INSTITUTO
SUPERIOR B
AGRONOMIA

Universidade de Lisboa

Qualidade de posturas naturais de reprodutores F1 de
corvina (Argyrosomus regius): efeito da densidade de

cultivo no desenvolvimento larvar

Silvia Ribeiro Duarte

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em

Engenharia Zootécnica — Producéo Animal

Orientador: Doutor Fernando R. Alves Afonso
Coorientador: Doutora Florbela Maria B. Soares

Coorientador: Doutor Pedro Pousao Ferreira

Jari:

Presidente: Doutora Luisa Almeida Lima Falcdo e Cunha, Professora Associada com
agregacdao do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa

Doutor Paulo José de Lemos Branco, Bolseiro de PGs-Doutoramento do Instituto Superior de
Agronomia da Universidade de Lisboa

Licenciado Carlos Augusto de Sousa Reis, Professor Auxiliar Convidado Aposentado da
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa

Doutor Fernando Ribeiro Alves Afonso, Professor Auxiliar da Faculdade de Medicina

Veterinaria da Universidade de Lisboa

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

2016 U LISBOA



Agradecimentos

Ao Professor Doutor Fernando Afonso, da Faculdade de Medicina Veterinaria, por ter aceite a
orientacdo deste trabalho, pela constante disponibilidade e pelo apoio demonstrado durante o
decorrer deste estudo.

A Doutora Florbela Soares, da Estagédo Piloto de Piscicultura de OlhZo (EPPO), por ter aceite a co-
-orientacdo deste trabalho. Quero agradecer as suas palavras de motivacdo, a sua infinita paciéncia e

disponibilidade que sempre demonstrou ao longo deste percurso.

Ao Doutor Pedro Pouséo-Ferreira, responsavel pela Estagcédo de Piscicultura de Olhdo (EPPO), pela
oportunidade que me deu para a realizacdo deste trabalho, pela sua experiéncia e orientacdo durante
o decorrer dos ensaios.

A Margarida Gamboa da Estacg&o de Piscicultura de Olhdo (EPPO), pelos ensinamentos e pela ajuda
constante que me forneceu durante todo o ensaio. O seu conhecimento e experiéncia foram

essenciais no desenvolvimento deste trabalho.

A toda a equipa do IPIMAR pela forma como me receberam e integraram, pela cumplicidade,
simpatia, ajuda e apoio. O vosso espirito de equipa, sentido de humor e confraternizacao foram
essenciais para a realizacdo deste ensaio. Um especial agradecimento a Tania Lourenco e ao Marcio
Moreira, pela amizade e por tudo o que me ensinaram. A Ana Candeia Mendes, Sara Castanho,
Marisa Barata e Hugo Coutinho por se mostrarem sempre disponiveis para ajudar, ensinar e
aconselhar. A Doutora Laura Ribeiro pela boa disposicdo e & Doutora Maria Cunha pela simpatia.
Obrigada pelo bom ambiente.

A restante equipa, que garante o bom funcionamento da Estac&o de Piscicultura de Olh&o, agradego
pela forma como me receberam e por me fazerem sentir em casa.

A todos os professores do Instituto Superior de Agronomia e da Faculdade de Medicina Veterinaria

gue contribuiram para a minha formacéo académica e pessoal, ao longo de todos estes anos.

As minhas colegas e amigas Tania Ferreira e Rita Cruz, pela ajuda na realizacio deste trabalho, pela
paciéncia e motivacdo e por sempre acreditarem em mim. Ao Bruno Correia, a Mdnica Ferreira,
Helena Valdevino, Jessica Lopes, Maaike Smits, Isaura Cardoso, Filipa Duarte, Marta Silva, Ana
Ribeiro, Susana Andrade, Susana Ferreira e Lucia Carreira pelos bons tempos passados e pelo

contributo para o crescimento pessoal.

A Joana Silva, por me acompanhar desde sempre e pelo apoio incondicional. A Joana Lima, pelo
exemplo que é e por me fazer sempre querer ser uma pessoa melhor. A Susana Olivera e Vera

Coutinho por estarem sempre disponiveis para me ouvir e apoiar nos bons e maus momentos.



A Patricia Pinto um especial agradecimento, pelo incentivo e amizade ao longo destes anos. As
restantes colegas de trabalho, obrigada por todo o apoio.

Ao meu pai Paulo, a minha mée Berta e ao meu irm&o Bruno, por estarem sempre presentes. Sem
vocés a concretizagdo desta etapa n&o teria sido possivel. A restante familia, obrigada pela presenca
constante na minha vida.

Aos meus sogros José e Adelina e aos meus cunhados Rui e Helena, obrigada pela paciéncia e
apoio ao longo deste percurso.

Ao meu sobrinho David, para que saiba que a persisténcia é essencial e que nao devemos desistir
dos nossos objetivos.

Por fim, quero agradecer ao Angelo, por ser a pessoa mais importante na minha vida, por estar

sempre comigo e por me fazer lutar pelos meus objetivos.



Resumo

A corvina (Argyrosomus regius) € uma espécie promissora para a aquacultura, e de forma a aumentar
0 conhecimento, foi realizado um estudo sobre a qualidade das posturas de reprodutores F1 de

corvina e o efeito da densidade no desenvolvimento larvar.

Os reprodutores F1 com trés anos de idade foram recolhidos dos tanques de terra para o tanque de
reproducdo. Na primeira amostragem apresentaram um peso vivo médio de 1850 + 265 g (média +
desvio padrdo) (n=10) e na 2% amostragem um peso vivo médio de 2188 + 180 g e um comprimento
médio de 62 + 3 cm (n=7). De Maio a Junho obtiveram-se 6 posturas naturais, onde quatro das
posturas apresentaram uma taxa de eclosdo acima de 70%. Nas seis posturas, o diametro médio dos

ovos foi de 1mm e 71,4% dos ovos amostrados tinham apenas uma gota lipidica.

A partir da primeira postura realizou-se o ensaio larvar. Este consistiu em dois tratamentos (LD=19 e
CTRL=39 larvas.L™), em triplicado. No ensaio larvar, foi visivel a abertura de boca ao 2° dia apds a
eclosdo e a formacdo da bexiga-natatéria ao 3° dia apos a eclosdo. Quanto ao comprimento das
larvas nos tratamentos LD e CTRL, os valores estatisticos ndo apresentaram diferencas significativas,
0 que sugere que é mais eficiente fazer um cultivo larvar com maior densidade (39 Iarvas.L’l). No
entanto, os dados obtidos no ensaio sdo ainda insuficientes para otimizar de forma eficaz a producéo

larvar, pelo que é necesséria mais investigacdo nesta area.

Palavras-Chave: corvina, posturas naturais, reprodutores F1, cultivo larvar, densidade



Abstract

Meagre (Argyrosomus regius) is a promising species for aquaculture. However, more information is
needed to produce this species. Like that, work was developed to study the spawning quality of
meager breeders F1 and the density effect on larval development.

Meagre breeders F1, three years old, were collected from an outdoor tank to a breeding tank. The first
sampling exhibited an average live weight of 1850 + 265 g (n=10) and the second sampling exhibited
an average live weight of 2188 + 180 g and an average length of 62 + 3 cm (n=7). From May to June,
six natural spawning occurred, and four of them presented a hatching rate of more of 70%. In the six
spawning, the egg diameter average was 1mm and 71,4 % of the sampled eggs had only one lipid
droplet.

After the first spawning, the larval study was performed. Two treatments (LD=19 e CTRL=39 larvae /
L") were made in triplicate.

In the larval rearing, it was visible the mouth opening in the 2"° days after hatching and the formation
of swim bladder on the 3™ day after hatching. The statistical analysis didn't show significant
differences of the larvae length average in the treatments. It suggests that a higher density (CTRL =
39 larvae / L) is more efficient. However, more studies are needed to optimize efficiently larval

rearing.

Keywords: meagre, natural spawning, breeders F1, larval rearing, density.
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1. Introducéo

A aquacultura tem vindo a ganhar um vasto destaque no nosso dia-a-dia, seja pela falta de recursos
nos oceanos, cujo decréscimo de animais se acentua cada vez mais rapidamente, seja pela
gualidade e quantidade do peixe pescado vs. de aquacultura, passando pelas politicas de cada pais e
até mesmo como meio de subsisténcia para uma familia. Pode observar-se a sua importancia,
gquando em 2011 gerou um volume de producdo de 62 milhdes de toneladas (Mton), num total de
155,7 Mton de producdo pesqueira mundial, onde 84,3% dessa produgcdo pesqueira € para
alimentacdo e o restante é para a indUstria de transformacdo. Em 2012, a previsdo da producao
mundial pesqueira foi de 158 Mton (anexo 1), onde a aquacultura teve uma representagéo de 42,2 %
(66,6 Mton). O quadro 1 mostra, por ordem decrescente, 0s trés maiores paises no que diz respeito a

capturas, produtores de aquacultura, importadores e exportadores, em 2012 (FAO, 2014).

Quadro 1 - Representacdo dos trés maiores paises produtores de aquacultura, de pesca marinha,

importadores e exportadores de peixe e produtos de pesca (FAO, 2014).

Pesca Produtores de aquacultura Importadores Exportadores

China China Japéao China
Estados Unidos da
Indonésia india América Noruega
Estados Unidos da

América Vietname China Tailandia

Mundialmente, a populacdo continua a aumentar, sendo inevitdvel uma maior procura pelos produtos
de pesca e de aquacultura, para fazer face as suas necessidades. O equilibrio entre a procura e a
producdo depende das préaticas de aquacultura futuras (Naylor et al., 2000). Atualmente existe uma
tendéncia social para familias mais pequenas, originando uma procura especifica de produtos, como
por exemplo de pequenas porcdes (postas e filetes). Também o fato da crise ter levado ao
decréscimo de rendimentos nas familias, conduziu a criagdo de produtos mais baratos (Monfort,
2010). No entanto, existe também uma preocupacdo crescente com o contetdo nutricional dos
alimentos de que dispomos, ou seja, ha uma procura pelo melhor equilibrio nutricional numa dieta
gue melhore a salde e o bem-estar (FAO, 2012). O peixe é extremamente saudavel, sendo uma
importante fonte de proteina — 150 gramas (g) de peixe fornece 56-60% da proteina que um adulto
precisa diariamente (FAO, 2014).

No entanto, a aquacultura tem implicagdes no meio ambiente, ao nivel da poluicdo gerada com a
producdo. Deste modo, o principal objetivo é tornar as producgdes sustentaveis a longo prazo. Com a
sobre-exploragdo dos recursos marinhos, torna-se dificil encontrar animais selvagens. Assim uma das



solucbes poderia passar pelo aumento de producao da aquacultura, através da evolugdo tecnoldgica
e da facil expansao de producao de peixes, tentando ser o mais eficiente possivel (FAO,2014).

1.1 Aquacultura em Portugal

Geograficamente, Portugal tem uma extensa costa envolvida pelo oceano atlantico, com o6timas
condicBes para a atividade pesqueira e também propicia para a atividade aquicola. Esta proximidade
com o mar leva a um costume de consumo de pescado elevado e ajuda a criar muitos postos de

trabalho.

Na Fig. 1 observa-se que em Portugal o consumo de peixe per capita esta entre os 30 - 60

quilogramas (kg) / ano, exibindo-se como um dos maiores consumidores de pescado.

Fornecimento médio de peixe (em peso vivo equivalente)

(] 0-2 kg/ano I 10-20 kg/ano H > 60 kg/ano
[ 2-5 kg/ano I 20-30 kg/ano
5-10 kg/ano [ 30-60 kg/ano

Figura 1 - Consumo de peixe per capita entre 2008-2010 (adaptado: FAO, 2014)

Com estas evidéncias de mercado, seria de esperar que a aquacultura no pais crescesse e houvesse
um maior investimento na area. Mas, na Ultima década, esse nimero tem vindo a ser reduzido e a
aposta que deveria ser feita neste sector ndo é consumada, quer pela diminuicdo de recursos
marinhos, quer pela crise financeira. Assim, é de prever que, com este potencial aquicola, se tentem

desenvolver novas espécies com interesse comercial e melhorar as mais rentaveis para uma maior
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eficiéncia de producdo e aumento de qualidade, criando maior competitividade neste sector dentro do
pais e fora dele. Algumas dessas espécies sao o0 pregado (Scophthalmus maximus), salmédo do
atlantico (Salmo salar), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), robalo (Dicentrarchus labrax), dourada
(Sparus aurata) e a corvina (Argyrosomus regius) (FAO, 2012).

1.2 A importancia da corvina na Aquacultura

A aquacultura tem-se baseado muito na producéo de determinadas espécies, tais como a dourada e
o robalo. Com a necessidade de diversificar a producéo, a corvina aparece como um bom candidato a
aquacultura na regido do Mediterraneo, tendo ficado classificada em 8° num total de 27 espécies,
guando avaliadas sob os critérios de producéo, transformacao, distribuicdo e consumo (Chatzifotis et
al., 2010; Quéméner et al., 2002).

A producdo de corvina ainda é recente, ndo estando ao mesmo nivel de conhecimentos sobre a
criagdo, como ocorre noutras espécies (exemplo: dourada, robalo). Isto leva a um maior interesse
sobre a sua producgédo, pois ainda esta longe de ter atingindo todo o seu potencial (Suquet et al.,
2009; Martinez-Llorens et al., 2011). No entanto, como a corvina demonstra adaptar-se aos métodos
de producdo de outras espécies, pode considerar-se possivel um aumento de producdo (Suquet et
al., 2009).

A corvina é eleita pelos produtores devido a textura e sabor da carne e ao rapido crescimento (Suquet
et al., 2009; Schiavone, 2012). Também apresenta altos teores proteicos e baixos teores lipidicos e a
guantidade de lipidos que existem séo de 6tima qualidade, devido ao elevado teor em &cidos gordos
polinsaturados (Monfort, 2010). Devido a uma baixa adiposidade, evidencia um bom potencial
nutritivo e um favoravel valor de mercado (Suquet et al., 2009; Chatzifotis et al., 2010). A sua forma
atrativa e facilidade de processamento, com vista a diferentes produtos finais (filetes, posta, fumado),
permite retirar maior proveito da sua producéo (Monfort, 2010). Seguidamente, no mercado, desfruta
de uma longa vida de prateleira (Monfort, 2010; Schiavone, 2012), mais especificamente, o fiambre
de corvina dura até 13 dias em refrigeracdo (Patriarca et al., 2015).



1.3 Corvina (Argyrosomus regius)

A espécie Argyrosomus regius (Asso, 1801) (Fig. 2), de nome vulgar corvina, tem a seguinte

classificacdo (Quadro 2).

Figura 2 - Argyrosomus regius.

Quadro 2 - Classificacdo taxondmica (Whitehead et al., 1984/1986; Cardenas, 2010).

Classificacao

Reino Animalia
Filo Cordata
Ordem Perciformes
Familia Sciaenidae
Género Argyrosomus

A. regius
Espécie

A corvina pertence a familia Sciaenidae, que é composta por peixes sonoros / roncadores (Lagardere
e Mariani, 2006). A emissdo de sons, semelhante a um “grunhido”, é realizada através da vibracao
dos musculos abdominais sobre a parede da bexiga-natatéria (Quéméner, 2002; Monfort, 2010). E
um peixe teledsteo (Gonzalez-Quirds et al., 2011) que pode atingir até 2 metros (m) de comprimento
e entre 50 — 100 kg de peso (Quéméner, 2002; Monfort, 2010; Castaldo, 2012) e chegar a uma idade
méxima de 42 anos (Morales-Nin et al., 2012). Caracteriza-se pela sua grande cabeca e corpo
alongado e por ter uma coloragdo cinzenta escura, com tons bronze lateralmente e sombras
prateadas na zona ventral (Castaldo, 2012; Quéméner, 2002). A cor da cavidade bucal é um
parametro da frescura da corvina, que apos a captura passa de alaranjada para acastanhada e mais
tarde para cinzenta (Ribeiro, 2011).

A corvina é uma espécie euritérmica (Cardenas, 2010) que resiste bem a variagbes de temperatura,

de salinidade, entre outros, tanto que quando 0s seus reprodutores selvagens sao capturados
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adaptam-se bem ao cativeiro (Suquet et al., 2009; Chatzifotis et al., 2010) continuando o seu
desenvolvimento até completar o estado de maturacéo, sendo posteriormente aplicados protocolos
de inducdo, que irdo permitir a desova (Duncan et al., 2008; Cardenas, 2010). Ainda que mostre boa
adaptabilidade, o maneio continua a carecer de cuidados, pois as escamas, os olhos e a cauda
podem ficar danificados. Mostra também ser resistente a doencas bacterianas, apesar de terem
existido casos de parasitismo (com Amylodinium sp.) — através do controlo de densidade e da
gualidade da agua consegue-se fazer uma boa prevencao de doencas (Monfort, 2010).

A distribuicdo geografica da corvina estende-se pelo mar mediterraneo (Chatzifotis et al., 2010;
Morales-Nin et al., 2012) e pela Mauritania até a Noruega. A corvina selvagem € muito comum em
Portugal, Espanha e Franca (Monfort, 2010). A época de reproducdo da-se desde Abril até Junho,
altura em que os reprodutores que estdo no mar mediterrdneo ou oceano atlantico comecam a dirigir-

-se para estudrios e lagoas costeiras, para que ocorra a reproducéo e posterior desova (FAO, 2005).

1.3.1 Reproducéo

O sucesso da reproducdo € um dos aspetos mais importantes na aquacultura. Um dos fatores
limitantes desse sucesso é a qualidade dos gametas dos reprodutores (Bobe e Labbé, 2010). Através
de estudos de fertilidade (quer em humanos quer em animais domésticos) sabe-se que 0s tragos
genéticos dos pais influenciam a fecundidade e a qualidade embrionéria (Kjgrsvik et al., 2003). Em
cativeiro, na formacdo do grupo de reprodutores, € necessario garantir a variabilidade genética
(Duncan et al., 2013) por forma a conseguir boas caracteristicas de crescimento, qualidade da carne
e resisténcia a doencas. Deve evitar-se a consanguinidade, devido ao risco de aumento de defeitos
genéticos (Andrades et al., 1996).

A maturacdo sexual varia com a espécie, com a presenca do sexo oposto, a idade, o tamanho do
peixe, a alimentacdo, a temperatura e o fotoperiodo (Moreira et al., 2001). Na corvina, a maturidade
sexual inicia-se quando atinge um tamanho entre 70 a 110 centimetros (cm) (de comprimento total)
(Gonzalez-Quirds et al., 2011), um peso superior a 8 kg de peso vivo (Duncan et al., 2008) e a idade
de 2 a 3 anos (Castaldo, 2012).

O ciclo reprodutivo é influenciado pelos estimulos ambientais. Estes sdo captados por recetores
sensoriais, que enviam sinais ao cérebro — hipotdlamo — havendo assim a libertacdo de hormonas
gue vao atuar nas génadas, a hormona foliculo estimulante (FSH) e a hormona luteinizante (LH). Por
sua vez, as gbnadas comecam a produzir hormonas sexuais, responsaveis pela produgdo dos
gametas. Assim, quando os gametas séo viaveis, pode dizer-se que o peixe estd maduro (Moreira et
al., 2001). Este desenvolvimento das génadas, durante o ciclo reprodutivo, ndo acontece sempre ao
mesmo tempo para todos os animais, pois existe muita variabilidade quer entre individuos quer no
proprio animal, dando origem a diferentes estddios em alturas distintas (Gil et al., 2013). Mesmo
recorrendo a inducdo hormonal, podem verificar-se variacdes na taxa de eclosdo, pois quando
aplicados os mesmos protocolos a varias fémeas, estas podem estar em diferentes estados da
oogeénese, dificultando assim o efeito da estimulacdo hormonal a que sdo sujeitas (Bobe e Labbé,
2010).



1.3.1.1 Sistema reprodutor dos peixes: macho e fémea

O desenvolvimento das goénadas, tal como o comportamento de acasalamento dos peixes, é
influenciado pelas hormonas estradiol e testosterona. Nas fémeas o estradiol € produzido através da
estimulagdo dos odcitos, pelas hormonas FSH e a LH enquanto nos machos a testosterona é
secretada pelas células de leydig (Moreira et al., 2001). Nos peixes teledsteos, a puberdade inicia-se
apo6s a diferenciacdo sexual, nomeadamente ap0s a espermatogénese nos machos e a oogénese
nas fémeas (Okuzawa, 2002). A identificacdo do género dos animais realiza-se através da execucao
de presséo ventral no sentido da cauda. Quando sdo machos, o esperma (de cor leitosa) flui, se for
fémea pode haver ou ndo libertacédo de odcitos (Mylonas et al., 2013b).

No sistema reprodutor masculino, os testiculos encontram-se sob a bexiga gasosa, havendo
variagc6es no peso e tamanho consoante o estado de maturacéo (Moreira et al., 2001). No interior dos
testiculos, no epididimo, existem os tlbulos seminiferos onde ocorre a espermatogénese — producao
e amadurecimento dos espermatozéides (ez), até serem ejaculados (Moreira et al., 2001).

O processo de formacdo de espermatozoides baseia-se em trés fases importantes. Numa etapa
inicial as células germinativas — espermatogonias — vdo dar origem aos espermatécitos primarios
(ep), através do processo de mitose. Numa segunda fase os espermatécitos primarios evoluem para
espermatécitos secundérios (es), através da meiose. Passando de novo pelo processo de meiose,
irdo formar os espermatideos. Por fim, ocorre a espermiogénese — processo de diferenciacdo, onde
0s espermatideos se transformam em espermatozéides (imaturos) (Schulz e Miura, 2002, Costa,
2004; Paiva, 2010). Para que os espermatozoéides possam ser viaveis ainda necessitam de passar
pelo procedimento de maturacédo e capacitacdo, que consiste no ganho de motilidade e capacidade
de fertilizacdo, através da sua passagem das células de sertoli para tabulos seminiferos e pelo ducto
eferente (Schulz e Miura, 2002; Paiva, 2010).

A qualidade do esperma define-se pela capacidade de sucesso de fertilizagdo do ovo e o seu
posterior desenvolvimento num embriZo (Bobe e Labbé, 2010). E de ressalvar que a mobilidade do
esperma e a qualidade da membrana plasmética também séo parametros importantes a avaliar (Bobe
e Labbé, 2010). No robalo, a dieta alimentar ndo afeta a motilidade do esperma e a fertilizagdo, mas
afeta a sobrevivéncia embrionaria e larvar, indicando um potencial efeito a longo prazo na qualidade
do esperma (Bobe e Labbé, 2010).

Em espécies de reproducdo anual, tal como a truta, na época de reproducdo, a producdo de
espermatozéides comeca mais cedo e acaba mais tarde que a producdo de ovos (Bobe e Labbé,
2010). Alguns estudos mostram uma producdo de esperma baixa tanto no inicio como no fim da
época, contrastando com uma producdo constante de esperma a meio da época (Bobe e Labbé,
2010).

No sistema reprodutor feminino os ovérios situam-se longitudinalmente sob a bexiga-natatoria,
variando o tamanho e peso, conforme a maturidade e idade do peixe (Moreira et al., 2001).

No ovério ocorre a formacdo das oogolnias que se irdo desenvolver em od6citos (envoltos numa

pelicula acelular) e posteriormente em 6vulos (Blazer, 2002). A pelicula acelular, que é formada por
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proteinas produzidas no figado (Grier et al., 2009), como resposta ao estrogénio, é importante na
fertilizacdo e no desenvolvimento do embrido, pois ajuda a protegé-lo (Brooks et al., 1997). Os évulos
sdo constituidos pelas membranas coridnica e vitelina, onde se encontram o nlcleo e o vitelo
(Moreira et al., 2001). Uma vez que a fecundacao € externa, o embrido vai depender do vitelo para
sobreviver (Moreira et al., 2001).

No peixe teledsteo, 0 ovo é o produto final que resulta do crescimento e desenvolvimento do odécito
(processo que pode levar um ano), que decorre no ovario (Brooks et al., 1997, Bobe e Labbé, 2010).
A vitelogénese - processo de crescimento dos odcitos - exige do organismo materno um esforgco
metabolico importante (Jalabert, 2005), havendo absorcao de produtos nutritivos e armazenados, que
sdo depois usados no desenvolvimento do embrido — embriogénese (Fig. 3) (Lubzens et al., 2010).

A oogénese pode ser descrita por seis fases: (1) formacao das células germinativas primordiais, (2)
transformacdo em oogonias (diferenciacdo sexual), (3) transformacdo em odcitos, (4) vitelogénese,
(5) maturacéo e (6) ovulacédo (Patifio e Sullivan, 2002; Brooks et al.,1997). Durante a oogénese, as
fémeas conseguem decidir a quantidade de odcitos que se irdo desenvolver, equilibrando a
fecundidade com a qualidade do ovo (Schreck et al., 2001). O potencial de fecundidade nas corvinas
aumenta com o tamanho, o peso e a idade (Jalabert, 2005; Gil et al., 2013), admitindo que peixes
acima de 8 kg apresentam melhor fecundidade (Duncan et al., 2013).

De acordo com os seguintes autores (quadro 3), o desenvolvimento dos o6citos e dos

espermatozéides pode variar consoante as seguintes fases:



Quadro 3 - Diferentes caracteriza¢des da fase reprodutiva de corvina (Argyrosomus regius).

Referéncia Fases
Fases na fémea
- Fases no macho
Recuperacéo .
- Recuperacéo
) Maturagéo
Berois, et al., _ ) Maturagéo
Vitelogénese total
2004 Desova
Desova )
) Desova parcial
Desova parcial 5
. Regressao
Regressao
Imaturo

Grau et al., 2009

Desenvolvimento precoce
Desenvolvimento tardio
Desova
Despendido
Recuperacao

Repouso

Gil et al., (2013)

1.3.2 Ciclo produtivo

O maneio da corvina realiza-se analogamente a outras espécies, como o robalo e dourada. Na Fig. 3
esta demonstrado o ciclo produtivo da corvina (Suquet et al., 2009; Monfort, 2010; Roo et al., 2010).

Diferenciacdo incompleta
Diferenciacdo imatura
Desenvolvimento
Amadurecimento
Desova
Despendido
Recuperacao

Repouso
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Figura 3 - Ciclo produtivo da corvina (Argyrosomus regius) (adaptado: FAO, 2005).

1.3.2.1 Obtencéo de ovos e incubagéo

O desenvolvimento embrionério € considerado um ponto critico no ciclo de vida de um teledsteo,
devido a sua vulnerabilidade quando expostos a mudancas ambientais. A altura mais sensivel vai
desde a fertilizacdo até a fase de gastrulacéo estar completa (Westernhagen, 1988).

A postura decorre entre os 17-22° C (Monfort, 2010 e Quéméner, 2002) e quando se da a desova, 0s
ovos sdo recolhidos a superficie da agua, pois os ovos fecundados tém, na sua morfologia, a
particularidade de serem flutuantes (Quémeéner, 2002). A averiguacdo dos ovos mortos ou nao
fertilizados através de procedimentos de flutuabilidade e fertilizacéo é a mais rpida e comum a todas
a espécies (Shields et al., 1997).

Os ovos sdo colocados em tanques com uma capacidade que varia entre 250 e 1000 litros (L)
(Cardenas, 2010), usando uma intensidade de luz entre 500 a 1000 lux para um fotoperiodo variavel
de 16 a 24horas (h) (Vallés e Estévez, 2013).

Antigamente achava-se que quanto maior o ovo, mais qualidade teria. Mas o tamanho do ovo varia
de espécie para espécie. Os diferentes tamanhos do ovo podem ser explicados pelo meio envolvente,
como a disponibilidade de alimento para as larvas e a predacéo; por caracteristicas intrinsecas, como
a altura em que atinge a maturidade sexual, pois muitas vezes uma fémea maior pode pbr ovos
maiores; e, por ultimo, pelo nimero de posturas, sendo frequente nas Ultimas posturas 0s ovos serem
de menor dimenséo (Brooks et al., 1997).

Normalmente, uma fémea de 1,2 m pode chegar a pdr 800 000 ovos (Quéméner, 2002; Monfort,
2010), mas a quantidade de ovos produzida pode variar de 390 000 — 940 000 ovos / dia (Mylonas et

al., 2013b). Os ovos fertilizados de corvina apresentam um didmetro entre 900 a 1000 pm
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(micrémetros), com a presenca de gotas lipidicas, de aproximadamente 250 pym de didmetro
(Quéméner, 2002; Suquet et al., 2009).

Apo6s ocorrer a fertilizagdo do 6vulo, segue-se o processo de divisdo mitética das células — ovo, como
se pode observar na Fig. 4. Nos peixes teledsteos, os ovos sofrem uma segmentacdo meroblastica
discoidal. Assim, o processo de clivagem é parcial, pois a divisdo do ovo ndo é por inteiro, devido a
abundancia de vitelo, que restringe a area de citoplasma (Fig. 5) (Shields et al., 1997).

&

Estddio 2 células Estadio 4 células

Estédio 16 célules Estadio 32 céluks Estadio 64 céluks

Embrifo em Embrifo completo Eclosdo Larve apos eclosdo
desenvolvimeanto

Figura 4 - Estadios de desenvolvimento embrionarios de robalo (Dicentrarchus labrax) (adaptado:

Maneewongsa and Tattanon, 1982).

No periodo de maturacéo do ovo, apos a ovulagdo, o odécito sofre um decréscimo na sua habilidade
em ser fertilizado e posteriormente em se desenvolver num embrido normal. Uma excessiva
maturacdo pode levar a modificacdes morfologicas e bioquimicas do ovo. Este processo pode ser
designado por “over-ripening”- excesso de amadurecimento (Bobe e Labbé, 2010). Em muitos casos
a maturacdo poés-ovulagdo pode induzir um decréscimo significativo na capacidade de
desenvolvimento do ovo, sem haver modificagbes morfoldgicas percetiveis do mesmo. Este
decréscimo na qualidade do ovo ocorre com mais ou menos rapidez dependendo da espécie, da
variabilidade entre fémeas e de fatores externos, como por exemplo a temperatura (Bobe e Labbé,
2010).
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Figura 5 - Ovos de corvina (Argyrosomus regius).

A qualidade do ovo pode ser definida como a capacidade do ovo ser fertilizado e posteriormente
formar um embrido (Bonnet et al., 2007; Bobe e Labbé, 2010; Lubzens et al., 2010), sempre e quando
todos os processos fisicos, quimicos e genéticos ocorrem com sucesso (Kjarsvik et al., 1990). A dieta
alimentar é também um fator a considerar na qualidade do ovo, assim como outros parametros, entre
0s quais, as condicbes da agua (temperatura, luz, pH, salinidade) (Moreira et al., 2001). As
propriedades intrinsecas de um ovo, como o material genético fornecido pelos progenitores (apos
fertilizacdo), podem afetar a sua qualidade. O ambiente onde os ovos sdo incubados tem também
influéncia no sucesso de uma descendéncia viavel, pois é necessario promover as condi¢cdes étimas
de incubacdo. Uma baixa mortalidade na fertilizacdo, eclosdo (Castaldo, 2012) e primeira
alimentacao, sdo também indicadores da boa qualidade do ovo (Timéteo, 2007).

Apesar do ovo conter todas as informacgdes para formar um embrido, também ird precisar de
aminodcidos (aa), lipidos, hidratos de carbono, célcio, vitaminas, entre outros. Se o ovo nao tiver os
compostos certos nas quantidades adequadas, ndo serad capaz de sustentar um embrido viavel
(Brooks et al., 1997; Lubzens et al., 2010).

1.3.2.2 Larvas

A producédo de alevins de corvina come¢ou em Franca, expandindo-se depois para a Turquia, Italia e
Marrocos (Monfort, 2010).

As exploracdes quando ndo possuem maternidades para incubar alevins, encomendam-nos. Os
alevins entregues tém entre 3 - 20g, sendo distribuidos por tanques (80 — 100 m®) com uma
densidade de 300 - 350 peixes / m®. Nesta fase, s&0 mantidos nos tanques mais ou menos por trés
meses até atingirem 100 g, alcangando uma taxa de sobrevivéncia de 80%. Em 24 meses, hum
tanque com uma densidade de 50 / m®, atingem 800 a 1200 g (Monfort, 2010).

O cultivo larvar intensivo pode ser feito com densidades desde 25 a 50 larvas / L, enquanto um
regime semi-intensivo ndo ultrapassa as 5 larvas / L (Cardenas, 2010). Este € um dos periodos mais
importantes relativamente a sobrevivéncia, fome e/ou predacéo. Estes fatores podem ser limitantes

para o desenvolvimento da larva até a maturidade. De modo a minimizar esses efeitos neste periodo,
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a alimentacdo tem de ser adequada a espécie e a temperatura tem que rondar os 20 - 21° C
(Quéméner, 2002; Pouséao-Ferreira, 2010), podendo a larva alcancar 10 miligramas (mg) de peso
seco ao 30° dias apds a ecloséo (dae) (Cardenas, 2010).

Ap6s a eclosdo, entre 0 1° e 2° dia, sdo as reservas lipidicas do saco vitelino que sustentam
nutricionalmente as larvas. Quando eclodem, as larvas tém um comprimento que varia desde 2 a 6
(milimetros) mm (Cardenas, 2010), necessitando das reservas lipidicas para o processo de
crescimento (morfoldgico, estrutural e fisiolégico) de modo a alcancar as caracteristicas de um peixe
adulto (Gisbert et al., 2008).

Nos primeiros dias de vida da larva usa-se a técnica da agua verde, ou seja, introduzem-se
microalgas (p. ex. Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata) nos tanques para fomentar a
estabilidade e qualidade da agua, para controlo microbiano, ajudando no contraste e disperséo da luz
e apoiando a alimenta¢c&o do zooplancton (Pousao-Ferreira, 2010).

Durante a embriogénese, as larvas utilizam como fonte de energia os aa livres nas lipoproteinas do
vitelo e a gota lipidica (Wiegand, 1996). A absor¢do da gota lipidica comeca na trigésima hora e na
962 hora o saco vitelino esta praticamente consumido. Durante este processo a larva também ja
mostra abertura da boca (AB) (Quéméner, 2002 e Monfort, 2010). Apos a fase da abertura da boca,
as larvas tém uma mobilidade e visdo reduzida, necessitando de ser alimentadas com organismos
vivos e ndo artificiais e estaticos, como por exemplo (p. ex.) plancton, que tem mobilidade continua e
é de facil digestao, facilitando a alimentagdo. Visto a boca ser de pequena dimensado, ha uma
restricdo no tamanho das particulas do alimento a ser dado, comecando por isso pelo plancton,
seguido pelos rotiferos e uns dias depois suplementada com artémia (Pousao-Ferreira, 2010). Ndo
descurando o seu valor nutricional, mas tanto os rotiferos (com perfil de aa desequilibrado), como a
artémia (com deficiéncia em acidos gordos essenciais (AGE), precisam de ser enriquecidos com
produtos especificos , melhorando deste modo o seu perfil nutritivo (Pouséo-Ferreira, 2010). Esta
alimentacdo é dada em boa quantidade para limitar o canibalismo (Suquet et al., 2009).
Normalmente, a partir do 20° dae a larva pode ser alimentada s6 com racdo. Esta transicdo de
alimentos vivos para inertes é facilitada se ja houver uma introducdo prévia para habituacéo
(Cardenas, 2010). Os juvenis alimentam-se de pequenos peixes demersais, passando depois para
peixes pelagicos e cefaldopodes (Monfort, 2010; Martinez-Llorens et al., 2011).

1.3.2.3 Fatores que influenciam a qualidade dos ovos e larvas

A qualidade do ovo pode ser analisada através da duragdo do desenvolvimento embrionério até a
ecloséo, pelo didametro do ovo, numero de gotas lipidicas, composi¢cdo bioguimica dos ovos e pelo
tempo de formacgdo dos 6rgéos (Timoteo, 2007). Indiretamente, as propriedades fisico-quimicas do

ovario (p. ex. o pH do fluido ovérico) também podem afetar a qualidade do ovo (Bobe e Labbé, 2010).
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Fatores ambientais

A exposicao de fémeas, em idade reprodutiva, a poluentes ambientais pode afetar negativamente a
sobrevivéncia dos ovos e alevins (Brooks et al., 1997). Por exemplo, alevins do salmé&o do atlantico,
guando expostos a toxicidade de metais pesados ficam com inibicbes no crescimento
(Westernhagen, 1988).

Se houver uma mudanca nas condi¢8es climaticas, assemelhando-se as condi¢cdes da reproducao
em estado natural, pode obter-se uma programacéo da producdo de alevins, otimizando assim o
processo de producdo (Suquet et al., 2009).

Temperatura e Oxigénio

A temperatura da agua é dos aspetos mais importantes na postura e no desenvolvimento dos ovos.
No pargo (Pagrus pagrus), se existir um aumento da temperatura, o desenvolvimento do ovo ou larva
passa a ser muito mais rapido, enquanto se diminuir a temperatura, ira haver um abrandamento dos

processos de desenvolvimento no ovo ou larva (Timéteo, 2007).
Fotoperiodo

O fotoperiodo pode afetar o crescimento, 0 peso e a sobrevivéncia das larvas. Deste modo, devem
adequar-se as horas de luz disponiveis a espécie, de forma a tornar mais eficiente o seu cultivo. A
sobrevivéncia larvar pode diminuir se existirem muitas horas de luz (entre 16 a 24h), porque o
canibalismo aumenta, devido ao tempo em que as larvas veem e se cruzam umas com as outras. Por
outro lado, reducdo nas horas de luz pode ter um efeito negativo na alimentacdo e crescimento.
Como as larvas se alimentam de presas vivas nos primeiros 15 dias de vida, sem a existéncia de luz
torna-se dificil a sua detecdo, levando a uma reducédo na ingestdo de alimento (Vallés e Estévez,
2013).

Vallés e Estévez (2013) sugerem no seu estudo que um intervalo do fotoperiodo étimo para as
condic¢Bes de cultivo larvar da corvina esté entre 16 a 24h de luz, com uma intensidade luminosa de
500 a 1000 lux.

Orgaos vitais

Nos peixes teledsteos existem determinados érgaos importantes que, ndo desempenhando as suas
fungBes de forma adequada, afetam o crescimento dos animais. O figado, o pancreas, o intestino, as
fibras musculares e o tecido cartilagineo sdo usados em analises histolégicas que permitem aferir
sobre a eficiéncia dos regimes alimentares dos animais, em relacdo ao seu crescimento (Gisbert et
al.,, 2008). No figado das larvas de dourada, o glicogénio é absorvido quando as larvas fazem a
transicdo do alimento enddgeno para exdgeno e reconstituido apds as reservas lipidicas do saco

vitelino se acabarem. O intestino € um local de absorcdo de nutrientes logo, se a dieta néo for
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equilibrada, poderéo existir reacdes inflamatorias ao longo da muscosa intestinal. O tecido muscular é
afetado pela falta de alimento que a larva sofre, levando a uma quebra na contracdo das fibras
musculares (Gisbert et al., 2008).

Densidade

Quando o cultivo é feito a baixas densidades o peso seco € melhor do que em altas densidades, pois
estas implicam menores taxas de crescimento e menores taxas de sobrevivéncia — existe uma maior
competicao pela alimentacdo, maior agressividade e maior degradacdo da qualidade da agua (Roo et
al., 2010).

Dieta alimentar

Existem varias espécies de peixes, 0 que significa diferentes necessidades alimentares. Uma
restricdo alimentar ou uma alimentacao desequilibrada, que provoque uma deficiéncia em vitaminas e
AGE nos animais, podera ser prejudicial quanto a fecundidade dos reprodutores, a qualidade do ovo
e ao desenvolvimento embrionario (Bobe e Labbé, 2010), afetando o desenvolvimento do cérebro e o
sistema neuro enddcrino (Gisbert et al., 2008).

O crescimento e sobrevivéncia larvar dependem de um bom regime inicial de alimentacdo com boa
gualidade nutricional. Durante o processo de desenvolvimento morfologico, a utilizacdo dos nutrientes
pode ser afetada, principalmente quando as alteracGes se dao ao nivel do sistema digestivo, ou seja,
guando este ndo estad totalmente formado, ndo ocorre uma absorcdo eficiente dos nutrientes
(Izquierdo et al., 2000).

Fatores de stress

Um maior conhecimento sobre os fatores de stress ajudara no maneio de popula¢fes quer selvagens
qguer de aquacultura (Schreck et al., 2001). Face a diversidade de espécies de peixes, existe também
uma maior variedade no tipo de resposta dada a este fator, por causa de caracteristicas do individuo
e do meio envolvente, como o género, idade, condi¢do fisica dos animais, natureza do agente
provocador de stress e qualidade da agua (Schreck et al., 2001). A selecdo natural ajuda a melhorar
0S mecanismos de resposta ao stress que 0s animais possuem, de modo a conseguir ultrapassa-lo e
repor a homeostase (Mileva et al., 2011).

Na resposta fisiolégica ao stress (dada pelo eixo do hipotdlamo-hipéfise-interrenal), € mobilizado o
glucocorticoide e cortisol — hormonas de stress. Ter uma capacidade de resposta ao fator de stress é
benéfico, no entanto, quando ha um nivel elevado e continuado de glucocorticoides, devido a um
longo periodo de stress, o animal deixa de conseguir ultrapassar o desequilibrio que existe.
Consequentemente poderd ocorrer uma diminui¢cdo no crescimento do individuo, um decréscimo da
sua imunidade e supresséo da reproducao (Schreck et al., 2001; Mileva et al., 2011).
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Nas fémeas, o stress afeta a qualidade dos gametas, da postura e da descendéncia. Em condi¢des
stressantes, o organismo de uma fémea pode ter de “escolher’” para onde direcionar a energia —
gastos de manutencdo ou de reprodugdo. Quando o desenvolvimento do ovario € comprometido
durante a vitelogénese, pode resultar em ovos atrésicos ou reabsorvidos. A reabsor¢do permite
guardar energia ou nutrientes para aguentar o tempo em gue existe stress (Schreck et al., 2001).

Schreck et al. (2001) sugerem que as fémeas devem ter um mecanismo de defesa em que protegem

0s ovos dos efeitos prejudiciais do stress.

1.3.2.4 Engorda

A producdo da corvina pode ser feita em gaiolas ou jaulas em alto mar (producédo intensiva), bem
como em tanques de terra ou lagoas (Suquet et al., 2009; Cardenas, 2010). O crescimento da-se
maioritariamente durante o verdo, correspondendo as melhores condices existentes, com uma
temperatura do mar entre 17 - 21° C. Alguns autores sugerem que mesmo com um intervalo de
temperatura maior, entre os 14 - 23° C a corvina continua a desenvolver-se bem (Quéméner, 2002;
Suquet et al., 2009; Cardenas, 2010). No inverno, os peixes de maiores dimensfes tendem a
acumular gordura perisvisceral, por isso € que em zonas como Espanha, Canarias e sul do
Mediterraneo ha um bom crescimento dos peixes, pois as temperaturas do mar séo altas (Monfort,
2010). Na costa francesa a corvina em menos de dois anos atinge 1,2 kg em gaiolas com uma
densidade final de 50 kg / m>. (Suquet et al., 2009).

Quanto aos requisitos alimentares da corvina e suas necessidades lipidicas — entre 20 - 24% (Duncan
et al., 2013), sabe-se que os lipidos sdo uma importante fonte de energia e de AGE para o animal,
atuando ainda no transporte de nutrientes, tais como vitaminas lipossoltveis (A, D e K) e facilitando a
utilizacao eficiente da proteina (Chatzifotis et al., 2010). Quanto aos requisitos proteicos, estes sdo
elevados — mais de 60% — sendo superiores aos valores necessarios na alimentagéo da dourada e do
robalo (Amoedo, 2011).

Martinez-Llorens et al. (2011) estudou nos seus ensaios a melhor relacdo proteina:lipido a fornecer
na alimentagcdo de corvina, concluindo uma necessidade de 47% de proteina e 20% de lipidos, de
forma a melhorar a performance produtiva da corvina. Ja Fernandes (2013) defende no seu estudo
um racio de 50% de proteina e 15-18% de lipidos.

Quando alimentada com rag&o de dourada, a taxa de conversdo na corvina esta compreendida entre
1,5 a 2 (Suquet et al.,, 2009). Também se verificaram valores desde 0,9 a 1,2, dependendo da
alimentacéo (Monfort, 2010).

A corvina é considerada uma espécie promissora para a aquacultura pois tem boas taxas de
crescimento com valores descritos desde 1 kg peso vivo / ano (Duncan et al., 2008; Monfort, 2010) ou
1 kg peso vivo em 10 meses (Roo et al., 2010). A corvina pode obter rendimentos de producéo de 42
a 45%, dependendo do tamanho do peixe e da sua finalidade (Monfort, 2010). A carne de peixes de
cativeiro é menos firme que a de peixes selvagens, apresentando um maior conteldo em &cidos
gordos monoinsaturados e baixo em &cidos gordos saturados e polinsaturados (Fuentes et al., 2010).
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A qualidade da carcaca também estd dependente do consumo de lipidos pelo animal, pois se este for
elevado, ira aumentar a deposi¢do de gordura na carcaga (Chatzifotis et al., 2010).
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1.4 Objetivos

A corvina, A. Regius (Asso, 1801) é uma espécie com boas caracteristicas para aquacultura, que
atualmente tem convencido os produtores para a sua producdo em cativeiro.

O presente trabalho, teve como objetivos o estudo da maturacéo sexual de corvinas produzidas em
tanques de terra; a caracterizacdo da qualidade das posturas dos reprodutores de corvina F1; e 0
efeito da densidade de cultivo larvar nos seus descendentes, através de andlises morfologicas,
medi¢bes qualitativas e quantitativas dos ovos e verificagdo das taxas de sobrevivéncia embrionaria e

larvar.
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2. Material e métodos

O ensaio experimental realizou-se nas instalagfes da Estacéo Piloto de Piscicultura de Olhdo (EPPO)
- IPMA. As andlises histol6gicas foram realizadas no IPMA em Olh&o e na Faculdade de Medicina
Veterinaria, da Universidade de Lisboa.

2.1 Reprodutores

Na EPPO, os progenitores de corvina existentes foram capturados do meio selvagem (Armacéo de
atum em frente a ilha da Armona — TUNIPEX) e adaptados ao cativeiro. Destes, obtiveram-se
posturas que deram origem as corvinas que foram engordadas nos tanques de terra (TT) e
selecionadas como reprodutores F1 para a realizacdo do ensaio.

As corvinas encontravam-se em tanques de terra (TT), com uma capacidade de 2500 m?, com agua

proveniente da Ria Formosa (Fig. 6). Durante a engorda, a alimentacdo administrada foi racéo

comercial, distribuida através de alimentadores automaticos.

Figura 6 - TT9 antes da amostragem (esquerda) e TT9 durante a realizagdo da captura dos peixes

para posterior amostragem (direita).

Aos animais dos TT, nomeadamente ao TT1, TT4, TT6, TT7 e TT9, foram realizadas vérias
amostragens (quadro 4). De cada tanque foram capturados vérios individuos em diversos periodos

para avaliacdo do estado de maturagdo das gonadas.
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Quadro 4 - Quantidade de animais pescados para as amostragens realizadas aos tanques de terra
de corvina (Argyrosomus regius) (idade a 01/05/12).

Amostragem Tanque N° de individuos Idade (dias)
12-Abril-12 5
04-Maiol2 TT9 6 1076
13-Junho-12 5
09-Abril-12 4
04-Maio-12 6
TT1 1063
16- Maio-12 2
14-Junho-12 5
12-Abril-12 5
TT7 702
22-Maio-12 5
18-Abril-12 TT41 5 348
18-Abril-12 5
TT6* 347
23-Abril-12 3

! Provém do mesmo lote.

A formacéo do lote de reprodutores de corvina para 0 TR, ao todo, correspondeu a 17 corvinas do TT
recolhidas aleatoriamente. A meio do tanque esticou-se uma rede de emalhar por toda sua largura,
depois para formar um cerco ao cardume, arrastou-se a rede até um canto (Fig. 6). A captura
aleatdria dos peixes foi feita através de um camaroeiro, para uma caixa de transporte (Fig. 7), sendo

posteriormente levados para as instalagfes para a realizagédo dos procedimentos de analise.

Figura 7 - Camaroeiro utlizado na captura das corvinas (Argyrosomus regius) do TT9.

Em marco de 2012, foram pescados 10 individuos com 3 anos de idade, com um peso vivo médio de
1850 + 265 g (média * desvio padréo (0)).
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Posteriormente, a 4 de Maio de 2012, pescaram-se mais 7 individuos do mesmo lote, com um peso
vivo médio de 2188 + 180 g e com um comprimento médio de 62 + 3 cm para juntar ao TR (Fig. 8).

Figura 8 - Corvinas (Argyrosomus regius) no tanque de reproducéo.

Os TR séo revestidos a azulejo, com uma capacidade 8,2 m3. A agua do tanque, proveniente da Ria
Formosa, passava por um filtro mecanico — de areia — antes de entrar no tanque. A entrada e saida
da agua efetuou-se pela superficie do tanque. Foram realizadas duas purgas por dia para manter o
tanque limpo, feitas pela saida de agua pelo fundo do tanque. Houve também a medicdo da
temperatura da agua no tanque, que variou entre 15 - 22,8°C. O fotoperiodo usado foi de 9D:15N (Sh
com luz e 15h sem luz).

No TR, a dieta alimentar baseou-se em ragdo comercial, distribuida duas vezes ao dia — ad libitum.
Esta dieta foi ainda suplementada com lulas e poliquetas, duas vezes por semana.

No periodo de desova (que aconteceu maioritariamente de noite), colocaram-se coletores com uma
malha de 500 um na saida de agua (Fig. 9), de forma a conter os ovos, para de manha se proceder a
sua recolha.

Figura 9 - Coletor dos ovos na saida de agua dos tanques dos reprodutores de corvina (Argyrosomus

regius).
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Ap6s cada recolha, através de um processo de decantagéo, foram obtidos os ovos viaveis (derivado a
sua capacidade de flutuabilidade). Depois da separagéo dos ovos, efetuou-se a sua pesagem (viaveis
e inviaveis) (Fig. 10).

Figura 10 - Filtro para efetuar a pesagem dos ovos (viaveis e inviaveis) de corvina (Argyrosomus

regius).

Os ovos viaveis foram colocados num balde de volume conhecido (de 5L) com arejamento, sendo
posteriormente colocados na incubadora. Antes da colocacao na incubadora, retirou-se uma pequena
amostra aleatéria, para se observar a lupa (Stemi 200C) (Fig. 11) o estado de desenvolvimento

embrionario em que se encontravam.

Figura 11 - Lupa stemi usada para observar o estado dos ovos e larvas.

Na maternidade, o tanque de incubac&@o era cilindrico-conico, em fibra de vidro, com 200 L de
capacidade, funcionando em sistema semiaberto. A entrada de agua no tanque era feita pelo fundo e

a saida pela parte superior, onde estava contiguo um filtro com uma malha de 80 um para impedir
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que os ovos saissem. O arejamento tinha um fluxo fraco (bolha-a-bolha, para evitar uma maior
agitacao da agua).

Quando se efetuou a transferéncia, dos ovos para o tanque, realizaram-se também os procedimentos
para o estudo das taxas de ecloséo (Fig. 12) e sobrevivéncia. Assim, executaram-se dois replicados,
cada um com 3 tubos em policloreto de vinil (PVC), contendo no fundo uma malha de 80 um (sendo
0s tubos de sobrevivéncia maiores, para que houvesse espaco para as larvas depois da eclosdo). Em

cada tubo foram colocados 30 ovos.
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Figura 12 - Tubos utilizados para efetuar a taxa de eclosdo para os ovos de corvina (Argyrosomus
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regius), nos tanques de incubagéo.

Apbs a distribuicdo dos ovos (de forma rdpida e com a menor manipulacdo possivel), colocaram-se
as estruturas no tanque de incubacéo, definindo assim as mesmas condi¢des para todos os tubos.

A taxa de eclosao foi calculada quando mais de 90% dos ovos do tanque ja tinha eclodido. Para tal,
contabilizaram-se os ovos eclodidos, os ovos / larvas abortados e ovos ndo eclodidos, presentes nos
3 tubos de PVC. Este dia é denominado o 0 dae.

Os ovos permaneceram na incubadora apos a ecloséo até 1° dae.

A férmula usada no calculo foi:

n° larvas vivas + n° larvas mortas

Taxa de eclosdo = — -
n° total de larvas + ovos ndo eclodidos

A taxa de sobrevivéncia a abertura de boca foi calculada quando mais de 70% das larvas ja
apresentava boca aberta. Assim, contabilizaram-se ovos, larvas mortas e larvas com boca aberta,

existentes nos 3 tubos de PVC. A férmula usada no calculo foi:

n° de larvas com boca aberta

Taxa de sobrevivéncia a AB =
n° total de larvas eclodidas
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2.2 Cultivo Larvar

Para a realizagdo do ensaio utilizou-se apenas uma postura. Apds a eclosdo das larvas, escoou-se
todo o material biolégico do tanque de incubacédo para um filtro de 80 um. No final do processo,
retiraram-se as larvas do filtro, passando-as para um copo cilindrico-cénico de 4,5 L, com arejamento
suficiente para distribui-las homogeneamente pela coluna de agua. Com o auxilio de uma pipeta,
foram retiradas 20 amostras aleatérias de 1 ml com reposicdo, de forma a quantificar o nimero total
de larvas da postura. A distribuicdo das larvas teve como objetivo a realizacdo de dois tratamentos
diferentes em triplicado, testando duas densidades de cultivo, correspondendo a menor (LD) a 19
larvas.L™ e a de controlo (CTRL) a 39 larvas.L™.

Os tanques eram cilindrico-cénicos, em fibra de vidro, com capacidade para 200 L, funcionando em
circuito semiaberto (Fig. 13). Neste sistema, a 4gua passava, inicialmente, por filtros mecéanicos de 50
um, de seguida por lampadas ultravioleta e filtros biolégicos (nomeadamente as bio-balls) e, por fim,
pela coluna de desgaseificacdo até entrar nos tanques.

A entrada de agua nos tanques foi feita pelo fundo e a saida pela parte superior. Na saida de agua
existia ainda um filtro com uma malha, que variou desde os 80, 150 e 250 um ao longo do ensaio
dependendo do tamanho das larvas e alimento fornecido.

O tamanho da malha do filtro foi escolhido consoante o alimento dado as larvas e o tamanho destas -
no inicio usou-se uma malha de 80 um para que tanto o alimento (rotiferos) como as préprias larvas
nao saissem do tanque; com o aumento do tamanho das larvas e a adicdo de novo alimento (artémia)
substituiu-se o filtro com uma malha de 80 um por um filtro com uma malha de 150 um (ao 6° dae) e
depois por 250 um (ao 11° dae). Nos dias das trocas, as malhas mais pequenas ainda foram usadas
de dia e as maiores de noite, para permitir a saida do alimento que n&o era consumido durante a
noite (pois durante a noite perde as suas qualidades nutritivas).

O fluxo de renovacdo da agua nos tanques foi aumentando ao longo do tempo, tendo inicialmente
uma taxa de renovacdo da 4gua de 9,6% / hora e no final uma taxa de 72% / hora. O arejamento dos
tanques, desde o 1° até ao 20° dae, foi "bolha-a-bolha" com um fluxo fraco. A partir do 20° dae, o
arejamento foi feito através de uma difusora de ceramica, colocada no fundo.

O fotoperiodo usado foi de 14D:10N, com lampadas de halogéneo dispostas no teto, para que a luz
incide-se nos tanques, tendo uma intensidade de 500 lux.
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Figura 13 - Tanques de incubagéo, situados na maternidade, usados no circuito experimental.

A limpeza dos tanques foi feita diariamente por aspiragdo - sifonagem - do fundo e da parede,
finalizando com uma purga para um balde de plastico, ajudando assim a contabilizacdo, todos os
dias, das larvas mortas.

O filtro que se encontrava na superficie do tanque foi também passado por agua para retirar a matéria
gue se acumulava na malha, para que a circulacdo de agua fosse mais eficiente, evitando a
colmatacao e a degradacado da agua.

A temperatura da agua e o oxigénio foram medidos diariamente de manha com um oximetro.

Quando se procedeu a colocacéo das larvas nos tanques, introduziu-se, igualmente, a microalga NO
(Nannochloropsis oculata) e Tiso (Isochrysis galbana) — através da técnica da “agua verde”. A
distribuicdo foi de 1L NO + 1L Tiso, 4 vezes ao dia.

A alimentacdo comecou a ser administrada ao 1° dae, tendo sido fornecidos rotiferos (estirpe -
Brachionus sp.) enriquecidos com Red Pepper (de acordo com o protocolo da marca Bernaqua). Ao
fim do 11° dae iniciou-se a alimentacdo com Artemia sp.. A introducéo de rac¢éo, no regime alimentar,
foi feita ao 10° dae, em quantidades minimas, para que as larvas se acostumassem ao alimento
inerte. A partir do 19° dae houve um desmame gradual para um regime alimentar s6 com rac&o
(quadro 5). O regime alimentar foi realizado de acordo com o protocolo desenvolvido no IPMA

(Pouséo-Ferreira et al., 1999).

Quadro 5 - Regime alimentar das larvas de corvina (Argyrosomus regius) no circuito experimental.

dae 0 1 10 11 14 22

Brachionus sp.

Artemia sp.

Alimento

Racéo
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2.3 Amostragens

No ensaio foram efetuadas varias amostragens, tanto aos reprodutores (para estudar a qualidade e
eficiéncia das posturas), como também, aos ovos e larvas com diferentes dae no circuito larvar.

2.3.1 Corvinas dos tanques de terra e dos tanques de reproducao

Na amostragem efetuada aos animais dos TT1, TT4, TT6, TT7 e TT9, entre abril e junho de 2012
(como mencionado acima no ponto 2.1-Reprodutores), todos os animais (56 no total), foram

sacrificados para o posterior estudo (Fig. 14).

Figura 14 - Observagdo das gonadas da corvina 3 (Argyrosomus regius) na amostragem feita ao
TTO.

Nas amostragens, para cada individuo determinou-se o peso e comprimento total ap6s sacrificio. De
seguida, realizou-se a recolha do figado e génadas, pesando-os individualmente numa balanca com
precisdo de 0,01 g (Fig. 15).
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Figura 15 - a) Génada de uma fémea de corvina (Argyrosomus regius); b) figado de uma corvina
(Argyrosomus regius); c) Balanca Kern EG620-3NM, usada para pesar as gonadas e os figados das
corvinas (Argyrosomus regius).

Apo6s a pesagem do figado retirou-se uma pequena amostra para um tubo com fixador (solucao Bouin
de Hollande) para posterior processamento histolégico (Fig. 16). Foram também retiradas duas
amostras das gonadas: a primeira para uma lamina para analise ao microscopico e a segunda para
um tubo com fixador (solucdo Bouin de Hollande), para o estudo histolégico. A andlise ao

microscopico permitiu visualizar os odécitos e fazer a sua medicédo e quantificacao.

Figura 16 - Tubos normax com amostras de gonadas e figados das corvinas (Argyrosomus regius)

para posterior estudo histolégico.

Todas as amostras colocadas nos tubos que foram para andlise histoldgica foram fixadas com
solucdo Bouin de Hollande durante 72 horas. Ao fim desse tempo, efetuou-se a lavagem das pecas
por 4gua corrente durante 6 horas. Apds a lavagem, as amostras foram guardadas em cassetes
histolégicas, devidamente identificadas, dentro de um frasco com &lcool a 70%. No procedimento
seguinte (descrito no anexo 2) realizou-se a desidratacdo das amostras, através da passagem das
pecas por varios alcoois (70°, 95° e 100°) e no fim por 3 banhos de xilol. De seguida, procedeu-se ao
manuseamento das pecas em parafina fundida, colocando as amostras — figado e génadas - juntas
num molde de leuckart, devidamente identificadas e orientadas para facilitar o corte das mesmas.

Estes processos foram realizados na maquina Leica EG1140C (Fig. 17).
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Figura 17 - Maquina onde se procedeu a desidratacdo das amostras (esquerda) e maquina onde se

colocou as amostras de gonadas e figados de corvina (Argyrosomus regius) em parafina e molde de

leuckart (direita).

Para efetuar o corte das pecgas, com 5 um de espessura, usou-se um micrétomo (Corredica Modelo
Leica 5M 2000 R).

No final, efetuou-se a coloracéo dos cortes com o corante Hematoxilina-Eosina (H&E) (anexo 2), de
acordo com o descrito em Martoja e Martoja (1967).

Para se poder classificar os estadios de maturacao das gonadas femininas e masculinas das corvinas
ao microscopio, utilizou-se a escala descrita no quadro 6 (Berois et al, 2004; Grau et al., 2009; Tuuli

et al., 2011).

Quadro 6 - Escala de maturagdo microscépica e respetiva descricdo dos estadios das gonadas
femininas e masculinas das corvinas (Argyrosomus regius).

Estadio

Ovério

Testiculos

Imaturo

Crescimento /

Desenvolvimento

Desova / Postura

Recuperacao

Existéncia de odécitos primarios
(op)

Existéncia de oocitos
secundarios (0s) e presenca de
gota lipidica (gl)

Existéncia de odcitos
hidratados (oh) ou foliculos
pés-ovulatorios

Existéncia de foliculos atrésicos

(fa).

Existéncia de espermatdcitos

primarios (ep).

Existéncia de ep e secundarios

(es).

Existéncia inicial de

espermatozoides (ez).

Existéncia de tubulos bem
definidos com grande
guantidade de

espermatozoides.
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Quanto a caracterizacéo do figado observou-se ao microscopio as amostras, visualizando diferentes
campos aleatorios, até perfazer 100 hepatécitos e procedeu-se a realizagdo de uma escala para
avaliar os diferentes estadios de acumulagéo de gordura — esteatose hepatica - em que os animais da
amostra se encontravam (quadro 7).

Quadro 7 - Escala de caracterizagdo do figado (% esteatose hepatica) de corvinas (Argyrosomus

regius).
Estadio Caracterizacao do figado (esteatose hepatica (%))
1 Presenca de gordura em menos de 10% da amostra
2 Presenca de gordura entre 10 a 70% da amostra
3 Presenca de gordura em mais de 70 % da amostra

Por forma a ajudar o estudo histoloégico do figado e génadas também se procedeu ao célculo do
indice hepatossomatico (IHP) (Chatzifotis et al., 2010) e o indice gonadossomatico (IG) (Gil et al.,
2013) — dados (anexo 8).

i eso do figado
Indice Hepatossomatico = P gado (g)

100
peso total (g) X

i eso da génada
Indice Gonadossomatico = p g (8)

100
peso total (g) X

2.3.2 Ovos

Foram realizadas amostragens as posturas obtidas dos reprodutores de corvina. Determinou-se o
peso total, da facdo viavel e inviavel, e avaliou-se o estado de desenvolvimento embrionario através
da observacao a lupa de uma amostra de 20 ovos.

Retirou-se também uma amostra de 90 ovos / postura (exceto na 22 postura em que se analisaram 60
ovos), onde se mediu o didmetro de cada ovo.

Quanto ao estudo das gotas lipidicas presentes nos ovos, em cada postura, 0 himero de ovos

amostrados variou entre 30 e 136.
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2.3.3 Larvas

Durante a permanéncia das larvas (até ao 22° dae) nos tanques do circuito experimental realizaram-

se varias amostragens. A recolha das larvas em cada tanque foi sempre aleatéria (quantificacdo das

larvas retiradas para amostragem enumerada no quadro 8).

Quadro 8 - Numero de larvas de corvina (Argyrosomus regius) retiradas em cada amostragem

durante o ensaio experimental.

dae Biometria
0 20 Larvas
1 20 Larvas
2 20 Larvas
3 20 Larvas
4 10 Larvas / tanque
5 10 Larvas / tanque
6 10 Larvas / tanque
7 10 Larvas / tanque
8 10 Larvas / tanque
11 10 Larvas / tanque

14 20 Larvas / tanque

20 20 Larvas / tanque

Relativamente as larvas amostradas, inicialmente fizeram-se medi¢cdes para determinar

o

comprimento total - CT, o comprimento do saco vitelino — CSV e o didmetro da gota lipidica — DGL

(Fig. 18).

Aquando das medicdes também foram retiradas fotos as larvas para posterior estudo do seu

desenvolvimento larvar (anatomia interna e externa) — quadro 9.
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Quadro 9 - Caracterizacé@o do desenvolvimento larvar da corvina (Argyrosomus regius).

dae Caracterizagdo do desenvolvimento larvar

0 Observacao de olhos, intestino e saco vitelino com gota lipidica
2 Abertura de boca
3 Observacao da bexiga-natatdria
Diminuicao do saco vitelino e gota lipidica.
309 Observacao do desenvolvimento dos olhos, boca, cabeca, corpo e restantes 6rgaos.
7 Observacao de barbatanas peitorais
12 Inicio da flexdo da ponta da notocorda e inicio dp crescimento da barbatana caudal
20 Formacao de barbatanas dorsais, anal e restante corpo

Figura 18 - Larva de corvina (Argyrosomus regius), ampliacdo (4x - 5x), 9h41 no O dae e
correspondente legenda — CT: comprimento total; CSV: comprimento do saco vitelino e DGL:
diametro da gota lipidica.
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2.4 Andlise estatistica

O tratamento estatistico das variaveis em estudo compreendeu medidas de estatistica descritiva e
inferéncia estatistica. O nivel de significancia para a aceitacdo ou rejeicdo da hip6tese nula foi de (a)
<0,05.

Utilizou-se os testes t-Student’s (quando se comparou 2 amostras em variaveis dependentes
guantitativas) e o teste Anova a um facto (quando se comparou mais de 3 amostras em variaveis
dependentes quantitativas). Os pressupostos destes testes, tal como a distribuicdo normal e a
homogeneidade de variancias foram analisados através dos testes de Kolmogorov-Smirnov e de
Levene’s. Nos casos em que estes pressupostos ndo estavam satisfeitos foram substituidos pelos
testes nao-paramétricos de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis. Nesta situacdo, para facilidade de
interpretagdo, apresentaram-se os valores das médias e ndo os valores das ordens médias. Nas
amostras com dimensdo superior a 30 aceitou-se, de acordo com o teorema do limite central, a
normalidade de distribuicdo (Neves, 2008). Utilizou-se também o teste de independéncia do Qui-
guadrado para analisar a relacdo entre as variaveis qualitativas. O pressuposto do Qui-quadrado de
gue ndo deve haver mais do que 20,0% das células com frequéncias esperadas inferiores a 5 foi
analisado. As diferencas foram analisadas com o apoio dos residuos estandardizados.

As analises estatisticas foram efetuadas nos programas: Microsoft Excel e SPSS (Statistical Package

for the Social Sciences - versdo 22.0 para Windows).
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3. Resultados

Os resultados apresentados neste trabalho dividiram-se entre o estado de maturagdo das corvinas
em engorda nos tanques de terra, 0 acompanhamento das posturas dos reprodutores e 0 ensaio de

densidade larvar.

3.1 Avaliacdo dos estados de maturacdo sexual em corvinas dos tanques de terra

Os dados de comprimento e peso das corvinas amostradas dos tanques de terra, com o objetivo de
avaliar a sua maturacdo sexual, estdo descritos no quadro 10. Entre abril e junho, o seu peso médio
variou de 129,60 + 49,69 a 1941,40 + 321,88 g e o comprimento médio de 23,36 + 2,54 a 60,90 +

2,04 cm, por se tratar de lotes com diferentes idades.

Quadro 10 - Apresentacdo do peso e comprimento (média + o) das corvinas (Argyrosomus regius)

amostradas de cada tanque em cada més.

Més Tanque N (n°de individuos Comprimento (cm) Peso () (média £ o)
amostrados) (média * o)
Abril 5 58,20 + 4,01 1821,00 + 318,27
Maio TT9 6 58,87 + 3,67 1851,67 + 429,12
Junho 5 60,90 + 2,04 1941,40 + 321,88
Abril 4 44,18 + 7,87 887,00 + 478,98
Maio TT1 7 43,70 £ 6,89 815,43 + 258,32
Junho 5 50,50 + 2,18 1105,60 £ 156,56
Abril 5 37,28 + 3,23 421,40 + 114,42
Maio B 5 39,80 + 1,48 545,80 + 64,62
Abil TT 4 5 23,36 £ 2,54 129,60 + 49,69
Abil TT6 8 23,50 £ 2,76 129,75 + 45,38

O estudo do estado de maturacdo sexual dos animais dos tanques de terra passou pela observacgéo e
caracterizacdo das gonadas dos mesmos. Os resultados obtidos apresentam-se, de acordo com a
caracterizacdo dos cortes histolégicos, no quadro 11 no caso dos machos e no quadro 12 no caso
das fémeas. Em anexo — 4, 5, 6, 7 — encontram-se tabelas mais completas dos cortes histolégicos

nos machos e fémeas em cada més.
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Para a andlise histoldgica das génadas foram utilizados 43 animais de um total de 55. Nos restantes
12 individuos ainda néo era visivel qualquer génada desenvolvida (considerados imaturos).

De acordo com o quadro 11, apenas 4 animais se encontram imaturos, pertencendo estes animais
aos tanques mais jovens (de aproximadamente 1 e 2 anos). Este estadio — imaturo - caracteriza-se
pela presenca apenas de espermatdcitos primarios. No estadio seguinte estavam 13 animais, tendo o
Tqg 1 os seus animais todos aqui classificados. O estadio — desenvolvimento - caracteriza-se pela
existéncia tanto de espermatdécitos primarios como secundérios. No estadio de maturacéo é possivel
observar a distincdo de espermatozoides formados, sendo a sua quantidade ainda reduzida. Neste
estadio apenas estavam animais provenientes dos tanques 7 e 9, que correspondem a 6 animais. Por
fim, somente 2 animais estavam no Ultimo estadio, sendo unicamente representados pelo Tq 9
(pertencente aos animais mais velhos). O estadio — maduro- distingue-se pela formacéo de tdbulos

com grande quantidade de espermatozoides (anexo 5).
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Quadro 11 - Caracterizacao dos estadios das gonadas masculinas de corvina (Argyrosomus regius)
(com imagens dos cortes histolégicos - ampliacdo 10x) e numero de animais presente em cada
estadio de desenvolvimento (n = 25 animais). Nos anexos 4 e 5 podem-se visualizar as imagens e as
caracteristicas identificadas.

Imagem

Estadio Ndmero de animais em cada tanque Carateristicas
(N° da amostra)

TT9 TT1 TT6 TT4 TT7
(n=6) (n=7) (n=4) (n=1) (n=7)

Existéncia de
1-lmaturo 0 0 1 1 2 espermatoécitos

primarios (ep).

) Existénciade ep e
2-Desenvolvimento 2 7 3 0 1 -
secundarios (es).

Existéncia inicial
de
3-Maturacéo 2 0 0 0 4 B
espermatozoéides

(e2).

Existéncia de
tubulos bem

definidos com
4-Maduro 2 0 0 0 0 ]
% grande quantidade
de

espermatozoides.

Sabemos que da amostra total (n=43) dos animais analisados, 18 eram fémeas. Através do quadro
12, podemos observar que sO6 os tanques 1, 7 e 9 apresentaram fémeas, estando estas
representadas unicamente em dois estadios. Analisando a informacdo, observou-se que a maioria
ainda estava em desenvolvimento — 17 animais. As fémeas neste estadio — desenvolvimento —
apresentavam o0citos primarios (op), odcitos secundarios (0s) e gotas lipidicas (gl). Relativamente ao
estddio de postura, apenas houve a presenca de um animal. Este estadio caracteriza-se pela
presenca de odcitos hidratados (oh). Nao se observou nenhum animal nos seguintes estadio: o
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imaturo — caracterizado pela existéncia apenas de odcitos primarios — e o de recuperagcao — onde
predomina a heterogeneidade de odcitos e o aparecimento de foliculos atrésicos (anexo 7).

Quadro 12 - Caracterizacdo dos estadios das gonadas femininas de corvina (Argyrosomus regius)
(cortes histologicos - ampliagdo 10x) e numero de animais presente em cada estadio de
desenvolvimento (n = 18 animais). Nos anexos 6 e 7 podem-se visualizar as imagens e as
caracteristicas identificadas.

Imagem

Estadio NUmero de animais em cada tanque Caracteristicas
(N° da amostra)

TT9 TT1 TT6 TT4 TT7
(n=10) (n=5) (n=0) (n=0) (n=3)

Existéncia de op,
mas nao
1-Imaturo 0 0 0 0 0 n.o.
apresentam gotas

lipidicas;

Existéncia de op e
2-Desenvolvimento 9 5 0 0 3 0s, ja apresentam

gotas lipidicas.

Existéncia de

oocitos hidratados
3-Postura 1 0 0 0 0 .
com coalescéncia

dos lipidos.

Existéncia de
oocitos
4-Recuperacao 0 0 0 0 0 n.o. heterogéneos e
aparecimento de
foliculos atrésicos.

n.o. — ndo houve observacées

Das fémeas que foram analisadas, s6 no TT9 (Fig. 19) é que houve a possibilidade de ver e medir ao
microscopio os odécitos. Em abril, as fémeas mostraram que a maior quantidade de odcitos se situava
nos 2 um e 9,8 um. A fémea 17 foi a que apresentou o maior tamanho de odcitos (39,2 pm) e também
a maior diversidade. J& em maio, as fémeas 54, 56 e 60 sO apresentaram o0citos até aos 196,1 um, a
partir desse tamanho até aos 882,4 um s6 a fémea 50 se enquadrou nesses valores.
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Figura 19 - a) Distribuicdo do diametro dos odcitos das corvinas (Argyrosomus regius) provenientes
do TT9, medido a 12-4-12; b) Distribuicdo do diametro dos odécitos das corvinas (Argyrosomus regius)
provenientes do TT9, medido a 4-5-12.

A partir da observacao das laminas ao microscapio foi feita a caracterizacédo do figado. Como se pode
visualizar a partir do quadro 13, verificou-se que 46 animais estavam no estaddio 3. Este é
caracterizado pela exibicdo de gordura em mais de 70% da amostra. Os estddios 2 e 1 tém 5 e 4
animais, respetivamente. O estadio 2 € caracterizado pela presenca de 10 a 70% de gordura no
figado e o estadio 1 demonstra ter menos de 10% de gordura.

Aquando da andlise por tanques foi observado que o TT9 e o TT4 tinham 0s seus animais quase
todos no estadio 3, a exce¢do, em cada tanque, de um peixe que estava caracterizado no estadio 2.
No TT1 o maior nimero de peixes (11 animais) encontrava-se no estadio 3, ficando os restantes 5
animais divididos pelo estadio 1 e 2.

O TT7 apresentava 8 animais caracterizados no estadio 3 e os restantes no estadio 1.

36



Quadro 13 - Caracterizacao dos estadios do figado de corvinas (Argyrosomus regius) (com imagens
dos cortes histologicos) e nimero de animais presentes em cada estadio de desenvolvimento (n = 55

animais).

Esteatose

i . L Imagem .
Estadio Numero de animais em cada tanque hepética

(N° da amostra)
(%)
TT9 TT1 TT6 TT4 TT7
(n=16) (n=16) (n=8) (n=5) (n=10)
Até 10% da
1 0 2 0 0 2

amostra
De 10 a

2 1 3 0 1 0 70%
amostra
Mais de
3 15 11 8 4 8 70% da
amostra

(a pl. 4x)

Além das imagens histologicas obtivemos mais dois pontos importantes para a pesquisa de
informacao: o indice hepatossomatico (IHP) (Chatzifotis et al., 2010) e o indice gonadossomatico (IG)
(Gil et al., 2013) — dados e gréaficos (anexo 8).

Observando no anexo 8, o IHP e o IG a cada més, nas fémeas do TT1, verificou-se que eram
inversamente proporcionais, estando o IG a aumentar e o IHP a diminuir. J& nos machos, de maio
para junho, o IHP diminuiu e o IG manteve-se constante.

Nas fémeas do TT9, tanto o peso médio dos animais como os indices demonstraram um aumento até
maio mantendo-se quase inalterados os valores até junho, & excecdo do IHP que sofreu uma
diminuicdo. Nos machos aconteceu o oposto, pois iniciaram abril com mais de 2 kg de peso médio e
também com valores altos para o IG e IHP, acabando estes valores por diminui em maio e aumentar

ligeiramente em junho.
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Quanto aos animais do TT7, o seu IHP aumentou de abril para maio, quer para machos ou fémeas e
0s seus valores em maio aproximam-se dos valores dos animais no TT1. O IG também aumentou de
abril a maio nas fémeas e nos machos manteve-se constante, apresentando em maio o mesmo valor
gue o dos animais do TT1. Contrariamente aos dados do IG e quadro 10, este tanque apresentou
mais animais com um maior desenvolvimento das gébnadas masculinas que o TT1 (que tinha animais
mais velhos e com um maior peso médio).

Por dltimo, da amostragem feita ao TT4 e TT6, sO se obtiveram amostras de machos. Os animais
destes tanques tinham os valores de IHP mais altos (2,25 e 1,47). Quanto aos valores do IG eram o
oposto, muito baixos (0,03 e 0,04).

Comparou-se ainda a média dos valores do comprimento, peso, IHP e IG entre os animais do TT1 e
TT9 (quadrol4) e entre os animais do TT4 e TT6 (quadro 15).

Como os animais do TT1 e TT9 tém aproximadamente a mesma idade, decidiu-se verificar se
existiiam diferencas no seu crescimento e desenvolvimento. Comparando o comprimento (t3p = -
7,268, p = 0,001) os animais do TT9 (59,29 cm) séo significativamente maiores que os animais do
TT1 (45,94 cm). Quanto ao peso (tz = -8,169, p = 0,001) dos animais do TT9 também tem valores
significativamente mais elevados que o dos animais do TT1 (1870,13 g comparativamente a 924 g).
Relativamente ao IHP (Z = -4,092, p = 0,001), os peixes do TT9 tém valores significativamente mais
elevados que os peixes do TT1 (1,30 vs. 0,51); quanto ao IG (Z = -3,204, p = 0,001), também os

animais do TT9 tém os valores mais elevados que os do TT1 (0,35 vs. 0,10).

Quadro 14 - Valores correspondentes a média, desvio padrdo e teste estatistico relativamente ao

comprimento (cm), peso (g), IHP e IG das corvinas (Argyrosomus regius) provenientes do TT1 e TTO.

TT1 TT9
Média o Média o t
Comprimento (cm) 45,94 6,54 59,29 3,35 -7,268**
Peso (g) 924 309,79 1870,13 344,47  -8,169***
IHP 0,51 0,48 1,30 0,33 -4,092%**
IG 0,10 0,09 0,35 0,25 -3,204%**

*p<0,06 *p=<0,01 ** p=<0,001
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Nos animais dos tanques de terra 4 e 6, que eram provenientes do mesmo lote, averiguou-se a
existéncia de desigualdades no seu desenvolvimento. Observando o quadro 15 verificou-se que

existem diferencas nos valores dessas categorias, mas que n&o séo estatisticamente significativas.

Quadro 15 - Valores correspondentes a média, desvio padrao e teste estatistico relativamente ao

comprimento (cm), peso (g), IHP e IG das corvinas (Argyrosomus regius) provenientes do TT4 e TT6.

TT 4 TT 6
Média a Média a t
Comprimento (cm) 23,36 2,54 23,50 2,76 - 0,092
Peso (g) 129,60 49,69 129,75 45,38 - 0,006
IHP 1,42 0,56 1,44 0,26 - 0,102
IG 0,04 0,01 0,04 0,03

---Nota: dada a reduzida dimensdo da amostra (n=2) néo se fez a devida comparagao
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3.2 Qualidade das posturas dos reprodutores F1

A primeira postura do TR ocorreu a 9/5/12, seguida de mais 5 posturas a 11, 12, 17, 30 de maio e a
tltima a 9 de junho.

A temperatura durante o periodo das posturas oscilou entre 19,6 — 20,9°C, correspondendo
respetivamente a 52 e 62 posturas. Nas 6 posturas, 0os ovos visionados ao microscopico encontravam-
se praticamente todos no ultimo estadio de desenvolvimento da embriogénese — em néurula - como

demonstra o quadro 16.

Quadro 16 - Datas das posturas das corvinas (Argyrosomus regius) e respetiva caracterizacdo do

estadio dos ovos.

Data Postura. Temperatura (°C) Estadio % de ovos na amostra

astrulacéo 10

09-05-2012 12 20,5 gastruiag
neurulacao 90
11-05-2012 28 20,7 neurulacao 100
12-05-2012 32 20,6 neurulacao 100
17-05-2012 42 20,1 gastrulagao 10
neurulacao 20
30-05-2012 52 20,9 neurulacao 100
09-06-2012 62 19,6 neurulacao 100

Na Fig. 20 pode observar-se a quantidade total de ovos por postura, taxa de eclosédo e taxa de

sobrevivéncia a abertura de boca.

140 100,0%

S 120 Ovos Inviaveis (g)

e - 80,0%

g 100 - \ | 7/ mmmm Ovos Viaveis (g)

o 80 60,0%

Qo Taxa de eclosdo

B 60 40,0%

j=i

= 40

c Taxa de

©

8' 20 20,0% sobrevivencia a
abertura de boca

0 0,0%

12 2a 3a 42 5a 62
Postura

Figura 20 - Gréfico representativo da quantidade de ovos (g) e respetivas taxas (eclosédo e

sobrevivéncia) de ovos e larvas de corvina (Argyrosomus regius).
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Da 12 postura, a quantidade de ovos obtida foi de 112 g, sendo mais de metade viaveis. Desta
postura obteve-se a terceira melhor taxa de ecloséo - 77,5% - e a melhor a abertura de boca - 59%.
Na 22 postura apesar de uma reduzida quantidade de ovos (18 g) verificou-se uma boa taxa de
eclosédo (74,9%). No entanto, a taxa de sobrevivéncia a AB foi reduzida, ndo chegando a 20%.

A 32 postura teve a maior quantidade de ovos produzidos — 124 g - e de ovos viaveis — 89 g. Teve
também uma boa taxa de eclosdo (80,3%). No entanto, nenhuma das larvas dos tubos de
sobrevivéncia a AB sobreviveu.

Na 42 postura, da quantidade total de ovos (116 g), quase metade estavam inviaveis (53 g). Apesar
disso, esta foi a Unica postura em que a taxa de sobrevivéncia a AB foi maior (59%) do que a taxa de
ecloséo (32,9%).

A 52 postura teve uma baixa quantidade de ovos produzidos (34 g) mas demonstrou uma 6étima taxa
de eclosao (80%). A taxa de sobrevivéncia a AB nao atingiu os 20%.

Por fim, a 62 postura ficou muito aquém das restantes, pois praticamente todos os ovos produzidos
estavam inviaveis (20 g). Ainda assim, apesar de ter apresentado apenas 1 g de ovos viaveis,
realizaram-se 0os mesmos procedimentos das posturas anteriores. As larvas desta postura
sobreviveram apenas ldia.

Ap6s o estudo das taxas de eclosdo, abertura de boca e também da quantidade de ovos analisou-se
a quantidade de gotas lipidicas por ovo em cada postura (Fig. 21). Verificou-se que na 12 postura
houve maior quantidade de ovos com uma gota lipidica. A 22 postura foi a Gnica a ter ovos desde uma
gota lipidica até seis gotas lipidicas. Na 32 postura observou-se que a distribuicdo do nimero de
gotas lipidicas foi quase igual. Na 42 postura apenas dois ovos apresentaram duas gotas lipidicas,
estando os restantes com uma gota lipidica. Quanto a 52 postura todos os ovos tinham unicamente

uma gota lipidica.

H]l m2 m3 m4 m5 W6

11

12 Postura 22 Postura 32 Postura 42 Postura 52 Postura

Figura 21 - Namero de gotas lipidicas contabilizadas, por ovo de corvina (Argyrosomus regius) em

cada postura obtida nos reprodutores F1.

Comparando a distribuigdo do ndmero de gotas lipidicas por postura (x* » = 163,567, p = 0,001)

(quadro 17), verificou-se na categoria de uma gota lipidica que as maiores propor¢des estavam

presentes na 42 e 52 postura (93,3% e 100%). Relativamente a 22 postura notou-se uma proporgao
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mais elevada na categoria de duas gotas (28,3%), cinco gotas (5%) e seis gotas (1,7%).Na 32 postura
os valores significativamente mais elevados foram na categoria de duas gotas lipidicas (26,7%), trés
gotas lipidicas (16,7%) e quatro gotas lipidicas (20%).

Do total de ovos contabilizados nas amostragens, verificou-se que a maior percentagem de ovos que
continha apenas uma gota lipidica foi de 71,4%, ja o minimo foi de 0,2% para seis gotas lipidicas nos

ovos.

Quadro 17 - Proporcao do nimero de gotas lipidicas nos ovos de corvina (Argyrosomus regius) em

cada postura obtida nos reprodutores F1.

Nimero de gotas lipidicas

Posturas Total
2 3 4 5 6

1 70.0% 17.8% 10.0% 1.1% 1.1% 100%

2 50.0% 28.3% 10.0% 5.0% 5.0% 1.7% 100%

3 36.6% 26.7% 16.7% 20.0% 100%

4 93.3% 6.7% 100%

5 100.0% 100%
Total 71.4% 15.0% 7.1% 5.2% 1.0% 0.2% 100%

Analisando a Fig. 22 observou-se que a 12 postura teve maioritariamente ovos com 1mm e apenas
20% correspondente a 1,1mm. A 22 postura teve 3% dos ovos com 0,9 mm e 13% com 1,1 mm,
obtendo a maior frequéncia em 1 mm. A 32 postura teve 79% dos seus ovos com 1mm,o0s restantes
ovos da amostra tinham 0,9 e 1,1 mm. Quanto a 42 postura 70 % dos ovos estavam com 1 mm e 28%
tinham 0,09 mm, quanto ao valor residual que falta pertence ao tamanho de 1,1 mm. Por Ultimo, a 52
postura teve os maiores didmetros de ovos, tendo como didmetro minimo 1,1 mm, enquanto o
didmetro com maior percentagem (73 %) foi de 1,2 mm. Os restantes 16% dos ovos tinham 1,3 mm.
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Figura 22 - Percentagem da distribuicdo do diametro médio dos ovos de corvina (mm) (Argyrosomus
regius) em cada postura obtida nos reprodutores F1.

De modo a comparar o didmetro do ovo nas cinco posturas, efetuou-se uma analise estatistica
verificando se a distribuicdo seria homogénea para as cinco posturas.

Aquando da comparacdo do didmetro nas varias posturas encontrou-se diferengas estatisticamente
significativas (x2 kw 4 = 290,745, p = 0,001) (quadro 18). Os testes de comparacdo mdltipla indicam

gue as diferencas sdo todas significativas com excecdo das comparacdes entre os tanques 1 e 2, 2 e
3e3ed

Quadro 18 - Valor do didmetro do ovo de corvina (Argyrosomus regius) em mm (média e desvio

padrdo) para cada postura obtida nos reprodutores F1.

Postura 1 Postura 2 Postura 3 Postura 4 Postura s

Média o Média o |Média o Média o Média o XZKW

1,02 0,04| 1,01 0,04| 099 0,05| 0,97 0,05 1,20 0,05 | 290,745***
*p<,05 *ps<,01 ** p<,001

Apbs a ecloséo, nos primeiros dias de vida da larva, foi medido o comprimento do saco vitelino para

verificar a absor¢cdo do mesmo (Fig. 23).
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Figura 23 - Comprimento médio (mm) do saco vitelino das larvas de corvina (Argyrosomus regius) em

cada postura.

Relativamente a 22 e 52 postura s6 foram contabilizados valores para os dias 0 e 2, apresentando

estes um decréscimo ao longo do tempo. Na 12 e 32 postura verificou-se uma diminuicdo do tamanho

do saco vitelino até ao 2° dae, mas a partir dai os valores aumentaram.
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3.3 Ensaio larvar

O ensaio larvar baseou-se em dois tratamentos de densidades (LD = 19 larvas.L™ e CTRL = 39
larvas.L™), replicados por 3 tanques (LD1, CTRL1, LD2, CTRL2, LD3, CTRL3).

Nos tanques a temperatura média foi de 20,8 £ 1,05 °C e em média o oxigénio esteve nos 84,2 + 8,4
% de saturacao.

O estudo das larvas de corvina no circuito experimental fez-se através da observacé@o ao microscépio
da anatomia interna e externa e andlise ao seu desenvolvimento (Fig. 24).

Comecando a analise no dia 0 ap6és a eclosdo — Fig. 24 — pode observar-se o inicio do
desenvolvimento dos olhos, do intestino e a presenca do saco vitelino com a gota lipidica. Ao 2° dae
as larvas apresentaram abertura de boca e ao 3° dae visualizou-se a bexiga-natatoria.

Em todos os tanques dos dois tratamentos, do 3° ao 9° dae observou-se uma diminuicdo do saco
vitelino e da gota lipidica, enquanto a boca, a cabeca, o0 corpo e restantes 6rgados continuaram o seu
desenvolvimento. No 7° dae houve a visualizagdo da existéncia de barbatanas peitorais ja formadas.
Ao 12° dae comecou a notar-se a flexdo da ponta da notocorda e o inicio do crescimento da
barbatana caudal.

Por fim, ao 20° dae todos os tanques dos dois tratamentos mostraram ter as barbatanas dorsais, a

anal e o restante corpo com um bom desenvolvimento.
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Figura 24 - Fotos (com respetiva ampliacdo) do desenvolvimento da corvina (Argyrosomus regius) no
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O desenvolvimento larvar no ensaio também foi estudado através da curva de crescimento das larvas
(Fig. 25).

14,0
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o = CTRL1
€ 80
g | D2
S 6,0 = CTRL2
S ——LD3
O 40 ~——CTRL3
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 11 14 20

Figura 25 - Curva de crescimento das larvas de corvina (Argyrosomus regius).

Verificou-se a ecloséo, que o tamanho das larvas era de 2,8 mm, aumentando para 3,2 mm até ao
2°dae. Ao 3° dae, houve um decréscimo no comprimento das larvas da amostra, em todos o0s
tanques. Até ao 11° dae, o comprimento médio das larvas manteve uma média muito semelhante. Ao
14° dae os tanques LD1, LD3 e CTRL3 apresentaram as médias de comprimento mais altas (= 8 mm)
contra a média de comprimento mais baixa de 6,5 mm do tanque CTRL2.

Ao 20° dae, as corvinas dos tanques LD2 e LD3 mostraram ter a maior média de comprimento (13,4 e
12,6 mm) e as corvinas dos tanques com a menor média foram o LD1 com 10mm e o CTRL2 com
10,5 mm.

De modo a perceber melhor o efeito da densidade no crescimento das larvas investigou-se a
existéncia de diferencas no comprimento das larvas em cada tratamento.

Referente ao tratamento LD verificou-se pelo quadro 19 que o comprimento médio das larvas entre
tanques é diferente, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (F 2 235503 = 1,419, p =
0,244).

Quadro 19 - Média do comprimento (mm) das larvas de cada tanque do tratamento LD.

LD1 LD2 LD3

Média o Média o Média o F

Comprimento
7,38 3,46 7,75 3,90 8,25 4,47 1,419
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O comprimento médio das larvas nos tanques do tratamento de controlo, também nao mostrou ter

diferencas estatisticas significativas (F , 357 = 1,239, p = 0,291) (quadro 20).

Quadro 20 - Média do comprimento (mm) das larvas de cada tanque do tratamento CTRL.

CTRL1 CTRL2 CTRL3
Média o Média o Média o F
Comprimento
7,50 3,66 6,94 3,24 7,62 3,71 1,239

Estudando o quadro 21, podemos dizer que o tratamento LD produziu larvas com um comprimento

médio ligeiramente superior as larvas dos tanques de CTRL (7,79 vs. 7,36), embora haja flutuacdes

normais no crescimento das larvas nos dois tratamentos, ndo se verificaram diferencas

estatisticamente significativas (t71g = 1,555, p = 0,120).

Quadro 21 - Comprimento médio (mm) das larvas de cada tratamento.

LD CTRL

Média o Média o t

Comprimento
7,79 3,97 7,36 3,55 1,555
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4. Discussao

4.1 Avaliacdo dos estados de maturagdo sexual em corvinas dos tanques de terra

De todos os individuos amostrados dos tanques do ensaio experimental, o valor minimo registado no
crescimento foi de 23,36 £ 2,54 cm para um peso de 129,60 * 49,69 g (num animal com
aproximadamente 1ano) e o maximo obtido foi de 60,90 + 2,04 cm para um peso de 1941,40 + 321,88
g (num animal com aproximadamente 3 anos).

Duncan et al. 2013 consideram que os reprodutores a serem usados para criacdo devem ser
formados ou por animais criados em cativeiro que tenham acima de 6 kg ou por animais selvagens
gue tenham acima de 8kg.

Dos animais amostrados provenientes dos tanques de terra, 12 ainda ndo apresentavam
diferenciacdo sexual. Dos restantes procedeu-se a uma caracterizacdo das gonadas para averiguar o
estado de maturacdo. No caso dos machos essa caracterizacdo comecou pelo estadio imaturo,
devido apenas a existéncia de espermatécitos primarios; seguido do estadio desenvolvimento que se
caracteriza pela presenca de espermatoécitos primarios e secundarios (Grau et al., 2009); o estadio
maturacdo, pelo aparecimento de espermatozoides em pequena quantidade; por Ultimo, o estadio
maduro, que se caracteriza pela existéncia em grande quantidade de espermatozoides (Berois et al,
2004; Gil et al., 2012; Grau et al, 2009; Schiavone et al., 2012).

Quanto as fémeas, os estados de maturacdo das génadas podem ser caracterizados por imaturo,
pela presenca de oécitos primarios; em desenvolvimento, pelo aparecimento de odcitos secundarios
com existéncia de gotas lipidicas (Morgado e Gongalves, 2007; Grau et al., 2009); em postura, pela
existéncia de odcitos hidratados e em recuperacdo pelo aparecimento de odcitos heterogéneos e
foliculos atrésicos (Morgado e Gongalves, 2007; Berois et al., 2004; Gil et al., 2013).

A partir da amostragem realizada para o estudo do desenvolvimento das gbénadas dos animais, no
caso das fémeas do TT9, em maio, também se conseguiu observar ao microscopio o tamanho dos
o6citos. O comprimento dos o6citos pode variar até 1000 um (Duncan et al., 2012), neste estudo os
valores medidos estiveram entre 19,2 a 882,3 um, valores adequados a altura de reproducéo
(Duncan et al., 2013). Segundo Cérdenas (2010), quando € necessario realizar a inducdo da postura
nas fémeas, esta s6 é feita quando os odcitos tém um tamanho superior a 500 um. Dos animais da
amostragem, apenas a fémea 50 se enquadrava nesses requisitos.

Relativamente a classificacdo do estado de maturacdo das génadas dos TT, observou-se nos animais
do TT9, tanto machos como fémeas, a presenca nos estadios de desenvolvimento e postura /
maturacdo. Comparativamente, os animais do TT1 também deveriam estar nos estadios de
maturacdo / postura e ndo s6 no estadio de desenvolvimento, como foi verificado. Esta diferenca de
desenvolvimento talvez possa ser explicada pela disparidade de peso entre os dois TT (Gil et al.,
2013), pois o TT9 tinha os animais maiores que o TT1, ou por algum fator de stress que o tanque
tenha sofrido (Schreck et al., 2001; Mileva et al., 2011). No entanto, apesar da diferenca inicial de

peso, os animais dos dois tanques encontravam-se nos valores médios previstos para a época de
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reproducdo (Abou Shabana et al., 2012). No estudo de Schiavone et al. (2012) os animais com trés
anos atingiram a maturidade sexual com um peso médio de 1610 + 89 g e 35,8 + 0,8 cm de
comprimento médio.

A diferenca que existe no inicio da maturidade sexual pode estar relacionada com a densidade de
stock, em consequéncia da maior ou menor mortalidade, com a disponibilidade de alimento e / ou
com fatores ambientais. (Gil et al., 2013).

Os animais dos TT4 e o TT6, que tiveram origem no mesmo lote, aproximadamente com 1 ano de
idade, ja4 apresentavam diferenciacdo sexual, tal como os animais do ensaio de Schiavone et al.,
(2012). Apesar de estarem em diferentes tanques os animais apresentaram valores médios do peso e
comprimento muito semelhantes (para o TT4, 129,60 + 49,69 g e 23,36 + 2,54 cm; para o TT6, 129,75
+ 45,38 g e 23,50 £ 2,76 cm), podendo verificar-se que 0s animais mostram o mesmo padrdo de
crescimento. Quanto ao desenvolvimento das génadas, os animais do TT4 estavam no estadiol
enquanto os animais do TT6 ja se encontravam no estadio 2.

Os animais do TT7 apresentaram um desenvolvimento de gonadas mais diversificado. Apesar de
mais novos, 0S animais encontravam-se em estadios iguais ou mais avancados que os do TT1 (um
ano mais velhos). Enquanto o TT1 tinha os seus animais no estadio 2 em maio, o TT7 ja exibia trés
machos no estadio 3, isto em animais com um peso médio entre 421,40 a 545,80 g com 37,28 a
39,80 cm de comprimento médio. Schiavone et al. (2012) referem no seu estudo que animais com
dois anos atingiram a maturidade sexual com um peso médio 920 + 75 g e um comprimento médio de
26,8 £ 0,7 cm; os animais do TT7 também se encontravam perto desses valores (com quase metade
do peso médio mas com um comprimento médio superior).

Conciliando as imagens histologicas (quadro 11 e 12) com o IHP e o IG (anexo 8) foi possivel analisar
se 0s animais de cada tanque estavam a crescer / engordar ou a depositar as suas energias para o
desenvolvimento das gonadas. Isto foi possivel pois, no caso das corvinas, a gordura é armazenada
primeiro no figado. (Estéves et al., 2011).

Assim, quanto ao TT1, de acordo com os resultados, tanto para as fémeas como para os machos, 0s
valores do IG apresentaram diferencas significativas comparativamente ao TT9 (0,35 vs. 0,10) e
também foram mais baixos que os valores apresentados por Pastor et al. (2013) e Schiavone et al.
(2012). Os valores do IHP nas fémeas estavam muito préximos dos valores do TT9, enquanto 0s
machos apresentaram crescimentos inversos. Conjugando estes dados com um aumento de peso e
com a informacdo do quadro 13 (onde se observa que praticamente todos estdo no estadio 3),
podemos dizer que estes animais utilizaram as suas energias para o crescimento.

O TT9 foi o que apresentou melhores valores do IG ao longo do periodo de reproducdo. Nas fémeas
0 pico ocorreu em maio e verificou-se que estes valores eram Y4 dos valores de IG que as fémeas de
trés anos mostraram em Schiavone et al. (2012). Os valores do IG estdo ainda aquém dos valores
gue Estévez et al., (2011) apresentou no seu estudo, 4,5 (para corvinas em cativeiro com idades
entre 0s 4 e 6 anos). Nos machos o pico deu-se em abril, tal como demonstrou Maria del Mar Gil et
al. (2013) nos seus resultados — os machos tém o seu periodo de maturacdo entre marco e junho,
atingindo o pico em abril; para as fémeas, o seu intervalo de maturagéo vai de abril a junho, atingindo

0 pico em maio.
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O valor do IHP também foi superior nos animais deste tanque, nimero bastante diferente dos valores
do IHP dos animais do TT1 (1,30 vs. 0,51). Nas fémeas, considerando que (1) os valores de peso nao
sofreram alteracdes, (2) praticamente todas se encontram no estadio 3 (quanto a percentagem de
esteatose existente no figado) e (3) apenas uma estava em postura e as restantes em
desenvolvimento, pode afirmar-se que as fémeas estdo a armazenar energia e ndo a utiliza-la para
performance reprodutiva. Nos machos verificou-se uma perda de peso inicial, mas todos eles se
encontravam no estadio 3 (com mais de 70% de esteatose hepatica). Apesar disso, a caracterizacao
das génadas mostra que os animais estavam a desenvolver-se bem, podendo dizer-se que estdo a
despender a energia para a reproducao.

Da amostragem feita ao TT4 e TT6, ambos tinham os valores médios do IHP altos (1,42 e 1,44) e
considerando que os valores médios do IG sdo dos mais baixos (0,04 e 0,04), podemos dizer que as
suas energias estdo a ser empregues no seu desenvolvimento / crescimento.

No TT7, quer sejam fémeas ou machos, o IHP e IG aumentaram de abril para maio. Comparando os
valores de IG nos machos de dois anos em Schiavone et al. (2012), os valores do TT7 ficaram aquém
desses e, apesar dos seus animais estarem maioritariamente no estadio 3 (quadro 13), este tanque
apresentou mais animais com um maior desenvolvimento das génadas masculinas que o TT1 (que
sdo mais velhos e com um maior peso médio). Pode concluir-se que, para os animais deste tanque,

as suas energias estdo a ser gastas na reproducéo e ndo no crescimento.

4.2 Qualidade das posturas dos reprodutores F1

Dos reprodutores F1 de corvina colocados no tanque de reproducdo interiores, obtiveram-se 6
posturas naturais (Soares et al., 2015). Esta evidéncia vem assim contrariar diversos autores (Duncan
et al. (2008); Cérdenas, (2010); Mylonas et al. (2011) e Papadakis et al. (2013)) que dizem que a
reproducdo esponténea ndo acontece em cativeiro e que sdo necessarios métodos de inducéo
hormonal. Mylonas et al. (2013b) refere no seu estudo que apesar de ter obtido posturas naturais nas
fémeas de corvina, ndo sabe o0 motivo para que tal tenha acontecido, dizendo que possivelmente a
ocorréncia das posturas espontaneas aconteceu devido ao tempo (1 ano) em que se mantiveram 0s
animais (de quatro anos) juntos antes da experiéncia, tendo assim havido possivelmente uma
adaptacdo as condi¢bes de maneio. No entanto, a maturacdo dos odécitos pode ser esporadica e
inconsistente, sendo preferivel recorrer ao uso de hormonas para ter a certeza que se obtém
desovas.

Através da indugcdo hormonal, quer por implantes quer por injecéo, a quantidade de ovos nhas corvinas
pode chegar a mais de 1 000 000 de ovos (Duncan et al.,, 2012). Neste trabalho s6 foram
contabilizados os ovos da primeira postura. A quantidade de ovos obtida foi de 34 800 ovos, valor
ainda distante dos 55 000 ovos obtidos na primeira postura natural no estudo de Mylonas et al.
(2013Db). Estes valores ficam aquém do potencial de produc@o de ovos com posturas naturais (390
000 — 940 000 ovos / dia) (Mylonas et al., 2013b).

Quer seja em posturas naturais ou induzidas, a taxa de eclosdo é um pardmetro importante na

determinacdo da qualidade dos ovos, podendo determinar o seu valor é possivel decidir a
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continuidade ou ndo da incubacdo dos ovos, permitindo assim poupar custos de producdo e tempo
nas maternidades (Timéteo, 2007).

Das posturas obtidas, quatro tiveram a sua taxa de ecloséo entre os 75 a 80%, valores proximos do
obtido no trabalho de Mylonas et al. (2013a) (superior a 99%). Duncan et al. (2013) considera uma
boa avaliacdo da taxa de eclosdo quando esta € maior que 80%. Assim, podemos afirmar que o uso
de reprodutores F1 da origem a ovos de boa qualidade.

Quanto ao numero de gotas lipidicas, os resultados deste estudo variaram de um a seis. A 4% e 52
postura apresentaram apenas uma gota lipidica. As restantes variaram até seis gotas lipidicas por
ovo. Comparativamente com outras espécies, a dourada apresenta apenas uma gota lipidica nos
ovos, enquanto o robalo pode ter até seis gotas lipidicas por ovo (Moretti et al., 1999).

Analisando os resultados na Fig. 22, podemos observar que a 52 postura tem o tamanho dos ovos
acima da média, pois de acordo com Suquet et al. (2009) e Duncan et al. (2012), o diametro médio
dos ovos é de 900 a 1000 um, estando as restantes posturas nesses valores. Se seguirmos 0s
resultados de Pouséo-Ferreira (2010), para o didmetro dos ovos — 850 a 880 um — todas as posturas
apresentaram valores acima da média.

Na comparacgao do diametro do ovo entre as varias posturas, verificou-se a existéncia de diferencas
significativas entre elas. Apesar de se saber que o tamanho médio mais baixo foi 0,97 mm % 0,05 (4@
postura) e o tamanho médio mais alto foi 1,20 mm * 0,05 (5% postura) e ainda que existem trés
comparacdes que ndo apresentam valores diferentes (a comparacéo entre a postura 1 e 2 (1,02 vs.
1,01), a postura 2 e 3 (1,01 vs. 0,99) e a postura 3 e 4 (0,99 vs. 0,97)), ndo foi possivel fazer
inferéncias, pois como as fémeas ndo foram marcadas, ndo foi possivel determinar quantas nem
guais desovaram. Poderiam assim, justificar-se estas diferencas, pela frequéncia de posturas de cada
fémea e pela idade ou comprimento destas (Soares et al., 2015).

Nas cinco posturas verificou-se um decréscimo do saco vitelino até 2 dae, o que era esperado, pois
as larvas alimentam-se primeiro dessas reservas. Na 12 e 32 postura, ap6s uma diminui¢&o inicial do
tamanho do saco vitelino, os valores aumentaram. Este aumento pode dever-se a uma ma
identificagcdo do saco vitelino e consequentemente a uma mé medicdo ou, também, devido a
variabilidade entre as larvas, apresentando assim diferentes tamanhos do saco vitelino.

Seria de esperar que a 52 postura, por apresentar os maiores ovos tivesse uma pior absor¢do do saco
vitelino. No entanto, o que se observou na Fig. 23 foi uma diminuicdo do comprimento do saco vitelino
semelhante aos valores das outras posturas.

4.3 Ensaio larvar

Um dos aspetos de maior importancia, analisados no decorrer deste trabalho, foi a abertura da boca,
gue ocorreu ao 2 ° dae. Comparativamente a outras espécies mais comerciais, como a dourada (4°
dae), o robalo (4-5° dae) (Zaiss et al., 2006), a corvina tem a abertura de boca mais cedo. E de
destacar que ocorra tdo cedo a abertura da boca, pois com um desenvolvimento eficiente do sistema
digestivo ha um maior e melhor aproveitamento dos nutrientes para o crescimento (Izquierdo et al.,
2000).
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A formacédo da bexiga-natatéria notou-se logo ao 3° dae., valor que esta dentro do desenvolvimento
normal (Papadakis et al., 2013). A formacé@o da bexiga-natatéria pode comecar ao 4° dae e estar
completamente formada ao 17° dae (Céardenas, 2010).

Relativamente ao desenvolvimento morfoldgico, do 4° dae até ao 12° dae, visualmente ndo se
denotaram diferencas. Verificou-se um desenvolvimento homogéneo entre tratamentos, referente ao
desenvolvimento e formacdo da cabeca, intestinal e bexiga-natatoria. Quanto a formacédo das
barbatanas peitorais que se pode iniciar ao 3° dae (Papadakis et al., 2013), apenas foi possivel
realizar uma observagédo no ensaio, ao 7° dae no tratamento LD3, ndo sabendo assim se o seu
aparecimento inicial ocorreu perto desse dia.

Ao 12° dae verificou-se a formacdo da barbatana caudal, em todos os tratamentos, parecendo ficar
estar completa ao 14° dae. Na dltima amostragem (20° dae), os peixes mostraram ter as barbatanas
dorsais, caudal e anal completamente desenvolvidas, estando de acordo com Papadakis et al., 2013,
gue diz que ao 19° dae ja estao diferenciadas. O progressivo desenvolvimento das larvas no circuito
larvar foi idéntico ao desenvolvimento reportado por Papadakis et al. (2013).

As diferengas pontuais, notadas ao longo do desenvolvimento nas larvas do ensaio de densidades,
podem ser explicadas pelas varia¢gdes na qualidade do ovo. Tal como Kjgrsvik et al., 2003 verificaram
no seu estudo para o pregado, o crescimento das larvas produzidas em condi¢6es idénticas pode ser
afetado pela qualidade do ovo. Assim, larvas provenientes de ovos maiores sao também maiores e
apresentam maiores custos energéticos, ndo fazendo um aproveitamento eficiente do saco vitelino,
porque o tamanho do ovo podera influenciar a absor¢cdo do saco vitelino devido aos custos
energeéticos para a sua manutencdo. A taxa de absorcdo do saco vitelino também poderd ser
influenciada por fatores ambientais, tais como, luz, concentracéo de oxigénio e salinidade (Heming e
Buddington, 1988).

Os animais do ensaio larvar apresentam a eclosdo um comprimento médio de 2,8 mm, estando no
intervalo de 2 a 6 mm como refere Cardenas (2010).

A partir do 3° dae até ao 20° dae, as larvas apresentaram um comprimento médio inferior as larvas do
ensaio de Papadakis et al., 2013, com uma diferen¢a nunca maior que 0,6mm. A excec¢ao ocorreu ao
14° dae onde o comprimento médio das larvas se igualou.

Se analisarmos o crescimento nas espécies onde se baseia o maneio e producéo da corvina, entao
como termo de comparacdo, temos ao 20° dae o comprimento da larva de robalo (8 mm) e da
dourada (7,5mm) e verifica-se que tém praticamente metade do tamanho da corvina (Moretti et al.,
1999).

Neste ensaio analisou-se o efeito da densidade sobre o tamanho das larvas.

Verificou-se que tanto a baixa como a alta densidade ndo tiveram efeitos significativos sobre o
crescimento das larvas.

O intervalo 6timo de densidade, segundo Cérdenas (2010), é de 25 a 50 larvas /L. Portanto, e de
acordo com Roo et al. (2010), seria de esperar que os intervalos de densidade utilizados (19 e 39
larvas /L) surtissem efeitos diferentes no desenvolvimento, pois um cultivo larvar de baixa densidade
estd associado a rapidos crescimentos (como por exemplo a dourada) e a um melhor peso vivo,
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devido a disponibilidade de alimento e espaco para cada larva. No entanto, nas diferentes densidades

usadas no ensaio, nao se verificou um efeito no crescimento das larvas.
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5. Concluséo

Este trabalho serviu para investigar a evolugdo das corvinas nos TT, primeiramente sobre o
desenvolvimento sexual e posteriormente sobre a sua adaptacdo ao cativeiro dos reprodutores F1.
Através da analise dos resultados verificou-se uma correlacéo positiva nestas duas questdes, ou seja,
os animais nos TT mostraram estar a desenvolver-se bem com boas condicdes fisicas e estando a
maioria a desenvolver-se sexualmente. Assim, aquando da adaptacdo nos tanques dos reprodutores,
0s animais provaram ndo s6 que se adaptam bem a qualquer meio (desde que haja um maneio
adequado a espécie), como se conseguem reproduzir naturalmente sem ser necessario injecdes ou
induc¢des hormonais.

A qualidade dos ovos é determinante para a formacdo de uma descendéncia viavel, de tal modo que
é preciso fornecer as melhores condigGes possiveis para a sua producdo para que se possa obter o
melhor produto final para se comercializar. Neste trabalho obtiveram-se boas taxas de eclos&o
(quatro posturas com valores entre 75 a 80%); o comprimento médio dos ovos nas posturas
encontrou-se dentro da média (900 a 1000 um) e as gotas lipidicas dos ovos da amostragem
variaram de uma a seis (valor superior ao observado em outras espécies).

Apo6s o estudo dos reprodutores F1, houve um ensaio sobre o efeito da densidade no cultivo larvar.
Durante o cultivo larvar ndo houve diferencas significativas no desenvolvimento das larvas entre
tratamentos. No entanto, pode-se sugerir a utilizacdo do tratamento de maior densidade (CTRL=39
larvas.L™) para maior eficiéncia e otimizagéo de recursos num cultivo larvar.

Quanto a serem uma segunda geracdo proveniente de reprodutores com desova hatural, ndo se
verificaram diferencas nem no crescimento nem no desenvolvimento larvar, para com outras larvas.
Por fim, pode-se afirmar que os reprodutores F1 de corvina sdo bons reprodutores, produzindo ovos e
larvas de boa qualidade.

Embora a corvina seja uma espécie muito promissora para a aquacultura, a adaptagdo de protocolos
de outras espécies pode ndo se adequar a sua producéo sustentada ao longo do tempo. Deste modo
serdo necessarios mais estudos, nomeadamente, relacionados com a mortalidade larvar, o regime
alimentar na fase larvar, 0 maneio, entre outros, que permitam criar um protocolo especifico para a

espécie de forma a otimizar a sua producéo e baixar, de forma eficaz, os custos para o produtor.
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7. Anexos

Anexo 1- Quadro com valores da pesca mundial e producao de aquacultura e quantificacdo da sua
utilizagéo (valores para 2012 séo estimativas) (FAO, 2014)

2007 2008 2009 2070 2011 2012
(AL i Fornas)

PRODUCTION
Capture
Inland 10.1 10.3 10.5 11.3 1.1 11.6
Marine B80.7 79.9 796 778 B26 79.7
Total capture 0.8 90.1 90.1 89.1 93.7 213
Aquaculturs
Inland 29.9 324 43 368 38.7 41.9
Maring 20.0 20.5 21.4 22.2 2.2 24.7
Total aquaculture 459 52.9 55.7 59.0 62.0 66.6
TOTAL WORLD FISHERIES 140.7 143.1 145.8 148.1 155.7 158.0
UTILIZATION'
Human consumption 17.3 120.9 123.7 128.2 131.2 136.2
Non-food uses 23.4 22.2 22.1 19.9 24.5 21.7
Population (billions) 6.7 6.8 6.8 6.9 7.0 7.1
Per capita food fish supply (kg) 176 17.9 18.1 18.5 18.7 19.2
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Anexo 2 - Procedimentos histolégicos

Processamento de material (Processador TP1020 Leica)

1. Formol 1h
2. Alcool 70° 1h
3. Alcool 95° 1h
4. Alcool 95° 1h
5. Alcool Absoluto 100° 2h
6. Alcool Absoluto 100° 2h
7. Alcool Absoluto 100° 2h
8. Xilol 2h
9. Xilol 2h
10. Xilol 2h
11. Parafina 2h
12. Parafina 2h

Protocolo de coloracdo H&E

. Desidratar (Alcool 95° - Alcool 100° - Alcool 100° - Xilol — Xilol)
. Clarificar e montar em Entellan®

1. Desparafinar 15 min
2. Hidratar 5 min
3. Hematoxilina de Gill 2 30 seg
4. Lavar em agua destilada

5. Lavar em 4gua corrente morna 2 min
6. Alcool 70° 1 sec
7. Eosina-Floxina 1sec
8
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Anexo 4 — Quadros representativos dos cortes histoldgicos das génadas dos machos de corvina (Argyrosomus regius), provenientes dos diferentes tanques,
em Abril, Maio e Junho, onde a ampliagédo usada foi de 10x.

Data TT9 TT7 TT4 TT6

12-04-12

18-04-12

23-04-12
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Data

TT9

TT1

TT7

04-05-12

22-05-12

13-06-12
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Anexo 5 — Imagens dos cortes histologicos das goénadas masculinas de corvina (Argyrosomus

regius).

a) Corte histoldgico, da génada de corvina (Argyrosomus regius), no estadio 1 (imaturo), do macho
n°31 (ampliagdo 10x), visualizagdo de espermatdcitos primarios (ep); b) Corte histoldgico, da génada
de corvina (Argyrosomus regius), no estadio 2 (desenvolvimento), do macho n°25, (ampliagcdo 10x),

visualizagao de ep, e espermatécitos secundarios (es).

c) Corte histolégico, da génada de corvina (Argyrosomus regius), no estadio 3 (maturacéo), do macho
n°82 (ampliagdo 10x), visualizagdo de espermatozoéides (ez); d) Corte histolégico, da gonada de
corvina (Argyrosomus regius), no estadio 4 (maduro), do macho n°10, (ampliagdo 10x),visualizagao

de tdbulos definidos com grande quantidade de ez.
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Anexo 6 - Quadro representativo dos cortes histolégicos das gonadas femininas de corvina

(Argyrosomus regius), provenientes de diferentes tanques de terra, em Abril, Maio e Junho, onde a

ampliagdo usada foi de 10x.

Data

12-04-12

04-05-12

TT9

TT7

TT1

22-05-12

13-06-12

04-06-12
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Anexo 7 — Imagens dos cortes histologicos das gonadas femininas de corvina (Argyrosomus regius).

(@) (b)

a) Corte histolégico, da gonada de corvina (Argyrosomus regius), no estadio 2 (desenvolvimento), da fémea n°11 (ampliagcdo 10x), visualizagédo de odcitos
primarios (op) e oocitos secundarios (es) com gotas lipidicas (gl); b) Corte histoldgico, da génada de corvina (Argyrosomus regius), no estadio 3 (maturacao),

da fémea n°50, (ampliacéo 4x),visualizagdo de o6citos hidratados (oh).
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Anexo 8 — Quadros com os dados do ensaio dos reprodutores e graficos dos valores do IHP e IG:

indice indice
Data TT N°amostra-género Comprimento (cm) Peso () Figado (g) Gonadas (g) | Hepatossomatico (%) | Gonadossomatico (%)
18-04-2012 4 31-M 27,6 211 4,751 0,059 2,25 0,03
18-04-2012 4 32 21,2 89 0,868 - 0,98 -
18-04-2012 4 33 22 99 1,546 - 1,56 -
18-04-2012 4 34 22,3 107 1,585 - 1,48 -
18-04-2012 4 35 23,7 142 1,160 0,82 -
18-04-2012 6 38 25,6 118 1,613 - 1,37 -
18-04-2012 6 39 -M 24,8 136 1,280 0,069 0,94 0,05
18-04-2012 6 40 21,9 100 1,669 - 1,67 -
18-04-2012 6 42 21,5 110 1,417 - 1,29 -
18-04-2012 6 43 20,6 83 1,092 - 1,32 -
23-04-2012 6 44 - M 24,4 166 2,860 0,114 1,72 0,07
23-04-2012 6 45 - M 20,8 102 1,597 0,017 1,57 0,02
23-04-2012 6 47 - M 28,4 223 3,671 0,016 1,65 0,05
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indice indice
Data TT N°amostra-género Comprimento (cm) Peso (g) Figado(g) Gonadas (g) | Hepatossomatico (%) | Gonadossomatico (%)
12-04-2012 7 20-F 36,8 353 2,135 0,168 0,60 0,05
12-04-2012 7 22-F 35 340 3,069 0,228 0,90 0,07
12-04-2012 7 25-M 41,5 554 4,22 0,136 0,76 0,02
13-04-2012 7 27-M 33,6 538 6,860 0,156 1,28 0,05
13-04-2012 7 28—-M 39,5 322 3,460 0,248 1,07 0,05
22-05-2012 7 76 -M 41,3 576 7,906 0,115 1,37 0,02
22-05-2012 7 78-M 38,8 446 4,298 0,113 0,96 0,03
23-05-2012 7 80-M 41,5 604 8,802 0,381 1,46 0,06
22-05-2012 7 82-M 39 517 6,208 0,486 1,20 0,09
22-05-2012 7 84-F 38,4 586 6,944 0,597 1,18 0,10

69




indice

indice

Data TT N°amostra-género Comprimento (cm) Peso (g) Figado(g) Goénadas (g) | Hepatossomatico (%) | Gonadossomatico (%)
09-04-2012 1 1 38,7 600 5,660 0,94 -
09-04-2012 1 2 45 838 8,820 1,05 -
09-04-2012 1 3 38 532 7,700 1,45 -
09-04-2012 1 5 55 1578 17,05 1,08 -
04-05-2012 1 62-F 36 458 6,263 0,866 1,37 0,19
04-05-2012 1 64E65-F 51 1067 13,656 1,228 1,28 0,12
04-05-2012 1 66 — M 47,2 950 16,038 0,422 1,69 0,05
04-05-2012 1 68 - M 40,3 772 8,931 0,264 1,16 0,03
04-05-2012 1 70-M 45,4 810 13,889 0,251 1,71 0,03
16-05-2012 1 72-M 51,5 1133 11,115 0,291 0,98 0,03
16-05-2012 1 74—M 34,5 518 4,411 0,18 0,85 0,03
14-06-2012 1 91-M 50 1063 7,198 0,319 0,68 0,03
14-06-2012 1 92-F 49 1031 7,123 2,192 0,69 0,21
14-06-2012 1 93-M 48,5 970 7,751 0,316 0,80 0,03
14-06-2012 1 94-F 51 1090 9,297 2,276 0,85 0,21
14-06-2012 1 95-F 54 1374 14,026 3,118 1,02 0,23
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indice

indice

Data TT N°amostra-género Comprimento (cm) Peso (g) Figado (g) Goénadas (g) | Hepatossomatico (%) | Gonadossomatico (%)
12-04-2012 9 9-F 57,5 1638 17,94 8,17 1,10 0,50
12-04-2012 9 10-M 65 2322 37,92 12,56 1,63 0,54
12-04-2012 9 11-F 58 1894 21,86 6,4 1,15 0,34
12-04-2012 9 14-F 55,5 1765 21,94 3,73 1,24 0,21
12-04-2012 9 17-F 55 1486 13,15 5,166 0,88 0,35
04-05-2012 9 50-F 64,7 2550 47,551 25,504 1,86 1,00
04-05-2012 9 52-M 56,6 1696 22,33 1,326 1,32 0,08
04-05-2012 9 54 —F 60,2 2025 31,161 7,167 1,54 0,35
04-05-2012 9 56— F 60,5 1965 28,439 7,535 1,45 0,38
04-05-2012 9 58 - M 56,7 1542 16,911 0,927 1,10 0,06
04-05-2012 9 60— F 54,5 1332 13,485 7,05 1,01 0,53
13-06-2012 9 86—-F 62,5 2212 26,796 10,896 1,21 0,49
13-06-2012 9 87-M 59 1633 23,476 1,686 1,44 0,10
13-06-2012 9 88-F 58,5 1552 9,886 8,212 0,64 0,53
13-06-2012 9 89-M 61,5 2195 32,217 1,717 1,47 0,08
13-06-2012 9 90 -M 63 2115 38,714 2,13 1,83 0,10
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