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Resumo

As gbnadas de ourigo-do-mar sdo uma iguaria, apreciada ha muito tempo, néo
s6 pelos povos Asiatico e Nérdico, mas também em Espanha e nalgumas regides
costeiras de Portugal. Peniche e Ericeira sdo das principais localidades onde existe o
habito da apanha do ourigco-do-mar, quer para fins lidicos ou comerciais. De forma a
garantir o equilibrio das popula¢bes do ourigco-do-mar, Paracentrotus lividus, torna-se
crucial estudar estas populacdes e criar novas formas para atender a procura desta
iguaria. A aquacultura de ouricos-do-mar tem sido vista como uma possivel alternativa.
Nos ultimos anos, foram desenvolvidos estudos sobre a sua producao e nutricdo. Mais
recentemente, os Europeus sdo os que tém vindo a demonstrar um maior interesse
neste grupo de invertebrados. O foco tem-se centrado maioritariamente no estudo de
novas técnicas de crescimento larvar e desenvolvimento de novas dietas, para
melhoramento das génadas.

Neste estudo foi caracterizado o ciclo gametogénico do ourico-do-mar
Paracentrotus lividus. As épocas de reproducao e postura, que sdo tdo importantes na
compreenséo do seu ciclo de vida, foram identificadas. Através de técnicas histoldgicas
foi possivel verificar que 0s ouricos-do-mar se encontravam maturos nos meses de abril
e maio, realizando a postura nos meses de Verdo. Além disso, avaliou-se o efeito de
trés dietas diferentes na maturacdo das suas gonadas. As dietas utilizadas foram:
(A) Codium tomentosum, uma macro alga verde que se encontra naturalmente no seu
habitat; (B) um mix de vegetais e algas gelificados e (C) milho e espinafres. No final do
ensaio, através da comparacdo dos valores dos indices gonadossomaticos e da
composicao nutricional das gbnadas, concluiu-se gque o uso de uma dieta composta por
milho e espinafres é bastante vantajosa a nivel comercial. A dieta gelificada que
continha 0 mix de vegetais e algas (dieta B) revelou ser bem aceite pelos ouri¢os-do-
mar. No entanto, os ouricos-do-mar alimentados com essa dieta apresentaram valores
de indice gonadossomatico inferiores (3,80 + 2,37 %), em relagéo aos alimentados com
a dieta C (9,97 = 6,4 %). A quantidade de lipidos também foi inferior nos individuos
alimentados com a dieta B (27,34 + 7,37 mg g%), quando comparados com o0s
alimentados com a dieta C (milho e espinafres) (46,97 + 25,99 mg g1). As gbnadas de
P. lividus mostraram ser compostas por uma percentagem elevada de acidos gordos
saturados, principalmente nos individuos alimentados com a dieta A (53,9 + 13,6 %) e
B (50,1 + 14,3 %). Os individuos alimentados com a dieta C mostraram ser
nutricionalmente mais ricos, apresentando valores mais elevados de PUFA
(A-27,9+11,6 %;B—-31,0+10,2%; C—-37,1+3,0%).
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Abstract:

The sea urchin gonads have been considered one of the most appreciated
delicacies, not only by the Asian and Nordic people, but also in Spain and in some coastal
regions of Portugal. Peniche and Ericeira are two of the main places where there is the
habit of capturing sea urchins, either for recreational or commercial purposes. In order
to ensure the balance of the sea urchin Paracentrotus lividus populations, it is crucial to
study them and create new alternatives to meet the demand for this delicacy.
Aquaculture of sea urchins has been considered a possible alternative. In the last years,
studies on aquaculture and nutrition of sea urchins have grown exponentially. Recently,
the Europeans have been the ones who have shown greater interest in this invertebrate
group. The focus has been mainly in the study of new techniques for larval growth and
new feeds for improving the quantitative and qualitative attributes of the gonads.

In this study, the gametogenic cycle of the sea urchin Paracentrotus lividus was
characterized. Thus, the breeding and spawning seasons were identified, which are so
important to understand the life cycle of the species. The maturation state of the gonads
was assed through histological techniques. The sea urchins matured in the months of
April and May and spawned during the summer.

Furthermore, it were evaluated the effects of three different diets in the
development of Paracentrotus lividus gonads. The diets consisted on: (A) Codium
tomentosum, a green macroalgae that occurs naturally in the habitat of P. lividus; (B) a
jellified mix of vegetables and algae; (C) maize and spinach. At the end of the trial, it was
concluded that the use of a diet with maize and spinach brought commercial advantages,
by comparing the values of the gonadosomatic index and the nutritional value of the
gonads. The diet containing a jellified mix of vegetables and algae (diet B) was found to
be well accepted by sea urchins. Nevertheless, sea urchins fed with this diet presented
lower values of the gonadosomatic index (3.80 + 2.37 %) than those fed with the diet C
(9.97 + 6.4%). The amount of lipids was also lower in sea urchins fed with diet B
(27.34 +7.37 mg g -1), when compared to those fed with the diet C (maize and spinach;
46.97 + 25.99 mg g-!). The gonads of P. lividus showed to be composed by a high
percentage of saturated fatty acids, mainly in the individuals fed with diet A
(53.9 £ 13.6 %) and B (50.1 £ 14.3%). The individuals fed with the diet C showed to be
nutritionally richer, presenting higher values of PUFA (A - 279 += 11.6 %;
B-31.0+£10.2%; C-37.1+3,0%).

Key-words: sea urchin; reproductive biology; histology; aquaculture.

Vi






: "?L,, ....... Mestrado da Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL

e Aquacultura
indice
L. INETOAUGEO ..o 1
1.1. Apanha do Ourigo-do-mar em Portugal.............eeuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 2
1.2. Aquacultura de OUIMGOS-00-MA..........ccuiiiiieiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e ee e e eeeeeeeeeeeeees 3
1.3. Bi0lOQia 08 ESPECIE ......uueiiiiieiiee ettt 4
1.3.1. HADItOS @liMENTAIES ........uuuiiiiiiiiiiiiiiii e 6
1.3.2. REPIOTUGAD ...ttt 7
1.3.2.1. GAMELIOGENESE. .. .cciiiiiiiieeie e e ettt e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e neaees 11
R T o o 11 11 | - VPSP 12
1.4. ODJEtiVOS 0O ESTUAOD......ceiiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e eeeeees 13
2. MateriaiS € METOUOS. .....eevviiiiiiiiiiiiiiiee et ee ettt e e e eaeteeeeaeeeaaaasseasaeseaeeeeeeeeseeeeeees 15
2.1 Caracterizacdo da Biologia reprodutiva de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) .........cccooviiiiiiiiiiiiiieee 15
2.1.1. Recolha de ESPECIMES........uuiiiii i e e e eaaaans 15
2.1.2. Recolha de dados BIOMELNCOS ..........ccuviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 15
2.0.3. HIStOIOQIA .. ..cceiieeeeiee e 16
2.2. Efeito de trés dietas no desenvolvimento das génadas de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) ...........ccviiiiiiieeiriieiiie e 17
2.2.1. Aquisicao e acondicionamento d0OS 0rganiSMOS..........ccccevvvvviiiiniieeeeeeennnnns 17
2.2.2. Periodo d€ JEJUM .. ... e e e e e e e e e aaaeaa 17
2.2.3. ENSaio @XPerimeENntal ..........cuuuuiiiiii i 18
2.2, 3. L. DIBLAS ettt 18
2.2.4. Recolha de dados BIOMEALNCOS .........ccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 19
2.2.5. HIiStOIOQIA ... .ccciiiiiiiiece e e 19
2.2.6. Analises bioqUIMICAS ..........ouiiiiiii e 19
2.3. ANALISE 08 AUOS ... uuuiiiiiiiiiiii e 21
G B (TS | = To [ 1 PP 23
3.1 Caracterizacéo da Biologia reprodutiva de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) ............cuviiiiiieeiieiiiiiie e 23
3.1.1. DAd0S DIOMELIICOS ....ccoiiiiiiiiiiiieee e 23
T N o 113 (o] (o o |- P UUPPPRPRRI 27
3.1.2.1. GaAMEIOGENESE. ....oviiiei e eeeee et e et e e e e e e e e e e 33

vii



: Iell'p.uu.m Mestrado de Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
——— Aquacultura

3.2. Efeito de trés dietas no desenvolvimento das gobnadas de

Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816). .......ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen 34

3.2.1. DAd0S DIOMELIICOS ....ceeiiiieiieeieeeeee e 34
B2, 1.0 JEJUIM ettt ettt ettt e ettt e et e e e e e annaeeas 34
Tt O =l 1= o 34
3.2.1.3. Taxa de ingestao alimentar ..o 35
3.2.2. HIStOIOQIA ......cceieiiieiiiiee 36
3.2.3. ANAlISES DIOQUIMICAS ....evvieeeiiiiiiiiiiiiie e 37
3.2.3.1. Lipidos totais e &cidos gordos Nas dietas ...........ccuvveeiiieeeiiiiiiiiiiieeeeeeens 37
3.2.3.2. Lipidos  totais e acidos gordos nas gobnadas de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) ..........cuuuererririiireiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 40
3 1Yo 11T o R 42
4.1. Caracterizacéo da Biologia reprodutiva de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) .........cccooiiiiiiiiiiiiiiieeee, 42

4.2. Efeito de trés dietas no desenvolvimento das gbénadas de

Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816). ........cccovviiiiiiiiiiiiiieeee 48
5. CoNnSIderagies fiN@IS..........vveuiiiiiii e 53
Referéncias bibliografiCas...........coviiiiiiiiiee e 55
Y 1 (0 1= 67

viii



: Iel'p.u.m Mestrado de Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
rm—— Aquacultura

indice de tabelas

Tabela 1 — Identificacdo e quantificagdo de acidos gordos presentes nas diferentes
dietas (média + desvio-padrdo, percentagem), fornecidas aos ouricos-do-mar
Paracentrotus lividus (A — Codium tomentosum; B — Mix de algas e vegetais; C — Milho
B BSPINAITES ). . o e 39

Tabela 2 — Identificacdo e quantificacao de acidos gordos presentes nas gbnadas dos
ouricos-do-mar, alimentados com diferentes dietas (A — Codium tomentosum; B — Mix
de algas e vegetais; C—Milho e esSpinafres).........coooet i 41

Tabela 3 — Epocas de postura de Paracentrotus lividus em diferentes locais.............. 44







: "?L,, ....... Mestrado da Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
rm—— Aquacultura

indice de figuras

Figura 1 — Esquema representativo do ciclo de vida do ourigo-do-mar (adaptado de
CarDONE, 2003). . et e 8

Figura 2 — (A) Representacdo esquematica do sistema reprodutivo ourico-do-mar em
vista lateral e aboral; (B) Representacao esquematica dos tecidos da parede da génada;
(C) Uma go6nada ourico-do-mar, onde se vé os musculos na superficie exterior da
cavidade genital hemal (GHS) do saco interior (tiras brancas). A - anus; CTL - camada
de tecido conjuntivo; GL - [imen das génadas; H — placa madrepdrica; NP - fagdcitos
nutritivos; GCS — cavidade celémica genital; GHS - cavidade genital hemal; TF- pés
ambulacrérios; VP - peritoneu visceral (adaptado de Carboni, 2013)..................cc.eeee. 10

Figura 3 — Variacdo do diametro da carapaca (DC) e peso humido (P) de
Paracentrotus lividus, na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho

Figura 4 — Variacdo do peso das génadas (PG) e do indice gonadossomatico (IG) de
Paracentrotus lividus, na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho

Figura 5 — Variacdo da temperatura média mensal da agua do mar (T), do fotoperiodo
em numero médio de horas de luz diarias por més (FP) e do indice gonadossomatico
(IG) de Paracentrotus lividus, na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a
18T ] Lo B2 1 T PP 25

Figura 6 — Variacdo do diametro dos o6citos (DO) nas génadas de Paracentrotus lividus
fémeas, na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho 2016................ 26

Figura 7 — Frequéncia relativa de machos e femeas de Paracentrotus lividus, durante
12 meses de amostragem na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a

18T ] Lo T2 X T PPN 26
Figura 8 — Ciclo gametogénico feminino da espécie Paracentrotus lividus............... 29
Figura 9 - Ciclo gametogénico masculino da espécie Paracentrotus lividus............. 31

Figura 10 — Frequéncia relativa dos estadios gametogénicos de Paracentrotus lividus
ao longo dos 12 meses de amostragem na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho
2015 a junho 2016. | — Inicial; Il — Crescimento; Ill — Prematuro; IV — Maturos;
V — Postura; VI — POs-postura; VIl-Reabsor¢ao...........ccovviiiiiiiiiiiiieieeen 33

Figura 11 — (A) Peso gonadal (PG) e (B) indice gonadossomatico (IG) dos ourigos-do-
mar Paracentrotus lividus sujeitos a diferentes dietas. Dieta A — Codium tomentosum;
Dieta B — Mix de algas e vegetais; Dieta C — Milho e espinafres. As letras a e b
representam grupos com diferencas estatisticamente significativas......................... 35

Figura 12 — Quantidade média de alimento ingerido até ao final do ensaio, de cada dieta
fornecida aos ourigcos-do-mar Paracentrotus lividus. Dieta A — Codium tomentosum;
Dieta B — Mix de algas e vegetais; Dieta C — Milho e espinafres. Letras a e b indicam as
diferencas significativas (P <0,05)........oiiiiiii s 36




: Iel'p.u Mestrado de Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
—— Aquacultura

Figura 13 - Frequéncia relativa dos estadios gametogénicos identificados nos
individuos  Paracentrotus  lividus, alimentados com  diferentes  dietas.
Dieta A — Codium tomentosum; Dieta B — Mix de algas e vegetais; Dieta C — Milho e
espinafres.| — fase inicial; Il — crescimento; Ill — pré-maturacédo; IV — Maturagao;
V —Postura; VI — pos-postura; VIl — reabSOrGa0. .........o.veiiiiiiiiiiis ceeiiieeeeeeene 37

Figura 14 — Quantidade de lipidos presentes nas diferentes dietas (mg g-1) fornecidas
aos ouricos-do-mar Paracentrotus lividus. Dieta A — Codium tomentosum; Dieta B — Mix
de algas e vegetais; Dieta C — Milho e espinafres. Letras a, b e ¢ representam as
diferencas estatisticamente significativas (P <0,05)...........oiiiiiiiiiiii 38

Figura 15 — Quantidade de lipidos presentes nas génadas dos ouricos-do-mar
Paracentrotus lividus, alimentados com diferentes dietas (A — Codium tomentosum;
B — Mix de algas e vegetais; C — Milho e espinafres) (mg g). Letras a e b representam
as diferengas estatisticamente significativas (p <0,05)........c.cooviiiiiiiiiiiiie 41

Xi



: "?L,, ....... Mestrado da Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
rm—— Aquacultura

1. Introducéo

Tendo em conta o atual declinio dos recursos pesqueiros em Portugal e no resto
do Mundo, é necessario que haja um foco nos recursos menos conhecidos ou nao tao
comuns. Embora sejam nativos em toda a costa Portuguesa, 0s ouricos-do-mar sdo um
recurso que tem passado despercebido. Nao é por serem menos conhecidos que 0s
torna menos importantes, pelo contrario, sdo determinantes no que diz respeito ao
equilibrio das comunidades onde estéo inseridos (Fernandez, 1997; Gago et al., 2003).
S&o considerados os maiores consumidores de macroalgas, controlando assim o
crescimento e a propagacao excessiva das mesmas
(Boudouresque and Verlaque, 2007). Além disso, os ouricos-do-mar adultos servem
muitas vezes de abrigo para a pequenos organismo invertebrados, como os ofilros,
poliquetas ou lesmas-do-mar (Brusca and Brusca, 2003).

Este estudo focou-se em Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) que é uma das
espécies de ourico-do-mar que aparece ao longo de todas as zonas intermareais
rochosas da costa Portuguesa. Em Portugal, € uma espécie bem conhecida,
especialmente em pequenas comunidades nas zonas do litoral Norte
(Bertoccietal., 2012; Dominguez et al., 2015), no Oeste (Peniche e Ericeira; Silva, 2012)
e Sudoeste (Jacinto et al., 2013), assim como, nhas ilhas da Macaronésia
(Alves et al., 2001; Girard et al., 2012). Mundialmente, esta espécie distribui-se pelas
costas do Nordeste Atlantico, desde o Norte de Franca (Allain, 1975) até ao sul de
Marrocos (Bayed et al., 2005), incluindo as llhas Britanicas (Byrne, 1990) mas também
por todo o Mediterrdneo, sendo mais abundante no Mediterrdneo ocidental
(Hereu et al., 2004; Fernandez et al, 2006; Lawrence, 2013), incluindo os mares das
Baleares (Haya de la Sierra, 1990; Catoira, 1995; Hereu et al., 2004;
Fernandez et al, 2006; Ouréns et al., 2013; Lawrence, 2013), o mar Tirreno, Jonico
(Pais et al., 2007; Guidetti et al., 2004; Pais et al., 2012), Adriatico e, mais a Oriente, 0
mar Egeu (Warnau et al., 1995; Boudouresque and Verlaque, 2007; Pais et al., 2007,
Tomsic et al., 2010).

Os estudos que tém surgido incidem sobre o impacto da apanha no estado
ecolégico das populagbes de P. lividus, no Litoral Norte de Portugal
(Bertocci et al., 2012; Bertocci et al., 2014), ou ainda sobre alguns aspetos particulares
inerentes a sua dindmica populacional (Jacinto and Cruz, 2012; Jacinto et al., 2013;
Fernandez, 2013; Dominguez et al., 2015), bem como o estudo de alguns aspetos
relativos a sua reproducao e distribuicdo espacial (Gago et al., 2003). No entanto, muito
permanece por se conhecer sobre P. lividus, nomeadamente no que respeita a sua

biologia reprodutiva. Este aspeto torna-se mais relevante, quando se contempla a

1
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crescente importancia econémica desta espécie, enquanto um recurso natural. Os
impactos da sua apanha, ainda com pouca regulamentacdo, poderdo traduzir-se numa
sobre-exploracéo dos stocks das populacdes de ourigcos-do-mar. A solucédo, para evitar
este problema, poderd passar pela eventual produgdo controlada de P. lividus em
Aquacultura. O estudo da biologia reprodutiva de P. lividus € crucial, para desenvolver

as técnicas necessarias a producédo desta espécie.

1.1. Apanha do Ourigo-do-mar

No Mediterraneo, Norte da Asia, Nova Zelandia e Chile, a apanha de diferentes
espécies de ouricos-do-mar como recurso pesqueiro, tem sido realizada desde o inicio
do século XVIl, com dramaticas consequéncias ecolégicas em todo o mundo
(Andrew et al., 2002). Nestas regides, as espécies mais exploradas foram
Loxechinus albus e Strongylocentrotus sp. Enquanto no Mediterraneo, a espécie mais
afetada foi Paracentrotus lividus, cujas gbnadas laranjas-avermelhadas, pela presenca
consideravel de carotenoides, devem a sua qualidade ao elevado contetido nutricional
(Sartori et al., 2016). A demanda mundial por génadas (mais conhecidas por “ovas”) tem
aumentado significativamente desde o inicio dos anos 70, atingindo seu maximo em
1995, com desembarques de 113 654 toneladas (valor trés vezes maior do que o
registrado em 1970). Atualmente sofreu um declinio ligeiro, para 100 000 toneladas
(Sartori et al., 2016).

Em Portugal, a apanha do ourico-do-mar tem essencialmente uma componente
familiar/lidica e sazonal. A apanha estende-se por toda a costa rochosa Portuguesa,
mas realiza-se com maior foco na costa Alentejana (Castro, 2004). No Litoral Norte, a
apanha do ourico-do-mar tem uma componente mais econémica, uma vez que existem
empresas que compram 0s organismos para exportacdo (Fernandez, 2013). A apanha
do ourigco-do-mar € uma atividade de marisqueiros inter ou submareais, geralmente
realizada com o auxilio de um bicheiro ou faca (Castro, 2004; Fernandez, 2013). Esta
apanha ocorre entre os meses de dezembro e abril, periodo em que as génadas atingem
um maior volume, uma melhor textura e sabor (Fernandez, 2013). A maioria das
populacdes que residem nos locais onde esta atividade se pratica, evidenciaram a perda
de habitos/tradicdo e consequente diminuicdo da apanha, também devido a legislacado
atual (Mamede, 2014). Mas ainda resiste a tradigdo da “Ourigada” na altura da Pascoa,
em que os populares se juntam para apanhar e confecionar as gobnadas dos ouri¢os-do-
mar. Mesmo fora da época festiva, é habito de algumas familias, repetirem o convivio
aos fins-de-semana e/ou feriados (Castro, 2004; Mamede, 2014). Contudo, apés 2015,

com o aparecimento do Festival do Ourico-do-mar, na Ericeira, parece haver uma
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tendéncia (ainda nédo reportada) para o aumento da apanha de ouricos-do-mar na costa
Oeste. Os apanhadores e distribuidores alertam para a diminuicdo muito acentuada do
recurso (observacdo pessoal).

1.2. Aquacultura de ourigos-do-mar

Com o aumento da populacdo mundial, torna-se cada vez mais dificil atender a
demanda por varios recursos pesqueiros. O histérico da pesca dos ouricos-do-mar néo
difere muito dos demais recursos marinhos costeiros: a sua sobre-exploragéo o que tem
levado a varios os esforcos para desenvolver o sector aquicola, de forma a satisfazer e
expandir o mercado comercial e tentar evitar a deplecédo dos stocks naturais.

A aquacultura de ouricos-do-mar primeiro surgiu no Japao, em 1968, quando os
stocks de Strongylocentrotus intermedius (Agassiz, 1863) comecaram a entrar em
declinio (McBride, 2005). Varias aquaculturas produziam pequenos ouricos-do-mar,
para unidades cooperativas, que ficavam responsaveis pelos programas de
repovoamento. Atualmente séo feitos cultivos intensivos em sistemas de jaulas, onde
0s ouricos-do-mar sdo alimentados com algas produzidas em cativeiro, até atingirem o
tamanho de mercado (McBride, 2005).

Na América do Sul, os ouricos-do-mar também sdo bastante apreciados,
principalmente no Chile. A espécie mais comum é Loxechinus albus (Molina, 1782) e a
sua producdo representa cerca de 50% do mercado mundial. Apenas 10% sao
consumidos no Chile (Roa, 2003).

Na Europa, os stocks de ouricos-do-mar também diminuiram drasticamente,
obrigando os paises a desenvolver novas técnicas de aquacultura (McBride, 2005). Nas
Gltimas duas décadas, varias espécies de ouricos-do-mar tém sido estudadas com vista
a sua producdo em aquacultura. Paises como a Noruega, Irlanda e Islandia, sdo os
principais propulsores no estudo de Paracentrotus lividus (James and Siikavuopio,
2015). Atualmente, a aquacultura de ourigos-do-mar tem surgido em duas vertentes:
1) a producéo de larvas e/ou juvenis para repovoamento ou venda a outras empresas;
2) no melhoramento da qualidade e quantidade de goénada (ovas), dos individuos
capturados no ambiente selvagem (Pearce et al., 2004; James and Siikavuopio, 2015).

De acordo com dados divulgados pela FAO (2012), a producéo de P. lividus, em
Aquacultura na Europa, € de 10 toneladas por ano, enguanto os desembargques em terra
registam 108 toneladas por ano. Torna-se evidente a necessidade urgente do
desenvolvimento de estratégias rapidas e fidveis, que visem responder a sua
sobre-exploracdo (Sartori et al., 2016). O desenvolvimento de novas técnicas na

aquacultura de ouricos-do-mar torna-se imperativo para a expansdo do setor, para
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fornecer novos produtos para mercados em crescimento e novas oportunidades de
emprego. O equilibrio adequado entre a identificagdo da potencialidade do mercado, as
prioridades da investigagdo e a eventual producédo e fornecimento de um produto de
gualidade superior, sdo critérios fundamentais para o sucesso da aquacultura de
ouricos-do-mar (McBride, 2005).

1.3. Biologia da espécie

Os ouricos-do-mar Paracentrotus lividus sdo organismos que apresentam uma
elevada tolerancia a presséao fisiolégica, resistindo a elevados niveis de salinidade,
temperatura, dessecacdo ou escassez de alimento, durante longos periodos de tempo
(Allain, 1975; Le Gall et al., 1989; Fernandez, 2013; Hereu, 2005). De outra forma, ser-
Ihes-ia impossivel viver em pequenas pocas de maré.

Paracentrotus lividus é considerado adulto, quando atinge os 30 mm de diametro
de carapaca (Ouréns et al., 2011). Existem relatos de individuos desta espécie atingirem
tamanhos superiores a 75 mm de didmetro, nas populacbes da Irlanda e Galiza
(Byrne, 1990; Catoira, 1995). O tamanho do corpo e o processo de crescimento dos
ouricos-do-mar estdo diretamente relacionados com o0s processos celulares, que
resultam em alteracdes na massa do esqueleto - implicam uma expansao, calcificacao
e producdo de tecidos (Ebert, 2007; Lawrence et al., 2007). Ainda é muito dificil
determinar com precisao e exatidao a idade dos individuos, sendo que o hormal é tentar
avalia-la com base no didmetro da sua carapaca. Boudouresque and Verlaque (2007)
relataram varios estudos em diferentes locais, em que corresponderam 2 cm de
didmetro de carapaca, a uma média de 2 anos de idade, bem como um individuo com
4 cm teria entre 4 e 5 anos de idade. A dificuldade em estabelecer uma relacao
inequivoca tamanho-idade para uma espécie/populagdo relaciona-se com o facto da
velocidade do crescimento dos individuos depender de fatores bidticos e abidticos,
como: temperatura da agua, a qualidade do alimento, a densidade populacional e o
desenvolvimento das génadas (Boudouresque and Verlaque, 2007; Tomsic et al., 2010).
No entanto, estudos recentes propdem novos métodos para a determinacdo da idade,
baseados em perfis proteémicos de fluidos celémicos e em bandas de crescimento nos
espinhos (Bodnar, 2013; Stadniczefiko et al., 2016). Este ultimo foi recentemente
contestado por Narvaez et al. (2016), defendendo que as bandas de crescimento nao
estdo estritamente relacionadas com a temperatura € ndo sao consistentes entre
classes de tamanho dos ouricos-do-mar, ou tipos de ossiculos. Além disso,
Narvaez et al. (2016) observaram que eram acrescentadas bandas de crescimento em

resposta ao stress temporario, sem que fosse possivel distinguire-las das bandas
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naturais de crescimento. Portanto, a relacdo entre o tamanho e a idade dos ouricos é
dificil de estabelecer devido aos efeitos da variabilidade ambiental, da competéncia
interespecifica e da falta de metodologias conclusivas (Grosjean et al., 1996).

A cor dos ourigos-do-mar Paracentrotus lividus pode variar (lilds, branco, verde,
roxo, vermelho), mas néo esta relacionada com o sexo, alimentacéo predominante, nem
com a profundidade (Boudouresque and Verlague, 2007; Lopes et al., 2012). De uma
forma geral, os ouricos-do-mar sdo comumente conhecidos por apresentarem uma
carapaca globosa, formada por placas esqueléticas, unidas por uma matriz de colagénio
e interdigitacdes de calcite, que lhes confere rigidez (Brusca and Brusca, 2003). Além
disso, sao caracteristicos os espinhos duros, mas méveis, que cobrem o corpo do
ourico-do-mar. Assim como, o aparelho bucal (designado de Lanterna de Aristoteles),
com o qual raspam as algas das rochas, para se alimentarem e que € bastante Gtil para
a atividade erosiva do ourico-do-mar (Martinell et al., 1981). Outra caracteristica que 0s
diferencia de outros animais, é a existéncia de um sistema vascular hidrico (ou
ambulacréario) do qual fazem parte os pés ambulacrarios. E um sistema complexo de
canais e reservatorios, cheios de fluido, que auxiliam o seu transporte interno e a
movimentacdo e projecdo dos pés ambulacrarios, com o0s quais se deslocam e fixam
nas rochas, manipulam alimento e recebem alguns estimulos sensoriais
(Brusca and Brusca, 2003; Boudouresque and Verlague, 2007; Binyon, 2013;
Carboni, 2013). Outra estrutura estranha, Unica dos ouri¢cos-do-mar, sao os pedicelarios.
Estes tém forma de pinca, e respondem a estimulos externos, de forma independente
do sistema nervoso principal (uma vez que possuem 0s seus préprios componentes
neuromusculares) (Brusca and Brusca, 2003; Burke, et al., 2006). Os espinhos méveis
e 0s pedicelarios contém musculos e outros tecidos que se situam externamente ao
tecido esquelético da carapaca (Ferguson, 1970; Brusca and Brusca, 2003;
Burke et al., 2006).

Na face oral do ourigco-do-mar encontram-se 5 pares de branquias dispostas na
membrana peristomial, responsaveis pelas trocas gasosas. Sdo suportadas também
pelo sistema vascular hidrico, mas sdo os movimentos da lanterna de Aristételes que
controlam a pressao hidrostatica dentro das branquias. Desta forma é fornecido oxigénio
necessario aos musculos utilizados durante a alimentacdo (Brusca and Brusca, 2003).

O sistema digestivo dos equinodermes é composto por um tubo bastante simples,
gue se estende desde da lanterna de Arist6teles ao anus, estando localizada no centro
da superficie oral e o anus na superficie aboral. O esé6fago estende-se em direcéo a
superficie aboral através do centro da lanterna de Aristoteles, seguido do intestino. Na
maioria dos equinodermes, um duto estreito, chamado de siféo, situa-se paralelamente

ao trato digestivo e estende-se ao longo do seu comprimento. Ambas as extremidades
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do sifao abrem-se no intestino promovendo um desvio para o excesso de agua ajudando
a concentrar o alimento no tubo digestivo. O intestino estreita-se num reto curto que
termina no anus, no qual sdo produzidas enzimas que participam na digestdo

(Brusca and Brusca, 2003).

1.3.1. Habitos alimentares

Paracentrotus lividus € um consumidor primario na cadeia tréfica das zonas
litorais. Tem maioritariamente uma dieta herbivora (Fernandez et al, 2000;
Cacabelos et al., 2010; Agnetta et al., 2012), sendo uma boa percentagem composta
por plantas vasculares aquaticas e macroalgas. Algumas espécies de ouricos-do-mar
(incluindo P. lividus), também se alimentam de detritos que derivam na coluna de 4gua
(Kelly et al, 2012). Tém preferéncia por algas eretas e/ou filamentosas
(ex: Laminaria sp., Codium sp., Porphyra sp., etc.) (Benedetti et al.,1998;
Abraham, 2007), mas também séo capazes de se alimentar de algas vermelhas duras,
com incrustacdo de calcio, como Corallina sp. e Lithophyllum sp. (Hereu et al., 2005;
Silva, 2012). Por isso, sdo considerados, entre os invertebrados, um grupo com um
papel bastante determinante nas comunidades de macrofitas bentdnicas
(Fernadndez, 2013). Mudancas bruscas na sua abundancia podem alterar drasticamente
a composicdo de espécies, estrutura e funcionamento destas comunidades
(Tomas et al., 2004; Fernandez, 2013; Bertocci et al., 2014; Dominguez et al., 2015).

Paracentrotus lividus é uma das espécies que se alimenta maioritariamente a noite
(Bernardez et al, 2000; Boudouresque and Verlaque, 2007; Lawrence et al., 2007).
Provavelmente, serd uma forma de evitar contacto com 0s seus potenciais predadores,
gue apresentam uma maior atividade diurna (sendo que este fator pode variar de acordo
com as populagdes e a sua localizagdo geografica) (Sala, 1997; Sala et al., 1996;
Bernardez et al, 2000; Boudouresque and Verlaque, 2007; Lawrence et al., 2007;
Mamede, 2014).

A resposta dos ouricos-do-mar a presenca de alimento € muito complexa e ainda
pouco estudada. Os ourigos-do-mar podem ser atraidos pelo alimento, mas ao mesmo
tempo, ndo se serem estimulados a ingeri-lo (Lawrence et al.,1989;

Lawrence et al., 2007). Mesmo quando se alimentam, podem ndo ser capazes de o
digerir (Lawrence et al., 1989; Lawrence et al., 2007). A frequéncia e quantidade de
alimento que é ingerida podem ser influenciados pelas caracteristicas fisico-quimicas
do alimento, pelo estado fisiolégico do individuo e por fatores abiéticos, como a luz solar
(Lawrence et al., 2007), o hidrodinamismo do local (Moore and McPherson, 1965;

Kawamata, 1998), a temperatura (Lawrence et al., 2007; Hasegawa et al., 2012;
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Carboni, 2013) ou predadores (Sala, 1997; Sala et al., 1996; Bernardez et al, 2000;
Boudouresque and Verlaque, 2007; Lawrence et al., 2007; Mamede, 2014). Do ponto
de vista fisiolégico e nutricional, quando as condicbes ambientais ndo se alteram e a
disponibilidade de alimento é continua, os ourigcos-do-mar podem nédo se alimentar de
forma constante. Em laboratério, algumas espécies apresentam uma elevada taxa de
consumo, depois de passarem por um periodo de jejum. Contudo, quando alimentados
ad libitum a taxa de consumo decresce (Lawrence, et al., 2003). Alguns estudos
sugerem que P. lividus tem preferéncia por dietas formuladas com base em matérias

vegetais (Lawrence et al., 1989; Lawrence et al., 2007).

1.3.2. Reproducéo

A maioria das espécies de equinodermes, inclusivamente Paracentrotus lividus,
sdo organismos gonocoéricos, desprovidos de dimorfismo sexual, que libertam os seus
gametas na agua, onde ocorre fecundacao (externa). A Unica forma de diferenciar os
sexos € através da observacao da libertacdo dos gametas, ou através da dissecacao do
animal e observacéo das suas gonadas (Allain, 1975).

As fémeas produzem um numero elevado de évulos oligolécitos, pobres em
reservas nutritivas, pelo que o seu desenvolvimento embrionario € muito rapido,
originando larvas autonomas plancténicas, capazes de capturarem o seu préprio
alimento - larva pluteus. A medida que v&o crescendo e desenvolvendo, as larvas
pluteus sofrem varias metamorfoses, até a transformacéo final em pequenos juvenis,
semelhantes aos adultos na forma. Para que ocorra o recrutamento benténico dos
juvenis, estes necessitam de encontrar um substrato adequado. Caso tal ocorra num
habitat propicio, estes crescem atingindo o estado adulto, reproduzindo-se e dando
continuidade a um novo ciclo (Fig. 1) (Young et al.,, 1987; Young et al.,, 1997;
Benedetti-Cecchi et al., 2000; Tomas et al.,2004; Carboni, 2013). O recrutamento de
juvenis costuma apresentar grandes variagbes interanuais (Hereu et al., 2004),
dependendo da interagcdo de fatores bidticos e abidticos (Young et al, 1987;
Young et al., 1997; Benedetti-Cecchi et al., 2000; Tomas et al.,2004).

Em laboratério, os individuos P. lividus com um tamanho médio de 13 a 20 mm de
didmetro podem atingir a maturagdo em 5 meses, quando expostos a 24 horas de luz
(Cellario and Fenaux, 1990). Nos ecossistemas naturais, a maturidade é atingida mais
tarde, devido a condicbes ambientais oscilantes, possivelmente desfavoraveis, e a
eventual escassez de alimento (Boudouresque and Verlaque, 2007;
Dincer and Cakli, 2007).
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Figura 1 — Esquema representativo do ciclo de vida do ourico-do-mar (adaptado de
Carboni, 2013).

Os ourigcos-do-mar apresentam cinco génadas dispostas na parte interna das
zonas interambulacréarias da carapaca (Carboni, 2013). Ligado a cada gonada existe um
tubo - designado de gonoducto, que se estende até ao poro (gonopéro), situado na placa
genital disposta na face aboral do ourico-do-mar, em torno do periprocto. Em ambos
sexos, a parede das goénadas é composta por um saco interno e outro externo, cada um

composto por varias camadas. A cavidade celémica genital (GCS) separa os dois sacos.
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O saco externo inclui o peritoneu visceral (VP), delimitando o celoma perivisceral, o qual
esta ligado a uma camada de tecido conjuntivo (CTL) (Carboni, 2013) (Fig. 2). O saco
interno é uma cavidade genital hemal (GHS), que possui células mioepiteliais ciliadas
na sua face externa, semelhante aquelas observadas em génadas de estrelas-do-mar.
Enquanto que no lado interno, a cavidade genital hemal suporta o epitélio germinativo
(Carboni, 2013).

As células mioepiteliais contraem-se ritmicamente durante a liberacdo dos
gametas (Okada et al 1984). A gametogénese ocorre no saco interno da cavidade
hemal, com uma capacidade de armazenamento de nutrientes muito limitada. O
armazenamento é feito nos fagécitos nutritivos (NP) fornecendo um microambiente
estrutural e nutricional as células germinativas, durante toda a gametogénese em ambos
os sexos (Walker et al., 2007). ApGs o inicio da gametogénese, os fagocitos nutritivos
sdo utilizados para sintetizar novas proteinas e outros nutrientes, para odécitos e
espermatozoides (Carboni, 2013). Pensa-se que os fagécitos nutritivos sdo capazes de
reconhecer células gametogénicas em diferentes estadios de desenvolvimento e reagir
adequadamente a cada situacao. A base para o reconhecimento dos fag6citos nutritivos,
em diferentes fases da gametogénese, € desconhecida. Mas envolve, sem duvida, as
caracteristicas  estruturais dos proprios e interacbes  proteina-proteina
(Walker et al., 2007).

O tamanho das génadas né&o é proporcional ao tamanho da carapaca dos ouri¢os-
do-mar. Além disso, o indice gonadossomatico (relacao entre o peso da gbénada e o
peso total do organismo) também nédo esta diretamente associado ao desenvolvimento
gametogénico. Por isso, € necessario ter cuidado com as conclusbes baseadas nestes
indicadores (Boudouresque and Verlaque, 2007). Mesmo dentro de uma mesma
populacdo, os individuos ndo mostram o seu ciclo reprodutivo sincronizado e, assim,
encontram-se individuos maturos durante o ano inteiro (Sanchez-Espafia et al., 2004).
O ourigo-do-mar P. lividus, quando acondicionado a baixas densidades, apresenta um
indice gonadossomatico elevado (Guettaf and San Martin, 1995). Temperaturas de
18° a 22°C, juntamente com um fotoperiodo de dias curtos, parecem estimular o
desenvolvimento gonadal (Shpigel et al., 2004), independentemente dos padrdes de
alimentagéo (Guettaf and San Martin 1995). Em suma, o indice gonadossomatico e o
desenvolvimento gametogénico estdo dependentes de varios fatores, como a
disponibilidade de alimento, temperatura e fotoperiodo (Shpigel et al., 2004,
Carboni, 2013).
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Inner sac

Figura 2 — (A) Representacdo esquematica do sistema reprodutivo ourico-do-mar em vista lateral
e aboral; (B) Representacdo esquematica dos tecidos da parede da génada; (C) Uma gbnada de
ourico-do-mar, onde se vém os musculos do saco interno da cavidade genital hemal (GHS) |, na
face virada para o limen da cavidade (tiras brancas). A - anus; CTL - camada de tecido
conjuntivo; GL - limen das gonadas; H — placa madrepoérica; NP - fagdcitos nutritivos;
GCS - cavidade celdmica genital; GHS - cavidade genital hemal; TF- pés ambulacrarios;
VP - peritoneu visceral (adaptado de Carboni, 2013).

Spirlet et al. (2000), mostraram que a temperatura € mais influente, do que o
fotoperiodo, no ciclo reprodutivo e no crescimento do Paracentrotus lividus em cativeiro.
No entanto, o estudo decorreu apenas 45 dias, sendo recomendados 120 dias para
obtencéo de resultados fiaveis (Shpigel et al., 2004). Recentemente foram descobertos
orgaos fotorreceptores no tubo dos pés ambulacrarios dos ourigos-do-mar, provando a
sua habilidade em reagir a luz (Raible et al., 2006). Esta descoberta corrobora a hipotese
do fotoperiodo ser um forte fator influenciador da gametogénese (Lesser et al. 2011).
As alteragdes sazonais de pardmetros ambientais (como o fotoperiodo, a temperatura
e a salinidade) influenciam a reprodugéo dentro e entre populagbes, sendo que as
condicbes nutricionais dos individuos também afetam a gametogénese
(Dincer and Cakli, 2007; Wasson and Watts, 2007). Os fatores ambientais (como os
fatores nutricionais) vao afetar a fisiologia e a morfologia das génadas, significando que
os fatores exdgenos transformam-se em fatores endégenos, regulando a reproducéo do
ourico-do-mar adulto (Wasson and Watts, 2007). Em virtude da crescente contaminacao

ambiental, a nivel mundial, um grupo diverso de compostos sintéticos tém vindo a ser
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descobertos como desreguladores enddcrinos. Estes compostos (produtos quimicos
industriais, herbicidas e pesticidas), normalmente entram no ambiente marinho através
de efluentes de estacdes de tratamentos de esgotos e/ou efluentes domésticos,
industriais e agricolas. Eles imitam ou antagonizam os efeitos dos mensageiros
guimicos enddgenos, causando desequilibrios no ciclo reprodutivo dos ourigos-do-mar
e de outros organismos (Langston et al., 2005).

1.3.2.1. Gametogénese

A gametogénese pode ser monitorizada através da histologia das génadas e ser
classificada com base nas proporcdes de dois grupos de células: células germinativas
e fagdcitos nutritivos (NP) (Byrne, 1990; Spirlet et al., 1998a). O desenvolvimento dos
gametas é semelhante para ambos os sexos. No inicio da gametogénese os fagécitos
nutritivos centralizam-se no limen e absorvem material resultante da lise de gametas
remanescentes do Ultimo ciclo gametogénico. Assim que os fagocitos nutritivos
restabelecam as suas reservas energéticas, estdo aptos para fornecer os nutrientes
necessarios aos primeiros gametas (pré-vitelinos). Inicialmente, os gametas surgem ao
longo da parede do ovario/testiculo (parede ascinal), rodeados pelos fagdcitos nutritivos.
A medida que v&o crescendo e se tornam maturos, deslocam-se da parede ascinal para
o centro do limen das gonadas. Quando 0s gametas atingem o seu expoente maximo
de maturacdo, o limen das gbénadas fica completamente preenchido, os fagdcitos
nutritivos comec¢am a diminuir em quantidade e disp6em-se numa camada muito fina ao
longo da parede ascinal. Nesta fase, 0s ouricos-do-mar encontram-se preparados para
dar inicio & postura. A medida que os gametas séo libertados, surgem espacos no limen
entre 0s gametas. A postura raramente ocorre até a exaustdo, ou seja, até que as
gbnadas figuem completamente despromovidas de gametas. Sendo que, no final da
postura os fagodcitos nutritivos (NP) comegam a aumentar em nimero, dando origem a
uma malha eosinofilica que rodeia os gametas remanescentes e 0s absorverem,
resgatando o material nutritivo (Byrne, 1990; Spirlet et al., 1998a).

Ao longo das diferentes fases da gametogénese, as necessidades nutricionais dos
ouricos-do-mar alteram-se. Os lipidos sdo importantes componentes estruturais das
membranas celulares e subcelulares, mas mais importante ainda, sdo reservas
energéticas vitais para o ciclo reprodutivo (Arafa et al., 2012). Compreendem os acidos
gordos e sdo essenciais durante a gametogénese. No inicio da gametogénese, a
necessidade nutricional € maior, uma vez que sdo necessérias maiores quantidades de
nutrientes e energia para o crescimento e maturacdo dos gametas. No final da

gametogénese, a caréncia nutricional diminui. Os acidos gordos sdo muito importantes,
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agindo como uma fonte energética para os espermatozoides obterem energia para a
natacdo, através da oxidacdo de &cidos gordos, ou para 0s odécitos, como uma
importante  fonte para o0 desenvolvimento e  sobrevivéncia larvar
(Martinez-Pita et al., 2010).

1.3.2.2. Postura

Normalmente, os machos e as fémeas agregam-se em pocas, ou perto de
macroalgas, para realizarem a postura, em simultdneo. Podem ocorrer em grupos de
10 a 20 individuos. Os eventos de postura nunca envolvem todos os individuos da
populacédo. No entanto, os gametas libertados podem servir de estimulo para que outros
individuos adultos deem inicio a postura (Boudouresque and Verlaque, 2007).

A reproducéo de P. lividus pode ocorrer uma ou duas vezes por ano. As épocas
de reproducdo podem sofrer pequenos desvios temporais, de ano para ano,
dependendo das condi¢cbes ambientais (Boudouresque and Verlaque, 2007). Quando
ocorrem duas épocas de postura, geralmente a primeira ocorre quando a temperatura
sobe, até um ponto critico, e a segunda, quando a temperatura baixa consideravelmente
(Bayed et al., 2005; Boudouresque and Verlaque, 2007).

Apesar da variabilidade geografica, individual e anual, a reproducéo pode ocorrer
durante todo 0 ano, mas em nUmeros pouco expressivos. Isto pode representar uma
estratégia de sobrevivéncia da populacdo, uma vez que a mortalidade das larvas atinge
valores muito elevados durante todo 0 seu desenvolvimento

(Boudouresque and Verlague, 2007).
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1.4. Objetivos do estudo

E imperativo compreender a biologia das populacdes selvagens, para se poder
fazer uma abordagem cientifica mais assertiva. O uso da aquacultura surge como uma
possivel resolucdo para os problemas de sobre-exploracao existentes. A caracterizagao
biolégica do ciclo reprodutivo de uma espécie/populacado permite-nos apurar quais 0s
meses em que cada fase do ciclo gametogénico ocorre com mais frequéncia. A
aquacultura de Paracentrotus lividus podera ser uma solucdo a exploracéo dos recursos
naturais, assim como, uma ferramenta na gestao e melhoramento dos mesmos, através
de projetos de repovoamento da espécie.

Neste estudo, pretende aprofundar-se 0s conhecimentos sobre a biologia
reprodutiva do ourico-do-mar Paracentrotus lividus, contribuindo assim para o
desenvolvimento da sua produg¢do em cativeiro. O conhecimento da biologia reprodutiva
desta espécie, na costa de Peniche, permitira desenvolver técnicas de cultivo de
P. lividus, tais como o acondicionamento de reprodutores e a otimizacdo das posturas,
do cultivo larvar e do crescimento dos juvenis. Por outro lado, o presente trabalho visa
permitir novos avangos no desenvolvimento de gonadas produzidas em cativeiro,
destacando-se a avaliacdo do efeito da alimentacéo artificial na qualidade nutricional
das mesmas, em termos lipidicos. Em suma, pode enumerar-se como principais

objetivos especificos deste estudo, 0s seguintes:

e realizar o estudo da biologia reprodutiva de P. lividus, durante 12 meses, na
costa de Peniche (Litoral Oeste de Portugal);

o analisar histologicamente as gonadas de P. lividus para descricao,
identificacdo e estabelecimento da época de ocorréncia dos varios
estadios de gametogénese;

o avaliar o indice gonadossomatico dos individuos e a proporcao sexual
daquela populagéo;

e estudar o efeito de trés dietas alimentares distintas em P. lividus nomeadamente:

o no tamanho dos individuos (didmetro da carapaca e peso humido
individual);

o ho indice gonadossomatico;

o no desenvolvimento das gbénadas, com identificacdo dos estadios de
gametogénese;

o na caracterizagdo e quantificacdo de lipidos totais e &cidos gordos, quer
das dietas fornecidas, quer nas génadas dos individuos alimentados com

as mesmas.
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2. Materiais e métodos

2.1. Caracterizacdo da Biologia reprodutiva de Paracentrotus lividus
(Lamarck, 1816)

2.1.1. Recolha de espécimes

Foram recolhidos 30 ourigcos-do-mar Paracentrotus lividus por més, durante um
periodo de 12 meses consecutivos, de julho 2015 a junho 2016. O local de recolha foi a
Praia do Abalo (39°22'12.69"N; 009°23'7.07"W), em Peniche, Portugal. Os individuos
foram recolhidos manualmente e ao acaso, em varias pocas de maré intermareais.

Depois de recolhidos, os individuos foram transportados para o laboratério de
Aquacultura do MARE - Centro de Ciéncias do Mar e do Ambiente, do Instituto

Politécnico de Leiria, dentro de recipientes de 5 L, com agua salgada.

2.1.2. Recolha de dados biométricos

No laboratdrio, as espécimes foram pesados individualmente (P — peso himido),
numa balanca analitica (AE ADAM PGL 3002, Milton Keynes, Inglaterra), e mediu-se o
didmetro da sua carapaca (DC), com auxilio de uma craveira. As génadas foram
retiradas e pesadas (PG), para calculo do indice gonadossomatico (IG) (Giese, 1959;
Fenaux, 1968; Sanchez-Espafia et al., 2004; James and Siikavuopio 2011;

Marsh et al., 2013), de acordo com a formula:

peso da génada
peso total do individuo

indice gonadossomatico = ( ) x 100

Dos 30 individuos recolhidos mensalmente, 10 foram analisados
histologicamente. Para isso, retirou-se uma gonada para ser fixada e preservada em
formol tamponado a 4 %, para posterior  analise histol6gica
(James and Siikavuopio 2011). As outras quatro génadas foram conservadas em tubos

individuais, a - 80 °C, para futura analise biogquimica.

15



: "?L,, ....... Mestrado de Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
rm—— Aquacultura

2.1.3. Histologia

As goénadas, depois de fixadas em formol tamponado a 4 %, durante 24h, foram
inseridas numa solucéo de etanol a 70 % (24 h). Depois procedeu-se a desidratacao e
inclusdo em parafina, num processador de tecidos (Leica TP 1020, Nussloch,
Alemanha). Os cortes das génadas realizaram-se no micrétomo Accu-Cut ™ SRM™
Sakura (Alphen aan den Rijn, Holanda), com uma espessura de 5 um. Os cortes foram
secos e preservados numa estufa a 37°C (Binder, Tuttlingen, Alemanha), durante
24 horas, até serem submetidos a técnica de coloracdo Hematoxilina-Eosina. Apos a
coloracao, finalizaram-se as preparagfes definitivas das gonadas, com o meio de
montagem Coverquick 2000 Path® (S&o Francisco, EUA), deixando-as secar durante
72 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, as preparacdes dos tecidos
gonadais de Paracentrotus lividus foram observadas ao microscopio 6tico composto
(Leica DM 2000 LED, Wetzlar, Alemanha) e fotografados (Leica HC 170 HD, Wetzlar,
Alemanha). Desta forma, foi possivel avaliar o sexo dos individuos, a propor¢ao sexual,
caracterizar os diferentes estadios da gametogénese e medir o didametro dos odcitos
(5 medic¢des por individuo em 10 individuos por més). Os estadios gametogénicos foram
interpretados com base em Byrne (1990) e Spirlet et al., (1998a). A propor¢ao sexual foi

avaliada da seguinte forma:

numero de machos
numero de fémeas

Proporgéo sexual =

2.1.4. Dados Ambientais

Os dados da temperatura média mensal da dgua do mar foram gentilmente
cedidos pelo Instituto Hidrogréafico. Os dados relativos ao fotoperiodo provém de dados
oficialmente publicados pelo Centro Nacional de Previsdo Ambiental, pertencente ao
Servico  Meteorologico  Nacional dos estados Unidos da  América

(www.wunderground.com).

16



: "?L,, ....... Mestrado de Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
rm—— Aquacultura

2.2. Efeito de trés dietas no desenvolvimento das goOnadas de

Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)

2.2.1. Aquisicéo e acondicionamento dos organismos

Foram recolhidos 117 ourigos-do-mar na Praia do Abalo (39°22'12.69"N;
009°23'7.07"W), em Peniche (Portugal), com aproximadamente 4 cm de diametro da
carapaca. Os individuos foram levados para o laboratério de Aquacultura do MARE -
Centro de Ciéncias do Mar e do Ambiente, do Instituto Politécnico de Leiria, em
recipientes de 5 L, com agua salgada. Chegados ao laboratério os ourigcos-do-mar foram
pesados individualmente (P — peso humido), numa balanca analitica (AE ADAM PGL
3002, Milton Keynes, Inglaterra), e mediu-se o diametro da sua carapaca (DC), com
auxilio de uma craveira. Os organismos foram acondicionados em 3 sistemas de
recirculacdo de agua, cada um composto por trés aquarios de vidro, com 60 L de
capacidade. Distribuiram-se 13 ouricos em cada aquario, perfazendo 39 individuos por
sistema. A agua dos sistemas era direcionada para um sistema de filtracao de 96 L, com
um filtro biolégico (biobolas), um filtro mecéanico (1 de vidro), bomba de recirculacao de
adgua (Hailea Hx-6530, 1750 L h, Guangdong, China), escumador de proteinas
(Bubble-magus SP1000, 300 h-1, Guangdong, China) e refrigerador (FRIMAR ® F500,

Fernando Ribeiro Lda, Barcarena, Portugal).

2.2.2. Periodo de jejum

Uma vez que o0s ouricos-do-mar ndo apresentam um ciclo gametogénico
sincronizado, foi necessario sujeitar os individuos experimentais a um periodo de jejum,
durante 30 dias, a uma temperatura de 16 °C, salinidade 37,0 e pH ~ 8
(Spirlet et al.,1998b; Yokota et al, 2002; Fabbrocini et al, 2012;
Sartori and Gaion, 2015). O objetivo do jejum, baseia-se na capacidade que 0s ouri¢cos-
do-mar tém em utilizar as reservas que contém nos fagdcitos nutritivos, obrigando-os a
absorver as gbénadas e a ficarem sincronizados (Spirlet et al.,1998ab;
Yokota et al., 2002; Fabbrocini et al., 2012; Sartori and Gaion, 2015).

No final do jejum, fez-se uma amostragem de 3 individuos por aquario para se
avaliar os dados biométricos (diametro da carapaca, peso humido individual, peso das
gonadas) e o indice gonadossomatico. Além disso, foram também retiradas as génadas,

para andlise histologica (James and Siikavuopio 2011; Fabbrocini et al., 2012).
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2.2.3. Ensaio experimental

Administraram-se 3 dietas distintas a ouricos-do-mar, durante 80 dias (14 de
dezembro de 2015 — 7 de marco de 2016), com o intuito de avaliar o efeito das mesmas
no desenvolvimento das génadas de P. lividus. Cada dieta foi administrada a um grupo
de 10 ourigcos, num dos aquarios, de cada sistema de recirculacdo de agua. Ou seja,
um total de 30 ourigcos-do-mar para cada dieta. Durante o0 ensaio, a temperatura da agua
foi estabelecida para 20 + 1 °C (Fernandez et al., 1998; Spirlet et al.,, 1998b;
Spirlet et al., 2000; Spirlet et al., 2001; Shpigel et al., 2004; Schlosser et al., 2005). Os
parametros da qualidade da agua foram avaliados diariamente, sendo que o pH foi
mantido a 8 (Schlosser et al., 2005) e salinidade a 37 + 1 (Yokota et al., 2002;
Schlosser et al., 2005; Tomsi¢ et al., 2015).

2.2.3.1. Dietas

A dieta A foi composta apenas pela macroalga verde Codium tomentosum,
fornecida fresca e inteira. Esta macroalga foi apanhada na mesma localizacdo da
recolha dos ouricos-do-mar. A dieta B foi preparada através de uma mistura de algas
(macroalga verde Codium tomentosum (20%), macroalga vermelha Coralina sp. (17%)),
vegetais (repolho Brassica oleracea var. capitata (30%), cenoura Daucus carota (30%))
e agar (3%) (agar biolégico em flocos — Cem porcento ®). A dieta C foi formada por
milho (Zea mays) (56 %) e espinafres-da-Nova-Zelandia (Tetragonia tetragonoides)
(44 %) frescos e inteiros. A dieta C foi escolhida como dieta de referéncia com base em
estudos realizados anteriormente (Basuyaux and Blin, 1998; Spirlet et al., 2001;
Schlosser et al., 2005; Fabbrocini et al., 2012; Fabbrocini et al.,2015; Silva, 2012;
Satori et al., 2016).

Os individuos foram alimentados todos os dias ad libitum
(Basuyaux and Blin, 1998; Spirlet et al., 2001; Silva, 2012). Apesar disso, efetuou-se um
registo diario das quantidades administradas e ingeridas, para no final se calcular a taxa

de ingestao alimentar (FI), em gramas (Siikavuopio et al., 2012):

alimento ndo consumido

. L alimento fornecido
Taxa de ingest&o alimentar = x100

Todos os dias, o alimento inicial era pesado e no dia seguinte, o que restava em

cada aquério, também.
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2.2.4. Recolha de dados biométricos

No final do ensaio, todos 0s ourigos-do-mar foram: 1) pesados (P — peso humido
individual) numa balanca analitica (AE ADAM PGL 3002, Milton Keynes, Inglaterra);
2) medidos com uma craveira para determinar didmetro da carapaca (DC);
3) sacrificados e as suas gbénadas foram retiradas e pesadas (PG), para analises
histolégicas e bioquimicas, além do calculo do indice gonadossomatico (IG) (2.1.2.
Recolha de dados biométricos).

Para posterior analise histoldgica, retirou-se uma goénada, que foi colocada em
formol tamponado a 4%, (James and Siikavuopio, 2011). As restantes 4 gonadas, de
cada individuo, foram conservadas individualmente, a - 80 °C, para posterior analise

bioguimica.

2.2.5. Histologia

As gbnadas de todos os ouricos-do-mar foram analisadas e avaliadas de acordo

com o procedimento descrito anteriormente em “2.1.3. Histologia”.

2.2.6. Analises bioquimicas

Determinacao da gordura total — extracao de lipidos

A determinacao da gordura total presente nas goénadas foi realizada com base no
protocolo de Bligh and Dyer (1959). Utilizaram-se as gobnadas de 6 individuos,
aleatdrios, de cada dieta. Depois de pesar as amostras em microtibulos, adicionou-se
500 pl de cloroférmio (CHCIls, Prolabo ® VWR, Lyndhurst, Africa do Sul), 500 pl de
metanol (CH;OH, HiPerSolv. CHROMANORN, Prolabo ® VWR, Fontanay-Sous-Bois,
France) e 250 pl agua ultrapura (18,02 MQ, HiPerSolv. CHROMANORN, Prolabo ®
VWR, Fontanay-Sous-Bois, France). Efetuou-se uma centrifugacéo a 1000 g, durante
5 minutos, a 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5810 R, Billerica, EUA). O sobrenadante foi
rejeitado e apenas foi retirado o precipitado das amostras. A seguir, foi preparada a
curva padrdo, para a determinacéo da quantidade de lipidos, através da preparacgéo de
uma solugéo stock de concentracao inicial conhecida, de tripalmitina (CsiHssOs, Alfa
Aesar, Karlsruhe, Alemanha) em cloroférmio (3,2 mg mL™). A partir daqui, os padrdes
foram tratados da mesma forma que as amostras. Foi adicionado 500 pL de &cido
sulfarico (H.SO. 95%, Chem-Lab, Zedelgem, Bélgica) e posteriormente, as amostras e

padréo foram colocados numa estufa a 200 °C (Memmert oven, Schwabach, Alemanha),
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por 15 minutos. Por fim, acrescentou-se 1,5 mL de &gua ultrapura e dividiu-se cada
amostra em 4 x 300 pul, para uma microplaca. De seguida, esta foi colocada num leitor

de placas (Synergy H1 Hybrid Reader Biotek ® Winooski, EUA) e lida a sua absorvancia

a 375 nm (Marsh and Weinstein, 1966).

Quantificacdo e caracterizacdo de acidos gordos

A quantificacdo de acidos gordos foi feita segundo Lepage and Roy (1986). Depois
de homogeneizar as amostras (Ystral ® D-79282, Ballrechten-dottingen, Alemanha), as
mesmas foram pesadas em tubos de Falcon, numa balanca analitica (Sartorius,
Gottingen, Alemanha). De seguida, foram adicionados 5 mL de uma solugéo de metanol
(CH3OH) + cloreto de acetilo (CHsCOCI, Merk, Darmstadt, Alemanha) (20:1) a cada
amostra e estas foram colocadas num banho, a 80 °C, durante 60 minutos. Depois das
amostras estarem arrefecidas, foi adicionado 1 mL de &gua ultrapura (18,02 MQ,
HiPerSolv. CHROMANORN, Prolabo ® VWR, Fontanay-Sous-Bois, France) e 2 mL de
heptano (CsHis, Fisher Scientific, Bishop Meadow Road, Inglaterra). Por fim, as
amostras foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5810 R, Billerica, EUA) a 1500 g,
durante 5 minutos, para depois ser possivel recolher o sobrenadante. Este foi analisado
por Cromatografia Gasosa (GC) (Finnigan TraceGC ultra Massachusetts, EUA), de
acordo com Masood et al. (2005). A caracterizacdo dos acidos gordos foi depois feita
com auxilio de dois padrdes comerciais (Polyunsaturated Fatty Acid Mix No. 3 analytical
standard from menhaden fish oil [PUFA n-3), Supelco®, Bellefonte, EUA; Supelco 37
component FAME mix, Sigma-Aldrich ®, St. Louis, EUA).
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2.3. Analise de dados

A apresentagao gréfica dos resultados foi executada mediante a utilizacdo do
programa Microsoft Office Excel (versdo 2010) e o tratamento estatistico dos dados foi
realizado com auxilio do programa SigmaStat 4.0.

Sempre que aplicavel, os valores foram apresentados sob a forma de
média + desvio-padrdo e na andlise estatistica dos dados, utilizou-se o nivel de
significancia o = 0,05.

Na avaliacdo da biologia reprodutiva de Paracentrotus lividus, comparou-se o
didametro da carapaca, peso huamido individual, indice gonadossomatico, peso das
gonadas e diametro dos odcitos entre 0os 12 meses de amostragem com recurso a
ANOVA de um factor (Fgraus de liberdade entre os grupos, graus de liberdade dentro dos grupo = Valor do teste;
valor de significancia p), caso se cumprissem o0s pressupostos de distribuicdo normal e
homogeneidade de variancia dos dados. Caso contrario, procedeu-se a execucao de
testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis (Hgraus de liberdade = Valor; valor de significancia p)
(Zar, 2010). Quando se verificaram diferencas significativas entre grupos de dados,
procedeu-se a testes post-hoc de comparacao multipla para identificar quais os grupos
gue eram distintos dos restantes, nomeadamente: teste de Tukey e teste de Dunn
guando o tamanho da amostra foi desigual (Zar, 2010). Os mesmos procedimentos
foram adotados para os dados biométricos de P. lividus, na avaliacdo de 3 dietas no
desenvolvimento das suas génadas (peso diametro de carapaca, humido individual,
indice gonadossomatico, peso das gonadas, diametros dos odcitos), bem como na
analise bioquimica de lipidos totais e acidos gordos das 3 dietas e nas génadas de
P. lividus.

Procedeu-se ainda a tentativa de correlacionar (correlacéo de Pearson r = valor;
valor de significancia p) o indice gonadossomatico de P. lividus com a temperatura
média mensal da agua do mar e fotoperiodo (média do numero de horas de luz diarias,
para cada més), na regido de Peniche, durante o periodo de amostragem
(Pérez et al. 2010). Os valores de p < 0,05 tendem a aumentar juntos. Para os pares
com coeficientes de correlagdo negativos e valores de p <0,05, uma variavel tende a
diminuir enquanto a outra aumenta. Para pares com valores de p > 0,05, ndo ha relagédo
significativa entre as duas variaveis. Da mesma forma, avaliou-se a variagdo da
proporcdo sexual de P. lividus ao longo do tempo, através da execucdo de um teste
chi-quadrado (y%graus de iiberdade = Valor; valor de significancia p), para a componente da

biologia reprodutiva da espécie, em Peniche (Pérez et al. 2010; Zar, 2010).
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Utilizou-se ainda um teste t para amostras emparelhadas (tgaus de liberdade = Valor;
valor de significancia p), de forma avaliar a condi¢éo fisica dos ourigos-do-mar, através
do didmetro da carapaca e peso humido individual, antes e ap6s o periodo de jejum.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdo da Biologia reprodutiva de Paracentrotus lividus
(Lamarck, 1816)

3.1.1. Dados biométricos

Os ourigos-do-mar Paracentrotus lividus apresentaram diametros de carapaca
significativamente diferentes, ao longo dos 12 meses de amostragem (Kruskal-Wallis
Hip = 115,435; p <0,001). Os maiores valores foram registados em julho/2015
(4,30 £ 0,4 cm). Seguiram-se os meses fevereiro/2016 e setembro/2015, com valores
semelhantes (teste de Dunn; p > 0,05) (Fig. 3). Os menores diametros foram
observados nos meses de novembro/2015 (3,27 + 0,23 cm) e maio/2016
(3,14 + 0,38 cm). Ainda que, nos meses de dezembro/2015 (3,41 + 0,27 cm),
janeiro/2016 (3,60 = 0,37 cm) e abril/l2016 (3,59 + 0,36 cm) apresentassem valores
aproximados, sem diferencgas estatisticamente significativas (testes de Dunn; p > 0,05.

O peso humido dos individuos variou ao longo dos meses (Kruskal-Wallis
Hi1 = 168,679; p = <0,05;). O més de julho/2015 diferenciou-se dos restantes, a excecao
de agosto e setembro (teste de Dunn; p > 0,05;), apresentando pesos mais elevados
(53,18 £ 12,72 g) (Fig. 3). Dezembro/2015 foi 0 més que apresentou pesos mais baixos
(27,99 + 3,4 g), ndo se diferenciando significativamente de janeiro/2016
(20,33 £ 4,7 g), nem de abril (21,26 + 6,1 g) e maio (18,63 + 5,9 g) (teste de Dunn;
p >0,05).

5 70
— 60
5 4 G
= 50 o
& 3
o
g ° w0 &
o] e
o 2
s , 30 3
o
= 20
S 1
s 10

0 0

—— D e— P

Figura 3 — Variacao do didametro da carapaca (DC) e peso humido (P) de Paracentrotus lividus,
na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho 2016.
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Os valores de indice gonadossomaético (IG) mostraram ser diferentes ao longo do
tempo (Kruskal-Wallis H11 = 104,299; p = < 0,05) (Fig. 4). Em abril/2016 registaram-se
os valores mais altos de indice gonadossomatico (IG) (12,87 + 6,43 %), mas apenas
mostraram ser significativamente diferentes dos de julho/2015 (testes de Dunn <0,05).
Julho/2015 foi o més com valores mais baixos de I1G (4,18 £ 1,3 %), assemelhando-se
apenas aos meses de setembro/2015 (5,99 + 2,1 %) e janeiro/2016 (6,49 + 3,5 %)
(testes de Dunn; p > 0,05).

Os valores referentes ao peso das gonadas (PG) também mostraram ser
estatisticamente diferentes ao longo dos meses (Kruskal-Wallis Hi1 = 74,690; p <0,05)
(Fig. 4). Os individuos tiveram gonadas mais pesadas (PG) no més de fevereiro/2016
(3,24 £ 1,62 g). Os valores mais baixos de PG foram registados no més de junho/2016
(1,27 £ 0,4 g), sendo estatisticamente diferentes dos meses agosto/2015, fevereiro,
marc¢o e abril/2016 (teste de Dunn; p <0,05.)
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Figura 4 — Variacdo do peso gonadal (PG) e do indice gonadossomético (IG) de
Paracentrotus lividus, na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho 2016.
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A variacdo da temperatura média da 4gua do mar seguiu 0 mesmo padréo de
variagdo do numero médio de horas de luz diérias, na regido de Peniche (Fig.5). A
temperatura mais baixa foi registada no més de marco (13°C; 12 horas de luz) e a mais
alta no més de agosto (19°C; 13 horas de luz). Verificou-se uma forte relacdo negativa
entre o indice gonadossomatico (IG) e a temperatura (T) (correlacdo de Pearson
r = -0,743; p <0,05). No entanto, estabeleceu-se uma correlacdo entre o indice
gonadossomatico e o fotoperiodo nao foi significativa (correlacao de Pearson r =-0,114;
p > 0,05).
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Figura 5 — Variacdo da temperatura média mensal da 4gua do mar (T), do fotoperiodo em
namero médio de horas de luz diarias por més (FP) e do indice gonadossomaético (IG) de
Paracentrotus lividus, na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho 2016.

Os valores do diametro dos od6citos nas gonadas de P. lividus fémeas (DO)
mostraram diferencas estatisticamente significativas ao longo do tempo de amostragem
(ANOVA de um fator: Fi19s = 36,1; p <0,05). O menor didmetro de odcitos (DO) foi
observado em dezembro/2015 (25,45 + 4,22 um), sendo significativamente diferente de
todos os meses, a excecdo de novembro/2015 (33,26 £ 9,5 um) (teste de Tukey;
p > 0,05) (Fig. 6). A partir de dezembro/2015, observou-se o crescimento dos odcitos,
atingindo os valores mais altos em maio (69,79 £ 8,12 um). Seguiram-se 0s meses de
junho/2016, margo/2016, abril/2016, bem como julho/2015, que ndo mostraram
diferencas significativas quando comparados ao més de maio (teste de Tukey; p > 0,05),

ao contrario dos restantes meses (Fig.6).
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Figura 6 — Variagdo do diametro dos odcitos (DO) nas génadas de Paracentrotus lividus fémeas,
na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho 2016.

A proporcdo sexual ndo apresentou flutuagdes significativas (> a1 = 4,603;

p > 0,05), embora tenham existido casos pontuais de desvio a proporcdao 1:1. No

entanto, em setembro/2015 registou-se 0 menor nimero de machos para fémeas (1:3)

e no més de outubro/2015 o maior nimero (2:1) (Fig.7).
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Figura 7 — Frequéncia relativa de machos e femeas de Paracentrotus lividus, durante 12 meses
de amostragem na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho 2016.
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3.1.2. Histologia

Embora a caracterizagcao do ciclo gametogénico tenha sido feita com base em
Byrne (1990) e Spirlet et al. (1998a), neste estudo é sugerido uma ordem da
caracterizacdo gametogénica diferente da descrita por estes autores. Byrne (1990) e
Spirlet et al. (1998a) identificaram o estadio |, como recuperacéo, fase em que ocorre a
reabsorcao de gametas que nao foram libertados e o aumento de fagdcitos nutritivos,
assim como, o surgimento dos primeiros gametas. Neste trabalho foi feita a distingéo
entre afase de reabsorcao (denominando-se por estadio VII) e a fase em que se observa
0 aumento do tamanho dos fagdcitos nutritivos, assim como, o surgimento dos primeiros
gametas (pré-vitelinos) (denominando-se por estadio I). Além disso, foi encontrada uma
caracteristica nunca descrita, que contempla a fase de pés-postura (estadio VI). A nova
organizacdo das fases gametogénicas e a identificacdo de uma nova caracteristica
facilita a compreensao do desenvolvimento gametogénico. Neste sentido, os estadios

identificados foram os seguintes:

— Estadio | — Fase inicial: Os fagocitos nutritivos (NP) aumentam de tamanho
e dispdem-se no lumen da gbénada; surgimento dos primeiros gametas
(pré-vitelinos) junto a parede ascinal do ovario/testiculo (Fig. 8 — A para

fémeas e Fig. 9 — A para machos).

— Estadio Il — Crescimento: os gametas pré-vitelinos aumentam o seu
tamanho a medida que absorvem os nutrientes fornecidos pelos fagécitos
nutritivos (NP) e continuam a encontrar-se ao longo da parede ascinal do

ovério/testiculo (Fig.8 — B para fémeas e Fig.9 — B para machos).

— Estadio lll — Fase pré-maturacdo: encontram-se gametas em todas as
fases de desenvolvimento. Os gametas pré-vitelinos sdo rodeados pelos
fagécitos nutritivos, enquanto 0s que jA se encontram maturos se
deslocam da parede ascinal do ovario/testiculo para o limen da génada

(Fig.8 — C para fémeas e Fig.9 — C para machos).

— Estadio IV — Maturagdo: os gametas encontram-se maturos e ocupam todo
o0 lumen da génada. O nimero de fagdcitos nutritivos (NP) é muito
reduzido, traduzindo-se numa camada muito fina ao longo da parede
ascinal, onde ainda se podem encontrar alguns gametas em crescimento

(Fig.8 — D para fémeas e Fig.9 — E para machos).
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Estadio V — Postura: nas fémeas encontram-se espacos entre 0s 06citos

ndo libertados. Nos machos, o aspeto é semelhante ao estadio anterior
com a diferenca de se encontrarem espacos no lumen e espermatozoides

em menor concentracdo (Fig.8 — E para fémeas e Fig.9 — F para machos).

Estaddio VI — PoOs-postura: nas fémeas o ovario perde a sua estrutura
interna levando a uma desorganizacdo, onde se podem ver od6citos
maturos e odcitos pré-vitelinos, que se soltaram da parede ascinal. Pode
ser uma fase que facilmente se confunde com uma postura prematura com
a diferenca de se observarem espacos vazios entre 0s o00citos poés-
postura. Ao passo que, huma postura prematura existe material nutritivo
entre os o4citos. Nos machos observam-se espacos criados pela auséncia

de espermatozoides (Fig.8 — G para fémeas e Fig.9 — G para machos).

Estddio VIl — Reabsorcdo: a estrutura interna dos ovarios/testiculos
comeca a reorganizar-se. Nas fémeas, o0s od6citos nado libertados
acumulam-se no lumen e séo rodeados por uma malha eosinofilica de
fagdcitos nutritivos. Estes irdo promover a lise dos odcitos e absorver o
material nutritivo. O conceito € o0 mesmo para os machos. Em ambos os
sexos observa-se a diminuicdo da espessura da parede ascinal

(Fig.8 — H para fémeas e Fig.9 — H para machos).
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Figura 8 — Ciclo gametogénico feminino da espécie Paracentrotus lividus. Andlise histologica:
(A) Transicdo do Estadio VIl para o Estédio I: seccao transversal da génada, onde sdo visiveis
glébulos (GB) derivados da lise de odcitos néo libertados; NP - fagdcitos nutritivos; PO - o6citos
pré-vitelinos na parede ascinal; (B) Estadio IlI: crescimento dos odcitos e dos ovarios;
(C) Estadio IlI: ovario pré-maturo com odcitos em todas as fases de desenvolvimento, com
odcitos vitelinos recentes (EV); odcitos vitelinos (VO), que se desprendem da parede ascinal
(N: nicleo),a medida que se tornam maturos (O). (D) Estadio IV: ovario repleto de 6vulos maturos
e uma quantidade muito reduzida de fagécitos nutritivos. (E) Estadio V: ovério com 6vulos soltos
(LO), escassez de material nutritivo e surgimento de espacos vazios, indicam o inicio da postura.
(F) Postura parcial de um ovério ainda no Estadio Ill, com odcitos em diferentes estadios de
desenvolvimento e fagdcitos nutritivos (NP); a maioria dos odcitos vitelogéneos (VO) acabaram
por maturar e mover-se para o limen da génada; MN — material nutritivo; V - vazio. (G) os ovarios
na fase de pos-postura perdem alguma estrutura interna, ficam despromovidos de material
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nutritivo (V: espacos vazios) e os 6vulos que nédo foram libertados, desorganizam-se no interior
da gonada, sendo reabsorvidos mais tarde (R). (H) Estadio VII: todos os odcitos vitelinos e
maturos que nédo foram libertados seréo reabsorvidos; os fagocitos nutritivos sdo projetados para
o lumen da goénada, formando uma malha eosinofilica (EM) de forma a envolver os dvulos e
submeté-los a lise (L); o ovario comeca a reorganizar-se. (Coloracdo Hematoxilina-Eosina,
barra = 200 pum).
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Figura 9 - Ciclo gametogénico masculino de Paracentrotus lividus. Andlise histoldgica: (A)
Estadio |: seccao transversal dos testiculos em fase inicial, contendo espermatécitos primarios
(PS) ao longo da parede ascinal e uma elevada quantidade de fagdécitos nutritivos (NP) comecam
a surgir. (B) Estadio II: colunas de espermatoécitos sdo projetados para o centro (setas). (C)
Postura parcial dos testiculos ainda em Estadio I, com fagdcitos nutritivos no centro; V: espacos
vazios deixados pelos espermatozoides libertados. (D) Estadio lll: testiculo preenchido com
espermatozoides maturos e em grande parte desprovido de tecido nutritivo. (E) Estadio IV:
testiculos maturos, preenchidos com espermatozoides maturos prontos a serem libertados. (F)
Estaddio V: testiculos no inicio da postura com espacos deixados pelos espermatozoides
libertados (V). (G) Estadio VI: poOs-postura, testiculos desprovidos de contetdo; V: vazios
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deixados pelo espermatozoides libertados. (H) Estadio VII: os espermatozoides néo libertados
serdo reabsorvidos; os fagdcitos nutritivos sao projetados para o lumen da gdnada, formando
uma malha eosinofilica (EM), em redor dos espermatozoides remanescentes. (Coloragéo
Hematoxilina-Eosina. A, B,D,E, F, G e H barra = 500 um; C barra = 200 pum).
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3.1.2.1. Gametogénese

No més de julho/2015, os individuos encontravam-se maioritariamente no final da
época reprodutiva (com génadas maioritariamente nos estadios V e VI) (Fig.10). O
estadio V (postura) foi mais incidente nos meses de junho/2016, julho e agosto/2015.
Sendo que, em julho/2015, o estadio VI (p6s-postura) foi o que mais se observou
(Fig.10). Nos meses seguintes (setembro, outubro e novembro/2015), o estadio
predominante foi o VIl (reabsorcdo), em que ocorre a reabsorcdo de gametas
remanescentes. Nesta altura, os ouricos-do-mar preparam-se para fechar o seu ciclo
reprodutivo e dar inicio a um novo. No entanto, observou-se um segundo evento de
postura no més de novembro/2015, com 8,3 % dos individuos na fase de postura (V).
No més de dezembro/2015, a grande maioria dos individuos encontravam-se no estadio
| (fase inicial) e Il (crescimento). Nos meses de janeiro a mar¢o/2016, o estadio Il (fase
pré-maturacao) foi o mais observado, seguindo-se nos meses consecutivos (abril e

maio) o estadio IV (maturacao) (Fig.10).
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Figura 10 — Frequéncia relativa dos estaddios gametogénicos ao longo dos 12 meses de

amostragem na praia do Abalo (Peniche, Portugal), de julho 2015 a junho 2016. | — Inicial;
Il — Crescimento; Il — Prematuro; IV — Maturos; V — Postura; VI — Pés-postura; VII — Reabsorcao.
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3.2. Efeito de trés dietas no desenvolvimento das goénadas de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816).

3.2.1. Dados biométricos

3.2.1.1. Jejum

No decorrer do jejum, ndo se registou qualquer mortalidade dos ouricos-do-mar.
Ap6s o periodo de jejum, foi possivel observar que os individuos perderam peso
(JejumPinicial= 27,93 + 8,25 g; JejumPiina = 27,05 + 7,7 g) mas ndo de forma significativa
(ts2 = 0,841; p > 0,05;). Ainda assim, alguns individuos apresentaram elevado peso
gonadal (PG) (1,5 + 1 g) e valores de 5,9 + 3,5 de indice gonadossomatico (IG). O
diametro de carapaca diminuiu significativamente apés o periodo de jejum
(JejumDCinicia= 4,08 + 0,46 cm; JejumDCiina = 3,95 £ 0,42 cm); (t232) = 2,167; p < 0,05)

3.2.1.2. Ensaio

No inicio do ensaio, verificou-se que néo existiam diferencas significativas no
didmetro da carapaca (DC) (A—-4,09 £ 0,34 cm; B —4,05+ 0,41 cm; C—4,00 + 0,40 cm;
Kruskal-Wallis H, = 1,747; p > 0,05), assim como no peso hdamido individual (P) dos
ouricos-do-mar que foram submetidos a diferentes dietas alimentares
(A -27,78 + 6,06 g; B - 27,69 + 8,72 g; C - 26,72 + 8,17 g; ANOVA de um fator
F.s7 = 0,175; p > 0,05).

No decorrer no ensaio ndo houve mortalidade.

No final do ensaio, o didametro da carapaga (DC) ndo apresentou diferencas
significativas entre as diferentes dietas (ANOVA de um fator F,g = 0,827; p > 0,05),
assim como o peso médio individual (P) (ANOVA de um fator F2g9= 0,265; p > 0,05).

O peso gonadal no final do ensaio (PG), apresentou diferengas significativas (teste
de Kruskal-Wallis H> = 31,248; p <0,05; testes de Tukey p(pietaavs.8)>0,05; pavs.c) <0,05;
Pc vs. 8 <0,05) entre os ouricos-do-mar alimentados com a dieta C (2,84 + 1,72 g),
guando comparados com as dietas A (1,13 + 0,71 g) e B (1,14 £ 0,79 g) (Fig.11 - A).

Estatisticamente, verificaram-se também diferencas significativas nos valores do
indice gonadossomatico (IG) entre os individuos alimentos com as diferentes dietas
(teste de Kruskal-Wallis H», = 33,811; p <0,05; testes de Tukey ppietaavs. 8y P > 0,05;

Pavs.c) <0,05; pcvs. By <0,05). A diferenca mais notdria foi observada nos individuos
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alimentados com a dieta C (9,97 + 6,4 %), apresentando um indice gonadossomético
superior aos da dieta A (4,86 + 3,26 %) e aos da dieta B (3,80 + 2,37 %) (Fig.11 - B).
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Figura 11 — (A) Peso gonadal (PG) e (B) indice gonadossomatico (IG) dos ouricos-do-mar
Paracentrotus lividus sujeitos a diferentes dietas. Dieta A — Codium tomentosum; Dieta B — Mix
de algas e vegetais; Dieta C — Milho e espinafres. As letras a e b representam grupos com
diferencas estatisticamente significativas.

3.2.1.3. Taxa de ingestdo alimentar

A dieta B demonstrou ser bem aceite pelos individuos, tendo sido a mais
consumida ao longo do ensaio (2860,4 + 413 g) (Fig.12). No entanto, verificou-se que a
racao libertava algumas particulas, mas nunca se desfez por completo, demonstrando
ser adequada para usar em ambiente aquaticos. Apesar disso, a qualidade da agua
nunca ficou comprometida. A segunda dieta mais consumida foi a dieta A
(1747 +£ 325 @), composta pela macroalga verde Codium tomentosum. A menos
consumida pelos ourigcos-do-mar foi a dieta C, com apenas 780,1 = 15 g de alimento
ingerido, mas foi a que teve melhor desempenho no aumento do peso gonadal (PG). As
guantidades de alimento consumido foram estatisticamente diferentes umas das outras
(Kruskal-Wallis H, = 152,223; p <0,05; Tukey p(avs. g) <0,05; pavs. c) <0,05; p(cvs. 8)<0,05).
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Figura 12 — Quantidade média de alimento ingerido até ao final do ensaio, de cada dieta
fornecida aos ouricos-do-mar Paracentrotus lividus. Dieta A — Codium tomentosum;
Dieta B — Mix de algas e vegetais; Dieta C — Milho e espinafres. Letras a e b indicam as diferencas
significativas (p <0,05).

3.2.2. Histologia

No final do jejum, 60 % dos individuos encontravam-se no estadio | (fase inicial) e
os restantes (40 %), no estadio VII (reabsorcéo).

De um modo geral, observaram-se varios estadios de desenvolvimento
gametogénico nos ouricos-do-mar alimentados com as 3 dietas distintas (Fig.13). No
entanto, alguns estadios expressaram-se de forma significativa em determinadas dietas.
Os individuos alimentados com a dieta A (Codium sp.) encontravam-se maioritariamente
no estadio Il (crescimento) (23 %), IV (maturacéo) (23 %) e V (postura) (19 %). Na dieta
B, cerca de 33 % dos ourigos-do-mar estavam no estadio VII (reabsorcdo) e 19 % dos
individuos estavam no estadio IV (maturagdo). Na dieta C verificou-se uma maior
percentagem de individuos no estadio | (fase inicial) (25 %) e no estadio Il
(pré-maturacgéo) (25 %).

Relativamente ao tamanho dos oo0citos, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas no decorrer do ensaio com as trés dietas (teste de
Kruskal-Wallis H, = 2,435; p > 0,05), sendo que na dieta A mediam 41,83 + 21,85 um;
na dieta B mediam 50,20 £ 19,83 um e na dieta C mediam 44,99 + 21,21 um).
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Figura 13 — Frequéncia relativa dos estadios gametogénicos identificados nos individuos
Paracentrotus lividus, alimentados com diferentes dietas. Dieta A — Codium tomentosum;
Dieta B — Mix de algas e vegetais; Dieta C — Milho e espinafres. | — fase inicial; Il — crescimento;
Il — pré-maturacao; IV — Maturacao; V — Postura; VI — pés-postura; VIl — reabsorcao.

3.2.3. Andlises bioquimicas
3.2.3.1. Lipidos totais e acidos gordos nas dietas

A dieta C continha niveis elevados de lipidos (17,38 + 2,1 mg g!), seguindo-se a
dieta A (9,26 + 4,7 mg g*') e, com menor quantidade, a dieta B (1,65 + 1,4 mg g?)
(Fig.14). O teor lipidico mostrou ser estatisticamente diferente quando comparado entre
as trés dietas (teste de Kruskal-Wallis H, = 28,039; p < 0,05; testes de Tukey
Pivs. B) < 0,05; pavs. c) < 0,05; p(cs. 8y <0,05).

Relativamente aos acidos gordos, as trés dietas eram ricas em &cido palmitico
(C16:0) (dieta A—8,44 £0,8 %; dietaB - 8,24 £ 2,3%; C-5,4 £ 1,1 %) ndo apresentando
diferencas significativas entre elas (ANOVA de um fator Fo = 0,361; p > 0,05. O &cido
estedrico (C18:0) foi encontrado em maior quantidade na dieta A (12,68 + 1,6 %) e na
dieta B (12,79 £ 4,7 %), tendo sido a dieta C a que se diferenciou, estatisticamente, pela
menor quantidade deste componente (4,62 + 1,8 %; ANOVA de um fator F,¢ = 6,926;
p < 0,05; testes de Tukey p(cs. 8) < 0,05). A dieta C também mostrou ser mais rica em
acido oleico (C18:1n9; 6,25 + 1,2 %, ANOVA de um fator F,s = 37,648; p < 0,05)
relativamente as dietas A (1,3 = 0,1 %; teste de Tukey pavs.c) < 0,05) e B (1,6 £ 0,6 %;
teste de Tukey; p(c vs. 8) <0,05). Assim como, em &cido linoleico (C18:2n6; 8,41 + 0,6 %;
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ANOVA de um fator Fos = 251,569; p < 0,05), diferenciando-se estatisticamente das
dietas A (0,3 £ 0,01 %; teste de Tukey pavs. c) <0,05) e B (0,9 + 0,6 %); teste de Tukey
Pcvs. 8 < 0,05). Bioguimicamente a dieta A e B mostraram ser caracterizadas pelos
mesmos acidos gordos, mas em quantidades diferentes, sendo distinguidas
principalmente pela quantidade de EPA (Acido eicosapentaendico - C20:5n3) (A — 0 %;
B - 0,04 + 0,03 %) embora sem suporte estatistico (ANOVA de um fator F,¢ = 1,669;
p > 0,05). A dieta C mostrou ser estatisticamente diferente das restantes, pela elevada
guantidade de &cido a-linolénico (C18:3n3; 2,05 + 0,4 %; ANOVA de um fator
F26 = 63,170; p <0,05) relativamente a dieta A (0,3t 0,1 %; teste de Tukey
Pvs.c) < 0,05) e dieta B (0,2 + 0,08 %); teste de Tukey p(cvs. 8) < 0,05). Da mesma forma
para o acido linoleico (C18:2n6; 8,41 + 0,6 %; F.¢ = 25,352; p < 0,05) relativamente a
dieta A (0,3 £ 0,01 %; teste de Tukey p(avs. c) <0,05) e dieta B (0,9 £ 0,6 %; teste deTukey
Pcvs. B) < 0,05) (Tabela 1).
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Figura 14 — Quantidade de lipidos presentes nas diferentes dietas (mg g*) fornecidas aos
ouricos-do-mar Paracentrotus lividus. Dieta A — Codium tomentosum; Dieta B — Mix de algas e
vegetais; Dieta C — Milho e espinafres. Letras a, b e ¢ representam as diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05).
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Tabela 1 - Identificacdo e quantificacdo de acidos gordos presentes nas diferentes dietas
(média + desvio-padrao, percentagem), fornecidas aos ourigos-do-mar Paracentrotus lividus
(A — Codium tomentosum; B — Mix de algas e vegetais; C — Milho e espinafres).

Codium sp. Mix Milho e Espinafre ~ p-value
Saturados (SFA)
C14:0 0,6 + 0,12 0,6 + 0,22 02 + 0,1° 0,008
C16:0 84 + 08 82 + 23 54 + 1,1 0,058
C18:0 12,7 + 1,62 12,8 + 4,82 46 + 1,8 0,028
C20:0 03 + 0,1 0,3 + 0,1 0,3 + 0,04 0,756
MUFA
C16:1n-7 0,04 + 0 0,09 + 0 0,2 + 0,2 0,349
C18:1n-9 1,3 + 0,12 1,6 + 0,62 6,2 + 1,2° <0,001
C20:1n-9 0 + 02 0+ 0° 0,1 + 0,01° <0,001
w6 - PUFA
C18:2n-6 0,3 + 0,012 0,9 * 0,6 84 + 0,6 <0,001
C22:5n-6 0 + 02 0 + 0° 1 + 0,020 <0,001
w3 - PUFA
C18:3n-3 0,3 + 0,12 0,2 + 0,08° 2,1 + 0,4° <0,001
C18:4n-3 04 + 0 0,3 + 0,2 02 +0 0,707
C20:3n-3 0 + 02 0 + 0° 0,1 + 0P <0,001
(EPA) C20:5n-3 0 +0 0,04 + 0,03 0,06 + 0,04 0,265
ISFA 22,1 * 242 22,1 * 7,12 10,5 * 2,82 0,012
IMUFA 1,3 * 0,12 1,6 * 0,62 6,5 * 1,2° <0,001
IPUFA 1,0 £ 0,12 1,5 * 0,62 11,3 * 0,5° <0,001
Tw3 0,6 * 0,12 0,6 * 0,22 2,3 * 0,5° <0,001
w6 0,3 * 0,012 1,0 * 0,72 9,1 * 0,1° <0,001
w3/w6 2,0 * 0,3 0,8 * 0,4° 0,2 * 0,1° <0,001
EPA/DHA 0 0 0 -

a e b representam as diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).
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3.2.3.2. Lipidos totais e &cidos gordos nas goOnadas de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)

Em relagcdo a quantidade de lipidos presente nas gobnadas, os individuos
alimentados com a dieta C apresentaram valores significativamente mais elevados
(46,97 = 25,99 mg g1), seguindo-se a dieta B (27,34 + 7,37 mg g ). A dieta A apresentou
valores significativamente mais baixos, quando comparado com a dieta B e C
(21,39 + 2,78 mg g) (teste de Kruskal-Wallis H, = 25,851; p < 0,05; testes de Dunn'’s
Pavs.p) < 0,05; peavs.c) < 0,05) (Fig.15).

Independentemente do tipo de dieta, o acido palmitico (C16:0) foi o acido gordo
encontrado em maior quantidade (dieta A — 25,9 + 55%; dieta B — 22,8 £ 4,0%;
dieta C — 22,6 + 1,4%), seguindo-se o acido estearico (C:18) nos individuos da dieta A
(19,7 £ 8,8%) e B (19,9 + 11,1%) (Tabela 2). Os individuos alimentados com a dieta C
foram os que se destacaram mais, pelos elevados niveis de acido linoleico (C18:2n6;
21,2 + 3,7 %), apresentando diferencas estatisticamente significativas (ANOVA de um
fator Fo15 = 95,439; p < 0,05) quando comparados com os valores da dieta A
(2,1 £ 0,8 %; teste de Tukey pvs. c) < 0,05) e da dieta B (4,3 £ 1,8 %; teste de Tukey
P vs. B < 0,05). O acido oleico (C18:1n9) também foi encontrado em maior quantidade
nos individuos alimentados com a dieta C (11,4 = 3,1 %; ANOVA de um fator
F215=85,893; p < 0,05,) apresentando diferencas estatisticamente significativas quando
comparados com o0s valores da dieta A (3,2 = 1,1 %; teste de Tukey
Pivs. ) < 0,05) e os da dieta B (3,6 + 1 %; teste de Tukey pcvs. 5 < 0,05). A dieta B
traduziu-se numa elevada quantidade de &cido eicosatriendico (C20:3n3; 9,7 £ 3,0 %),
diferenciando-se das restantes (dieta A — 7,6 *+ 4,4 %; dieta B — 9,7 + 3 %), apesar de
nao serem observadas diferencas estatisticamente significativas (ANOVA de um fator
F215 = 0,833; p > 0,05). Os individuos da dieta A foram os que apresentaram maior
guantidade de EPA (C20:5n3; 9,8 = 5,6 %) comparativamente aos restantes
(dieta B - 7,4 £ 6,5 %; dieta C 3,6 = 2,5 %), embora ndo tenham sido observadas
diferencas significativas entre eles (ANOVA de um fator F, 15 = 1,872; p > 0,05). De modo
geral, e sem que houvessem diferencas significativas, os individuos mostraram ser ricos
em SFA (acidos gordos saturados, “saturated fatty acids” em inglés)
(dieta A—53,9 £ 13,6 %; dieta B — 50,1 + 14,3 %; dieta C — 40,2 + 3,3 %; ANOVA de um
fator F»15 = 2,255; p > 0,05) e PUFA (acidos gordos polinsaturados, “polyunsaturated
fatty acids” em inglés) (teste de Kruskal-Wallis H, = 1,450; p > 0,05), embora a dieta C
proporcionasse niveis mais elevados de PUFA (dieta A - 27,9 = 116 %;
dieta B — 31,0 £ 10,2 %; dieta C — 37,1 = 3,0 %) (Tabela 2).
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Figura 15 - Quantidade de lipidos presentes nas génadas dos ouricos-do-mar

Paracentrotus lividus, alimentados com diferentes dietas (A — Codium tomentosum; B — Mix de
algas e vegetais; C — Milho e espinafres) (mg g?). Letras a e b representam as diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05).

Tabela 2 - Identificacdo e quantificacdo de acidos gordos presentes nas gonadas dos ouricos-
do-mar, alimentados com diferentes dietas (A — Codium tomentosum; B — Mix de algas e
vegetais; C — Milho e espinafres).

Saturados (SFA) A B C p-value
C14:.0 7 £ 16 6,3 £ 2 55 = 1,2 0,346
C16:0 259 + 55 228 £ 4 226 = 14 0,361
C18:.0 19,7 = 8,8 199 + 111 114 + 3,1 0,217
C20:0 1,2 + 0,32 1,1 + 0,3 0,7 + 0,3° 0,026
MUFA
C16:1n-7 1,2 + 0,8 09 £ 0,6 2 + 0,6 0,776
C18:1n-9 32 + 1,12 36 + 1@ 11,4 + 1,3° <0,001
C18:1n-7 22 + 1,3 2 + 09 1,7 = 05 0,776
C20:1n-9 74 + 3,8 46 += 15 56 = 0,7 0,214
C22:1n-9 42 += 1.4 78 +* 6,3 2 + 0,6 0,077

w-6 PUFA

c18:2n-6 21 + 0,8 43 + 1.8 21,2 + 3,7° <0,001
C20:2n-6 0,6 + 0,6 1,3 + 2,5 03 + 01 0,574
(ARA) C20:4n-6 2 + 0,6 1,4 + 0,5® 07 + 0,3 0,003
w-3 PUFA

C18:3n-3 25 + 1,3 1,9 + 1,1 28 + 0,7 0,393
C184n-3 27 + 23 46 + 28 1 + 05 0,057
C20:3n-3 76 * 44 97 + 3 74 + 11 0,454
(EPA)C20:5n-3 9,8 + 56 74 + 65 36 + 25 0,188
(DHA) C22:6n-3 05 + 1 05 + 05 01 + 01 0,460
5SFA 539 *+ 136 50,1 * 14,3 402 + 3,3 0,139

SMUFA 182 + 53 189 * 7.1 226 = 0,8 0,310
SPUFA 27,9 + 116 31,0 + 10,2 37,1 + 3,0 0,240

Tw3 232 + 115 241 * 10,5 149 * 3,9 0,198

Swé 47 + 1,32 6,9 + 4,72 222 + 3,7 <0,001

w3/wé 52 * 202 49 * 4,25 07 + 0,3 0,032

a e b representam as diferengas estatisticamente significativas (p <0,05).
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4. Discussao

4.1. Caracterizacdo da Biologia reprodutiva de Paracentrotus lividus
(Lamarck, 1816)

A temperatura mostrou ser um fator preponderante no desenvolvimento
gametogénico de Paracentrotus lividus. Esta relacdo ja foi descrita para outras
populacbes de ourico-do-mar, tais como: Paracentrotus lividus na Franca e na Irlanda,
e Loxechinus albus na Argentina (Byrne, 1990; Pearse and Cameron, 1991;
Spirlet et al., 1998a; Pérez et al., 2010). Quando as temperaturas comegam a diminuir,
os valores do indice gonadossomatico tendem a aumentar. Spirlet et al. (1998a)
registaram um valor maximo do indice gonadossomatico no inicio da primavera
(marco/1994), seguindo-se por um declinio acentuado, ao mesmo tempo que a
temperatura aumentava. Byrne (1990) observou duas populacbes de Paracentrotus
lividus na Irlanda, durante dois anos (1986 — 1988) e observou 0 mesmo padrao.
Gonzalez-Irusta et al. (2010) verificaram o0 mesmo em 2004-2005, numa populacéo de
Paracentrotus lividus no norte de Espanha.

Além da temperatura, o fotoperiodo também influéncia o desenvolvimento
gametogénico. E no Inverno, & medida que as temperaturas e o nimero de horas
decrescem, que os individuos d&o inicio ao ciclo gametogénico. A relacdo entre o
fotoperiodo e o desenvolvimento gametogénico foi provada em estudos anteriores, com
outras espécies além de Paracentrotus lividus, como Strongylocentrotus purpuratus
(Pearse et al., 1986), Strongylocentrotus droebachiensis (Walker and Lesser, 1998)
Loxechinu albus (Pérez et al.,, 2010). Spirlet et al. (2000) e Shpigel et al. (2004)
verificaram, em laboratério, que a temperaturas acima dos 20°C, combinadas com dias
curtos, promoviam o crescimento gonadal do ourigco-do-mar Paracentrotus lividus.
Arafa et al. (2012), no Golfo da Tunisia, verificaram também que P. lividus no seu meio
natural, tendia a aumentar o peso das suas génadas nos meses mais frios e com dias
mais curtos. Gonzalez-lrusta et al. (2010) observaram que a populagéo de P. lividus se
encontrava maioritariamente na fase lll, de pré-maturacéo (68%), no més de fevereiro.
Pensa-se que sera o elevado nimero de fagécitos nutritivos que confere uma estrutura
mais firme as gbénadas, tornando-as mais densas (Walker et al.,, 2007,
Walker et al., 2005; Walker et al., 1998). Sun and Chiang (2015) defendem ainda, que
€ 0 aumento em numero dos fagécitos nutritivos que conferem melhor sabor as
gonadas. No entanto, na altura da maturacdo, o elevado nimero de 6vulos que as
gonadas possuem, torna-as muito frageis, com falta de firmeza e com sabor

desagradavel. Os populares, nestas alturas, referem-se aos ouricos-do-mar como
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estando “leitosos”, por estes se encontrarem maturos ou em fase de postura. Neste
estudo, verificou-se um decréscimo no peso das génadas nos meses de setembro,
outubro e novembro/2016. Este decréscimo estara relacionado com a auséncia de
fagocitos nutritivos e de gametas, uma vez que os individuos se encontravam
maioritariamente nos estadios de postura (V), pés-postura (VI) e reabsorcdo (VII).
Dezembro foi 0 més com menos horas de luz (9 h) e 0 més com a maior percentagem
de P. lividus na fase inicial de desenvolvimento gametogénico (estadio | — 37,5 %).
Observou-se que o0 peso das gbénadas aumentou a partir de janeiro/2016
(1,40 + 1,14 g), atingindo o seu valor maximo em fevereiro/2016 (3,24 + 1,62 g), onde
os fagocitos nutritivos se encontravam no seu auge, para fornecer os nutrientes
necessarios para a maturacdo dos gametas. Ou seja, na transicdo do estadio Il de
pré-maturacdo (80%) para estadio IV de maturacdo, tal como verificaram
Arafa et al. (2012). No presente estudo, os valores mais baixos de indice
gonadossomatico foram observados nos meses em que se registaram temperaturas
mais altas (junho/2016 e julho/2015), indo de encontro com Spirlet et al. (1998a), que
também registaram os valores mais baixos de indice gonadossomatico em junho e
também as temperaturas mais altas. Este acontecimento, justifica-se com o facto da
época reproducdo se iniciar também com o aumento da temperatura e do fotoperiodo
(Arafa et al., 2012). Sendo que em julho/2016, cerca de 70 % dos individuos se
encontravam em fase pos-postura (estadio VI).

Gonzalez-lrusta et al. (2010) observaram que a populacdo de
Paracentrotus lividus no norte de Espanha, nos meses de setembro, outubro e
novembro de 2004, se encontrava na fase de reabsorcdo (reposicdo das reservas
nutricionais), que se da logo a seguir a fase da postura. A postura de P. lividus pode
ocorrer uma ou duas vezes por ano. Geralmente, ndo costuma envolver todos os
individuos da populacdo. Ainda assim, os gametas libertados podem servir de estimulo
para que outros individuos adultos iniciem o processo de postura
(Boudouresque and Verlaque, 2007). Os eventos podem nédo se repetir na mesma altura
todos os anos. Na Irlanda foi encontrada uma diferenga interanual entre as épocas de
postura frequente, chegando as quatro semanas de diferenca entre anos
(Boudouresque and Verlaque, 2007). Quando ocorrem duas épocas de postura,
geralmente a primeira ocorre quando a temperatura sobe até um ponto critico.
A segunda sucede-se quando a temperatura diminui acentuadamente
(Bayed et al., 2005; Boudouresque and Verlaque, 2007). Ainda assim,
Arafa et al., (2012) apenas identificaram uma época de postura de Paracentrotus lividus
no Golfo da Tunisia, mas existem estudos em que foram encontradas uma ou duas

épocas de postura no mesmo local (Régis, 1979; Fernandez, 1998). Tal refor¢a o fato

43



Mestrado de Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
Aquacultura

mscola superior de furisma

o psacrce oo e

de ser algo imprevisivel e altamente subordinado pelos fatores ambientais. Neste

trabalho foi possivel identificar duas épocas de postura a semelhanca dos restantes

autores mencionados (Tabela 3).

Tabela 3 — Epocas de postura de Paracentrotus lividus em diferentes locais.

N° de
Local do estudo Ano do épocas de Datas da postura Referéncia
estudo
postura
. janeiro —marco
Baia de Bantry, 1972 2 e Crapp and Willis, 1975
Irlanda
agosto e setembro
Ballynah .
> YRAnowm, 1986-1988 1 maio -julho  Byrne, 1990
Irlanda
Glinsk, Irlanda 1986-1988 1 julho - junho Byrne, 1990
Norte da 1968 1 marco - setembro  Allain, 1975
Bretanha, Franca
junho
e .
M Iha, F ? 2 Ré 197
arselha, France setembro - égis (1979)
novembro
. abril — maio
Villefranche, 1984-1988 2 e Pedrotti, 1093
Franca
setembro - outubro
marco — junho
Cérsega, Franca 1991-1992 2 e Fernandez, 1998
setembro - outubro
Bretanha, Franca 1993 - 1995 1 maio - agosto Spirlet et al., 1998a
Galiza, Espanha 1988-1993 1 abril - Julho Catoira, 1995
Torregorda, 2003 1 abril —julho Martinez-Pita et al., 2010
Espanha
s marco — abril
Cantabrico, 2008 2 e Gonzéalez-Irusta et al., 2010
Espanha .
julho - setembro
Casablanca, 1999-2000 1 margo - junho Bayed et al., 2005
Marrocos
Bala de Bistring, 5002 - 2003 1 marco-julho  Tomgi¢ et al., 2010
Croacia
junho — julho
llha deTavolara, 513 2014 2 e Siliani et al., 2016
Itélia
outubro
Peninsula de 2013- 2014 1 marco - abril  Siliani et al., 2016
Sinis, Italia

A postura (estadio V) foi mais incidente nos meses de junho/2016 (50 %),

julho/2015 (30 %) e agosto/2015 (36 %). O Veréao foi considerado como sendo a primeira

época de postura do ano. Em setembro e outubro/2015, ndo foram encontrados

nenhuns individuos na fase de postura (V) e ndo se verificaram grandes flutuacdes de
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temperatura. No entanto, verificou-se que, no més de novembro/2015, 8,3 % dos
individuos estavam na fase de postura (V). Tal refor¢ou a ideia de que, o decréscimo
acentuado da temperatura nesse més (Fig.6) desencadeou uma segunda postura.

Byrne (1990) encontrou odcitos entre os 10-50 pm, nos estadios iniciais de
desenvolvimento gametogénico (I e 1), e tamanhos maximos até aos 90 um, desde da
prematuracdo (estadio Ill) a postura (estadio V). Peréz et al. (2010) observaram
diametros de odcitos superiores a 90 um, durante o estadio de maturacéo (IV), para os
ouricos-do-mar Loxechinus albus. O diametro dos odcitos tende a aumentar com o
desenvolvimento do ciclo gametogénico. No més de dezembro/2015, verificou-se que
os individuos P. lividus encontravam-se maioritariamente nos estadios iniciais
(estadio | —fase inicial e estadio Il - crescimento). Estas observacdes foram de encontro
com os valores observados do diametro dos odcitos (25,45 + 4,22 um). Nos estadios
iniciais, os ovarios encontravam-se repletos de fagdcitos nutritivos e, ao longo do tempo,
comecou a observar-se o aparecimento de odcitos pré-vitelogéneos de dimensdes
muito reduzidas. Estes foram depois aumentando de tamanho. A partir de
dezembro/2015, notou-se que houve um crescimento progressivo do nimero e diametro
dos odcitos, atingindo o valor mais alto em maio/2016 (69,79 + 8,13 um). Este didmetro
mais elevado, encontrado no més de maio, coincidiu com a altura em que foram
encontradas elevadas percentagens de individuos matos (estadio IV = 40 %). Os
didmetros dos odbcitos, da populacdo em estudo, mostraram ser inferiores aos
encontrados por Byrne (1990) e Peréz et al. (2010). Ainda assim, enquadram-se nos
valores obtidos por aqueles autores, especialmente nas fases iniciais, estadios | e Il
(Byrne, 1990; Peréz et al., 2010).

A caracterizacdo do ciclo gametogénico foi feita com base em Byrne (1990) e
Spirlet et al. (1998a). Mas, houve a necessidade de fazer algumas alteracdes e ajustes.
Analisando a caracterizacdo histologica feita por ambos autores, encontraram-se
algumas discrepancias entre eles. Assim sendo, decidiu-se reajustar a caracterizagado
das diferentes fases com base nas descricdes de ambos os trabalhos. Em suma, isolou-
se a fase de reabsorcao (estadio VII), que Byrne contemplava na fase de recuperagéo
(estadio ). Além disso, assumiu-se que os estadios Il (fase vazia) e os estadios lll (fase
de recuperagdo), da forma como estdo descritos por Spirlet et al. (1998a), néo
necessitariam de ser considerados separadamente. No que diz respeito a ordem da
identificacdo dos diferentes estadios, Byrne (1990) e Spirlet et al. (1998a) seguiram o
mesmo raciocinio. No presente estudo, considerou-se que a ordem dos estadios deveria
ser iniciada com surgimento dos primeiros gametas e finalizada com a fase em que
ocorre a absorcdo dos mesmos. A medida que se foram observando os cortes

histolégicos, reparou-se uma nova caracteristica, ainda ndo descrita por outros autores,

45



escola superior e nurisma Mestrado de Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
Aquacultura

O IPL

gue podera ser contemplada na fase pds-postura. Os ovarios e os testiculos passam
por transformagdes variadas, depois da postura até ao inicio do novo ciclo. Resolveu-
se caracterizé-las e identifica-las, para uma melhor compreensao do desenvolvimento
gametogénico. A pdés-postura caracteriza-se essencialmente pela perda de material
nutritivo e da organizacao estrutural interna. Nas fémeas, o estadio de pds-postura pode
ser dificil de identificar, podendo até se confundir com uma postura prematura. Os
oocitos desprendem-se da parede e ficam soltos, juntamente com 6évulos maturos,
mostrando uma destruturacdo interna da gonada. Apenas se consegue distinguir de
uma postura prematura, pela auséncia de material nutritivo, na pés-postura. Nos
machos, esta fase é mais facil de ser identificada, uma vez que apenas se observam os
espacos vazios, deixados pelos espermatozoides libertados, deixando o testiculo com
um aspeto rendilhado. Além do mais, Byrne (1990) intitulou como sendo estadio |, a fase
em que acorre a reabsorcdo dos gametas néo libertados na postura. Ao passo que, no
presente estudo, se considerou essa caracteristica como sendo a ultima etapa - estadio
VIl (reabsorcdo). Consequentemente, o estadio | foi descrito como a fase em que
surgem o0s primeiros gametas imaturos. O facto de haver diferentes fases, com
caracteristicas diferentes, mas que eram consideradas o mesmo estadio, tornava mais
complicado o entendimento do funcionamento do ciclo gametogénico. O objetivo da
adicdo de mais um estadio foi simplificar a caracterizacédo do ciclo, de forma a melhor
identificar cada fase e ter a perce¢do mais abrangente da morfologia das génadas de
P. lividus. Desta forma, o presente estudo pretendeu contribuir para uma melhor
compreensdo e caracterizacdo do ciclo gametogénico de P. lividus. A descricdo dos
varios estadios através da Histologia das gonadas € algo que ainda ndo é inteiramente
definida de forma consensual, uma vez que se encontram diferentes designacotes, de
acordo com o0s varios autores (Byrne, 1990; Spirlet et al, 1998ab;
Sanchez-Espafia et al., 2004). A inclusdo de novas descricdes da morfologia das
gonadas de P. lividus, em diferentes estadios, com base em observagdes proprias e
descritas por outros autores, podera contribuir para uma perce¢édo mais concisa do ciclo
gametogénico desta espécie.

O ourigo-do-mar Paracentrotus lividus tanto pode permanecer numa pequena
area, durante alguns meses, como pode ter comportamentos migratérios diarios de
2,60 a 4,80 metros (Shepherd and Boudouresque, 1979; Dance, 1987). Estes
espécimes podem atingir os 40 cm h-1, sendo que, individuos com diametros de
carapaca maiores movimentam-se mais depressa (Dance, 1987; Hereu, 2005;
Boudouresque and Verlaque, 2007). Barnes and Crook (2001) observaram que P. lividus
apresentava movimentos migratérios diarios, em pequena escala, em relacdo a zona

intermareal, relacionados com a sua alimentacdo. Outros defendem que o0s
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comportamentos migratérios também podem estar relacionados com o recrutamento
dos juvenis e com a presenca de predadores, obrigando os ouricos-do-mar a
procurarem refagio (Hereu, 2005; Ouréns et al.,, 2013). No entanto, Azzolina (1987,
1988), Tomas et al. (2004) e Fernandez et al. (2001) registaram movimentos migratorios
sazonais (que podem durar meses) de longa distancia (100 m), também associados a
disponibilidade de alimento. Com base nestes estudos anteriores, concluiu-se que
P. lividus ndo tem um comportamento migratério regular, o qual depende
essencialmente da densidade e disponibilidade de alimento (Palacin et al., 1997). Outro
fator, que pode estar envolvido nos comportamentos migratorios, € o estado
gametogénico em que os individuos se encontravam e, consequentemente, com as
necessidades nutritivas do estadio em questédo (Agatsuma et al., 1997). Efetivamente,
em agosto/2015 observou-se empiricamente que os individuos tinham como preferéncia
zonas menos profundas, encontrando-se nas pocgas intermareais, em partes superiores
da zona intermareal. Apesar de nao fazer parte dos objetivos deste estudo e, embora
nao se tenham recorrido a metodologias adequadas, notou-se uma deslocacdo dos
ouricos-do-mar, em direcdo ao andar supralitoral, em comparacado aos outros meses.
Verificou-se também uma maior abundancia de Laminaria sp. e de outras macroalgas,
gue fazem parte da alimentacéo destes animais. Este fendmeno de migracéo podera ter
sido relacionado com a maior disponibilidade destes alimentos. Consequentemente,
cré-se gque a populacao tenha migrado para aguas menos profundas para concretizar a
sua reproducdo e aproveitar a disponibilidade de alimento, de forma a obter reservas
energéticas, para recuperar do desgaste da postura e preparar-se para dar inicio a um
novo ciclo gametogénico.

Em suma, pode referir-se que a populacdo de P. lividus na regido Oeste de
Portugal concretizou duas épocas de reproducdo durante o ano de julho/2015 a
junho/2016. Aparentemente, alguns dos seus individuos executam movimentos
migratorios, de acordo com o0s seus padrdes de postura e/ou de disponibilidade de
alimento. Além disso, o desenvolvimento e crescimento das suas génadas evidenciaram
ser positivamente influenciados pelo aumento do fotoperiodo, encontrando-se
maturadas nos meses em que se registaram temperaturas mais elevadas (no Verao), e

novamente quando a temperatura diminui consideravelmente (novembro/2015).

47



: "?L,, ....... Mestrado de Escola Superior de Turismo e Tenologias do Mar - IPL
rm—— Aquacultura

4.2. Efeito de trés dietas no desenvolvimento das génadas de
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816).

Quando sujeitos a escassez de alimento, 0s ouricos-do-mar utilizam as reservas
gue contém nos fagdcitos nutritivos das suas génadas. O jejum, combinado com as
baixas temperaturas, faz com que haja absorcdo destes 6rgéos, reiniciando o ciclo
gametogénico (Spirlet et al.,1998b; Yokota et al., 2002; Fabbrocini et al., 2012;
Sartori and Gaion, 2015). Desta forma, quando os organismos se encontram na
transicdo do estadio final da gametogénese (reabsorcao) para o inicial (estadio 1), o seu
desenvolvimento gametogénico pode ser manipulado, a partir desse ponto. Além disso,
0 jejum nao provoca necessariamente a diminuicdo do volume das génadas, mas sim a
recolocacao das reservas (Kaneko et al., 1981; Guillou et al., 2000). Em todo o caso, ha
gue ter em conta a possibilidade de ouricos-do-mar sofrerem um decréscimo no seu
didametro da carapaca quando sujeitos a periodos de jejum (Régis, 1979;
Lawrence and Lane 1982; Levitan 1988;). Do ponto de vista comercial, podera vir a ser
um procedimento chave para a aquacultura, permitindo que o ciclo gametogénico seja
manipulado, de acordo com aquilo que se pretende num cultivo (Spirlet et al., 2001;
Yokota et al.,, 2002; Fabbrocini et al., 2012; Silva, 2012; Sartori et al., 2015;
Fabbrocini et al., 2015). Uma vez que a aquacultura de ouricos-do-mar podera
contemplar essencialmente duas vertentes: repovoamento e acabamento das génadas;
sera possivel manipular os organismos para se obterem os melhores resultados, em
cada uma dessas vertentes. No presente estudo, o jejum nao provocou obrigatoriamente
a diminuicdo do volume das gbénadas, levando-as apenas a atingir os estadios VI
(reabsorcdo) e | (fase inicial), estando de acordo com as observacbes de
Kaneko et al. (1981) e Guillou et al. (2000). O periodo de jejum mostrou ser um
procedimento essencial para estabelecer a sincronizacdo gametogénica dos
ouricos-do-mar P. lividus. No entanto, verificou-se que os ourigos-do-mar decresceram,
apos 30 dias de privagdo de alimento. Além disso, concluiu-se que os ourigos-do-mar
nao recuperaram o tamanho original, durante os 80 dias de ensaio. Este facto,
possivelmente deveu-se aos ourigos-do-mar terem canalizado as suas energias para o
crescimento das gdnadas e desenvolvimento gametogénico, ao invés de despenderem
energia no seu crescimento somatico (Kaneko et al., 1981;
Guillou et al.,, 2000). Outros estudos revelaram que as ragdes nem sempre
proporcionam crescimento somatico (Fermnandez and Galtagirone, 1994).
Guillou et al. (2000) verificaram que a espécie Sphaerechinus granularis canalizava a

sua energia para a reproducéo, quando se encontrava no estadio de maturagéo (estadio
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IV). Enquanto que, nos estadios seguintes a postura (estadio VI — poOs-postura e
estadio VII — reabsor¢éo), esta espécie centrava as suas energias para o crescimento
somatico, ou para o armazenamento de energia nas células soméaticas das gonadas.
Ou seja, é necessario determinar o estadio de maturacdo gametogénica dos individuos,
para iniciar os corretos procedimentos, com vista aos diferentes objetivos de producao:
crescimento somatico versus crescimento e maturacdo das gonadas

O milho tem sido alvo de varios estudos na alimentacdo de ouricos-do-mar
(Basuyaux and Blin, 1998; Spirlet et al, 2001; Schlosser et al., 2005;
Fabbrocini et al., 2012; Fabbrocini et al.,2015; Silva, 2012; Satori et al., 2016) e os
resultados obtidos vdo de encontro com os deste estudo. A dieta & base de milho e
espinafres (C), apesar de ter sido a menos consumida, foi a que mostrou melhor
performance no aumento do peso das gbénadas e do indice gonadossomatico.

O agar é utilizado ha muito como espessante alimentar. Fabroccini et al. (2012,
2015) mostraram que o agar tem caracteristicas promissoras como gelificante/agente
ligante, na formulagdo de dietas para o ourico-do-mar Paracentrotus lividus. Os
biocomponentes do agar sdo bem aceites pelos ouricos-do-mar e as “pellets” da racao
absorvem uma quantidade minima de agua, além de libertarem poucos residuos para o
sistema. Este ultimo fator depende da percentagem de agar que é utilizada, sendo que
no presente estudo foi usada a mesma percentagem (3%) que Fabroccini et al., (2012).
Ainda assim, verificou-se uma maior necessidade de limpar os sistemas onde foi
fornecida a dieta B, uma vez que a quantidade de produtos de excrecdo dos
ouricos-do-mar era maior, comparativamente aos sistemas da dieta A e C. Contudo, a
gualidade da agua nao foi comprometida. Numa publicacdo muito recente e posterior a
finalizacdo pratica do presente ensaio experimental, Fabroccini et al. (2015) testaram
racdes com diferentes percentagens de agar, verificando que a mais eficaz seria a de
6% de agar. A caracteristica mais interessante do uso do agar € que retarda a
progressdo do ciclo gametogénico e facilita a sincronizacdo das gonadas
(Fabroccini et al., 2012; Fabroccini et al., 2015). No presente estudo, 0s ouricos-do-mar
alimentados com a dieta contendo agar (dieta B), encontravam-se maioritariamente no
estadio de reabsorcéo (VII), indo de encontro com os resultados dos estudos anteriores
(Fabroccini et al., 2012; Fabroccini et al., 2015). Estes resultados fazem parte dos
pontos-chave para o sucesso da aquacultura de P. lividus, uma vez que o0s
ouricos-do-mar devem estar despromovidos de gametas maturados, para serem
consumidos. Outros estudos mostram dados e conclusfes muito diferentes. A razédo
para tal podera residir no tipo de ingredientes, na forma de fazer as “pellets”
(Peare et al., 2002; Ruscoe et al., 2005; Fabroccini et al., 2012; Fabroccini et al., 2015)

e no tipo de agar que se utiliza (se em po, flocos, para uso alimentar ou industrial).
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A semelhanca de estudos anteriores (Basuyaux and Blin, 1998; Spirlet et al., 2001;
Schlosser et al.,, 2005; Fabbrocini et al., 2012; Fabbrocini et al.,2015; Silva, 2012;
Satori et al., 2016), a dieta C (milho e espinafres) foi a que induziu valores de indice
gonadossomatico mais elevados em P. lividus. Ainda que neste estudo nao tenham sido
guantificadas as proteinas de cada dieta, e das génadas dos individuos a quem foram
fornecidas, estas também devem ser tomadas em consideragdo, uma vez que tém a
sua contribuigdo no crescimento em volume das génadas (Cook et al., 2007). O milho,
apesar de apresentar baixos niveis de proteina, é rico em polissacarideos, que em
conjunto com um alimento com um elevado teor proteico podera ser facilmente
absorvido. Basuyaux et al. (1998) afirmaram que as proteinas sollveis sdo facilmente
absorvidas, como os polissacarideos soluveis. Isto justifica, assim, o facto de aqueles
autores terem obtido melhores resultados com a mistura do milho, com a macroalga
Palmaria palmata e Laminaria digitata, do que com cada um destes elementos em
separado. Assim sendo, podera ser uma boa aposta desenvolver futuramente uma
racdo comercial baseada na mistura de milho, espinafres e macroalgas.

De acordo com Boudouresque and Verlaque (2007), a taxa de consumo de
P. lividus depende da disponibilidade de alimento e do tipo de alimento. Esta taxa sera
mais elevada, quando o alimento for nutricionalmente pobre, e baixa, quando o alimento
fornecido for nutricionalmente rico (Frantzis and Grémare 1992; Haya and Régis 1995;
Fernandez and Boudouresque, 2000). Sabe-se que os parametros bioquimicos das
gonadas séo influenciados especificamente pelos estaddios de desenvolvimento
gametogénico em que se encontram. Todavia, deve ter-se em conta que se tratam, ndo
sé de um 6rgao reprodutor, mas também de um local de armazenamento de reservas
energéticas e nutricionais (Russell, 1998; Hughes et al., 2006; Siliani et al., 2015).
Mai et al. (1996) e Arafa et al. (2012) demonstraram, nos seus trabalhos, a importancia
dos 4&cidos gordos provenientes de macroalgas, durante o desenvolvimento
gametogeénico. Os ouri¢os-do-mar alimentados com a dieta C (milho e espinafres) foram
0S que mostraram uma maior quantidade de acidos gordos PUFA, mas foi a dieta A
(Codium tomentosum) que proporcionou niveis mais altos de EPA (C20:5n3). Tendo em
conta que a dieta A era a que menos continha EPA na sua composi¢ado, pensa-se que
a macroalga (Codium sp.) se tornou uma fonte indireta deste acido gordo para o
ourico-do-mar Paracentrotus lividus. De acordo com alguns estudos (Tocher, 2003;
Carboni et al., 2013), os ouricos-do-mar sdo capazes de converter PUFA’s de cadeia
curta em PUFA’s de cadeia longa (LC-PUFA). Por exemplo, o acido a-linolénico
(C18:3n3) pode ser convertido em acido estearidonico (C18:4n3), através da enzima
A6-dessaturase. Posteriormente, o 4cido estearidonico (C18:4n3) sofre um processo de

elongacdo, convertendo-se em &cido eicosatetraenodico (C20:4n3), que a enzima
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Ab5-dessaturase converte em EPA. Carboni, et al. (2013) encontrou, no seu estudo, uma
correlacdo entre o input de acido a-linolénico (C18:3n3) através da alimentacdo e as
guantidades de EPA encontradas nas génadas de P. lividus. O presente estudo foi de
encontro ao encontrado por estes autores. A dieta C (milho e espinafres) era a mais rica
em acido a-linolénico (C18:3n3), mas no final ndo se expressou em niveis muito
elevados de EPA nas génadas. Isto, porque a dieta A (Codium tomentosum) era a que
mais continha acido estearidénico (C18:4n3), em relacao as restantes dietas. Neste
sentido, os individuos alimentados com a dieta C (milho e espinafres) tiveram de
despender de mais energia para converter o acido a-linolénico (C18:3n3) em EPA, do
gue os alimentados com a dieta A (Codium tomentosum), que apenas teriam de
sintetizar o acido estearidénico (C18:4n3). Arafa et al. (2012) verificaram que os PUFA
sdo significativamente afetados pela temperatura, uma vez que 0s ouricos-do-mar
P. lividus apresentaram elevados valores daqueles acidos gordos, nos meses mais frios
(altura em que P. lividus se encontrava nas fases iniciais da gametogénese). Os valores
de PUFA, nas gonadas de P. lividus, tenderam a decrescer com o aumento da
temperatura ao longo dos meses (enquanto P. lividus maturava e se reproduzia). Os
ouricos-do-mar alimentados com a dieta C (milho e espinafres) encontravam-se, na sua
grande maioria, nos estadios iniciais (I a Ill). Também, foram os que apresentaram niveis
mais altos de PUFA, nas suas gonadas. Este facto traduz-se numa vantagem para a
engorda de Paracentrotus lividus, uma vez que a dieta C consegue aumentar o volume
das génadas e ao mesmo tempo garantir gue 0s ouricos-do-mar nao maturem.
Sabe-se que os fatores ambientais e processos fisioldgicos afetam a absorcéo dos
lipidos, assim como 0 seu armazenamento, mais do que a dieta em si
(Dincer and Cakli, 2007; Martinez-Pita et al., 2010; Arafa et al., 2012; Siliani et al., 2015).
Estudos prévios avaliaram a variagdo dos niveis de lipidos nas gbénadas dos
ouricos-do-mar, ao longo do tempo. Mas os resultados tém contrastado uns com os
outros (Dincer and Cakli, 2007; Martinez-Pita et al., 2010; Arafa et al., 2012), tornando
dificil obter conclusdes inequivocas. No entanto, sabe-se que, com o avanco do estado
de maturacgéo, as gonadas ficam repletas de espermatozoides e od6citos, conferindo uma
caracteristica peculiar na composicao dos lipidos no tecido gonadal (Siliani et al., 2015).
Martinez-Pita et al. (2010) sugerem que, 0s niveis elevados de lipidos, durante os
estadios de crescimento dos gametas, e 0 seu decréscimo, durante a maturacao dos
mesmos, indica-nos que os lipidos sdo usados também como fonte de energia.
Possivelmente por este motivo, os individuos alimentados com a dieta C (milho e
espinafres) foram os que se apresentavam, na sua maioria, nos estadios iniciais (I a lll).
Mas, foram também os que apresentaram niveis mais altos de lipidos. O elevado

desvio-padréo na quantificacdo dos lipidos das gonadas de P. lividus, alimentados com
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a dieta C (milho e espinafre), resultou provavelmente da presenca de individuos que
estavam na fase Il (crescimento) e Il (pré-maturacao), onde as gonadas contém niveis
elevados de reservas (Hughes et al., 2006; Siliani et al., 2015).

Em suma, os factos apontam para a hipétese de apds um periodo de jejum, ser
possivel manipular o desenvolvimento gametogénico de P. lividus, em cativeiro, através
do alimento (Yokota et al.,, 2002; Fabbrocini et al., 2012; Fabbrocini et al., 2015;
Sartori et al., 2015). O milho e o espinafre mostraram ter um 6timo desempenho no
aumento do volume das gbénadas, proporcionaram o0s estagios pretendidos para o
consumo dos ourigos-do-mar, além de ter sido a dieta menos consumida. Além disso,
verificou-se que as macroalgas sdo essenciais para enriquecer as dietas formuladas,
devido a sua composicao bioquimica (Basuyaux et al., 1998; Yokota et al., 2002). O
agar mostrou ser um ingrediente chave no retardamento da maturacdo dos
ouricos-do-mar e um 6timo agente gelificante/ligante dos ingredientes da dieta. Podera
ser uma boa aposta desenvolver futuramente uma racdo comercial de alta qualidade e
baixo custo, baseada na mistura de milho e espinafres, em conjunto com algas e
vegetais, homogeneizados e incorporados em agar, (Basuyaux et al., 1998;
Yokota et al., 2002; Fabbrocini et al., 2012; Silva, 2012; Sartori et al., 2015).
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5. Consideracdes finais

Este estudo permitiu conhecer o comportamento reprodutivo da populacdo de
Paracentrotus lividus na zona Oeste de Portugal, em Peniche. Desta forma, foi possivel
perceber quais as alturas mais adequadas para a captura deste recurso, com vista ao
seu consumo imediato, assim como para o acondicionamento de reprodutores, ou para
se realizar o acabamento das gonadas, em cativeiro. Assim sendo, concluiu-se que a
melhor altura para capturar 0os ourigcos-do-mar, para consumo das génadas, é nos
meses em que a temperatura média da agua comeca a aumentar. No periodo em que
este estudo foi realizado, correspondeu aos meses de janeiro, fevereiro e margo/2016.
Em todo o caso, é necessario ter em conta que o periodo de captura podera variar
ligeiramente, em funcdo dos fatores ambientais (temperatura e fotoperiodo), que
poderao diferir de ano para ano. A populacdo em estudo apresentou duas épocas de
postura: a primeira de junho a agosto e a segunda em novembro. Nestes meses €&
desaconselhavel a captura de ourigos-do-matr.

Além disso, verificou-se que o uso de novas fontes alimentares, nas racées para
ouricos-do-mar, parecem ser bastante promissoras, quer a nivel biolégico, como a nivel
econdémico. Quer a racdo formulada em laboratério (Dieta B), quer o uso de vegetais
terrestres frescos (Dieta C) mostraram ser bem aceites pelos organismos, ndo se tendo
registado nenhuma mortalidade ao longo da experiéncia. Tendo em conta os resultados
obtidos, neste e noutros trabalhos (com o uso de milho e espinafres), a introducao de
vegetais pode ser a alternativa auspiciosa. Contudo, serd necessario encontrar os
ingredientes que melhor respondam as necessidades nutricionais dos organismos. Para
chegar a racdo adequada, sera necessario compreender as necessidades nutritivas das
diferentes fases do ciclo reprodutivo dos ouricos-do-mar, de forma a conseguir
manipula-las em cativeiro, de acordo com o objetivo desejado.

Futuramente, a investigagdo passara possivelmente mais pela avaliagdo do uso
de espessantes/agentes ligantes na formulacéo de dietas himidas ou extrudidas. Assim
como, pela avaliag@o das caracteristicas sensoriais das gonadas (cor, paladar e textura)
dos individuos alimentados com uma dieta especifica e, consequentemente, a sua
aceitabilidade por parte dos consumidores.

Além disso, a investigacao do estado das populacdes naturais sera importante e
determinante, para apostar nos ourigos-do-mar cCOmo um recurso pesqueiro ou de
Aquacultura, com relevancia econdémica. Para isso serdo necessarios mais estudos no
ambito da distribuicdo espacial, dindmica populacional, padrdes de migragéo,
crescimento, biologia reprodutiva, producdo secundaria, dieta alimentar e relagfes

troficas, ao longo das diferentes estacdes do ano, entre outros. A criacdo de novos
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projetos cientificos direcionados para esta espécie, podera contribuir para o
desenvolvimento de novas técnicas, quer para fins comerciais, quer em termos de
repovoamento, para recuperar o bom estado das popula¢cbes de ouricos-do-mar, se

assim for necessario.
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Figura 1 — Diferencas estatisticamente significativas nos 12 meses de amostragem (julho de 2015 a junho de 2016) do ourico-do-mar Paracentrotus lividus,
capturados na praia do Abalo (Peniche, Portugal), relativamente a: a. didmetro da carapaca (cm); b. peso médio individual (g); c. peso das gdnadas; d. indice

gonadossomético; e. didmetro dos odcitos (um) .
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Tabela 1 — Variagdo dos parametros fisico-quimicos da agua dos sistemas de cultivo de
Paracentrotus lividus, durante o periodo de ensaio experimental de avaliacdo dos efeitos de 3
dietas no desenvolvimento das gonadas.

T°C  O2ppmy Ozw%  Salinidade pH Amoénia Nitritos

A 20,45 5,94 82,42 37,00 8,01 0,02 0
B 20,48 5,95 82,06 37,01 8,01 0,02
C 20,45 5,96 81,82 37,05 8,01 0,02
Média 20,46 5,95 82,10 37,02 8,01 0,02
DP 0,02 0,01 0,30 0,03 0,00 0,00
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