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Resumo

Uma das caracteristicas mais marcantes da reprodug¢do em teledsteos de zonas
temperadas peixes ¢ a sazonalidade. No entanto, a reproducao ndo deve ser considerada
um fendmeno exclusivamente anual, visto poder apresentar também uma ritmicidade
lunar e didria em alguns casos. Neste estudo foram investigados os ritmos estacionais e
diarios de postura em duas espécies da familia Sparidae, na safia (Diplodus vulgaris) e
no sargo (Diplodus sargus), bem como o seu possivel controlo endogeno em condigdes
de luz constante (LL) no sargo. A época de postura da safia e do sargo, neste estudo,
teve uma duragdo de cerca de dois meses e de cinco meses, tendo deixado de desovar
abaixo dos 15° C e dos 12 ° C, respectivamente. Ambas as espécies apresentaram ritmos
diarios de postura muito marcados, ocorrendo um pico por volta das 21h00. No caso do
sargo, quando os peixes foram expostos a um fotoperiodo LL, o ritmo de postura
manteve-se durante os cinco dias de ensaio, sugerindo a presenca de um relogio
endogeno a controlar este ritmo. Contudo, apds a mudancga do ciclo LL de novo para o
fotoperiodo inicial, luz/escuridao (LD), os peixes ressincronizaram a sua postura,
atrasando-a 4 horas durante os primeiros dias, apds os quais voltaram ao ritmo de
postura inicial. Um conhecimento mais aprofundado destes ritmos em espécies
cultivadas em aquacultura representa uma mais-valia na melhora dos protocolos de
producao de ovos nas maternidades. Assim como o conhecimento da composi¢do
especifica e quantidades relativas de bactérias normalmente associadas aos ovos. Neste
estudo o numero total de bactérias presentes nos ovos de safia rondou os 10°-10° ufc.g™
e 10*-10° ufc.g”! nos ovos de sargo. Os géneros identificados nos ovos de ambas as
espécies foram Vibrio e Aeromonas, bem como Flavobacterium e Micrococcus nos

ovos de safia.

Palavras-chave: Diplodus vulgaris, Diplodus sargus,Ritmos estacionais, Ritmos
diarios, Posturas, Ovos, Flora bacteriana.



Abstract

One of the most striking features of fish reproduction is the seasonality.
However, reproduction should not be considered an exclusively annual phenomenon
since it can also show a lunar or daily rhythmicity. In this study we investigated the
seasonal and the daily spawning rhythm in two species of the Sparidae family, the
banded seabream (Diplodus vulgaris) and the white seabream (Diplodus sargus) and its
possible endogenous control in conditions of constant light (LL) in the white seabream.
The banded seabream and the white seabream spawning season, in this study, had a
duration of about two months and five months, having stopped to spawn below 15° C
and 12 ° C, respectively Both species showed very marked daily spawning rhythms,
with a peak occurring around 21h00. In the case of the white seabream, when fish were
exposed to an LL photoperiod, the spawning rhythm remained during the five days of
the experiment, suggesting the presence of an endogenous clock mechanism controlling
this thythm. However, after changing the LL cycle back to the initial light/dark (LD)
photoperiod, fish resynchronized their spawning, delaying 4 hours during the first days,
after which they returned the initial thythm. A more deepen knowledge of these
rhythms in species cultivate in aquaculture represents an advantage for the optimization
of eggs production protocols in hatcheries. As well as the knowledge of the composition
and relative amounts of bacteria, normally associated with the eggs of each species. In
this study the total number of bacteria present in banded seabream eggs was around 10’
—10° cfu.g and 10* — 10° cfu.g” in white seabream eggs. The genera identified in eggs
of both speacies were Vibrio and Aeromonas, as well as Flavobacterium and

Micrococcus in banded seabream eggs.

Keywords: Diplodus vulgaris, Diplodus sargus, Seasonal rhythms, Daily rhythm,
Spawning, Eggs, Bacterial flora.
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Introducio

1.Aquacultura

O cultivo de peixes ¢ uma pratica milenar, havendo evidéncias de que na China a
aquacultura era praticada desde 2500 a.C. mantendo e alimentando carpas em lagoas, ao
passo que os romanos comecaram a cultivar peixes em lagos. Na Europa Central os
primeiros mosteiros cristdos adoptaram a pratica de aquacultura dos romanos sendo as
principais espécies a carpa e a truta, tendo-se espalhado durante a Idade Média, em que
0 peixe era raro € muito caro nas zonas longe da costa ou dos grandes rios (Rabanal,
1988). No entanto, a melhoria dos transportes durante o século 19, levou a um aumento
da disponibilidade de peixe mesmo em zonas mais interiores, tornando a aquacultura
menos popular. J& no século 20, a partir dos anos 80, a aquacultura europeia
desenvolveu-se com fins comerciais, no Mediterraneo (robalo e dourada) e na Noruega
(salmao), regides ainda hoje com maior produ¢do na Europa.

Hoje em dia a aquacultura ¢ o sector que apresenta um crescimento mais rapido
no area da producdo alimentar, sendo responsavel por 50% do peixe consumido no
mundo, e ¢ considerado como tendo maior potencial para atender a procura crescente de
pescado (FAO 2010).

Durante muito tempo, a criagdo de peixes marinhos na regido do Mediterraneo e
Asia era baseada na captura e engorda de juvenis selvagens do mar. Contudo esta
técnica pode ter efeitos no recrutamento dos juvenis para os stocks explorados pela
pesca. Por esse motivo a necessidade da existéncia de maternidades tornou-se
indispensavel na producdo de juvenis para engorda. As primeiras maternidades tiveram
de enfrentar varios problemas, tais como a estabulacdo de reprodutores nas condi¢des
adequadas para que pudessem produzir ovos de qualidade, a definicdo de dietas
adequadas para as larvas, o estabelecimento de unidades de cultura em massa de
producdo sincronizada de alimentagdo viva, formagado de pessoal especializado e ainda o
controlo de doencas e qualidade das larvas (Moretti ef al., 1999). Também o estudo dos
ritmos e fendmenos fisicos ¢ bioquimicos periddicos que ocorrem nos peixes permite
um melhor entendimento dos ciclos biologicos destes animais, o que em aquacultura ¢
uma mais-valia permitindo uma optimizacdo nos protocolos de cultivo de peixe,

principalmente no que diz respeito ao ciclo reprodutivo.



2. Reprodugao em peixes

O conhecimento do ciclo sexual ¢ um dos aspectos mais importantes no estudo
do ciclo de vida dos recursos pesqueiros.

O processo de formagdo, desenvolvimento e amadurecimento dos gametas
denomina-se de gametogénese, ¢ o periodo de postura pode ser mais ou menos extenso
e ocorrer em intervalos regulares ou irregulares consoante a espécie. Os estimulos que
induzem o desenvolvimento e a reactivagdo das goénadas podem ser de natureza
exogena, factores ambientais como a luz, salinidade, alimento, fase da lua e
temperatura, ou endogena, acontecimentos internos relacionados com o crescimento e
com a reproducdo (Bye, 1984).

Nas espécies de zonas temperadas a desova da-se normalmente na Primavera, de
modo a que as larvas possam alimentar-se dos blooms de fitoplancton que ocorrem
nessa altura. A desova ¢ induzida por factores diferentes dos que induzem a maturagao
das gonadas, na medida em que estes factores devem ser acontecimentos ambientais de
curta duracdo, enquanto que os que induzem a maturacdo das gonadas necessitam de ter
uma influéncia mais sustentada, uma vez que ¢ um processo relativamente longo.

A maioria das espécies marinhas t€ém sexos separados € ndo mudam de sexo
durante toda a sua vida. No entanto, ha espécies que apresentam ambos 0s sexos no
mesmo individuo (espécies hermafroditas) em simultdneo ou sequencialmente (Hamlett,
2001). A maioria dos casos de hermafroditismo provém de baixas latitudes, cerca de
50% das familias de peixes teledsteos tropicais contém espécies hermafroditas. O
hermafroditismo sequencial pode ser de dois tipos: protoginico, quando as fémeas
mudam de sexo tornando-se machos e protandrico, quando os machos mudam de sexo
tornando-se fémeas. Entre os peixes teledsteos, os membros da familia Sparidae
apresentam muitas espécies hermafroditas, tanto protoginicas (pargo, choupa, boga)
como protandricas (besugo, goraz). A mudanga de sexo nas espécies hermafroditas faz-
se quando se verificam vantagens adaptativas nessa mudanca (Shapiro, 1984).

A fecundagdo pode ser interna, quando ocorre no corpo do individuo que produz
os ovulos, ou externa, quando ocorre no meio ambiente fora do corpo. Os peixes 6sseos
reproduzem-se por fecundagdo externa em que a fémea liberta grandes quantidades de
odcitos para a agua, ao mesmo tempo que um macho ou varios machos libertam
esperma, de maneira a garantir a hipotese de encontro entre os gametas originado o

maior nimero de zigotos. No entanto, apenas um pequeno numero de zigotos consegue



sobreviver as adversidades do meio ambiente e chegar a adultos, dando continuidade a
espécie.

O ovo fecundado passa por varios estados de desenvolvimento até ao momento
da eclosdao. Segundo Kamaci et al (2005), na dourada (Sparus aurata) a uma
temperatura de 18.5°C, o ovo comeca as primeiras divisdes celulares cerca de 1:00h
apos a fecundagdo, atingindo o estado de morula apods cerca de 4:00h. Os estadios
seguintes, blastula, gastrula e neurula ocorrem entre as 6:00 e as 16:00h apds a
fertilizagdo, sendo que a partir das 18:00h j& ¢ possivel ver o embrido. No entanto, a
velocidade a que o ovo se desenvolve depende muito das condigdes de incubagao,

principalmente da temperatura.

3. Ritmos bioldgicos

O ambiente na terra ¢ caracterizado por varias alteracdes ciclicas que ocorrem
com periodicidades diferentes: a periodicidade anual, que estd relacionada com a
rotagdo da Terra a volta do sol, a periodicidade lunar associada com a rotagdo da lua a
volta da Terra, e a periodicidade diaria, alteragdo entre luz e escuridao, associada a
rotagdo da Terra sobre o seu eixo.

Estes ciclos actuam nos organismos vivos levando ao aparecimento de
osciladores moleculares ou reldgios bioldgicos, que lhes permite medir o tempo e
antecipar estas alteragdes ciclicas no ambiente. O relogio bioldgico ¢ sincronizado por
factores ou sinais denominadas de “Zeitgebers” que podem ser abidticos e /ou bidticos.
Nos factores abidticos destacam-se os ciclos de luz e temperatura como as de maior
relevo no comportamento diario e nos ritmos moleculares (Aschoff, 1981; Ruoff and
Resing, 2004), tendo também um importante papel nos ritmos sazonais, como a
reprodugcdao dos peixes (Bromage et al., 2001; Clark ef al., 2005). O periodo de
alimentagdo ¢ o factor bidtico apontado como um forte sincronizador, uma vez que os
peixes alimentados @ mesma hora durante varios dias demonstraram maior actividade
locomotora e digestiva antes do momento da alimentagao (Vera et al., 2007).

Os ritmos biologicos sdo inicialmente sincronizados pelos ciclos ambientais,
iniciando ou ajustando a sua periodicidade, e a posteriori podem ou nao ter uma origem
endogena, que ¢ determinada pela persisténcia dos ritmos na auséncia dos estimulos
ambientais (Cymborowski, 2010). Os ritmos bioldgicos podem ser classificados como:
ritmo didrio, quando a frequéncia oscilatoria estd dentro das 24 horas, ou ritmo

circadiano quando o ritmo continua dentro de condi¢cdes ambientais constantes. Quando

3



a periodicidade ¢ menor que um dia (< 20h) o ritmo ¢ chamado de ultradiano e para uma
periodicidade maior que um dia (> 28h) ¢ classificado como infradiano, neste ultimo
estdo inseridos os ritmos circalunar, ciclo lunar com periodicidade de cerca de 29 dias, e
o circanual associado a periodicidade anual (relacionado com a sazonalidade).

O termo circadiano deriva das palavras Gregas circa (cerca) e dian (dia). Na
auséncia de um sinal temporal, ou seja, em condigdes ndo ciclicas do ambiente como
por exemplo na escuriddo e a uma temperatura constante, os ritmos demonstram um
periodo natural que ¢ proximo, mas diferente do encontrado durante o dia. Nestas
condi¢des € normalmente usado o termo tempo circadiano (CT) referindo-se ao tempo
do reldgio interno. A maioria dos ritmos estdo sincronizados com os ciclos ambientais,
como tal os cronobiologistas referem-se ao tempo como definido por estes ciclos
ambientais de “Zeitgeber time” (ZT), em que um ciclo de 24 horas consiste em 12 horas
de luz (ZTy ao ZT);) e 12 horas de escuriddo (ZT,, ao ZT,4). No entanto, uma vez que a
periodicidade do relogio interno ¢ normalmente diferente de 24 horas, CT ndo ¢ o
mesmo que ZT (Cymborowski, 2010).

Uma propriedade importante nos ritmos circadianos € a compensacao de
temperatura dos seus periodos, sendo este um pré-requisito completamente funcional
para o mecanismo de qualquer relégio. A taxa da maioria dos processos fisiologicos
aumenta o dobro com um aumento de 10°C na temperatura, no entanto nao se verifica
nos ritmos circadianos visto que os seus periodos se mantém constantes dentro de um
grande intervalo de temperatura, o que indica a possivel existéncia de um mecanismo
compensatdrio de alteragdes induzidas pela temperatura (Cymborowski, 2010).

Um sistema circadiano basico (figura 1-A) inclui receptores ambientais, uma via
de entrada bioquimica e/ou biofisica, o proprio reldgio bioldgico e uma via de saida que
leva a oscilagdo do ritmo (por exemplo, a melatonina) (Falcon et al, 2007 e
Cymborowski, 2010). Contudo com o aumento da complexidade dos organismos ha um
aumento da necessidade de ter reldgios especificos para diferentes fungdes fisiologicas
(figura 1-B), tendo sido encontrados relogios nos tecidos nervosos, glandulas
endocrinas, gonadas, etc. (Cymborowski, 2010).

Nos animais existe normalmente um reldégio central principal localizado no
cérebro, sendo os reldgios localizados noutras zonas do corpo chamados de reldgios
periféricos. A componente chave no sistema circadiano dos vertebrados ¢ o o6rgdo
pineal, responsavel pela transdugdo dos sinais ambientais num sinal hormonal, a

melatonina, que ¢ produzida e libertada em grandes quantidades para a corrente
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sanguinea durante a noite (Falcon ef al., 2007). Nos mamiferos o relogio circadiano
localiza-se no nucleo supraquiasmatico (SCN), que recebe a informagao fotica dos olhos
laterais e regula a produ¢do da melatonina no 6rgdo pineal através da via multisinéptica,
em vez de se localizar no 6rgdo pineal, pois nestes organismos perdeu a sua capacidade
fotossensivel (Falcon et al., 2007). Nos peixes o 0rgdo pineal mantém a sua
fotossensibilidade e apresenta um oscilador auto-sustentavel, o que indica a presenca do
relogio circadiano neste 6rgdo, sendo que a biosintese de melatonina ocorre neste 6rgao

€ na retina.

Ritmo manifestado:

Y

1 B,
1 cuviudae 1oLoimoLlord,
] fl

]

¢ !, Relégio
periférico

=== Saida

Figura 1: Representacdio esquematica de um sistema circadiano basico (A) e de um sistema
circadiano com relogios periféricos (B) (adaptado de Cymborowski, 2010)

O fotoperiodo determina o comprimento da elevacdo de melatonina, no entanto a
temperatura também desempenha um papel importante no ritmo da melatonina, pois
determina a sua amplitude. O perfil de melatonina no plasma muda consoante a estagao
do ano, sendo que nos peixes apresenta curta duracdo e amplitude elevada no Verdo, e
longa duracdo e baixa amplitude no Inverno, com situagdes intermédias na Primavera e
Outono. Assim, o perfil de melatonina no plasma ¢ um indicador tanto do comprimento

do dia como da estacdo do ano (Falcon et al., 2007).



3.1.Ritmos de reprodugdo em peixes
a) Ritmos sazonais

A sazonalidade ¢ uma das caracteristicas mais marcantes nos peixes, com 0s
eventos de desenvolvimento e maturagdo sincronizados com as alteracdes sazonais ¢
climéaticas, comprimento do dia e fontes de alimento, permitindo que os juvenis sejam
criados quando as condi¢des ambientais sdo mais adequadas a sua sobrevivéncia
(Bromage et al., 2001).

Sao vérios os factores ambientais apontados como possiveis sinais para o ciclo
reprodutivo incluindo o fotoperiodo, temperatura, chuva, alimentacdo e hormonas, no
entanto ¢ o padrdo sazonal de alteragdes no comprimento do dia o provavel responsavel
pelo timing da reprodu¢do da maioria dos peixes. Foi ja demonstrado ser o principal
determinante nos salmonideos, em alguns esparideos, nos sciaenideos e serriolideos e
também na perca e na tainha, constituindo a maioria das espécies cultivadas

intensivamente (Bromage et al., 2001).

Nos peixes teledsteos, a postura estd programada para ocorrer durante um
aumento ou diminui¢do do fotoperiodo, de acordo com as preferéncias de cada espécie.
A sincronizacdo da reprodugdo pelo fotoperiodo parece ter como mediador o orgdo
pineal, que como ja foi referido anteriormente, desempenha um papel chave na
regulagdao dos ritmos diarios e sazonais através da producao de melatonina (Amano et
al., 2000; Bromage et al., 2001; Bayarri et al., 2004; Falcon et al., 2007).

As modificagdes na taxa de variagcdo do ciclo anual de luz induzem alteragdes
profundas no tempo da maturacdo e postura, no entanto os componentes de aumento e
diminui¢do das alteragdes sazonais do fotoperiodo podem ser substituidos por outras
combinagdes do comprimento do dia ou por fotoperiodos de comprimento constante

(Bromage et al., 2001).

b) Ritmos Lunares

Outro factor ambiental usado por alguns peixes teledsteos para o comego da sua
actividade reprodutiva ¢ o ciclo lunar. Esta influéncia verifica-se principalmente em
peixes que habitam zonas tropicais, onde as alteragdes sazonais de temperatura e
fotoperiodo sdo minimas. (Petersen & Hess, 1991; Rahman et al., 2002). Segundo
Rahman et al. (2000) os ritmos lunares ¢ de maré sdo sincronizadores dos Orgados

endocrinos de peixes induzindo o inicio da maturagao da goénada e da postura.
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A fase lunar activa a sincronizagao no passo final da actividade reprodutiva, p.e,
no Siganus sp. existe uma correlagdo entre os esterdides sexuais da gonada e o ciclo
lunar (Rahman et al., 2003). No entanto, esta influéncia ndo esta patente s6 nas zonas
tropicais, no linguado o ciclo lunar parece ter influéncia nos niveis de esterdides sexuais
nos machos ¢ fémeas, sendo mais elevados na lua cheia e significativamente mais
baixos durante a lua nova (Oliveira et al., 2010). A fase lunar também parece
influenciar a quantidade de ovos libertada, no linguado verificou-se uma preferéncia
para desovar a partir do Gltimo quarto e na lua nova, com uma menor percentagem de
desovas durante a lua cheia (Oliveira et al., 2009). J4 na dourada a quantidade de ovos
recolhidos nos dias de lua cheia foi quase o dobro do que se obteve durante a lua nova,
sendo esta fase lunar a que apresentou menor quantidade de ovos (Saavedra e Pousdo-

Ferreira, 2006).

c¢) Ritmos diarios

A reproducdo nos peixes € um processo tipicamente sazonal na maioria das
espécies que vivem nas latitudes temperadas. No entanto, a reproducdo nao deve ser
considerada um fendomeno exclusivamente anual, uma vez que também mostra uma
ritmicidade lunar e diaria. Os ritmos comportamentais dirios, tais como a alimentagao e
actividade locomotora, ja sdo bem conhecidos para muitas das espécies de peixes (Vera
et al., 2006; Vera et al., 2007), bem como os ritmos de secre¢ao dos factores
neuroendocrinos, que tém sido bastante estudados nas ultimas duas décadas (Bolliet et
al., 1996; Cahill, 1996; Bayarri et al., 2004; Oliveira et al., 2009). No entanto, ndo
existem ainda muitos estudos ao nivel dos ritmos de postura. Na Dourada (Sparus
aurata) verificou-se a existéncia de um ritmo de postura de 24h, com um pico antes do
anoitecer, ¢ uma capacidade de ressincronizagdo gradual apds uma inversao de 12h no
ciclo luz-escuridao (LD) (Meseguer et al., 2008). No linguado (Solea senegalensis) foi
visivel um ritmo de postura nocturno, com a postura a comecar imediatamente depois
do anoitecer (Oliveira et al., 2009). Ambas as espécies mantiveram a sua ritmicidade
durante alguns dias apds a alteragdo dos fotoperiodos, sugerindo a existéncia de um
relogio endogeno que controla o ritmo diario de postura nestas duas espécies (Oliveira

et al., 2009 e Meseguer et al., 2008).



4. Qualidade de ovos de peixe e microflora ambiental

A qualidade do ovo foi definida por Kjersvik et al. (1990), como “o potencial do
ovo produzir larvas viaveis” e seria determinada quando o ovo desovava e era
fertilizado. Os critérios morfologicos, bem com as taxas de fertilizagdo e eclosao,
podem ser um indicativo da qualidade dos ovos, mas nao nos dizem nada sobre quais os
factores que determinam a qualidade do ovo. No entanto, a qualidade dos ovos de peixe
pode ser afectada por varios factores: idade materna e factor de condicdo, timing do
ciclo de postura, processos de sobrematuragdo, factores genéticos e por propriedades
intrinsecas do proprio ovo (Kjersvik ef al., 2003). Para além destes deve-se considerar
também a presenca de bactérias na superficie do ovo ou no seu interior, uma vez que
podem influenciar a sua viabilidade, e qualidade (Bergh, 1999) e que podem depender
da microflora existente na agua.

A composicao bacteriana da agua pode variar muito dependendo do tipo de
agua, e ¢ influenciada pelo contetdo em sais, matéria organica, pH, turbidez e
temperatura. A maioria das bactérias marinhas sdo halofilicas, ou seja, precisa de NaCl
para um desenvolvimento Optimo, apresentando um melhor crescimento em
concentragdes de sal de 2.5-4.0 %, podendo ser classificadas através do seu optimo de
sal: entre 2-5 % como fracamente halofilicas, entre 5-20 % moderadamente e 20-30 %
extremamente halofilicas. Em dguas costeiras podem também existir bactérias terrestres
que possuam um melhor crescimento em agua doce e que sao viaveis no mar apenas por
um periodo de tempo limitado (Rheinheimer, 1992).

A maioria das bactérias marinhas s3o Gram negativas (através do método de
coloragdao de Gram), com mobilidade e anaerdbias facultativas, no entanto crescem
melhor na presenga de oxigénio. Existem relativamente poucas aerdbias obrigatorias e
ainda menos anaerobias obrigatorias (Rheinheimer, 1992). A temperatura optima para o
seu crescimento estd normalmente entre os 18 e os 20° C. As bactérias psicrofilas
facultativas conseguem crescer bem a 0° C, no entanto o seu 6ptimo ¢ a 20° C ou mais,
as psicrofilas obrigatorias t€ém um crescimento optimo a menos de 20° C (Rheinheimer,
1992).

Morfologicamente as bactérias marinhas podem ser compostas por células de
varias formas, sendo a maioria correspondente aos quatro tipos basicos: cocos, bacilos,
vibrios e espirais. As formas filamentosas e ramificadas também s3o encontradas no
meio marinho mas em menor nimero (Rheinheimer, 1992). Os géneros e familias a que

correspondem as bactérias encontradas no meio marinho sao numerosos. De acordo com
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Starr et al. (1981) os géneros Pseudomonas, Beneckea, Vibrio, Spirillum, Alcaligenes ¢
Flavobacterium estdo fortemente distribuidos nas regides marinhas.

A matéria organica particulada, o plancton e as superficies solidas podem ser
fortemente colonizadas por bactérias. A microflora aderente varia de alguns pontos
percentuais para 94% do ntimero total de bactérias, dependendo da abundancia e da
composi¢ao em superficies adequadas e disponibilidade de nutrientes na dgua (Hansen
& Olafsen, 1989). Sabe-se que a superficie dos ovos de peixe ¢ um habitat para a
colonizagdo ¢ crescimento bacteriano. No entanto o ambiente confinado e rico em
nutrientes da incubagdo intensiva de ovos apresenta uma microflora diferente daquela
encontrada no oceano, o que pode afectar a relacio comensal entre a microflora
indigena normal e as estirpes autoctones adversas ou patogénicas oportunistas nas
superficies mucosas de ovos e larvas (Hansen & Olafsen, 1989).

Quando a larva eclode o saco vitelino fica exposto tanto as bactérias que se
encontram na superficie do ovo como as que estdo presentes no ambiente envolvente.
Essa exposicdo do saco vitelino a bactérias patogénicas e oportunistas pode resultar em
doengas e mortalidades. Segundo Bergh (1999), os diferentes padrdes de mortalidade
reflectem as diferentes estratégias ecologicas da bactéria se desenvolver. Apontando trés
estratégias: a estratégia ecoldgica da Flexibacter ovolyticus (p.e), que € directamente
patogénico para o ovo, teria que ter a capacidade enzimatica de penetrar ou pelo menos
danificar o cérion do ovo, ou a capacidade de acumular tdo grande quantidade a
superficie que impediria a troca de oxigénio ou de outros metabolitos; ja a estratégia
apresentada pela Vibrio anguillarum e a Aeromonas Salmonicida, que aparentemente
ndo necessitam da capacidade de penetrar o corion do ovo e que, no entanto, podem
aderir a superficie do ovo e infectar a larva pos-eclodida, provocando a mortalidade nos
estadios de vida posteriores a larva com saco vitelino; uma terceira estratégia seria a das
bactérias patogénicas intra-ovulares que poderiam causar a mortalidade directa no
estado de ovo, ou representar um meio através do qual o agente patogénico ¢
transmitindo verticalmente para fases posteriores da vida do hospedeiro (Bergh, 1999).

Nos géneros Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, ¢ Cytophaga estao incluidos
patogenos e ¢ comum isola-las de peixes saudaveis normais, mas apenas algumas destas
bactérias possuem o factor de viruléncia necessaria para induzir uma doenga (Cahill,
1990).

Em ovos de salmao as espécies Cytophaga e Pseudomonas foram isoladas de

ovos embrionados saudaveis, ja nos ovos mortos foram isoladas principalmente espécies
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de Pseudomonas fluorescentes. Também foram isoladas Aeromonas hydrophila tanto
dos ovos vivos como da agua. As espécies de Pseudomonas isoladas dos ovos mortos
foram provavelmente estimuladas pela lixiviacdo de nutrientes do ovo morto sendo
pouco provavel que sejam a causa da morte. Neste caso as condigdes fisicas e quimicas
do ambiente foram considerados os principais factores que asseguraram a sobrevivéncia
dos ovos, uma vez que ndo foram isoladas nenhumas bactérias patogénicas responsaveis

pela mortalidade de ovos (Bell et al., 1971 in Cahill, 1990).

5. Caracterizacao das espécies

A safia, Diplodus vulgaris (Geoffroy Saint-Hilaire, 1817) é um teledsteo
marinho da familia Sparidae, possui o corpo alongado e apresenta geralmente cor
cinzenta, podendo variar entre o acastanhado e o esverdeado, € uma banda preta na nuca
até a margem superior do opérculo e outra ao longo do pedunculo caudal (figura 2). A
barbatana dorsal apresenta onze a doze espinhos e a barbatana anal trés. O tamanho
maximo registado foi de 45cm e um peso maximo de 1,3 Kg. E uma espécie eurialina
bentopelagica que se encontra em zonas de fundo rochoso ou arenoso, a profundidades
que podem ir até aos 160 m, sendo mais comum dos 0 aos 30 m. Os juvenis sdao por
vezes encontrados em pradarias de ervas marinhas e os adultos habitam 4guas costeiras

de clima subtropical. A sua distribuicdo esta representada na figura 3.

Figura 2:Safia (Diplodus vulgaris) Figura 3:Distribuicdo geografica da Safia (Diplodus vulgaris)
www.oceanario.pt/cms/248/ www.pesca-embarcada.com/informacoes/peixes/html/peixe_sargo_safia.html

7

A sua dieta ¢ constituida principalmente por crustaceos, moluscos e vermes. E
uma espécie hermafrodita potencial, em que os individuos apresentam no estado juvenil,

gonadas imaturas intersexuais (Henriques, 1997), atingindo a maturacdo como fémeas
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ou como machos, sendo que a idade de primeira maturagdo ocorre aos dois anos com
cerca de 15 a 20 cm de comprimento.

As épocas de reproducdo variam consoante a distribuicdo geografica, sendo que
no Mediterraneo Oeste ocorre de Outubro a Novembro, na regido Este de Dezembro a
Janeiro. Os ovos pelagicos sao esféricos, com superficie transparente (Henriques, 1997).
A safia possui valor econdmico na pesca comercial, na aquariofilia e também na pesca
de recreio.

O sargo, Diplodus sargus (Linnaeus, 1758) ¢ também um teledsteo marinho da
familia Sparidae, tem o corpo comprimido lateralmente e apresenta cor cinza prateado
(figura 4). A barbatana dorsal normalmente apresenta onze a doze espinhos e a
barbatana anal trés. O tamanho maximo observado foi de 45cm sendo o mais comum

25cm. A sua distribui¢ao geografia encontra-se representada na figura 5.

Figura 4:Sargo (Diplodus sargus) Figura 5:Distribui¢do geografica do Sargo (Diplodus sargus)
http://www.oceanario.pt http://species-identification.org/index.php

O sargo ¢ um peixe bentopelagico que se encontra normalmente em zonas
costeiras. Usam os estudrios como maternidade, e os seus juvenis habitam fundos
rochosos e pradarias de ervas marinhas, encontrando-se em profundidades até aos 150
metros. Sao omnivoros, alimentando-se de algas e invertebrados benténicos (FAO
2010).

Em termos reprodutivos sdo animais protandricos hermafroditas, sendo machos
no inicio de vida podendo posteriormente desenvolver-se para fémea. No golfo de Tunis
a sua actividade sexual comeca em Janeiro e estende-se até Junho, e a postura estende-
se de Mar¢o a Maio apresentando um pico nos meses de Marco — Abril (Mouine ef al.,
2007). A medida que diminui a latitude o periodo de postura comega mais cedo ¢ a sua

duracdo aumenta de 3 para 5 meses (Mouine et al., 2007 e Morato et al., 2003). Um
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periodo de postura mais longo indica que também as condi¢des ambientais favoraveis a
eclosdo e desenvolvimento larvar, estdo disponiveis por um maior periodo de tempo

(Gongalves et al., 2003). Os ovos, tais como os da safia sdo transparentes.

6. Objectivos

Todos os membros da familia Sparidae do Mediterraneo aparecem como
potenciais espécies com interesse para a aquacultura, devido ao seu preco de mercado
ser satisfatorio, ao bom desempenho do crescimento e a sua facil adaptacao ao cativeiro
(Abellan & Garcia-Alcazar, 1995).

Como ja foi referido anteriormente as primeiras maternidades tiveram de
enfrentar diversos problemas, como tal um conhecimento mais aprofundado nos ritmos
de postura nas espécies cultivadas podera ser uma mais-valia na producdo de ovos para
as maternidades; conhecer o momento do ano e do dia em que ocorre a postura permite
optimizar os protocolos de recolha dos ovos, levando a uma menor mortalidade e
melhor qualidade dos mesmos e consequentemente maior sobrevivéncia nas fases
posteriores. Como tal o primeiro objectivo desta tese foi o de estudar os ritmos de
postura de duas espécies da familia Sparidae, Diplodus vulgaris e Diplodus sargus. Por
um lado, caracterizar os ritmos estacionais, descrevendo a €poca de reprodugdo de cada
espécie; e por outro, investigar a existéncia de ritmos didrios de postura. Foi também
investigado o possivel controlo enddgeno dos ritmos diarios em condi¢des de luz
constante no caso do sargo.

Outro aspecto importante para as maternidades e em qualquer sistema de cultivo
¢ o de determinar a composicao especifica, quantidades relativas e potenciais fontes de
bactérias normalmente associadas aos ovos e larvas nos diferentes estados de
desenvolvimento, com o objectivo de definir protocolos de incubacdo que permitam a
optimizacdo da taxa de eclosdo Assim o segundo objectivo deste estudo ¢ o de
identificar as espécies de bactérias e a sua respectiva abundancia nos ovos de peixe de

ambas as espécies, Diplodus vulgaris e Diplodus sargus, no periodo da colheita
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Material e métodos

O presente estudo foi realizado nas instalagdes da Estacdo Piloto de Piscicultura
de Olhao (EPPO) do INRB, I.P. — IPIMAR, usando os reprodutores das espécies

Diplodus vulgaris (safia) e Diplodus sargus (sargo) estabulados nesta Estacao.

Condigdes de estabulagdo

Os reprodutores de safia e sargo encontravam-se em tanques que funcionavam
em sistema aberto com fotoperiodo natural. A temperatura da agua foi controlada de
acordo com o estabelecido pela EPPO. As caracteristicas dos lotes de reprodutores de
ambas as espécies, bem como as condi¢des de estabulacdo em que se encontravam estdo

resumidas na tabela 1.

Tabela 1 Condigdes de estabulacdo e caracteristicas dos lotes

Tanques Agua Peixes

Safia

8,2 L5 3tl 143-20 |21 823021764 33684261 L7283 211

Sargo

(=2

1462,5£253,13 41,7278 26325 L4

10,6 L5 LIE 1-244 |1

Ambos os tanques foram monitorizados ao longo da época de postura de cada
espécie, tendo sido recolhidos diariamente os dados de temperatura, salinidade e O,
dissolvido utilizando um medidor multiparametro.

A propor¢ao de sexos era desconhecida em ambas as espécies. Os peixes eram
alimentados uma vez por dia entre as 11h00 e o 12h30, alternando entre pota (///ex

argentinus), sardinha (Sardina pilchardus) e ragdo da Skretting Vitalis-Repro (8§mm).
No sentido de avaliar a variagdo da qualidade das posturas foram efectuados

ensaios onde a qualidade das posturas foi relacionada com os ritmos estacionais, diarios

€ com a sua composi¢ao bacterioldgica.
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A - Ritmos de postura
Experiéncia 1: Ritmos estacionais de postura

Para caracterizar as €pocas naturais de postura das duas espécies em estudo, os
tanques estavam equipados com colectores de ovos, nos quais se verificava a presenca
de ovos diariamente entre as 10h00 e as 11h00. Nos dias em que se verificava a
ocorréncia de uma postura era feita a separagdo dos ovos viaveis dos ndo viaveis. Os
ovos eram colocados num copo com agua de mar, e apos algum tempo os ndo
fecundados ou mortos afundavam e os viaveis mantinham-se na superficie permitindo a
sua separacao. Depois de separados foi feita a pesagem de ambas as por¢des. Na por¢ao
de ovos viaveis foi ainda determinada a taxa de eclosdo utilizando trés replicados de 30
ovos, em que ao fim de dois dias se verificou o numero de larvas eclodidas. As
flutuagdes das posturas ao longo da €poca foram posteriormente relacionadas com
parametros da agua, como temperatura ou oxigénio, que foram monitorizados todos os

dias.

Experiéncia 2: Ritmos diarios de postura

Como segundo objectivo deste trabalho, pretendeu-se estudar os ritmos diarios
de postura. Depois de caracterizar as flutuagdes estacionais, pretendemos investigar qual
a hora que cada uma destas espécies escolhe para desovar. Para responder a esta
pergunta usamos um colector de ovos autdbnomo e automatico desenvolvido na
universidade de Murcia, Espanha (Meseguer et al., 2008).

O colector de ovos era formado por duas partes: uma mecanica e outra eléctrica.
A componente mecanica era constituida por uma caixa estanque de aco inoxidavel que
continha o equipamento electronico (figura 6-1). A cobertura, composta pelo interruptor
(figura 6-a) e um ponto para carregar a bateria (figura 6-b), estava ligada a um suporte
de polietileno atravessado por uma haste de ago inoxidavel que ligava a parte eléctrica
ao distribuidor. O distribuidor (figura 6-2) era circular e feito de PVC. Todos os
compartimentos tinham um buraco coberto com rede para a drenagem da adgua. O fundo
do distribuidor estava coberto com a mesma rede de 500 mm.

A componente eléctrica do colector consistia na bateria, que conferia a
autonomia, o circuito de controlo electronico e solenodide. O dispositivo eléctrico podia
ser programado para fazer o distribuidor rodar em intervalos de tempo desde 5 s até 120

min., permitindo saber a que horas os ovos eram libertados do tanque.
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Figura 6 Constituicio do colector de ovos autonomo. 1 - componente mecanica; 2 -

distribuidor; a - interruptor; b - entrada do carregador debateria.

As posturas foram monitorizadas usando o colector de ovos autéonomo referido
anteriormente programado para intervalos de 2 horas, localizado na saida de agua do
tanque dos reprodutores, o que permitia a colheita de ovos periddica e a identificagdao do
momento do dia em que os ovos eram libertados do tanque. O colector era ligado as
14h00 e a recolha dos ovos dos diferentes compartimentos do distribuidor feita no dia
seguinte entre as 10h00 e as 11h00. O volume total de ovos e os parametros de
qualidade (taxas de eclosdo), bem como o estado de desenvolvimento dos ovos, foram
determinados para cada um dos intervalos de tempo, como descrito anteriormente.

As posturas da safia foram monitorizadas em 21 dias (15 de Janeiro a 9 de

Fevereiro), e as de sargo em 27 dias (entre 2 de Fevereiro a 29 de Abril).

a) Ritmos circadianos de postura no sargo
Para determinar a presencga de um possivel controlo endégeno dos ritmos diarios
de postura no sargo, os reprodutores desta espécie foram expostos inicialmente ao
fotoperiodo normal LD (10h luz - 14h escuridao) e depois a condi¢des de luz constante
(LL) durante cinco dias. Durante este periodo os ritmos diarios de postura foram
monitorizados como descrito anteriormente. Apds este periodo, os peixes voltaram a ser

expostos ao fotoperiodo inicial, com um ciclo luz/escuriddo LD.



B- Colonizacido Bacteriana dos ovos

Para a caracterizacdo bacteriologica dos ovos de ambas as espécies, foram
efectuadas trés colheitas de ovos em diferentes alturas da época de postura. Para a safia
a primeira colheita foi feita em Dezembro e as seguintes em Fevereiro, enquanto que no
sargo foram recolhidas amostras uma vez em Janeiro, outra em Marco e a ultima em
Junho. Foi efectuada a identificag¢do bacteriologica a 15 de Dezembro nos ovos de safia
e a 14 de Janeiro nos ovos de sargo. Em cada ponto foi usada uma amostra de 200 ovos,
ndo desinfectados, macerados e transferidos para 2ml de solu¢do salina a 1.5%. O
volume total foi entdo ajustado para 10ml. Destes 10ml foram feitas mais 4 diluicdes,
ficando assim com 5 dilui¢des (0, -1, -2, -3 e -4). Para a contagem e identificacdo das
unidades formadoras de colonias (UFC) foi usado um meio de cultura ndo especifico
Triptic Soy Agar (TSA), para contagem do numero total de bactérias aerobias, e um
meio de cultura para identificagdo de vibrios Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar
(TCBS Chorella). No meio de TSA foram usadas as dilui¢des do -1 ao -4 € no meio de
TCBS as dilui¢des do 0 ao -3. Foram inoculados 100 pl de cada dilui¢do e espalhados
nas placas de agar em triplicado. As placas foram encubadas a 24°C na estufa, e as
contagens das unidades formadoras de colonias foram feitas apds 2 e 7 dias. O numero
de unidades formadoras de colonias por g (ufc’s g') foi estimado tendo em conta o
factor de dilui¢ao e o peso dos 200 ovos por espécie.

Apo6s os 2 e os 7 dias algumas das coldnias foram inoculadas em placas de TSA
para posterior identificacdo. Os testes para determinagdo das caracteristicas bioquimicas

das bactérias isoladas foram feitos de acordo com Holt (1994) e Buller (2004).

Analise de dados

As analises estatisticas foram efectuadas usando o Excel, o SPSS e um software
de Cronobiologia (CRONOBIO, D. Noguera, Universidade de Barcelona, Espanha).

As series de dados das posturas diarias foram analisadas usando o SPSS e o
Cosinor. No Cosinor a “amplitude” (distancia entre o ponto maximo ¢ minimo da escala
de tempo ao valor médio da série temporal), o “mesor” (média da série de tempo), € a
“acrophase” (pico em relagdo a escala de tempo) (figura 7) foram estimados conforme
determinado pela aproximacdo dos minimos quadrados da fun¢do cosseno. Os dados
dos estados de desenvolvimento, e gramas de ovos dos varios dias e da média dos dias

foram submetidos a “one-way” ANOVA, com nivel de significancia de p<0,05. Os
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dados das taxas de eclosdao foram analisados através do teste “t de student”. Foi feita

também uma “one-way” ANOVA para comparar os trés pontos de microbiologia.
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Resultados

Experiéncia 1: Ritmos estacionais de postura

Safia

A primeira postura da safia ocorreu a meio de Dezembro e a época de reprodugdo desta
espécie estendeu-se até Fevereiro (figura 8). Durante este periodo, a temperatura oscilou

entre 14,3° ¢ 20° C.
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Figura 8 Evolugio da quantidade diaria de ovos, em gramas, ao longo da época de reproducio
da safia (Diplodus vulgaris).

No inicio da época a quantidade de ovos variou entre 1g e 60g. Durante toda a
época de postura verificaram-se seis dias com maior quantidade de ovos (figura 8). O
primeiro ocorreu a meio de Janeiro, apos uma descida seguida de uma subida de 4° C,
apresentando um total de 172g de ovos dos quais cerca de metade eram invidveis. O
segundo pico aconteceu no inicio de Fevereiro, tendo ocorrido durante uma descida de
aproximadamente 1° C, com cerca de 41% de ovos invidveis. Os seguintes pontos
ocorreram apos pequenas variacdes de temperatura, dois dos quais aconteceram durante

descidas da temperatura e outros dois apds subida de temperatura.
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Sargo

As posturas do sargo tiveram inicio em Janeiro e terminaram em Junho, tendo a

temperatura da agua oscilado entre 11° e 24,4° C durante este periodo (figura 9). A

quantidade de ovos diaria variou ao longo de toda a época de postura. No entanto,
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verificou-se que no inicio e no fim da época as posturas apresentaram valores mais
baixos. Entre Fevereiro e Junho registaram-se varios picos na quantidade de ovos. Em
Fevereiro a quantidade maxima de ovos ndo ultrapassou os 800g e em Margo ocorreu
um pico de 868g de ovos, tendo atingido o maximo a 23 de Abril com 1021g de ovos.
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Figura 9 Evolucgio da quantidade diaria de ovos

do sargo (Diplodus sargus).

Em Maio as posturas voltaram a ndo ultrapassar as 800g de ovos. Em grande

parte dos casos, as posturas com mais gramas de ovos ocorreram durante ou apos

alteracdes na temperatura da dgua, alguns acontecem apds uma descida seguida de uma

subida, noutros durante subida ou ligeira descida da temperatura (figura 9).
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Experiéncia 2: Ritmos didrios de postura

a) Quantidade de ovos ao longo do dia

Safia

No grafico que descreve a evolugdo das posturas ao longo de 5 dias ndo
consecutivos (figura 10a) ¢ evidente a repeticdo de uma oscilagdo. No entanto, ndo ¢

clara a hora em que se produz um pico na quantidade de ovos.
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Figura 10 (a) Ritmos diarios de postura na safia (Diplodus vulgaris) durante cinco dias ndo
consecutivos em condigdes LD. (b) Onda média do ritmo diario de postura. As barras horizontais

pretas e brancas no topo dos graficos representam as horas correspondentes a noite e ao dia,
respectivamente.
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No que diz respeito a onda média das gramas de ovos (figura 10-b) observaram-
se dois picos, as 23h00 e as 07h00. No entanto, a aplicagdo da andlise ANOVA nao
revelou a presenca de diferencas significativas. Os resultados do COSINOR deram uma

acrofase as 00h18, com um mesor de 5,25g de ovos/2h ¢ uma amplitude de 2,11g de

ovos/2h, no entanto o p > 0,05.

Sargo
No que diz respeito aos ritmos de postura no sargo observou-se um padrdao muito

marcada, com o pico de postura observado entre as 21h00 e as 23h00 (figura 11-a).
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Figura 11 (a) Ritmos diarios de postura no sargo (Diplodus sargus) durante cinco dias ndo

consecutivos em condi¢cdes LD. (b) Onda média do ritmo diario de postura. As barras
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horizontais pretas e brancas no topo dos graficos representam as horas correspondentes a noite e
ao dia, respectivamente. As diferentes letras indicam diferentes significancias estatisticas (one-

way ANOVA).

O mesmo se verificou ao calcular a onda média (figura 11-b), em que o pico de
postura ocorre as 21h00. Ambos os resultados foram significativos quando submetidos a
“one-way” ANOVA e através do COSINOR (p<0,0001). Os resultados do COSINOR
apresentaram um mesor de 33,75g de ovos/2h, uma amplitude de 34,23g de ovos/2h e

uma acrofase as 00h00.

b) Estados de desenvolvimento dos ovos

No tanque das safias foi possivel ver ovos no inicio do desenvolvimento em
apenas algumas células, como se verifica na figura 12-A, onde se encontram ovos de

quatro e oito células.

A B C

Figura 12 A) ovos de safia (Diplodus vulgaris) em quatro células (a), oito células (b) e em
morula (¢) com uma ampliacao de 20x (4x5x); B) ovos de sargo (Diplodus sargus) em blastula
(d) e em gastrula (e) com uma ampliagdo de 20x (4x5x); C) ovos de sargo em estado de neurula

inicial (f) e neurula avangada (g) com uma ampliagdo de 16x (4x4x).

No sargo o estado de desenvolvimento mais inicial encontrado foi a morula,
seguindo-se a blastula e a gastrula (figura 12-B ovos d e e, respectivamente). Foi
também possivel ver ovos num estado de neurula inicial (figura 12-C ovo f) e num

estado de neurula avangada (figura 12-C ovo g).
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Safia

Do tanque das safias foram recolhidos ovos em diferentes estados de
desenvolvimento que vao desde apenas algumas células até neurula (figura 13). Os ovos
que sairam do tanque entre as 15h00 e as 19h00 encontravam-se, quando retirados do
colector, maioritariamente em neurula, sendo que a sua percentagem vai diminuindo nas

horas seguintes.
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Figura 13 Percentagens médias dos estados de desenvolvimento dos ovos de safia (Diplodus
vulgaris) nos compartimentos correspondentes as diferentes horas do dia. As diferentes letras
indicam diferentes significincias estatisticas, as barras que ndo possuem letras ndo apresentaram

resultados significativos (one-way ANOVA).

A percentagem do estado de morula, ao contrario da neurula, foi aumentando ao
longo da noite e das primeiras horas da manhd, apresentando percentagens baixas
durante a tarde. A percentagem de ovos encontrados noutros estados de
desenvolvimento ndo foi significativa quando testado com “one-way” ANOVA. A

percentagem de abortados ¢ ligeiramente menor nas horas iniciais de saida do tanque

(15h-21h).
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Sargo

No tanque dos sargos (figura 14), o estado de desenvolvimento em que a maioria
dos ovos se encontra, durante as primeiras horas de saida do tanque para o colector

(15h00, 17h00 e 19h00), corresponde a neurula. A percentagem de ovos abortados

durante estas horas foi baixa.
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Figura 14 Percentagens médias dos estados de desenvolvimento do ovo de sargo (Diplodus
sargus) nos compartimentos correspondentes as diferentes horas do dia. As diferentes letras

indicam diferentes significancias estatisticas (one-way ANOVA).

A quantidade de neurulas nas horas seguintes foi diminuindo, contudo verifica-
se um aumento na percentagem de ovos neste estado que sairam do tanque por volta das
09h00. A partir das 21h00 comecam a aparecer maiores percentagens de morulas e
blastulas, sendo esta hora e a seguinte as que apresentam maiores percentagens de
morulas, apds as quais volta a diminuir. No entanto a quantidade de blastulas mantém-
se mais ou menos a mesma entre as 03h00 e as 07h00. As gastrulas sdo mais visiveis a
partir da 01hOO até as 09h00. Entre as 19h00 e a 01hO0 verifica-se uma maior
quantidade de ovos abortados quando comparado com as restantes horas, e nas

seguintes horas hd uma diminui¢do de cerca de 10%.
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¢) Taxas de eclosdao dos ovos

A safia ndo apresentou resultados significativos no que diz respeito as taxas de

eclosdo de ovos que sairam do tanque em diferentes horas.
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Figura 15 Taxa de eclosdo de ovos de sargo (Diplodus sargus) recolhidos nas primeiras

(linha azul) e ultimas (linha vermelha) horas de postura, durante varios dias.

Ja os dados de taxas de eclosdo das posturas do sargo (figura 15) apresentaram
uma diferenca entre as primeiras e as ultimas posturas diarias. Os ovos recolhidos nas
primeiras horas de postura de cada dia apresentaram menores taxas de eclosao do que os
recolhidos nas ultimas horas, ndo passando dos 30% de ovos eclodidos. Enquanto que
nas ultimas posturas diarias, de alguns dias, chegaram a cerca de 75% de ovos
eclodidos. O teste t revelou diferengas entre os dois grupos com uma significancia de

p<0,001.
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d) Ritmos circadianos de postura do sargo

Durante varios dias consecutivos, sob um fotoperiodo LD, o sargo comegou a
postura logo apos escurecer, entre as 18h00 e as 20h00 observando-se um pico as 21h00
(figura 16).
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Figura 16 Ritmos diarios de postura no sargo (Diplodus sargus) durante varios dias
consecutivos em diferentes regimes de fotoperiodo (LD — 14h luz e 10h escuridao; LL — luz
constante). Os valores sdo expressos em volume de ovos/2h. As barras brancas e pretas indicam
periodos de luz e escuriddo, respectivamente. As setas do lado esquerdo indicam os momentos

em que foram aplicadas as mudangas de fotoperiodo.
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Quando expostos a um fotoperiodo LL em curto termo, 5 dias, o ritmo de
postura didria manteve-se durante este periodo (figura 16). No primeiro dia apos a
mudanga do ciclo LL para o ciclo LD, os peixes ndo desovaram, e nos dias seguintes
verificou-se um atraso no momento da postura, come¢ando as 23h00 e com um pico a
01h00. Apds este periodo de ressincronizagdo, o timing da postura volta a ser igual ao
verificado inicialmente (figura 16). Os resultados do COSINOR para a média dos cinco
dias em condi¢cdes LL deram uma acrofase as 00h17, com um mesor de 36,42g de
ovos/2h e uma amplitude de 37,99g de ovos/2h, p=0,00023. Apds a mudancga do ciclo
LL para o cilclo LD obteve-se um acrofase a 1h13, com um mesor de 31,04g de ovos/2h

e uma amplitude de 42,19¢g de ovos/2h, p=0,00009.

Colonizacao bacteriana dos ovos
a) Carga bacteriana e relagdo com a temperatura
O numero total de bactérias presentes nos ovos das espécies estudadas variou
entre 10*-10° ufc g no sargo e 10>-10° ufc g na safia. Ao nivel das Vibrionaceae
variou entre 10°-10% ufc g1 e 10°-10° ufc g'1 no sargo e na safia, respectivamente

(figura 17).
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Figura 17 Unidades formadoras de colonias (ufc) do niimero total de bactérias (barras azuis) e
de Vibrionaceae (barras verdes) dos ovos de Diplodus sargus e Diplodus vulgaris ¢ a sua

relagdo com a temperatura da dgua dos respectivos tanques em trés colheitas diferentes (D.
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sargus: ponto 1-14/01/11, ponto 2-15/03/11, ponto 3-07/06/11; D. vulgaris: ponto 1-15/12/10,
ponto 2-04/02/11, ponto 3-08/02/11). TSA - tryptic soy agar, TCBS - thiosulfate citrate bile
salts sucrose agar. As diferentes letras indicam diferentes significancias estatisticas, as barras

que ndo possuem letras nao apresentaram resultados significativos (one-way ANOVA).

Quando relacionado com a temperatura verifica-se uma correlacdo negativa, com
mais ufc’s do niimero total de bactérias nas colheitas em que se registaram temperaturas
mais baixas, ponto 1 (14 de Janeiro) no D. sargus e ponto 2 (4 de Fevereiro) no D.

vulgaris (figura 17).

b) Percentagem de Vibrios

A percentagem de ufc’s de vibrios foi aumentando ao longo dos trés pontos de
colheitas para o sargo (figura 18-A), estando abaixo dos 10% no més de Janeiro e acima

dos 60% no ponto de Junho.
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Figura 18 Percentagem de ufc de Vibrionaceae quanto ao numero total de bactérias. A)
Diplodus sargus, B) Diplodus vulgaris. As diferentes letras indicam diferentes significancias

estatisticas (one-way ANOVA).

Também na safia se registou uma percentagem de vibrios mais baixa na primeira
colheita de ovos, em Dezembro, do que nas efectuadas em Fevereiro (figura 18-B). No
entanto, na safia as percentagens de vibrios ndo ultrapassaram os 10% em relagdo ao

nimero total de bactérias em nenhum dos pontos amostrados.
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¢) Taxa de eclosdo dos ovos
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Figura 19 Relacdo entre o nimero de ufc’s e a taxa de eclosdo dos ovos das espécies Diplodus

sargus ¢ Diplodus vulgaris.

Nos ovos de D. sargus e D. vulgaris verifica-se uma correlagdo negativa entre as
ufc’s do ntimero total de bactérias e Vibrionaceae ¢ as taxas de eclosao (figura 19), com
menores taxas de eclosdo nos primeiros pontos de colheita de ovos de ambas as
espécies, onde o nimero de ufc’s foi maior, sendo que com a diminui¢do do nimero de
ufc’s observa-se um aumento na taxa de eclosdo nos ovos das duas espécies estudadas
(figura 19). Registando-se uma diferenga de 35% e de 26% do primeiro ponto para o

ultimo do sargo e da safia, respectivamente.

d) Identificagdo bacteriologica
A identificacdo microbiolédgica indica que os ovos de D. sargus (figura 20a) e D.
vulgaris (figura 20b) apresentam bactérias do género Vibrio e Aeromonas. Nos ovos de
D. vulgaris foram também encontradas bactérias do género Flavobacterium bem como

da espécie Micrococcus (figura 20b).
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Figura 20 Identifica¢do bacteriologica de algumas das colonias encontradas num ponto de

amostragem nas primeiras colheitas, nos ovos de sargo (A) e nos ovos de safia (B).

Das colodnias isoladas dos ovos de D. sargus a maioria correspondia a Vibrio
seplendidus e a Aeromona salmonicida, e apenas uma pequena percentagem de Vibrio
salmonicida (figura 20a). Nos ovos de D. vulgaris foram identificadas maioritariamente

coldnias de Flavobacterium e Vibrio sp..

Discussao

A época de postura da safia (D. vulgaris), nas instalagdes do IPIMAR, teve uma
duragdo de cerca de dois meses, tendo-se iniciado em Dezembro e terminado em
Fevereiro. Em meio natural, na Costa Portuguesa o periodo de desova desta espécie
estendeu-se de Outubro a Novembro (Henriques, 1997), ligeiramente mais cedo do que
foi observado no presente estudo, mas ainda assim coincidindo com os meses mais
frios. Ja no caso do sargo (D. sargus) a época de postura ocorreu durante cerca de cinco
meses com inicio em Janeiro e fim em Junho, semelhante ao que se observou
anteriormente por Mouine et al. (2007) e Morato et al. (2003) no meio natural, em que
se estendeu de trés a cinco meses, dependendo da temperatura.

Em ambas as espécies, as oscilagdes em quantidade de ovos observadas ao longo
da época parecem ser influenciadas pelas flutuacdes na temperatura da dgua. Na figura
4, verifica-se que os dias em que se observaram maiores posturas na safia ocorreram
apods variagdes na temperatura. No sargo, também se observa que os dias em que houve
maiores quantidades de ovos, ocorreram durante ou apods alteracdes na temperatura da
agua. Nesta espécie em meio natural a temperatura Optima para a postura encontra-se
entre os 15° C e 0s 17 ° C (Morato et al, 2003). Sabe-se que a temperatura tem uma forte
influéncia na fase final da maturacdo dos odcitos e na postura (Van Der Kraak &
Pankhurst, 1997 in Sandstrom et al., 1997). Na Perca fluviatilis a postura comecava
mais cedo e era mais extensa nas areas onde a dgua era mais quente (Sandstrom et al.,
1997), eno linguado (Solea senegalensis) a temperatura tem também um papel
importante no inicio ¢ na dura¢dao do periodo de postura, sendo que abaixo dos 16 ° C
deixam de desovar (Dinis ef al., 1999). A safia, neste estudo, deixou de desovar abaixo

aos 15° C e o sargo abaixo dos 12 ° C. Seria interessante estudar de que maneira a
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variacdo da temperatura realmente afecta ou nao a quantidade didria e qualidade dos
ovos nestas duas espécies.

No que se refere aos ritmos diarios de postura, neste estudo tanto o sargo como a
safia revelaram ritmos didrios muito marcados. Na safia ¢ evidente a repeticao de uma
oscilagdao nas posturas ao longo de 5 dias ndo consecutivos. No entanto, nao ¢ clara a
hora em que se produz um pico. Esta espécie apresentou, durante toda a época de
reproducdo, posturas com quantidades de ovos muito baixas e o fluxo de dgua ndo era
muito elevado o que levou a que os ovos demorassem mais tempo a sair do tanque, por
este motivo as variagdes entre as horas nao foram significativas. Contudo, quando
olhamos para os estados de desenvolvimento em que 0s ovos se encontravam de manha
ao serem recolhidos, ¢ possivel ver diferengas significativas nas diferentes horas da
postura. Inicialmente, entre as 15h00 e as 19h00, verifica-se a presenga maioritaria de
ovos em neurula, que ji serdo da postura do dia anterior. As 21h00 observa-se um
aumento de morulas, atingindo o pico as 23h00, quando o seu aumento se torna
significativo, o que indica que a postura do dia tera comegado por volta das 21h00,
tendo os ovos desta postura continuado a sair do tanque durante toda a noite e inicio da
manha.

No caso do sargo o ritmo didrio ¢ mais claro, observando-se uma repeti¢do ao
longo de varios dias na hora a que ocorre o pico de postura, entre as 21h00 e as 23h00,
padrao este que se reflecte também na onda média em que a hora que apresenta maior
quantidade de ovos ¢ 21h00. Este resultado repete-se quando olhamos para os estados
de desenvolvimento em que se encontravam os ovos nos diferentes compartimentos do
colector, a hora que foram recolhidos pela manha. Nos compartimentos correspondentes
as primeiras horas, entre as 15h00 e as 19h00, os ovos encontravam-se na sua maioria
em neurula, que tal como ja foi referido para a safia, correspondiam provavelmente a
ovos da postura do dia anterior que demoraram mais tempo a sair do tanque. A partir
das 19h00 comecam a aparecer mais ovos em morula, o que indica o inicio da postura,
apresentando um pico de morulas as 21h00. Segundo Kamaci et al. (2005), para a
dourada (Sparus aurata) a uma temperatura de 18.5°C, o ovo comeca as primeiras
divisodes celulares cerca de 1:00h apds a fecundagdo, chegando ao estado de morula apos
cerca de 4:00h e a neurula ap6s 16:00h. No entanto, a velocidade a que o ovo se
desenvolve e o tempo que leva a eclodir depende das condigdes de incubacdo,
principalmente da temperatura. No caso do linguado senegal€s observou-se que os ovos

incubados a 18° C demoravam mais cerca de 24h00 a eclodir do que quando incubados
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a 24° C (Blanco-Vives, comunicagdo pessoal). No presente estudo, no caso do sargo,
desde o momento em que o ovo entrava no colector, por volta das 21h00 (p.e.), até ser
recolhido e visto a lupa passavam cerca de 12 a 13 horas e 0o ovo encontrava-se em
morula. Nos ultimos dias de recolha de dados para o estudo dos ritmos diarios de
postura do sargo, no fim de Abril, a temperatura j4 se encontrava um pouco mais
elevada, entre 21,9° C e 22,1° C, e verificou-se que a grande maioria dos ovos ja se
encontravam em neurula, em todas as horas de recolha, e nas primeiras ja era possivel
visualizar o embrifio (dados ndo mostrados). E preciso ter em conta que os dados dos
estados de desenvolvimento foram retirados em diferentes temperaturas, uma vez que
esta, nos dias em que houve postura, variou entre 16 e 20° C e 13,9 e 24° C, no tanque
das safias e dos sargos, respectivamente, e que os graficos apresentados nas figuras 9 e
10 representam as percentagens médias de todos os dias de recolha.

No que diz respeito as taxas de eclosdo, na safia ndo se observaram diferengas
significativas entre os ovos que sairam do tanque a diferentes horas. J4 os dados de
taxas de eclosdo das posturas do sargo mostraram valores significativamente mais
baixos nos ovos que foram libertados do tanque nas primeiras horas da noite, assim que
0s animais comecaram a por, quando comparados com os que foram libertados a horas
mais avan¢adas da noite. Estas diferencas nas taxas de eclosdo das primeiras para as
ultimas horas do dia, estdo provavelmente relacionadas com diferengas na qualidade dos
ovos, que pode variar consoante varios factores: idade materna e factor de condigao,
timing do ciclo de postura, processos de sobrematuracdo, factores genéticos e por
propriedades intrinsecas do préprio ovo (Kjersvik et al., 2003). Nao sabemos que
fémeas estdo a desovar em cada momento, mas muito provavelmente ndo sdo as
mesmas no principio ¢ no fim da noite. Diferentes individuos poderdo apresentar
diferente qualidade na sua postura, tanto devido ao factor genético como a nivel da
alimentagdo. Apesar dos peixes da mesma espécie estarem no mesmo tanque e como tal
terem a mesma alimentacdo, poderdo ndo ter igual acesso ao alimento, e este ¢ um
factor muito importante na qualidade dos ovos, especialmente no conteudo em lipidos,
sendo este um dos aspectos mais estudados no que toca a qualidade e viabilidade do ovo
(Brooks et al., 1997). Outra hipotese ¢ o facto dos ovos que foram libertados do tanque
por volta das 21h00 estarem durante mais tempo dentro do colector antes de serem
recolhidos, estando expostos a um elevado hidrodinamismo e perdendo qualidade. Ja os
ovos que sairam do tanque por volta das 3h00 estiveram menos tempo no colector, € o

stress causado pelo movimento da dgua e a falta de espago foi menor, e a qualidade dos
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ovos podera ter sido menos afectada. A possivel perda de qualidade dos ovos expostos a
este tipo de stress hidrodinamico ¢ um factor pertinente que seria interessante estudar de
futuro. Este tipo de estudo podera trazer beneficios a nivel das maternidades, permitindo
a optimizacao dos protocolos de recolha dos ovos e consequentemente os niveis de
sobrevivéncia dos mesmos. Muito provavelmente a recolha imediata dos ovos apds a
entrada no colector, permitird a obtenc¢ao de ovos de melhor qualidade.

Quando os sargos foram expostos a um fotoperiodo LD durante varios dias
consecutivos, com o intuito de estudar a possivel existéncia de um relogio interno a
controlar o seu ritmo de postura, observou-se o0 mesmo ritmo referido anteriormente, em
que os peixes iniciaram as posturas ao escurecer, por volta das 19h00, com um pico as
21h00. O ritmo manteve-se durante os cinco dias que durou o ensaio em LL, e portanto
podemos sugerir a existéncia de um reldgio endogeno a controlar este ritmo, o que vem
de acordo com resultados anteriores noutras espécies como a dourada (Sparus aurata)
(Meseguer et al., 2008) ou o linguado (Solea senegalensis) (Oliveira et al., 2009). No
entanto, uma exposicao a luz continua a longo prazo parece inibir a maturagao sexual na
arinca (Melanogrammus aeglefinus) (Davie et al. 2007), na perca (Perca fluviatilis)
(Migaud et al. 2004), e nos machos de robalo (Dicentrarchus labrax) (Felip et al.
2008). Quando o ciclo LL foi novamente alterado para um ciclo LD, ocorreu uma
ressincronizacdo no timing da postura. No primeiro dia depois de LL, os peixes ndo
desovaram, e nos dias seguintes observou-se um atraso no momento da postura, de
cerca de 4 horas, comecando as 23h00 e apresentando um pico a 01h00. Apds este
periodo, os peixes ressincronizaram o ritmo e voltaram a por a mesma hora descrita
anteriormente, salientando a influéncia das condi¢des do fotoperiodo na sincronizagdo
do timing da postura. Na Dourada (Sparus aurata) destacou-se um pico antes do
anoitecer, ¢ uma capacidade de ressincronizagdo gradual apds uma inversao de 12h no
ciclo luz-escuridao (LD) (Meseguer et al., 2008). No linguado (Solea senegalensis) foi
visivel um ritmo de postura nocturno, com a postura também a comecgar imediatamente
depois do anoitecer (Oliveira et al., 2009). Ambas as espécies mantiveram a sua
ritmicidade durante alguns dias apds a alteracdo dos fotoperiodos, sugerindo a
existéncia de um relogio endéogeno que controla o ritmo didrio de postura também
nestas duas espécies (Oliveira et al., 2009 e Meseguer et al., 2008), tal como observado
no nosso estudo. Migaud et al. (2006) mostrou que as condi¢des de fotoperiodo para

além de influenciarem o tempo de postura e as taxas de desova tém também uma grande
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influéncia na gametogénese, na fecundidade da fémea, nas taxas de fertilizacdo e na

mortalidade dos reprodutores na perca Euro-Asidtica (Perca fluviatilis).

O numero total de bactérias presentes nos ovos das duas espécies estudadas
neste trabalho rondou as 10*-10° ufc g™ para o sargo e 10°-10° ufc g'1 para a safia, que
estd abaixo dos valores reportados por Kubilay et al. (2009) para os ovos ndo
desinfectados e bastante acima quando comparado com os ovos desinfectados de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss). No entanto, ¢ de referir que os ovos das duas espécies
estudadas ndo foram desinfectados, influenciando o nimero total de bactérias.

Segundo Barbosa (2006), no interior da Ria Formosa, a abundancia e biomassa
da comunidade de bacterioplancton exibiram um ciclo sazonal unimodal, com valores
maximos no Verdo, e relacionaram-se positiva e significativamente com a temperatura.
Neste estudo verificou-se que as unidades formadoras de colonias (ufc’s) do niimero
total de bactérias apresentaram uma relacdo negativa com a temperatura, com valores
mais elevados nas colheitas em que se registaram temperaturas mais baixas. No entanto,
as colheitas dos ovos de sargo foram feitas entre Janeiro e Junho e os de safia entre
Dezembro e Fevereiro, e segundo Dionisio (1996), as bactérias saprofitas, no periodo
entre 1991 e 1992, registaram picos entre Janeiro e Fevereiro, sendo que em Junho
registou valores mais baixos de saprofitas em duas das estacdes estudadas. O que esta
de acordo com os nossos resultados, onde se registaram valores mais elevados de ufc’s
nos meses de Janeiro e Fevereiro, assim ¢ provavel que haja uma relacdo entre a
abundancia bacteriana da Ria Formosa, de onde provém a 4gua dos tanques, com a
abundancia encontrada nos ovos.

O Vibrio foi um dos géneros mais abundantes nos ovos de sargo quando
comparados com os ovos de safia, ndo tendo neste ultimo ultrapassado os 10%. A
percentagem de ufc’s de Vibrio foi aumentando ao longo dos pontos de colheitas em
ambas as espécies. Estes pontos foram feitos em diferentes alturas do ano. No sargo as
recolhas foram feitas com dois e trés meses de diferenga tendo o primeiro sido feito no
Inverno e os restantes na Primavera/Verdo. Na safia a recolha dos ovos foi feita sempre
no Inverno, ainda assim os dois meses de diferenga do primeiro ponto para os restantes
registou diferencas significativas na percentagem de Vibrio. A proliferacdo destas
bactérias nos ovos de peixe num ecossistema natural ¢ normal, uma vez que o género
Vibrio ¢ natural em habitats de ambientes aquaticos, principalmente em habitats

marinhos e estuarinos (Caruso et al., 1996) como ¢ o caso da Ria Formosa.
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Para além do género Vibrio foi também identificado o género Aeromonas em
ambas as espécies. Nos ovos de safia identificaram-se bactérias do género
Flavobacterium bem como Micrococcus. Pseudomonas, Flavobacterium e Vibrio foram
apontadas por diferentes autores na superficie de ovos de peixes, nos ovos de alabote do
Pacifico (Hippoglossus hippoglossus) a microflora encontrada era dominada por
membros do género Pseudomonas, Alteromonas, Aeromonas e Flavobacterium (Hansen
& Olafsen, 1989).

Os géneros Vibrio e Aeromonas estdo presentes em aguas tropicais e
temperadas de todo o mundo e colonizam as aguas costeiras do Mar Mediterraneo de
Espanha, Tunisia, Turquia e Italia (Snoussi et al., 2006). Segundo Cahill (1990) as
bactérias associadas a superficie dos peixes parecem reflectir a diversidade de bactérias
da agua envolvente. De futuro seria interessante fazer a identificagdo da microflora da
superficie dos ovos de ambas as espécies relacionando com a microflora da agua
envolvente.

Nos ovos de D. sargus e D. vulgaris verificaram-se menores taxas de eclosdo
nos pontos de colheita em que houve maior numero de ufc’s totais e de Vibrionaceae,
vindo a aumentar nos pontos de colheita com menor nimero de ufc’s. Segundo Bergh
(1999) a presenga de bactérias na superficie do ovo ou no interior do ovo pode
influenciar a sua viabilidade e qualidade, sendo que as bactérias apresentam diferentes
estratégias de se desenvolver, podendo ser directamente patogénicas para o ovo, ou
podendo aderir a superficie deste e infectar a larva recém-eclodida. No caso em estudo,
a relacdo negativa entre a taxa de eclosdo e o numero de ufc’s para os ovos de ambas as
espécies, indica que provavelmente algumas das bactérias tenham afectado a qualidade
da postura. Por outro lado, a qualidade da postura podera também determinar a maior ou
menor colonizacdo bacteriana. A relagdo entre a microflora natural e oportunistas
patogénicos ndo ¢ clara. Nos géneros Pseudomonas, Aeromonas e Vibrio estao incluidos
patdgenos e ¢ comum isola-las de peixes saudaveis normais, mas apenas algumas destas
bactérias possuem o factor de viruléncia necessaria para induzir uma doenga (Cabhill,
1990). As estirpes ndo patogénicas destas bactérias sdo fortes candidatos a probioticos,
que sao considerados como uma alternativa ao uso de antibidticos na aquacultura
(Olafsen, 2001). Nos ovos de dourada foram apontados efeitos positivos das estirpes
probidticas de Aeromonas spp., tendo-se verificado um aumento significativo no

crescimento de larvas de dourada (Avella et al., 2010).
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Conclusoes

A ¢época de postura da safia estendeu-se de Dezembro a Fevereiro com a
temperatura a variar entre 14,3° e 20° C, ao passo que no sargo ocorreu entre
Janeiro e Junho tendo a temperatura variado entre 11° e 24,4° C. Em ambas as
espécies observaram-se maiores posturas durante ou apds variagdes da
temperatura, -.

Ambas as espécies apresentaram ritmos didrios de postura muito marcados.
Sendo que o pico da postura diaria, tanto na safia como no sargo, ocorreu por
volta das 21h00.

As taxas de eclosdo das posturas do sargo mostraram valores significativamente
mais baixos nos ovos que foram libertados do tanque nas primeiras horas da
noite quando comparados com os que foram libertados a horas mais avangadas
da noite. Esta diferenca pode dever-se a factores bioldgicos, relacionados com a
fémea, ou as condi¢des de saida do tanque, nomeadamente o tempo de
permanéncia no colector.

O sargo quando exposto a um fotoperiodo de luz constante (LL) manteve o
ritmo de postura normal durante os cinco dias do ensaio, o que sugere a
existéncia de um relogio enddgeno a controlar este ritmo.Apos a mudanca do
fotoperiodo de LL para LD ressincronizou a sua postura, o que demonstra a

influéncia das condi¢gdes do fotoperiodo na sincronizagao do timing da postura.

O numero total de bactérias presente nos ovos de safia rondou os 10°-10° ufc.g™,
e nos ovos de sargo os 10*-10° ufc.g™.

Neste estudo verificou-se uma relagao negativa entre o total de bactérias e a
temperatura da agua. O que, provavelmente, poderd estar relacionado com a
abundancia bacteriana da Ria Formosa, de onde provem a 4gua dos tanques, na
altura da recolha dos ovos. Para o comprovar deveria ser feito um estudo neste
sentido de modo a verificar se ha ou nao esta relagao.

Os géneros presentes nos ovos de sargo foram Vibrio e Aeromonas. Nos ovos de
safia para além destes dois géneros foram também identificadas bactérias do

género Flavobacterium e Micrococcus.
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v' As taxas de eclosdo dos ovos de ambas as espécies apresentaram menores
percentagens nos pontos de colheita com maior numero de unidades formadoras

de colonias totais e Vibrionaceae.
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