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ABSTRACT

The egg’s potential to produce viable fry has been the definition of egg quality. The
Senegalese sole (Solea senegalensis) is a species with potential to European aquaculture,
with high market value and a growth rate only second to Sparus aurata. No available
literature was found concerning S. senegalensis egg quality neither related to enzymatic
activity nor to key metabolites concentrations so, the present study aimed to find
biomarkers of egg quality in this species, using morphophisiological data and analytical
information, regarding the egg energetic status and some selected enzymatic and
metabolic parameters. Eggs were obtained by natural spawning in 2006 breeding period,
from late March to the end of June. The eggs were measured, checked for fecundation
status, sampled for biochemical analysis and put to incubate in the same conditions of the
broodstock. The egg energy status was determined through the energetic compound ATP.
Carbohydrates metabolites (total levels of carbohydrates, monosaccharides (hexoses, 6-
deoxyhexoses and heptoses), ribose, ketoses, sialic acids) were analyzed as well as the
enzymes related to their metabolism (malate dehydrogenase, glucose-6-phosphate
dehydrogenase, glucose-6-phosphatase). Enzymes related to autolytic processes (acid and
alkaline phosphatases) and enzymes involved in catabolism of amino acids (aspartate
aminotransferase: transamination) were also studied. Both the floating and the
nonfloating eggs were subjected to the same biochemical assays, which already had
proven to be biomarkers for egg quality in others species. When compared with the
nonfloating eggs, the viable eggs had more enzymatic activity of the following enzymes:
acid phosphatase, alkaline phosphatase, glucose-6-phosphatase, glucose-6-phosphate
dehydrogenase, aspartate aminotranseferase and higher levels of ATP and ribose.
Nonviable eggs showed higher activity malate dehydrogenase and higher levels of
monosaccharides, sialic acids and ketoses. When correlated with the eggs
morphophisiological parameters, only glucose-6-phosphate dehydrogenase activity,
heptoses and 6-deoxyhexoses concentrations were related to the percentage of viability,
and thus they are proposed as bio-markers for egg quality determination in Solea

senegalensis.
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RESUMO

O linguado senegalés (Solea senegalensis) € uma espécie com grande potencial para a
aquacultura europeia dado ter um elevado valor de mercado, bem como um potencial de
crescimento elevado e apenas superado pelo da dourada (Sparus aurata). No passado, a
producdo de S. senegalensis foi limitada por problemas ligados ao controlo de
temperatura, doengas e problemas ligados a reproducdo em cativeiro. Mais recentemente,
a disponibilizagdao de tecnologia de recirculacdo de dgua, bem como a utilizacdo de
racdes mais adequadas aos requisitos nutricionais da espécie, minimizaram alguns destes
problemas. Ainda assim, a reproducdo em cativeiro de S. senegalensis continua a ter
alguns problemas, principalmente devidos a fraca mobilidade dos espermatozéides apos
activacdo e a falta de conhecimento acerca do que poderd ser considerado padrdao de
qualidade de ovos, aplicdvel a esta espécie. A definicio mais comum de qualidade de
ovos € o potencial de ovos vidveis originarem juvenis vidveis. Este potencial pode ser
afectado, quer no estado selvagem, quer em aquacultura, por varios factores, como
desvios no normal curso da oogénese, fraca qualidade do sémen dos reprodutores,
tamanho e idade dos reprodutores, temperatura e salinidade da 4gua. A manutencdo dos
peixes em condi¢des de cativeiro, manuseamento dos peixes, densidades de cultivo
elevadas, a falha em suprir os requisitos nutricionais adequados a cada espécie podem
induzir estados de stress mais ou menos intensos, podendo o stress também ser um factor
condicionante da qualidade de ovos.

Na bibliografia disponivel ndo foi possivel encontrar informacao relativa a qualidade de
ovos de linguado senegalés que utilizasse parametros relativos a actividade enzimatica e a
concentracdes de metabolitos de vias metabodlicas chave para o desenvolvimento, como
por exemplo o metabolismo dos hidratos de carbono ou das proteinas. Em outras espécies
os resultados de testes enzimdticos e concentragdes de metabolitos ligados aos
metabolismos supracitados puderam ser relacionados com a qualidade de ovos, através
das relacOes estabelecidas com as percentagens de viabilidade, fecundacao, eclosdo,
sobrevivéncia larvar até a abertura da boca ou até ao ponto de ndo retorno. Deste modo, o

presente trabalho procurou encontrar bio-marcadores de qualidade de ovos para esta



espécie usando dados morfofisioldgicos registados e informacao analitica obtida referente
a actividade de algumas enzimas e a concentracao de alguns metabolitos.

Os ovos utilizados no presente trabalho foram obtidos a partir do grupo de reprodutores
mantidos na Estacdo Experimental do Ramalhete, da Universidade do Algarve, na época
de reproducdo de 2006, que se estendeu desde o fim de Marco até ao fim de Junho. Estes
ovos foram obtidos deixando que os reprodutores desovassem naturalmente durante a
noite e foram colhidos na manha apds a postura. Apds recolha, os ovos foram separados
nas frac¢des flutuante e ndo flutuante, em d4gua salgada. A frac¢do flutuante foi
considerada como vidvel e a frac¢do nao flutuante considerada como nao vidvel. Mediu-
se o didmetro aos ovos provenientes da cada fraccdo , verificou-se o estado de fertilizagao
e colocaram-se a incubar até a eclosdo, nas mesmas condigdes fisico-quimicas em que
estavam mantidos os reprodutores. Investigou-se o estado energético dos ovos pela
presenca e quantificacdo de ATP. Quantificou-se ainda a presengca de metabolitos do
metabolismo dos hidratos de carbono (niveis hidratos de carbono totais, monossacaridos
(hexoses, 6-desoxihexoses e heptoses), ribose, cetoses, dcidos sidlicos, glucose-6-fosfato
e fructose-6-fosfato), bem como a actividade de enzimas intervenientes neste
metabolismo  (glucose-6-fosfatase,  glucose-6-fosfato  desidrogenase, = malato
desidrogenase). Analisou-se também a actividade de enzimas ligadas a processos
autoliticos (fosfatases 4cida e alcalina) e ligadas ao catabolismo de aminodcidos
(aspartato transaminase: transaminacio). Ovos, quer da frac¢do flutuante, quer da ndo
flutuante, foram sujeitos aos mesmos ensaios bioquimicos.

Os ovos analisados demonstraram uma tendéncia para um aumento de viabilidade nas
posturas até um mdximo, sendo que para o final da época se constatou uma maior
variabilidade na viabilidade das posturas.Nas tltimas posturas analisadas, a viabilidade
reduz-se de modo acentuado. Em termos de didmetro dos ovos, os resultados obtidos vao
de encontro aos resultados obtidos anteriormente por outros autores. Verificou-se, apos
andlise grafica, que existem diferencas entre ovos vidveis e ndo vidveis, ndo sendo no
entanto  confirmadas pelo teste estatistico = Mann-Whitney (Z=1.241451;
a=0.05)Relativamente a percentagem de fecundagdo, constatou-se que mais perto do
final da época de postura havia uma maior percentagem de ovos invidveis fecundados,

sugerindo que ovos inicialmente vidveis e fecundados poderiam ter abortado o seu



desenvolvimento. Quanto as eclosdes, salienta-se a maior estabilidade na eclosdo, com
uma taxa > 80% nas amostras 8-14 e 17-29, sendo que as restantes amostras
apresentaram maior variacdo. Relativamente aos resultados dos ensaios, verificou-se que
0s ovos vidveis possuiam maior actividade enzimdtica nas seguintes enzimas: fosfatase
acida, fosfatase alcalina, glucose-6-fosfatase, glucose-6-fosfato desidrogenase e aspartato
transaminase. Estes ovos possuiam também niveis mais elevados de ATP e ribose (tanto
na forma ligada como na forma livre). Os ovos ndo vidveis demonstraram ter maior
actividade da enzima malato desidrogenase e niveis mais elevados de monossacaridos
(hexoses, 6-desoxihexoses e heptoses), dcidos sidlicos e cetoses.

Quando correlacionados os resultados dos ensaios bioquimicos com os parametros
morfofisiologicos medidos nos ovos, apenas se obteve correlagdo entre a quantidade de
dcidos sidlicos presentes e a percentagem de fecundacdo. No entanto, esta correlagdo nao
apresentou poder explicativo algum (P<0.0001). Assim, procedeu-se a separacdo das
amostras através da utilizacdo das curvas ROC (Recieving-Operating-Characterisitcs);
procedimento que estabeleceu um valor de corte para os resultados de cada ensaio
efectuado. Conforme a estatistica do teste, valores acima/abaixo desse valor de corte
estariam associados a ovos de alta qualidade. Deste modo, procedeu-se a selec¢do das
melhores amostras, tendo por base o lote inicial de amostras. As amostras cujos valores
estavam além/aquém do valor de corte em 7 dos 10 ensaios efectuados foram
consideradas as melhores. Novamente, verificou-se a existéncia, ou ndo, de relagdes entre
os parametros morfofisiolégicos e os resultados obtidos dos ensaios de actividade
enzimitica e de concentracdo de metabolitos. Nesta nova andlise, a correlagdo
anteriormente referida entre as concentracdes de dcidos sidlicos e percentagem de
fecundacdo ndo se confirmou. Porém, trés novas relagdes foram definidas entre a
actividade da glucose-6-fosfato-desidrogenase e os niveis de heptoses e 6-desoxihexoses
com a percentagem de viabilidade (0=0.05). Tendo em conta estas relacdes propde-se o
uso da actividade da glucose-6-fosfato-desidrogenase e os niveis de heptoses e 6-

desoxihexoses como bio-marcadores de qualidade de ovos em Solea senegalensis.
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