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RESUMO

A qualidade dos ovos de linguado (Solea senegalensis) alimentados com dietas com diferentes niveis
de lipideos foi avaliada (dieta controle (DC) e outra contendo 6,7% mais lipideos (grupo DE)). Foi
avaliada a quantidade e periodicidade de posturas e os niveis de atividade de catepsinas do tipo B
e D na fracdo viavel e invidvel dos ovos de ambos os grupos. O ntimero de posturas e a taxa de
eclosdo foram significativamente maiores (p<0,05) no grupo alimentado com a dieta DE. A
catepsina D apresentou valores significativamente mais elevados de actividade nos ovos invidveis
do tratamento DE. O uso da dieta DE resultou num maior namero de posturas, o que indica que
esta dieta aumenta a fecundidade e a taxa de eclosdo.
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THE EFFECT OF DIETARY LIPID SUPLEMENTATION TO Solea senegalensis
BROODSTOCK, ON THE QUANTITY AND QUALITY OF SPAWNS

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of dietary supplementation with lipids of sole
(Solea senegalensis) broodstock diets on the quantity and quality of spawns. One group (DE group)
was fed daily with a diet supplemented with lipids (6.7% more than control diet (DC group)). The
activities of cathepsins B and D were determined on the viable and nonviable fraction of the
spawns from both of groups. The number of spawns and the quantity of eggs was higher for the
breeders fed diet DE. The hatching rate was significantly higher (p<0.05) in the group fed with DE
diet. Some differences were observed when comparing viable and nonviable eggs. Cathepsin D
activities were significantly higher for nonviable fraction when compared with viable eggs. The use
of DE diet resulted in a larger number of spawns, suggesting that this diet seems to increase
fertility and the hatching rate.
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INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas, a aquacultura do
sul da Europa assentou maioritariamente na
produgdo de dourada Sparus aurata (Linnaeus,
1758) e de robalo Dicentrarchus labrax (Linnaeus,
1758), embora, na perspectiva econdmica, seja
importante desenvolver cultivos de novas
espécies com potencial para a aquacultura (DINIS
et al., 1999). Um dos candidatos promissores a
diversificacdo da produgdo é o linguado do
Senegal (Solea senegalensis Kaup, 1858), da familia
Soleidae, que é uma espécie bem adaptada a climas
temperados e produzida em pisciculturas ao
longo da costa sul de Portugal, Espanha, Franca e
Italia (DINIS et al., 1999; MORAIS et al., 2014).
Nos dltimos 30 anos, vem sendo desenvolvida
muita investigacdo dedicada a esta espécie. Nédo
obstante, o esfor¢o na producdo do linguado
no sul da Europa tem sido muito baixo,
representando, em 2012, cerca de 0,04% (514 t)
do total da producdo europeia (EUROPEAN
COMMISSION, 2012).

N

Como constrangimentos a producdo desta
espécie tém sido destacados a elevada incidéncia
de patologias, problemas na adaptagdo ao
alimento inerte durante o desmame dos juvenis e
problemas relacionados com a reprodugdo
(CABRITA et al., 2006; BEIRAO et al., 2009;
MORAIS et al., 2014), levando a producao de
juvenis de baixa qualidade e, consequentemente,
elevadas mortalidades. No entanto, por se tratar
de uma espécie com grande procura e, por isso,
valorizada economicamente, nos tultimos cinco
anos a sua criacdo tem atraido elevados
investimentos no sul da Europa com o objetivo de
intensificar a sua producdo (HOWELL et al., 2011).

Os linguados sdo peixes gonocoéricos que tem,
normalmente, duas épocas de postura; uma na
primavera (marco a julho) e outra no outono
(setembro a dezembro), nas condigdes ambientais
da costa Portuguesa. A maturagdo sexual ocorre
naturalmente quando atingem trés a quatro anos
de vida. Nessa fase, geralmente apresentam
tamanhos entre 25-32 cm de comprimento
(SARASQUETE, 2005). Em S. senegalensis a
fecundagéo é externa, ocorrendo na agua.

A alimentagdo dos reprodutores pode afetar
significativamente a sua maturacdo, a quantidade
e qualidade das posturas, o tamanho dos ovos
produzidos (BROMAGE, 1995), o tamanho das
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larvas e o bom desenvolvimento das mesmas até a
abertura da boca.

Sabe-se que uma dieta contendo lipideos,
principalmente  4cidos  graxos  essenciais,
influencia  positivamente a qualidade das
posturas, pois estes favorecem o crescimento e
desenvolvimento normal em espécies marinhas
(IZQUIERDO et al., 2001), melhoram a mobilidade
e a resisténcia aos efeitos osmoéticos do sémen,
que sdo os principais fatores de sucesso na
reproducdo e sobrevivéncia da prole. A redugdo
da taxa de alimentacdo e consequente diminuigdo
na ingestdo de lipideos em truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) e bacalhau
Gadus morhua (Linnaeus, 1758) na fase reprodutiva
reduz o nimero de posturas e afeta a quantidade
de fémeas a desovar (KUBTIZA, 1999; SALZE
et al., 2005). E de conhecimento geral que a
composicdo das reservas vitelinicas reflete nas
reservas de nutrientes maternos, as quais
dependem da dieta dos reprodutores (ULIANA
et al, 2001). Desta forma, alimentando os
reprodutores de linguado com wuma dieta
suplementada em d4cidos graxos, devem ser
observados efeitos positivos na qualidade e
quantidade das posturas obtidas.

A avaliagdo da qualidade dos ovos em peixes
é um tema que tem sido amplamente estudado, e
tem a ver como as caracteristicas que determinam
a sua capacidade de sobrevivéncia. As varidveis
mais usadas para avaliagdo da qualidade dos ovos
sdo a taxa de eclosdo e viabilidade dos ovos, o
diametro e peso dos ovos, composi¢do quimica e
colonizacdo microbiolégica. Ovos de maior
didmetro e/ou peso tém normalmente maior
conteido em vitelo, o que permite as larvas
recém-eclodidas uma maior sobrevivéncia,
quando comparadas com as larvas oriundas de
ovos de menor didmetro (LAHNSTEINER et al.,
2008). O wuso de novas ferramentas para
caracterizagdo da qualidade dos ovos permitira
centrar a producdo em posturas de elevada
qualidade, minimizando perdas econdémicas que
possam advir do uso de ovos de qualidade
inferior. Os produtos sintetizados no ovo,
incluindo enzimas como as catepsinas, e os
mecanismos que controlam as suas expressoes,
desempenham um papel crucial na determinacéo
da qualidade dos ovos (BROOKS et al., 1997).

As catepsinas, durante o desenvolvimento
embrionario, sao as enzimas responsaveis pela
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degradagdo das proteinas do vitelo. A sua
atividade consiste na degradacdo de substractos,
formando proteinas especificas, as quais sdo
responsaveis pelo crescimento dos odcitos até o
final da maturacdo. Segundo CARNEVALI et al.
(2006), no final da fase de reproducao, as enzimas
lissosomais encontram-se também envolvidas com
a reabsor¢do dos ovocitos e sdo reguladas por
diversos fatores, incluindo hormoénios sexuais, tal
como o estradiol. A degeneracdo dos foliculos que
ndo atingiram a maturagdo (atrésia folicular)
ocorre sob controle das catepsinas e afetam o
potencial da fecundidade. As catepsinas B e D
atuam de forma diferente nos ovos viaveis e
inviaveis, entre espécies distintas ou até na mesma
espécie de peixe (CARNEVALI et al.,, 2008). A
atividade da catepsina B é normalmente maior
vitelogenese e
progressivamente até ao final da vitelogenese.
A atividade enzimatica da catepsina D é mais
elevada em ovos inviaveis, indicando que pode
ser considerada como possivel indicador de ovos
de ma qualidade em dourada e robalo
(CARNEVALI et al., 1999; CARNEVALI et al., 2001).

no inicio da decresce

Segundo FU et al. (1998), as fun¢des normais
da catepsina B estdo relacionadas com processos
celulares envolvidos na degradacao de proteinas
da matriz extra-celular, no processo de reciclagem
de proteinas e durante o metabolismo do vitelo
em odcitos de peixes (TINGAUD-SIQUEIRA et al.,
2010). Além disso, especula-se que esta pode
estar envolvida na ativacdo inicial das catepsinas
D e L, e no controle da morte celular programada,
a apoptose. Desta forma, a identificacao de
diferencgas entre a presenca de catepsinas em ovos
vidveis e invidveis também pode contribuir como
indicador-da qualidade dos ovos (CARNEVALI
et al., 2001).

Este trabalho teve como objetivo comparar a
qualidade e quantidade de posturas provenientes

de reprodutores alimentados por uma ragdo
enriquecida em lipideos e uma dieta controle, bem
como a sua influéncia no desenvolvimento larval
até a abertura da boca. Como objetivo secundario,
verificou-se se a atividade das catepsinas B e D
podem ser consideradas bioindicadores da
qualidade de ovos em S. senegalensis.

MATERIAL E METODOS

Este ensaio foi realizado na Estacdo Piloto de
Piscicultura de Olhao (EPPO) - IPMA, no Algarve
(36°59'0"N; 7°55'0"W), Portugal, no periodo de
setembro de 2011 a janeiro de 2012.

Reprodutores

Para o ensaio, foram utilizados 44
reprodutores de linguado provenientes do meio
selvagem e mantidos em cativeiro hé cinco anos.
Os peixes foram divididos de acordo com o seu
tamanho e peso e na relagao 1 macho:1 fémea, de
forma a obter dois grupos homogéneos (Tabela 1).
Os grupos de reprodutores foram mantidos em
tanques retangulares de alvenaria, com 18 m3,
com entrada e saida de dgua constante (circuito
aberto) e com taxa de renovagdo de 20 L min™. A
salinidade variou, ao longo do ensaio, de acordo
com as condicbes ambientais da &area, sendo a
média 36,6 £ 0,8. Os tanques dos reprodutores,
localizados em area externa (fotoperiodo natural),
foram  parcialmente cobertos por redes
sombreadoras, variando a intensidade luminosa
ao longo do dia entre 330 e 800 lux (TES 1335 Light
meter, TES Electrical Electronic Corp., Taiwan).

Os parametros fisico-quimicos da 4gua,
temperatura, nivel de oxigénio dissolvido (OD;
mg L) e porcentagem de saturacdo de OD (%)
foram verificados diariamente por meio de
oximetro “Oxy Guard”; a salinidade foi verificada
com refratometro.

Tabela 1. Caracteristicas dos reprodutores de Solea senegalensis submetidos aos tratamentos: DC = Dieta

controlo e DE = Dieta enriquecida.

Tratamento DC

Tratamento DE

Nuamero de reprodutores
Comprimento total médio (cm)
Peso total médio (g)
Densidade (kg m2)

Biomassa (kg)

Relacdo (macho:fémea)

22 22
519+4,6 530+24
1.721,3 £470,4 1.669,5 £319,2
2,1 2,0
37,87 36,73
1:1 11
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Os  reprodutores  foram  alimentados
diariamente com cerca de 3% da biomassa
presente no tanque. Os alimentos avaliados
consistiram em duas ragdes semi-hamidas,
formuladas e fabricadas pela Sparos® (Portugal)

(MORALIS et al., 2014): a dieta Controle (DC), com

16,8% de lipideos, nivel normalmente usado em
dietas para reprodutores de linguado (MORAIS
et al., 2014); e a dieta Enriquecida (DE), com 23,5%
de lipideos (Tabela 2). Estas dietas comegaram a
ser fornecidas aos reprodutores em setembro de
2010 (um més antes da época de posturas).

Tabela 2. Composicao quimica das dietas fornecidas aos reprodutores de Solea senegalensis, de acordo com o

fabricante (Sparos®) (% por kg de racao). DC = Dieta controlo e DE = Dieta enriquecida.

Composicao Tratamento DC (%) Tratamento DE (%)
Farinha de peixe e hidrolizado de peixe2 61,0 63,0
Outros ingredientes marinhosb 5,0 7,5
Farinha de soja 48¢ 6,0 5,0
Farelo de trigo e amidos 18,5 7,0
Oleo de peixed 7,5 11,5
Oleo de Krille 0,0 1,0
Premix de vitaminas e mineraisf 2,0 4,0
Oleo concentrado de DHAs 0,0 1,0
Arginina 3,20 3,25
Histamina 1,99 1,65
Isoleunina 1,86 1,88
Leucina 4,55 4,08
Lisina 4,24 3,83
Treonina 2,32 2,22
Triptofano 0,58 0,54
Valina 3,45 3,04
Metionina + Cisteina 1,92 1,97
Fenilalanina + Tirosina 4,39 4,14
Fosforo disponivel 1,03 1,13
Composigdo proximal

Umidade (%) 16,8 17,3
Proteina bruta (% de matéria seca) 58,6 58,2
Gordura bruta (% de matéria seca) 16,8 23,5
Cinzas (% de matéria seca) 9,3 10,8
Energia bruta (Kj g1 matéria seca) 214 24,0

a Farinha de peixe Peruana LT: 67% proteina bruta (PB), 9% gordura bruta (GB), EXALMAR, Peru;
CPSP 90: 84% PB, 12% GB, Sopropéche, Franca; CPSP G: 74% PB, 22% GB, Sopropéche, Franca.

b Farinha de lula: 80% PB, 3,2% GB, Sopropéche, Franga; KRILL Aqua Meal: 56% PB, 8% GB, Aker
Biomarine, Noruega.

¢ Solvente extraido de farelo de soja: 47% PB, 2,6% GB, SORGAL SA, Portugal.

d Oleo marinho 6mega 3: Henry Lamotte Oils GmbH, Alemanha.

¢ KRILL oil, Aker Biomarine, Noruega.

f Premix para peixes marinhos, PREMIX Lda, Portugal. Vitaminas (IU ou g kg-! premix): DL-alpha
tocopherol acetate, 10 g; sodium menadione bisulphate, 2,5 g acetato de retinol, 2000 IU; DL-
colecalciferol, 200 IU; tiamina, 3 g; riboflavina, 3 g pyridoxina, 2 g cyanocobalamin, 0,01 g; dcido
nicotinico, 20 g; dcido folico, 1,5 g; dcido ascérbico, 100 g; inositol, 50 g; biotina, 0,3 g; panthotenato
de cdlcio, 10 g; cloreto de colina, 100 g, betaina, 50 g. Minerais (g ou g kg! premix): carbonato de
cobalto, 0,065 g; sulfato de cobre, 0,9 g sulfato férrico, 0,6 mg; iodeto de potdssio, 0,05 g; oxido de
manganés, 0,96 g; selenito de sodio, 0,001 g; sulfato de zinco, 0,75 g; cloreto de sédio, 40 g; carbonato
de cdlcio, 186 g; excipiente de farelo de trigo.

8 Algatrium DHA70, Brudy Technology, Espanha.
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A fecundagdo nesta espécie é externa, sendo
as posturas obtidas de forma natural. Dessa
forma, desde o inicio do ensaio (setembro) até o
final da época reprodutiva, foram colocados
externamente, na saida de agua de cada tanque,
coletores de ovos, de forma a recolher a totalidade
dos ovos e permitir caracterizar o padrdo de
posturas. Os coletores foram examinados
diariamente, pela manha (entre as 09:30 h e as
11:00 h).

QOwvos

Sempre que ocorreram posturas, 0s OVOS
foram recolhidos com o auxilio de uma rede de
250 pm e transferidos para um recipiente de 5 L
com 4&gua oriunda do tanque de postura,
garantindo as mesmas condi¢des ambientais. A
separagdo entre os ovos vidveis dos nao viaveis foi
efetuada através do método de decantacdo. Este
processo consiste em manter os ovos durante meia
hora sem arejamento e, como a fracao vidvel
flutua, separa-se da fraegdo invidvel, que se
deposita no fundo. Apés a separagdo, cada fracao,
viavel e inviavel, foi pesada com o auxilio de uma
balanca (Sartorius modelo Pro-11, precisdo de
1 ng). A taxa de viabilidade foi calculada com
base no peso da fracdo de ovos viaveis (Taxa de
viabilidade = 100 x peso total de ovos
viaveis/peso total da postura).

A cada postura (n = 62), foram recolhidas
amostras da porcdo de ovos vidveis para
observacdo do estado de desenvolvimento
embriondario (30 ovos por postura); determinacdo
do diametro (20 ovos por postura), medido com
auxilio de uma lupa e uma ocular micrométrica; e
peso seco, em triplicata (30 ovos por réplica, 90
ovos por postura). O peso seco dos ovos foi
determinado apo¢s liofilizacdo (liofilizador RVT
400, Savant, NY) das amostras e posterior
pesagem, com o auxilio de balanca (Sartorius Pro
11; com uma precisdo de 1 pg).

Para a determinac¢do da taxa de eclosdo, de
cada postura foram recolhidos 90 ovos viaveis, os
quais foram divididos em trés grupos (réplicas) e
incubados & mesma temperatura em que ocorreu a
postura em copos de 100 mL, construidos em rede
de 500 pm, e colocados a flutuar num tanque de
incubacdo de ovos de 200 L. Ao fim de 24 h, foi
possivel determinar a percentagem dos ovos
eclodidos, pela contagem do ntmero de larvas
presentes em cada copo.

Larvas

Ap0s a eclosdo de cada amostra, foi registrado
o comprimento total das larvas recém-eclodidas
(20 larvas por postura), com auxilio de uma lupa e
uma ocular micrométrica. Posteriormente, foi
determinado o peso seco da mesma amostra de
larvas, conforme procedimento descrito acima
para os ovos.

Catepsinas

Para determinacdo da atividade das
catepsinas B e D, foram recolhidos 200 mg de ovos
(vidveis e invidveis) (de acordo com metodologia
proposta por CARNEVALI et al., 2001) de todas as
posturas, os quais foram conservados em
nitrogénio, apdés lavagem com dgua destilada,
para posterior analise. No final da época de
postura, foram selecionadas as amostras para
analise. Para esta selecdo, foram considerados os
seguintes pressupostos: os ovos vidveis estarem

no mesmo estado de desenvolvimento

embrionario (blastula, dado que é o estado no
qual sdo recolhidos os ovos no colector exterior
dos tanques) e a taxa de eclosdo dos ovos vidveis
da postura do qual a amostra foi obtida ter sido
de 100%. Nestas condicoes, foram analisadas
amostras de ovos (vidveis e inviaveis) de 11
posturas (2 do tratamento DC e 9 do tratamento
DE). A atividade das catepsinas foi quantificada
apenas em ovos na fase de desenvolvimento
embrionario blastula para que os valores obtidos
fossem comparaveis, uma vez que LACOUE-
LABARTHE et al. (2010) referem que a evolugdo
da atividade das catepsinas varia com o estado de
desenvolvimento dos ovos.

A determinac¢do dos niveis de atividade das
catepsinas foi adaptado do protocolo estabelecido
por CARNEVALI et al. (2008).

Ensaio do desenvolvimento larval até a abertura de boca

Foi avaliado o efeito da dieta no
desenvolvimento larval até a abertura da boca
(fim da alimentagdo endégena). Para tal, foram
utilizadas duas posturas, uma de cada tratamento
(DE e DC), obtidas no mesmo dia. Os ovos (estado
de desenvolvimento embriondrio gastrula) foram
colocados em tanques cilindrico-conicos de 200 L,
com arejamento e renovacao de 4gua de 30 Lh', a
uma densidade de 43 g 200 L, mantidos a uma

temperatura controlada de 16 = 1 °C e salinidade
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de 35. Neste ensaio, também foi avaliada a taxa de
eclosdo e o didmetro médio dos ovos (20 ovos) de
acordo com o procedimento previamente descrito.
Foi ainda registrado o tempo que demorou a
ocorrer a eclosdo dos ovos em cada tratamento
(DE e DC).

O desenvolvimento larval prosseguiu no
circuito onde foram incubados os ovos e nas
mesmas condicdes. Foi obtido o comprimento
total e o peso seco das larvas (n = 20) para cada
dia apds a eclosdo, até a abertura da boca. Para
determinar o comprimento total das larvas, foi
utilizada uma lupa Nikon SMZ1000; a medigao
das larvas foi realizada apds fotografia, com
recurso ao software de andlise de imagem da
maquina fotogrdfica Nikon DS-L3. Para
determinar o peso seco total das larvas, estas
foram previamente lavadas com dgua destilada,
para remover o sal, e liofilizadas em liofilizador
(RVT 400, Savant, NY), sendo o peso seco
registrado em balanca (Sartorius Pro 11) com
precisdo de 1 ug.

Andlise estatistica

Foi  confirmada a  normalidade e
homogeneidade da variancia dos dados por meio
dos testes de Kolgomorov-Smirnov e Levene,
respectivamente. Para a comparacdo das médias
das taxas de viabilidade e eclosdo, didmetro dos
ovos, comprimento das larvas, peso seco de ovos e
larvas e niveis de catepsinas, foi realizado um
teste T simples. Os dados em percentagem foram
transformados em arcoseno (ZAR, 1996).
Consideraram-se estatisticamente significativos
os testes cujo valor p foi igual ou inferior a 0,05

(»=<0,05). A andlise estatistica foi realizada
utilizando o programa estatistico, SPSS (versado
20.0®, IBM, USA).

RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, a temperatura
da 4gua nos tanques dos reprodutores variou
entre 9,8 e 21,8°C (média 18,1 £ 0,7 °C). O nivel de
oxigénio dissolvido variou entre 5,3 - 6,7 mg L1 e
o nivel de saturagdo de oxigénio variou entre 100
e 118%.

Foram recolhidas, de outubro a janeiro, um
total de 62 posturas, das quais 47 provenientes
dos reprodutores do tratamento DE e 15
provenientes do tratamento DC. Os reprodutores
do tratamento DE apresentaram uma frequéncia
de posturas mais regular, quando comparados
com o tratamento DC (Tabela 3). O periodo de
posturas foi mais extenso para os linguados
alimentados com a dieta do tratamento DE, no
qual foram observadas posturas desde o inicio de
outubro de 2011 até ao final de janeiro de 2012. No
tratamento DC, as posturas ocorreram desde
meados de outubro até meados de dezembro de
2011. A frequéncia de posturas também foi
superior para os peixes alimentados com a dieta
do tratamento DE.

O peso médio das posturas, o didmetro e a
taxa de viabilidade dos ovos ndo apresentaram
diferengas significativas entre os tratamentos. Por
outro lado, a taxa de eclosao foi significativamente
superior no tratamento DE, enquanto o peso seco
dos ovos viaveis foi significativamente superior
no tratamento DC (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros referentes aos ovos e larvas de Solea senegalensis, provenientes de reprodutores
alimentados com a dieta controle (DC) e dieta enriquecida (DE). Média * desvio padrdo; m = minimo e

M = maximo.

Parametros

Tratamento DC

Tratamento DE

Nuamero de posturas
Peso total de ovos obtidos (g)

Peso médio das posturas (g) (m-M) 147,80 + 25,50 (30-443) 134,60 + 6,70 (30-258)

Taxa de viabilidade

Taxa de eclosdo média (%)
Diametro ovos vidveis (mm)

Peso seco ovos viaveis (ug)
Comprimento larvas 0 DAE (mm)

15 47
2091 6325
98,15 + 4,582 97,35 £5,41a
79,10 £ 18,790 85,05 +£13,44a
0,98 £ 0,022 0,96 £ 0,032
49,90 £ 5,062 41,79 £ 5,06P
2,09+0,31a 2,00 £ 0,272

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (teste T simples; p<0,05).
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Os valores de atividade da catepsina B e D
nos ovos provenientes dos tratamentos DC e DE
apresentaram niveis elevados nos ovos inviaveis

comparativamente com os ovos vidveis, sendo
estas diferencgas significativas no tratamento DE
para a catepsina D (Tabela 4).

Tabela 4. Média (+ desvio padrdo) da atividade das catepsinas B e D (U mg!) nos ovos (vidveis e invidveis)
de Solea senegalensis nos dois tratamentos: DE = Dieta enriquecida (ovos provenientes de nove posturas)
e DC = Dieta controle (ovos provenientes de duas posturas).

Catepsina B (U mg?)

Catepsina D (U mg)

Tratamento DC Tratamento DE Tratamento DC Tratamento DE
Ovos Viaveis 162,29 + 75,882 10,35 £9,74* 54,69 + 58,372 5,56 6,57
Ovos Inviaveis 199,04 +93,10* 27,37 + 31,042 624,71 + 666,742 45,60 + 28,952

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (teste T simples; p<0,05).

Durante o ensaio especifico de incubagdo dos
ovos de ambos o0s tratamentos a mesma
temperatura e acompanhamento do cultivo larval
até a abertura da boca das larvas, verificou-se que
os ovos do tratamento DE eclodiram 12 horas
apods a postura, com uma taxa de eclosdo média
de 86,67 £ 5,77%, enquanto os ovos do tratamento
DC levaram 24 horas para eclodir, tendo sido a
média da taxa de eclosdo de 64,44 *+ 3,85%. Nao

Diametro/Comprimento (mm)

foram observadas diferencas entre a média dos
diametros dos ovos dos tratamentos DE (0,96 *
0,03 mm) e DC (0,98 + 0,02 mm) (Figura 1).

Durante o periodo desde a eclosdo até a
abertura da boca (3 DAE), as larvas do tratamento
DC apresentaram um comprimento total
significativamente superior em relacdo as larvas

do tratamento DE (Figura 1) (p<0,05).

DE

1DAE

2DAE

Ovos 0 DAE 3 DAE 4 DAE

Figura 1. Didmetro dos ovos (mm) de Solea senegalensis e evolugdo dos comprimentos (mm) das larvas ap6s
a eclosdo (DAE) até a abertura da boca, provenientes dos tratamentos DC (dieta controle) e DE (dieta
enriquecida). Valores apresentados como médias + desvio padrdo. (A abertura da boca ocorreu aos 3 DAE,
para o tratamento DC, e apds 4 DAE, para o tratamento DE).

O valor médio do peso seco dos ovos apresentaram peso seco semelhante até a

provenientes do tratamento DC (47 £ 4,0 ng)
foi significativamente superior ao peso médio
dos ovos do tratamento DE (40 = 0,5 pg). As
larvas originarias do tratamento DC e DE

abertura de boca (Figura 2). Contudo, as larvas
do tratamento DC abriram a boca apés 3 DAE,
enquanto as larvas do tratamento DE, apds 4
DAE.
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Figura 2. Peso seco (pg) de ovos de Solea senegalensis provenientes de cada tratamento (DC = dieta controle
e DE = dieta enriquecida) e média diaria do peso seco das larvas ap6s a eclosdo (DAE) até a abertura da
boca. Valores apresentados com médias + desvio padrdo. (A abertura da boca ocorreu aos 3 DAE, para o

tratamento DC, e apds 4 DAE, para o tratamento DE).

DISCUSSAO

As posturas dos reprodutores de linguado
ocorreram durante o periodo do ano em que a
temperatura da agua foi considerada adequada
para esta espécie (DINIS et al., 1999), uma vez que
a emissdo de ovos é influenciada por fatores
abioticos. Segundo DINIS et al. (1999) a emissdo
de ovos é interrompida a valores inferiores a 16 °C,
enquanto valores superiores a 21 °C afetam
negativamente a qualidade dos gametas,
aumentando a probabilidade da ocorréncia de

ovos invidveis (LE FRANCOIS et al., 2010).

As dietas utilizadas no ensaio, para a
alimentagdo dos dois lotes de reprodutores,
possuiam niveis semelhantes de proteina
(aproximadamente 58%) e diferentes niveis de
lipideos. O fato de se ter observado 32 posturas a
mais nos peixes alimentados com a dieta
enriquecida com lipideos, em relagdo ao alimento
controle (47 posturas no tratamento DE versus 15
posturas no tratamento DC), sugere que o maior
teor lipidico da dieta favoreceu/estimulou o
desenvolvimento das gonadas, melhorando as
condicdes fisiologicas para a reproducdo dos
peixes. Esta descrito na literatura que dietas ricas
em lipideos favorecem a fluidez do esperma
durante a reproducdo, dando resisténcia aos
efeitos osmoéticos durante a sua libertagdo na
agua, sendo os principais fatores de sucesso na

reprodu¢do e  sobrevivéncia da  prole
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(LAHNSTEINER et al., 2008), sendo também
decisiva para o sucesso do desenvolvimento dos
ovos, com implicagdes no desenvolvimento do
tecido neural das larvas, retina, nervo Optico e
estruturas relacionadas com os orgaos de sentido
na maioria das espécies marinhas (SARGENT,
1995, LUND et al, 2008). FERNANDEZ-
PALACIOS e IZQUIERDO (2009) afirmam que,
em algumas espécies marinhas como a dourada
(S. aurata) e o pargo japonés (Pargus pargus), a
otimizacdo da composicdo interna dos ovos é
diretamente afetada pela dieta ingerida pelos
reprodutores, mesmo que esta seja oferecida em
periodos curtos antes das posturas. Assim, uma
dieta enriquecida em lipideos, como a do
tratamento DE, podera contribuir para a
otimizacdo da composicdo das gonadas e,
consequentemente, dos ovos de linguado.

A dieta ndo afetou o peso médio das posturas,
didmetro dos ovos nem a taxa de viabilidade.
Foram observadas taxas de eclosdo superiores
em posturas provenientes de reprodutores
alimentados com a dieta enriquecida (DE), o que
vem de encontro aos resultados obtidos por
(IZQUIERDO et al., 2001) e por (CARNEVALI
et al., 2001), que indicam que a alimentagdo de
reprodutores com dietas ricas em lipideos
influencia a composigdo proteica do saco vitelinico
das larvas, aumentando a taxa de eclosio e
sobrevivéncia das larvas em robalo (D. labrax). O
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peso seco superior dos ovos provenientes do
tratamento DC pode estar relacionado com o fato
de se terem obtido menor quantidade de posturas
neste tratamento quando comparado com o
tratamento DE. Assim, a obtencdo de um maior
nimero de posturas num periodo mais longo,
levou a um maior consumo de reservas
energéticas que, possivelmente, originaram ovos
de menor peso (BONISLAWSKA et al., 2001). A
diminui¢do do didmetro dos ovos ao longo da
época de postura ja foi reportada para esta espécie
(DINIS et al.;1999) e para Solea vulgaris (BAYNES
et al., 1993).

A catepsina B apresentou niveis de atividade
ligeiramente mais altos nos ovos invidveis do que
nos ovos viaveis em ambos os tratamentos,
embora as diferencas ndo tenham sido
significativas. Estes resultados vém de encontro
ao observado por CARNEVALI et al. (2001), onde,
muito embora a atividade da catepsina B tenha
sido visivel em todos os estados de
desenvolvimento embrionario em ovos de robalo,
os niveis de atividade da catepsina B foram
superiores nos ovos invidveis quando comparados
com 0s ovos vidveis no estado de blastula, porém,
nao sendo diferencas
encontradas. A catepsina B é indicada como a
responsavel pela segunda clivagem proteolitica de
proteinas de vitelo, sendo visivel em ovos
invidveis e durante todos os estados de

significativas  as

desenvolvimento embriondrio dos ovos vidveis
CARNEVALI et al. (2001), o que pode justificar a
inexisténcia  das  diferencas  significativas
encontradas entre os ovos viavéis e inviaveis.
Desta forma, a catepsina B ndo parece ser um bom
indicador para a qualidade dos ovos.

Os niveis de aetividade da catepsina D
registrados nos ovos inviaveis do tratamento DE
foram significativamente mais elevados que nos
ovos viaveis. Estes resultados estdo de acordo ao
referido por CARNEVALI et al. (1999) para
dourada e robalo (CARNEVALI et al., 2001). Isto
provavelmente ocorre pelo fato da catepsina D se
encontrar em muitos tipos de células e estar
envolvida no processo apoptético, o qual
aumenta no processo de eliminacdo das células
danificadas existentes nos ovos invidveis. Nos
ovos vidveis, esta catepsina é importante para o
desenvolvimento embriondrio, uma vez que
estd envolvida na eliminagdo do tecido larval

durante a metamorfose (CARNEVALI et al,
1999). A catepsina D tem sido considerada
um biomarcador na qualidade dos ovos
(CARNEVALI et al, 1999; 2001) em varias
espécies de peixes marinhos (CARNEVALI et al.,
2006), sendo a sua presenga vital para o
desenvolvimento embrionario (LAHNSTEINER
et al., 2008). No entanto o reduzido ntimero de
amostras analisadas e a grande variabilidade dos
resultados obtidos neste estudo, ndo nos permite
dizer, para o caso do linguado, se a presenca desta
catepsina s6 por si pode ser usada como indicador
para a qualidade dos ovos.

Poucos sdao os estudos que observam os
efeitos de alteragdes da dieta dos reprodutores nas
larvas. Durante o ensaio especifico para avaliagdo
do desenvolvimento larval de ambos tratamentos,
em que estiveram expostos as mesmas condigdes
de cultivo, verificaram-se diferengas significativas,
relativamente ao periodo de tempo que os ovos
levaram a eclodir, sendo que as larvas do
tratamento DC levaram 12 h a mais para eclodir
do que as larvas do tratamento DE. O tempo de
eclosao encontra-se dentro do normal para a
espécie pois, segundo (FERNANDEZ-PALACIOS
e IZQUIERDO, 2009), os ovos de linguados
podem levar até 42 h para eclodirem a 19 °C, que
é considerada a temperatura ideal para o
desenvolvimento larval.

O valor médio do peso seco dos ovos de S.
senegalensis foi superior no tratamento DC,
apresentando  também as larvas maior
comprimento até a abertura da boca. Este
resultado vem de encontro ao observado por
DINIS et al. (1999) para esta espécie, onde ovos de
maior peso originam larvas de maior
comprimento. No entanto, a melhor taxa de
eclosdo foi verificada nos ovos provenientes do
tratamento DE, de peso seco inferior. Este fato
pode estar relacionado com o observado por
IZQUIERDO et al. (2001), onde um melhoramento
na qualidade nutricional da dieta dos
reprodutores conduz ao aumento da qualidade
dos ovos. Por outro lado, se os reprodutores forem
mantidos em condi¢des favordveis, um maior
didmetro/peso dos ovos obtidos ndo é um fator
determinante na qualidade dos mesmos (DINIS
et al., 1999), podendo ovos menores apresentar
melhores taxas de eclosdo. A abertura da boca das
larvas mais tardia (4 DAE) observada no
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tratamento DE pode favorecer o desenvolvimento
larval, podendo ser vantajoso para a produgdo
de larvas de melhor qualidade. A abertura da
boca das larvas mais tardia permite que,
estruturalmente e em termos enzimaticos, a larva
esteja mais desenvolvida, acedendo e digerindo
mais facilmente o alimento vivo fornecido. De
acordo com varios autores (SARGENT, 1995;
IZQUIERDO et al., 2001) a composi¢do da dieta
tem grande impacto na qualidade dos ovos e
larvas, o que, neste trabalho, foi comprovado pelo
maior ntiimero de posturas e taxas de eclosao dos
ovos superiores, obtidas dos reprodutores
alimentados com a dieta do tratamento DE, mais
rica em lipideos.

CONCLUSOES

A dieta enriquecida com lipideos, fornecida
a reprodutores de S.
positivamente a sua performance reprodutiva,

senegalensis, afetou

uma vez que proporcionou a ocorréncia de um
maior ndmero de posturas, com taxas de eclosdo
superiores, aspectos muito valorizados no setor
produtivo, pois proporcionam uma maior
flexibilidade na gestao da produgdo e valorizacao
econdmica.

Quanto aos niveis de atividade das catepsinas
B e D, os resultados ndo foram conclusivos devido
ao pequeno numero de amostras avaliadas e a
grande variabilidade observada. Assim, estudos
posteriores devem ser realizados para determinar
se as catepsinas podem ser utilizadas como
bioindicadores da qualidade dos ovos para esta

espécie.
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