas significativas entre as
amostragens (p=0,708).

No grafico da Figura 19 apresentam-se os comprimentos do cefalotérax (CC) das

fémeas ovigeras.

CC (mm) 10,0 1
® Early Spring ® Late Spring
9,5 A1
9,0 1
8,5 * I
8,0 1 ® ® ®
7,5 1 T
7,0 1 1 *
6,5 T T T T T 1
D1 D2 D3 D4 D5 D6

Figura 19 — Comprimento do cefalotérax (CC) (médiatdesvio padrédo) de fémeas ovigeras nos dois periodos de
amostragem, “early” e “late spring”.
D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S. One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”

Amostragem “early spring”:

O CC médio das fémeas ovigeras é significativamente superior (p=0,001), em todos
os tratamentos, que o CC do conjunto global das fémeas (maturas, ndo maturas ou
ovigeras) (Fig. 18).

O CC médio entre as fémeas ovigeras apresenta diferengas estatisticas
significativas, (p=0,003). Oscilou entre 7,6mm no tratamento D4 e 8,6mm na dieta D1.
Detectam-se diferencas entre o tratamento D1 e o tratamento D4. De facto o CC dos
camardes do tratamento D1 foi superior aos restantes tratamentos, no entanto como a
variancia nas amostras € elevada, s6 se registam diferengas significativas entre os

camardes do tratamento D4, que apresentaram o CC mais baixo.

Amostragem “late spring’:

N&o existem diferengas estatisticas significativas entre o CC das fémeas ovigeras e
do conjunto geral das fémeas (p=0,152). O CC médio das fémeas ovigeras variou entre

7,4mm para o tratamento D1 e 8,2mm para o tratamento D3 e D5. O CC das fémeas
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ovigeras foi superior ao CC do conjunto geral das fémeas (maturas, ndo maturas ou
ovigeras) (Fig. 18), nas dietas D3, D4, e D5.

Pela analise do grafico da Figura 18, o tratamento D3 parece ser o que apresenta
fémeas mais pequenas, ou seja, verificou-se maior mortalidade nas fémeas de maior porte.
No entanto quando analisamos os dados para as fémeas ovigeras ndo obtemos os
mesmos resultados, porque neste tratamento as fémeas ovigeras apresentam um CC
superior ao conjunto geral das fémeas e inclusive também um aumento em relagcao as
fémeas ovigeras na amostragem anterior.

Na dieta D1 e D6 o CC das fémeas ovigeras é ligeiramente inferior ao conjunto geral
das fémeas, na dieta D2 o CC das fémeas ovigeras é igual ao conjunto geral das fémeas.

Existem diferencgas estatisticas significativas no CC das fémeas ovigeras em funcao
da dieta (p=0,001). Encontram-se diferengas entre as dietas D1 e D5, D1 e D3, D3 e D6 e
D5 e D6.

5.3. Lipidos

5.3.1. Perfil lipidico das diferentes dietas experimentais

De um modo geral, pode-se afirmar que o perfil em acidos gordos dos ovos de P.
varians reflecte a dieta parental.

Em anexo encontram-se as tabelas onde se apresenta o perfil em acidos gordos das
diferentes dietas testadas e dos ovos de P. varians nas amostragens “early” e “late spring”.

Na Figura 20 apresenta-se o perfil em acidos gordos das 5 dietas experimentais.
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Figura 20 — Perfil em acidos gordos nas 5 dietas experimentais testadas.
D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S.One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2

A dieta D2 apresenta o conteudo mais elevado em PUFA (55%), seguido pela dieta
D5 (51%), seguidamente a dieta D1 e D3 com 37 e 33%, respectivamente. A dieta D4 ¢é a
menos rica em PUFA (25%).

O elevado conteudo em PUFA na dieta D2 deve-se a abundancia de acido linoleico
(18:2n-6), onde atinge aproximadamente 50% da percentagem total de lipidos. Na dieta D5
deve-se também a presenca de EPA e DHA.

O conteudo mais elevado em HUFA é apresentado pela dieta D5 (26%), seguido
pelas dietas D4 e D3 (20 e 18%). A dieta D1 apresenta teores ligeiramente inferiores (15%)
e na dieta D2 apenas se registam vestigios, justificados pela presenga de 20:4n-3.

A dieta D3 caracteriza-se por um elevado teor (=38%) em acidos gordos saturados
(SFA) com predominancia nos acidos gordos insaturados C14:0 (acido miristico) e C16:0
(acido palmitico). A dieta D5 também apresenta um elevado conteudo (26%) em SFA
devido a presenca de C16:0.

A dieta D1 apresenta uma razédo n-3/n-6 =2, o que significa que contem o dobro de
acidos gordos da série n-3, que se deve ao facto de apresentar um teor muito baixo de
ARA mas também um teor relativamente elevado de linolénico, EPA e DHA. As dietas D3,
D4 e D5 apresentam relacdes entre 1 e 1,5. A dieta D2 apresenta uma razao proxima de O,
obviamente pela reduzida presenca de insaturados da série n-3.
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Se considerarmos apenas os acidos gordos mais importantes para os organismos
(linoleico, linolénico, ARA, EPA e DHA) (Fig. 20c), verifica-se que a dieta D2 ndo apresenta
qualquer dos HUFA considerados importantes, ou seja ARA, EPA e DHA. As dietas D1 e
D3 apresentam niveis muito baixos de ARA (0,45 e 0,80%, respectivamente). A dieta D4
apresenta um elevado teor de ARA (9%). As dietas D3 e D5 apresentam o teor mais
elevado em DHA com 10 e 14%, respectivamente.

Naturalmente a razao DHA/EPA é mais elevada nas dietas D3 e D5 (1,65 e 1,87,
respectivamente), segue-se a dieta D1 (0,77) e a dieta D4 (0,44). Obviamente, na dieta D2
a razdo DHA/EPA é nula.

5.3.2. Perfil lipidico dos ovos de P.varians

Para aferir o efeito da dieta na incorporacédo lipidica dos ovos dos camardes
analisaram-se os ovos de camardo no estado 1 de embriogénese. Nesta fase a analise do
perfil dos ovos relaciona-se com as dietas experimentais mas também com o tratamento
D6, porque ao considerarmos os ovos dos camardes “selvagens” um grupo de controlo,
fornece-nos um perfil de comparacgao.

Nas Figuras 21, 22 e 23 apresenta-se o perfil em acidos gordos dos ovos de
camarao na amostragem “early spring”. De um modo geral, observa-se no perfil lipidico

dos ovos o efeito da dieta.
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D1 D2 D3 D4 D5 D6
B 5SFA ZMUFA B 3PUFA H SHUFA ®5n-3/3n-6

b

Figura 21 — Perfil lipidico dos ovos de P. varians, no estado 1 de desenvolvimento embrionario. Os acidos gordos
foram agrupados em fun¢do do namero de ligagdes.

a-amostragem “early spring”; b-amostragem “late spring”
D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S.One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”

Amostragem “early spring”:

Os ovos de camarao da dieta D3 apresentam maior teor em saturados (SFA), o que
sera um reflexo directo da dieta, no entanto sem significancia. Registam-se diferencas
estatisticas significativas entre os ovos da dieta D2, D3, D4 e D6 (na Tabela 4 encontram-
se resumidos os resultados obtidos nos testes estatisticos).

O perfil dos ovos dos camarbes das dietas D3 e D4 apresentam alguma
semelhancga. Verifica-se também que os ovos de camardo da dieta D4 apresentam um
aumento consideravel (maior que nos restantes tratamentos) em acidos gordos
monoinsaturados (MUFA). Os ovos apresentam, comparativamente as dietas, um aumento
no teor em acidos gordos monoinsaturados (MUFA). Existem diferencas significativas entre
0s ovos de camarao dos tratamentos D1, D3 e D4; D4, D2, D5 e D6; D5, D3 e D4 (Tab. 4).
A dieta que mais se aproxima do perfil dos camardes “selvagens” (D6) € a D5 que, no
entanto, regista menor teor em HUFA, em comparagao com os “selvagens”.

Os ovos de camarao da dieta D4 apresentam o perfil em HUFA mais semelhante
aos “selvagens” (D6). Se excluirmos os ovos da dieta D2 (que apresentam um conteudo
muito reduzido em HUFA), observa-se nos ovos dos camardes da dieta D1 e D5, uma

descida de =5 pontos percentuais em relacdo as dietas. Nos ovos dos camardes da dieta
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D3 ha uma conservagao, enquanto nos ovos de camardo da dieta D4 verifica-se uma
subida de =5 pontos percentuais, razdo pela qual este tratamento apresenta maior
proximidade com o D6, em termos de HUFA. Os ovos de camarao da dieta D2 apresentam
resultados muito interessantes, pois, embora a dieta seja muito rica em PUFA e néao
contenha HUFA, nos ovos verifica-se uma subida de =5 pontos percentuais nos HUFA (tal
como se verificou nos ovos da dieta D4), sendo no restante semelhante aos outros
tratamentos. Verificam-se diferengas estatisticas significativas entre o tratamento D2 e
todos os outros tratamentos. Existem também diferengas significativas entre o tratamento
D1 e D6 e os tratamentos D3, D4 e D6 (Tab. 4).

O perfil dos ovos da dieta D1 enquadra-se entre os resultados obtidos para a dieta
D3 e D4, mas com um teor muito superior em PUFA, pelo que existem diferencas
significativas entre o tratamento D1, D3 e D4 (Tab. 4). Também apresentam a razdo n-3/n-
6 mais alta entre os camardes cultivados, o que € um reflexo claro da dieta, sendo neste
aspecto, o tratamento que mais se aproxima dos camardes “selvagens” (D6).

A razao n-3/n-6 mais elevada foi observada nos ovos dos camardes “selvagens”
(D6) (=3,5), seguida do tratamento D1 (Artemia) (=2,5), como ja foi referido. Nas restantes

dietas, os ovos dos camardes apresentaram uma relagao n-3/n-6 mais baixa (=1,5).

Amostragem “late spring”:

Verificam-se diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos D1 e D4, D3
e D6 e D2 com todos os outros tratamentos (Tab. 4).

Ao comparar o perfil em todos os acidos gordos nas dietas (Fig. 20b) e nos ovos dos
camaroes (Fig. 22), verifica-se que alguns acidos gordos parecem nao atender a nenhuma

relagao entre a sua presenca na dieta e consequentemente nos ovos.
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Figura 22 - Perfil em &cidos gordos dos ovos de P. varians, em estado 1 de desenvolvimento embrionéario, na
amostragem “early spring”.

Assim, embora a dieta D3 apresente, comparativamente as restantes dietas, um
conteudo bastante elevado de C14:0 (acido miristico), como ja foi referido, o conteudo
deste acido nos ovos dos camardes € semelhante aos outros tratamentos.

O 4&cido palmitico (C16:0) €& bastante abundante nalgumas dietas e
consequentemente os ovos dos camardes sdo bastante ricos neste acido. Os ovos dos
camaroes “selvagens” (D6) também apresentam elevados teores neste acido gordo.

No acido palmitoléico (16:1n-7) cuja presenca é muito reduzida nas dietas,
inclusivamente inexistente na dieta D2, verifica-se um aumento da sua abundéancia nos
ovos, principalmente nos ovos dos camardes das dietas D2 e D4. Também se verifica que
ocorre com alguma abundancia nos ovos dos camardes “selvagens”, apresentando alguma

semelhancga com a dieta D4.
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O acido oleico (18:1n-9) apresenta maior abundancia nos ovos do que seria de
esperar em fungcao do seu conteudo nas dietas. Esse aumento € ainda mais acentuado na
dieta D4, onde mais uma vez os ovos dos camardes da dieta D4 apresentam maior
proximidade aos camardes “selvagens” (D6).

Os ovos dos camardes das dietas D3 e D4 apresentam conteudos no acido gordo
18:1n-7 superiores a dieta. Também neste acido gordo a dieta D4 é a que mais se
aproxima dos “selvagens”.

Quando se analisam os acidos gordos mais importantes para os organismos,
(linoleico, linolénico, ARA, EPA e DHA) (Figura 23), observa-se uma clara influéncia da

dieta no perfil dos ovos de P. varians, no estado de desenvolvimento embrionario 1.
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Figura 23 — Perfil nos principais acidos gordos para os organismos marinhos dos ovos de P. varians, em estado 1
de desenvolvimento embriondario, na amostragem “early spring”.
D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S.One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”

Na Figura 24 compara-se o perfil em acidos gordos das dietas e dos ovos de

camarao em estado 1, na amostragem “early” e “late spring”.
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Figura 24 — Comparacgao dos contetdos (%) em
acidos gordos polinsaturados nas dietas e nos
ovos de P. varians no estado de
desenvolvimento embrionario 1.
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D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S.One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”

Nos ovos dos camardes, o conteudo em acido linoleico e acido linolénico, seguem

exactamente o perfil observado nas dietas. Os ovos dos camardes da dieta D2 apresentam

maior conteudo em 18:2n-6 enquanto os ovos de camardo da dieta D4 apresentam o

menor conteudo, em correspondéncia com a dieta. Para o linolénico observar-se que os
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ovos dos camardes alimentados com a dieta D1 apresentam valores muito superiores as
restantes dietas.

Em relacdo aos HUFA, os ovos de camardo alimentados com a dieta D4
apresentam um conteudo em ARA 20:4n-6 muito superior aos restantes tratamentos.
Embora a dieta D5 apresente um conteudo em ARA também elevado, isso parece nao se
reflectir nos ovos.

O conteudo da dieta também parece influenciar os ovos dos camardes no perfil em
EPA e DHA. Os ovos dos camardes “selvagens” (D6) apresentam o conteudo mais
elevado em EPA, enquanto os ovos dos camardes alimentados com a dieta D5 e D3
registam o conteudo mais elevado em DHA.

Salienta-se, mais uma vez, a presenga de EPA e DHA nos ovos dos camardes da
dieta D2, onde estes acidos gordos eram inexistentes.

A dieta D2 apresenta a menor razdo DHA/EPA, e nos ovos verifica-se um valor
bastante superior a dieta, inclusivamente muito proximo do valor obtido para os camardes
“selvagens” (D6) e também proximo do valor obtido para os ovos da dieta D1. A razdo mais
elevada verificou-se nos ovos dos camardes alimentados com a dieta D3 e D5, como
também ja se tinha verificado na dieta. Na amostragem “late spring”, regista-se uma
descida generalizada, com excepc¢ao da dieta D2 onde se verifica um aumento, e na dieta
D4 que mantém a razdo. Na Figura 26 pode-se comparar a evolugao na embriogénese nos

dois tempos.

A Tabela 4 apresenta os resultados dos testes estatisticos na comparagao dos
teores em alguns acidos gordos nos ovos de P. varians no estado 1 de desenvolvimento

embrionario.

Tabela 4 — Comparacgao do perfil lipidico nos ovos de P. varians em estado 1, nos dois periodos
amostrais. Apenas estdo referidos os tratamentos que apresentam diferengas estatisticas
significativas (p<0,05) (two way ANOVA e posteriores testes de comparagao multipla, Holm-Sidak).

“early spring” “late spring”
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D1 D2 D3 D4 D5 D6
D1 D1
D2 0,004 <0,000 <0,000 D2
o D3 D3
D4 D4
D5 D5
D6 D6
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D1 <0,000 <0,000 D1
D2 D2
MUFA D3 D3
D4 <0,000 <0,000 <0,000 D4
D5 <0,000 <0,000 D5
D6 D6
D1 0,001 0,003 D1
D2 D2
PUFA D3 D3
D4 D4
D5 D5
D6 D6
D1 0,005 D1 <0,000 0,001
D2 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 D2 0,001 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
HUFA D3 0,005 0,002 D3 0,005
D4 D4
D5 D5
D6 D6
D1 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 D1 0,013
D2 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 D2 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
18:2n-6 D3 <0,000 <0,000 <0,000 D3
D4 <0,000 <0,000 D4 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
D5 D5 <0,000 0,003 <0,000
D6 <0,000 D6
D1 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 D1 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
D2 <0,000 <0,000 <0,000 D2
18:3n-3 D3 D3
D4 0,004 D4
D5 <0,000 0,001 D5
D6 <0,000 <0,000 <0,000 D6 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
D1 <0,000 0,005 <0,000 <0,000 <0,000 D1
D2 <0,000 <0,000 D2
ARA D3 0,008 D3
D4 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 D4 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
D5 D5
D6 <0,000 <0,000 <0,000 D6
D1 0,001 0,002 <0,000 D1
D2 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 D2 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
EPA D3 D3
D4 D4
D5 D5
D6 <0,000 <0,000 <0,000 D6
D1 0,003 0,001 D1
D2 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 D2
DHA D3 D3 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
D4 0,001 <0,000 <0,000 <0,000 D4
D5 D5 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
D6 D6
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D1 0,01 <0,000 0,002 <0,000 D1 0,001 0,001 <0,000
D2 <0,000 <0,000 <0,000 D2
DHA/EPA D3 <0,000 D3 <0,000
D4 <0,000 D4
D5 D5
D6 <0,000 <0,000 <0,000 D6 <0,000 <0,000 <0,000

D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S. One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”

5.3.3. Dinamica lipidica na embriogénese de P.varians

Para se averiguar acerca da dindmica lipidica embrionaria, ou seja, se as diferentes
dietas afectam o metabolismo dos lipidos no vitelo, alterando as relagdes entre os acidos
gordos, ao longo do desenvolvimento embrionario € necessario comparar o perfil lipidico
dos ovos nos diferentes estados de embriogénese, neste caso no estado 1 vs estado 3.

Na Tabela 5 encontram-se sumarizados os resultados dos testes estatisticos
realizados para verificar a utilizacdo dos lipidos em funcdo da insaturacdo na

embriogénese dos camaroes.

Tabela 5 — Resultados dos testes estatisticos (two way ANOVA e posteriores testes de comparagao
multipla, Holm-Sidak) aplicados ao perfil lipidico nos ovos de P. varians no estado 1 e no estado 3,
nos dois periodos amostrais. Apenas estiao referidos os tratamentos que apresentam diferengas
estatisticas significativas (p<0,05), (-- — sem diferengas significativas no perfil lipidico ao longo da
embriogénese).

“early spring”
D1 D2 D3 D4 D5 D6
Estado EI1-E3 EI-E3 EI-E3 EI-E3 EI-E3 EI-E3
SFA 0.013 - - - - -
MUFA 0.022 - 0.006 - - -
PUFA -- - - - - -
HUFA - 0.000 - - - -
“late spring”
SFA - - - - - -
MUFA 0.032 - - - - -
PUFA - - - - - -
HUFA 0.020 - - - - -

D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S. One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”
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Amostragem “early spring”:

Existem diferengcas estatisticas significativas na utilizagdo de acidos gordos
saturados (SFA) nos ovos de camardo da dieta D1. Também existem diferencas
estatisticas significativas na utilizacdo de acidos gordos monoinsaturados (MUFA), nos
ovos dos camardes alimentados com a dieta D1 e D3. Nos &acidos gordos altamente
insaturados (HUFA) apenas se verificam diferengas estatisticas nos ovos de camarao da
dieta D2.

Amostragem “late spring”:

Existem diferengas estatisticas significativas na utilizagdo de acidos gordos
monoinsaturados (MUFA) nos ovos de camarao da dieta D1. Também existem diferengas
estatisticas significativas na utilizacdo de acidos gordos altamente insaturados (HUFA),
nos ovos de camaréo da dieta D1.

Na Figura 25 comparam-se os perfis em acidos gordos (linoleico, linolénico, ARA,
EPA e DHA) dos ovos dos camardes no estado 1 e no estado 3 de desenvolvimento

embrionario, nos dois tempos amostrais, “early” e “late spring”.

D1 “Early Spring” D1 “Late Spring”
40 40 -
El mEl
35 - |
E3 3 mE3
30 - 30 -
27 25 0<0,000
20 + 20 -
p<0,000 p=0,038
15 1 | I I 15 4 p=0,002
=0,003
101 Fs . 10 - ‘ P
5 - I I 5 4
0 1 = = I I 0 B ﬂ
182n6  18:3n3  204n6  20:5n-3  22:6n-3 18:2n-6  18:3n-3  20:4n-6  20:5n-3  22:6n-3
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D5 “Early Spring” D5 “Late Spring”
40 40
31 mEl
3 E3 35 4 uE3
30 - 30 -
25 25
20 - PE0002 20 -
I p=0,007
15 - I I 15 -
10 - I I I 10 -
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Figura 25 — Perfil dos principais acidos gordos (%) nos ovos de P. varians em dois estados de
desenvolvimento embrionario, assinalando-se os tratamentos que apresentam diferengas estatisticas
significativas (p<0,05).
O E3 da dieta D6, na amostragem “late spring” nao apresenta desvio padrdo, pois nao houve material
biolégico suficiente para efectuar replicados.
E1 - Estado 1; E3 - Estados 3
D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S.One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 — “Selvagens”

Dieta D1

1. O acido linoleico (18:2n-6) presente nos ovos em estado 1 reflecte o teor deste
acido na dieta e os ovos em estado 3 mantém o mesmo teor. Na amostragem LS,
os ovos em estado 1 reflectem o teor da dieta, apresentando valores semelhantes a

amostragem anterior, mas os ovos em estado 3 ja apresentam um decréscimo;

Mestrado em Biologia Marinha

45



INFLUENCIA DA DIETA PARENTAL NA QUALIDADE LIPIDICA DOS OVOS E NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE
CAMARINHA, PALAEMONETES VARIANS

2.

O ARA (20:4n-6) presente nos ovos apresenta o triplo do teor contido na dieta, ndo
sofrendo alteragbes na transigcdo estado 1-3, na amostragem LS verifica-se uma
redugao no estado 3;

O acido linolénico (18:3n-3) presente nos ovos dos camardes é superior aos teores
registados na dieta, sendo que na amostragem LS €& ainda mais elevado. Verifica-se
um decréscimo na transi¢cao estado 1-3 nas duas amostragens;

O EPA (20:5n-3) presente nos ovos dos camardes também €& superior aos teores
registados na dieta. Na amostragem ES n&o se verificam alteragbes na transi¢cao
estado 1-3. Na amostragem LS os ovos em estado 3 apresentam um aumento no
teor deste acido;

O DHA (22:6n-3) presente nos ovos dos camardes em estado 1 é inferior ao
registado na dieta. Verifica-se, nas duas amostragens, que ocorre um aumento do

teor na transicao estado 1-3.

Dieta D2

1.

4.

O &cido linoleico (18:2n-6) presente nos ovos dos camardes é muito elevado, reflexo
da dieta, que apresenta os niveis mais altos. Na amostragem ES os ovos em estado
1 apresentam um elevado teor, no entanto menor que o presente na dieta. Existe
um decréscimo consideravel na transicdo para o estado 3. Na amostragem LS,
ocorre um aumento do teor na transicado estado 1-3;

O ARA (20:4n-6) presente nos ovos de camarao é vestigial, no entanto n&o deixa de
ser significativo, pois este acido gordo era inexistente na dieta. Embora em muito
pequenas quantidades € ainda possivel verificar, nas duas amostragens, que nao se
verifica consumo na transi¢ao estado 1-3;

O acido linolénico (18:3n-3) presente nos ovos dos camardes € aproximadamente
metade do registado na dieta. Na amostragem LS verifica-se ainda um decréscimo.
Ndo se observam grandes alteragcbes na transicdo estado 1-3, nas duas
amostragens;

A presenca de EPA (20:5n-3) e DHA (22:6n-3) nos ovos dos camardes sao, a
semelhanga do ARA, muito significativos porque como ja se referiu este acidos
gordos eram inexistentes no alimento. Verifica-se nas duas amostragens e para os

dois acidos gordos um aumento na transi¢ao entre estado 1-3.
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Dieta D3

1.

O teor em acido linoleico (18:2n-6) nos ovos dos camardes é semelhante ao
registado na dieta e ndo apresenta grande alteracédo na transi¢cao entre estado 1-3,
nas duas amostragens;

O ARA (20:4n-6) presente nos ovos dos camardes aproxima-se do teor contido na
dieta, ndo sofrendo alteragdes na transicéo estado 1-3, nas duas amostragens;

O &cido linolénico (18:3n-3) presente nos ovos dos camardes aproxima-se do teor
registado na dieta. Verifica-se um decréscimo muito ligeiro na transigao estado 1-3
nas duas amostragens;

O EPA (20:5n-3) presente nos ovos dos camardes é superior aos teores registados
na dieta. Na amostragem ES verifica-se um aumento na transicdo estado 1-3. Na
amostragem LS os teores sdo semelhantes;

O DHA (22:6n-3) presente nos ovos dos camardes aproxima-se dos teores da dieta.
Verifica-se, nas duas amostragens, que ocorre um aumento do teor na transigéo
estado 1-3.

Dieta D4

1.

O teor em acido linoleico (18:2n-6) nos ovos dos camardes € superior a dieta. Na
amostragem ES verifica-se um ligeiro aumento na transi¢do estado1-3, enquanto na
amostragem LS, verifica-se o inverso;

Os ovos de camarao apresentam a semelhanca da dieta um elevado teor em ARA
(20:4n-6). N&do existem grandes alteragdes na transigdo estado 1-3, nas duas
amostragens;

O &cido linolénico (18:3n-3) presente nos ovos dos camardes € inferior aos teores
registados na dieta. Nao existem grandes alteragbes na transicdo estado 1-3, nas
duas amostragens;

O EPA (20:5n-3) presente nos ovos dos camardes € superior aos teores registados
na dieta. Nao existem grandes alteragbes na transicdo estado 1-3, nas duas

amostragens;
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5. O DHA (22:6n-3) presente nos ovos dos camarbes em estado 1 € inferior ao
registado na dieta. Verifica-se, nas duas amostragens, que ocorre um aumento do
teor na transigao estado 1-3.

Dieta D5

1. O teor em acido linoleico (18:2n-6) nos ovos dos camardes € ligeiramente inferior a
dieta. Verifica-se, nas duas amostragens, um decréscimo na transi¢ao estado 1-3;

2. O teor em ARA (20:4n-6) presente nos ovos dos camardes é bastante inferior ao
teor contido na dieta. Na amostragem LS observa-se um aumento no estado 3;

3. O acido linolénico (18:3n-3) presente nos ovos dos camardes € inferior aos teores
registados na dieta, Nao existem grandes alteragdes na transigdo estado 1-3, nas
duas amostragens;

4. O EPA (20:5n-3) presente nos ovos dos camardes € superior ao teor registado na
dieta, ocorrendo um aumento na amostragem LS. Verifica-se nas duas amostragens
um aumento do teor na transi¢cdo, sendo mais evidente na amostragem ES.

5. O DHA (22:6n-3) presente nos ovos dos camardes em estado 1 na amostragem ES
é inferior ao registado na dieta. Verifica-se, nas duas amostragens, que ocorre um
aumento do teor na transicao estado 1-3.

Dieta D6

1. O &cido linoleico (18:2n-6) presente nos ovos dos camarbes em estado 1 na
amostragem ES é cerca de metade do teor registado na amostragem LS. No
entanto o teor registado nos ovos em estado 3 é aproximadamente o0 mesmo nas
duas amostragens;

2. Os ovos dos camardes “selvagens” apresentam a 2° maior teor em ARA (20:4n-6).
Verifica-se, na amostragem LS, uma redug¢ao no estado 3;

3. O acido linolénico (18:3n-3) presente nos ovos dos camardes € ligeiramente
superior aos teores registados para todas as dietas, a excepgdo da dieta D1.
Verifica-se um aumento dos teores nos ovos em estado 1 na amostragem LS.
Verifica-se um decréscimo na transicao estado 1-3 nas duas amostragens;

4. Os ovos de camarao “selvagens” apresentam o maior teor em EPA (20:5n-3), quer

em relacdo aos ovos dos restantes camardes, quer em relacdo aos teores contidos
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em qualquer das dietas. Na amostragem LS, verifica-se uma diminuicéo
consideravel nos teores dos ovos. Ocorre um aumento do teor, nas duas
amostragens, na transigao estado 1-3, atingindo valores muito semelhantes, embora
se tenha registado a descida, na amostragem LS, no estado 1;

5. O DHA (22:6n-3) presente nos ovos dos camardes em estado 1 nas duas
amostragens é semelhante aos registados para os ovos de camarao da dieta D1.
Verifica-se, nas duas amostragens, um aumento significativo na transi¢ao estado 1-
3.

Na Figura 26 encontra-se graficada a variagdo da relagdo DHA/EPA nos dois

tempos amostrais e para os dois estados de desenvolvimento embrionario.

Estado 1 Estado 3
1,25 1,25
1,00 1,00
* *

0,75 ‘ 0,75 ‘
0,50 0,50 §

. ¢ .
0,25 V'S ? 0,25
0,00 0,00

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D1 D2 D3 D4 D5 D6

DHA/EPA - early & DHA/EPA - late DHA/EPA - early & DHA/EPA - late

Figura 26 — Evolugdo da relagido DHA/EPA ao longo do tempo (amostragem “early” e “late

spring”) e ao longo da embriogénese (estado 1 e estado 3).

Na Figura 27 apresenta-se o esquema resultante da utilizagdo de um método
de analise multivariada, que permitiu encontrar 4 grandes grupos onde o0s
descritores se encontram “arrumados”.

Este método permite encontrar similaridades entre os descritores. Assim
podemos verificar que os ovos dos camardes encontram-se agrupados no mesmo
grupo onde se insere a sua proépria dieta, nos dois tempos amostrais, “early” e “late

spring”. Também é possivel reconhecer algumas similaridades entre as dietas D3 e
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D5, que conseguem formar um grupo, assim como nas dietas D4 e D6 que também

Se€ unem num grupo.

Normalise

Resemblance: Pearson correlatior]

2D Stress: 0.21

Figura 27 - Distribuicdo das dietas e dos ovos de camarido nos dois tempos amostrais, através de

uma correlagao de Pearson.

D1 — Artemia; D2 — Coelho; D3 — S.One; D4 — Poliqueta; D5 — AquaS2; D6 —
E1 - Estado 1; E3 — Estado 3 de desenvolvimento embrionario

E - early spring; L — late spring
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6. Discussao

6.1 Sobrevivéncia

As melhores taxas de sobrevivéncia foram apresentadas pelos camardes
alimentados com as dietas D4 e D5, a pior foi registada para os camardes da dieta D2. No
entanto, como ja se referiu, a agudizacdo da mortalidade verifica-se em Maio, 3 meses
apos o inicio das experiéncias. Até essa fase, os regimes alimentares n&o provocaram
mortalidades nas camarinhas. Se observarmos a dieta D1 verifica-se que a mortalidade
nesse tratamento comegou mais cedo, ou seja, essa dieta provocou mortalidade desde o
inicio do ensaio. Aparentemente, a dieta D1 pode provocar caréncias nutricionais mais
rapidamente que a dieta D2, tratamento que obteve a pior taxa de sobrevivéncia. E
importante salientar que os camardes da dieta D1 apresentaram a 32 melhor sobrevivéncia
(Fig. 14 e Tab.2), embora tenham mantido uma mortalidade persistente desde
praticamente o inicio do ensaio (desde Marco - 1 més apds o inicio da experiéncia),

A dieta D3 apresentou, depois da dieta D2, a pior taxa de sobrevivéncia final. Se
analisarmos a mortalidade ao longo dos meses (Fig. 14), verifica-se que neste tratamento
ocorre mais tardiamente, com inicio no més de Abril (Fig. 14), e ainda assim, com valores
inferiores a dieta D4 e semelhantes a D5, aumentando nos meses seguintes. Este
resultado, também observado na dieta D2, comprova a caracteristica oportunista desta
espécie (Rosa et al., 2007). No entanto parece que a dieta D3 permite, durante algum
tempo, fornecer os requisitos suficientes para que os camardes sobrevivam.

A verificacdo de uma mortalidade tardia em varios tratamentos, a partir do 3° més de
ensaio, e que coincidiu com o aumento da temperatura da agua do mar, levam-nos a
considerar que as eventuais deficiéncias nutricionais das dietas possam ter sido agravadas
pelo aumento do metabolismo dos organismos, consequéncia da temperatura mais

elevada, que assim se tornam mais exigentes nutricionalmente.
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6.2. Parametros populacionais. Relacao entre sexos, percentil de fémeas
ovigeras e relacoes biométricas

O percentil de fémeas ovigeras pode dentro de certa medida ser um indicador da
fecundidade de uma populagdo. A reproducido é essencial a continuidade da espécie, e
exige esforco energético. Todos os organismos vivos investem parte importante das
reservas na formagao das génadas e para todo o processo da reprodu¢do. S6 organismos
saudaveis e em “fitness” conseguem empreender com sucesso todo o processo
reprodutivo.

Considerando que os camardes “selvagens” (D6) seguem o “modelo real” da
espécie, e permitem um referencial de comparagao, constata-se, na amostragem ES, que
as dietas D1 e D2 sdo as que mais se aproximam de D6, no numero de fémeas ovigeras
(Fig.17). A dieta D5 apresenta o maior numero de fémeas ovigeras, nas duas
amostragens, estatisticamente superior a D6. As dietas D3 e D4 também apresentam um
elevado percentil de fémeas ovigeras. Estes resultados parecem indicar que estas dietas
(D3, D4 e D5) promoveram a fecundidade (maior n°® de fémeas ovigeras), contrariamente
ao verificado para as dietas D1 e D2 que, ndo estariam em tdo boas condicbes
nutricionais, como também ja se verificou na sobrevivéncia. No entanto, e como se referiu,
o percentil de fémeas ovigeras apresentado por ambas as dietas n&o foi tdo reduzido que
indiciasse diferengas estatisticas significativas com o tratamento D6, o que isoladamente
poderia indicar um bom resultado.

Na amostragem LS verifica-se um aumento do percentil de fémeas ovigeras nos
camaroes “selvagens” (D6), o que pode ser explicado pelo facto desta amostragem ter sido
efectuada em Maio e, estarmos perante o pico da reproducdo. Nos camardes cultivados,
apenas o tratamento D1 apresenta um aumento do numero de fémeas ovigeras. De facto,
embora este tratamento tenha apresentado mortalidade precocemente, foi possivel
encontrar fémeas ovigeras até ao final da experiéncia (Julho), se bem que em numero
muito reduzido e de pequeno porte (como se vera, ao analisar os dados de biometria),
enquanto no tratamento D2 se observavam pouquissimos individuos nessas condi¢cdes. No
tratamento D2, o numero de fémeas ovigeras foi muito semelhante a amostragem anterior,
embora o més de Maio tenha registado uma elevada taxa de mortalidade. Nos restantes
tratamentos D3, D4 e D5, registou-se uma diminuigdo. D3 e D4 apresentaram valores
inferiores a D6, D5 obteve melhores resultados que D6. O que apresentou piores

resultados foi o tratamento D3, com um decréscimo muito acentuado. No entanto, o
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aumento acentuado da mortalidade, neste tratamento sé se fez sentir no més seguinte,
mas a diminuicdo de fémeas ovigeras, pode ser interpretado como um sinal de que a

populagao ja nao se encontrava nas melhores condicoes.

E interessante cruzar esta informacdo com os dados biométricos, (comprimento do
cefalotérax - CC) (Fig.18 e 19).

Na amostragem “early spring”, ndo se verificam diferengcas significativas de
tamanho, entre os camardes cultivados e “selvagens” (D6), o que juntamente com os
dados da mortalidade, parece indicar que nesta fase, o efeito das dietas ndo era ainda
condicionante. Verifica-se, em todos os tratamentos que as fémeas ovigeras apresentam
um CC superior ao conjunto geral das fémeas, o que tem légica porque biologicamente, a
maturacao e a reprodugao ocorre em fémeas de maior porte.

Na amostragem “late spring” ja ndo se verifica 0 mesmo padrao, as fémeas ovigeras
sdo mais pequenas. Nos camardes “selvagens” (D6) a diferenga de tamanho € ainda mais
consideravel, no entanto o percentil de fémeas ovigeras aumentou, pelo que podemos
especular que o facto de ndo encontrarmos individuos de maior tamanho na populagao se
deva a efeitos de regulagdo enddégenos da prépria espécie. Se averiguarmos a variancia
(Fig.19), verifica-se que é muito mais reduzida, o que indica uma populagdo mais
homogénea, o que eventualmente significa o fim de um ciclo de vida de uma cohorte, ou
ainda eventualmente efeito de uma predagcao mais acentuada por parte dos restantes elos
da teia trofica. Os individuos maiores sao mais apeteciveis, quer por parte dos predadores
naturais, quer por parte da captura dirigida a esta espécie.

Nos camardes em cativeiro, verifica-se que as dietas D3, D4 e D5 continuaram a
permitir fémeas ovigeras de grande porte, enquanto no tratamento D1, as fémeas ovigeras
amostradas eram de tamanho significativamente inferior, ou seja, o aumento de fémeas
ovigeras registado na dieta D1 deve-se a maturagdo de fémeas mais pequenas. Também
podemos afirmar que as fémeas ovigeras alimentadas com as dietas D3 e D5 atingiram um
tamanho superior as amostradas nos camardes “selvagens” (D6). Resultados similares
foram obtidos em camardes ornamentais Lysmata seticaudata, alimentados com racao
para dourada, que apresentaram melhor sobrevivéncia e crescimento, inclusivamente

superior aos camardes nao cultivados (Calado et al., 2005).
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6.3. Lipidos

Como ja foi mencionado, o tratamento D6 € utilizado como referéncia, funcionando
como um “branco”. Compararam-se os resultados obtidos nos camardes cultivados com as

diferentes dietas com os camardes “selvagens”.

Os camardes cultivados reflectem de um modo geral o perfil lipidico das dietas, tal
como foi observado por Calado et al., (2005) em camardes juvenis. E muito interessante
observar o modo como as dietas e os ovos de camardo nos dois estados de
desenvolvimento embrionario se agrupam, nas duas amostragens (Fig. 27). Embora, no
final do ensaio as dietas D3 e D5 tenham proporcionado resultados muito diferentes,
encontram-se no mesmo grupo, o que pareceu fazer sentido até meio do ensaio. A dieta
D4 encontra-se agrupada com o tratamento D6, o que revela alguma similaridade entre as

dietas.

6.3.1. Perfil lipidico dos ovos de P.varians

Na amostragem ES, verificam-se diferengas estatisticas significativas no conteudo
em SFA, entre o tratamento D6 e D2, que apresentam um valor mais baixo, reflexo da
dieta. C16 e C18 sdo os SFA mais abundantes, com predominancia de C16, resultados
concomitantes com os obtidos anteriormente para outras espécies (Ying et al., 2006; Rosa
et al., 2007).

Nos MUFA, verificam-se, nas duas amostragens, diferengas significativas entre o
tratamento D6 e D4, o que se pode dever ao elevado conteudo em 16:1n-7 nos ovos dos
camardes da dieta D4, embora na dieta a sua presencga seja muito reduzida. Neste caso o
perfil da dieta ndo parece afectar directamente o perfil nos ovos.

Salienta-se o elevado teor em 18:1n-9, sem relacido com qualquer das dietas, e que
se deve ao facto de ser o acido gordo mais abundante nos animais marinhos, servindo
frequentemente como indicador de carnivoria (Rosa et al., 2007), pelo que naturalmente
esta presente nos tecidos dos camardes. E muito interessante verificar que embora a dieta
D4 seja comparativamente pobre, o conteudo dos ovos é semelhante aos ovos dos
camarodes “selvagens” (D6), ou seja, sao dois tratamentos caracteristicamente de origem
marinha, que nao provocam alteragdes no balang¢o natural da composi¢céo dos organismos.

Estes resultados estdo em concordancia com Rosa et al., (2007), que verificou para alguns
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carideos, que a maior parcela de MUFA se devia a 16:1n7, 18:1n9 e 18:1n7, detectando
grandes diferengas interespecificas no conteudo em 18:1n9, que muito naturalmente se
devem a variagbes nas especificidades alimentares de cada grupo. O elevado teor em
18:1n-9 nos ovos de camarao da dieta D2 pode significar alguma carnivoria. A existéncia
de algum canibalismo poderia justificar alguns dos resultados obtidos para este tratamento:
poderia ter servido de fonte extra de HUFA e, também como fonte de colesterol, pois os
camardes sao incapazes de biossintetizar esterois (Wouters et al., 2001), e os alimentos a
base de fontes vegetais, como a dieta D2, ndo apresentam, virtualmente, colesterol
(Tocher et al., 2008), pelo que a ingestdo da carcaga de camarbes moribundos pode ter
sido crucial para os camarbes sobreviventes. Em ultima analise a existéncia de algum
canibalismo podera ter permitido uma maior sobrevivéncia. No entanto, devido ao
procedimento experimental desenvolvido, julgamos que o potencial canibalismo existente
seria de tal modo reduzido que ndo iria ser suficiente para que se tornasse significativos os

aportes de nutrientes por essa via.

Existem diferengas significativas no perfil em alguns PUFA entre os camardes
cultivados e os “selvagens” (D6).

No &cido linoleico, na amostragem ES, verificam-se diferengas significativas entre os
camardes “selvagens” (D6) e todos os outros tratamentos, no entanto existe maior
proximidade com a dieta D4 que apresenta valores mais reduzidos; na amostragem LS, o
teor nos ovos dos camarbes “selvagens” foi superior, aproximando-se dos valores
observados nos ovos de camarao das dietas D1 e D3. Esta alteragdao vai ter

consequéncias na razao n-3/n-6 que diminui.

No acido linolénico, na amostragem ES, verificam-se diferencas significativas entre
os camardes “selvagens” e todos os outros tratamentos com excepgéo da dieta D2.

Na amostragem ES, os ovos de camarao da dieta D1 apresentam um perfil muito
elevado em linolénico, enquanto os restantes tratamentos apresentam um teor muito baixo.
Podemos considerar que o teor da dieta D6 pode ser comparavel a D2 (Fig. 22, Tabela 4),
0 que ndo deixa se ser surpreendente, atendendo que originalmente se destinam a
alimentar mamiferos herbivoros, neste caso coelhos (30% de girassol, 15% de luzerna); na
amostragem LS os camardes da dieta D2, que sdo mantidos com o mesmo teor de
linolénico, apresentam um decréscimo, enquanto os ovos dos camarbes selvagens
apresentam um aumento significativo. Nos camardes cultivados apenas na dieta D1 se
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verifica um aumento, enquanto nos restantes tratamentos (D3, D4 e D5) o perfil em
linolénico € muito semelhante e tende a manter-se estavel, independentemente do
conteudo da dieta (Figura 24).

O elevado conteudo no tratamento D1 deve-se em grande parte a propria dieta,
consiste em metanauplios de Artemia spp. enriquecidos numa emulsao comercial. Esta
espécie de Anostraca pode ser classificada como estirpe marinha ou continental, sendo
estes ultimos mais ricos em linolénico. Assim, o elevado teor que se verifica nos ovos dos
camardes alimentados com esta dieta justificam-se parcialmente pela continua ingestéo de
metanauplios de Artemia spp. de estirpe continental.

Ao considerarmos o tratamento D6 como referencia e se assumirmos que o perfil
lipidico observado neste tratamento, € o mais adequado para este palaemonideo, uma

dieta ideal poderia situar-se entre os teores da dieta D1 e D2.

No conteudo em HUFA, verificam-se diferengas significativas entre os camardes
“selvagens” e os camardes das dietas D1, D2 e D3, ou seja apenas as dietas D4 e D5
apresentam semelhanga aos camardes “selvagens”. No entanto existem diferengas no
perfil em HUFA das dietas D4, D5 e D6; na amostragem LS, o conteudo em HUFA dos
camarbes “selvagens” € muito mais reduzido, sem no entanto afectar a dinamica
embrionaria (como se vera mais a frente), pelo que deixa de haver diferencas significativas
com a dieta D1.

Nos camardes da dieta D3, embora apresentem um perfil semelhante a D5, contém
um conteudo em EPA muito reduzido, inferior as dietas D1 e D4. Elevados teores em EPA

estdo relacionados com a maturagao e a fecundidade (Xu et al. 1994)

A dieta D4 é muito rica em ARA, o que se reflecte nos ovos, com diferencas
estatisticas significativas com os restantes tratamentos, nos dois periodos amostrais.
Também se verificam diferengas significativas entre os camardes “selvagens” e todos os
outros tratamentos, pois os camardes “selvagens” apresentam um teor superior; na
amostragem LS, verificam-se diferencas significativas entre os camardes da dieta D4 e os
restantes tratamentos.

Excesso de ARA em ovos de caranguejos foi identificado como causa de aborto,
pois apenas era detectado nos ovarios de caranguejos que abortavam, também se
considerou que afectavam o desenvolvimento da membrana do ovo dificultando a fixagao
dos ovos aos pledpodes (Ying et al., 2006). Neste trabalho n&o foi possivel averiguar se o
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mesmo se verifica para P. varians, apenas salientamos que a dieta D4 é a unica que

apresenta um perfil elevado em ARA.

Na amostragem ES o conteudo em EPA nos ovos dos camardes “selvagens” (D6), é
significativamente superior ao observado nos camardes cultivados, com excepgao da D1.
Embora o conteudo em EPA da dieta D1 nao difira muito das restantes, principalmente da
D4, o conteudo nos ovos é muito elevado, aproximando-se mais do teor dos “selvagens”
que das restantes dietas; na amostragem LS, apenas se verificam diferengas com os
camardes da dieta D2, que apresentam o teor mais baixo. Os camardes “selvagens”, tal
como os camardes da dieta D1, registam uma diminuigdo no conteudo em EPA, enquanto
nos outros tratamentos (D3, D4 e D5) se regista uma subida. Assim, todos os tratamentos
a excepgao do D2, apresentam alguma analogia. As dietas D1, D4 e D5 apresentam um
perfil em EPA semelhante, que se reflecte nos ovos.

E de salientar que em todos os tratamentos o perfil em EPA nos ovos foi sempre
superior ao conteudo das dietas. Na dieta D2 esse resultado € mais acentuado porque o

conteudo na dieta era inexistente.

Na amostragem ES, os camardes “selvagens” (D6) apresentam um conteudo em
DHA significativamente superior aos camardes das dietas D2 e D4; na amostragem LS o
conteudo nos “selvagens” (D6) é significativamente inferior aos camardes da dieta D3 e
D5. A reducgédo da disponibilidade de DHA nas dietas pode traduzir-se na diminuigdo da
fertilidade e na fecundidade das fémeas, afectando a qualidade e quantidade de ovos, sem

no entanto afectar a frequéncia de maturagcédo (Wouters et al., 1999).

Aparentemente o conteudo em DHA presente na dieta D3 é suficiente para permitir
que os ovos atinjam um perfil semelhante ao obtido nos camardes “selvagens” (D6), o
conteudo da dieta D5 parece ser excessivo, porque, embora os ovos apresentem um valor
ligeiramente superior aos ovos da dieta D3, as diferengas nao sao significativas. Assim, o
perfil em DHA a fornecer a esta espécie, devera situar-se entre as dietas D1 e D3, o que

em termos de producao pode traduzir-se numa dieta mais equilibrada e econémica.

Ao longo do ensaio os camardes cultivados apresentaram um aumento no teor em

EPA e DHA, enquanto os camardes “selvagens” (D6) apresentaram uma descida.
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A acumulacédo de EPA e DHA nos ovos dos camardes cultivados, pode dever-se a
capacidade que os crustaceos apresentam de fazer uma utilizagcao selectiva dos acidos
gordos (Rosa et al.,, 2007), ou seja, embora nalgumas dietas, os HUFA estejam a ser
fornecidos sem constrangimentos, ndo sao utilizados, ou s&o utilizados parcialmente como
fonte de energia, sendo canalizados para a reprodugao e embriogénese (Babu, 1987).

A variabilidade de HUFA nas dietas provoca diferentes relagcées DHA/EPA (Tabela 4
e Fig.26). Na amostragem ES, os camardes “selvagens” D6 apresentam diferencas
significativas com os camardes das dietas D3, D4 e D5; na amostragem LS, apresentam
diferengas significativas com os camardes das dietas D2, D3 e D5. Ao longo de todo o
ensaio, os camardes da dieta D1 apresentaram uma relacdo DHA/EPA semelhante aos
camardes “selvagens”, o mesmo aconteceu para os camardes da dieta D2 na amostragem
ES. Apesar de ndo terem apresentado bons resultados no geral, estas dietas permitiram
alguma sobrevivéncia, e alguma fecundidade (embora muito reduzida), o que podera estar
relacionado com a similaridade entre estas dietas e os camardes “selvagens”. O baixo
valor obtido para os camardes “selvagens”, nas duas amostragens, parece indicar que esta
espécie ndo € muito exigente em DHA, pelo que o aporte de DHA das dietas D3 e D5

podera ser excessivo como parecem demonstrar os maus resultados da dieta D3.

6.3.2. Dinamica lipidica na embriogénese de P. varians

Na dinamica lipidica embrionaria, ou seja, na utilizagdo e consumo de acidos gordos
no decurso do desenvolvimento embrionario de P. varians, ndo se verificam diferencas
significativas no tratamento D6, quando se consideram os lipidos agrupados em fungéo do
numero de ligagdes (ver Tabela 5). No entanto quando analisamos alguns PUFA verificam-
se algumas alteragdes.

Considerando apenas a amostragem “early spring”, (na “late spring” ndo se obteve
material biolégico suficiente para efectuar replicados nas analises bioquimicas), verifica-se
que existe um consumo significativo de linoleico e linolénico, e uma acumulagao
significativa de EPA e DHA, ao longo do desenvolvimento embrionario.

Nos camardes cultivados, observa-se nos ovos de camardo da dieta D3 um
consumo significativo de MUFA, enquanto nos ovos de camarao da dieta D2 verifica-se
uma acumulacao de HUFA que aumenta significativamente ao longo da embriogénese
(Fig. 25).
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Na amostragem LS verificam-se diferengas significativas nas dietas D1 e D2 (Tab.
5). Nos ovos de camaréao da dieta D1, verifica-se um consumo de MUFA (Tab. 5), e uma
acumulacao de HUFA (EPA e DHA) ao longo da embriogénese. Nos ovos dos camardes
da dieta D2 continua a verificar-se a acumulagdo de HUFA, principalmente no teor em
EPA. A utilizagao preferencial de MUFA é referida em alguns estudos sobre embriogénese
de decapodes (Rosa et al., 2005).

Pode afirmar-se, que de um modo geral, quando existe acumulagcdo de EPA e DHA
(mesmo sem ser significativo), existe paralelamente um decréscimo de linolénico (Fig. 25).
Verifica-se, principalmente na dieta D1, de modo mais acentuado em “late spring”, que
existe um elevado consumo de linolénico, ao longo da embriogénese, enquanto se verifica

uma acumulagéao significativa de EPA e DHA.

Estudos com peneideos, sugerem uma razédo n-3/n-6 de 2:1, 3:1 para L. vannamei
(Wouters et al., 2001), embora estejamos a trabalhar com outra familia de crustaceos, os
resultados obtidos para o tratamento D6 apresentam valores semelhantes. Nos camardes
cultivados, a dieta D1 apresentou alguma proximidade aos camardes “selvagens”, contudo
nao foi suficiente para que esta dieta fosse um sucesso. Provavelmente alguns dos

desequilibrios das dietas estejam na relagao n-3/n-6.

O consumo de PUFA C18 e a acumulagéo de PUFA C20 e C22, como ja tinha sido
verificado em estudos anteriores num palaemonideo tropical (Wehrtmann & Graeve, 1998),
pode ainda indicar que P. varians como espécie eurihalina, pode utilizar os PUFA de modo
semelhante as espécies de agua doce, que podem substituir, para algumas fungdes, PUFA
C20 e C22 por PUFA C18 (Ying et al., 2006).

Parece verificar-se em todos os tratamentos uma utilizagdo selectiva de acidos
gordos. P. varians parece demonstrar ter capacidade para utilizar no consumo energético
da embriogénese, acidos gordos de que dispde em abundancia, quer porque sao
fornecidos na dieta quer porque os podem biossintetizar, permitindo canalizar os
essenciais e pouco abundantes para fungdes determinantes (Rosa et al., 2007).

O elevado teor em HUFA apresentado pelos ovos no estado 3 de desenvolvimento
embrionario, ou seja numa fase pré-eclosdo, tem como consequéncia uma grande

independéncia do meio externo, o que em teoria aumenta as probabilidades de
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sobrevivéncia das larvas (Wehrtmann & Graeve, 1998), o que é caracteristico de uma

espécie como P. varians que vive num habitat de grande variabilidade ambiental.
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7. Consideracoes Finais

Todas as dietas com excepgao da D2 atingiram teores de EPA e DHA proximos de
10-20%. No entanto, a utilidade das dietas deve ser asseverada pela sobrevivéncia e
estado fisiolégico dos organismos.

Na amostragem ES, as dietas D3, D4 e D5 pareciam indicar bons resultados,
enquanto as dietas D1 e D2 apresentavam ja uma mortalidade permanente, o que
indiciava problemas. A partir do 3° més de ensaio, um pouco antes da amostragem LS, os
camardes da dieta D3 comegaram a registar mortalidade e no final do ensaio, apenas as
dietas D4 e D5 proporcionaram melhores resultados gerais. Apresentaram as melhores
sobrevivéncias, maior fecundidade (maior percentil de fémeas ovigeras), a dieta D5
apresentou o melhor resultado em relagdo ao comprimento (CC), e no geral os camardes
exibiram até ao final do ensaio um bom estado geral. Apdos 5 meses de um regime
alimentar artificial, estes camardes continuaram a exibir uma condicdo fisica saudavel
(coloracao natural, a rigidez da carapacga era normal, o hepatopancreas apresentava uma
consisténcia firme), pelo que consideramos que estas duas dietas apresentaram os
melhores resultados gerais. Antagonicamente, os camardes das dietas D1, D2 e D3,
principalmente na D2, exibiam uma aparéncia débil, uma coloragao esbranquicada, e uma
carapaga pouco rigida. Reprodutores de L. vannamei exaustos apresentam baixos niveis

de calcio e magnésio no musculo (Wouters et al., 2001).

E de destacar que mesmo as dietas com piores resultados, apresentaram
sobrevivéncias de 20% o que em aquacultura de novas espécies e num ensaio tao longo,
nao pode ser considerado um resultado totalmente mau. No entanto é necessario
salvaguardar que no final do ensaio e para todos os tratamentos, a fecundidade foi muito
reduzida, donde se podera concluir que em qualquer das dietas, principalmente as dietas
D1, D2 e D3, os adultos reprodutores apresentavam um baixo fithess. Embora a presenca
de HUFA, nomeadamente EPA e DHA sejam considerados essenciais para a maturagao
das gobnadas, fecundagcdo e embriogénese, os nossos resultados parecem indicar que
existem outros factores a considerar, pois as varias dietas continham diferentes teores
destes acidos gordos. Também, ndo podemos excluir que outros factores populacionais

possam ter exercido outros condicionalismos na regulacédo da actividade reprodutora.
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A dieta D4 apresenta menor conteudo em DHA que a D5, o que se reflecte nos
ovos, 0 que aparentemente parece ndo causar constrangimentos, talvez porque o teor em
HUFA nos ovos dos camardes da dieta D4 ¢é ligeiramente superior. Os camardes da dieta
D4 apresentam uma razdo DHA/EPA baixa, muito ARA e EPA e pouco DHA; a dieta D5
apresenta uma razdo DHA/EPA elevada, pouco ARA e EPA e muito DHA (Fig. 23). Seria
necessario obter larvas dos dois tratamentos para aferir algum efeito no desenvolvimento
larvar. No entanto pelo perfil observado nos camardes “selvagens” D6, consideramos que
a dieta D5 excede os requisitos em DHA para esta espécie.

O perfil em ARA nos ovos dos camardes parece sofrer de outras influéncias para
além das dietas. O conteudo em ARA da dieta D5 é sensivelmente metade da D4 e, no
entanto o conteudo observado nos ovos néo difere muito dos restantes tratamentos sendo
até inclusivamente inferior a D1 que, embora com diferencas significativas, é o tratamento
que mais se aproxima do valor obtido para os camardes “selvagens” (D6) (Fig. 22).

O aumento do teor em linolénico, assim como a diminuicdo em EPA e DHA
observado nos ovos dos camardes “selvagens” na amostragem LS, pode dever-se a
alteracdes no padrao de alimentagao. O indice de carnivoria € sensivelmente 0 mesmo nas
duas amostragens (0,56 e 0,46), mas a qualidade nutricional das presas pode ser
diferente.

A Ria Formosa € um sistema lagunar de elevada produtividade primaria e como
todos os sistemas semelhantes das regides temperadas, apresenta um caracteristico
bloom de Primavera, que ocorre entre Fevereiro e Abril, em fungdo de condicionalismos
atmosféricos e oceanograficos tais como as correntes maritimas, a temperatura do ar e da
agua, os ventos, a intensidade da insolagao, ou a salinidade. No final de Maio, € possivel
que o bloom de fitoplancton ja tenha sido consumido e que consequentemente a riqueza
nutricional das presas disponiveis seja inferior. A diminuigdo da relagdo n-3/n-6 na
amostragem LS (Fig. 21) parece confirmar esta hipotese (as fontes terrestres sdo mais
abundantes em acidos gordos da familia n-6, (Cavalli et al., 1999).

Embora nédo tenhamos dados sobre a dieta dos camardes “selvagens” (D6),
podemos admitir que o teor em HUFA observado nos ovos seja reflexo directo da dieta,
porque mesmo assumindo uma taxa de biossintese elevada e eficiente, os precursores
PUFA C18, observados ndo seriam em quantidade suficiente para que se atingisse os
elevados teores observados. A falta de replicados na amostragem LS ndo nos permite
seguranga mas, podemos considerar que, uma vez que os valores obtidos nos ovos em
estado 1 (onde temos triplicados) foram muito inferiores aos obtidos na amostragem
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anterior, o aporte de DHA ja n&o seja do alimento directamente mas das reservas lipidicas
das fémeas.

Se mesmo sem o aporte de EPA e DHA da dieta, na embriogénese os ovos em
estado 3 conseguem atingir os mesmos teores que na amostragem anterior (Fig. 25), &
porque a utilizagdo selectiva dos lipidos na embriogénese por parte de P. varians atinge

um elevado grau de eficiéncia.

Embora estudos anteriores indiquem que a biossintese de lipidos em crustaceos é
muito reduzida, para que possa contribuir significativamente no aumento das reservas nos
ovarios e das reservas vitelinas, existe alguma controvérsia (Mourente, 1996). Os nossos
resultados parecem indicar que P. varians, tera uma capacidade mais elevada que a
verificada para outros decapodes.

Assim se podera explicar a existéncia de HUFA nos ovos dos camardes da dieta D2,
e a dinamica lipidica dos camardes selvagens.

Nos camardes da dieta D2, verifica-se na amostragem LS, um decréscimo no teor
em linolénico, (quando o aporte tera sido 0 mesmo, pois o regime alimentar foi mantido),
que podera ter sido canalizado para a sintese de HUFA n-3, existindo um aumento do teor
em DHA (Fig.24).

Nos camardes selvagens, o aumento do teor em linolénico na amostragem LS, pode
ter compensado a diminuicdo em HUFA (Fig.25).

E também possivel, como ja se referiu, que parte da disponibilidade destes HUFA se
deva maioritariamente a capacidade de utilizacdo selectiva dos acidos gordos ou por

utilizagao das reservas dos proprios tecidos.

Independentemente do modo como o conseguem, P.varians promove uma elevada
disponibilidade de HUFA no embrido, permitindo as larvas recém-eclodidas uma maior
independéncia do meio, o que pode ser uma vantagem adaptativa, uma vez que vivem em
habitats de grande variabilidade ambiental.

Esta capacidade torna esta espécie muito interessante para Aquacultura pois
permite alguma maleabilidade na formulagdo e no fornecimento de alimentos. No entanto
poucos estudos descrevem o metabolismo dos lipidos durante a embriogénese
(Wehrtmann & Graeve, 1998), o que dificulta a interpretagao dos nossos resultados, sendo
necessario proceder a mais ensaios, com diferencas nutricionais de maior amplitude, de
modo a chegar a um resultado mais conclusivo. Talvez uma dieta interessante a estudar
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no futuro seria a mistura entre as dietas D1, D4, D5, em diferentes propor¢des, utilizando
também a D2, como forma de diminui¢cao dos custos

Paralelamente, a facilidade de cultivo e elevada resisténcia ao maneio faz-nos
considerar que esta € uma espécie com potencial para exploragdo, podendo ser bastante
interessante como cultivos paralelos ou policultura (com a devida separagéo fisica),
utilizando os excedentes de racdo dos outros cultivos. A optimizacdo da sua producgao
podera também, permitir que se torne numa alternativa econdmica e ecologicamente viavel

a outras fontes de proteinas e acidos gordos marinhos.

Esperamos com este trabalho ter despertado o interesse pelo cultivo desta espécie,
despoletando outros trabalhos. Foi possivel constatar que esta espécie pode ser mantida
por varios meses alimentada com dietas relativamente baratas e acessiveis, pelo que seria
interessante continuar esta linha de investigagdo. Consideramos ainda, que esta espécie
pode ser muito importante para Portugal, pois permite desenvolver uma nova area de
aquacultura, com as vantagens economicas inerentes a um produto cujo mercado da
procura/oferta ndo esta saturado. A diversificacdo da produgao possibilita a criagdo de
nichos de mercado, onde nao existe ainda competicdo, como se verifica no caso da
piscicultura, nomeadamente de dourada. Salientamos ainda que este cultivo pode ser
efectuado utilizando excedentes de outros cultivos, e também ndo menos importante
permite recuperar os complexos salineiros, que se encontram actualmente em degradacéo.

A preservagcdo das salinas apresenta claras vantagens para os restantes
intervenientes no sistema. Portugal encontra-se numa posi¢cdo geografica que funciona
como uma “plataforma giratéria” na rota migratéria de iniUmeras espécies de aves. Muitas
destas aves voam milhares de quildometros (desde a Europa do Norte e de Leste, ao
continente Africano), pelo que, quando chegam a Portugal encontram-se muito
desgastadas, podendo morrer se ndo encontram zonas de descanso e alimentagao. Assim
o territério portugués é de elevada importancia para a manutencédo de um patrimoénio
biol6égico mundial que embora seja global, temos a responsabilidade de assegurar.

Ao longo dos anos, as inumeras salinas que existiam em todo o territorio continental,
foram sendo desactivadas, por variadas razbées. Actualmente, uma grande maioria dessas
zonas que dependiam da gestdo que a actividade humana propiciava para se manterem,
foram evoluindo para outros sistemas, particularmente pela auséncia dos fluxos de agua,
que originaram um assoreamento do que anteriormente eram os tanques e os canais,
formando zonas de terreno hipersalino, praticamente estéreis.
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O cultivo de camarinha pode entdo, fomentar a recuperagédo de antigas salinas, que
com uma gestao adequada, contribuem para a preservacao de hectares de zonas humidas

de extrema importancia ecoldgica, nomeadamente na preservagao das aves.
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Anexo | — Composigao relativa em acidos gordos (%) nos ovos de P. varians no estado de desenvolvimento embrionario 1 (E1) e 3 (E3), na amostragem early spring.

D1 - Artemia D2 - Coelho D3 -S. One D4 - Poliqueta D5 - AquaS2 D6 — “Selvagens”

E1l E3 E1l E3 E1l E3 E1l E3 E1l E3 E1l E3
14:0 1,25+0,345 1,53+0,068 0,69+0,208 0,85+0,110 1,79+0,345 1,45+0,097 1,57+0,167 2,06+0,421 2,07+0,708 1,67+0,271 2,17+0,020 1,96+0,586
Iso 15:0 0,24+0,023 0,23+0,027 0,240,037 0,07+0,119 0,140,121 0,20+0,036 0,730,070 0,62+0,030 0,09+0,079 0,23+0,043 0,230,010
16:0 14,54+1,874 15,57+0,225 13,16+2,416 13,4+2,794 19,94+6,819 17,09+0,473 17,17+0,865 19,542,578 17,34+3,840 17,00+1,509 16,74+0,013 15,97+2,926
16:1n-7 3,12+0,693 3,3340,082 1,97+0,580 1,96+0,125 5,90+0,465 4,27+0,564 12,13+1,266 9,98+2,037 4,13+0,883 2,94+0,433 8,350,612 6,44+0,078
16:1n-5 0,40+0,023 0,30+0,083 0,06+0,51 0,200,176 0,26+0,073 1,16+0,086 1,17+0,185 0,25+0,052 0,13+0,123
17:1n-8 0,10+0,087 0,160,006 0,16+0,032 0,39+0,043 0,21+0,203 0,08+0,071 0,04+0,067 0,040,055
16:4n-3 0,09+0,134
18:0 5,29+0,515 4,99+0,011 3,98+0,390 3,96+0,999 4,210,792 4,80+0,314 4,620,721 5,330,576 3,860,113 5,17+0,575 4,34+0,040 4,780,582
18:1n-9 21,14+0,742 17,40+1,662 23,69+1,312 19,7+1,663 22,50+1,0424 18,74+0,946 14,88+0,641 13,72+0,462 19,35+0,960 16,72+0,998 14,98+0,096 11,46+1,638
18:1n-7 4,06%3,421 4,28+3,448 3,45+0,227 4,04+0,583 6,30£0,010 6,41+0,302 7,02+0,373 7,9840,286 4,750,408 5,74+0,552 8,34+0,336 8,07+0,440
18:1n-5 0,07+0,130 0,31+0,015
18:2n-6 10,78+0,442 10,11+0,080 33,643,371 21,34+2,886 11,23+0,711 10,41+0,338 2,84+0,401 3,3340,395 16,45+0,892 14,26+0,502 5,750,082 3,68+0,917
IS 6,91+1,840 12,25+7,777 9,93+4,259 18,63+12,327 7,253,951 12,60+1,300 6,58+6,597 4,05+2,795 8,5616,167 8,3546,340 5,83+0,555 12,7+13,261
18:3n-3 12,15+1,236 8,85+0,199 2,62+0,112 2,3+0,251 1,39+0,044 1,25+0,091 1,78+0,1459 1,86+0,096 2,11+0,131 1,84+0,041 2,87+0,36 2,08+0,138
18:4n-3 0,05+0,078 0,12+0,114 0,17+0,043 1,550,256 1,31+0,198 0,16+0,030 0,24+0,089
20:1n-9 0,58+0,056 1,52+0,174 0,75+0,459 0,650,110 0,69+0,067 1,63+0,161 1,740,227 0,69+0,094 0,94+0,104 0,45+0,013 0,330,176
20:1n-7 0,16+0,222 0,13+0,188
20:2n-6 0,68+0,055
20:4n-6 1,48+0,140 1,22+0,214 0,43+0,243 0,76+0,162 0,980,114 1,04+0,082 8,87+1,295 8,50+1,003 0,82+0,109 1,07+0,127 2,13+0,004 1,98+0,106
20:5n-3 13,98+1,839 13,48+1,413 3,15+1,591 7,48%2,122 9,58+1,062 11,43+1,396 11,84+1,929 12,41+1,266 10,69+1,0716 14,05+1,526 18,1940,498 18,82+2,820
22:1n-11 0,070,122
22:5n-3 0,11+0,108 0,280,257 0,15+0,265 2,78+0,584 2,31+0,688 0,50+0,104 0,13+0,220 1,90+0,123 1,56+0,669
22:6n-3 4,49+1,021 5,75+0,835 1,51+0,905 4,58+1,590 7,39%2,216 8,82+1,526 2,47+0,579 3,95+0,938 8,11+2,336 9,46+1,934 6,82+0,650 9,77+2,417
2SFA 21,082,147 22,080,304 17,8342,322 18,223,886 25,94+7,64 23,340,682 23,36%1,359 26,882,905 23,27+4,581 23,84+2,170 23,250,073 22,714,093
IMUFA 28,89+3,025 25,94+5,394 30,68+1,498 26,52+2,579 35,70+0,958 30,59+1,357 37,21+2,152 34,79+1,863 29,24+2,269 26,52+2,100 32,59+0,399 26,48+2,091
ZPUFA 42,88+2,471 39,50+2,714 41,36+0,635 36,577,083 30,97+3,327 33,27+2,852 32,13+4,791 33,654,188 38,83+4,001 41,063,520 38,340,880 37,88+7,067
ZHUFA 19,95+2,830 20,45%2,462 5,09+2,739 12,93+3,953 18,2343,209 21,44+3,064 25,964,170 27,16%3,836 20,11+4,246 24,71%3,352 27,711,322 32,13+6,011
2n-3/Zn-6 2,50+0,074 2,49+0,198 0,22+0,100 0,65+0,087 1,540,261 1,91+0,301 1,74+0,081 1,84+0,050 1,25+0,256 1,68+0,217 3,48+0,119 5,70+0,038
DHA/EPA 0,32+0,032 0,43+0,017 0,47+0,041 0,61+0,046 0,760,173 0,77+0,054 0,21+0,016 0,32+0,044 0,75+0,099 0,67+0,067 0,37+0,025 0,52+0,051
EPA/ARA 9,53+1,754 11,16%0,799 7,3940,425 9,72+0,682 9,76+0,091 10,97+0,555 1,34+0,118 1,46+0,067 13,07+0,563 13,21+1,359 8,55+0,252 9,50+0,918
FAME 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Anexo Il — Composig¢ao relativa em acidos gordos (%) nos ovos de P. varians no estado de desenvolvimento embrionario 1 (E1) e 3 (E3), na amostragem late spring.

D1 - Artemia D2 - Coelho D3 -S. One D4 - Poliqueta D5 - AquaS2 D6 — “Selvagens”

E1l E3 E1l E3 E1l E3 E1 E3 E1 E3 E1l E3*
14:0 0,73+0,075 0,69+0,305 0,48+0,017 0,59+0,157 1,860,621 1,13+0,280 1,51+0,122 0,41+0,584 1,350,042 1,760,062 2,99+0,805 2,44
Iso 15:0 0,13+0,115 0,08+0,117 0,05+0,008 0,05+0,007 0,1040,022 0,11+0,016 0,18+0,008 0,11+0,149 0,04+0,060 0,05+0,065 0,40+0,069 0,30
16:0 10,77+0,357 14,685,494 12,56+0,678 13,90+4,128 18,05+2,320 13,9+2,492 19,08+0,589 15,974,281 14,88+1,049 16,13+0,526 16,61+1,996 16,10
16:1n-7 1,61+0,018 1,090,456 2,64+1,034 1,680,650 5,38+0,622 3,82+1,949 11,49+0,432 7,65+1,896 2,7340,122 2,44+0,046 8,52+1,564 6,09
17:1n-8 0,02+0,032 0,01+0,015 0,17+0,007 0,27+0,073 0,14+0,016 1,490,060 0,35
17:0 0,38+0,028
18:0 5,01+1,636 6,13+1,146 4,71+0,300 4,52+0,491 5,14+0,709 4,770,974 5,44+0,573 5,80+1,261 4,7440,256 4,0240,311 5,84+0,234 5,95
18:1n-9 20,35%2,771 12,91+2,785 22,52+0,276 20,010,210 23,53+0,090 17,615,799 14,911,110 12,08+2,673 19,43+0,339 16,73+0,155 16,73+0,980 15,54
18:1n-7 6,03+1,198 5,08+1,434 4,07+0,141 3,97+0,379 6,30+0,313 6,13+1,271 7,23+0,107 6,94+1,564 4,51+0,031 4,97+0,104 7,73+0,459 7,92
18:1n-5 0,340,010 0,26+0,072 0,16+ 0,08+0,108 0,08+0,113
18:2n-6 8,40+1,913 4,33+0,929 30,27+2,058 39,94+1,614 11,92+0,110 9,03+1,973 3,37+0,470 2,55+0,705 17,17+0,664 14,4040,115 10,24+0,180 9,86
IS 15,00+14,539  26,55+18,552 14,24+1,323 8,85+5,830 4,8040,494 20,22+16,275 5,05+1,383 17,09+15,731 4,7940,679 7,2543,595 5,4813,389 6,87
18:3n-3 16,69+3,444 6,16+0,980 1,67+0,111 2,03+0,054 1,300,023 0,940,285 1,85+0,107 1,45+0,446 2,03+0,059 1,54+0,005 4,54+0,143 3,74
18:4n-3 0,440,045 0,02+0,031 0,07+0,096 0,1440,203 0,19+0,031
20:1n-9 0,06+0,089 0,04+0,054 0,0610,092 0,25+0,348 0,59+0,344 0,38+0,115 1,08+0,049 0,760,108 0,99+0,137 0,57
20:1n-7 0,58+0,030 0,06+0,083 0,37+0,020
20:2n-6 0,98+0,018 0,35+0,059 0,65
20:4n-6 0,99+0,305 1,41+0,324 0,44+0,074 0,71+0,403 0,98+0,097 0,83+0,188 9,83+0,773 8,42+1,481 0,87+0,027 2,79+2,721 2,53+0,182 6,87
20:4n-3 0,22+0,001 0,15+0,008 0,53+0,029 0,38+0,068 0,53+0,029 0,42
20:5n-3 10,13+2,088 12,97+2,393 3,09+0,499 5,27+0,748 11,02+1,385 10,57+0,005 12,57+0,338 13,17+1,047 12,85+0,684 13,27+0,460 11,17+0,504 12,03
22:1n-11 0,35+0,042
21:5n-3 0,54+0,041
22:5n-3 0,18+0,037 0,05+0,069 0,08+0,108 0,46+0,161 2,54+0,128 2,2340,326 0,760,171 0,51+0,038 0,35+0,140 0,34
22:6n-3 3,84+0,788 7,5342,144 2,60+0,558 3,3740,826 8,83+0,503 10,15+1,252 2,75+0,150 5,06+0,448 11,78+0,733 11,760,722 3,4441,181 3,97
ISFA 16,50+1,919 21,546,946 17,74+0,395 19,01+4,776 25,04+2,232 19,793,746 26,034,138 22,1944,958 20,97+1,346 21,91+0,899 25,44+2,566 24,49
IMUFA 28,14+4,160 19,08+4,675 29,83+0,573 25,6940,765 35,45+0,134 27,8618,754 35,062+1,288 27,5816,163 28,0610,396 24,9740,313 35,54+2,812 30,47
ZPUFA 40,238,575 32,7946,815 38,14+2,283 46,400,281 34,60+1,894 32,0243,758 33,120,051 33,0344,461 46,14+1,124 45,83+4,116 33,15+2,058 37,87
SHUFA 15,14+3,218 21,91+4,861 6,18+0,083 9,43+1,280 20,83+1,986 22,02+1,597 27,91+0,414 29,03+3,310 26,841,644 29,744,027 18,37+2,095 24,28
in-3/in-6 3,29+0,101 4,72+0,062 0,24+0,012 0,30+0,066 1,68+0,149 2,28+0,337 1,51+0,054 2,03+0,197 1,560,153 1,54+0,172 1,53+0,145 1,18
DHA/EPA 0,38+0,000 0,57+0,059 0,87+0,321 0,64+0,067 0,80+0,055 0,96+0,119 0,22+0,006 0,38+0,004 0,92+0,008 0,89+0,024 0,31+0,092 0,33
EPA/ARA 10,34+1,070 9,25+0,426 6,95+0,027 9,16+6,233 11,22+0,298 12,99+2,925 1,28+0,135 1,58+0,153 14,69+0,321 8,91+8,525 4,42+0,119 1,75
FAME 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

*N&o houve material bioldgico suficiente para obter triplicados.
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