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Sumario

Atualmente a aquacultura é responsavel pela produgdo de uma importante
propor¢cao do peixe consumido mundialmente. Com o aumento do consumo de peixe
per capita e a estabilizagcdo das pescas, acrescido do aumento do preco do peixe, a
aquacultura surge como a alternativa as pescas, mais sustentavel, de modo a garantir
alimento de elevado valor nutricional para a populacdo em geral, sem esgotar o

ecossistema.

Portugal € um pais com uma grande ligagao natural e cultural ao mar. No entanto,
a producéo aquicola € ainda muito reduzida quando comparada aos grandes produtores
mundiais. Dada as potencialidades de Portugal para a atividade aquicola, torna-se
evidente que ¢é necessario apostar no aumento da sua produgdo, quer pela
intensificacdo da produgao quer pela diversificacdo das espécies produzidas, de forma
a fomentar a autossubsisténcia de Portugal, em matéria de consumo de peixe,
reduzindo a grande importagdo de pescado de paises onde os custos de produgdo sao

mais reduzidos.

A Safiestela — Sustainable Aquafarming Investements, Lda., € uma empresa
portuguesa de producdo industrial de linguado senegalés (Solea senegalensis), em
regime intensivo, desde a desova até a fase de juvenil. Esta espécie € uma forte
candidata ao mercado de peixe dos paises mediterranicos, apresentando um prego de
venda superior a outras espécies produzidas em aquacultura, como o robalo e a
dourada. Além disso, apresenta um crescimento competitivo relativamente a espécies

produzidas em cativeiro e que ja apresentam saturacdo de mercado.

No entanto, alguns aspetos da produgdo intensiva desta espécie ainda
necessitam de ser limados. As limitagbes no conhecimento estendem-se a diferentes
areas, nomeadamente dificuldade de obter ovos e larvas em numeros viaveis
(unicamente através de reprodutores selvagens) e défice de informacéo relativa a
requisitos alimentares. O aperfeicoamento destas permitira as empresas de producgao

de linguado uma maior rentabilidade.
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Inerente a este estagio estd uma aquisicdo de novas competéncias em dois
ambitos distintos, embora relacionados, sendo a principal a produgdo de linguado do
Senegal que envolveu a manutengéo, manipulagéo e tratamento de todas as unidades
integrantes de uma maternidade de linguado. Estas competéncias, aliadas a novos
conhecimentos sobre o comportamento alimentar dos reprodutores e a sua performance
reprodutiva, tentardo definir e trazer novos critérios de qualidade das desovas para a

Safiestela.

No ambito do estagio na Safiestela surgiu também a oportunidade de participar no
projeto “Repling” que tinha como objetivo principal melhorar a performance reprodutiva
do linguado através da otimizagdo das posturas com o desenvolvimento de novas
gamas de alimentos de alta performance para reprodutores. Neste contexto, e uma vez
que a inclusdo de acido araquidénico nas dietas tem demonstrado melhorar a
performance reprodutiva e a sobrevivéncia das larvas em algumas espécies de peixes,
avaliou-se no linguado do Senegal a preferéncia alimentar de uma dieta controlo e uma

dieta suplementada com acido araquidonico.

Antes do inicio do projeto foi necessario aferir as condi¢des atuais de reprodugéo
e alimentacdo em vigor na empresa com o objetivo de constituir uma base de
informacao sobre estes parametros. Com base nesta premissa, foram estudados quatro
ciclos de reproducdo consecutivos e analisados alguns parédmetros que poderiam
comprovar ou ndo uma boa performance reprodutiva. Aliada a esta analise foi estudada
também a ingestdo e comportamento alimentar dos reprodutores, avaliado com a
seguinte métrica: 1) nenhum peixe se aproximava e ingeria o alimento; 2) um ou mais
peixes aproximavam-se e ingeriam o alimento; 3) a maioria dos peixes do tanque
aproxima-se e ingeria o alimento. A natacdo dos peixes, demonstrada por alguns
autores fazer parte do comportamento de acasalamento, foi também avaliada em

positivo, se existia natagdo, ou negativo, se a natagao era inexistente.

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que a elaboracdo de um
registo diario da alimentagédo, comportamento alimentar, e performance reprodutiva dos
reprodutores podera constituir uma valiosa ferramenta para a empresa de modo a aferir
com maior exatiddo a qualidade das desovas, bem como os fatores que a afetam e

assim melhor os lotes e sincronizacdo das desovas. Podemos, também, concluir, que a
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suplementacéo da deita dos reprodutores com acido araquidénico ndo afeta a ingestéao
voluntaria de alimento ou o comportamento alimentar. No entanto, sera necessario dar
continuidade a estes estudos de modo a verificar se a suplementagdo de acido
araquidonico pode ou nao afetar a performance reprodutiva, a qualidade dos ovos e das

larvas.

No cbmputo geral, este estagio permitiu adquirir novas competéncias em
ambiente real de produgado, o que podera ser uma mais-valia em termos profissionais,

num futuro préximo.
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Abstract

Currently, aquaculture is responsible for the production of a considerable portion of
fish consumed worldwide. With the increase of per capita fish consumption and
stabilizing fisheries, allied to the increase in prices, aquaculture emerges as the most
sustainable alternative to ensure a production of a high nutritional value food for the

general population worldwide without depleting the ecosystem.

Portugal is a country with a unique natural and cultural heritage connected to the
to the sea. However, aquaculture production is still very low when compared to major
world producers. Given the potential of Portugal to the aquaculture activity, it becomes
evident that it is the necessary to promote and increase its production, either through the
intensification of the production levels or through the diversifying the species produced.
This becomes imperative in to increase the degree of self-sufficiency in fish consumption
achieved by Portugal, decreasing the import levels of fisf from countries where

production costs are lower.

Safiestela — Sustainable Aqua Farming Investments, Lda. is a Portuguese
company of intensive production of Senegalese sole (Solea senegalensis), from the
spawning until the juvenile stage. This particular species is a strong candidate for the
Mediterranean fish market, with a higher sales price compared to other aquaculture
species, such as European sea bass and gilthead seabream. Besides, it presents a
competitive growth rate when compared the well-established aquaculture species and

who already have market saturation

However, some production constrains, like the lack of sufficient quantities of viable
eggs and larvae; dependency of natural bloodstock; lack of scientific information on
nutritional requisites of the different life stages, need to be over coma in order to

increased profitability.

Inherent to this internship is the acquisition of new skills in two different areas, but
related, both involving maintenance, handling and production during the reproductive,

egg and larval stages of the Senegalese sole. These will also involve the acquisition of
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knowledge about feeding behavior and evaluation of reproductive performance and egg

and larvae quality.

During the fellowship at Safiestela, there was the opportunity to participate in the
"Repling" project that aimed to improve reproductive Senegalese sole performance by
optimizing the breeding through the optimization of nutrition. In this context, since the
inclusion of arachidonic acid in the diet has been shown to improve the reproductive
performance and survival of larvae in some species of fish, it was evaluated in the
Senegal sole the feeding preference of a control diet and a diet supplemented with

arachidonic acid.

Before the execution of this project, it was a necessity to assess the current
conditions of reproduction and feeding behavior of broodstock at the company. Based on
this premise, four consecutive reproduction cycles were studied and different parameters
were analyzed to evaluate the reproduction performance. Together, it was also study the
voluntary feed intake and feeding behavior of broodstock using the following metric: 1)
no fish approached and ingested the diet; 2) one and more fish approached and
ingested the diet; 3) most of the fish approached and ingested the diet. The fish
swimming pattern demonstrated by some authors as part of the mating behaviors, was

also assessed as positive (when it happened) or negative (when it was inexistent).

Based on the obtained results it can conclude that the development of a daily
register of feed intake, feeding behavior and reproductive performance can be a
valuable tool for the company, in order to assess more accurately the quality of the
spawning and determine with are the factors may interfere with it. It can also be
concluded that supplementation of reproductive diets with arachidonic acid does not
affect the voluntary feed intake or feed behavior. However, it will be necessary to
continue this study to assess whether the arachidonic acid supplementation may or may

not affect the reproductive performance, the quality of eggs and larvae.

Overall, this internship allowed to acquire new skills in real production

environment, which may be an asset professionally in the near future.
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| - Introducao

O aumento da populacdo mundial e da procura de produtos marinhos, acrescido
do agravamento de situagbes de pesca ilegal, conduziram a um aumento do esforgo de
pesca praticado sobre as espécies e consequentemente a sobre-exploragdo destes
recursos naturais (Carrasquinho, 2009; FAO, 2014). O consumo médio de peixe per
capita aumentou de 9,9 kg, nos anos 60, para aproximadamente 19,2 kg, em 2012
(figura 1) (FAO, 2014). Assiste-se a uma escassez crescente e, nalguns casos, ao
desaparecimento de algumas espécies, sendo necessario recorrer a uma metodologia
que colmate a diminuicdo dos produtos provenientes da pesca e o aumento do prego
dos mesmos, de forma a satisfazer as necessidades humanas a nivel mundial. A
aquacultura surge assim como uma atividade atenuante destas caréncias (Andrade,
2012).

A aquacultura é definida como a produgéo de organismos aquaticos em cativeiro,
tanto em agua doce, salobra ou salgada, e pode ser classificada de acordo com o local
onde se estabelece: aquacultura em terra (inshore), aquacultura costeira (onshore) ou
aquacultura em mar aberto (offshore) e pode também ser classificada de acordo com o

regime do sistema como extensiva, semi-intensiva e intensiva (Carrasquinho, 2009).
1. A aquacultura no Mundo

A aquacultura mundial tem aumentado nas ultimas décadas embora a uma taxa
de crescimento relativamente moderada (6,2 % no periodo de 2000 a 2012). Em 2012,
a producdo mundial totalizou cerca de 90,4 milhdes de toneladas, das quais 66,6
milhdes de toneladas sao referentes a producgao de peixe e 23,8 milhées de toneladas a
producao de plantas aquaticas. Esta producao representa cerca de 42,2%, de um total
de 158 milhdes de toneladas de peixe produzido por capturas da pesca e pela producédo
aquicola (FAO, 2014) e estima-se que a contribuicdo da aquacultura para o

fornecimento de peixe para consumo humano aumente 65% até 2030 (Cabral, 2014).

10
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Figura 1 - Utilizagdo de peixe (em milhdes de toneladas) comparativamente a populagdo (em bilides) e o
fornecimento de peixe (kg/capita) (Food and Agriculture Organization of the United Nation, 2014).

O aumento da procura de produtos marinhos deve-se principalmente a uma maior
consciencializagc&do do valor nutricional do peixe, bem como pela crescente preocupacao
por uma alimentacéo saudavel e cuidada. Uma porgéo de 150 g de peixe pode fornecer
cerca de 50-60% dos requisitos proteicos diarios de um adulto. Em 2010, o pescado
contabilizou 16,7 % do total de proteina animal consumida pela populagdo mundial. A
proteina de peixe representa uma componente nutricional crucial em alguns paises
densamente populosos onde a ingestao de proteina é baixa (FAO, 2014). Globalmente,
o0 consumo de peixe per capita é de 18,9 kg por ano, na Unido Europeia é de 23,1 kg e

em Portugal de 56,7 Kg (Fisheries — European Comission, 2014).

Atualmente, os maiores paises produtores centram-se na Asia, com 54% da
producdo mundial, na Europa com 18% e nos restantes continentes com menos de 15%
da produgédo. No entanto, tem-se assistido a uma diminuicdo da producdo de peixe em
alguns paises como nos Estados Unidos da América, em Espanha, na Franca, em ltalia,
no Japao e na Republica da Coreia, bem como a diminuicdo da produgdo de moluscos
nalguns deles. O principal fator apontado para este decréscimo na produg¢ao aquicola é
a grande disponibilidade de peixe importado de paises onde os custos de produc¢do séo

relativamente baixos, apresentando por isso precos de mercado bastante competitivos

11



[BAPORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS Estagio na Aquacultura Safiestela
UNIVERSIDADE DO PORTO

(FAO, 2014). Torna-se assim necessario fomentar a diversificacdo das espécies

produzidas em aquacultura (Dinis et al., 1992).

O numero total de espécies produzidas, em todo o mundo, é relativamente
elevado, estando mais de 567 espécies registadas, entre peixes 6sseos, moluscos,
crustaceos, anfibios e répteis, invertebrados aquaticos, algas marinhas e de agua doce.
Em 2012, a aquacultura mundial foi dominada pela produgéo de peixes de agua doce,
com 33,7 milhdes de toneladas (63% da produ¢do mundial); moluscos, com 15,2
milhdes de toneladas (22,8 %); crustaceos, com 6,4 milhdes de toneladas (9,7%); e

outras espécies aquaticas com 900 000 toneladas (1,3 %) (FAO, 2014).
2. A aquacultura em Portugal

Portugal € um pais europeu com um vasto territério marinho e com um patriménio
natural e cultural excecional relativamente ao mar. No Plano de Estratégia Nacional
para o Mar 2013-2020 estdo, inclusivamente, descritos planos para o desenvolvimento
de atividades de investigagdo e inovagao relacionados com a fileira da pesca e da
aquacultura (DGPM, 2013). No entanto, a contribuicdo da produgdo de peixe em
territério portugués para consumo humano € ainda muito baixo, representando apenas
3% do peixe consumido comparativamente a Europa, cujo valor ascende a 50%
(Cabral, 2014).

Relativamente aos regimes de exploragdo, em Portugal, a aquacultura em agua
doce ¢é exclusivamente intensiva. Na produ¢ao em aguas marinhas e salobras, 54,7% é
em regime extensivo, 34,7% em regime intensivo e 10,7% em regime semi-intensivo
(INE e DGRM, 2015).

Em 2013, a produgcdo em aguas salobras e marinhas contabilizou a fatia mais
importante na producdo total portuguesa, representando cerca de 92% do total
produzido (41,9% de peixe e 50% na produgdo de moluscos bivalves, com a améijoa

como a espécie mais relevante) (INE e DGRM, 2015).
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As espécies mais produzidas em aguas salobras ou marinhas portuguesas séo o
pregado (Psetta maxima), com uma producgdo total de 2 353 toneladas, seguido da
dourada (Sparus aurata), com uma producédo total de 1 201 toneladas, o robalo
(Dicentrarchus labrax), com 455 toneladas e o linguado (Solea spp.) com uma produgao
anual de 154 toneladas. Em aguas doces a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) é de
longe a espécie mais produzida em Portugal com cerca de 771 toneladas de producéo,
seguida da truta comum (Salmo trutta) com apenas 1 tonelada de produc¢éo. No grupo
dos moluscos e crustaceos, as améijoas (Venerupis pullastra e Ruditapes decussatus)
s&o as mais produzidas, com 2 372 toneladas (Tabela 1) (INE e DGRM, 2015).

Tabela 1 - Produgéo aquicola nacional em aguas interiores e oceénicas por tipo de agua, regime e espécie
(INE e DGRM, 2015).

Portugal
Principals espécies | Total |  Extensivo |  Intensivo | Semiintensivo |
|t | 1000 Euros | -—-— |t | 1000 Euros |
Portugal 2012 Rv 10939 52 181 4472 22057 1540 5924 4927 24199
2013 9 955 53 796 5018 28 746 3954 18 804 982 6 246
Aguas doces 772 1897 0 0 772 1897 0 0
Truta arco-iris [ 1890 0 0 m 1890 0 0
Truta comum 1 7 0 0 1 7 0 0
Aquas salobras e marinhas 9183 51899 5018 28746 3182 16 908 982 6 246
Peixes 417 23088 3 176 3182 16 908 958 6 004
Corvina 5 25 0 0 5 24 8 1
Dourada 1201 6036 25 139 632 2630 543 3267
Linguado 154 2035 1 7 150 1975 4 53
Pregado 2353 12078 0 0 2353 12078 0 0
Robalo 455 2902 4 25 42 200 409 2677
Qutros 2 12 1 5 0 0 1 7
Moluscos e Crusticeos 5012 28812 4 987 28570 0 0 25 242
Ameéijoas {a) 2372 25283 2351 25049 0 0 21 234
Mexilhdes neg 15647 961 1547 961 0 0 0 0
Ostra japonesa 837 2173 837 2173 0 0 8 8
Ostra portuquesa (q) 158 312 157 309 0 0 1 3
Qutros 98 84 a5 78 0 0 3 5

(q) Espécies de regime extensivo, produzidas em pisciculturas de lipo misto (extensivo @ semi-intensivo) classificadas como sami-intensivas em funglo do regime de produgio
pregomnanite

No ano de 2013 verificou-se que a produgdo da aquacultura gerou uma receita de
54 milhdes de euros, tendo sofrido um redugdo em quantidade, cerca de 9%
relativamente a 2012, e um acréscimo em valor, cerca de 3,1% relativamente ao mesmo
ano, o que é explicado pelo facto de ter existido uma menor produgao de pregado mas
o valor atribuido ao produto de aquicultura ter aumentado (INE e DGRM, 2015).
Relativamente aos estabelecimentos licenciados em 2013, existiram menos 11
unidades comparativamente a 2012 mas, regista-se um aumento significativo na area

total dos estabelecimentos o que ainda ndo se repercutiu na produgdo, pois o0s
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estabelecimentos sé comegam a produzir passado um ano e meio a 2 anos. A aposta
nas espécies cultivadas em solo portugués é de importancia crucial para o

desenvolvimento e inovagao tecnoldgica do mercado nacional (INE e DGRM, 2015).
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Figura 2: Produgao aquicola nacional em 2012 e 2013, em quantidade em valor (INE & DGRM, 2015).

3. Biologia e producdo do Linguado do Senegal (Solea

senegalensis, kaup, 1858)

O linguado do Senegal (Figura 3), € uma espécie de peixe marinho, bentdnico,
comum nas aguas tropicais do Sul do Senegal até aguas temperadas no Golfo da
Biscaia (Anguis e Cafavate, 2005), e por isso bem adaptado a climas quentes (Dinis et
al., 1992). Pertence a classe Actinopterygii, Ordem Pleuronectiformes, Familia Soleidae
e Género Solea (Fishbase, 2014). Esta espécie, muito semelhante a solha (Solea
vulgaris) (Dinis et al., 1999), caracteriza-se por ter um corpo oval e achatado, com
ambos os olhos no lado direito e nesta face, o corpo apresenta uma cor castanha-

acinzentada com manchas azuladas enquanto na outra face apresenta uma coloragao
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branca-amarelada (Andrade, 2012). A barbatana dorsal e anal é fundida na base da
barbatana caudal e, em aguas Atlanticas o comprimento maximo desta espécie é de 60
cm e no Mediterrdneo 45 cm atingindo um peso até 3 kg (Villanueva e Alonso, 2014).
Na natureza alimenta-se principalmente de poliquetas (Hediste diversivolor), mas
também pode alimentar-se de anfipodes, copépodes e isépodes (Dinis et al., 1999). E
considerado um mau nadador, de atividade noturna, permanecendo enterrado durante o
dia e é capturado com artes de pesca de tresmalho e arrasto de fundo (Villanueva e

Alonso, 2014).

Figura 3: Exemplar de linguado do Senegal (Solea senegalensis) (Villanueva e Alonso, 2014).

E uma espécie gonocdrica sem caracteres sexuais externos diferenciados, pode
desovar durante todo o ano mas apresenta normalmente duas épocas de reproducéo,
uma primeira na Primavera, de Fevereiro a Junho e uma segunda de Setembro a
Novembro. A primeira maturacdo das fémeas ocorre por volta dos trés anos de idade,
em individuos com um tamanho de 25-30 cm (Ortega, 2012) e podem produzir cerca de
28 000 odcitos/kg de fémea (Villanueva e Alonso, 2014). A temperatura desempenha

uma fungao importante no comego e duracao do periodo da desova com a emissao de
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ovos a cessar em temperaturas inferiores a 16°C (Dinis et al., 1999). Os ovos medem
entre 0,9-1mm de didmetro e apresentam numerosos aglomerados lipidicos que formam

uma espiral dentro do ovo (Villanueva e Alonso, 2014).

A temperatura e a salinidade afetam, também, a duracéo do periodo de incubagao
dos ovos, que no seu meio natural é geralmente de uma semana, a flutuabilidade dos
ovos e das larvas. Sendo os ovos desta espécie pelagicos, tém como caracteristica
principal a flutuabilidade devido ao processo de hidratacdo que ocorre durante a

reproducao (Matusse, 2012).

Apoés a eclosdo dos ovos, as larvas séo pelagicas e com simetria bilateral até a
altura da metamorfose, entre os dias 10 e 20 apds a eclosdo. Nesta altura, ha a
migracao do olho esquerdo para o lado direito e modificagbes ao nivel do cranio e
algumas conexdes nervosas, tornando-se um juvenil assimétrico e benténico (Ortega,
2012). Na natureza, os juvenis dependem largamente de areas interditais, estuarios, e

aguas pouco profundas e fazem apenas migragoes limitadas (Dinis et al., 1999).

Em Portugal, o linguado do Senegal (Solea senegalensis) assume elevada
importancia a nivel comercial. Estes peixes apresentam elevada demanda a nivel
comercial e por isso um alto valor no mercado (Ortega, 2012), apresentam também um
crescimento competitivo relativamente ao de outras espécies produzidas em cativeiro.
Por esta razao e adicionando o fato de muitas espécies hoje produzidas em aquacultura
apresentarem saturacdo de mercado, o linguado senegalés é uma espécie com claras
vantagens para uma producao industrial (Imsland et al., 2003; Villanueva e Alonso,
2014).

Esta espécie é tradicionalmente produzida em sistemas de regime extensivo, em
Portugal e Espanha (Dinis et al., 1999), contudo recentemente observou-se uma
intensificacao do regime de sistema de cultivo devido a intensa aposta tecnoldgica e
cientifica na area de producado de linguado (Villanueva e Alonso, 2014). No entanto,
apesar da grande aposta na produgdo desta espécie ainda existem alguns problemas
como, o desenvolvimento de dietas adequadas, sistemas adequados de recirculagéo e
de cultivo, controlo das patologias e da reprodugdo. Todos estes fatores ainda
necessitam de ser aprimorados para uma melhor rentabilidade das empresas e para

uma imagem mais sustentavel da aquacultura de linguado.
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Em cativeiro, a desova viavel é apenas conseguida a partir de reprodutores
selvagens, uma vez que as posturas da geracdo F1 séo inviaveis, ao contrario das
posturas obtidas a partir de linguados selvagens, depois de devidamente aclimatados
(Ortega, 2012). Assim, atualmente, a obtengédo de ovos vidveis em cativeiro s6 pode ser
alcangada com uma desova natural em tanques (Dinis et al., 1999). No entanto, em
unidades piscicolas, o stock de reprodutores é normalmente constituido por individuos
capturados com a arte de tresmalho o que pode provocar algumas lesbes graves nos
individuos, sendo necessario tratar na sua estabulagdo de forma a evitar mortalidades
(Villanueva e Alonso, 2014). Os reprodutores sdo capturados do meio natural, entre
Julho e Dezembro, altura entre o periodo de desova, uma vez que as fémeas maduras
tém uma baixa sobrevivéncia ou podem reabsorver as gonadas apos a captura. A
inducao da desova é efetuada mediante a manipulagao do fotoperiodo e da temperatura
da agua, uma vez que o recurso a tratamento hormonal parece nao se aplicar de forma

corrente a esta espécie.

Apesar dos grandes avangos tecnoldgicos realizados na area da producéo de
linguado, ainda nao foi possivel a desova do cruzamento da descendéncia F1 (primeira
descendéncia resultante da desova dos reprodutores selvagens), em quantidades
suficientes para obtencdo de um nimero de ovos e larvas viaveis para uma produgao
sustentavel, a dispersédo entre os lotes da producdo € muito grande, o que acresce as

dificuldades no cultivo desta espécie (Villanueva e Alonso, 2014).
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I — Estagio na aquacultura Safiestela

(Sustainable Aquafarming Investments Lda.)

1. A empresa

A Safiestela € uma empresa de produgéo intensiva de linguado do Senegal (Solea
senegalensis), localizada no Lugar do Rio Alto, no concelho da Povoa de Varzim. A
Safiestela, juntamente com a Aquacria Piscicolas, S.A, localizada na Torreira,

pertencem ao grupo espanhol Sea8.

Inicialmente, esta empresa possuia apenas um polo de produgéo, localizado na
Torreira e dedicava-se a engorda de juvenis de pregado (Psetta maxima), adquiridos a
uma maternidade em Espanha. No entanto, depois do aparecimento de uma empresa
de grandes dimensdes, a Acuinova, empresa do grupo Pescanova, também produtora
de pregado, gerou-se uma elevada concorréncia que levou a Sea8 a apostar na
diversificagdo das espécies produzidas, passando a produzir linguado senegalés (Solea
senegalensis). Entretanto o grupo Sea8 decidiu apostar fortemente em Portugal
adquirindo a empresa localizada na Estela, a atual Safiestela, com o objetivo de fechar

todo o ciclo de produgao do linguado senegalés.

Atualmente, o grupo Sea8 organiza a sua produg¢do da seguinte forma: produgao
em massa de juvenis realizada na Safiestela (Pévoa de Varzim), com capacidade de
producédo de 1 milhdo de juvenis, e a engorda e comercializagdo na Aquacria Piscicolas
(Torreira), com capacidade de produgédo de 400 toneladas de linguado por ano (Sea8,
2015). O ciclo de produgao do linguado inicia-se no polo-Safiestela, com a reproducgéo
de reprodutores capturados no meio natural, ao longo de todo o ano, mediante o
controlo do fotoperiodo e da temperatura da agua. Segue-se a producao de larvas, em
regime de circuito de &agua aberto e a pré-engorda em raceways dispostos
verticalmente, em circuito fechado de recirculagdo de agua. Os sistemas de recirculagao

de agua em aquacultura (RAS) oferecem iniumeras vantagens a empresa mas sao

18



[BAPORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS Estagio na Aquacultura Safiestela
UNIVERSIDADE DO PORTO

sistemas complexos que implicam um alto investimento e que necessitam de um
controlo aprimorado em condi¢des relacionadas com o controlo da qualidade da agua.
Posteriormente, para a fase de engorda, os juvenis de linguado, com cerca de 5 meses

de idade, sao transferidos para a Aquacria, localizada na Torreira (Sea8, 2015).

Atualmente o grupo Sea8 é o lider de producdo de linguado, no mercado
portugués e face ao forte investimento efetuado, em ambos os polos de produgéo, € de
prever que muito em breve este grupo de produgéo tera um contributo muito importante
para a producdo aquicola na Peninsula Ibérica. O facto de ser uma empresa totalmente
auténoma na producéo de linguado, uma vez que cobre todo o ciclo de produgédo desta
espécie, constitui uma grande vantagem empresarial, ndo estando condicionada pela

disponibilidade e prego de mercado de juvenis.
2. Estrutura da Safiestela

A empresa Safiestela esta dividida em salas com diferentes fases do ciclo de
producéo do linguado, nomeadamente a sala de reprodutores, sala de incubacéo, sala
de desenvolvimento larvar, sala de cultivo de rotiferos, sala de cultivo de artémia, zona

de desmame (desmame 1 e desmame 2) e zona da pré-engorda e area das maquinas.

A zona da pré-egorda funciona em sistema de recirculagdo de agua fechado ou
semifechado. Os sistemas de recirculagdo de dgua em aquacultura (RAS) séo sistemas
em que as trocas de agua com o exterior s&o minimizadas permitindo uma reutilizacao
parcial, ou mesmo quase total, da agua apods tratamento dos efluentes. Esta
caracteristica torna-os consideravelmente vantajosos, particularmente a nivel ambiental,

um tema com grande destaque na industria de producéo intensiva de peixes.
2.1 Sistema de Recirculacdo em Aquacultura (RAS)

Nos ultimos anos, com a intensificacdo da produgao aquicola assiste-se, também,
ao aumento do impacto ambiental, levantando preocupacdes relativamente a
sustentabilidade destes sistemas de producdo a nivel mundial (Zhang et al., 2011).

Atualmente s&o inUmeros os problemas de sustentabilidade da pratica da aquacultura
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intensiva, como o uso de farinha e 6leo de peixe nas ragdes, a diminuicdo da
biodiversidade de populagdes naturais causada pela fuga de espécies ndo nativas de
peixes de jaulas flutuantes, a poluicdo de aguas superficiais e subterraneas devido a
descarga de efluentes (Martins et al., 2010; Rijn, 2013) ou falta de agua com qualidade
para uso na producdo (Badiola et al., 2012). Por forma a aumentar a sustentabilidade
ambiental deste tipo de atividade e face ao aumento da competi¢cdo por espagos viaveis
para a implementagdo de empresas (Piedrahita, 2003; Badiola et al., 2012) surgiram, no
final dos anos 80, os sistemas de recirculagdo em aquacultura (RAS) (Martins et al.,
2010).

Estes sistemas consistem numa reutilizagdo parcial da agua apos tratamento dos
efluentes, através de processos fisicos, quimicos e biolégicos onde a agua depois de
tratada é reutilizada na produgdo. O RAS permite uma reutilizagdo de 90-99% da agua
implicando uma redugéo substancial no consumo de agua, permite maior controlo dos
parametros ambientais e da qualidade de agua e uma melhor gestdo de desperdicios
(Badiola et al., 2012; Martins et al., 2010). Apesar destas caracteristicas vantajosas
para a produgdo aquicola, o RAS padece de algumas desvantagens como o alto
investimento necesséario (Badiola et al., 2012, Martins et al., 2010), elevados custos
operacionais, pois como a agua necessita de ser constantemente bombeada origina um
custo de eletricidade elevado, sendo este custo maior quanto maior a percentagem de
reutilizacdo, bem como requerem uma gestao cuidada no controlo de doengas ou surtos
(Badiola et al., 2012). Todos estes fatores implicam que estes sistemas ndo sejam
aplicados ao cultivo de todas as espécies ou adequado a todos os locais (Piedrahita,
2003), mas sim em produgdes intensivas de espécies com alto valor comercial
(Gutierrez-Wing e Malone, 2006).

Apesar do crescente interesse por este tipo de sistemas, em 1986 foram
produzidas apenas 300 ton as quais aumentaram até 23 463 ton em 2003, requerem
uma gestao criteriosa e em muitos casos muitos destes sistemas foram afetados pela
ma gestao e mau design (Badiola et al., 2012). Atualmente sao produzidas mais de 10
espécies em RAS, tanto peixes de agua doce como o peixe-gato africano (Clarias

gariepinus), a enguia (Anguilla anguilla) e a truta (Salmo trutta) ou espécies de agua
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salgada como o rodovalho (Scophthalmus rhombus), o linguado (Solea spp.) e o robalo
(Dicentrarchus labrax) (Martins et al., 2010).

A configuragdo geral de um sistema RAS de recirculagdo em aquacultura
compreende uma unidade de filtragdo mecénica, um filtro de tambor e um filtro bioloégico
para a nitrificagdo, podendo ainda compreender uma unidade de tratamento de agua

pela luz ultra-violeta (Schneider et al., 2012) e ozono (Rijn, 2013).

A qualidade da agua é sempre multi-fatorial em RAS, pois a nitrificacao influencia
o pH, o total de azoto sob a forma de amadnia e as concentragdes de nitrato (NO3’) e
nitrito (NO5"). A caréncia quimica de oxigénio (COD — “chemical oxygen demand”) avalia
a quantidade de matéria organica suscetivel de ser oxidade e portanto pode ser usado
como um indicador da qualidade da agua. O recurso a um “skimmer” de proteina, com
uma aplicacdo de ozono, pode diminuir a carga orgénica da agua, melhorando diversos
parametros da qualidade da agua como a turbidez, o nivel de oxigénio dissolvido, o total
de azoto na forma dissolvida, a contagem de bactérias, entre outros (Schneider et al.,
2012).

2.1.1. Remocgéo de residuos solidos

Os efluentes de uma piscicultura sdo constituidos por matéria organica dissolvida
(DOM) ou particulada (POM), nutrientes como o azoto (N), a maioria libertado na forma
dissolvida como aménia, e o fésforo (P), a maioria sob a forma particulada. Estes
residuos proveem maioritariamente na ragao nao ingerida e dos desperdicios fecais dos
peixes (Piedrahita, 2003). Com o avanco tecnoldgico foi possivel, nas ultimas décadas,
melhorar o indice de conversdo de alimento (FCR), e portanto diminuir a carga de

matéria organica presente no efluente (Piedrahita, 2003; Martins et al., 2010).

A matéria fecal acompanhada de ragdo ndo consumida pelos peixes sao
metabolizadas por bactérias presentes no sistema e que consomem oxigénio. Para
minimizar este impacto, & necessario retirar estes solidos da agua o mais rapidamente
possivel através da limpeza diaria dos tanques (Ebeling et al., 1995). Os residuos

s6lidos podem ser caracterizados como, solidos que sedimentam rapidamente (uma
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hora em condigdes estaticas), solidos em suspensédo, sdlidos flutuantes e sdlidos
dissolvidos. Os sélidos que sedimentam facilmente sdo removidos do sistema, como foi
referido anteriormente, através da limpeza diaria dos tanques, os solidos em suspensao
tém de passar numa filtragdo mecanica que pode ser de dois tipos, filtracdo através de

uma tela, ou filtragcdo num meio granular (areia ou tela) (Ebeling et al., 1995).

Os solidos finos e dissolvidos ndo sao facilmente removidos através da filtracao
mecénica (Ebeling et al., 1995). Usa-se um processo de fracionamento por espuma,
mais conhecido como escumagdo ou “protein skimming” (Crab et al., 2007). Neste
processo, a agua entra numa coluna, onde sao introduzidas bolhas de ar em baixo,
criando uma espuma no interface ar/agua. As particulas finas e os sélidos em
suspensao agarram-se a superficie das bolhas criando a espuma no topo da coluna
(Ebeling et al., 1995).

Este processo é o primeiro passo dos sistemas de recirculagdo em aquacultura.
No caso dos filtros de areia é necessério realizar uma limpeza regular, fazendo um
“backwash”, ou seja, passando a agua pelos filtros de areia no sentido contrario de

modo a que os residuos retidos sejam eliminados.

Figura 4: Tambor rotativo de filtragdo de rede num sistema de recirculagdo de agua em aquacultura (RAS)
(Sea8, 2015).
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2.1.2. Azoto

Os peixes estdo enzimaticamente e metabolicamente bem preparados para
usarem a proteina como fonte de energia, ao contrarios dos animais terrestres que
utilizam na sua maioria hidratos de carbono e lipidos. Contudo, do metabolismo proteico
para fins energéticos resulta, maioritariamente amonia, sendo excretada pelas
branquias e urina (Moreira et al., 2001). O total de azoto sob a forma de amoénia (“Total
ammonium nitrogen” — TAN) consiste na soma da amonia ionizada (NH;") e ndo
ionizada (NH;) estando ambos em equilibrio na agua. O TAN é excretado nas branquias
dos peixes como resultado da assimilagdo de alimento (subproduto do metabolismo de
proteinas) e & produzido quando as bactérias decompdem sélidos organicos dentro do
sistema (Ebeling et al., 1995). Embora as duas formas de amédnia sejam toxicas para os
peixes, a forma ndo ionizada (NH3) é mais nociva pois €& soluvel em lipidos,
atravessando as membranas mais rapidamente que a forma ionizada (Crab et al.,
2007). A toxicidade depende do tipo e tamanho da espécie, ndo devendo exceder os
0,025 mg N/I (Crab et al., 2007). A amédnia deve ser eliminada do sistema a um ritmo
igual ao ritmo da sua produgédo para manter uma concentracdo segura (Ebeling et al.,
1995).

As bactérias nitrificantes (nitrosomonas) sdo a base da filtragao bioldgica e
utilizam a amonia como fonte de energia para produzir nitrito (NO2). Apesar do nitrito
nao ser tao toxico para os peixes como a amonia, € prejudicial, ndo devendo exceder os
0,5 mg/l e necessita de ser removido do sistema. As bactérias do género Nitrobacter
utilizam o nitrito como fonte de energia e produzem nitrato como subproduto. O nitrato
nao € um problema para os piscicultores uma vez que as espécies aquaticos toleram
concentracdes altas, cerca de 100 mg/l, concentragdo que normalmente ndo é
alcangada em sistemas de recirculagdo (Ebeling et al., 1995). No entanto, uma
acumulacdo de nitratos no sistema pode implicar menor crescimento, maior
suscetibilidade a doencas, desenvolvimento mais lento, baixa fertiidade e menores

taxas de sobrevivéncia (Gutierrez-Wing e Malone, 2006).

O nitrato é normalmente retirado do sistema ou pela remocdo de solidos
sedimentados ou através do backwash dos filtros ou por desnitrificagdo. A

desnitrificacao consiste na redugéo dos nitratos até ao estadio de azoto molecular (N,),
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na auséncia de oxigenio por bactérias do género Pseudomonas. Este azoto molecular é

depois libertado para a atmosfera através da aerificacédo (Ebeling et al., 1995).

Feed

TAN NO, ..
: A

v v ! NO, N,
Uneaten feed Feces i Bactenia in external biofilter

..............................

Figura 5: Imagem esquematica do ciclo de azoto em sistemas equipados com filtros biolégicos (Crab et al.,
2007).

2.1.3. Oxigenacéao e remogéao de didéxido de carbono

A injecdo de oxigénio puro em aquacultura tem sido usada desde os anos 70, com
0 objetivo de aumentar a concentragcdo de oxigénio dissolvido e, desse modo, conseguir
intensificar a producdo, permitindo um aumento da competitividade no mercado. A
injecdo de oxigénio puro retira o oxigénio como fator limitante da producgao,
conseguindo-se aumentar a biomassa de peixe suportada por tanque e maiores taxas
de alimentacgdo, reducédo da taxa de renovacgdo de agua no sistema, diminuindo assim
os custos e tamanho da canalizagdo e tanques de cultivo, originando uma diminuigdo no

custo total de produgéo (Summerfelt et al., 2000).

A configuragdo do sistema de recirculacdo determina o tipo de unidade de
oxigenagao a ser implementada na produgdo. As unidades de transferéncia de oxigénio

podem ser de dois tipos, abertas ou fechadas. As unidades abertas operam a pressao
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atmosférica e podem ser, oxigenadores de multiplos estagios de baixa presséao, colunas
de enchimento e torres de pulverizacdo. As unidades fechadas operam a uma pressao
superior a atmosférica, como os tubos em U, colunas seladas, cones de oxigénio e

aspiradores de oxigénio (Summerfelt et al., 2000).

7

Com o recurso a injecdo de oxigénio puro, a aerificagdo da agua é reduzida e
portanto € comum encontrar concentragées elevadas de diéxido de carbono na agua,
que seria eliminado pela aerificagdo da agua ou pela renovagdo de agua. Niveis
seguros de didéxido de carbono dependem da espécie, da altura do ciclo de vida e
outros parametros de qualidade da agua como, alcalinidade, pH e niveis de oxigénio
dissolvido. Niveis elevados deste composto podem diminuir a capacidade de transporte
de oxigénio da hemoglobina no sangue (efeito de Bohr), diminuir a capacidade de
ligacao de oxigénio no sangue (efeito de Root) e aumentar a acidez do sangue. Por
estes motivos, o diéxido de carbono necessita de ser removido da agua por um sistema
de “air-stripping”, adicdo de ar na agua ou com adi¢gao de quimicos (Summerfelt et al.,
2000).

Figura 6: Sistema de filtragdo bioldgica (biofiltros com “bio-bolas”) com injecdo de ar num sistema de
recirculagdo de agua em aquacultura (RAS) (Sea8, 2015).
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2.1.4. Desinfegado da agua - ozono e luz ultravioleta

O ozono e a radiagdo ultravioleta sdo métodos de desinfegdo que tém sido
aplicados em aquacultura no sentido de melhorar a qualidade da agua em sistemas de
recirculagao. O ozono é adicionado aos sistemas ndo s6 com o objetivo primario de
inativacdo dos microrganismos patogénicos de peixes, mas também como suplemento
de outras unidades de tratamento pois, oxida os nitritos a nitratos, oxida moléculas
orgéanicas grandes e complexas criando moléculas mais pequenas e por isso mais
biodegradaveis (Summerfelt, 2003), reduz a turbidez da agua afetando também a sua
cor, controlo de algas e melhora a micro-floculagdo de particulas finas (Summerfelt,
2003; Sharrer e Summerfelt, 2007).

A aplicacdo de ozono em aquacultura requer a geragdo de ozono, transferéncia
para a solugcdo, tempo de contacto para reacdo, e destruicdo de ozono residual de

forma a assegurar que este ndo entra nos tanques de cultivo (Summerfelt et al., 2003).

O ozono é um método eficaz para eliminar bactérias, parasitas e alguns virus. A
eliminacdo destes organismos passa por uma oxidacdo da bi-camada lipidica da
comunidade microbiana e a sua eficiéncia depende do produto da concentracdo de

ozono residual pelo tempo de contacto com a agua (Sharrer e Summerfelt, 2007).

O ozono reage com o brometo nos sistemas de agua salgada formando
compostos estaveis e toxicos para os peixes. O ozono residual é toxico para os peixes
em concentragdes baixas, 0,01 mg/l, sendo este valor variavel consoante as espécies
ou estadios de vida. Este pode ser eliminado aumentando o tempo de contacto com a
agua, por aerificagdo, passando numa coluna de aeragdo ou desgaseificagao,
adicionando perodxido de hidrogénio a solugéo, aplicando pequenas doses de tiossulfato
de sddio, com carvdo ativado, ou utilizando doses intensas de radiac&o ultravioleta com
comprimentos de onda compreendidos entre 250 a 260 nm. Estas radia¢des catalisam a

conversao de O3 para O, (Summerfelt, 2003).

A radiacdo ultravioleta ndo é considerada um processo complementar a outras
unidades de tratamento sendo apenas usada para a desinfecdo da agua (Summerfelt,

2003). A luz ultravioleta inativa os microrganismos pela destruicdo dos acidos nucleicos
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e é também, como ja foi referido, é eficiente na destruicdo de ozono dissolvido (Sharrer
and Summerfelt, 2007).

2.2 - Sala de reprodutores

Em producgdes intensivas, a obtencdo de ovos e larvas em numeros viaveis €
apenas alcangada através da captura, aclimatagcao e indugao de posturas em individuos
capturados do meio selvagem. Individuos criados em cativeiro, descendentes de peixes
selvagens (geragdes F1) tém a sua reprodu¢cao comprometida uma vez que os ovos
recolhidos ndo sao fecundados (Norambuena et al., 2012). Na Safiestela, a obtengéo de
ovos e larvas para a producdo é feita através a partir de individuos selvagens ou
provenientes de outras aquaculturas nacionais em tanques de terra, com tamanho de

maturacido adequado.

O protocolo do maneio dos reprodutores, na fase de reprodugao, da Safiestela é
semelhante ao descrito na bibliografia. Assim, no periodo de aclimatagio, estes séo
colocados em tanques a uma densidade baixa de 1-1,5 kg/m2 € a uma temperatura da
agua entre 13°C e 23°C (Dinis et al., 1999; Anguis e Cafavate, 2005), numa area sem
ligacao direta a restante produgcdo. A salinidade varia entre 33-35%0 (Imsland et al.,
2003) e esta fase pode exceder os 12 meses. Neste periodo, a sua alimentagéo é
baseada em poliquetas (Nereis diversicolor) e mexilhdo ad libitum e é gradualmente
feita uma adaptagdo ao alimento semi-humido (Cardinaletti et al., 2009; Villanueva e
Alonso, 2014), sendo alimentados todos os dias. Como estes peixes sdo normalmente
capturados noutras instalacdes de produgcdo de dourada ou robalo em tanques de terra
(Villanueva e Alonso, 2014), por vezes os peixes ficam com lesbGes graves, sendo

necessario retirar os peixes mortos do tanque sempre que necessario.

Depois da respetiva estabulacdo dos reprodutores, todos os individuos sé&o
sujeitos a uma recolha de sangue, sdo pesados e medidos, e é-lhes injetado um chip de
identificagcdo na musculatura dorsal da pele, com um numero especifico para cada
reprodutor. As analises de sangue servirdo para rastrear possiveis doencas bacterianas
ou viricas e fazer uma diferenciacdo sexual dos reprodutores através da presenca de

vitelogenina no sangue antes dos reprodutores serem distribuidos pelos tanques de
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produgao.

Na Safiestela, por motivos de controlo sanitario os reprodutores sdo mantidos em
tanques quadrados com esquinas arredondadas sem substrato e estdo divididos por
estacdes do ano em 4 salas (Primavera, Verdo, Outono e Inverno). Cada sala é
constituida por trés ou quatro tanques com cerca de 15 a 22 individuos por tanque e
uma razdo de machos e fémeas de 1:1. Os reprodutores sao alimentados a base de
alimento humido, fornecido a taxa de 5% do peso vivo por dia. Na altura da maturagao
sexual os reprodutores podem ser alimentados também com poliquetas (Hediste

diversicolor) ou mexilhao (Mytilus edulis).

Todas as salas a excegdo da sala de Verdao funcionam em sistema de
recirculacdo de agua e temperatura controlada. A agua sai do sistema para os
reservatorios, especificos de cada sala (Primavera, Outono e Inverno), passa nos filtros
de areia, filtro biolégico, sofre desinfe¢do por luz UV e volta aos tanques. Em cada
reservatorio € adicionada constantemente uma pequena percentagem (1%) de agua

nova.

A alimentacdo dos reprodutores é de extrema importancia uma vez que a
qualidade dos ovécitos, esperma e estado sanitario dos animais depende de uma
alimentagdo cuidada e equilibrada (Villanueva e Alonso, 2014). A preparagdo do
alimento semi-humido para os reprodutores é realizada na propria empresa (figura 7),
diariamente, utilizando uma pré mistura de dieta apropriada a reprodutores e cuja
preparacgdo é finalizada nas instalagdes da Safiestela. A ragao é finalizada, misturando
a pré-mistura com 6leo de peixe (cerca de 7g de 6leo por cada 100g de pré-mistura) e
agua e de seguida granulada, a frio, conforme indicado na figura 7. Os peixes sao
alimentados manualmente uma vez por dia, normalmente ao final da manha e a

quantidade de alimento fornecido depende da temperatura da agua.
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Figura 7: Alimento semi-humido de reprodutores de linguado, fabricado na empresa. Quando sai da
maquina (imagem da esquerda), e em pellets de 1 grama, pronto para a alimentagdo dos reprodutores
(imagem a direta). Fotografia tirada por Marta Pinto.

No meio natural as desovas ocorrem a temperaturas entre 15 e 22 °C. Em
ambiente empresarial, a reprodugcdo é assegurada durante todo o ano devido a um
controlo rigoroso da temperatura e do fotoperiodo. O nome designado a cada sala
indica a altura do ano em que as desovas sdo estimuladas, ou seja os reprodutores da
sala de Outono desovam durante o Outono, fazendo trés ou mais ciclos de reprodugao
por sala. Para tal, a temperatura € aumentada gradualmente, dois graus a cada 24
horas, e o fotoperiodo regulado de forma a mimetizar o fotoperiodo do meio natural. A

desova ocorre, normalmente, durante a noite (Villanueva e Alonso, 2014).

Aquando da desova, o coletor de ovos, acoplado a cada tanque, recolhe os ovos
por filtracdo da agua de saida do tanque, que é encaminhada para o sistema de
recirculagao. Os filtros que s&do colocados nos coletores possuem uma malha inferior

(400 um) as dimensbes dos ovos, que tém cerca de 800 um.

As rotinas diarias na zona das salas de reprodutores envolvem, como ja foi
referido, a preparagdo do alimento e o seu fornecimento, controlo da temperatura e
oxigénio dissolvido, a limpeza dos tanques, lavagem e desinfe¢cdo do chao. Realiza-se
também a limpeza dos filtros de areia (figura 8) por “backwash” fazendo uma inversao

do trajeto normal da agua nestes filtros para eliminar residuos acumulados, que vao
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para o esgoto e para a descompactagcdo da areia. Sdo verificadas as bombas que
transportam a agua para o sistema, os filtros UV e a verificagdo dos permutadores de

calor, de aquecimento e de arrefecimento da agua.

Figura 8: Zona das maquinas da sala dos reprodutores. Pode-se observar os reservatorios, os filtros de
areia e a desinfecao por filtros de luz UV (Sea8, 2015).

2.3 — Sala de incubacgao

Nos periodos reprodutivos, apds a desova, os ovos sao recolhidos de manha com
coletores e sdo pesados. Nesta altura é verificada a viabilidade dos ovos, dependendo
da capacidade ou nao de flutuarem, ou seja, os ovos nao flutuantes ndo sao viaveis. Os
ovos viaveis sdo entdo colocados a incubar, a uma temperatura controlada a 19°C
(Imsland et al., 2003), em tanques cilindro-cénicos (figura 10) com capacidade de 200lI.
Cada tanque é provido de aerificagéo ligeira e upwelling continuo de 0,51 min” (Imsland
et al., 2003), possuiu também um filtro de 400 um. Em cada incubadora é colocado, no
maximo, 300 gramas de ovos. A salinidade nao inibe a desova, mas a menos de 30 %o

os ovos néo flutuam.

Os ovos (figura 9) sao esféricos e contém uma gota lipidica dispersa ao largo de
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toda a superficie do ovo o que, por vezes, torna dificil a diferenciacdo de ovos
fecundados dos ovos nao viaveis. O periodo de incubagédo do linguado é dos mais
curtos das espécies cultivadas atualmente, com uma duragao de 48 horas (Villanueva e
Alonso, 2014). Vinte e quatro horas apds 0s ovos serem postos a incubar é retirado o
arejamento durante 10 minutos para que os ovos nao fecundados se depositem no
fundo da incubadora. Nesse momento é realizada uma purga para retirar estes ovos
inviaveis, prevenindo assim o aparecimento de microrganismos patogénicos que
poderiam comprometer o seu desenvolvimento. Estes ovos sdo devidamente pesados

para contabilizar a taxa de viabilidade de cada desova.

Figura 9: Ovos de linguado fecundados apoés recolha dos mesmos dos tanques. Vista ao microscépio com
uma ampliagéo de 10x. Fotografia tirada por Marta Pinto.

Os ovos eclodem apos 1-2 dias e as larvas sdo pelagicas, com simetria bilateral e
tamanho médio de comprimento de 2.4 + 1.0 mm, embora este tamanho também possa

variar largamente.

Quando as larvas atingem o 2° dia ap6s a eclosdo (DAE) é feita uma estimativa
do numero total de larvas, através da contagem de dez amostras retiradas de cada
incubadora com uma pipeta de 10 ml. Nessa fase, as larvas sao transferidas para outra

sala, a sala de cultivo larvar, onde sdo distribuidas pelos diferentes tanques. Apds a
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transferéncia das larvas, as incubadoras e toda a sala sdo lavadas e devidamente

desinfetadas.

Figura 10: Sala de incubagéo dos ovos com incubadoras de 200 L (fotografia tirada por Joana Mendes).

2.4 — Sala de cultivo larvar

A fase de cultivo larvar inicia-se no momento apds a eclosdao, sendo esse
considerado o dia 0, as larvas possuem um tamanho médio de 2,4+0,1 mm e
caracterizam-se por serem pouco ativas, nadando passivamente. Nesta altura ainda
nao houve abertura da boca (Villanueva e Alonso, 2014). As larvas sao transferidas
para a sala de cultivo larvar ao dia 2 onde sado incubadas a uma densidade de 15
larvas/l, em tanques de fibra de vidro cilindro-cénicos de 2700l, com um filtro central de
forma a nao permitir a saida de larvas ou alimento. Estes sao providos de aerificagcao e
luz artificial. A salinidade é mantida a 35 %o (salinidade normal da agua captada do mar)

e a uma temperatura controlada a 19 °C.

Nos primeiros dias, antes da abertura da boca, as larvas (figura 11) possuem uma

alimentacdo endogena alimentando-se das reservas contidas no saco Vvitelino
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(Villanueva e Alonso, 2014). Quando as larvas atingem um tamanho de 3,34 £ 0,08 mm
aceitam os nauplios de artémia como alimento vivo (Dinis et al., 1999). Apesar de nao
existirem diferencgas significativas na alimentacdo das larvas apenas com nauplios de
artémia ou a combinagao de rotiferos e artémia, a pratica comum é a alimentacido nos
primeiros 3 a 5 dias apds a eclosao, com rotiferos (Brachionus plicatilis), seguida da
combinagéo de rotiferos e nauplios de artémia (Artemia salina) (Imsland et al., 2003) até
ao dia 7 ou 8. A partir deste momento sdo alimentadas com metanauplios de artémia
enriquecidos com misturas comerciais (Villanueva e Alonso, 2014). A alimentagao diaria

é repartida ao longo do dia em 2 a 4 refei¢des.

Figura 11: Larvas de linguado com saco vitelino e pormenor da abertura da boca (Villanueva e Alonso,
2014).

Nesta fase, o crescimento é muito rapido e as larvas pelagicas ocupando toda a
coluna de agua. Ao 11° dia apos a eclosao iniciam a metamorfose e dirigem-se para o
fundo do tanque. A metamorfose €& caracterizada pela migragdo do olho, do lado
esquerdo para o lado direito, e torsdo dos érgéos internos, tornando-se assimétricas. A
metamorfose termina ao 19° dia e as larvas, agora benténicas possuem um
comprimento total de 7,3 £ 0,8 mm (Dinis et al., 1999). Apds a metamorfose, as larvas
sdo retiradas do tanque através de sifonagem e sao transferidas para outra sala, a sala

do desmame com tanques quadrangulares e uma altura de agua de apenas 20 cm.

As atividades diarias nesta sala envolvem a colocacdo de pasta de alga
(Nanocloropsis sp.) até ao dia 6° DAE nos tanques antes da ligagdo da luz. Neste caso
a alga € usada para reduzir o choque, quando a luz da sala é aberta, contribuindo para
a aclimatacgédo das larvas a intensidade da luz (uma vez que os linguados tém atividade

nocturna) e também para o fornecimento de alimento para os rotiferos. Para além disso,
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diariamente, monitoriza-se a temperatura da agua e oxigénio dissolvido, e realizagéo de
amostragens. As amostragens comegam no dia 2, apos a eclos&o, e servem para
avaliar o crescimento e alimentag&o das larvas. E retirada uma amostra de agua, com
trés larvas por tanque, e estas sdo medidas (comprimento total) e € verificado se existe
conteudo estomacal, indicativo da ingestdo de alimento. Sdo também efetuadas
contagens de rotiferos e artémia para verificar a quantidade de alimento ingerido. Este
ultimo passo é realizado duas vezes por dia para retificar a densidade de alimento nos
tanques, fornecido 2 a 4 vezes por dia. O sistema de agua é mantido em circuito aberto,
mas antes de ser fornecida aos tanques, passa por uma filtragdo mecanica, por filtros

de cartucho e de areia, filtragéo bioldgica e desinfe¢ao com ozono e luz ultravioleta.

O cultivo de alimento vivo ou presas, para o inicio da alimentagdo exdégena das
larvas de linguado, é realizado em grandes volumes e s&o utilizadas espécies que
apresentam um crescimento rapido e conseguem alcangar densidades elevadas,
garantido assim um fornecimento diario contante. Um problema de calculo ou
manutencdo nestas salas traria repercussées enormes a empresa pois levaria a

mortalidades massivas das larvas (Ferreira, 2009).

2.5— Sala de producao de alimento vivo: Rotiferos (Brachionus

plicatilis)

As larvas de peixes marinhos exigem algum cuidado no inicio da alimentacdo
exogena, uma vez que possuem caracteristicas especiais e muitas exigéncias nutritivas
relativamente ao alimento ingerido. Esta fase é considerada um periodo critico em
aquacultura pois a escolha do alimento tem de ser compativel com os mecanismos de
captura e predagao das larvas, e tem de ter dimensdes adequadas a dimens&o da sua
boca, para permitir uma detecdo e ingestdo facil. A quantidade de alimento fornecido
também é um fator importante, sendo necessario a avaliagdo, pelo menos duas vezes
ao dia, da densidade de alimento existente nos tanques, de forma a manter a
quantidade de alimento vivo existente em cada tanque igual ao 6timo, por forma a
facilitar a aproximacgao e captura das presas pelas larvas, que nesta fase apresentam

pouca atividade natatdria ao alimento vivo (Ferreira, 2009).
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No cultivo de linguado, a pratica comum é o inicio da alimentacdo exdgena de

rotiferos (Brachionus plicatilis) ao 3° dia apds a ecloséo, durante 3 a 5 dias.

Os rotiferos, devido as suas caracteristicas, sdo amplamente utilizados como
alimento vivo ha mais de 25 anos, para culturas larvares de peixes, nomeadamente de
larvas de peixes marinhos que sdo muito pequenas, e para espécies de crustaceos.
Sao pequenos metazoarios planctonicos (120-300um), eurialinos e com grandes
tolerdncias as condicdes ambientais. A sua taxa de crescimento é elevada e
conseguem-se cultivar a densidades altas (2000 animais/ml), tém baixa atividade
natatoria, o que os enaltecem como bons candidatos a alimento vivo de peixes com
baixas capacidades natatdrias e que esgotaram as suas reservas vitelinas, mas ainda
nao conseguem digerir presas de maiores dimensées como os nauplios de artémia
(cerca de 450 um). Para além disso, devido a sua caracteristica de animais filtradores
ndo seletivos, a inclusdo de nutrientes essenciais nos tecidos é facilitada (Ferreira,
2009). Este processo, designado por bioencapsulagdo, permite o enriquecimento de
rotiferos com produtos comerciais ou emulsbes laboratoriais (por exemplo,
enriquecimento com acidos gordos polinsaturados (PUFA, omega-3), vitaminas,

proteinas, entre outros) (FAO Fisheries Technical Papel No. 361).

O Brachionus plicatilis (figura 12) é uma espécie de rotifero que é usualmente
usada em aquacultura. Os stocks podem ser obtidos da natureza, de estabelecimentos
de investigacdo ou de produgdes industriais. Podem ser suplementados com microalgas
ou dietas formuladas que, como outros cultivos estdo sujeitos a contaminagbes por
agentes patogénicos, erro humano ou outros filtradores competitivos (FAO Fisheries
Technical Papel No. 361).
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Figura 12: Macho e fémea com ovos de rotiferos, Brachionus plicatilis (Ferreira, 2009).

Na empresa, os rotiferos sdo produzidos em tanques cilindricos, numa produgao
em continuo, a uma temperatura de 28 °C, salinidade de 24 %. com saturagdo de
oxigénio de 80 %. Os rotiferos apresentam um ciclo de vida relativamente pequeno,
entre 3,3 e 4,4 dias a 25 °C, sao recolhidos por filtracdo aos 3 dias de idade e depois
inicia-se um novo ciclo de produgado. Sao alimentados de forma doseada, varias vezes
ao dia (3 a 5), com um preparado de algas e leveduras, a fim de permitir uma boa
manutencao da qualidade da agua. A qualidade de alimento fornecido ird depender da
concentracdo e da temperatura nos silos (Ferreira, 2009). As tarefas diarias nesta sala
prendem-se com o controlo de oxigénio, realizado de quatro em quatro horas,
contagens diarias para verificar a concentragdo e a existéncia de fémeas com ovos,
pois € através destes que é possivel determinar a taxa de crescimento, prever
oscilagdes e declinio da populacéo (Ferreira, 2009). Procede-se também a lavagem dos

tanques, do chao e dos pediluvios.
2.4 - Sala de cultivo do alimento vivo: Artémia (Artemia salina)

Os nauplios de artémia (Artemia sp.) (figura 13) sdo o alimento vivo mais usado

em culturas larvares. As suas capacidades Unicas de formarem embrides dormentes,
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designados cistos, conferem-lhes uma vantagem sobre outros alimentos. Os cistos, com
cerca de 200-300 um de didmetro sdo ovos em fase de dorméncia, como resposta a
condi¢cdes adversas no meio ambiente. Estes sdo recolhidos em lagos hipersalinos ou
lagoas e s&o vendidos secos em recipientes onde apenas € necessario a incubacao dos
mesmos em agua salgada (reidratacdo dos ovos) e apds 24h os cistos eclodem e

formam-se os nauplios de artémia (Ferreira, 2009).

Estes animais também podem ser enriquecidos nutricionalmente através da
bioencapsulagcdo de produtos particulados ou emulsificados ricos em acidos gordos
insaturados, ou enriquecidos com vitaminas, vacinas ou produtos terapéuticos (FAO

Fisheries Technical Papel No. 361).

No mercado existem varias estirpes (organismos da mesma espécie semelhantes
mas sem valor taxonémico) de Artemia sp. com especificagdes diferentes no que diz
respeito ao tamanho dos ovos e nauplios, perfil bioquimico, taxas de eclosdo e de
crescimento, entre outras. As estirpes tém varias designagées comerciais como artémia

AF, com um custo e um valor nutritivo mais elevado, ou a artémia EG (Ferreira, 2009).

Figura 13: Exemplar de um nauplio de Arfemia salina visto ao microscopio, com uma ampliagdo de 10x.
Fotografia tirada por Luis Calisto.
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Os cistos sdo pesados de acordo com as necessidades empresariais e sao
descapsulados em tanques cilindro-conicos com agua salgada, a uma temperatura de
29-30 °C, com luz intensa e providos de arejamento forte e continuo, de forma a evitar a
deposigao dos cistos, e uma saturagédo de oxigénio dissolvido a 80 %. Os valores de pH
da agua sdo muito importantes no cultivo da artémia, uma vez que a dissolugdo da
membrana embrionaria por uma enzima da eclosao tem niveis 6timos de atividade a pH
entre 8 e 9 e os metabolitos da eclosdo podem fazer baixar o pH (Ferreira, 2009). Um

valor 6timo de pH ¢ alcangado adicionando hidréxido de sédio (NaOH), uma base forte.

Ao fim de 12 a 29 horas de hidratacdo, dependendo da estirpe utilizada e da
temperatura de incubagdo, da-se a rotura da membrana embrionaria. O embrido,
designando-se por nauplio, emerge, torna-se visivel pois € alaranjado e tem cerca de
450-475 um de comprimento e é rico em reservas lipidicas, nadando através do
batimento das antenas. A artémia passa por duas mudas, a 12 muda com 600-650 um e
a 22 muda, em que passa a designar-se por metanauplio com cerca de 700-800 um. O

teor lipidico vai diminuindo a medida que a artémia passa pelas mudas (Ferreira, 2009).

A artémia AF utilizada para estadios larvares mais pequenos e ndo necessita de

ser enriquecida devido ao seu alto valor nutricional.

A artémia EG é colocada a incubar 48h antes de ser fornecida as larvas a 29-30
°C, provida de aerificacdo e oxigénio para ndo haver a sedimentagio dos cistos. Apds
24 horas, o tanque é filtrado, passa no separte, mecanismo composto por anéis
magnéticos e que separa os cistos (capsulas) dos nauplios de artémia, sendo de
seguida colocados noutro tanque para serem enriquecidos com férmulas comerciais. A
temperatura de enriquecimento é mais baixa (26 °C) e nesta fase é necessario fornecer
mais oxigénio do que aerificacdo. Apds as 48 horas de cultivo, os tanques séao
novamente filirados e é realizada uma contagem para saber a quantidade/volume total
de artémia a ser fornecido as larvas. A artémia é guardada num recipiente, dentro de
um termoacumulador, a uma temperatura baixa de forma a abrandar o metabolismo e

retardar o crescimento.

As rotinas diarias sdo semelhantes as aplicadas na sala de cultivo de rotiferos e

passam por um controlo da temperatura e pH de quatro em quatro horas, normalizando
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os niveis de pH com soda caustica se necessario, contagens para verificar a densidade

nos tanques, limpeza e desinfegao dos tanques, chao e pedilluvios.
2.6 — Sala de desmame (desmame 1 e desmame 2)

As larvas sao transferidas para a sala de desmame apds a metamorfose e
respetiva deposi¢cdo no fundo dos tanques da sala de cultivo larvar. Esta sala, como o
préprio nome indica, € onde ocorre a fase de desmame, em que os peixes fazem a

transicdo de alimento vivo para o consumo de um alimento inerte.

A sala de desmame (figura 14) esta dividida em duas partes, desmame 1 e
desmame 2. No desmame 1 a agua circula em circuito aberto e os peixes ainda sao
alimentados com artémia enriquecida, de forma doseada varias vezes ao dia, fornecida
manualmente. Quando passam para a fase de desmame 2, as larvas ou pré-juvenis
passam a designar-se juvenis, acompanhando a mudanca no tipo de alimentagcédo de
alimento vivo para alimento inerte. Em ambas as fases, o fotoperiodo 6timo de
crescimento é alcangado com luz artificial, sendo os animais cultivados em ambiente de

obscuridade.

Na zona do desmame 2 os animais s&o alimentados com racéo inerte também de
forma doseada e varias vezes ao dia mas recorrendo a alimentadores automaticos. A
racdo, no decurso desta fase, vai sendo modificada (quantidade e tamanho do grénulo

ou pellet), consoante a variagao da densidade, ganho de peso e peso médio do tanque.

Na Safiestela, a fase de desmame 2 € mantida em sistema de circulagdo de agua
salgada semifechado, com uma taxa de renovagdo de agua de cerca de 5% ao dia. A
agua é captada diretamente do mar e é tratada antes da entrada e apds a saida dos
tanques. Este sistema é similar ao indicado anteriormente para o sistema RAS e é
composto por colunas radiais de fluxo que permitem a remogao das particulas mais
pesadas; filtros de rede (tambores rotativos) que permitem que as particulas, por acéo
da corrente de agua, se acumulem numa rede e o0s solidos caiam num recipiente
adequado; filtros biolégicos para remogdo da amodnia (NH;3) e de nitritos presente na
agua; filtros de areia para remogao de material organico em suspensao (fezes e restos

de alimento n&o ingerido); reator de ozono que promove uma desinfecao da agua por
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nitrificacdo e um sistema de adigdo de oxigénio. A temperatura da agua é ainda
regulada a 19 £ 1°C, a salinidade é mantida entre 30 a 35 %0 e a taxa de saturacao de

oxigénio deve ser mantida a 150 %, a entrada da agua.

Um aspeto importante na produgdo de linguado € a existéncia de uma grande
dispersdao de tamanhos dos diferentes lotes. Por esta razdo, na produgdo, sao
realizadas varias triagens periodicas para homogeneizar os lotes e eliminar as caudas
da produgdo (individuos que tém um crescimento mais lento que os restantes)
(Villanueva e Alonso, 2014). Estas triagens sao realizadas manualmente e permitem a
separacgao dos individuos com deformacgdes esqueléticas ou com sinais de patologias, o
que leva a uma diminuicdo da competicdo pelo alimento. Para a triagem s&o utilizadas
cestas com malhas de tamanho adequado ao peixe que se quer triar em que, o peixe
maior fica retido na cesta e é transportado para outro tanque designado, e o peixe mais
pequeno passa pela malha e fica no tanque onde se esta a realizar a triagem. Estes

peixes, ou sdo recolocados noutro tanque, ou eliminados da producao.

Nesta sala, a qualidade da agua é de extrema importancia existindo por isso um
controlo regular de varios pardmetros de avaliacdo da qualidade da agua como, a
medicdo de oxigénio dissolvido a cada 4 horas, valor de potencial redox, medigao da
temperatura, salinidade, aménia e nitritos, parametros muitos importantes, nesta fase,
por ser um sistema semifechado de recirculagéo de agua. E também feita uma limpeza
diaria de todos os tanques, incluindo os tubos de entrada e saida da agua, lavagem e
desinfecdo do chao e pedilivios e manutencdo das tinas de desinfecao de todo o
material especifico desta sala. Na zona das maquinas da instalagao é realizado um
“backwash” dos filtros de areia (igual ao efetuado nos filtros da desinfecdo dos
reprodutores) e a verificagdo dos silos do alimentador, verificagdo a nivel do skimmer,
dos pré-filtros das bombas e dos filtros de ultravioleta, verificagdo dos filtros de
cartucho, dos biofiltros e dos permutadores de calor e verificagdo do nivel de depdsito

de oxigénio.
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Figura 14: Sala de desmame numa produgao industrial de linguado (Sea8, 2015).

O linguado senegalés é das espécies marinhas com um cultivo larvar mais longo,
quando os alevins alcangam um peso médio de 1.5 gramas (Villanueva e Alonso).
Quando os animais atingem 1 grama sao triados e transportados para outra sala da

producédo, a zona da pré-engorda.
2.7 — Sala da pré-engorda

Quando os animais atingem 1 grama séo triados e transportados para outra sala
da produgéo, a zona da pré-engorda, onde permanecem até atingir 40 gramas. Quando
alcancam este peso, os peixes sdo transportados para a outra instalagao pertencente a

Sea8, a Aquacria, localizada em Aveiro onde se processa a fase de engorda.

A sala da pré-engorda é constituida por tanques com grandes comprimentos (12
m) e pequena profundidade denominados de “raceways” (figura 15). Este tipo de
tanques permitem uma rentabilizagcdo do espaco, uma vez que os linguados néo
precisam de uma coluna de agua grande. A alimentacdo é calculada e fornecida de
forma a semelhante a efetuada no desmame. O calculo entra em conta com o peso
meédio dos peixes, 0 ganho de peso, bem como a densidade de juvenis em cada tanque

de forma a existir o menor desperdicio possivel de ragdo. Para além do ajuste da
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quantidade de alimento a fornecer, o tamanho do granulo da racéo é, também, ajustado
ao tamanho do peixe, de forma a otimizar a eficiéncia de utilizagdo do alimento e o

maximo crescimento do peixe.

Nesta sala também é extremamente importante que se realizem triagens
regulares uma vez que os linguados apresentam uma grande dispersao de tamanhos.
Para isso, sdo efetuadas pelo menos duas triagens por lote, com recurso a maquina
para este fim, desenhada especificamente para a Safiestela, que divide o peixe,
dependendo das analises de dispersao calculadas para cada tanque. O fato deste
procedimento ser automatizado traz inumeras vantagens, necessitando de menos méo-

de-obra, sendo mais rapido e eficaz.

Figura 15: Zona da pré-engorda. Pode-se observar os tanques tipo "raceway" com uma iluminagéo artificial
com luz azul. Fotografia tirada por Isidro Blanquet.

As rotinas diarias nesta unidade prendem-se com a limpeza dos tanques, o
controlo da temperatura e oxigénio dissolvido ao longo do dia, controlo da salinidade
que nesta sala devera estar entre os 30 e 35 %o, € a agua é analisada para quantificar
os niveis de amonia, nitritos, potencial redox, pH, lavagem e desinfegdo do chao e dos
pediluvios, manutencdo das tinas de desinfecdo do material. Todo o equipamento e
fases inerentes ao sistema de recirculacdo sao também verificados diariamente. Esta
sala é mantida com baixa luminosidade, com uma luz de cor azul, de forma a gerar
menos stress nos peixes, uma vez que esta cor € a que melhor mimetiza a

luminosidade de animais que vivem no fundo.
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2.8 - Monitorizacao e controlo da qualidade da agua

A gestdo da qualidade da agua desempenha um papel importante em sistemas de
recirculagcdo em aquacultura pois se esta diminui por uma remocdo inapropriada de
substancias particuladas, aumento de aménia e nitrato através de uma nitrificagédo
insuficiente ou incompleta, ou aumento das concentragdes de diéxido de carbono e
diminuigdo dos niveis de oxigénio entdo, o bem-estar do peixe e a sua performance séo
potencialmente debilitadas (Schneider et al., 2012). Por estas razdes na Safiestela
todos os dias sdo realizadas analises a amonia, nitratos, bromo, transmitancia a 400 um

e a 500 um e sao verificados os valores de redox e ozono.

As medi¢cdes de amodnia e nitritos sao feitas através de protocolos especificos, por
métodos colorimétricos por espectrofotometria. Na amoénia é utilizado o “Método
Salicilato” que utiliza um comprimento de onda (A) de 655 nm, utilizando os reagentes
salicilato de amonia e cianurato de amodnia; nos nitritos o método é o “Método Diazético”

com um comprimento de onda de 507 nm, usando o reagente Nitriver 3.

O valor do potencial redox (potencial de oxidagido-redugado), a concentragdo de

oxigénio dissolvido e valores de pH s&o controlados através de sondas.

Na empresa também séo seguidos rigorosos protocolos de biosseguranga, como
a utilizacao de materiais especificos para cada zona e sala de trabalho e manutengao
diaria das tinas de desinfecao, desinfecdo de pés através da utilizagcao de pediluvios a
entrada ou saida de cada departamento, utilizacdo de farda e calgado de protecao
individual e protocolos para a limpeza e desinfecdo de maos, material dos sistemas e

das sondas de medicdo dos varios parametros da qualidade da agua.
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lll - Trabalho Experimental

Ensaio 1 — Analise descritiva da performance dos
reprodutores de linguado do Senegal na empresa

Safiestela.

Ensaio 2 — Efeito da suplementacao da dieta com
acido araquidénico no comportamento alimentar de

reprodutores
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1 - Introducéo

O linguado do Senegal é considerado uma espécie com elevado interesse para a
diversificacdo da aquacultura no Sul da Europa e a sua producao tem vindo a aumentar
nos ultimos anos (Morais et al., 2014). Conforme descrito na primeira parte deste
relatério, a producédo intensiva do linguado esta dependente da captura, aclimatacéo e
inducéo de posturas de reprodutores selvagens (Carazo et al., 2011). A desova a partir
de reprodutores produzidos em cativeiro (geragcdo G1), mantidos nas mesmas
condi¢des que os reprodutores capturados do meio natural, ndo tem sido bem sucedida
resultando em posturas de ovos com baixa qualidade e esperma em quantidades

reduzidas (Carazo et al., 2011).

Paralelamente e, apesar do aumento do conhecimento e da investigacao sobre a
fisiologia reprodutiva do linguado do Senegal, a variabilidade nas taxas de fertilizagao
da produgcdo em massa de juvenis € elevada, sendo considerada como um dos grandes
constrangimentos ao desenvolvimento desta industria (Izquierdo et al., 2001, Beirdo et
al.,, 2015). Alguns autores referem que a baixa qualidade da desova (baixa taxa de
fertilizacdo), pode surgir tanto a nivel de posturas naturais como artificiais, pela
producao reduzida de esperma, de qualidade reduzida e variavel, e com aspeto viscoso,
causados por diversos fatores, como a modificacdo da estacdo de ano, aumento da

temperatura, idade do reprodutor ou fatores abidticos (Matusse, 2012).

No caso do linguado, em condigbes naturais, a producdo de esperma pelos
machos ocorre durante todo o ano, isto €, sem estimulagdo hormonal ou alteragdo de
fatores abidticos, o que poderia indicar uma baixa contribuicdo das fémeas para a
espermiacao. No entanto, verifica-se que existe maior producdo de esperma nos
periodos de maturagdo das fémeas (Cabrita et al., 2011; Beirdo et al.,, 2015) e a
maturagdo das fémeas € também iniciada pela presenca de machos (Matusse, 2012).
Estudos recentes reportaram, também, a existéncia de um comportamento semelhante
a uma corte em posturas de individuos selvagens adaptados ao cativeiro mas ndo em
peixes G1 (individuos da geragédo 1). Este comportamento reprodutivo mimetiza o que
acontece em muitas espécies de peixes na altura das posturas (Carazo et al., 2011). Os

ovos do linguado s&o caracterizados por possuirem numerosos aglomerados lipidicos
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que sendo pelagicos, ajudam no ajuste da densidade face as correntes de agua. Esta
caracteristica é importante pois permite que os ovos evitem, em meio natural, as

camadas profundas com baixos niveis de oxigénio (Matusse, 2012).

Como ja foi dito anteriormente, a qualidade das posturas € um fator que restringe
a expansao deste tipo de cultivo. A qualidade dos ovos é definida como a capacidade
de um ovo produzir um embrido e descendentes viaveis, e € determinada pelas
propriedades intrinsecas do desenvolvimento do ovécito em si e do ambiente no qual o

ovo esta a ser incubado (Matusse, 2012).

Devido as dificuldades na homogeneidade dos lotes que advém da indugdo de
posturas por animais selvagens, a nivel empresarial, comeca-se a tentar obter
protocolos viaveis para a desova de individuos da geragao 1 (F1). Uma das maiores
dificuldades deste tipo de fertilizacdo advém do facto de estes reprodutores nao
desovarem naturalmente nos tanques sendo por isso necessario a recolha de gametas
e a fertilizagdo artificial, procedimento que esta a ser desenvolvido e adaptado as
pisciculturas. No entanto, um dos principais problemas €& o reduzido volume e
concentragdo de esperma obtido nesta espécie, um problema também encontrado em
machos selvagens, mas mais acentuado na geragdo F1 (Matusse, 2012; Norambuena
et al., 2013b).

A nutricdo dos reprodutores € uma area pouco compreendida e pesquisada na
nutricdo de peixes pois sdo estudos morosos e que acarretam custos elevados. No
entanto, é do conhecimento geral que esta € uma area de extrema importadncia no
cultivo de peixes, uma vez que a composi¢cao das dietas afeta diretamente a qualidade
e sobrevivéncia da descendéncia (Izquierdo et al., 2001). A nutricdo é considerada o
fator chave que controla o desenvolvimento das génadas e da fecundidade. Mas a
nutricdo dos reprodutores afeta também a primeira etapa de desenvolvimento
embrionario, ja que apos a postura dos ovos e até ao inicio da alimentacdo exdgena
das larvas, a unica fonte de nutrientes para o desenvolvimento embrionario provém do
saco vitelino (Matusse, 2012). As necessidades nutricionais dos reprodutores sdo
diferentes das dos juvenis ou de adultos que nado estdo em fase reprodutiva (Matusse,
2012). Os reprodutores requerem uma dieta equilibrada e ajustada a fase de

reproducdo. No entanto, de entre os diferentes nutrientes, aqueles que desempenham
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um papel preponderante na reproducéo, na qualidade dos gémetas e das larvas, séo os
lipidos, e a composi¢cao em acidos gordos. A composigdo da membrana em fosfolipidios
e colesterol determina a fluidez da membrana dos espermatozéides, o colesterol regula
a ordem da cadeia lipidica e a organizagao molecular das membranas (Beirdo et al.,
2015). Para além disso, comparativamente com outras células, a concentragao em
acidos gordos polinsaturados (PUFAs) no esperma é mais elevada do que nas

restantes células.

Os PUFAs, incluindo o acido araquidénico (ARA) e seus derivados regulam
diversos aspetos da fungdo enddcrina. O acido araquidonico é metabolizado para
formar prostaglandinas (PGs) e os seus metabolitos regulam a transferéncia de
colesterol de fora para dentro da membrana mitocondrial onde a enzima P450 inicia a
sintese de hormonas esterdides usando o colesterol como seu percursor (Norambuena
et al., 2013a). Assim, os acidos gordos, o colesterol e os fosfolipidos podem modificar a
composigado do esperma afetando a performance reprodutiva dos machos (Beirdo et al.,
2015). Em reprodutores de outras espécies de peixe, foi verificado que uma
suplementacédo a nivel nutricional de acido araquidonico tem demonstrado melhorar a
performance reprodutiva e a sobrevivéncia das larvas em algumas espécies de peixes
(Bell e Sargent, 2003).

O estagio na Safiestela incorporou também a participagdo direta no projeto
“Repling”, que estava a decorrer na empresa. Este projeto tem como objetivo geral
melhorar a performance reprodutiva do linguado, com vista a otimizacdo da desova e da
sobrevivéncia, qualidade e performance das larvas e juvenis de linguado. No ambito do
estagio, o objetivo concreto, da parte do projeto “Repling” desenvolvida, foi avaliar o
efeito da suplementacdo das dietas dos reprodutores com acido araquidénico no

comportamento alimentar (Ensaio 2).

Antes do inicio do projeto, propriamente dito, foi necessario aferir as condi¢des
atuais de reprodugéo e de alimentagdo em vigor na empresa Safiestela. Estes dados
servirdo como ponto de partida para o projeto, constituindo uma valiosa base de
informacdo sobre a alimentacdo e comportamento alimentar dos reprodutores e

caraterizacao da desova (Ensaio 1).

47



[BAPORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS Estagio na Aquacultura Safiestela
UNIVERSIDADE DO PORTO

2 - Material e Métodos

Ensaio 1 — Analise descritiva da performance dos reprodutores de

linguado do Senegal na empresa Safiestela

Avaliacao da performance reprodutiva

A analise descritiva da performance reprodutiva decorreu na zona dos
reprodutores da empresa Safiestela (pormenores descritos na secdo 2.2, deste
relatério). Foram avaliados quatro ciclos de reprodugao, durante 4 meses, com inicio no

més de Janeiro e final no més de Abril.

Na empresa, os reprodutores estdo dispostos em varios tanques com uma
densidade de 15 a 22 individuos por tanque e uma propor¢ao de machos e fémeas de

1:1, conforme descrito anteriormente na primeira parte deste relatério.

As desovas na empresa Safiestela sdo conseguidas mediante um controlo
rigoroso da temperatura e do fotoperiodo. Para tal, a temperatura foi aumentada
gradualmente no més anterior a indugdo da postura, até aos 16 °C. Nos dias
imediatamente antes da indugéo esta foi aumentada 1 a 2 graus por dia. As posturas
realizaram-se a noite e os ovos foram recolhidos e colocados a incubar na manha
seguinte. Os ovos foram colocados em incubadoras cilindro-cénicas de 200 litros, a uma
densidade maxima de 300 gramas de ovos por incubadora e a uma temperatura de 19
°C. Em todas as desovas foi retirada uma amostra de 10 ovos para a medicdo dos

mesmos usando um micrémetro.

Vinte e quatro horas apds os ovos estarem a incubar, foi retirado o arejamento
das incubadoras durante 10 minutos. Deste modo, os ovos nao flutuantes, e por isso
nao fecundados, depositaram-se no fundo, sendo retirados mediante purga do fundo do
tanque. Ao dia 1, apds a eclosdo, foi retirada uma amostra de 10 larvas recém-
eclodidas, para avaliacdo do seu comprimento, com o auxilio de um micrémetro, e foi

realizada uma estimativa da densidade larvar de cada incubadora. Para isto, foram
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retiradas 10 amostras, com uma pipeta de 10 ml, de zonas diferentes da incubadora e
contado o numero de larvas. Dai extrapolou-se o numero de larvas para os 200 litros de

cada incubadora.

No ultimo ciclo de reprodugdo foram retiradas trés amostras de 0,5 gramas de
ovos, em dias diferentes, para se quantificar o nimero de ovos correspondente ao peso

de meia grama.

Avaliacdo do comportamento alimentar e quantificacdo da ingestao

A avaliagdo do comportamento alimentar e quantificagdo da ingestao foi realizada
nos reprodutores durante 4 meses, com inicio no més de Janeiro e final no més de
Abril. Durante este periodo, os reprodutores foram alimentados diariamente, de manh3,
a mao, até a saciedade aparente. A quantidade de alimento fornecida a cada tanque e o
comportamento aquando da alimentagéo foi registado individualmente para cada tanque

de todas as salas de reprodutores da empresa, de acordo com a seguinte métrica:
Comportamento 1 - Nenhum peixe se aproxima e ingere o alimento;

Comportamento 2 - Um ou mais peixes aproximam-se e ingerem o alimento;

Comportamento 3 - A maioria dos peixes aproxima-se e ingere o alimento.

O comportamento natatério também foi avaliado, de acordo com a seguinte

escala:

Natacao positiva: se existia natacdo dos peixes quando o alimento é

fornecido;

Natag¢ao negativa: se ndo existia natagdo quando o alimento é fornecido.

Duas horas apés a alimentacéo, a quantidade de alimento ndo ingerido, em cada
tanque, foi determinada, pela contagem de pellets restantes nos tanques, e foi

contabilizada a ingestdo diaria de cada tanque. A quantidade de alimento fornecida
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variou de acordo com o tanque e sala. A quantidade de alimento a fornecer no dia
seguinte foi diariamente ajustada, de acordo com o nivel de alimentagéo registado no
dia anterior. Se a quantidade de alimento n&o ingerido fosse menor do que 5 pellets, o
equivalente a 5 gramas de alimento, aumentava-se a dose fornecida, se a quantidade
nao ingerida fosse substancialmente maior do que 5 pellets, diminuia-se a quantidade
fornecida. Este procedimento foi adotado de modo a minimizar as perdas de alimento

nao ingerido, o que originou um menor desperdicio de alimento.

A dieta utilizada era uma dieta semi-humida, preparada na empresa, a partir de
uma pre-mistura preparada pela SPAROS Lda, mediante a adigdo de agua e 6leo de
peixe. A dieta foi preparada para um maximo de quatro dias e foi preservada no

congelador. A composigao da dieta ndo foi revelada, pelo que nédo é apresentada.

Procedimentos analiticos para avaliacdo da performance reprodutiva

A avaliagdo da performance reprodutiva dos linguados foi realizada em cada ciclo

de reproducao, usando os seguintes indicadores:

Quantidade de ovos em numero:

[Peso de ovos flutuantes (g) * 655]/0,5

em que, 655 corresponde ao numero médio de ovos por cada 0,5 g de seu peso.

Taxa de viabilidade de ovos:

[Peso de ovos flutuantes (g) / Peso de ovos total (g)] * 100

Tamanho dos ovos:

Medidos através de um micrometro numa amostra de 10 larvas por desova.
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Numero de larvas:

Amostragens das incubadoras antes da passagem para a sala de cultivo larvar.
Com uma pipeta de 10ml retiram-se dez amostras e faz-se uma média do nimero total

de larvas de cada desova.

Taxa de ecloséo:

[Numero de larvas / quantidade de ovos (numero)] * 100

Tamanho das larvas — as larvas foram medidas ao dia 1 apds a eclosao fazendo

uma média da medicdo de 10 larvas por desova.

Analise dos dados

Os resultados sido apresentados como média das observagdes totais. Nao foi
possivel proceder a uma comparacao dos dados recolhidos por sala, uma vez que néo
havia homogeneidade no numero, peso dos individuos e idade dos individuos de cada

sala.

Procedimentos analiticos para avaliacao da ingestao

A ingestéo foi avaliada diariamente em % de alimentagcdo de peso vivo de peixe,

pela seguinte formula:

% Alimentacao de peso Vivo de peixe = [(Média de alimento ingerido/dia (g) * 100)

/ Biomassa total do tanque (g) ] * 10
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Ensaio 2 — Efeito da suplementacido da dieta com acido araquiddnico

no comportamento alimentar de reprodutores (ensaio Repling)

Para o ensaio do Repling o procedimento alimentar seguido foi 0 mesmo descrito
para o ensaio 1. Contudo foram testadas duas dietas, a dieta controlo (CTL), a mesma
usada durante o ensaio 1 (comummente usada para alimentar os reprodutores da
piscicultura) e a dieta ARA, em que a dieta controlo foi suplementada com &acido
araquidonico. Ambas as dietas foram apresentadas sob a forma de dieta semi-himida,
preparada na empresa, a partir da pré-mistura preparada pela SPAROS Lda, mediante
a adicdo de agua e oleo de peixe, variando este ultimo componente nas diferentes
dietas, a controlo e a suplementada com acido araquidénico. A dieta foi preparada para
um maximo de sete dias e foi preservada no congelador. A composi¢cao de ambas as

dietas nao foi revelada.

O ensaio Repling foi realizado noutra area da piscicultura, separada da produgéo,
uma vez que se usaram tanto exemplares F1, provenientes da Aquacria como
individuos capturados do meio natural. Um grupo de 24 exemplares de linguados foram
capturados do meio selvagem e foram distribuidos ao acaso por dois tanques. Este
grupo de peixes foi aclimatado primeiramente com poliquetas e de seguida com
alimento semi-humido. Um grupo adicional de 97 exemplares F1, provenientes da
empresa Aquacria na Torreira, foram distribuidos ao acaso por quatro tanques. No inicio
do ensaio, todos os peixes foram pesados, foi retirada uma amostra de sangue e
aleatoriamente distribuidos pelos 6 tanques experimentais. Foi mantida uma densidade
média de 4,0 kg/m2 e um racio de machos e fémeas de 1:1, com fotoperiodo e

temperatura natural.

A alimentacao foi iniciada a uma taxa de 0,17% do peso vivo dos tanques. Tal
como o que aconteceu nos reprodutores da producdo, esta taxa de alimentacdo era
diariamente ajustada, conforme referido anteriormente. A ingestdo voluntaria de
alimento foi registada diariamente, bem como o comportamento alimentar. A avaliagédo
do comportamento alimentar foi realizada do mesmo modo que o descrito para o ensaio

1, deste relatorio.
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Avaliacdo do comportamento alimentar e quantificacdo da ingestao

A avaliagdao do comportamento alimentar foi avaliada, diariamente, para cada

tanque experimental, conforme descrito no ensaio 1 deste relatorio.
A taxa de ingestao alimentar foi quantificada do seguinte modo:

Taxa de ingestdo (% peso vivo de peixe) = [(Média de alimento ingerido/dia (g) *

100) / Biomassa total do tanque (g) ]

Analise dos dados

Os resultados de taxa de ingestdo de alimento e o numero de comportamentos
positivos ou negativos obtidos foram submetidos a uma analise de comparagdo de

média, aplicando o testo Two-way ANOVA, com um nivel se significancia de 5%.

3 - Resultados e discussao

Ensaio 1 — Analise descritiva da performance dos reprodutores de

linguado do Senegal na empresa Safiestela.

Em ambiente empresarial, o controlo da reprodu¢cdo € um processo chave na
gestdo de uma aquacultura que inclua maternidade. A avaliagdo da performance
reprodutiva é de elevada importancia, pois esta determina toda a producgao de larvas.
Uma avaliagdo rigorosa do panorama da empresa, em termos de performance
reprodutiva, permite uma gestdo e previsdo, com maior rigor e seguranga, da produgao
de ovos viaveis, garantindo um aporte de ovos/larvas, sempre que a empresa assim o

desejar.
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A capacidade para avaliar a qualidade da desova tem, também, elevadas
implicagdes para a aquacultura. Esta avaliagdo permitiria a empresa diminuir o risco de,
por exemplo misturar, lotes de ovos de ma e de boa qualidade, prevenindo o risco de
obter taxas de fertilizagdo reduzidas, que muitas vezes resultam na perda de lotes
inteiros de ovos. Trata-se pois de uma ferramenta de grande importancia para a gestéo

dos stocks de peixe em aquacultura.

Tanto no meio natural quanto em aquacultura, a quantidade e qualidade dos
gémetas dos peixes pode variar amplamente e esta dependente de um elevado numero
de fatores. Na realidade, sédo diversos os fatores que podem condicionar a performance
reprodutiva, a taxa e a sincronizagdo das desovas. A variagdo da idade dos
reprodutores e o seu tamanho, aquando da maturagado, fatores abidticos como a
temperatura e o fotoperiodo, a alimentacdo e a dieta, a proporgao entre machos e
fémeas no tanque, entre outros, sdo fatores que condicionam as desovas, dificultando a

padronizacao da performance reprodutiva em ambiente empresarial.

De um ponto de vista biologico, a qualidade dos gametas pode ser definida como
a sua capacidade de fertilizar ou ser fertilizado e, consequentemente, desenvolver num
embrido normal (Bobe e Labbé, 2010). A qualidade dos ovos e do esperma séo temas
que tém sido discutidos e estudados ao longo dos ultimos anos, mas sdo areas que
ainda estado longe de estarem bem compreendidas, no caso do linguado do Senegal,
ainda nao é possivel a implementacao de protocolos de melhoramento da performance

reprodutiva a escalas industriais (Brooks et al., 1997; Bobe e Labbé, 2010).

Neste contexto, a primeira tarefa deste projeto tinha como objetivo rastrear e

documentar a situagao atual da Safiestela em termos de performance reprodutiva.

Na tabela 2 sdo apresentados os parametros de desova avaliados, no decorrer
dos quatro ciclos de reproducdo estudados. Dada a grande variabilidade no numero e
tamanho dos reprodutores de cada tanque, em cada sala, e a impossibilidade de
determinar o tamanho dos reprodutores, s6 nos é possivel apresentar os dados brutos,
ou seja o valor total por tanque. Por este motivo, ndo foi possivel efetuar a analise

estatistica da performance reprodutiva das diferentes salas.
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Tabela 2: Dados relativos aos parametros de avaliagdo da performance reprodutiva nas salas de Outono,
Inverno e Verao dos reprodutores da empresa Safiestela durante 4 meses.

Total de ovos

) Nimero Média da Média do Total de Média taxa Média
sala |Tanque Ciclo de de Total Nao Flutuantes |Flutuantes| taxade tamanho larvas de tamanho
producao desovas | °VOS (g) | flutuantes (g) (9) (nr) viabilidade dos ovos (nr) eclosdao | das larvas
(%) (um) (%) (mm)
Janeiro 2 141 88 53 69430 54 1025 58000 100 3,0
Outono 2 Fevereiro 0 - - - - - - - - -
Margo 2 241 41 200 262000 81 988 258000 92 3,0
Janeiro 6 2005 1223 782 1024420 37 1008 631000 66 3.1
Outono 3 Fevereiro 5 1472 927 545 713950 42 975 500000 71 3,0
Margo 2 680 447 233 305230 43 1000 70000 21 3,1
Janeiro 0 - - - - - - - - -
Outono 4 Fevereiro 1 89 67 22 28820 25 975 10000 35 31
Margo 2 355 257 98 128380 32 1000 58000 37 3,1
Janeiro 2 609 305 304 398240 49 1025 182000 53 32
Inverno 1 Fevereiro 0 - - - - - - -
Margo 0 - - - - - - - - -
Janeiro 2 339 183 156 204360 49 975 148000 61 3,2
Inverno 2 Fevereiro 0 - - - - - -
Margo 0 - - - - - - - - -
Verao 4 Abril 3 1108 455 653 855430 56 1017 364000 46 3,0

* Os valores sao representados como média de valores relativos ao niUmero de desovas, obtidos no més de
postura referente. Os meses sao relativos ao més em que o ciclo de reproducéo foi efetuado.

- Meses em que as posturas provenientes dos ciclos de reprodugdo ndo foram aproveitados para os lotes
larvares da empresa.

Total de ovos flutuantes = Total de ovos (g) — Total de ovos néao flutuantes (g)
Total de ovos flutuantes (nr) = [Quantidade de ovos flutuantes (g) * 655]/ 0,5

Taxa de viabilidade = [Quantidade de ovos flutuantes (g) / Quantidade de ovos total (g)] * 100
Taxa de eclosédo = [Numero de larvas / quantidade de ovos (nr)] * 100

Durante este periodo, as desovas ocorreram sempre no periodo de escuridao,

reportado como caracteristico desta espécie em condi¢cdes naturais (Oliveira et al.,
2009).

Como se pode visualizar na tabela 2 o numero de desovas em cada ciclo de

reproducao variou entre os tanques e nas diferentes salas. O tanque 3, da sala de

Outono, revelou ser o tanque que obteve mais desovas, muito embora nao tenha sido o

tanque que produziu maior numero de larvas por desova. Fazendo uma média do

numero de larvas em cada desova, o tanque que produziu mais larvas foi o tanque 2, da

sala de Outono. O tamanho médio das larvas, medido ao 1° dia apdés a eclosao,
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também n&o variou muito entre posturas, sendo ligeiramente superior ao reportado
anteriormente por Dinis (1992), que obteve valores de 2,67 = 0,03 mm, logo apés a

eclosao e de 2,80 = 0,01 mm, ao dia 22 dia apds ecloséo.

O tamanho dos ovos é considerado um indicador de qualidade do ovo.
Geralmente ovos maiores tém maior viabilidade, dando origem a larvas mais capazes,
devido a uma maior inclusao de proteinas vitelogénicas durante a vitelogénese (Bobe e
Labbé, 2012; Geffen e Nash, 2012). Na realidade, para a espécie Solea solea verificou-
se que os ovos maiores davam origem a larvas de maior tamanho e continham maior
vitelo, na altura da abertura da boca (Baynes e Howell, 1996). No entanto, no presente
trabalho, dado o numero reduzido de desovas, acompanhadas durante o tempo de
estagio, ndo foi possivel verificar a existéncia ou ndo de uma correlacdo, entre o
tamanho dos ovos e a taxa de eclosdo, bem como entre a taxa de viabilidade e a taxa
de eclosao (figura 16). Na bibliografia esta descrito que, para diferentes espécies de
peixes, a taxa de mortalidade do ovo/larva é inversamente proporcional ao tamanho do
ovo (Kamler, 1992.). Para o linguado senegalés, Martin et al. (2014) observou que o
didmetro dos ovos era mais pequeno nas desovas mais tardias da época de desova,
mas, apds um periodo de inatividade das fémeas, o tamanho do ovo voltava a
aumentar. No presente trabalho ndo se observaram diferengas significativas no

tamanho dos ovos das posturas analisadas.
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Figura 16: Graficos de disperséo entre a taxa de viabilidade (%) e taxa de ecloséo (%) e entre o tamanho
das ovos (um) e taxa de viabilidade (%).
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A qualidade dos ovos pode ser definida como a sua capacidade de ser fertilizado
e consequentemente de se desenvolver e dar origem a um embrido. A avaliagdo do
sucesso da fertilizagao é, provavelmente, um dos primeiros pardmetros para determinar
a qualidade dos ovos. Para algumas espécies, a determinagéo da taxa de fertilizagao é
relativamente simples (Bobe e Labbé, 2010). A taxa de fertilizagdo pode ser calculada
através da contagem do numero de ovos fertilizados dividido pelo niumero de ovos
observados. No entanto, no caso do linguado do Senegal a distincdo de ovos
fecundados dos n&o fecundados é algo complexa, mesmo para pessoas com bastante
experiéncia no ramo (observacao pessoal). No presente trabalho, o termo taxa de
viabilidade e nao taxa de fertilizagado foi aplicado, uma vez que a metodologia utilizada
foi referente a quantidade de ovos flutuantes e nao flutuantes, ndo sendo considerado

um meétodo 100% eficaz na avaliagéo da taxa de fertilizagao.

A viabilidade ou ndo dos ovos pode também ser calculada através da taxa de
fecundidade relativa calculada a partir do numero total de ovos de um tanque pelo peso
total das fémeas nesse tanque. No entanto, alguns autores defendem que esta
avaliagdo no linguado tem também de ser analisada com cuidado, uma vez que nem
todas as fémeas estdo envolvidas da mesma forma nas posturas, isto €, a maior parte
das posturas sao provenientes de um casal dominante do tanque, o que influenciaria o
peso das fémeas interveniente no calculo da taxa de fecundidade relativa (Martin et al.,
2014).

A taxa de viabilidade e a taxa de eclosdo foram apenas analisadas mais
detalhadamente nos tanques da sala de Outono, uma vez que no decorrer deste estagio

ndo se obtiveram dados suficientes de outras salas.
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Figura 17: Percentagem da taxa de viabilidade nos tanques 2, 3 e 4 da sala de Outono, nos meses de
amostragens (Janeiro, Fevereiro e Mar¢o).

A taxa de viabilidade dos ovos (figura 17) variou largamente entre os tanques, da
sala de Outono, desde os 25 % até aos 81 %. A taxa de viabilidade ndo revelou ser um
critério eficaz para avaliar a qualidade dos ovos, uma vez que baixas taxas de
viabilidade n&o significaram baixas taxas de eclosdo. Como se pode observar na tabela
2, na sala de Outono — tanque 3, as taxas de viabilidade de 42 % e 43 % resultaram em
taxas de eclosao de 71 % e 21 %, respetivamente. De fato, outros autores referem que
o sucesso da fertilizagdo nao reflete necessariamente o sucesso do desenvolvimento do
embrido (Shields et al., 1997). Apdés a fecundacéo, inicia-se a divisdo celular, um
processo que pode comprometer a viabilidade do embrido, resultando numa

mortalidade prematura do embrido (Bobe e Labbé, 2010).
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Figura 18: Percentagem da taxa de eclosdo nos tanques 2, 3 e 4, da sala de Outono, nos meses de
amostragens (Janeiro, Fevereiro e Mar¢o).

No presente trabalho, as taxas de eclosdo observadas de 60,3 = 30% (figura 18)
foram semelhantes as reportadas por Anguis e Canavate (2005), para mesma espécie,
tendo obtido uma taxas de eclosdo de 69,7 = 24% e 56,5 + 25% e as reportadas por
Martin et al. (2014) que obtiveram taxas de eclosédo de 73,28 + 1,54%. No entanto, a
taxa de ecloséo no tanque 2, da sala de Outono, foi substancialmente mais alta (100 e
92 %) do que a dos outros tanques. Esta taxa de eclosdo elevada nédo indica
necessariamente que o tanque 2 tenha tido uma performance reprodutiva superior a dos
outros tanques, pois a contribuicdo deste tanque, para o total de larvas da producgao, foi
muito baixa comparativamente ao tanque 3, da mesma sala. O tanque 3 da sala de
Outono, por observagao pessoal, revelou ser o tanque que mais larvas forneceu para a
producdo da empresa. Neste tanque, os baixos resultados, tanto a nivel da taxa de
viabilidade como da taxa de eclosdo, podem ter sido devidos a estas desovas nao
terem sido as primeiras posturas do tanque, apesar de aqui ndo se terem apresentado
os dados referidos. De igual modo, num estudo de longa duragdo, Martin et al. (2014)
observou que, durante quatro épocas de desovas consecutivas, o equivalente a quatro

anos, as fémeas obtiveram valores maximos de estadios de maturagdo sexual nas
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primeiras desovas. O tanque 4 teve taxas de eclosdo mais baixas n&o contribuindo

muito para a producdo de larvas na produgao.

Martin et al. (2014) também observou que existiram diferengas nos parametros
relativos a qualidade dos ovos nos reprodutores estudados, com taxas de reproducéo
de 5 a 10 vezes mais elevadas em alguns dos tanques. De fato, como referido
anteriormente, o numero de ovos e a qualidade dos mesmos variam muito entre
reprodutores, estando condicionada por diferentes fatores. No caso do linguado, o maior
contributo, em termos de nimero de ovos provém de um casal dominante (Anguis e
Canavate, 2005; Martin et al., 2014). No presente estudo, a grande variabilidade pode
também ser devida ao facto de os tanques serem constituidos por individuos com
idades diferentes. Este fator é reportado por alguns autores como sendo um fator
determinante nas desovas, uma vez que peixes mais velhos parecem produzir ovos de
melhor qualidade (Tveitten et al., 2001). Por outro lado, Anguis e Cafiavate (2005)
refere que, Dinis num comunicado pessoal, indicou que os reprodutores de S.
senegalensis produzem ovos com taxas de fertilizagdo decrescentes num periodo de 5
anos. Estas hipoteses vém confirmar a necessidade de estudos mais longos em

reprodutores de linguado.

A qualidade dos ovos e a performance reprodutiva estdo relacionadas com o
estado nutricional dos reprodutores, especialmente a nivel dos lipidos, proteinas,
vitaminas minerais e elementos vestigiais pois estes elementos sdo necessarios para a
gametogénese dos odcitos e do esperma (Hardy et al., 2002; Howell et al., 2003). As
racdes comerciais extrudidas contém uma porgao significativa de farinha de peixe,
incorporada como principal fonte proteica. No entanto, estas dietas s&o frequentemente
suplementadas com alimentos frescos como as poliquetas, lulas e moluscos para
assegurar que as necessidades nutricionais dos reprodutores sejam asseguradas dos

reprodutores (Fermandez- Palacios et al., 1997; Izquierdo et al., 2001).

Durante a gametogénese e desovas as necessidades energéticas dos
reprodutores ultrapassam muitas vezes a energia fornecida pela dieta. Tal ocorre,
porque durante este periodo, a taxa de ingestao voluntaria é fortemente reduzida, pelo
que os reprodutores mobilizam energia adicional das reservas nos tecidos corporais de

modo a satisfazerem as necessidades energéticas (Bureau et al., 2002; Halver et al.,
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2002). Os estudos demonstram que o linguado, pelo menos durante a fase de juvenil,
requer dietas com niveis proteicos elevados ou moderados (50-45 % da dieta) e com
teores baixos ou moderados de lipidos (8-16 % da dieta) (Guerreiro et al., 2012, 2014).
No entanto para a fase reprodutiva, as necessidades nutricionais e energéticas ainda

nao foram avaliadas.

A regulacdo da ingestdo de alimento é altamente complexa envolvendo
mecanismos de feedback positivo ou negativo que atuam sobre uma hierarquia de
escalas cronoldgicas para determinar o tamanho de uma refeigéo individual, o balango
de nutrientes essenciais e, a longo prazo, a composi¢cdo do corpo (Houlihan et al.,
2008). O feedback positivo determina o inicio dos padrdes de alimentagdo assim como
a manuteng¢do dos mesmos, e resulta numa relagcdo entre as propriedades sensoriais da
comida, disponibilidade de nutrientes e o estado fisiolégico do animal. O feedback
negativo pode ser composto em duas vertentes: gastrointestinal e metabdlica, ou nas

fases pré e pos absortivas (Houlihan et al., 2008).

Como referido, nos peixes a ingestao de alimento varia consideravelmente entre
dias e épocas do ano, estadios de desenvolvimento, como nas épocas de posturas e
maturagdo sexual, por agentes patogénicos ou devido a fatores abiodticos (Luquet e
Watanabe, 1986). Dentro dos fatores abidticos estdo a concentragdo de oxigénio
dissolvido ou de amoénia. A temperatura é também um dos fatores que mais afetam a
ingestdo, uma vez que tem uma grande influéncia no metabolismo. Esta relagéo origina
que, ligeiras flutuagdes da temperatura dentro dos limites de tolerancia dos peixes, afete

a taxa de ingestao de alimento (Houlihan et al., 2008).
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Variagao da ingestao de alimento com a temperatura
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Figura 19: Variagdo da ingestdo diraria com o aumento ou diminuigdo da temperatura.
A taxa de ingestéo esta representada a vermelho e a temperatura a azul. Ingestéo diaria (% Peso Vivo por
dia) peixe = [(Média de alimento ingerido/dia (g) * 100) / Biomassa total do tanque (g) ] * 100

Na figura 19 é apresentada a flutuacdo da temperatura, bem como a ingestéao
voluntaria dos reprodutores (em kg de Peso Vivo), ao longo de 3 meses, nos

reprodutores da sala de Outono.

Podemos verificar que as flutuagdes de temperatura sdo acompanhadas por uma
flutuacdo da ingestdo voluntaria. Verifica-se que apdés uma subida ligeira da
temperatura, os peixes aumentaram a ingestdo de alimento e, quando a temperatura
descia, a sua ingestdo de alimento também diminuia (figura 19). Esta modelag¢do nao foi
imediata, apds a subida ou descida da temperatura, o que supde um pequeno periodo
de adaptacdo destes animais as mudancgas de temperatura. A estreita relagéo entre a
temperatura da agua e a taxa de ingestao de alimento é uma caracteristica dos peixes,
ja que estes sao espécies ectotérmicas. Esta caracteristica foi reportada para diferentes

espécies de salmonideos, como a truta arco-iris, truta do Artico, salmao do Atlantico ou
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salmao-rei (Houlihan et al., 2008) e também no linguado senegalés (Guereiro et al.,
2012, 2014).

Durante estes 3 meses, foram registados 3 ciclos de desovas, nomeadamente
entre 2 e 7 de fevereiro, 8 e 12 de margo e 13 e 16 de abril. Verificamos que durante os
dias de desova a ingestdo foi reduzida. Verifica-se, também que, antes da desova
propriamente dita houve, um aumento da ingestdo, associada a um aumento da
temperatura da agua e, possivelmente ao facto dos reprodutores se estarem a preparar
para a desova. Este aumento é mais evidente na segunda desova, no entanto na
terceira desova, verifica-se que houve um aumento da ingestdo antes da desova, nado

associado a qualquer aumento da temperatura.

Em reprodutores de linguado Senegalés foi verificado que a ingestdo voluntaria
estda diretamente relacionada com a temperatura (Filcun, 2012). Estes autores
verificaram um aumento da ingestdo durante o verdo e outono e um posterior declinio
durante o inverno, correlacionada com a temperatura. No entanto, verificaram também
um aumento de ingestdo na primavera, que n&o estava correlacionado com a
temperatura. Segundo estes autores, € provavel que este aumento da ingestao esteja
relacionado com o aumento das reservas energéticas dos reprodutores antes da
desova, o que foi anteriormente relatado por outros autores (Guzman et al., 2009).
Contudo, durante a desova, propriamente dita, verifica-se uma diminui¢ao da ingestao.
No presente trabalho, também se verificou que na época de desova 0s animais ingeriam
menos alimento. Uma menor ingestdo de alimento durante a desova foi também
registada para o linguado senegalés, assim como para outras espécies como a dourada
(Martin et al., 2009), truta arco-iris (Nassour e Leger, 1989) e peixe gato (Lal e Singh,
1987). Para estas espécies, verificou-se que durante a maturagcdo sexual, 0 aumento
dos esterdides no sangue coincidia com a diminui¢cdo da ingestédo voluntaria (Guzman et
al., 2009; Norambuena et al., 2013a).
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Figura 20: Numero total de comportamentos, alimentagcéo (ingestdo voluntaria de alimento em % do peso
vivo) avaliados nos reprodutores de linguados, durante os trés meses de ensaio (Fevereiro, Margo, Abril).
Comportamento 1 - Nenhum peixe se aproxima e ingere o alimento; Comportamento 2 - Um ou mais peixes
aproximam-se e ingerem o alimento; Comportamento 3 - A maioria dos peixes aproxima-se e ingere o
alimento.
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A temperatura influenciou ndo s6 a taxa de ingestdo voluntaria como também o
comportamento alimentar, que os animais exibiam aquando da alimentacgéo (figura 20).
A temperaturas mais altas os animais apresentaram mais comportamentos do tipo 3, ou
seja um comportamento em que a maioria dos peixes do tanque se aproximava e
ingeria mais rapidamente o alimento, registando-se também taxas de alimentagdo mais
altas nesses dias (meses de Fevereiro e Margo — comportamento 3). A temperaturas
intermédias (entre 15-17 °C), os animais apresentavam mais comportamentos do tipo 1
e do tipo 2, em que nenhum ou apenas alguns peixes do tanque se aproximavam e
ingeriam o alimento. Aqui, as taxas de alimentacdo foram relativamente semelhantes,
ndo se observando grande diferenca entre a ingestao nestes dias (meses de Fevereiro
e Margco — comportamentos 1 e 2). No més de abril, onde foram registadas as
temperaturas mais baixas, o numero de comportamentos foi maioritariamente do tipo 1,
0 que se repercutiu nas suas taxas de ingestdo. Também neste més, ndo se observou
comportamentos do tipo 3. Estas observagdes suportam a hipdtese de que, a

temperatura influencia néo sé a ingestdo como o comportamento alimentar.

No momento da alimentacdo, foi avaliada a natagdo dos reprodutores da
empresa. O comportamento foi apenas descrito como positivo, quando existia algum
tipo de natagéo por parte dos peixes, ou negativo, quando ndo existia natagéo. Este tipo
de comportamento foi desencadeado pela alimentagao no entanto, coloca-se a hipétese
de estes restar relacionado com comportamento de corte. O comportamento observado
aproxima-se do descrito por Carazo et al. (2011) como sendo uma natacédo de corte
especifica em reprodutores de linguado do Senegal adaptados ao cativeiro € que pode
ser descrito em 3 periodos: 1) periodo com intensa atividade entre uma potencial
fémea desovante e um macho ou entre eles; 2) a fémea nada do fundo do tanque
acompanhada pelo macho; 3) a fémea e o macho nadam em sincronia na superficie da
agua com os ductos genitais juntos e libertam e fertiizam os gadmetas. No entanto,
como a avaliagdo da natagao foi realizada apenas no momento da alimentagcdo nao nos
é possivel aferir de este tipo de comportamento se mantinha quando os animais nao
eram alimentadas. E politica da empresa manter a menor perturbagdo possivel nas
salas dos reprodutores, uma vez que os linguados sdo peixes sensiveis a fatores

externos.
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Figura 21: Comparagdo dos dias com comportamento alimentar 1, 2 ou 3 com o comportamento natatdrio
positivo (com natacéo) e negativos (sem natagédo). Comportamento 1 - Nenhum peixe se aproxima e ingere o
alimento; Comportamento 2 - Um ou mais peixes aproximam-se e ingerem o alimento; Comportamento 3 - A
maioria dos peixes aproxima-se e ingere o alimento.

Na analise da relagdo dos comportamentos positivos ou negativos (existéncia ou
nao de natagao, respetivamente) consoante o nivel de comportamento exibido aquando
a alimentacgdo (1, 2 ou 3), verificou-se que nos dias em que os peixes exibiam menor
aproximacao e ingestao do alimento, dias 1 e 2, a natagdo exibida por estes era quase
nula (no dia 1 — 85 % e no dia 2 — 81 %). Nos dias com comportamento do tipo 3, onde
foram registadas as temperaturas mais altas (correspondentes a altura das posturas)
verificou-se um comportamento de natacao positiva muito superior ao comportamento
negativo, isto é, os peixes exibiam um comportamento que se aproximava daquele
descrito por Carazo et al. (2011) (73 % de comportamento positivo comparativamente
aos 27 % de comportamento negativo). Verificou-se, também, que nos dias que
antecediam a desova, a ingestdo foi mais elevada e que os animais registavam maior
numero de comportamentos 3, e menor nimero de comportamentos do tipo 1. Assim,
poderia ser equacionado que o aumento do comportamento 3 poderia estar relacionado
com o comportamento de corte dos linguados que se preparavam para a desova. No
entanto, o periodo de colheita de dados foi relativamente pequeno, ndo sendo possivel

estabelecer uma relagcao entre esta parametros.
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Estas observagdes da existéncia de comportamentos tipicos na altura da
reproducéo foram consistentes com aqueles encontrados por Carazo (2013) e Martin et
al. (2014) que descrevem a existéncia de corte através de uma natagéao tipica de dois
individuos, um macho e uma fémea que acasalam nadando em proximidade e de forma

coordenada.

Como foi referido anteriormente, uma vez que nao nos foi possivel aferir o peso
dos reprodutores, apenas podemos apresentar os dados “em bruto”, ndo sendo possivel
correlacionar os dados obtidos com a maior ou menor performance reprodutiva dos
diferentes tanques das diferentes salas. Sendo assim, nao foi possivel encontrar uma
correlacdo entre o tamanho dos ovos, a taxa de viabilidade e a taxa de eclosdo das
larvas. No entanto, para a empresa seria importante dar continuidade a estes registos
no sentido de desenvolver ferramentas de analise e quantificagdo da qualidade das

desovas de modo a permitir um melhoramento nas posturas.

Ensaio 2 — Efeito da suplementacido da dieta com acido araquiddnico

no comportamento alimentar de reprodutores (ensaio Repling)

Atualmente esta bem estabelecido que a performance reprodutiva e a qualidade
dos ovos esta fortemente relacionada com o estado nutricional dos reprodutores, ou
seja com a disponibilidade dos nutrientes necessarios para a gametogénese e o
controlo reprodutivo (lzquierdo et al., 2001). De entre os varios nutrientes, a composigao
em acidos gordos da dieta é essencial para alcangar uma boa performance e
sobrevivéncia da espécie, em especial os acidos gordos polinsaturados (PUFAs), o
acido araquidénico (ARA), o acido eicosapentandico (EPA) e o acido docosa-hexandico
(DHA) (Filcun, 2012). Foi observada que a inclusao de niveis altos de &cidos gordos
essenciais (EFAs) nas dietas de reprodutores aumenta a taxa de sucesso da desova
(Meunpol et al., 2005; Pickova et al., 2007).

Os EFAs sao importantes para um bom desenvolvimento embrionario e do saco

vitelino, especialmente em espécies que apresentam posturas continuas e periodos
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vitelogénicos curtos (Filcun, 2012). Os EFAs s&o, também, necessarios para a
manuteng¢do da permeabilidade da membrana e estdo envolvidos no desenvolvimento
das fungdes neurais, sendo constituintes das células do cérebro e dos olhos. O acido
araquidonico (ARA) € um dos EFAs mais estudados em reprodutores de peixes e é
considerado um importante fator nutricional para uma reprodugdo bem sucedida (Filcun,
2012). De fato, o teor 6timo de em EFAs nas dietas de reprodutores tem de ser
devidamente avaliado. Nos linguados, foi observado que o aumento do nivel de inclusédo
na dieta de EFAs, acima de determinado nivel, pode aumentar a sensibilidade das
membranas e a peroxidacao lipidica dos espermatozoides, o que posteriormente pode
afetar as reservas vitelinas, e consequentemente a sobrevivéncia e o crescimento das

larvas apods a ecloséo e antes da abertura da boca (Ferreira, 2009).

O ARA é o maior precursor de eicosanodicos que incluem, entre outros, as
prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TXA2). Em peixes, as PGs tem demonstrado
estimular a esteroidogenese ovarica e testicular e a maturagéo folicular e atuam como
hormona ou um “gatilho” que desencadeia o comportamento sexual das fémeas e uma
maior producdo de esperma nos machos (Filcun, 2012). Bell et al. (1997) relataram a
importdncia do ARA 20:4n-6, no crescimento, qualidade dos ovos e também na

formagéao de esterdides no desenvolvimento das génadas.

Considerando as falhas existentes na reproducao das geragdes F1 de linguado do
Senegal, comparativamente aos bons resultados obtidos com as desovas de individuos
capturados do meio selvagem, os EFAs, especialmente, o ARA tém sido
exaustivamente estudados para determinar a sua influéncia na reprodugcdo e na
disfungao reprodutiva apresentada por esta espécie (Bell e Sargent, 2003; Norambuena
et al.,, 2012; Norambuena et al., 2013a, 2013b). Varios estudos demonstraram que
existe maior conteudo de ARA e seus percursores, produzidos através da elongacéo e
dessaturacdo do ARA, nos tecidos de peixes selvagens comparado com peixes

produzidos em cativeiro (Filcun, 2012).

No estudo 2 foi estudado o efeito da inclusdo de ARA na dieta de reprodutores F1
avaliada a nivel de ingestao de alimento e comportamento alimentar. Com este objetivo,

foram analisadas as taxas de ingestdo e avaliado o comportamento alimentar dos
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reprodutores alimentados com um dieta controlo (comummente usada na empresa) e

com outra suplementada com ARA.
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Figura 22: Numero total de comportamentos avaliados nos reprodutores de linguados dos grupos de
controlo e teste (ARA), durante os dois meses de ensaio. Comportamento 1 - Nenhum peixe se aproxima e
ingere o alimento; Comportamento 2 - Um ou mais peixes aproximam-se e ingerem o alimento;
Comportamento 3 - A maioria dos peixes aproxima-se e ingere o alimento.

Analisando o comportamento dos reprodutores verificou-se que no més do Margo
registaram-se na sua maioria comportamentos do tipo 1, caracterizado pela nao
aproximacao nem ingestdo imediata por parte de nenhum peixe no tanque. No més de
Abril, os comportamentos registados foram do tipo 1 e do tipo 2, este ultimo
caracterizado pela aproximacéo e ingestdo de alimento por parte de alguns peixes do
tanque. Neste més, a média de numero de comportamentos do tipo 1 ou 2 foi
semelhante (15 e 19, respetivamente) e verificaram-se mais registos de
comportamentos do tipo 2 na dieta controlo. Em nenhum dos meses foi registado
comportamento do tipo 3, caracterizado por existir uma grande aproximacgao e ingestao

de alimento pelos peixes.

O comportamento alimentar ndo foi muito ativo, o que pode ter sido devido as

baixas temperaturas registadas nos dois meses de ensaio (13,5 °C). Esta observagao
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estd de acordo com as realizadas nos reprodutores da produgdo em que (ensaio 1).
Neste, a temperaturas mais baixas (12 °C) os peixes também apresentaram mais
comportamentos do tipo 1. Apesar de existirem algumas diferengas na média dos
comportamentos 1 e 2 no més de Abril, estas observagdées ndo apontaram para nenhum

tipo de preferéncia da dieta controlo ou a dieta ARA.

Na tabela 3 s&o apresentados os dados obtidos da ingestdo voluntaria das dietas
experimentais, expressa em % do peso vivo de peixe, € 0 numero de comportamentos

positivos ou negativos, ou seja, com natac&o ativa ou sem natagao, respetivamente.

Tabela 3: Avaliagdo da taxa de ingestdo, comportamentos positivos ou negativos na dieta controlo e na dieta
teste, durante os 60 dias*.

Comportamento 1 1 2 2
Dieta CTL ARA CTL ARA
Ingestéao (% do peso vivo) 0,24+0,15 0,15+0,1 0,28+0,25 0,24+0,11
Comportamentos Positivos 1,5+1,6 0,3+0,5 0,8+0,4 1,25%1,5
Comportamento Negativos 13,845,5 17,5+5,6 7,245,6 55,0
Two-way ANOVA Dieta Comp Interaction

Ingestao (% do peso vivo) ns ns ns

Comportamentos Positivos ns ns ns

Comportamento Negativos ns 0,001 ns

*Os valores sado representados como médiatdesvio padrdo e foram submetidos a uma analise de
comparacao de médias, aplicando o testo Two-way ANOVA, com um nivel de significancia de 5%.

Comp — Comportamento alimentar dos peixes. Comportamento 1 - Nenhum peixe se aproxima e ingere o
alimento; Comportamento 2 - Um ou mais peixes aproximam-se e ingerem o alimento;

Ingestéo (% do peso vivo) = [(Alimentacao ingerida (g) * 100) / Biomassa do tanque (g)].

Comportamentos positivos — Existia natagdo no tanque; Comportamentos negativos — ndo existia natacdo
no tanque.

Em relacdo a taxa de ingestdo e analise do comportamento alimentar n&o se
observaram diferengas significativas (p>0,05) entre a dieta controlo ou a suplementada

com ARA, nao existindo aparente preferéncia por qualquer tipo de dieta. Norambuena et
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al. (2012) observou que os linguados tinham variagdes nas preferéncias por dietas ARA
durante o ano, relacionado com as mudangas sazonais na temperatura da agua. Esta
preferéncia ocorria gradualmente, em paralelo com o aumento da temperatura da agua,
comecgando no final do Inverno (12 °C) e alcangando o maximo no inicio do Outono (21
°C) com um decréscimo bastante acentuado no inicio da Primavera com a queda da
temperatura da agua. Noutro estudo com linguado senegalés, também foi observado
que preferéncia de dietas ricas em ARA ocorria quando a temperatura da agua era mais
alta, ou seja durante os meses ver&o e inico de outono e mais baixa durante os meses
de inverno (Filcun, 2012). Em estudos com outras espécies, como a solha (Solea
solea), o capelim (Mallotus villosus) e sargo (Diplodus sargus) demonstrou-se que
existia uma variacdo sazonal na composicdo de acidos gordos, bem como na
necessidade de nutrientes (Henderson et al., 1984; Pérez et al., 2007), suportando
também a ideia de que os animais escolhem o0s nutrientes conforme as suas
necessidades. Neste estudo nao foi possivel obter tal relagdo, uma vez que a duracao

do ensaio foi relativamente curta, nao existindo grandes flutuagbes de temperatura.

Norambuena et al. (2012) também demonstrou que o conteddo de ARA foi
significativamente maior nas gonadas de machos do que de fémeas de linguado, o que
sugere que existem diferengas nas preferéncias alimentares entre machos e fémeas,

durante o periodo de reproducgao.

No presente trabalho, independentemente da dieta, verifica-se que a taxa de
comportamentos negativos, em que nao existiu natagao é significativamente maior nos
animais com comportamento 1 (sem qualquer tipo de aproximagado ou ingestdo de
alimento) do que nos com comportamento 2 (em que alguns dos peixes do tanque se
aproximam e ingerem a comida). Esta observagdo pode ser explicada pelas baixas
temperaturas registadas nos meses de ensaio (13,5 °C) que se repercutiu tanto no
comportamento alimentar, ou seja na aproximagédo ao alimento, como na atividade

natatoria.

No presente estudo ndo se verificou um efeito do teor em ARA da dieta na
ingestdo voluntaria de alimento ou no comportamento alimentar. Verificou-se que,
independentemente da dieta, o comportamento natatério, afeta significativamente o

comportamento alimentar.

7



[BAPORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS Estagio na Aquacultura Safiestela
UNIVERSIDADE DO PORTO

IV - Conclusao

A avaliacdo da performance reprodutiva € de elevada importancia numa
maternidade pois esta determina toda a producgao de larvas. Com base nos resultados
obtidos nao foi possivel aferir as razbes para as diferentes performances reprodutivas
registadas nos diferentes tanques e salas dos reprodutores. No entanto, podemos
concluir que a elaboragdo de um registo diario da alimentagdo, comportamento
alimentar, e performance reprodutiva dos reprodutores podera constituir uma valiosa
ferramenta para a empresa de modo a aferir com maior exatiddo a qualidade das
desovas, bem como os fatores que a afetam e assim melhor os lotes e sincronizagao
das desovas. Os estudos em reprodutores sdo estudos morosos sendo por isso
necessario prolongar a recolha deste tipo de dados para se obterem resultados mais
fiaveis que possibilitem a implementacdo de protocolos de melhoramento da

performance reprodutiva.

Na avaliagao do efeito da suplementacao das dietas dos reprodutores com acido
araquidonico nao foram observadas preferéncias por qualquer tipo de dieta utilizada. No
entanto, o estudo da inclusdo do acido araquidonico € importante uma vez que este tem
demonstrado regular diversos aspetos da fungao enddcrina, modificando a composigéo
do esperma e consequentemente a performance reprodutiva dos machos. Por este
motivo, as etapas futuras do projeto serdo analisar a composigdo dos ovos e do
esperma provenientes de peixes alimentados com suplementacdo de acido

araquidodnico.

E importante salientar que a realizacdo de ensaios experimentais, em condicdes
industriais ou em condi¢cbes laboratoriais € dispar, uma vez que em laboratério é
possivel um maior controlo das variaveis que poderao afetar direta ou indiretamente os
resultados de um ensaio. No entanto, a investigacdo em aquaculturas é de extrema

importancia uma vez que s6 assim sera possivel otimizar as produgdes.
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No cdmputo geral, este estagio permitiu adquiri novas competéncias em ambiente
real de produgao, o que podera ser uma mais-valia em termos profissionais, num futuro

préximo.
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