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o Resumo

Devido a acumulagdo atmosférica de CO. antropogénico, a pressdo parcial de
dioxido de carbono (pCO2) na agua do mar aumenta e o pH diminui. Atualmente, este
processo conhecido como a acidificagdo dos oceanos, estd a ocorrer a um ritmo mais
répido do que em qualquer outro momento dos ultimos 300 milhdes de anos, o que leva
a um desafio ecoldgico para os organismos marinhos a nivel mundial. Embora este
processo afete significativamente mais 0s organismos marinhos que sintetizam
exosqueletos de calcario ou conchas, ainda ndo esta claro como este processo iré afetar
organismos calcificados internamente, tais como peixes marinhos. Embora se pense que
0s peixes adultos sdo relativamente mais tolerantes a niveis elevados de CO, ambiental,
sabe-se muito pouco sobre a sensibilidade dos estagios iniciais de vida, que sdo
geralmente mais vulneraveis as mudancas ambientais do que os juvenis e os adultos.
Determinar que espécies marinhas sdo sensiveis ou tolerantes aos elevados niveis de
CO2 e reducdo do pH é fundamental para prever os impactos da acidificacdo dos

oceanos nas cadeias alimentares marinhas e nos ecossistemas nos proximos 300 anos.

O presente estudo aborda o efeito da acidificacdo dos oceanos sobre o0s estagios
iniciais de desenvolvimento de trés espécies comercialmente importantes, Solea
senegalensis, Diplodus sargus, Argyrosomus regius. Estas espécies foram sujeitas a
diferentes niveis de pH e pCO: (pH 8.0, ~400 patm; pH 7.8, ~1000 patm; pH 7.6,
~2000 patm) desde a fase do ovo até a abertura de boca. Os resultados deste estudo
sugerem que a exposicdo das fases iniciais de vida de Solea senegalensis e Diplodus
sargus a elevadas concentracdes de CO, podem levar a taxas de ecloséo e crescimento
reduzidas e taxas de sobrevivéncia e peso seco elevados. Quando comparado com 0s
niveis atuais de pCO2 (400 ppm), a exposicdo de embriGes Argyrosomus regius a 1000
patm aumentou a sua sobrevivéncia, crescimento e comprimento total ao fim de 3 dias
apos eclosdo. Ndo se detetaram diferencas significativas entre tratamentos no que

respeita a organogénese e as dimensdes e morfologia do ovo.

De uma forma geral, este estudo parece indicar que Diplodus sargus e Solea
senegalensis sdo substancialmente mais suscetiveis aos efeitos fisiologicos da
acidificacdo dos oceanos do que Argyrososmus regius que esta presumivelmente melhor
adaptada as variacdes das condi¢Ges ambientais, devido ao seu rapido desenvolvimento

e ampla distribuicéo geografica.
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o Abstract

Due to the accumulation of atmospheric anthropogenic CO., partial pressure of
carbon dioxide (pCO.) in sea water increases and pH decreases. This process, known as
ocean acidification is occurring at a faster pace than at any time in the last 300 million
years leading to an ecological worlwide challenge to marine organisms. While this
process affects significantly more marine organisms that synthesize limestone shells or
exoskeletons, it remains unclear how this process will affect calcifying organisms with
internal calcification, such as marine fish. Although it’s is believed that the adult fish
are relatively more tolerant to high levels of CO; in the environment, very little is
known about the sensitivity of the early stages of life, which are generally more
vulnerable to environmental changes than juveniles and adults. Determine which marine
species are sensitive or tolerant to high levels of CO. and pH reduction is critical for
predicting the impacts of ocean acidification on marine food webs and ecosystems over
the next 300 years.

This study addresses the effect of ocean acidification on the early stages of
development of three importante comercial species, Solea senegalensis, Diplodus
sargus, Argyrosomus regius. These species were subjected to different levels of pH and
pCO2 (pH 8.0, ~400 patm; pH 7.8, ~1000 patm, pH 7.6, ~2000 patm) since the egg
stage til mouth opening. The results suggests that exposure of early life stages of Solea
senegalensis and Diplodus sargus to high CO2 concentrations will cause reduced
hatching rates and growth and high survival rates and dry weight. When compared with
the current levels of CO2 (400 ppm), exposure of Argyrosomus regius embryos to 1000
patm increased the survival, growth and the overall length after 3 days after hatching.
No significant differences were detected among treatments in respect to organogenesis,

the size and morphology of the egg.

This study suggests that Diplodus sargus and Solea senegalensis are substantially
more susceptible to the physiological effects of ocean acidification than Argyrososmus
regius, which is presumably better suited to changing environmental conditions due to

it’s rapid development and wide geographical distribution.

o Keywords: Ocean acidification, Solea senegalensis, Diplodus sargus,

Argyrosomus regius, embryogenesis, larval development

viii






o Indice

L INtrOQUGED. ... 1
1.1- Acidificac@o doS OCEANODS. .......c.irintii ittt e, 2
1.2- Consequéncias da Acidificagdo dos Oceanos no Desenvolvimento

Embrionéario e Larvar de Peixes Marinhos.............cocoviiiiiiiiiiiiieeen, 5
1.3- EMBIIOgENESE. .. et 7
1.4- ONtOQENESE LaIVAr. ... . .ttt e, 9
1.5 OrQANOGENESE. ... vttt et e, 11
1.6- Caracterizagao de ESPECIES. ........viriniie i 12

1.6.1- Linguado (Solea senegalensis, Kaup, 1858)..............ccceivineeenn... 12
1.6.2- Sargo (Diplodus sargus, Linnaeus, 1758)............ccccoevviiiininnnnn. 13
1.6.3- Corvina (Argyrosomus regius, Asso, 1801)...........ccccveiennnen.. 15

2. ODJLIVOS. ..ot 16

3. Material € MEtOAOS. ......ovieiiie it 17
3.1. Origem do Material BiolOQiCO..........c.oviiiiiiii i, 17
3.2. Acondicionamento dOS OVOS. ........ouvueuintieiit e 18
3.3. Desenho Experimental...............oooiiiiiiiii 19

3.3.1- Descricéo do Sistema Experimental ...................ocooiii 19
3.3.2- TratameNntOS. . ... ettt 20
3.3.3- AMOSIIAgENS. ...ttt ettt 22
3.4- Componente ANalitiCa...........o.eiiiinii e 22
3.4.1- Taxa de eclosdo e SODreviveNCia ..........coevveviieiiiiiiiiiiienenne. 22
3.4.2- Biometria, Peso Seco e Taxa de CresCimento.............ovvevvnennnn. 22
3.4.3- HiStologia. . ... 23
34 4- OrgANOGANESE. .. .ttt ettt ettt et et e e 24
3.4.5- Analise EStatistiCa...........oveiiiriiiii i 24

4, RESUNAUOS. .. .ot 26

4.1- ANALISE POI ESPECIC. . .ouvitii it 26
A.1.1- LINQUAAO. ..t 26
4.1.1.1- Desenvolvimento Embrionarioe Larvar....................cooeevennn. 26
4.0.0.2- OrganOgeNeSeC. ... .eeutinrtant ettt ete et e iere ettt ae e 31
O R Y. [0 F PP 33
4.1.2.1- Desenvolvimento Embrionarioe Larvar...................coooeevennn 33



4.1.2.2- OrANOZENESEC. ... eueeeneenteneet et ettt et et et e eeereee e 38

4.1.3- COMVINA.L ..ttt 40
4.1.3.1- Desenvolvimento Embrionarioe Larvar................c.cooevvenennnn 40
4.1.3.2- OTZaANOZENESE. ... nvverneteeneeeteeanee et e aee et eaeeereeaneeanaeenanns 46

4.2- Andlise Interespecifica............oooiviiiiiii 48
B DISCUSSAD . . ..ttt ettt ettt e e e e e 51
6. Consideragies fiNAIS. ........c.ivuiiii e 65
7. Perspetivas FULUIaS. ........ooviieii e, 66
8. Referéncias Bibliograficas.............coooviiiii i 68
ANEXOS . . 84

Xi



o Indice de Figuras

Figura 1.1- Diagrama do ciclo de CO. entre a atmosfera e o oceano (Hoegh-
Guldberg et al., 2007).. ..ot 3

Figura 1.2- Valores médios da concentracdo de CO, atmosférico e pH da agua do
mar da superficie da &gua do mar (Fabry etal., 2008).............ccoviiieiiiiiiiiin. 4

Figura 1.3- Desenvolvimento embrionario de ovos de Lithognathus mormyrus da
familia Sparidae: Morula (1-8), Blastula (9-10), Gastrula (11-12), Néurula (13-14) (Firat
BL AL, 20005) . .. et 8

Figura 1.4- Desenvolvimento embrionario de ovos de Lithognathus mormyrus da
familia Sparidae: Final de Néurula (1-6), Contracbes musculares (6-8), Eclosdo (9)

(Firat et al., 2005)..... ..ottt e e 9
Figura 1.5- Exemplar de linguado (Solea senegalensis)..............c. c..oooeviinnnnn.. 13
Figura 1.6- Exemplar de sargo (Diplodus Sargus)...........cceveerivrivieerinnennenennnn. 14
Figura 1.7- Exemplar de corvina (ArgyroSomus regius) ...........coeveeeneenennnnsn. 15

Figura 3.1- llustracdo esquematica do sistema experimental com diferentes niveis de

Figura 3.2- Varidveis morfoldgicas utilizadas para descrever o tamanho, forma, e o
desenvolvVImeNnto das larvas...........o.vein e 23
Figura 4.1- Taxas de eclosdo (A) (n= 50 larvas/ tratamento) e de sobrevivéncia (B)
(n= 100 larvas/ tratamento) das larvas de Solea senegalensis mantidas em diferentes
NIVEIS de PH ..o e 28
Figura 4.2- Diametro dos ovos de Solea senegalensis com 12 horas de incubacéo
apos terem sido sujeitos ao tratamento em diferentes niveis de pH...........................28
Figura 4.3- Taxa de Crescimento (A) desde a ecloséo a abertura de boca (3 DAE) e
0 peso seco a abertura de boca (B) das larvas de Solea senegalensis mantidas em
diferentes NIVEIS de PH........cooiii e 0n 2D
Figura 4.4- SeccOes longitudinais de 2 um usando metacrilato em diferentes 6rgaos
e tecidos de larvas de Solea senegalensis. ............oeiiiiiiiiii i 31
Figura 4.5- Taxas de eclosdo (A) (n= 50 larvas/ tratamento) e sobrevivéncia (B)

(n=100 larvas/ tratamento) das larvas de Diplodus sargus mantidas em diferentes niveis

Figura 4.6- Diametro dos ovos de Diplodus sargus, com 12 e 24 horas de incubagédo

apos terem sido sujeitos ao tratamento em diferentes niveis de pH..........ccccoeveveenn 35

Xii



Figura 4.7- Taxa de Crescimento (A) desde a eclosdo a abertura de boca (3 DAE) e
0 peso seco a abertura de boca (B) das larvas de Diplodus sargus mantidas em
diferentes NIVEIS 08 PH......cooii i 36
Figura 4.8- Secc¢des longitudinais de 2 um usando metacrilato em diferentes 6rgaos
e tecidos de larvas de Diplodus Sargus............c. voveiiiiiii e 38
Figura 4.9- Taxas de ecloséo (A) (n= 50 larvas/ tratamento) e sobrevivéncia (B) (n=

100 larvas/ tratamento) das larvas de Argyrosomus regius mantidas em diferentes niveis

Figura 4.10- Didmetro dos ovos de Argyrosomus regius com 12 horas de incubagao
apos terem sido sujeitos ao tratamento em diferentes niveisde pH ......................... 43
Figura 4.11- Taxa de Crescimento (A) desde a eclosdo a abertura de boca (3 DAE) e
0 peso seco a abertura de boca (B) das larvas de Argyrosomus regius mantidas em
diferentes NIVEIS de PH........oooii e 44
Figura 4.12- Secgdes longitudinais de 2 pm usando metacrilato em diferentes 6rgéos
e tecidos de larvas de ArgyroSOmuS FegIUS. .........ovirirterier et e, 46
Figura 4.13- Razdo entre a area do saco vitelino (ASV) e o comprimento standard
(CS?) a eclosdo (0 DAE) das trés espécies em estudo.............cccevveeeneivneeniinnnn 48
Figura 4.14- Diagrama da Anélise de Componentes Principais (ACP) para a eclosdo
das diferentes espécies em estudo com os respetivos tratamentos referentes as variaveis
1000 (0311 1S 0 3 (o1 P U 49
Figura 4.15- Diagrama da Anélise de Componentes Principais (ACP) para a abertura
de boca das diferentes espécies em estudo com os respetivos tratamentos referentes as

VarAVEIS MO OMEBIIICAS. ... vttt e e e e, 50

xiii



o Indice de Tabelas
Tabela I- Datas de rececdo das posturas das diferentes espécies, com as respetivas
temperaturas e taxa de viabilidade dos 0vos (%0).......ccovvviiiiiiiii e 17
Tabela I1- Estados de desenvolvimento dos ovos das diferentes espécies quando
foram recolhidos do COIBLOr. .......o.ouiei e 18
Tabela I11- Quantidade de ovos incubados em aquarios de 35L das posturas
utilizadas e testadas em diferentes niveisde pH.............cooiiiiii i, 18
Tabela V- Resumo dos parametros (média = desvio-padrdo) de agua salgada no
controlo e tratamentos acidificados. ............oooviiii i 21
Tabela V- Registo do desenvolvimento embrionario de ovos de Solea senegalensis,
incubados a 18°C e sujeitos a diferentes niveisde pH...................ooill 27
Tabela VI- Analise descritiva das varidveis morfométricas nas larvas de Solea
senegalensis em diferentes niveisde pH. ..o 30
Tabela VII- Registo do desenvolvimento embrionario de ovos de Diplodus sargus,
incubados a 18°C e sujeitos a diferentes niveisde pH..................coiil. 34
Tabela VI11- Andlise descritiva das variaveis morfométricas nas larvas de Diplodus
sargus em diferentes niveis de PH. ... ..., 37
Tabela IX- Registo do desenvolvimento embrionario de ovos de Argyrosomus
regius, incubados a 18°C e sujeitos a diferentes niveisde pH....................ocoenenen. 42
Tabela X- Anélise descritiva das variaveis morfométricas nas larvas de

Argyrosomus regius em diferentes niveisde pH. ................ocoiiiiiein e 4b

Xiv



XV



o Listas de Abreviaturas, Siglas e Simbolos
IPMA- Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
EPPO- Estacdo Piloto de Piscicultura de Olhédo
ISPA- Instituto Superior de Psicologia Aplicada
EAO- Food and Agriculture Organization
SPSS- Statistical Package fot the Social Sciences
IPCC- International Panel on Climate Change
AO- Acidificacdo dos Oceanos
DAE- Dias Apds Eclosao
pCO2- Pressdo atmosférica de dioxido de cardo
CO»- Diodxido de Carbono
T- Temperatura
AT- Alcalinidade Total
ARC- Apos Recolha do Coletor

ACP- Anélise de Componentes Principais

XVi



XVii



1. Introducdo

Os niveis de CO, atmosférico tém vindo a aumentar significativamente na atmosfera
terrestre, cerca de 280 ppm (partes por milh&o) para cerca de 390 ppm desde os ultimos
150 anos e prevé-se que continuem a subir, podendo atingir valores acima dos 1000
ppm em 2100 (Caldeira & Wickett, 2005; Feely et al., 2010; Kroeker et al., 2013).

O aumento do CO; na atmosfera conduz a um aumento da pressdo parcial do CO>
(pCO2) da agua do mar conduzindo a uma alteracdo quimica do carbonato, que resulta
na diminuicdo do pH, e por conseguinte na acidificacdo da dgua (Caldeira & Wickett,
2005; Borges & Gypens, 2010). Estas variagdes vao ter graves consequéncias
ecologicas no nosso planeta, podendo causar uma perda global de biodiversidade,
disturbios nos processos dos ecossistemas e reducao de bens e servigos ecoldgicos Uteis
ao Homem (Kroeker et al., 2010; Kikkawa et al., 2003). Nos organismos marinhos, as
consequéncias poderdo ser drasticas, como por exemplo, diminuicdo das taxas de
calcificacdo, alteracbes de processos fisiologicos e, também, variacbes no
comportamento de alguns peixes (Ben-Asher et al., 2013; Franke & Clemmesen, 2011;
Kroeker et al., 2010; Basallote et al., 2012; Fabry et al., 2008).

Uma vez que as fases iniciais de vida dos peixes marinhos sdo mais vulneraveis as
mudancas do ambiente, o mais provavel € que os efeitos da acidificacdo sejam detetados
mais facilmente nestes estagios do ciclo de vida (Franke & Clemmesen, 2011; Munday
et al., 2011; Kroeker et al., 2010). E portanto, fundamental compreender as
consequéncias de um meio mais acido no desenvolvimento embrionério e larvar, que,
por sua vez, podem refletir-se nas populagdes adultas (Kikkawa et al., 2003).

Estudos recentes, em peixes marinhos demonstraram que o aumento do CO; e a
consequente diminui¢do do pH podem ter efeitos prejudiciais no comportamento larvar,
organogénese e respostas sensoriais das fases iniciais de vida destes peixes, afetando a
sua morfologia, 6rgdos, esqueleto e até mesmo o sentido de orientacdo (Baumann et al.,
2011; Frommel et al., 2011; Munday et al., 2010).

O conhecimento dos efeitos das alteracbes ambientais no periodo de organogenese
sdo particularmente relevantes porque estas alteracfes podem afetar a sobrevivéncia dos
estados larvares e, consequentemente, por em risco a populacdo de uma determinada
espécie (Papadakis et al., 2013; Ribero et al., 1999; Ortiz-Delgado et al., 2003). Por
isso, é importante avaliar qual o impacto da acidificacdo desde a embriogénese em

peixes marinhos.



1.1- Acidificacdo dos Oceanos

Desde o inicio da revolucdo industrial, os niveis atmosféricos de dioxido de carbono
(CO2) tém vindo a aumentar a uma taxa muito elevada, cerca de 40%, devido as
atividades antropogénicas como a queima de combustiveis fdsseis, a agricultura e a
desflorestagéo (Feely et al., 2010; Borges & Gypens, 2010; Lachkar, 2014; Caldeira &
Wickett.,, 2003). Como consequéncia, tem-se assistido ao aquecimento global e a
acidificacdo dos oceanos, que sdo cada vez mais reconhecidos como importantes
propulsores da mudanca nos sistemas bioldgicos, estimulando um consideravel interesse
cientifico e social (Fabry et al., 2008; Caldeira & Wickett., 2005; Feely et al., 2004,
2010). A acidificagdo dos oceanos (AO), causada pela libertagdo de CO para atmosfera
(Caldeira & Wickett, 2003), resulta num aumento da pressdo parcial do CO2 na
superficie do oceano (pCO3) (Caldeira & Wickett, 2005), tornando-se uma das ameacas
antropogénicas mais problematicas para os ecossistemas marinhos (Fabry et al., 2008,
2009; Feely et al., 2010, Hendricks et al., 2010).

De salientar, que os niveis de CO> previstos para o fim do século vdo provocar maior
acidez da agua do mar em zonas estuarinas e costeiras do que em mar aberto (Lachkar,
2014), devido a condicdes de alcalinidade especificas e ao afloramento de agua rica em
CO- e pobre em oxigénio (Cossarini et al., 2014). Como consequéncia, 0 aumento dos
niveis de acidificagdo pode assumir dimensdes ainda mais graves nas zonas costeiras,
pois € onde grande parte dos recursos marinhos vivos comercialmente extraiveis

residem (Borges & Gyoens, 2010).

Os oceanos sdo um reservatorio de carbono natural e até agora tém absorvido cerca
de metade de todo o CO2 antropogénico produzido (Wood et al., 2008; Fabry et al.,
2008). Nas altimas décadas, apenas metade do CO: libertado pela atividade humana
manteve-se na atmosfera, cerca de 30% foi absorvido pelo oceano e 20% pela biosfera
terrestre (Feely et al., 2010; Hoegh-Guldberg et al., 2007; Caldeira & Wickett., 2003).

Na atmosfera, 0 CO2 é um gés quimicamente inerte, mas quando dissolvido na agua,
torna-se mais reativo e envolve-se em varias reacgdes fisicas, quimicas e biologicas. O
CO; absorvido pelo oceano reage com as moléculas de agua (H20, formando acido
carbonico (H2COg):

(1) [CO2] + [H20] = [H2CO3];



O acido carbdnico dissocia-se produzindo ides de hidrogénio (H*) e ides bicarbonato
(HCOz3):

(2) [H2CO3] — [H] + [HCO3T;

Devido ao aumento dos ides de hidrogénio, os ides carbonato (COs?*) reagem com

os ides hidrogénio, formando HCOs'.
(3) [H'] + [COs*] = [HCOs]

Assim, a dissolucdo do CO> na agua do mar leva a um aumento da concentragdo de
ides hidrogénio, e a uma diminuicio dos ides carbonato (COs%), aumentando assim a
acidez do mar (Doney et al., 2009; Feely et al., 2004, 2009; Ries et al., 2015). Esta
diminuicdo dos ibes carbonato, impede a formacdo de minerais de carbonato e promove

a sua dissolucéo, ocorrendo a reacdo de equilibrio:
(4) CaCOj3 < [Ca?*] + [CO#*];

Por isso, 0 aumento da pressao parcial do CO> dissolvido (pCO-) resultard numa
reducdo do valor de pH (Borges & Gypens, 2010), da concentracdo de ides carbonato
(COs?) e de carbonato de calcio (CaCO®) no estado de saturagio, como se pode
observar na figura 1.1 (Waldbusser & Salisbury, 2014; Pértner, 2008; 2009; Orr et al.,
2005; Feely et al., 2004).
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Figura 1.1- Diagrama do ciclo de CO- entre a atmosfera e 0 oceano (Hoegh-Guldberg et al.,
2007).



Embora a concentragdo de CO2 nos ultimos 650 000 anos tenha vindo a variar entre
180 e 300 ppm, atualmente a concentragdo media de CO: atmosférico é de
aproximadamente 391 ppm, niveis que agora excedem em muito os dos Ultimos anos
(Caldeira & Wickett, 2005; Orr et al., 2005; Feely et al., 2009) e esta a crescer a uma
taxa de 0,5 % por ano (Fabry et al, 2008; Caldeira & Wickett, 2005), acelerando as
mudancas climéticas globais e alterando as propriedades quimicas do proprio mar
(Hoegh-Guldberg et al., 2007).

As previsdes, baseadas em cenarios realistas para as emissdes futuras de CO:
estimam que vao aumentar para 800 ppm durante este século (Solomon et al., 2014;
Fabry et al., 2008; Doney et al., 2009) e, potencialmente, para 1000 ppm até ao ano de
2100. Consequentemente, o pH do mar ird diminuir mais entre 0,3-0,4 unidades até
2100 (Caldeira & Wickett, 2005), o que corresponde a um aumento de 100% da [H*] na
agua do mar, fazendo com que 0s oceanos se tornem menos alcalinos do que nos
ultimos milhdes de anos (Harley et al., 2009; Cossarini et al., 2014; Guinotte & Fabry,
2008). O pH da agua do mar varia entre 7,8 e 8,2 e atualmente o pH esta, em média, 0,1
unidades abaixo do que era antes da revolucdo industrial (figura 1.2) (Guinotte & Fabry,
2008; Fabry et al., 2008).
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Figura 1.2- Valores médios da concentragdo de CO- atmosférico e pH da &gua do mar da
superficie da dgua do mar (Fabry et al., 2008)

Os mecanismos de feedback biologicos podem amenizar estas diminui¢fes do pH e
alteracbes de parametros do sistema carbonado. Assim, o futuro da acidificagdo dos
oceanos ainda tem potencial para reestruturar os ecossistemas marinhos, nao afetando

negativamente todos os organismos (Melzner et al., 2009).



Um organismo pode ser afetado pela acidificagdo do oceano de duas formas: em
primeiro lugar, através da redugdo de pH e em segundo lugar por meio do aumento da
pCO2 (hipercapnia) (Vaquer-Sunyer & Duarte, 2008; Hayashi et al., 2004). A
hipercapnia, bem como a hipoxia, pode levar a diminuicdo da velocidade do
metabolismo (Michaelidis et al., 2007; Moran & Stattrup, 2011), envolvendo diversos
processos fisioldgicos, como o pH reduzido no cérebro, a regulacéo acido-base e 0 mau
funcionamento cardiovascular (Hayashi et al., 2004; Metzger et al., 2007; Vaquer-
Sunyer & Duarte et al., 2008).

Pelo acima exposto, a AO tornou-se uma area prioritaria de pesquisa, de forma a
determinar como os organismos marinhos sdo afetados. Os organismos marinhos variam
amplamente as suas respostas a acidificacdo dos oceanos, em parte devido a grande
variedade de processos afetados (por exemplo, as taxas de dissolucdo e de calcificacéo,
taxas de crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia), tornando-se dificil de prever
como os ecossistemas marinhos irdo responder a acidificacdo dos oceanos (Kroeker et
al., 2010; Frommel et al., 2013).

1.2- Consequéncias da Acidificacdo dos Oceanos no Desenvolvimento

Embrionario e Larvar de Peixes Marinhos

Existe uma crescente preocupacdo de que o continuo aumento de CO2 atmosférico
durante o préximo século podera ter impactos significativos sobre uma grande
variedade de espécies marinhas, ndo apenas naquelas com esqueletos calcificados
(Munday et al., 2009; Pope et al., 2014), mas também nos peixes, que sdo um grupo
proeminente de fauna marinha e constituem uma importante fonte de proteina em

muitos paises (Kikkawa et al., 2003).

De acordo com Ishimatsu et al. (2004), os primeiros estagios de desenvolvimento de
peixes, como a fase embrionaria e a fase larvar, sdo geralmente mais suscetiveis e
vulneraveis a pressdes do ambiente do que os adultos, pois 0s ovos e as larvas possuem
uma menor area de superficie e carecem de mecanismos de homeostasia especializados
gue ainda ndo estdo totalmente desenvolvidos (Pope et al., 2014; Hurst et al., 2013;
2015). Por exemplo, as larvas a eclosdo perdem a sua membrana protetora e ficam
totalmente expostas a potenciais agentes toxicos (Arufe et al., 2004) e € nestes estagios

inicias de vida que ocorrem mudangas estruturais e funcionais significativas em 0rgaos,
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tecidos e sistemas organicos necessarios para o0 estabelecimento e manutencdo da

homeostasia animal (Dunaevskaya et al., 2012; Yfera et al., 2004).

Assim, os impactos negativos da pCO2 parecem ser particularmente mais fortes
durante os estagios iniciais de desenvolvimento (Munday et al., 2009; Franke &
Clemmesen, 2011; Kroeker et al., 2010; Bignami et al., 2014).

N&o existem muitos estudos que tenham abordado os impactos da exposicdo de
hipercapnia a longo prazo em estagios iniciais de desenvolvimento de peixes, no
entanto, nos dltimos 5 anos, foram publicados alguns trabalhos sobre as alteracGes da
pCO: a nivel de comportamento, fisiologia e desenvolvimento larvar de peixes marinhos
(Baumann et al., 2011; Bignami et al., 2013, 2014; Chambers et al., 2014; Frommel et
al., 2013, 2014; Hurst et al., 2013, 2015; Munday et al., 2009, 2011). Alguns estudos
mostram que o0s niveis de acidificacdo induzida por CO2 que podem ocorrer nos
préximos 50-100 anos (pH -0,2 a -0,4 unidades) (Caldeira & Wickett, 2003) podem
resultar em efeitos prejudiciais para a sobrevivéncia larvar, crescimento e
desenvolvimento, metabolismo, capacidade de natagdo, deformacdo do esqueleto,
crescimento dos otolitos e capacidade de detetar pistas olfativas, sensoriais e visuais de
predadores (Ben-Asher et al., 2013; Bignami et al., 2013; 2014; Munday et al., 2008;
2009; 2011; Dixson et al., 2010; Hayashi et al., 2004; Pope et al., 2014; Devine et al.,
2011; Domenici et al., 2015).

A sobrevivéncia dos peixes durante 0s estagios iniciais de desenvolvimento contribui
para o tamanho da populacdo de uma espécie, portanto, € importante avaliar a
suscetibilidade a elevadas pCO2 durante as fases iniciais do desenvolvimento do peixe
(Kikkawa et al., 2003; Basallote et al., 2012; Moran & Sterrup, 2011; Frommel et al.,
2011, Munday et al., 2011; Franke & Clemmesen, 2011).



1.3- Embriogénese

Hoje em dia, as atividades de cultivo de peixes requerem uma producao de grande
numero de ovos durante todo o ano. Como consequéncia, é necessario obter um melhor
conhecimento dos processos de maturacéo, desova e incubacdo, a fim de assegurar uma
producdo regular de embrides viaveis (Devauchelle et al., 1987; Firat et al., 2005).
Como os estagios embrionarios e larvares constituem um periodo critico durante a
historia da vida dos peixes, 0 sucesso e 0 progresso de larvicultura dependem
especialmente de um conhecimento adequado da biologia e ecologia do
desenvolvimento do embrido e larvas sob condigfes controladas (Antolovic et al., 2010;
Cerqueira et al., 2005)

A embriogénese é considerada o periodo compreendido entre a fertilizacdo e a
eclosdo do ovo (Kimmel et al., 1995). A duracdo da embriogénese é influenciada pela
temperatura, isto €, a temperaturas mais altas a duracdao é menor. De forma a normalizar
0 desenvolvimento embrionario a diferentes temperaturas é habitual indicarem-se 0s
eventos neste periodo em horas-grau (HG), a qual € obtida pela soma das temperaturas
da agua, a cada hora, durante o evento (Godinho et al., 2007).

Apods a fertilizacdo, o ovo absorve agua e ocorre a formacdo do espaco peri-vitelino,
com a separacdo entre o corion e a membrana vitelina. Os ovos dos peixes sdo
telolécitos, com uma elevada concentracdo de vitelo, do qual o embrido se ird nutrir
durante a embriogénese, assim como as larvas durante algum tempo apés a eclosdo
(Firat et al., 2005).

De acordo com Firat et al. (2005), espécies de peixes marinhos com ovos pelagicos
apresentam um padrdo de desenvolvimento embrionario semelhante, tendo-se utilizado
a espécie Lithognathus mormyrus para ilustrar a embriogénese de peixes marinhos. A
diferenciacdo comeca com a fertilizacdo, sendo de seguida possivel identificar os
diferentes estadios de desenvolvimento a lupa ética (Figura 1.3): ovo recém-fertilizado,

clivagem, morula, blastula, gastrula, néurula e eclosao.

- Ovo recém-fertilizado: Compreende a fase a partir da fertilizacdo até a organizagao

dos polos animal (blastodisco) e vegetativo.

- Modrula: Caracterizada por clivagens sucessivas do blastodisco, originando o0s
blastomeros. A primeira divisdo ocorre 1h30min apos a fertilizagdo, resultando na

formagéo de duas células ou blastdmeros. Apos 1h50min apos a fertilizagdo formam-se
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4 células, em seguida 8 células (2h20min), 16 células (3h), 32 células (3h30min) e 64
celulas (4h20min apos a fertilizag&o).

- Blastula- Ocorre cerca de 6h apds a fertilizacdo e é a fase na qual o blastodisco
apresenta-se estratificado e alto, com pequenas cavidades entre os blastomeros. Os
blastomeros formam uma camada de células transparente e incolor no p6lo animal, de

modo a formar uma esfera oca.

- Géstrula: Cerca de 9h apds a fertilizacdo, as células do blastodisco deslocam-se e
separam-se em epiblasto e hipoblasto (notocorda, meso e endoderme). O corpo do
embrido alonga-se, ficando a extremidade caudal voltada para o blastoporo.

- Néurula: Compreende a formacao da mesoderme. A partir dai, a mesoderme induz
a ectoderme a formar o canal neural. A conclusdo do desenvolvimento embrionario da-

Se com 0 processo organogenético, isto €, a formacao de 6rgaos.

‘. 12
13 l 14 I

Figura 1.3 — Desenvolvimento embrionario de ovos de Lithognathus mormyrus da familia
Sparidae: Morula (1-8), Blastula (9-10), Gastrula (11-12), Néurula (13-14) (Firat et
al., 2005).




1.4- Ontogénese Larvar

Antes de ocorrer a eclosdo, o processo de neurulacdo esta praticamente completo
(figura 4 (1-6)), e é evidente a presenca de melandforos ao longo do corpo e do saco
vitelino. Nesta fase, é possivel visualizar os olhos, batimento cardiaco, saco vitelino e

pigmentacéo (Cerqueira, 2005).

A eclosdo da larva (figura 1.4 (9)) ocorre através de fortes contracbes musculares
(figura 1.4 (7-8)) da cauda e do corpo, de seguida 0 embrido torna-se muito ativo, sendo
0 corion amolecido como resultado da agdo de enzimas. O grau de diferenciacdo da
larva recém-eclodida depende da espécie e relaciona-se ao tamanho do ovo. O periodo

de incubacdo depende desses fatores e da temperatura (Blaxter & Hempel, 1963).

Figura 1.4 — Desenvolvimento embrionario de ovos de Lithognathus mormyrus da familia
Sparidae: Final de Néurula (1-6), Contragcdes musculares (6-8), Ecloséo (9) (Firat et al., 2005).

Os registros dos seguintes eventos do desenvolvimento larvar sdo de relevéancia para
a larvicultura: tamanho a eclosdo, duragdo (absor¢do) do saco vitelino, pigmentacéo da
retina, abertura da boca e do limen intestinal, flexdo da notocorda, desenvolvimento das
barbatanas, enchimento da bexiga gasosa e padrdo de pigmentacéo cutanea (Godinho et
al., 2007).

Ao contrario de alguns peixes de desenvolvimento direto e longo periodo de
incubacdo que apresentam larvas com morfologia e funcionamento de Orgaos
imediatamente a eclosdo (Fernandez-Palacios et al., 1994), as larvas de ovos pelagicos

quando eclodem ainda ndo apresentam trato digestivo nem boca e anus funcionais,



sendo uma larva muito rudimentar. Enquanto a iris dos olhos ndo tem pigmentacdo, os
otolitos, o coragdo e o cérebro sdo claramente visiveis. Nesse periodo, poucos
melanoforos sdo visiveis e a larva € muito transparente. A larva recém-eclodida
apresenta um grande saco vitelino de forma eliptica, com uma Unica gota lipidica
(Cerqueira, 2005). Antes da abertura da boca, as larvas nutrem-se do saco vitelino, que é
reabsorvido constantemente através de endocitose (Jug-Dujakovié et al., 1995).

O periodo de absorcdo do saco vitelino é vital para a larva pois nesse periodo o
sistema digestivo ainda se encontra em diferenciacdo (Godinho et al., 2003). Em muitas
espécies, a maioria dos 6rgdos comeca a ser funcional apds a primeira alimentacdo e
durante a diferenciacdo dos estagios larvais e de metamorfose (Fernandez-Palacios et
al., 1994).

O tempo de desenvolvimento de sistemas e 6rgdos segue padrdes ontogenéticos de
cada espécie e determina 0 momento em que 0s peixes irdo adquirir a capacidade
natatoria, de fuga e de captura de seu préprio alimento (Koumoundouros et al., 1996).

Tal como ocorre em outros animais, o sistema digestivo dos peixes € responsavel
pela ingestdo e armazenamento de alimentos, quebra mecénica e hidrolise enzimatica. A
formacdo do sistema digestivo estd entre as alteracbes morfoldgicas que mais
influenciam a sobrevivéncia e crescimento dos peixes durante o inicio do ciclo de vida
(Klimogianni et al., 2011).

O estagio larvar pode durar de alguns dias a meses, dependendo da temperatura e
também da espécie. Durante esse tempo, a larva duplica seu comprimento e aumenta o
peso até 100 vezes (Devauchelle et al., 1987). Ocorre diferenciacdo progressiva de
caracteres adultos, tais como raios das barbatanas e ossificacdo do esqueleto. A larva
passa por um processo de metamorfose até o periodo juvenil. Assim sendo, o juvenil

assemelha-se a um pequeno adulto (Blaxter & Hempel, 1963).

A maioria dos estudos com larvas de peixes € voltada para a sistematica e filogenia,
sem dar particular atencdo ao desenvolvimento morfoldgico em relagdo a funcéo.
Estudos sobre larvas de peixes sdo necessarios na compreensdo do papel biologico dos
caracteres larvais para a sobrevivéncia, principalmente de mecanismos funcionais
relacionados a requerimentos vitais, como locomocdo, alimentacdo e respiracdo
(Machinandiarena et al., 2003).
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1.5- Organogénese

O sucesso da larvicultura marinha depende essencialmente de um conhecimento
adequado do desenvolvimento funcional do sistema digestivo e das necessidades
nutricionais das larvas, bem como do controlo de possiveis patologias que ocorrem
durante a fase larvar (Ortiz-Delgado et al., 2003). A fase larval é um periodo critico
durante o desenvolvimento do inicio da vida, porque, nessa fase, as mudancas
estruturais e funcionais significativas ocorrem em 6rgdos, tecidos e sistemas
(Dunaevskaya et al., 2012). Neste contexto, uma descri¢do histologica e histoquimica
do sistema digestivo das larvas representa o primeiro passo para a determinagdo das
relagbes funcionais entre a alimentacdo e assimilacdo (Micale et al., 2008; Ortiz-
Delgado et al., 2003).

A histologia é o ramo da anatomia que estuda os tecidos animais e vegetais. Tanto a
zoologia quanto a botanica apresentam nomenclaturas especiais (Tim, 2005). Neste
estudo a metodologia utilizada sera a histologia de larvas, que inclui técnicas de
histologia animal, como recolha e fixagdo das larvas, inclusdo em historesina,
microtomia, coloragdo com hematoxilina-eosina e montagem das laminas.

A organogénese do sistema digestivo tem sido investigada num nimero de espécies
de peixes 6sseos comercialmente valiosas, incluindo o pregado, bacalhau, solha,
dourada, arenque, robalo, sargo e pargo (Micale et al., 2008). Geralmente, durante a
incubacdo os teledsteos apresentam um trato digestivo indiferenciado, sem qualquer
abertura para o exterior, que se desenvolve nos dias seguintes para estar pronto para a
digestdo no inicio da alimentacdo exdgena. Enquanto isso, a energia necessaria para o
metabolismo de manutencéo, atividade de natacéo e de crescimento é obtida a partir das

reservas do saco vitelino (Darias et al., 2007).

A organogénese pode ser afetada pela histéria de vida dos peixes e por uma série de
fatores abioticos e bidticos, incluindo a temperatura da agua, o pH, a disponibilidade de
oxigénio e de alimento (Dunaevskaya et al., 2012). Com o aumento dos niveis de CO;
na atmosfera, alguns autores tém descrito as altera¢cdes morfoldgicas e histologicas que
ocorrem durante a ontogenia das larvas de algumas espécies (Chambers et al., 2014).
No entanto, existem variacfes entre espécies no momento da formacdo de Orgaos,

desenvolvimento, e da funcionalidade (Dunaevskaya et al., 2012; Micale et al., 2008).
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Neste sentido, torna-se necessaria a realizagdo de estudos de organogénese especifica
para cada espécie de forma a verificar quais os efeitos das alteracbes ambientais em
larvas de peixes marinhos, adaptando as condicBes de cultivo as alteracbes do meio
ambiente (Darias et al., 2007; Dunaevskaya et al., 2012), que num futuro préximo pode

por em risco as populagdes de peixes.

1.6- Caracterizacdo das Espécies

As espécies em estudo sdo o Linguado (Solea senegalensis), o Sargo (Diplodus
sargus e a Corvina (Arygrosomus regius), que sdo peixes de grande importancia na
aquacultura do Mediterraneo, tornando-se importantes modelos de pesquisa (Andrades
et al., 1996), devido a sua facil adaptacdo ao cativeiro e ao seu bom desempenho do
crescimento (Abellan & Garcia-Alcazar, 1995; Ortiz-Delgado et al., 2003).

Todas as espécies em estudo apresentam ovos e larvas pelagicas, mas quando
passam a pds-larvas assentam em d&reas bentonicas pouco profundas, adquirindo
diferentes habitos alimentares a medida que se vdo desenvolvendo (Morato et al., 2003;
Mouine et al., 2007), sendo o sargo uma especie omnivora (FAO, 2014b), a corvina
uma espécie muito voraz e carnivora (Mylonas et al., 2013) e o linguado omnivoro, com

tendéncia a ser também herbivoro (Dinis et al., 1999).

1.6.1- Linguado (Solea senegalensis, Kaup, 1858)

O Linguado, Solea senegalensis (Kaup, 1858) (figura 1.5), € um Pleuronectiforme
pertencente & familia Soleidae. E uma espécie muito cultivada em aquacultura extensiva
em Portugal e Espanha, de elevado valor econémico (Wunderink et al., 2011; Borges et
al., 2009; Dias et al., 2004; Ribeiro et al., 2002; Imsland et al., 2003; Dinis et al., 1999;
Drake et al., 1984). Esta espécie tornou-se prioritaria para a diversificacdo da
aquacultura nos paises banhados pela costa mediterranea (Dinis et al., 1999; FAO,
2014a). Apesar da cultura desta espécie estar tecnicamente dominada, ainda existem
elevadas taxas de mortalidade, o que tem impedido o desenvolvimento da cultura de
linguado a nivel comercial (Conceicdo et al., 2007; Ribeiro et al., 2002, 1999; Dinis et
al., 1999, 1992).
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Figura 1.5- Exemplar de linguado (Solea senegalensis)

Os linguados adultos vivem em aguas marinhas proximo da costa a 80 metros de
profundidade e preferem substrato de areia. E um peixe gonocorico, oviparo, sendo os
ovos fertilizados externamente. A maturacdo sexual ocorre aos 2-3 anos de vida com um
comprimento médio de 30cm. A época de postura estende-se por um periodo de 4

meses, Abril a Julho com um méximo de emissdo de ovos em Maio (Dinis, 1986).

As larvas sdo plancténicas e levam uma vida peldgica durante 15 a 20 dias. Ao
terminarem a metamorfose, 0s juvenis tornam-se bentdnicos e penetram no interior dos
estuarios e lagoas costeiras procurando os fundos arenosos de &guas salobras. A
metamorfose das larvas para o estadio juvenil da-se na Primavera e no principio do
Verdo, permanecendo em zonas de menor profundidade, até finais do Verdo e inicio do
Outono. Quando a temperatura da &gua comeca a diminuir estes individuos refugiam-se
nas zonas mais profundas do estuario, onde as temperaturas sdo mais amenas, até ao
inicio da Primavera. Os juvenis podem permanecer no ambiente estuarino entre 2 a 3

anos (Koutsikopoulos et al., 1989), apds esse periodo migram para o mar.

1.6.2- Sargo (Diplodus sargus, Linnaeus, 1758)

A espécie Diplodus sargus (Linnaeus, 1758) (figura 1.6), de nome vulgar Sargo, é
um peixe teledsteo pertencente & ordem dos perciformes e & familia Sparidae. E um
peixe bento-pelagico que se encontra normalmente em zonas costeiras e distribui-se
pelas costas do Mediterraneo, Indico e Atlantico. Foram encontrados individuos a norte
da baia da Biscaia em 2007, o que pode indicar uma expansao para norte da area de
distribuicdo da espécie, possivelmente relacionada com as alteracdes climéticas (Chanet
& Dettai, 2008).

O sargo é uma espécie Mediterranica com alto valor comercial, verificando-se, por
vezes, precos superiores aos da dourada e do robalo (Sa et al. 2008). Tem atraido um

elevado interesse junto dos piscicultores desde a década de 1980 (Golomazou et al.,
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2006), visto considerar-se um alvo potencial para a diversificacdo da aquacultura. As
técnicas de producdo necessarias nesta espécie sdo semelhantes as desenvolvidas para
0s Sparideos (Sparus aurata e Dicentrarchus labrax) ja utilizados em aquacultura
(Abellan & Basurco, 1999; Pérez et al., 2008), favoraveis a sua criacdo em cativeiro,
nomeadamente no que se refere a taxas de sobrevivéncia e indices de crescimento,
sendo as épocas de reproducdo diferentes da dourada e do robalo (Pousdo-Ferreira et al.,
1997).

Figura 1.6- Exemplar de sargo (Diplodus sargus)

Em termos reprodutivos, € uma espécie hermafrodita protandrica, com fertilizacdo
externa- 0os machos podem converter-se em fémeas quando o numero destas €
demasiado baixo. Esta estratégia permite assegurar uma adequada proporcdo dos dois
sexos, contribuindo para o sucesso reprodutor da espécie. A maturidade sexual ocorre
aos 2 anos de idade com aproximadamente 17cm, e a reproducao ocorre entre Marco e
Junho (Morato et al., 2003; Mouine et al., 2007).

A semelhanca de outros Sparideos, o desenvolvimento ovocitario ndo € sincrono,
apresentando posturas sucessivas durante a época reprodutiva. Os ovos sdo
transparentes, as larvas sdo pelagicas e, decorrido um més, as pds-larvas assentam em
areas bentonicas pouco profundas, onde permanecem durante varios meses.

S80 peixes demersais e usam 0s estudrios com baixa salinidade e oxigénio
dissolvido como maternidade (FAO, 2014b; Vinagre et al., 2010), e 0s seus juvenis com
4,5-5cm habitam fundos rochosos e pradarias de ervas marinhas, encontrando-se em

profundidades até aos 150 metros.
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1.6.3- Corvina (Argyrosomus reqius, Asso, 1801)

A corvina-legitima, Argyrosomus regius (Asso, 1801) (figura 1.7) é um peixe
teledsteo da familia Sciaenidae, sendo considerado um dos maiores cienideos a nivel
mundial (Quéméner et al., 2002).

A corvina (A. regius) é atualmente uma espécie de interesse em todo o mediterraneo
com o intuito da sua producéo comercial. As suas caracteristicas biologicas qualificam-
na como uma candidata de exceléncia para a diversificagdo da piscicultura marinha. E
uma espécie de elevada fecundidade e amplamente distribuida com precos de mercado
médio-altos (6 euros/kg) e boa aceitacdo por parte do consumidor (Poli et al., 2003).

Figura 1.7- Exemplar de corvina (Argyrosomus regius)

Durante a época de reproducdo, entre Abril e Junho, as corvinas alteram o seu
comportamento e rednem-se em grandes grupos para desovar. A desova ocorre em
zonas costeiras ou em estuarios. E uma espécie particularmente abundante na foz dos
rios Garona (Pasquaud, 2006), Guadiana (Prista et al., 2007) e Guadalquivir (Catalan et
al., 2006). A corvina é uma espécie semi-pelagica costeira, com tendéncia demersal
(Quéro et al., 1987), sendo facilmente encontrada em aguas litorais até aos 80 m.

A evolucdo da organogénese do sistema digestivo da corvina (A. regius) foi descrita
durante os primeiros 30 dias de vida por Cruz et al., (2007) e durante os primeiros 60
dias de vida por Abreu et al., (2009). Ambos os autores descrevem a corvina como uma
espécie de rapido desenvolvimento larvar e muito suscetivel aos parametros de criacdo
durante a sua fase larvar, condicionando o seu crescimento.

Durante o crescimento larvar esta espécie apresenta taxas de sobrevivéncia muito
elevadas, variando entre os 38% no dia de ecloséo, 5% aos 15 DAE e 77% aos 70 DAE
(Pouséo-Ferreira et al., 2010). Aos 30 DAE as corvinas (A. regius) podem alcangar 10

mg de peso seco, 0 quadruplo do peso de larvas de Dourada (S. aurata).
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2. Objetivos

Até agora, apenas alguns estudos se centraram no impacto da acidificacdo induzida
por um aumento da pCO, em estagios iniciais de desenvolvimento de teledsteos
marinhos. Até a data, nenhum trabalho foi publicado sobre o efeito que a exposicao a
elevadas pCO2 tem sobre o desenvolvimento embrionario e larvar de sargo (Diplodus
sargus) e corvina (Argyrosomus regius). Quanto ao linguado (Solea senegalensis)
Pimentel et al. (2014) realizaram um estudo sobre o desenvolvimento do esqueleto

quando sujeito a acidificacdo dos oceanos.

Neste sentido, o presente trabalho visa avaliar os efeitos das futuras alteracdes
climaticas, mais concretamente o efeito da elevada pressdo parcial de CO2 no
desenvolvimento embrionério e condicdo de larvas recém-eclodidas de linguado, sargo
e corvina, peixes de elevado interesse comercial (Kikkawa et al., 2003; Marinaro,
2009). Especificamente, analisaram-se as consequéncias da acidificacdo na
morfometria, taxas de eclosdo, sobrevivéncia, crescimento e organogénese larvar das

espécies-estudo, através de técnicas histologicas.

Os ovos e larvas recém-eclodidas das espécies-estudo foram expostos a diferentes
tratamentos de acidificacdo, comparando-se o pH atual de uma area costeira-estuarina
(controlo: 400 patm; pH 8,0), com os piores cenarios para o fim do século, sendo uma
condicdo intermédia para 2100 (1000 patm; pH 7,8) e a outra a condicdo extrema de
acidificacdo para 2300 (2000 patm; pH 7,6), previstos pelo Painel Intergovernamental
sobre Mudancas Climaticas (Solomon et al., 2014). A compreensdao do impacto da
acidificacdo dos oceanos sobre esses estagios iniciais de vida é fundamental para
projetar com precisdo a sensibilidade das espécies de peixes de importancia comercial

as alteracdes climaticas.
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3- Material e Métodos

3.1- Origem do Material Biolégico

As posturas de diferentes espécies de peixes marinhos, Linguado (Solea
senegalensis), Sargo (Diplodus sargus) e Corvina (Argyrosomus regius), foram obtidas
a partir de lotes de reprodutores adaptados a cativeiro na Estacdo Piloto de Piscicultura
de Olhdo (EPPO) do IPMA, em Olhdo. O periodo de recolha das posturas decorreu
entre Fevereiro e Abril, tendo-se recolhidos 4 posturas de cada espécie (tabela ).
Considerando a variagdo da temperatura ao longo da época de postura e o efeito que a
temperatura tem no desenvolvimento embrionario foi decidido selecionar as posturas
que apresentassem um padrdo de sincronizacdo de temperaturas mais proximas e de
taxas de viabilidade dos ovos (%) mais elevadas. Desta forma a analise biométrica e
histoldgica incidiu apenas em 2 posturas por espécie (tabela I). Apds a recolha dos ovos,
estes foram pesados, tendo-se separado a fracdo viavel da inviavel, por gravimetria,
pesando-se a fracdo viavel. Apos este procedimento cerca de 30 a 40 g de ovos foram
devidamente acondicionados, num recipiente proprio para transporte de ovos, em que
2/3 do volume foi preenchido com oxigénio. As posturas foram enviadas no prdprio dia
para as instalagfes do ISPA, em Lisboa, tendo os horérios de envio e de rece¢do sido 0s
mesmos para as diferentes posturas.

Tabela |- Datas de rececdo das posturas das diferentes espécies, com as respetivas
temperaturas e taxa de viabilidade dos ovos (%).

Posturas Data Espécie T°C Taxa Viabilidade (%)
12 Postura 23-fev Solea senegalensis 179 66.1
2% Postura 02-mar Solea senegalensis 18.8 417
3% Postura 03-mar Solea senegalensis 183 715
42 Postura 12-mar Solea senegalensis 179 862
12 Postura 23-fev Diplodus sargus 178 88.1
2 Postura 11-mar Diplodus sargus 185 82.1
32 Postura 16-mar Diplodus sargus 184 71.6
42 Postura 19-mar Diplodus sargus 182 61.3
1% Postura 19-mar Argyrosomus regius 18.6 882
22 Postura 31-mar Ar&yrosomus regius 195 915
32 Postura 31-mar Argrosomus regius 195 852
42 Postura 09-abr Argyrosomus regius 19.1 76.9

[ ]- Representa as posturas utilizadas para testar a acidificagdo dos oceanos nos
ovos e larvas das diferentes espécies.
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3.2- Acondicionamento dos ovos

Para todas as posturas foi recolhida uma amostra de ovos na EPPO, antes do envio
dos mesmos para Lisboa, para avaliar o estado de desenvolvimento (tabela Il) de cada
espeécie, sendo que todos 0s ovos encontravam-se na fase de gastrula (as 10h da manha
do dia que a postura foi enviada para Lisboa) quando foram recolhidos do coletor. Este
processo foi repetido & chegada ao ISPA (10h depois dos ovos terem sido recolhidos do

coletor) antes de os ovos serem distribuidos por cada tratamento de pH.

Apos a chegada dos ovos ao ISPA, estes foram distribuidos aleatoriamente por
aquérios de 35L em densidades semelhantes para cada tratamento de pH (tabela I11).

Tabela Il1- Estados de desenvolvimento dos ovos das diferentes espécies quando foram
recolhidos do coletor

Solea senegalensis Diplodus sargus Argyrosomus regius

Tabela I11- Quantidade de ovos incubados em aquérios de 35L das posturas utilizadas e
testadas em diferentes niveis de pH.

Espécie Linguado Sargo Corvina
Tratamento pH80 pH78 pH76 pH80 pH78 pH76 pH80 pH78 pH76

Postura A 8,89 8,79 8,89 13,29 1329 1299 1439 1429 13,79
Postura B 13,3g 13,3g 1369 12,99 12,79 1299 12,2g 12,3g 12,19
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3.3- Desenho Experimental

3.3.1- Descricdo do Sistema Experimental

O sistema de ensaio consistiu em 3 sistemas de recirculagdo independentes de 200L,
equipados com filtracdo biologica, mecanica, quimica, ultravioleta e refrigeracdo
(HAILEA, HC-300A), mantidos em diferentes condi¢cbes de pH. Cada sistema de
filtracdo fornecia dgua para 2 aquérios de 35L, onde os ovos e as larvas foram mantidos
(figura 3.1).

)

) ~ Sistema de
[ pH /:6 I pH 8.0 I pH /_-8 ] ﬁltlagﬁo

Figura 3.1- llustragdo esquematica do sistema experimental com diferentes niveis de pH.

A agua salgada artificial foi obtida em laboratério por combinacdo de uma mistura
de sal comercial (tropical Marin®) com agua doce filtrada. O tratamento controlo foi
estabelecido pela difusdo do ar ambiente. As condicdes de acidificacdo foram simuladas
pela injecdo de COg, através de um sistema eletronico e de um controlador de pH
(Tunze Agquarientechnik, Alemanha) que permitiu manter o pH no nivel desejado. Os
aquarios foram fechados no topo com uma tampa de vidro para limitar as trocas de CO>

com a atmosfera.

Os parametros da qualidade da agua de cada tratamento foram monitorizados de
forma independente uma vez por dia, usando um medidor portéatil (SevenGo DuoPro,
SG23) calibrado semanalmente com padrdes estabelecidos (Mettle Toledo). Os niveis
de oxigénio foram mantidos acima de 90% de saturacdo pela acdo de mistura das

bombas de difuséo nos sistemas de filtragao.
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As amostras para determinacdo de alcalinidade total (AT) foram recolhidas
semanalmente de cada sistema, ¢ analisadas por titulagdo. A pCO2 foi calculada
utilizando os dados de alcalinidade total e pH no software CO,SYS, com as constantes
de Mehrbach et al. (1973) adaptadas por Dickson & Millero (1987). Os parametros

estimados da &gua durante as experiéncias estao registados na tabela V.
3.3.2-Tratamentos

Os ovos e as larvas foram sujeitos a trés tratamentos com diferentes valores de pH:
controlo (pH ~ 8.0), intermédio (pH ~ 7.8) e extremo (pH ~ 7.6). Estes cenarios de
acidificacdo sdo representativos das condi¢des de pH atuais e as esperadas para o futuro
em muitas zonas costeiras, correspondendo o controlo a ~ 400 patm pCO> atmosférica
(Solomon et al., 2007) e os tratamentos acidificados a ~ 1 000 patm pCO2 e ~ 2 000
patm pCO., valores previstos pelo Painel Intergovernamental para as alteracdes
ambientais para os anos 2100 e 2300, respetivamente (Solomon et al., 2014). As
restantes condi¢des ambientais foram mantidas em valores idénticos para os 3
tratamentos, nomeadamente temperatura constante de 18°C, salinidade de 35,
fotoperiodo de 12h luz e 12h escuro wusando Iluz fluorescente artificial.
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Tabela I'V- Resumo dos parametros (média + desvio-padréo) de agua salgada no controlo e nos tratamentos acidificados.

Espécie Linguado Sargo Corvina
Tratamento pH 8,0 pH 7,8 pH 7,6 pH 8,0 pH 7,8 pH 7,6 pH 8,0 pH 7,8 pH 7,6
pH 8,08 £ 0,01 7,84 +£0,01 7,63 0,02 8,02 + 0,06 7,83 +0,03 7,66 0,08 7,97 £0,01 7,85+0,01 7,69 0,05
T (°C) 17,8+0,1 17,7+0,2 17,9+0,0 17,8+0,1 18,0+0,1 17,6 +0,3 17,6 +0,3 18,0+0,3 17,7+04
Salinidade 351+0/4 352+0,2 353+0,2 353+0,3 355+0,5 353+0,3 352+0,1 350+0/4 351+0,2
AT (umol/kg) | 2721,6 £ 104,4 | 2915,0+82,1 | 2671,9+80,8 | 2782,1+924 | 28229+295 | 2759,4+14,9 | 2763,7+83,6 | 2581,8+50,1 | 2646,7 +19,9
pCO; (natm) 572,2 £ 0,54 1204,2+17,0 | 1937,0+£59,9 591,2+ 32,8 1166,5+ 34,7 | 1817,1£295,1 | 784,0+225 | 1041,1+9,9 | 1551,6 + 269,1
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3.3.3- Amostragens
O desenvolvimento embrionério nos diferentes tratamentos foi acompanhado através

de amostragens de 12 em 12 horas (n=50), desde a colocac¢do dos ovos no sistema de
acidificacdo das instalacdes do ISPA até a eclosdo das larvas, tendo sido registadas

apenas a fase de néurula e a ecloséo.

Para além da eclosdo, as larvas foram ainda amostradas a abertura de boca (3 dias
apos eclosao). Em cada ponto de amostragem recolheram-se 50 larvas de cada espécie,
de cada postura e de cada tratamento as quais foram utilizadas para a analise da

morfologia e crescimento (n=30) e organogénese (n=20).

3.4- Componente Analitica

3.4.1- Taxa de eclosdo e sobrevivéncia

Para determinag8o da taxa de ecloséo, contabilizou-se o nimero de larvas eclodidas
de um total de 50 ovos colocados num recipiente com cerca de 50mL de capacidade
com o fundo de rede para permitir a circulacdo de agua que ficava parcialmente
submerso em cada aquario. Para determinacdo da taxa de sobrevivéncia contabilizou-se
0 numero de larvas sobreviventes até a abertura de boca (dia 3), de um total de 100

larvas colocadas no mesmo tipo de recipiente em cada aquario.

3.4.2- Biometria, Peso Seco e Taxa de Crescimento

Para efeitos de biometria, 30 larvas de cada tratamento e de cada postura foram
fotografadas in vivo numa lupa 6tica (Olympus SZPT) com o software Motic Images
Plus 2.0 ML. As larvas utilizadas para biometria foram também utilizadas para

determinacéo do peso seco final, permitindo a determinacéo do crescimento ponderal.

Posteriormente foram efetuadas as seguintes medidas em cada larva (figura 3.2): a)
comprimento total, b) comprimento standard, c) comprimento até ao anus, d) area do
saco vitelino, e) area da gota lipidica, f) altura total do corpo, g) altura massa muscular e
h) largura membrana corporal. Estas medidas foram obtidas a partir da analise das

fotografias com o programa Image J® (National Institutes of Health, USA).
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Figura 3.2- Varidveis morfoldgicas utilizadas para descrever o tamanho, forma, e o
desenvolvimento das larvas: A- Comprimento Total; B- Comprimento Standard; C-
Comprimento até ao anus; D- Area do Saco Vitelino; E- Area da Gota Lipidica; F- Altura Total
do Corpo; G-Altura Massa Muscular; H- Largura Membrana Corporal

Apos a foto, as larvas foram rapidamente passadas por dgua destilada, para remover
0 excesso de sal e congeladas de imediato num ultracongelador de -80°C (Cryocell) até
posterior analise. Posteriormente as larvas foram liofilizadas e colocadas num exsicador

até ficarem a temperatura ambiente e de seguida pesadas numa balanc¢a Sarbrios Prol11.

A taxa de crescimento foi determinada através da formula:

Comprimento Standard gpertura Boca —Comprimento Standard gciosio
3dias

Taxa Crescimento (%)= ( ) x 100

3.4.3- Histologia
As larvas utilizadas para analisar a organogénese (n=20 larvas/ tratamento) foram
fixadas durante 3 horas no fixador, composto por paraformaldeido tamponado a 10%,
glutaraldeido, tamp&o cacodilato a 0,2M e &gua destilada. Apos este periodo, fizeram-se
3 lavagens, com um intervalo de 1 hora, com tampdo cacodilato a 0,1 M e por fim

armazenaram-se as larvas em alcool a 70%, até posterior analise.

Para a inclusdo em resina as amostras foram previamente desidratadas através de
uma passagem por sequéncia de alcoois e posteriormente foram processadas de acordo
com o kit de resina Technovit 7100 (Anexo 1), deixando-se os blocos a polimerizar

durante 2 dias a temperatura ambiente.

Os blocos obtidos foram colados a suportes de madeira (4x 2,8x 0,7cm) com a cola

Historesin Mounting Media. Seguidamente, os blocos de resina foram cortados num
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micrétomo Microm Leizt® HM340E, com uma espessura de 2 um e posteriormente
colocados em banho-maria circular Electrothermal®, a uma temperatura proxima dos
37°C, com o objetivo de esticar os cortes e melhorar a aderéncia a lamina de

microscopia.

As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (Anexo ). Depois de coradas,
as laminas foram montadas com DPX (meio de montagem) e ap0s secagem do mesmo
(aproximadamente 24h) procedeu-se a analise microscépica das laminas, no
microscopio Nikon® eclipse ci, tendo-se obtido fotografias através da camara Nikon®

DS-Fi2 acoplada ao microscapio otico.

3.4.4- QOrganogénese
Nas seccOes histologicas de larvas de Linguado, Sargo e Corvina analisou-se 0

desenvolvimento dos tecidos e dos 6rgaos a eclosdo (0 DAE) e a abertura de boca (3
DAE). A eclosdo observou-se com mais pormenor estruturas como 0 saco Vvitelino e o
trato digestivo primordial. No momento da abertura de boca analisaram-se estruturas
como o olho e o trato digestivo, mais concretamente o figado, pancreas, residuos do

saco vitelino e porgdes anterior e posterior do intestino.

3.4.5- Andlise Estatistica

De forma a determinar o efeito dos tratamentos (pH 8,0; pH 7,8; pH 7,6) nas taxas
de sobrevivéncia, crescimento, diametro dos ovos e a morfometria das larvas a ecloséo e
a abertura de boca foi realizada uma analise de variancia (One-Way ANOVA)

paramétrica, com um fator (de efeitos fixos) (Zar, 2010).

Sempre que os requisitos (normalidade dos dados e homogeneidade das variancias-
Kolmogorov-Smirnov) relativos a execugdo deste método foram violados, o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis foi executado. Quando as diferencas foram
estatisticamente significativas (P < 0,05), utilizou-se o teste de compara¢Ges multiplas
de Tukey. Adicionalmente para verificar se houve diferengas entre aquarios (n=2) e
entre posturas (n=2) nos diferentes tratamentos, utilizou-se o teste paramétrico t-student
(Zar, 2010). Em todos os testes estatisticos realizados, as diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas ao nivel de significancia de 0,05 (isto, é P < 0,05). Todos
os calculos inerentes a andlise estatistica dos dados foram realizados através do software
IBM SPSS Statistics 22.

24



Com o objetivo de avaliar o padrdo de distribuicdo de cada espécie, de forma a
identificar a relacdo entre as varidveis morfométricas (médias) e os diferentes niveis de
pH, realizou-se uma anélise de componentes principais (ACP). Este é um método
exploratério que permite a associacdo entre variaveis, reduzindo a dimensdo e
redundancia da matriz que contempla os dados da amostra. Os eixos (componentes
principais) fornecem informacOes sobre os parametros que se evidenciam
preponderantes para explicar o comportamento das espécies, e sem perda de informagao
relevante ao estudo. Todas as analises foram realizadas com recurso ao software Canoco
for Windows 4.5 (Braak & Smilauer, 2002)
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4. Resultados

4.1- Analise por Espécie
4.1.1- Linguado

4.1.1.1- Desenvolvimento Embrionario e Larvar

Os ovos de linguado sdo esféricos e transparentes, apresentando Vvérias gotas
lipidicas indiferenciadas em cada ovo. O acompanhamento do desenvolvimento
embrionario pode ser observado na tabela V. Apos 10 horas da recolha do coletor, antes
de serem colocados no sistema experimental, 0s ovos apresentam-se em fase de néurula,
ocorrendo nesta fase a formagdo da cépsula Otica e o aparecimento de pequenos
melanoforos junto as gotas lipidicas, a zona da cabeca e ao longo do tronco do embrido.

Observou-se também um alargamento do espaco peri-vitelino.

As 22 horas ap6s a recolha do coletor (ARC), no final da fase de néurula, quando os
ovos ja estavam sujeitos a diferentes niveis de pH, o embrido ja estava mais
pigmentado, ocorrendo um alongamento da cauda do embrido e um posicionamento da
gota lipidica junto ao anus. Nesta fase, observaram-se batimentos cardiacos, um
aumento do espaco peri-vitelino e movimentacdo da cauda dentro do cérion. Do ponto
de vista ventral era visivel a cabeca, o corpo do embrido, o tubo neural, a notocorda, as
lentes oculares, a regido cardiaca e a pigmentacdo do corpo do embrido. Nesta etapa,

ndo se detetaram diferencas morfoldgicas entre os diferentes tratamentos (tabela V).

Aproximadamente 26 horas ap6s a recolha dos ovos do coletor, registou-se uma
atividade vigorosa dentro do ovo, ocorrendo a rutura do corion e a libertacdo do
embrido, com a ajuda de sucessivas contracbes com a cauda. As larvas recém-eclodidas
tém um saco vitelino eliptico com diversas gotas lipidicas, mas ainda ndo tém a boca e o

anus funcionais, nem os olhos pigmentados, sendo uma larva muito rudimentar.
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Tabela V- Registo do desenvolvimento embrionario de ovos de Solea senegalensis, incubados a 18°C e sujeitos a diferentes niveis de pH.

Ovos Solea senegalensis

Horas de Amostragem

10h ARC

Temperatura 18°C

Tratamentos

22h ARC

Eclosao
(26h ARC)

0000m

*ARC- Apds Recolha do Coletor
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A taxa de eclosdo das larvas de de Solea senegalensis variou entre 76 e 83% entre os
diferentes tratamentos (figura 4.1-A), observando-se que o tratamento de pH 8,0 foi 0
que apresentou uma taxa de eclosdo mais elevada (83, 00 £ 1,41%). Quanto a taxa de
sobrevivéncia (figura 4.1-B) registaram-se valores mais elevados no pH 7,6 (82, 25 +
4,43%), ainda assim, a taxa de sobrevivéncia ndo apresentou alteragdes significativas
(p= 0,80) entre os diferentes tratamentos. Em anexo (ll), € possivel consultar a analise

descritiva com as médias, 0s desvios-padrbes e 0 p-value de cada tratamento para cada

eSpecIe.
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Figura 4.1- Taxas de eclosdo (A) (n= 50 larvas/ tratamento) e de sobrevivéncia (B) (n= 100
larvas/ tratamento) das larvas de Solea senegalensis mantidas em diferentes niveis de pH. Os
valores correspondem a média + desvio-padrao.

Quanto ao didmetro dos ovos de Solea senegalensis (figura 4.2) nédo variou

significativamente apds 12 horas de incubacdo nos diferentes tratamentos (p= 0,33).

0.8

0.6

04

Diametro Ovos (mm)

0.0

pH 8,0 pH7.8

Tratamento CO2

Figura 4.2- Diametro dos ovos de Solea senegalensis com 12 horas de incubacéo ap6s terem
sido sujeitos ao tratamento em diferentes niveis de pH. Os valores correspondem a
média * desvio padrdo (n=50 ovos/ tratamento).
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A taxa de crescimento de Solea senegalensis variou entre 11,5 e 13,2% entre 0s
diferentes tratamentos (figura 4.3-A), observando-se que o tratamento de pH 8,0 foi 0
que apresentou uma maior taxa de crescimento (13,20 + 2,29 %), tendo-se verificado
diferencas significativas entre o tratamento pH 8,0 e pH 7,8 (p= 0,00). Quanto ao peso
seco (figura 4.3-B), embora as larvas do pH 7,6 sejam tendencialmente mais pesadas
(65,50 + 21,99 pg) ndo se verificaram alteragGes significativas (p= 0,72) entre os
diferentes tratamentos.

>

Taxa de Crescimento (%)

30

Peso Seco (ng)

10

pH 8,0 pH 7.8 pH 7,6 &Y pHIk pHS

Tratamento CO2 Tratamento CO2

Figura 4.3- Taxa de Crescimento (A) desde a eclosdo a abertura de boca (3 DAE) e 0 peso seco
a abertura de boca (B) das larvas de Solea senegalensis mantidas em diferentes niveis de
pH. Os valores correspondem a média + desvio padrdo (n= 30 larvas/ tratamento). As
diferentes letras indicam a existéncia de diferencas significativas entre tratamentos (P
<0,05).

Com base na tabela VI, é possivel observar a analise descritiva das variaveis
morfométricas das larvas de Solea senegalensis. Pode-se afirmar que a eclosdo, as
larvas apresentaram diferencas entre tratamentos nas seguintes variaveis: comprimento
pré-anus, area do saco vitelino e altura na massa muscular, sendo o controlo (pH 8,0) o
que apresentou diferencas significativas (P <0,05) com os restantes tratamentos. As
variaveis morfométricas, comprimento pré-anus (1,31 + 0,06 mm) e area do saco
vitelino (0,84 + 0,11 mm?) apresentaram maiores dimensdes no controlo em rela¢do aos
restantes tratamentos, enquanto a altura da massa muscular apresentou valores mais

baixos no controlo (0,16 £ 0,01 mm) quando comparado com 0s restantes tratamentos.

Na abertura de boca, aos 3 DAE, as larvas apresentaram diferencas entre tratamentos
nas seguintes variaveis: comprimento total, comprimento standard, altura total do corpo
e largura da membrana corporal. As medidas morfométricas do comprimento total e

standard obtiveram diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos intermédio
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(pH 7,8) e extremo (pH 7,6), sendo que o tratamento que teve valores mais elevados foi
0 pH 7,8 para o comprimento total (3,42 + 0,11 mm) e para 0 comprimento standard
(3,20 £ 0,11 mm). Quanto as variaveis altura da massa muscular e largura da membrana
corporal tiveram diferencas significativas (P < 0,05) entre 0o pH 7,6 e 0 pH 7,8, sendo o
pH 7,6 0 que obteve valores mais baixos para as duas variaveis, 0,84 + 0,09 mm e 0,63
+ 0,09 mm, respetivamente.

Tabela VI- Analise descritiva das variaveis morfométricas nas larvas de Solea senegalensis em

diferentes niveis de pH. Os valores correspondem a média + desvio-padrdo. As
diferentes letras indicam a existéncia de diferencas significativas entre tratamentos (p

<0,05).
Solea senegalensis
Variaveis pH 8,0 pH 7.8 pH 7,6 Tratamento
Média + Desvio-padréo p-value
Larvas a Ecloséo- 0 DAE
Comprimento Total (mm) 2,16 £ 0,09 2,18 £ 0,09 2,18 £ 0,09 0,23
Comprimento Standard (mm) 2,07 £ 0,09 2,09+0,09 2,08 £0,09 0,45
Comprimento Pré-Anus (mm) 1,31+ 0,062 127+ 0,06b 1,29 + 0,08ab 0,01
Area Saco Vitelino (mm?) 0,84+011% 072+013° 0,70+0,12° 0,00
Area Gota Lipidica (mm?) n.a n.a n.a n.a
Altura Massa Muscular (mm) 01640018 017+0,02° 0,17+0,01P 0,01
Altura Total Corpo (mm) 0,41 +0,04 0,41+0,05 0,41 £0,05 0,96
Largura Membrana Corporal (mm) 0,24 + 0,04 0,24 + 0,05 0,24 + 0,04 0,44
Larvas a Abertura de Boca- 3 DAE

Comprimento Total (mm) 337+0,12%° 34240112 334+0,16" 0,01
Comprimento Standard (mm) 316+0,1128% 320401128 3,12+017° 0,02
Comprimento Pré-Anus (mm) 1,46+0,07 144+0,06  1,45%0,07 0,31
Altura Massa Muscular (mm) 0,21+£0,01 0,22 £ 0,02 0,21+0,01 0,10
Altura Total Corpo (mm) 0,89+0,09° 090+0,06° 0,84+009° 0,00
Largura Membrana Corporal (mm) 0,68+0,09° 068+006° 0630092 0,00

n.a- Nao aplicavel; os ovos de linguado apresentam varias gotas lipidicas, dificeis de quantificar a area
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4.1.1.2- Organogénese

Figura 4.4- Secgdes longitudinais de 2 um usando metacrilato em diferentes 6rgéos e tecidos de
larvas de Solea senegalensis. (a)- Larva a eclosdo (0 DAE), ampliacdo 10x; (b)- Olho da
larva aos 3 DAE, ampliacdo 40x (c)- Larva a abertura de boca (3 DAE)- Cabega,
ampliacdo 10x; (c)- Larva a abertura de boca (3 DAE)- Trato digestivo, ampliagdo 10x.
ar- arcos branquiais; c- coracdo; cb- cavidade bucal; cg- camada de células
ganglionares; ef- esofago; eg- estbmago; en- encéfalo; ev- envelope vitelino; f- figado;
gl- gotas lipidicas; ia- instestino anterior; im- intestino médio; ip- intestino posterior; m-
musculo, n- notocorda; ne- camada nuclear externa; ni- camada nuclear interna; o- olho;
p- pancreas; pi- camada plexiforme interna; pe- camada plexiforme externa; pg- epitélio
do pigmento; r-rim; sv- saco vitelino; td- trato digestivo; vb- vesicula biliar.

A figura 4.4 mostra cortes histologicos de larvas de Solea senegalensis a ecloséo e a
abertura de boca, sujeitos a diferentes niveis de pCO> (natm), sendo que entre as larvas
estudadas ndo se verificaram diferengas morfoldgicas entre os tratamentos e as posturas.

A eclosdo (0 DAE), o trato digestivo dos linguados é apenas um segmento tubular
histologicamente indiferenciado ao longo do seu comprimento (figura 4.4.a), que
estabelece uma ligacdo dorsal com o saco vitelino, com a boca e anus fechados. O
epitélio consiste numa camada monoestratificada com células cubicas e colunares. O
lumen do trato digestivo é estreito com tendéncia a alargar em ambas as extremidades.

O saco vitelino contém varias gotas lipidicas periféricas e exibe um vitelo homogéneo
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acidofilo. Esta estrutura esta cercada por um epitélio escamoso com dois grupos de
células redondas com nucleo esférico e citoplasma basofilico (figura 4.4.a) entre o trato
digestivo e o saco vitelino, o que pode corresponder ao inicio da formacéo do figado e
do pancreas. Os olhos ndo estdo pigmentados e estdo pouco desenvolvidos. A camara do
olho é muito rudimentar e a cornea ainda ndo esta formada.

Aos 3 DAE, a boca e o anus ja estdo abertos e os olhos também j& estdo
pigmentados, apresentando diferentes camadas oticas.

O olho apresenta sete camadas (figura 4.4.b), a partir da zona interior para a zona
exterior: (I) lente; (cg) uma camada de células ganglionares formadas por células
redondas grandes e diferenciadas; (pi) uma camada plexiforme interna observada como
uma banda larga regularmente corada; (ni) uma camada nuclear interna composta por
trés tipos celulares: uma unica linha de células com ndcleos horizontais achatadas, uma
zona intermédia de células bipolares redondas e uma zona interna de células redondas
com grandes nucleos de coloracdo clara e muito pouco citoplasma; (pe) uma camada
plexiforme externa consiste em uma banda fina regularmente corada; (ne) uma camada
nuclear externa formada por ndcleos de células fotorreceptoras; (pg) epitélio do
pigmento.

Quando ocorre a abertura de boca da larva (3 DAE), o trato digestivo ja se encontra
diferenciado, ocupando o lado direito da larva e os residuos do saco vitelino e das gotas
lipidicas permanecem na parte frontal da cavidade abdominal (figura 4.4.c). Nesta fase,
a porcéo posterior do tubo digestivo comeca a dobrar-se ligeiramente e o volume do
saco vitelino comeca a diminuir até ser completamento absorvido.

O trato digestivo comeca no es6fago que € revestido por um epitélio cubico e
rodeado por uma camada muscular, que se torna mais espessa com o desenvolvimento
larvar. O limen desta estrutura é mais estreita, quando comparada com o resto do trato
digestivo. O estdbmago é diferenciado na extremidade do eséfago apresentando-se em
forma de saco e revestido por um epitélio cubico, com nlcleo central e citoplasma
heterogéneo.

Quanto ao figado esta localizado ao lado do saco vitelino, ocupando ambos os lados
da cavidade abdominal. Esta estrutura é constituida por hepatécitos que sdo células
esféricas, com nucleo basal e densos granulos no citoplasma. Ao contrario do figado
que apresenta um citoplasma basofilo, o pancreas apresenta um citoplasma acidofilo e
também granulos de zimogeno. Estas duas estruturas aumentam o seu tamanho e

complexidade com o desenvolvimento larvar.
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No que respeita ao intestino, este é diferenciado em trés porgdes (figura 4.4.d): a
porcao anterior, média e a porcao posterior, sendo que a primeira por¢éo é revestida por
um epitélio escamoso com disposicdo circular. A Ultima porcdo é revestida por um
epitélio colunar com um nucleo basal e projecdes citoplasmaticas para o Iumen. O
[men destas por¢des é mais ondulado, devido ao desenvolvimento de microvilosidades

intestinais.

4.1.2- Sargo

41.2.1- Desenvolvimento Embrionario e Larvar

Os ovos de sargo sdo esféricos e transparentes, apresentando uma Unica gota lipidica
em cada ovo e o0 vitelo € homogéneo e ndo segmentado. Depois de 10 horas da recolha
do coletor, antes de serem colocados no sistema experimental, 0s ovos apresentavam-se
ja em fase de néurula, ocorrendo a formacédo da capsula Gtica. Nesta fase observam-se
pequenos melanoforos junto as gotas lipidicas, a zona da cabeca e ao longo do corpo

embrionério.

As 22 horas ap6s a recolha do coletor (ARC), durante a fase de néurula, quando 0s
0Vvos ja estavam sujeitos a diferentes niveis de pH, o embrido ja estava mais pigmentado
com um maior nimero de melandforos, ocorrendo um alongamento da cauda do
embrido ficando a gota lipidica junto ao anus. Nesta fase, observou-se batimentos
cardiacos, um aumento do espaco peri-vitelino e pequenas movimentacdes do embrido

dentro do corion.

As 34h ARC, ja no final da fase de néurula, do ponto de vista ventral era visivel a
cabeca, 0 corpo do embrido, o tubo neural, a notocorda, as lentes oculares e regido
cardiaca e a pigmentacdo ao longo do tronco do embrido. Nesta etapa, ndo se observou

diferencas morfoldgicas entre os diferentes tratamentos (tabela V11I).

Aproximadamente 46 horas ARC, houve movimentos bruscos dentro do ovo,
ocorrendo a rutura do coérion e a libertagdo do embrido, emergindo primeiro a cabeca
fora do ovo, com a ajuda de sucessivas contracdes com a cauda. As larvas recem-
eclodidas tem um saco vitelino eliptico com uma unica gota lipidica agregada a traseira
do saco vitelino, mas ainda ndo tem a boca nem e anus funcionais, nem os olhos

pigmentados, sendo uma larva muito rudimentar.

33



Tabela VII- Registo do desenvolvimento embrionério de ovos de Diplodus sargus, incubados a

18°C e sujeitos a diferentes niveis de pH.

Ovos Diplodus sargus

Horas de
Amostragem

10h ARC

Temperatura
18°C

Tratamentos

22h ARC

34h ARC

1000 um

Ecloséo
(46h ARC)

L _® iy L & &, Lo i T
1000 um /1000 um . X 1000 um .

*ARC- Apds Recolha do Coletor

A taxa de eclosdo das larvas de Diplodus sargus variou entre 65 e 83% entre 0s

diferentes tratamentos, observando-se que o tratamento de pH 8,0 foi o que apresentou

uma taxa de eclosdo mais elevada (83,00 + 9,89 %). Quanto a taxa de sobrevivéncia

(figura 4.5-B) das larvas de Diplodus sargus registaram-se valores mais elevados no pH
8,0 (39,50 + 20,95 %) e pH 7,6 (38,75 + 20,81 %), ainda assim, a taxa de sobrevivéncia
n&o apresentou alteracdes significativas (p=0,81) entre os diferentes tratamentos.
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Figura 4.5- Taxas de eclosdo (A) (n=50 larvas/ tratamento) e sobrevivéncia (B) (n=100 larvas/
tratamento) das larvas de Diplodus sargus mantidas em diferentes niveis de pH. Os
valores correspondem a média + desvio-padréo.

No didametro dos ovos de Diplodus sargus (figura 4.6) ndo se observou diferencas
significativas ap6s 12 horas (p= 0,14) e 24 horas (p= 0,18) de incubacdo nos diferentes
tratamentos, sendo o diametro dos ovos semelhantes entre os tratamentos (Anexo Il).
Apesar disso, verificou-se que ocorreu um aumento do didmetro dos ovos das 12 horas

para as 24 horas de incubacao apds terem sido sujeitos aos diferentes tratamentos.
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Figura 4.6- Didmetro dos ovos de Diplodus sargus, com 12 e 24 horas de incubacéo apos terem
sido sujeitos ao tratamento em diferentes niveis de pH. Os valores correspondem a
média * desvio-padrdo (n= 50 larvas/ tratamento).

Quanto a taxa de crescimento de Diplodus sargus variou entre 3,8 e 5,2 % entre 0s
diferentes tratamentos, observando-se que o tratamento de pH 8,0 foi 0 que apresentou
uma maior taxa de crescimento (5,43 = 2,80 %), tendo-se verificado diferencas
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significativas entre o tratamento pH 8,0 e pH 7,8 (p= 0,00) e ainda entre o pH 8,0 e pH
7,6 (p=0,00). Quanto ao peso seco (figura 4.7-B) das larvas de Diplodus sargus
registaram-se valores mais elevados no pH 7,8 (64,00 + 28,61 pg), nao se verificando

diferencas significativas (p= 0,60) no peso seco entre os diferentes tratamentos.
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Figura 4.7- Taxa de Crescimento (A) desde a eclosdo a abertura de boca (3 DAE) e 0 peso seco
a abertura de boca (B) das larvas de Diplodus sargus mantidas em diferentes niveis de
pH. Os valores correspondem a média + desvio-padrdo (n= 30 larvas/ tratamento). As
diferentes letras indicam a existéncia de diferencas significativas entre tratamentos (P
<0,05).

De acordo com a tabela VIII, é possivel observar a analise descritiva das variaveis
morfométricas das larvas de Diplodus sargus. Pode-se afirmar que a eclosdo, as larvas
apresentaram diferencas entre tratamentos nas seguintes variaveis: comprimento total,
comprimento standard e area do saco vitelino, sendo o controlo (pH 8,0) que apresentou
diferengas significativas (P <0,05) com o tratamento pH 7,6. As variaveis
morfométricas, comprimento total (3,08 + 0,21 mm) e comprimento standard (2,92 +
0,21 mm?) apresentaram valores mais baixos no controlo em relagdo aos restantes
tratamentos, enquanto a area do saco vitelino apresentou diferencas significativas com o
tratamento intermédio (P <0,05), apresentando valores mais elevados no controlo (0,52

+ 0,08 mm?) quando comparado com 0s restantes tratamentos.

Na abertura de boca, aos 3 DAE, as larvas apresentaram diferencas entre tratamentos
nas seguintes variaveis: comprimento total, comprimento standard, comprimento pre-
anus e altura da massa muscular. As medidas morfométricas do comprimento total,
standard e pré-anus obtiveram diferengas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos
controlo e intermédio (pH 7,8), sendo que o tratamento que teve valores mais elevados

foi o pH 8,0 (tabela VIII). Quanto a variavel altura da massa muscular teve diferencas
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significativas (P < 0,05) entre o pH 7,8 e 0 pH 7,6, sendo o pH 7,8 0 que obteve valores
mais baixos (0,22 + 0,012 mm).
Tabela VIII- Analise descritiva das variadveis morfométricas nas larvas de Diplodus sargus

em diferentes niveis de pH. Os valores correspondem a média + desvio-padrdo. As
diferentes letras indicam a existéncia de diferencas significativas entre tratamentos

(P <0,05).
Diplodus sargus
Variaveis pH 8,0 pH 7.8 pH 7,6 Tratamento
Média + Desvio-padréo p-value
Larvas a Ecloséo- 0 DAE
Comprimento Total (mm) 308+021% 315+025%° 3,19+0,23" 0,03
Comprimento Standard (mm) 29240218 3,00+ 0725ab 3,03+ 0,23b 0,04
Comprimento Pré-Anus (mm) 1,31+ 0,05 1,32 £ 0,06 1,31+ 0,06 0,38
Area Saco Vitelino (mm?) 052008 048+008” 048+008" 004
Area Gota Lipidica (mm?) 0,03 £ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,56
Altura Massa Muscular (mm) 0,22 + 0,02 0,22 + 0,02 0,22 + 0,02 0,18
Altura Total Corpo (mm) 0,70 £ 0,06 0,70+ 0,08 0,69 £ 0,06 0,58
Largura Membrana Corporal (mm) 0,49 £ 0,06 0,48 £ 0,07 0,46 £ 0,08 0,12
Larvas & Abertura de Boca- 3 DAE

Comprimento Total (mm) 36240172  348+023° 3,39+027° 0,00
Comprimento Standard (mm) 3,44 £ 0,182 327 £ 0,23b 3,20 + 0’27b 0,00
Comprimento Pré-Anus (mm) 1,25+006%  1,20£0,07° 1,23+0,09%° 0,00
Altura Massa Muscular (mm) 0,23 + 0,0lab 022+00122 023+ 0,02b 0,00
Altura Total Corpo (mm) 0,70 £ 0,07 0,69 +0,10 0,71+ 0,09 0,40
Largura Membrana Corporal (mm) 0,47 £ 0,07 0,47 £ 0,09 0,48 £0,09 0,85
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4.1.2.2- Organogenese

Figura 4.8- Secc¢des longitudinais de 2 um usando metacrilato em diferentes 6rgéos e tecidos de
larvas de Diplodus sargus. (a,b)- Larva a eclosdo (0 DAE), ampliagdo de 10x; (c)-
Larva a abertura de boca (3 DAE)- Cabeca, ampliacdo de 10x; (d)- Larva a abertura de
boca (3 DAE)- Trato digestivo, ampliacdo de 10x; (e)- Olho da larva aos 3 DAE,
ampliacdo de 40x. ar- arcos branquiais; c- coracdo; cb- cavidade bucal; cg- camada de
celulas ganglionares; en- encéfalo; ev- envelope vitelino; f- figado; gl- gota lipidica; ia-
instestino anterior; ip- intestino posterior; I-lente; m- masculo, n- notocorda; ne- camada
nuclear externa; ni- camada nuclear interna; o- olho; p- pancreas; pi- camada plexiforme
interna; pe- camada plexiforme externa; pg- epitélio do pigmento; r-rim; sv- saco
vitelino; td- trato digestivo; vb- vesicula biliar.
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A figura 4.8 mostra cortes histolégicos de larvas de Diplodus sargus a eclosdo e a
abertura de boca, sujeitos a diferentes niveis de pH, sendo que entre as larvas estudadas
ndo se verificou diferencas morfologicas entre os tratamentos e as posturas.

A eclosio (0 DAE), o trato digestivo dos sargos apresenta-se apenas como um
segmento tubular indiferenciado anexado a dorsal do saco vitelino (fig. 4.8.a, b). O
epitélio consiste numa camada monoestratificada com células cubicas e colunares com
nucleos centrais. O lumen do trato digestivo € estreito com tendéncia a alargar em
ambas as extremidades. O saco vitelino apresenta-se homogeneo acidofilo com uma
gota lipidica eliptica localizada na parte traseira do saco, rodeado por um envelope
vitelino. Esta estrutura é constituida por um epitélio escamoso com dois grupos de
células redondas com nucleo esférico e citoplasma basofilico (fig. 4.8.a) entre o trato
digestivo e o saco vitelino, o que pode corresponder ao inicio da formacdo do figado e
do pancreas exdcrino. Outras estruturas como a boca e o anus estéo fechados.

Os olhos ndo estdo pigmentados e estdo pouco desenvolvidos. A camara do olho é
muito rudimentar e a cornea ainda ndo foi formada.

Quanto a abertura de boca (3 DAE), a larva ja se encontrava com a boca e 0 anus
abertos, ocorrendo este processo em sincronia com a absorcao das reservas energeéticas.
Nesta fase, o saco vitelino esta praticamente reabsorvido (fig 4.8.d) e a gota lipidica
também é progressivamente reabsorvida, mas ndo desaparece completamente até ao
final desta fase.

Tal como as larvas de linguado, os sargos apresentam sete camadas no olho (fig
4.8.e), a partir da zona interior para a zona exterior: (I) lente; (cg) uma camada de
células ganglionares formadas por células redondas grandes e diferenciadas; (pi) uma
camada plexiforme interna observada como uma banda larga regularmente corada (ni)
uma camada nuclear interna composta por trés tipos celulares: uma Unica linha de
células com nucleos horizontais achatadas, uma zona intermédia de células bipolares
redondas e uma zona interna de células redondas com grandes nucleos de coloragdo
clara e muito pouco citoplasma; (pe) uma camada plexiforme externa consiste em uma
banda fina regularmente corada; (ne) uma camada nuclear externa formada por nucleos
de ceélulas fotorreceptoras; O olho tem a lente que é formada por camadas concéntricas
hialinas, e a cornea é formada por um epitélio com funcgéo protetora quando em contacto
com 0 meio externo.

Aos 3 DAE, ¢ iniciada a formag&o da parte anterior do trato digestivo que pode ser

dividido em 3 regides: cavidade bucal, esofago e intestino. A cavidade bucal é revestida
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por um epitélio monoestratificado escamoso, e por baixo desta estrutura consegue-se
observar os primeiros arcos branquiais (fig 4.8.c). Quanto ao eséfago esté localizado no
fim da faringe, estende-se desde os arcos branquiais até a abertura do intestino anterior,
sendo relativamente estreito e curto e diferenciado com um epitélio estratificado com
celulas cubicas.

No que respeita ao figado e ao pancreas sdo estruturas claramente distinguiveis. O
figado adapta-se & cavidade corporal, estando localizado ao lado do saco vitelino. E
constituido por hepatocitos que tem um citoplasma basofilo homogéneo e um ndcleo
central, com granulos no citoplasma. O pancreas tem uma forma poliédrica, com células
fortemente basofilas (células de zimdgeno), com um nucleo redondo e encontra-se
ventralmente ao intestino. Nesta idade, ndo se evidencia nenhuma divisdo distinta no
coracdo, mas observa-se um rim logo abaixo da notocorda.

Sobre o trato digestivo, mais concretamente 0 intestino comegou a curvar e
acomodou-se dentro da cavidade abdominal e formou trés porgdes intestinais: anterior,
médio e posterior. A por¢do anterior é revestida por um epitélio escamoso e a por¢édo
posterior é revestida por um epitélio simples, cujas células mostraram nucleos basais e
projecdes citoplasméticas para o limen. O intestino epitelial & formado por uma Gnica
camada de enterdcitos colunares com nucleo em posicdo basal, formando depois as
microvilosidades. Ao longo do desenvolvimento da larva, o intestino ganha a forma de

um lago na cavidade abdominal.

4.1.3- Corvina

4.1.3.1- Desenvolvimento Embriondrio e Larvar

Os ovos de corvina sdo pelagicos, esféricos, quase transparentes, e tém uma Unica
gota lipidica ligeiramente amarelada, tal como os ovos de sargo. Depois de 10 horas
ARC, antes de serem colocados no sistema experimental, 0s ovos apresentavam-se ja
em fase de néurula, ocorrendo a formacgédo da capsula Otica. Nesta fase observam-se
pequenos melandforos junto a gota lipidica e ao longo do tronco do embrido, acabando

por se espalharem pelo vitelo.

As 22 horas ap6s a recolha do coletor, no final de néurula, quando os ovos ja
estavam sujeitos a diferentes niveis de pH, o embrido j& estava mais pigmentado,

ocorreu um alongamento da cauda do embrido ficando a gota lipidica junto do mesmo,
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mais concretamente na zona do anus. Nesta fase, pode-se observar na tabela IX que néo

existiram diferengas morfoldgicas nos ovos entre os diferentes tratamentos.

A eclosdo das larvas de corvina ocorreu, com sucessivas contracdes com a ajuda da
cauda, cerca de 26 horas ARC, ocorrendo a rutura do corion e a libertagdo do embrido
para 0 meio aquatico. Nesta fase, a larva recém-eclodida tem um saco vitelino eliptico
com uma unica gota lipidica agregada a traseira do saco vitelino, mas ainda ndo tem a
boca nem e anus funcionais, nem os olhos pigmentados, sendo uma larva muito

rudimentar.
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Tabela IX- Registo do desenvolvimento embrionario de ovos de Argyrosomus regius, incubados a 18°C e sujeitos a diferentes niveis de pH.

Ovos Argyrosomus regius

Horas de Amostragem

Temperatura 18°C

10h AR

Tratamentos

22h ARC

Eclosao
(26h ARC)

1000 um

1000 um

*ARC- Apods Recolha do Coletor
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A taxa de eclosdo das larvas de Argyrosomus regius (figura 4.9-A) variou entre 63 e
89% entre os diferentes tratamentos, observando-se que o tratamento de pH 7,8 foi o
que apresentou uma maior taxa de eclosdo (89,00 + 12,72 %). Quanto a taxa de
sobrevivéncia (figura 4.9-B) das larvas de Argyrosomus regius registaram-se valores
mais elevados no pH 7,6 (44,75 £ 27,90 %), ainda assim, a taxa de sobrevivéncia nao

apresentou alteracdes significativas (p= 0,91) entre os diferentes tratamentos.

>

Taxa de Eclosio (%)

._.
8
w

100

80

Taxa de Sobrevivéncia (%)

pH 8.0 pH 78 pH 8,0 pH 7.8 pH 7.6

Tratamento CO2 Tratamento CO2

Figura 4.9- Taxas de eclosdo (A) (n= 50 larvas/ tratamento) e sobrevivéncia (B) (n= 100 larvas/
tratamento) das larvas de Argyrosomus regius mantidas em diferentes niveis de pH. Os
valores correspondem a média + desvio-padréo.

No didmetro dos ovos de Argyrosomus regius (figura 4.10) observou-se diferencas
significativas (p= 0,02) ap6s 12 horas de incubacéo entre todos os tratamentos, sendo o

pH 7,6 o tratamento onde se verificou um maior didmetro dos ovos (1,31 + 0,04 mm).
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Figura 4.10- Diametro dos ovos de Argyrosomus regius com 12 horas de incubagdo ap6s terem
sido sujeitos ao tratamento em diferentes niveis de pH. Os valores correspondem a
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média + desvio-padrdo (n= 50 larvas/ tratamento). As diferentes letras indicam a
existéncia de diferencas significativas entre tratamentos (P <0,05).

A taxa de crescimento de Argyrosomus regius (figura 4.11-A) variou entre 5,1 e
10,4 % entre os diferentes tratamentos, observando-se que o tratamento de pH 7,8 foi o
que apresentou uma maior taxa de crescimento (10,44 + 4,67 %), tendo-se verificado
diferencas significativas entre o tratamento pH 8,0 e pH 7,8 (p=0,00) e ainda entre o pH
7,8 e pH 7,6 (p=0,00). Quanto ao peso seco (figura 4.11-B) das larvas de Argyrosomus
regius registaram-se valores mais elevados no pH 7,6 (73,35 = 15,42 ug), e ndo se

verificou diferencas significativas (p= 0,26) no peso seco entre os diferentes

tratamentos.
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Figura 4.11- Taxa de Crescimento (A) desde a eclosdo a abertura de boca (3 DAE) e 0 peso
seco a abertura de boca (B) das larvas de Argyrosomus regius mantidas em diferentes
niveis de pH. Os valores correspondem a média + desvio-padrdo (n= 30 larvas/
tratamento). As diferentes letras indicam a existéncia de diferencas significativas entre
tratamentos (P <0,05).

Na tabela X, é possivel observar a anélise descritiva das variaveis morfométricas das
larvas de Argyrosomus regius. A eclosdo, verifica-se que as larvas apresentaram
diferencas em todas as variaveis morfométricas entre os tratamentos (P <0,05) pH 7,8
com o pH 7,6, e 0o pH 7,8 com o controlo, & excegdo da &rea do saco vitelino que
apresentou diferencgas significativas entre todos os tratamentos (P <0,05). Todas as
variaveis morfométricas apresentaram valores mais baixos no pH 7,8 em relacdo aos

restantes tratamentos (tabela X).

Na abertura de boca, aos 3 DAE, as larvas apresentaram diferencas significativas em
todas as variaveis morfométricas, a excegdo do comprimento pré-anus (P > 0,05). As

medidas morfométricas do comprimento total e standard obtiveram diferencas

44




significativas (P < 0,05) entre os tratamentos pH 7,8 com o controlo e o0 pH 7,8 com o
pH 7,6, sendo que o tratamento que teve valores mais elevados foi o pH 7,8 (tabela
VIII). Quanto as medidas morfométricas altura total do corpo e largura da membrana
corporal obtiveram diferencas significativas (P <0,05) entre os tratamentos controlo
com o pH 7,8 e o controlo com o pH 7,6, sendo que o tratamento que teve valores mais
baixos foi o controlo (tabela VIII).

Tabela X- Anélise descritiva das variaveis morfométricas nas larvas de Argyrosomus regius em

diferentes niveis de pH. Os valores correspondem a média + desvio-padrdo. As
diferentes letras indicam a existéncia de diferencas significativas entre tratamentos (P

<0,05).
Argyrosomus regius
Variaveis pH 8,0 pH 7,8 pH 7,6 Tratament
0
Média + Desvio-padréo p-value
Larvas a Eclosdo- 0 DAE
Comprimento Total (mm) 268+037°  239+020®  2,75+0,38° 0,00
Comprimento Standard (mm) 2,56 + 0’35b 2,29 + 0,252 2,65 + 0,35b 0,00
Comprimento Pré-Anus (mm) 1,43 + 0,19b 1,28 + 0,092 1,43 + 0,16b 0,00
Area Saco Vitelino (mm?) 096+027%  064+012° 0,76 +0,23° 0,00
Area Gota Lipidica (mm?) 0,07+0,02°  0,06+0,00%  0,07+0,02° 0,00
Altura Massa Muscular (mm) 0,22 + 0]03b 0,20 + 0,022 0,23 + 0'03b 0,00
Altura Total Corpo (mm) 062+009°  055+009%  0,64+0,07° 0,00
Largura Membrana Corporal (mm)  039+007°  034+009% 041+ 0,06° 0,00
Larvas & Abertura de Boca- 3 DAE

Comprimento Total (mm) 314+022° 325+021®  315+0,22° 0,01
Comprimento Standard (mm) 2,99 + 0]22b 3,11+ 0,212 3,00 + 0’23b 0,00
Comprimento Pré-Anus (mm) 1,17 £ 0,08 1,19 £0,08 1,17 +£0,08 0,08
Altura Massa Muscular (mm) 0,25+0,018% 0,26+0,019%° 0,27 +0,020° 0,01
Altura Total Corpo (mm) 0,76 +0,09%  091+0,07° 0,83+0,09° 0,00
Largura Membrana Corporal (mm) 0,51 + 0,092 0,56 + 0,06° 0,57 +0,09° 0,00
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4.1.3.2- QOrganogénese

Figura 4.12- SeccGes longitudinais de 2 um usando metacrilato em diferentes 6rgdos e tecidos
de larvas de Argyrosomus regius. (a,b)- Larva a eclosdo (0 DAE), ampliacdo de 10x;
(c)- Larva a abertura de boca (3 DAE)- Cabeca, ampliagdo de 10x; (d)- Larva a abertura
de boca (3 DAE)- Trato digestivo, ampliagdo de 10x; (e)- Olho da larva aos 3 DAE,
ampliacdo de 40x. ar- arcos branquiais; cg- camada de células ganglionares; ef-es6fago;
en- encéfalo; ev- envelope vitelino; f- figado; gl- gota lipidica; i- instestino; I-lente; m-
musculo, n- notocorda; ne- camada nuclear externa; ni- camada nuclear interna; o- olho;
p- pancreas; pi- camada plexiforme interna; pe- camada plexiforme externa; pg- epitélio
do pigmento; r-rim; sv- saco vitelino; td- trato digestivo.

A figura 4.12 mostra cortes histoldgicos de larvas de Argyrosomus regius a eclosdo
e a abertura de boca, sujeitos a diferentes niveis de pH, sendo que entre as larvas
estudadas ndo se verificaram diferencas morfoldgicas entre os tratamentos e as posturas.
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Aos 0 DAE, o trato digestivo aparece como um tubo fechado localizado dorsalmente
ao saco vitelino. O epitélio é composto por uma camada Unica de células cuboidais e
colunares simples. O saco vitelino apresenta-se homogéneo acidofilo com uma gota
lipidica localizada na parte posterior do saco, rodeado por um envelope vitelino.

A eclos#o, a boca e o anus estdo fechados, enquanto os olhos néo estdo pigmentados
e a cornea ndo estd formada, sendo uma estrutura rudimentar (figura 4.12.a).

Aos 3 DAE, ocorreu o primeiro evento de diferenciacdo com a abertura da boca e do
anus, o que foi seguido por diversas diferenciacbes importantes do trato digestivo
(figura 4.12. d). Nesta fase, a cavidade bucal esta coberta por uma camada Unica de
células epiteliais, e a segmentacdo intestinal apresenta uma constri¢do intestinal que
separa o intestino anterior e posterior. Aos 3 DAE, é possivel observar microvilosidades
intestinais e 0s primeiros vacuolos que aparecem na parte posterior do intestino. Ainda
se observa restos do saco vitelino e da gota lipidica, sendo esta Gltima estrutura, a tltima
a ser absorvida. O pancreas e o figado foram diferenciados aos 3 DAE, sendo a segunda
estrutura ligada ao intestino médio e aumentando progressivamente o seu tamanho a
volta do intestino anterior. O figado desenvolveu-se rapidamente, formando células
hepaticas, localizado inicialmente entre o saco vitelino e o intestino anterior. Nesta
espécie € possivel observar uma grande quantidade de musculo acima da cavidade
abdominal, apresentando uma camada de fibras musculares.

No que respeita ao olho, é uma estrutura semelhante entre as trés espécies em
estudo, apresentando sete camadas bem diferenciadas (figura 4.12.€). O olho tem a lente
que é formada por camadas concéntricas hialinas, e a cornea € formada por um epitélio

com funcéo protetora quando em contacto com o meio externo.
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4.2- Analise Interespecifica

No grafico da figura 4.13, é possivel observar que as razbes ASV/CS? foram
inferiores a 1, como tal indica que as larvas de linguado apresentam areas de sacos
vitelinos maiores, mas sé&o mais curtas (0,17 £ 0,04 mm), enquanto as larvas de sargo
apresentam areas de sacos vitelinos menores, mas em contrapartida sdo mais compridas
(0,06 = 0,02 mm), sendo as larvas de corvina as que tem valores intermédios (0,13 £
0,04 mm). Pode-se comprovar estes resultados das medidas do saco vitelino e do
comprimento standard, através das tabelas VI, VIII e X, sendo respetivamente, Solea

senegalensis, Diplodus sargus e Argyrosomus regius.
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Razédo ASV/ CS2 (mm?)
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Solea senegalensis Diplodus sargus Argyrosomus regius
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o

Figura 4.13 — Razéo entre a area do saco vitelino (ASV) e o comprimento standard (CS?) (mm?)
a eclosdo (0 DAE) das trés espécies em estudo. Os valores correspondem a média +
desvio padréo.

Para a ecloséo, e com o objetivo de averiguar a relacdo existente entre as diferentes
variaveis morfométricas com as trés espécies em estudo sujeitas a diferentes niveis de
pH (pH 8,0; pH 7,8; pH 7,6), procedeu-se a realizacdo de uma analise de componentes
principais (ACP) para as espécies associadas a cada tratamento.

Os resultados alcancados permitem observar que as variaveis morfométricas (CS,
CT, LMC, ATC, AMM) apresentaram entre si uma correlacdo forte positiva (angulo
formado pelos vetores € inferior a 90°C), tal como acontece com a ASV e 0 CPreA
(figura 4.14). Em contrapartida, a ASV apresenta uma correlacdo inversa (angulo
formado pelos vetores € superior a 90°C) com as restantes variaveis morfométricas (CT,
CS, LMC, ATC), a excecdo da AMM cuja relagéo ¢ praticamente nula (angulo formado
pelos vetores € muito proximo de 90°C).

O eixo 1 (PC1) explica 74,3% da variabilidade total dos dados e o eixo 2 (PC2)

explica 23,3% da variabilidade dos dados.
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Os individuos associados as amostras espécie-tratamento Ar8,0 e Ar7,6 sdo
caracterizados por altos valores de CPreA, em oposicdo a Ar7,8. O sargo nos diferentes
tratamentos (Ds8,0; Ds7,8; Ds7,6) caracteriza-se por apresentar valores mais elevados
de CT, CS, LMC, ATC (e com menos preponderancia de AMM), ao contrario do
linguado nos diferentes tratamentos (Ss8,0; Ss7,8; Ss7,6), cujo padrdo é totalmente
oposto. O linguado nos diferentes tratamentos (Ss8,0; Ss7,8; Ss7,6) e a corvina nos
tratamentos pH 8,0 e pH 7,6 apresentam valores mais elevados da ASV, em oposicdo ao

sargo nos diferentes tratamentos (Ds8,0; Ds7,8; Ds7,6).
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a‘ ASV
o~
@]
-9
Ar7¥
AM]
ATCa T
——
or
ot
<
-1.5 1.0

Figura 4.14- Diagrama da Analise de Componentes Principais (ACP) para a eclosdo das
diferentes espécies em estudo com os respetivos tratamentos referentes as variaveis
morfométricas. Cada vetor representa uma variavel morfométrica (CS- Comprimento
Standard; CT- Comprimento Total; CPreA-Comprimento Pré-Anus; ASV-Area do Saco
Vitelino; ATC- Altura Total do Corpo; AMM- Altura da Massa Muscular; LMC-
Largura da Membrana Corporal) e cada ponto representa as espécies em estudo (Ss-
Solea senegalensis; Ds- Diplodus sargus; Ar-Argyrosomus regius) sujeitas a diferentes
niveis de pH (pH 8,0; pH 7,8; pH 7,6).

De acordo com a anélise similar, mas para a abertura de boca, os resultados obtidos
(figura 4.15), permitem verificar que as variaveis morfométricas (CS e CT) e (LMC,
ATC, CPreA) apresentaram uma forte correlagdo positiva entre si. Em contrapartida, a
AMM apresenta uma correlagdo inversa com as variaveis morfométricas CT, CS e
CPreA. Adicionalmente, AMM apresenta uma relacdo praticamente nula com os

valores obtidos na medida da ATC e LMC (sendo esta menos acentuada).
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O eixo 1 (PC1) explica 48,7% da variabilidade total dos dados e o0 eixo 2 (PC2)

explica 46,8% da variabilidade dos dados.

A corvina nos diferentes tratamentos (Ar8,0; Ar7,8; Ar7,6) é caracterizada por

valores AMM mais elevados, e valores mais baixos CS e CT. O linguado nos diferentes

tratamentos (Ss8,0; Ss7,8; Ss7,6) apresenta valores mais elevados de CPreA, LMC,

ATC, ao contrério do sargo nos diferentes tratamentos (Ds8,0; Ds7,8; Ds7,6).

Adicionalmente, é possivel observar que o padrdo associado ao sargo se caracteriza por

valores mais elevados de CS e CT, em oposi¢édo a corvina nos diferentes tratamentos.
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Figura 4.15- Diagrama da Analise de Componentes Principais (ACP) para a abertura de boca
das diferentes espécies em estudo com os respetivos tratamentos referentes as variaveis
morfométricas. Cada vetor representa uma variavel morfométrica (CS- Comprimento
Standard; CT- Comprimento Total; CPreA-Comprimento Pré-Anus; ATC- Altura Total
do Corpo; AMM- Altura da Massa Muscular; LMC- Largura da Membrana Corporal) e
cada ponto representa as espécies em estudo (Ss- Solea senegalensis; Ds- Diplodus
sargus; Ar-Argyrosomus regius) sujeitas a diferentes niveis de pH (pH 8,0; pH 7,8; pH

7,6).
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5. Discussao

Um conjunto emergente de evidéncias sugere que no futuro o impacto da
acidificacdo dos oceanos nos organismos marinhos sera mais variavel do que se pensa,
gerando espécies resistentes ou vulneraveis a AO (Doney et al., 2009). Enquanto a
maioria dos estudos se concentram sobre o efeito do aumento da pCO> em
calcificadores marinhos (por exemplo Fabry et al., 2008; Wood et al., 2008; Gooding et
al., 2009), poucos estudos examinaram 0s impactos sobre o0s organismos nao-
calcificadores, como os peixes (Ishimatsu et al., 2008; Melzner et al., 2009; Gutowska
et al., 2010). E amplamente reconhecido que as fases de inicio de vida sdo as mais
sensiveis a acidificacdo dos oceanos (Raven et al,. 2005; Portner & Farrell, 2008), no
entanto, a informacdo sobre o efeito de hipercapnia nos estagios iniciais de vida dos
peixes é bastante limitada (Kikkawa et al., 2003; Checkley et al., 2009; Munday et al.,
2009, 2011). Estudos recentes sugerem que 0s organismos marinhos podem adaptar-se a
alteracbes nos niveis de pH e as mudancas climaticas em geral (Melzner et al., 2009;
Pistevos et al., 2011). No entanto, a resposta dos organismos expostos a elevados
valores de pCO: pode variar entre espécies, e mesmo entre populacbes da mesma

espécie (Parker et al., 2011).

A fim de prever as consequéncias no ecossistema com a acidificacdo dos oceanos, é
fundamental avaliar os potenciais efeitos dos elevados niveis de CO2 em relacdo a
outras influéncias naturais e antropogénicas, e considerar o potencial das espécies para
se aclimatarem ou se adaptarem as mudancas das condi¢cGes ambientais (Hurst et al.,
2013). Como tal, este trabalho contribui para uma melhor compreensdo dos efeitos do
aumento da pCO2 no desenvolvimento embrionario e recém-larvar de trés espécies de

peixes marinhos com ovos peléagicos.

Estudos anteriores verificaram que o didmetro médio dos ovos de espécies da ordem
Pleuronectiforme e da familia Sparidae varia entre 0,70 e 1,38 mm (Ahlstrom et al.,
1984) e entre 0,55 e 1,02mm (Firat et al., 2005), respetivamente, sendo 0S 0vos
esfeéricos, pelagicos e no caso dos sparideos apresentam uma Unica gota lipidica
(Faranda et al., 1985). No presente estudo verificou-se que os ovos de S. senegalensis e
D. sargus ndo apresentaram diferencas significativas quanto a sua morfologia e

diametro (0,98-1,01mm) quando sujeitos a diferentes tratamentos de pH.
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Segundo Hempel (1979), a tolerancia dos embrides as condicbes da agua depende da
fase de desenvolvimento, sendo 0os ovos mais resistentes a partir da fase de néurula, pois
0 embrido ja se encontra mais desenvolvido, possui mecanismos de defesa e uma menor
dependéncia do ambiente externo (Baumann et al., 2011). Neste trabalho, 0s ovos ja se
encontravam em fase de néurula quando foram sujeitos aos diferentes niveis de pH, pelo
que podemos assumir que este estudo se desenvolveu com os ovos na fase mais
resistente do seu desenvolvimento. Os resultados coincidem com os dados apresentados
por Franke & Clemmensen (2011), em que verificaram que os ovos de arenque (Clupea
harengus) séo tolerantes a niveis de pCO. até 4635 patm, superando as previsdes
futuras de 4300 patm (Thomsen et al. 2010). Num estudo realizado por Munday et al.
(2009) com peixes de recife de coral com ovos bentonicos (Amphiprion percula)
também ndo detetaram nenhum efeito adverso sobre a duracdo da fase embrionaria, na
sobrevivéncia dos embrides e no tamanho das larvas a eclosdo, em concentragdes de
pCO; até 1030 patm.

O aumento da pCO. no ambiente aumentara rapidamente a concentracdo de ides H*
dos fluidos extracelulares e intracelulares, diminuindo o seu pH. A acidose respiratoria
ird interferir com as vias metabolicas celulares, por isso prevé-se que a regulacdo acido-
base nos peixes é feita pelas células cloreto que fazem o transporte de ibes para as
branquias e sdo responsaveis pela regulacdo do pH (Michaelidis et al., 2007; Kreiss et
al., 2015). Nesta fase do desenvolvimento embrionério as células cloreto ja se
encontram desenvolvidas, podendo explicar a tolerancia melhorada observada para os

niveis de CO> durante a fase de embrido (Kikkawa et al., 2003).

Os resultados deste estudo quanto a embriogénese de Argyrosomus regius
demonstram que os ovos e a gota lipidica desta espécie sdo significativamente maiores
comparativamente com outras espécies de ovos pelagicos (Jug-Dujakovic et al., 1995;
Mihelakakis et al., 2001), mas seguem o0 mesmo padrdo ontogénico que as outras
especies em estudo (Diplodus sargus e Solea senegalensis). Em condic¢des de cultivo
(14° C), Watson (1982) observou didmetros médios de 0,85mm para Genyonemus
lineatus (familia Sciaenidae). No presente estudo, e em situagdo controlo, o didmetro
dos ovos de A. regius variou entre 1,29 e 1,30mm, mas ao contrario do que observou
para o linguado e o sargo, quando expostos a niveis elevados de CO2, 0s 0vos
apresentaram diametros maiores. Uma vez que a membrana dos ovos serve como uma

barreira de difusdo, a permeabilidade desta pode ter sido afetada pelos elevados niveis
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de CO2, aumentando o desenvolvimento dos ovos. Como nesta fase ja existem
mecanismos de excrec¢do desenvolvidos para lidar com os elevados valores de pCO2 no
fluido perivitelino (Franke & Clemmesen, 2011), e sendo a corvina um peixe de rapido
crescimento (Klimmogiani et al., 2013), parece que a acidificacdo acelera o processo de
embriogénese aumentando o desenvolvimento dos tecidos desta espécie.

Em condicgdes de cultivo a 18°C de temperatura, Pimentel et al. (2014) obtiveram
taxas de eclosao de 86,7% para condicdes controlo e 70% em condi¢des simulando as
previsdes de hipercapnia em Solea senegalensis, sendo estes resultados semelhantes aos
valores obtidos no presente trabalho. Num estudo com Gadus morhua (Frommel et al.,
2013) os autores obtiveram taxas de ecloséo de 82% para o tratamento controlo e entre
68-72% para condicdes de acidificacdo, verificando-se que estes dados sdo semelhantes

aos resultados obtidos com Diplodus sargus.

Embora alguns estudos tenham registado efeitos nocivos da acidificacdo dos oceanos
sobre o desenvolvimento larvar de peixes marinhos (Dixson et al. 2010; Munday et al.
2009, 2010), Frommel et al. (2013), demonstraram que a eclosdo das larvas de Gadus
morhua néo foi afetada significativamente pela acidificacdo, tendo obtido eclosdes com
sucesso. Ao contréario de larvas de peixes marinhos tropicais que tém uma taxa de
desenvolvimento muito rapido, o bacalhau do Atlantico, Gadus morhua habita em aguas
mais frias (temperadas a -15°C) apresentando um desenvolvimento mais lento
(Fishbase, 2015). As larvas de bacalhau eclodem com um tamanho de cerca de 4 mm,
com um saco vitelino altamente dindmico e muito grande tornando as larvas quase
imoveis.

As experiéncias realizadas neste estudo com larvas de peixes pelagicas decorreram a
temperaturas mais elevadas, promovendo um desenvolvimento mais rapido dos peixes,
associado a um consumo das reservas vitelinicas, as quais quase ndo existiam ao inicio
da primeira alimentacdo. Ndo se observaram diferencas comportamentais nesta fase

inicial de vida.

Neste estudo, para a espécie Argyrosomus regius obteve-se taxas de eclosdo de 63%
e 65% para o tratamento controlo e para o tratamento acidificado, respetivamente,
enquanto para o tratamento intermédio obteve-se 89% de eclosdo. Como 0s ovos desta
espécie apresentaram maiores dimensoes, talvez pela maior fragilidade da membrana

referido anteriormente, esta pode ter sido rompida devido aos elevados niveis de COg,
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aumentando o desenvolvimento e as taxas de eclosdo das larvas. Como o tratamento
intermédio ndo é tdo agressivo como o mais acidificado (pH 7,6) sugere-se que as larvas
combateram as alteracdes do meio, consumindo mais energia com a atividade das
enzimas no maximo (Bignami et al., 2013), enquanto no tratamento acidificado como €
um ambiente mais agressivo, a atividade das enzimas utilizadas no desenvolvimento
larvar estava inativa, inibindo-as de funcionar, acabando as larvas por ndo terem energia

suficiente para eclodirem no tratamento mais acido (Hurst et al., 2013).

Quanto as taxas de eclosdo reduzidas no controlo quando comparado com o
tratamento intermédio, supde-se que tenham ocorrido alteracdes da qualidade da &gua
ou luminosidade ou até mesmo alguns ovos que nao estavam nas melhores condigdes,
uma vez que se esperava que o tratamento controlo fosse aquele em que se deveria ter
obtido maiores taxas de eclosdo. Apesar de se verificar que a eclosdo foi mais baixa nos
tratamentos acidificados, estes resultados ndo foram significativos, sendo estes dados
consistentes com outras espécies com estagios de desenvolvimento semelhantes
(Melzner et al., 2009; Munday et al., 2009; Bignami et al., 2013).

Num estudo realizado por Hurst et al. (2013), o tempo de ecloséo foi ligeiramente
mais curto no tratamento de elevados niveis de CO2 do que nos outros tratamentos com
niveis mais baixos de CO., tendo sido este resultado também observado em Menidia
beryllina (Baumann et al., 2011). O mesmo se sucedeu, com as larvas das espécies em
estudo que comecaram a eclodir mais cedo no tratamento mais acidificado (pH 7,6),
sugerindo que o ambiente acidificado terd atuado sobre o corion facilitando o romper
das membranas pela larva, levando a uma eclosdo mais rapida (Franke & Clemmesen,
2011).

Ainda que se tenham observado diferencas significativas no comprimento total entre
os diferentes tratamentos, principalmente CT mais elevados no tratamento mais
acidificado, € possivel afirmar que as larvas das trés espécies em estudo apresentem
comprimentos do corpo semelhantes ao padrdo observado para cada especie
(Klimmogiani et al., 2013; Cerqueira et al., 2005; Coban et al., 2012). Estes resultados
foram semelhantes aos resultados de Hurst et al. (2013), em que houve uma tendéncia
(néo significativa) para larvas de Theragra chalcogramma serem maiores no tratamento
com niveis elevados de CO,. Como o0s peixes sofreram diversos mecanismos de

desenvolvimento desde a fase do ovo, onde ocorreu 0 rompimento do cérion por acdo
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da acidificacdo até a eclosdo, podem naturalmente ter-se adaptado ao aumento dos
niveis de CO2, sendo as larvas maiores no tratamento mais acidificado (Frommel et al.,
2014).

N&o se encontrou nenhuma evidéncia significativa dos efeitos dos elevados niveis de
CO2 na taxa de sobrevivéncia e no peso seco durante a historia de vida inicial das larvas
das espécies em estudo observando-se, no entanto, uma tendéncia para maior taxa de
sobrevivéncia e maior peso no tratamento mais acidificado (pH 7,6). Como o periodo
embrionario é uma fase de desenvolvimento muito importante para a sobrevivéncia das
larvas de peixe, num estudo com M. beryllina, observou-se que os ovos séo tolerantes a
condigdes de baixo pH ou altos niveis de CO2 (Baumann et al., 2011). Para testar esta
hipbtese estes autores realizaram uma experiéncia adicional, expondo ovos de M.
beryllina a condigdes controlo (400 patm; pH 8,0) e a condigdes com niveis elevados de
CO2 (1000 patm; pH 7,8), tendo observado que aos 5 DAE a sobrevivéncia foi menor
no grupo controlo, e significativamente maior no tratamento &cido, indicando que o

impacto principal do CO: ocorreu durante a fase de ovo.

Chambers et al. (2014) confirmaram a importancia da gota lipidica para o peso e
sobrevivéncia da larva em condicGes de jejum (até aos 3 DAE), pois esta estrutura
armazena lipidos. Com o armazenamento dos lipidos até ao consumo das reservas
vitelinas (3 DAE) verificou-se um aumento de peso, devido ao aumento do teor de
lipidos que se foi acumulando em torno do intestino desde a eclosdo até aos 3 DAE.

Recifes de coral e ambientes costeiros caracterizam-se por apresentarem grandes
flutuacGes naturais de pH, com mudancas de 0,1 unidades de pH ou mais, e algumas
zonas costeiras tropicais extremas variam de 0,9 unidades de pH (Hofmann et al.,
2011). No presente trabalho, as espécies de peixe habitam um ambiente costeiro,
podendo apresentar maior tolerancia a acidificacdo dos oceanos do que as espécies de
ambientes mais conservativos (Portner et al, 2004; Munday et al., 2008). Espécies como
Rachycentron canadum (Bignami et al., 2013), ou Coryphaena hippurus (Bignami et
al., 2014) que habitam em zonas costeiras tém provavelmente conduzido a evolugéo de
adaptacOes, que permitem a rapida aclimatacdo as condi¢bes ambientais. O bacalhau do
Atlantico, Gadus morhua, embora ndo tropical, € outra espécie que provavelmente
desenvolveu adaptacOes a elevada pCO2 encontrada no seu habitat natural (os fiordes) e,

consequentemente demonstra resisténcia a altos niveis de acidificagdo (Frommel et al.,
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2012). Além disso, os organismos com altas taxas metabdlicas requerem um controlo
fisiologico adequado de equilibrio acido-base interno, que pode corresponder a uma
tolerancia pré-adaptada de elevada pCO: e, assim, reduzida susceptibilidade ao futuro
da acidificacdo do oceano (Melzner et al., 2009). Com a AO ocorrendo a um ritmo mais
rdpido do que em qualquer momento nos Ultimos 300 milhGes anos (Honisch et al.,
2012), as espécies que ja& possuem essas adaptacbes podem continuar a prosperar,
enquanto as espécies menos desenvolvidas podem ser pouco sucedidas (Bignami et al.,
2013).

E importante referir que os niveis de sobrevivéncia em laboratorio podem néo
fornecer informac6es significativas sobre a sobrevivéncia na natureza, porque 0S
agentes habituais de mortalidade, como os predadores e outros fatores antropogénicos,

estédo ausentes (Munday et al,. 2009).

Quanto ao crescimento larvar foi mais baixo nos tratamentos mais acidificados,
verificando-se taxas de crescimento entre 11,5-12,2% e 3,8-3,9%, para o linguado e
para o sargo, respetivamente. Ao contrario de alguns estudos que tém demonstrado que
as larvas podem crescer mais em elevadas condi¢bes de CO. (Munday et al., 2009;
Hurst et al., 2013), muitas das respostas observadas neste estudo sdo semelhantes aos

estudos realizados com larvas de arenque (Clupea harengus) (Frommel et al., 2014) e

bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) (Frommel et al., 2012) em condi¢cbes de
acidificacdo idénticas. Mesmo que os embrides e larvas de peixes sejam capazes de
algum nivel de adaptagdo fisiologica ao aumento da pCO,, como a elevada
sobrevivéncia, este processo teria mais custos metabdlicos, reduzindo a energia para a
sintese dos tecidos, que consequentemente iria reduzir o crescimento (Baumann et al.,
2011).

Segundo Bignami et al. (2013) pressupde-se que a diminui¢cdo do crescimento
observado pode ser resultado da alteragdo da atividade de transportes de ides usados
para manter o equilibrio &cido-base, aumentando a exigéncia metabodlica. Estes
pequenos aumentos nas taxas metabdlicas podem resultar em efeitos a longo prazo
sobre o crescimento e reproducdo (Portner et al., 2004), com futuros impactos
ecologicos, afetando diretamente a eficiéncia de atividades celulares, podendo causar
efeitos nocivos sobre a fisiologia larvar, estagnando o crescimento. Além do rim, a

regulacdo 4cido-base nas larvas € conseguida através de ceélulas altamente
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especializadas, células cloreto ricas em mitocondrias, que estdo localizadas no saco
vitelino em embrides aos dois dias ap0s a fertilizacdo (Frommel et al., 2014), mudando
a sua distribuicdo sobre a superficie do corpo durante o desenvolvimento larval. Uma
diminuicdo na abundancia de células cloreto, distribuicdo e tamanho foi anteriormente
documentada como um mecanismo para lidar com o stress ionico (Kikkawa et al.,
2002).

Uma tendéncia para taxas de crescimento mais elevadas em larvas de Argyrosomus
regius expostas a elevados niveis de CO, também foram observadas em estudos com
bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) (Frommel et al., 2013) e peixe-palhaco
(Amphiprion percula) (Munday et al., 2009). Como as taxas de crescimento diferiram
entre espécies neste estudo, sugere-se que um conjunto de outros fatores podem afetar
os resultados das experiéncias especificamente com larvas de ovos pelagicos, como as
caracteristicas do ambiente (Hurst et al., 2013). Visto que a corvina é uma espécie com
uma ampla distribuicdo geogréafica com diferentes habitos de vida, aceitando uma ampla
gama de fatores ambientais (Klimogianni et al., 2013), esta espécie poderd possuir
alguma capacidade de ajustar um intervalo de flutuacdo de pH, tolerando melhor a
acidificacdo dos oceanos.

A expectativa de que as variaveis morfoldgicas nos individuos em cada idade de
amostragem (0 e 3 DAE) eram interdependentes ou correlacionadas foi confirmada pela
analise de componentes principais (ACP). Por conseguinte, através desta analise foi
possivel avaliar o padrdo de distribuicdo das variaveis morfométricas em funcéo da
espécie, do nivel de pH e da idade em que foram amostrados. Na ACP realizada para 0s
dois pontos de amostragem verificou-se que os tratamentos estavam agrupados entre as
espécies, a excecdo da corvina a eclosdo, sendo que o tratamento intermédio (pH 7,8)
estd distante dos restantes tratamentos, indicando a existéncia de dissimilitude entre
eles. Estes resultados vém comprovar a existéncia de diferencas significativas (tabela X)

para as diferentes variaveis morfométricas.

Poucos estudos sobre AO tém feito uma caracterizagdo multivariada do
desenvolvimento larvar, e até agora nenhum foi realizado em sparideos e cienideos. Até
ao momento, apenas Chambers et al. (2014) apresentaram uma caracterizacdo
multivariada com um pleuronectiforme Paralichthys dentatus, permitindo avaliar a

evolucdo do desenvolvimento larvar com os elevados niveis de CO,. Nas espécies
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Diplodus sargus e Solea senegalensis ndo se verificou dispersdo dos dados (pontos), a
eclosdo e a abertura de boca, sendo semelhante aos resultados obtidos num estudo com
Acanthochromis polyacanthus (Munday et al., 2011) em que ndo se observou nenhuma

variacdo significativa nos diferentes niveis de COa.

Na analise interespecifica, a eclosdo, podemos verificar que a espécie que apresentou
maior desenvolvimento morfoldgico foi a corvina, seguida pelo linguado e por fim o
sargo, pois as duas primeiras espécies apresentaram maiores medidas da area do saco
vitelino. Segundo Kikkawa et al. (2003) as larvas com sacos vitelinos maiores tem mais
tempo para se prepararem para uma alimentagdo exdgena e para 0 consumo das suas
reservas vitelinicas. Enquanto os sargos, apesar de apresentarem medidas morfométricas
de comprimento maiores, ttm menos reservas energéticas. Segundo Firat et al. (2005)
as reservas serdo consumidas mais rapidamente, comecando a alimentacdo exdgena
mais cedo sem sucesso, tornando-se esta espécie mais fragil. Esta relagdo entre tamanho
e reservas energéticas de larvas a eclosédo ja foi descrita em outros peixes marinhos por

Chambers et al. (1989), obtendo resultados semelhantes.

Bignami et al. (2013) observaram que larvas em condic¢des adversas, consumiam
mais energia por apresentarem a atividade das enzimas no maximo, aumentando a
exigéncia metabdlica. A observacdo de maiores gastos energéticos pode justificar a
dispersdo de dados associados a corvina no tratamento pH 7,8, a eclosdo, onde se
observou valores mais baixos nas diferentes variaveis morfométricas, podendo as larvas

estar a combater as alteracdes do meio.

Segundo Frommel et al. (2014), a energia necesséaria para uma eficaz regulacdo
acido-base cutdnea conduz a uma diminuicdo da energia disponivel para o
desenvolvimento das larvas. Os resultados obtidos por Frommel et al. (2014) podem
justificar a observacao de larvas menores e significativamente menos desenvolvidas no
tratamento intermédio do que no controlo e no tratamento mais acidificado (Kreiss et
al., 2015).

Em contrapartida, como o tratamento pH 7,6 ndo apresentou dispersdo de dados
quando comparado com o pH 8,0, sugere-se que a atividade das enzimas utilizadas no
desenvolvimento larvar foi afetada, provavelmente porque o meio € demasiado
agressivo, diminuindo a sua eficiéncia, acabando as larvas por morrerem de exposicoes

prolongadas a elevados niveis de CO. (Hurst et al., 2013). Estudos comparando o
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crescimento, o0 desenvolvimento, e a taxa metabolica do ourigo-do-mar
(Strongylocentrotus purpuratus) mostraram uma maior procura de energia para uma
eficaz regulacdo acido-base nos animais expostos a elevados niveis de CO2 em

comparagdo com o grupo controlo (Stumpp et al., 2011).

Quanto & ACP realizada a abertura de boca, observou-se que a espécie que
apresentou maior desenvolvimento morfoldgico foi o sargo, seguido do linguado e por
fim a corvina. Nesta fase, 0 sargo continua a ser a espécie com valores mais elevados de
comprimento, ao contrario da corvina que é a espécie com menor comprimento. Deste
modo, pode-se especular que o sargo a eclosdo armazenou energia suficiente para a
partir do 3° DAE, estar mais apto ao meio aquatico e pronto para a alimentacao
exogena, enquanto a corvina a eclosdo provavelmente gastou as suas reservas
energeéticas rapidamente ao combater as alteracGes do meio, acabando por estar mais
fragil ao 3° DAE, estagnando um pouco o seu crescimento. Resultados semelhantes
foram observados num estudo com arenque (Clupea harengus) realizado por Frommel
et al. (2014).

De acordo com a literatura, ja existem alguns estudos sobre a organogénese de
larvas pelagicas, nomeadamente de duas das espécies em estudo, Diplodus sargus
(Ortiz-Delgado et al., 2003) e Solea senegalensis (Ribeiro et al., 1999). Quanto a
corvina (Argyrosomus regius), Papadakis et al. (2013) descreveram a organogénese a
nivel do sistema digestivo, sendo este o segundo trabalho a descrever a organogénese

desta espécie.

A descricdo da organogénese de larvas de diversas espécies de peixes marinhos tem
sido alvo de varios trabalhos, sobretudo do sistema digestivo (Zambonino-Infante et al.,
2008; Rgnnestad et al., 2013). O desenvolvimento do sistema digestivo de larvas de
peixes marinhos segue um padrdo semelhante quer sejam peixes pelagicos (Micale et
al., 2008) ou peixes bentdnicos (Ribeiro et al., 1999). Neste estudo, a organogénese e a
funcdo dos 6rgdos das larvas das espécies em estudo € descrita em duas fases de
desenvolvimento, a eclosdo (0 DAE) e a abertura de boca (3 DAE, a 18°C). Em
nenhuma destas fases se verificaram diferencas significativas na organogénese com 0s
diferentes niveis de acidificacao, indicando por curtos periodos (72h) a acidificacdo nédo

influenciou a morfologia interna e externa.
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As larvas de S. senegalensis, D. sargus e A. regius seguiram um padrdo de
desenvolvimento do trato digestivo semelhante ao descrito anteriormente em condic¢oes
controlo em peixes planos (Ribeiro et al., 1999; Gisbert et al., 2004), sparideos
(Santamaria et al., 2004; Sarasquete et al., 1995), cienideos (Zaiss et al., 2006), bem
como em outros telésteos marinhos (O'Connell, 1981; Morrison, 1993), onde as
principais alteracbes morfologicas do sistema digestivo aconteceram durante os
primeiros dias de vida, entre a eclosdo e a abertura de boca (neste estudo 3 DAE, a

18°C), quando as larvas sdo exclusivamente dependentes das reservas enddgenas.

Em espécies de peixes com ovos e larvas pelagicas, a absorgéo do vitelo ocorre nos
primeiros dias de vida (Falk-Petersen, 2005), ao contrario do alabote do Atlantico
(Hippoglossus hippoglossus) que € um caso extremo, sendo cultivado a 5-6°C, a larva
absorve as reservas endogenas ao longo de 50 dias (Mangor-Jensen et al., 1998).
Durante a fase de alimentacdo enddgena e antes da abertura de boca, a aquisicdo de
nutrientes baseia-se exclusivamente das reservas do saco vitelino e da gota lipidica
assimiladas a camada vitelina (Diaz et al., 2002). A reabsorcdo das reservas enddgenas
ird permitir a larva desenvolver varios sistemas (locomotor, sensorial, digestivo, etc)
que lhe irdo permitir capturar, ingerir e digerir o alimento aquando da abertura da boca
(Rennestad et al., 2013).

Da mesma forma que a maioria dos peixes teledsteos, as larvas das espécies em
estudo apresentaram um sistema digestivo indiferenciado e rudimentar, com um tubo
indiferenciado linear, situado dorsalmente ao saco vitelino, com a boca e o anus
fechado, sendo estes eventos consistentes em descricBes feitas em outros peixes
teledsteos, como Paralabrax maculatofasciatus (Pefia et al., 2003), Solea solea
(Boulhic e Gabaudan, 1992), Solea senegalensis (Ribeiro et al., 1999), Sparus aurata
(Sarasquete et al., 1995), Dentex dentex (Santamaria et al., 2004), Diplodus sargus
(Ortiz-Delgado et al., 2003), Pagrus pagrus (Roo et al., 1999), Argyrosomus regius
(Papadakis et al., 2013).

O desenvolvimento do olho é um processo notavelmente rapido em espécies de
peixes teledsteos. A eclosdo, as principais camadas do olho podiam ser distinguidas,
mas os olhos ndo estavam pigmentados, nem funcionais até a primeira alimentacéo
exogena. Ao 3° dia de vida, foi possivel distinguir uma estrutura pigmentada com

diferentes camadas. Este fato é uma caracteristica tipica de espécies com
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desenvolvimento indireto. Por outro lado, espécies com desenvolvimento direto tém os
olhos ricamente pigmentados e funcionais antes de eclodir (Falk-Petersen, 2005). Por
exemplo algumas larvas marinhas como o arenque (Clupea harengus), a retina é
diferenciada, a eclosdo, mas na maioria dos peixes planos e sparideos o
desenvolvimento do olho é um pouco mais lento (McFarlane et al., 1991, Kvenseth et
al., 1996), aparecendo cépsulas Gticas redondas pouco desenvolvidas, com neuromastos
livres ao redor dos olhos, coincidindo com a incapacidade de nadar na horizontal,
estando limitada a nadar para cima e para baixo na coluna de 4gua (Dunaevskaya et al.,
2012). Nos dias subsequentes, as larvas ja conseguiam nadar mais ativamente, podendo
nadar horizontalmente por curtos periodos de tempo. Este comportamento foi associado
ao desenvolvimento de canais semicirculares, que permitem uma melhor visibilidade e
natacdo. Os neuromastos desempenham um papel importante no inicio da relacdo entre
as larvas e o ambiente, uma vez que o comportamento das larvas € alterado de acordo
com a disponibilidade de alimentag&o, tipo de presas, a luminosidade e o ambiente
(Padros et al., 2011). Estes resultados estdo de acordo com Fuiman et al. (2004), que
sugeriram que este desenvolvimento de uma matriz de neuromastos pode conferir maior
capacidade funcional as larvas, funcionalidade que pode ser aumentada durante o
desenvolvimento larvar através da proliferagdo de neuromastos sobre a superficie da
larva. Este rapido desenvolvimento do olho pode ser um indicador do crescimento das
larvas, permitindo a detecdo de movimentos minimos na agua, que pode ser utilizado

pelas larvas para detetar as presas (Pankhurst, 2007; Otsuka, 2003).

De acordo com Padrds et al. (2011), antes da alimentacdo exogena, as larvas
possuem um aparelho circulatério pouco desenvolvido e ndo tém respiracdo branquial.
Com o0 aumento do desenvolvimento larvar, o desenvolvimento do sistema
cardiovascular é regulado pelas necessidades sistémicas para o transporte de oxigénio,
diéxido de carbono e nutrientes, os quais sdo acionados por alteracbes morfoldgicas,

fisioldgicas, comportamentais e ecoldgicas, associadas a uma vida pelagica.

Em comparagdo com outros sistemas de oOrgdos, as branquias formam-se
relativamente tarde e vao substituindo gradualmente a pele, como o local onde ocorrem
a maioria das das trocas gasosas (Rombough, 2004). Assim, apds a eclosdo, a
osmorregulacéo ¢ realizada pelo tegumento que ainda é fino (Santamaria et al., 2004), e
por células de cloreto, que aparecem dispersas ao longo da epiderme, particularmente no

epitélio buco-faringeo, sendo estas células responsaveis pelo equilibrio de ides (Padros
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et al., 2011). Estes processos j& foram confirmados em estudos com outras espécies de
peixe, como Oreochromis mossambicus (Li et al., 1995) e Clupea harengus (Walles &
Tytler, 1996).

Ainda que & abertura de boca se tenham observado residuos do saco vitelino, as
larvas em estudo mostraram uma taxa muito elevada de consumo das reservas e um
desenvolvimento mais rapido que outras espécies, como gadideos que se desenvolvem
mais lentamente (a 4°C) (Gadus morhua) (Falk-Petersen, 2005; Frommel et al., 2013).
O alto consumo do saco vitelino esté relacionado com um elevado consumo de energia
em temperatura temperadas, devido as mudancas morfoldgicas (desenvolvimento de
estruturas 0sseas da cabeca) e fisioldgicas (capacidade natatoria, processos de captura,
ingestdo e digestdo das presas) que ocorrem durante as fases iniciais de
desenvolvimento, e a0 mesmo tempo confere vantagens que melhoram o desempenho e

a eficiéncia de crescimento em estagios larvares mais avancados (Geffen et al., 2007).

Aos 2 DAE, larvas de Dicologoglossa cuneata sdo capazes de se alimentar de forma
exogena, como outros Pleuronectiformes: Solea senegalensis (Ribeiro et al., 1999),
Solea solea (Boulhic e Gabaudan 1992), Paralichthys dentatus (Bisbal & Bengtson,
1995) e Scophthalmus rhombus (Hachero- Cruzado et al. 2009). As diferencas na
funcionalidade e diferenciacdo das regides do trato digestivo pode estar relacionado a
diversos fatores, como a posicdo taxonémica, tamanho do ovo, a temperatura da agua, e
estratégias de alimentacdo (Herrera et al., 2009). Como Dicologoglossa cuneata é uma
espécie de crescimento rapido e de pequeno porte, o sistema digestivo diferencia-se um
dia antes do que o normal em outros peixes teledsteos. Neste sentido, 0 processo pode
ser adiantado se a temperatura da &gua for mais elevada. Assim, a duracdo da fase

endotrodfica iria encurtar o inicio da alimentagdo exdgena.

A abertura da cavidade bucal e do anus é um dos desenvolvimentos mais
importantes do sistema digestivo, salientando a rapida preparacéo e transicdo das larvas
para a fase da alimentagcdo exdgena (Papadakis et al., 2013). A diferenciacdo do trato
digestivo comeca com a distin¢do histologica de quatro segmentos (isto €, cavidade
buco-faringea, es6fago, estdmago incipiente e intestino, dividido em intestino anterior e
posterior), que ocorrem antes da abertura da boca (Zambonino-Infante et al., 2008),
coincidindo com a primeira alimentacdo exogena. O trato digestivo dos teleosteos

marinhos, como 0 sargo, a corvina e o linguado, desenvolve-se a partir de um canal
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direto e indiferenciado a eclosdo para um sistema digestivo complexo e segmentado na
fase juvenil, o que garante processos de digestdo e absorcdo mais eficientes (Rgnnestad
et al., 2013). Embora a idade da primeira alimentacdo exdgena tenha variado com a
idade e com a temperatura a que as espécies foram cultivadas, resultados semelhantes
foram descritos para outras espécies, como pregado (Scophthalmus maximus) (Cousin &
Baudin-Laurencin, 1985), solha (Limanda ferruginea) (Baglole et al., 1997) e linguado

(Solea senegalensis) (Ribeiro et al., 1999).

A répida segmentacdo do intestino de peixes teledsteos ocorre durante a sobreposi¢do
da fase da alimentagdo exdgena, estando correlacionado com a abertura de boca (aos 3
DAE, a 18°C), como descrito em outros peixes (Elbal et al., 2004). O desenvolvimento
simultaneo das vilosidades intestinais, especialmente no intestino posterior, e com a
formacéo do estdbmago incipiente, aos 2-3 DAE, indica um aumento na capacidade de
absorcdo e sugere que o intestino posterior € mais ativo que os restantes segmentos, em
termos de absorcdo, durante os estagios iniciais de desenvolvimento (Ostaszewska,
2005). O estbmago incipiente distingue-se aos 2-3 DAE como um alargamento do trato
digestivo apds o es6fago, cujo desenvolvimento e funcionalidade 2 a 3 semanas apés a
abertura da boca e consoante a espécie (Regnnestad et al., 2013) estd relacionado
principalmente com a diferenciacdo das glandulas gastricas e com a otimizacdo da

digestdo mecanica e enzimatica de alimentos (Zambonino-Infante et al., 2008).

O figado e o pancreas desenvolveram-se enquanto a larva foi consumindo as reservas
enddgenas, estando estes 6rgdos funcionais a abertura de boca (Herrera et al., 2010). A
abertura de boca das espécies em questdo, observou-se a distin¢cdo do pancreas exocrino
e enddcrino funcionais, indicando que a larva ja tem a funcdo enzimatica a funcionar
(Ostaszewska, 2005). O pancreas exdcrino produz e segrega enzimas digestivas no
intestino, em que a quantidade de enzimas aumenta com o desenvolvimento da larva
(Zambonino-Infante & Cahu, 2001). Da mesma forma, o figado estava funcional a partir
dos 3 DAE, como relatado em outras espeécies, como Solea solea (Boulhic & Gabaudan,
1992) e Paralichthys dentatus (Bisbal & Bengston, 1995).

A principal variabilidade interespecifica encontrada na organogénese reside no
desenvolvimento da musculatura, em que se verificou que a corvina apresentou um
desenvolvimento do musculo mais rapido do que as outras espéecies em estudo. Uma vez

que as especies foram mantidas nas mesmas instalacdes, nas mesmas condicbes de
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temperatura e salinidade da agua. Esta diferenca pode ser atribuida a diferentes habitos
alimentares, sendo a corvina uma espécie carnivora (Mylonas et al., 2013) e também ao
seu rapido desenvolvimento como U. cirrosa (Papadakis et al., 2013) quando

comparado com outras espécies, como Sparus aurata (Elbal et al., 2004).

O crescimento muscular em larvas de peixe ocorrem tanto por hiperplasia (produgéo
de novas fibras musculares) como por hipertrofia (aumento no tamanho das fibras
musculares) (Pittman et al., 2013). A proliferacdo e diferenciacdo destas células leva a
formacgéo de novas fibras, que podem ser influenciadas pelo ambiente (temperatura),
pardmetros nutricionais (Valente et al., 2013), e por carateristicas fisiologicas, como
capacidade natatéria e captura de presas. Tais efeitos foram observados em muitos
teledsteos (Alani-Durante et al., 2006), como salméo (Salmo salar) (Albokhadaim et
al., 2007) e robalo (Dicentrarchus labrax) (Alani-Durante et al., 2006).
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6. Consideractes Finais

Este trabalho indica que as espécies peldgicas estudadas ndo estdo imunes ao
impacto da acidificacdo dos oceanos. No entanto, Diplodus sargus e Solea senegalensis
demonstraram substancialmente maior suscetibilidade a acidificacdo dos oceanos do
que Argyrososmus regius que estd presumivelmente melhor adaptada as variagdes das

condi¢des ambientais.

Neste estudo verificou-se que as larvas nascem com maiores dimensdes, mas com
menos reservas vitelinas, indicando que o periodo que podem estar sem se alimentar é
menor, 0 que podera levar a problemas de recrutamento. Ainda assim, os resultados
deste estudo, em combinacdo com a nossa compreensdo da capacidade fisiologica de
peixes marinhos (por exemplo, Ishimatsu et al., 2008; Melzner et al., 2009), sugerem
que o desenvolvimento dos estagios iniciais de vida de alguns peixes podem ndo ser
seriamente afetados pelas alteracdes das concentracdes de CO2 que estdo previstas para

ocorrer no oceano ao longo dos proximos 50 a 100 anos.

A organogénese das larvas pelagicas descrita neste trabalho pode ser util para
estabelecer as capacidades sistémicas funcionais e requisitos fisiologicos das larvas para
garantir o bem-estar ideal e crescimento sob condi¢des de acidificagdo a curto prazo.
Um breve resumo dos eventos envolvidos no desenvolvimento larval de peixes
teledsteos indica que os primeiros estagios larvares pelagicos sdo caracterizados por um
rapido desenvolvimento sensorial (visdo) e dos 6rgdos digestivos. Estes ultimos 6rgaos
sdo responsaveis pela alimentacdo, a digestdo e a utilizacdo das reservas enddgenas, a
fim de acelerar o crescimento das larvas e maximizar a sobrevivéncia. Como Youson
(1988) afirmou, o desenvolvimento larvar estd claramente correlacionado com
alteracdes morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais, incluindo alimentacdo e

digestdo.

Embora estes resultados oferecam uma perspetiva otimista para o futuro de espécies
de ovos peldgicos com a acidificagdo dos oceanos, a investigacdo sobre espécies

pelagicas continua a ser limitada.
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7. Perspetivas futuras

Atualmente, é impossivel generalizar os efeitos da AO em larvas de peixes,
provavelmente por causa da diversidade dos mecanismos de acdo sobre 0s processos de
desenvolvimento e estagios iniciais de vida. Se as espécies serdo capazes de se adaptar
as répidas mudancas climaticas ainda é incerto. No entanto, algumas espécies de peixes
sofrem elevada mortalidade devido a pesca, além de outros fatores ambientais, como
poluicdo, aquecimento global e hipoxia, que afetam o desenvolvimento larval. Portanto,
0s potenciais efeitos da acidificacdo dos oceanos devem ser adicionados a lista crescente
de perturbagdes antrdpicas que levam a um aumento da mortalidade nas fases iniciais de

vida, e devem ser incorporadas em futuros modelos de avaliacao.

S8o necessérios estudos em outros ambientes costeiros, incluindo ambientes
variaveis de pH (por exemplo, zonas de ressurgéncia, sistemas de ventilacdo de CO; e
areas estuarinas) para explorar se a exposicdo a um ambiente de pH mais variavel
confere potencial de adaptacdo. Sdo necessarios mais estudos fisioldgicos de forma a
entender como essas respostas individuais afetam o desenvolvimento de organismos
marinhos, que mais tarde poderdo ter consequéncia ecoldgicas nos ecossistemas
marinhos. Também € necessario prolongar o tempo de experiéncia de forma a avaliar
uma possivel aclimatacdo ou respostas adaptativas a exposicdo de ambientes

acidificados.

Trabalhos recentes sobre ostras e peixes de recife de coral tém demonstrado que a
sensibilidade dos estéagios iniciais de vida a niveis elevados de CO pode ser afectada
pelo ambiente parental. A exposicdo dos pais a niveis elevados de CO2 mostrou
moderar os efeitos negativos do CO sobre a descendéncia (Munday, 2014; Miller et al.,
2012), com diferencas especificas da populacdo. Portanto, sugere-se em futuros
trabalhos sujeitar os reprodutores a diferentes niveis de acidificacdo de modo a avaliar o
efeito dos baixos niveis de pH nas fases inicias de vida, como os ovos e as larvas, a

longo prazo, sendo estas fases mais vulneraveis as alteragdes climaticas.

Deve-se considerar também, os potenciais efeitos combinados de temperatura/
salinidade com o aumento da pCO, ambiental em estagios iniciais de vida. Tanto a
temperatura como os elevados niveis de CO2 reduzem a performance aerdbia dos peixes

(Portner et al., 2004; Pértner & Farrell, 2008), consequentemente, os seus efeitos podem
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interagir e ter impactos significativos no desempenho individual e na sustentabilidade

da populacéo.

Em relacdo aos peixes marinhos, a acidificacdo dos oceanos pode afetar processos de
calcificacdo, como a formacéo de esqueletos e otélitos (Checkley et al., 2009), devido
ao aumento da concentragdo do ifo carbonato (COs®) exigida pelos organismos
marinhos calcificados que sintetizam carbonato (CaCQOs3) e minerais, tais como a calcite
e aragonite. As Ultimas estruturas mencionadas sdo importantes na detecdo do som, na
orientacdo do corpo, na aceleracdo, na posi¢do dos otolitos no ouvido interno e do
movimento dos otdlitos sobre as células pilosas sensitivas (Checkley et al., 2009;
Réveillac et al., 2015; Simpson et al., 2014). Quaisquer mudancas no tamanho, forma
ou densidade de otdlitos poderéa ter sérias implicacdes para o desempenho ecoldgico e
aptiddo individual (Munday et al., 2009), diminuindo as suas probabilidades de
sobrevivéncia (Réveillac et al., 2015; Simpson et al., 2014). Os otolitos sdo compostos
de aragonite, que ira tornar-se menos abundante, pois 0 oceano tornar-se-4 mais acido, e
isso pode afetar o crescimento dos otolitos, tal como também pode influenciar o seu
acoplamento com o crescimento do esqueleto estrutural (Munday et al., 2011; Checkley
et al., 2009). Se os otolitos asseguram fungdes de audicdo e equilibrio bioldgico do
peixe, eles também sdo uma ferramenta essencial usada em biologia pesqueira de
reconstruir a historia de vida individual em termos de idade, crescimento, escolha de
habitats e evitar os predadores. Caso a acidificacdo afete negativamente o
desenvolvimento dos otolitos, ird prejudicar a sobrevivéncia dos peixes (Réveillac et al.,
2015; Checkley et al., 2009).

Atualmente, e na continuidade deste trabalho, estdo a ser processados os otélitos, de
forma a avaliar o efeito da acidificacdo dos oceanos em estruturas calcificadas nas

larvas de Solea senegalensis, Diplodus sargus e Argyrososmus regius
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ANEXOS

Anexo |- Protocolo de Histologia (Resina)
a) Fixacao

As dimensdes do material a ser fixado foi entre 1-3mm, para que o fixador
penetrasse de forma eficaz. As amostras foram fixadas durante 3 horas no fixador,
composto por paraformaldeido tamponado a 10%, glutaraldeido, tampdo cacodilato a
0,2M e &gua destilada. Apos este periodo, fizeram-se 3 lavagens, com um intervalo de 1
hora, com tampdo cacodilato a 0,1 M e por fim armazenaram-se as larvas em alcool a

70%, até posterior analise.

b) Desidratacdo
Utilizou-se uma gradacdo crescente de &lcoois. As fases de desidratacdo foram

realizadas a temperatura ambiente. Todas as alteracfes de alcool foram feitas com

cuidado para evitar a exposi¢do ao ar livre e minimizar a penetracao de ar nas amostras.

Assim, fez-se banhos de alcool, durante 2 horas com alcool a 85% e mais 2 horas

com alcool a 100%, em cada amostra.

c) Inclusdo

c. 1) Preparacéo das Solucbes

Durante o processo de inclusdo foram utilizadas duas solucdes (A e B) preparadas a
partir do Kit Technovit 7100 adquirido comercialmente.
o Solucéo A- Solucéo de Infiltracdo:

Dissolveu-se 1g do endurecedor | (1 pacote) em 100mL do liquido base Technovit e
agitou-se com um agitador magnético na hotte, até se dissolver completamente.
Envolveu-se a garrafa com folha de aluminio e armazenou-se a 4°C.

o Solucdo B- Solucdo de Polimerizacdo

Misturou-se 15 mL de solucdo de infiltragdo com 1 mL do endurecedor II, com a
ajuda de uma vareta de vidro. Esta solucgéo foi usada para a incluséo propriamente dita e
deve ser feita no momento de usar e colocada no gelo; caso contrério, polimeriza em

cerca de 10min.
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c.2) Pré-Infiltracdo
Apos as 4 horas de desidratacéo, e depois da solucdo de infiltracdo estar preparada,

retirou-se o0 alcool das amostras e colocou-se as amostras numa propor¢do de 1:1 de

alcool a 100% e solucao de infiltracdo, durante 2 horas.

c. 3)_Infiltracdo
Apbs 2horas, retirou-se a solucdo de pré-infiltracdo dos frascos, e embebeu-se as

amostras em solucdo de infiltracdo durante 20H.

c. 4) Polimerizacdo
Despejou-se um pouco da solucdo de polimerizacdo nos moldes da cuvette e incluiu-

se as amostras no interior da cuvette na posicdo desejada com o auxilio de agulhas.
Depois encheu-se os moldes com a solucdo de polimerizacao até acima e colocou-se um
pedaco de plastico transparente na superficie. Este procedimento serve para que a
polimerizacdo ocorra de forma homogénea em todo o bloco, pois se a superficie ficar
em contacto com o ar demora mais a polimerizar.

Deixou-se polimerizar a temperatura ambiente, durante 48 horas. Depois de

polimerizar, retirou-se os blocos da forma.

d) Seccionamento das amostras

Os blocos obtidos foram colados a suportes de madeira (4x 2,8x 0,5cm) com a cola
Historesin Mounting Media (LEICA).

Ligou-se o aparelho e o estabilizador de voltagem. Apertou-se o botdo TRIM e
ajustou-se a micragem para 2jum para trimar o bloco.

Colocou-se o bloco no suporte e ajustou-se a sua posi¢cdo com a ajuda dos botdes
laterais apds destrava-los, girando a trava em forma de L que fica em cima a esquerda.

Colocou-se a lamina e travou-se com a alavanca da direita no préprio suporte de
lamina. Verificou-se se o carrinho da lamina estava travado (botdo na frente do
aparelho) e confirmou-se a medida desejada para o corte (botdo preto a direita do
aparelho em cima). Seguidamente, os blocos de resina foram desbastados e cortados

num micrétomo Microm Leizt® HM340E, com uma espessura de 2 pm.
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e) Recolha dos Cortes

Os cortes obtidos a partir do microtomo foram transferidos para um banho-maria
circular, Electrothermal® a uma temperatura proxima dos 37°C, com o auxilio de pinca
e agulha, com o objetivo de esticar os cortes e melhorar a aderéncia a lamina de
microscopia. Nesta etapa, foram retiradas as dobras e evitadas as bolhas. Apds, a
distensdo, os cortes foram separados individualmente ou em grupos, conforme a
conveniéncia, utilizando laminas de vidro previamente limpas e secas.

As laminas foram secas a temperatura ambiente, durante 24 horas, até ao momento

da coloragéo.

f) Coloracdo Hematoxilina-Eosina

f. 1) Preparacdo das Solugbes

Para a Solugdo de Hematoxilina fez- 2 solugdes: Solucdo A e Solugdo B. Para a
solucdo A misturou-se 100 ml de alcool etilico (absoluto) com 2 g de hematoxilina. Para
a solucdo B, misturou-se 100 ml de &gua destilada, 100 ml de glicerol, 10 ml de acido
acetico e 3 g de sulfato alumino-potassico. Misturaram-se as duas solucBes (A+B),
sendo depois deixadas a reagir a luz solar directa durante algumas semanas (cerca de 3
meses). E no entanto possivel envelhecer artificialmente esta solucio através da adicdo
de 0.2 g de iodato de potassio por cada grama de hematoxilina na solucédo original. Os
prazos de validade do corante devem ser verificados, sendo utilizado um filtro sempre
que necessario.

Para a Solucdo de Eosina (1%) misturou-se 100 ml de agua destilada com 1 g de
eosina soltvel. Os prazos de validade do corante devem ser verificados, sendo utilizado

um filtro sempre que necessario.

f. 2) Procedimento para Coloracdo

Para a coloragédo dos cortes, mergulhou-se as ldminas com 0s respetivos cortes nas
solugdes e nos tempos indicados na tabela.

Tabela X1- Coloragdo de cortes de resina com Hematoxilina-Eosina

Lavagens Tempos
Solucdo Hematoxilina 7 min
Agua da Torneira 3 min
Agua 4cida (120 mM HCI) 5 seg
Agua da Torneira 1 min
Eosina 3 min
Agua da Torneira 5 min
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Por fim, secou-se a lamina numa estufa e deixou-se arrefecer.

g) Montagem Final da Lamina

Este processo consistiu em depositar uma gota de DPX (meio de montagem) sobre o
corte que estava aderido a lamina de vidro e cobri-lo com uma lamela. Nesta etapa
deve-se evitar as bolhas de ar que se forma na resina durante a colocacdo da lamela.
Finalmente a lamina foi catalogada. Apds a secagem das laminas (aproximadamente
24h) procedeu-se a andlise microscopica dos tecidos, tendo também sido tiradas

fotografias as mesmas.
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Anexo 11- Anélise descritiva (média + desvio-padrao, p-value) com os diferentes pardmetros avaliados nas espécies em estudo. As diferentes
letras indicam a existéncia de diferencas significativas entre tratamentos (p <0,05).

Solea senegalensis Diplodus sargus Argyrosomus regius
Variaveis pH 8,0 pH 7.8 pH 7,6 Tratamento pH 8,0 pH 7,8 pH 7,6 Tratamento pH 8,0 pH 7,8 pH 7,6 Tratamento

Média + Desvio-padrdo p-value Média + Desvio-padrdo p-value Média + Desvio-padrdo p-value
Taxa Ecloséo (%0) 83,00+1,41 76,00 + 0,00 76,00+283 = - 83,00 £ 9,89 78,00 £ 11,31 6500+141 - 63,00 + 12,73 89,00+12,72 6500+141 = @ -
Taxa Sobrevivéncia (%0) 74,00 £33,75 72,75+ 14,24 82,25+ 4,43 0,80 39,50 + 20,95 30,75+£21,73  38,75+20,81 0,81 44,50 + 13,82 38,75+£21,61 @ 44,75+27,90 0,91
Taxa Crescimento (%6) 132042297 11474233 12,21 +326% 0,00 543+280% = 390+288°  384+401° 0,01 6,37+467° | 1044+467% 511+3,73° 0,02
Diametro Ovos 12h (mm) 1,00 £0,03 1,01 £0,02 1,01 £0,03 0,33 0,98 £ 0,02 0,99 + 0,02 0,98 + 0,02 0,18 1,29 + 0,042 1,30 + 0’05*3 1,31 +0,04° 0,00

Diametro Ovos 24 (mm) = -=--=—-== | —meemeeem e e 0,98 £ 0,02 0,98 £ 0,02 0,99 £ 0,02 (00 T e It B
Peso Seco (ug) 51,47+12,01 56,53 +20,58 62,50 + 21,99 0,72 59,70 £ 12,08 64,00 £ 28,61 = 49,25+ 20,89 0,60 59,72 + 11,79 62,05+5,74 | 73,35%15,42 0,26
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