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RESUMO

A aquicultura é a area com maior crescimento em nivel mundial para
producdo de proteina animal, sendo que a piscicultura marinha é
responsavel por cerca de 9% da producéo gerada pela maricultura. Porém,
os alimentos vivos tradicionalmente utilizados na larvicultura de peixes
marinhos, os rotiferos e artémia, ndo sdo capazes de suportar o
desenvolvimento adequado de larvas de diversas espécies de peixes,
limitando assim a atividade. Alimentos vivos alternativos vém sendo
estudados ao longo das Gltimas décadas, porém ainda se faz necessario o
desenvolvimento de tecnologias e de protocolos de producdo. O objetivo
do presente trabalho foi de avaliar o efeito dos fatores abidticos,
temperatura, fotoperiodo e salinidade, e também da concentracdo de
alimento na produtividade do copépode Bestiolina similis e do
protozoario Euplotes sp., para se determinar uma faixa adequada para
producdo desses organismos. No primeiro estudo foi possivel verificar
que a temperatura afetou o crescimento e a reproducéo de B. similis, sendo
que a faixa entre 24 e 32 °C é adequada para producdo da espécie,
proporcionando elevada taxa de crescimento e fecundidade. Ao
avaliarmos o efeito do fotoperiodo, observamos que a privacao de luz
provocou um efeito negativo sobre diversos parametros produtivos do
copépode e que ciclos luminosos acima de 12 horas de luz podem ser
utilizados para maximizar a produtividade. No terceiro estudo foi
observado que o copépode B. similis é uma espécie que se adapta bem a
ampla faixa de salinidade, sendo que 0s animais mantidos na faixa entre
25 e 35 g . L' apresentaram elevada fecundidade e rapido
desenvolvimento. Foi possivel observar também que o ciliado Euplotes
sp. apresentou caracteristicas favordveis a producdo massiva, como
elevada taxa de crescimento; se adapta bem em diferentes condicdes de
salinidade e temperatura e é resistente as condi¢cdes adversas, como
elevadas concentracbes de amdnia toxica e baixos niveis de oxigénio
dissolvido. Foram determinadas como faixas mais adequadas para a
producdo do ciliado Euplotes sp. a temperatura entre 26 e 32°C;
salinidade entre 20 e 35 g . L%, concentracéo de alimento de 250 mg de
Protein Selco® . 10 ciliados; fotoperiodo entre 0 e 16 h de luz e baixos
niveis ou auséncia de aeracéo.

Palavras-chave: Copépode, Ciliado, Alimento vivo, Fatores
Abioticos, Aquicultura.






ABSTRACT

Agquaculture is the fastest growing area in worldwide for the production
of animal protein, and marine fish farming accounts for about 9% of
mariculture production. However, the live feeds traditionally used in
marine fish larviculture, rotifers and artemia, are not able to support the
proper development of several species fish larvae, thereby limiting the
activity. Alternative live feeds have been studied over the past decades,
but the development of technologies and protocols still is required. The
objective of this study was to evaluate the effect of abiotic factors,
temperature, photoperiod and salinity, in the productivity of copepod
Bestiolina similis and the protozoa Euplotes sp., to determine an
appropriate range for production of these organisms. In the first study,
we found that the temperature affected the growth and reproduction of B.
similis and the range between 24 and 32 ° C is suitable for producing this
species, providing high growth rates and fecundity. To evaluate the effect
of photoperiod, we found that the light deprivation had a negative effect
on various production parameters of the copepod and the cycles above 12
hours of light can be used to maximize productivity. In the third study
was observed that the copepod B. similis is able to adapts well to the wide
range of salinity, and the animals kept between 20 and 30 g. L had a high
fertility and fast development. We also conclude that the ciliate Euplotes
sp. showed characteristics favorable to mass production for aquaculture,
as resistance to adverse conditions, including high concentrations of total
ammonia and low oxygen levels; they present high growth rate; accepted
sources of food as inert diet; and adapts well to different conditions of
salinity and temperature. Was possible observe the proper range for the
production of the ciliated the temperature between 26 and 32 ° C; salinity
between 20 and 35 g. L%, feed concentration of 250 mg . Protein Selco®
. 10 cells; photoperiod between 0 and 16 light hours and should be kept
at low levels or absence of aeration.

Keywords: Copepod, Ciliate, Live feeds, Abiotic parameters,
Agquaculture.
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1. INTRODUGAO GERAL
1.1. SITUACAO DA PISCICULTURA MARINHA NO MUNDO

A aquicultura é a &rea com maior crescimento em nivel mundial
para producdo de proteina animal (FAO, 2010). No ano de 2012 a
maricultura atingiu a producgdo de 24,6 milhdes de toneladas, gerando o
valor aproximado de 57 bilhdes de délares (FAQ, 2014). Desse montante
a piscicultura marinha representou cerca de 9% (2,18 milhdes de
toneladas) da producdo e 15,7 % (9 bilhdes de délares) do valor
arrecadado (FAO, 2014). Apesar da atividade apresentar um crescimento
anual superior a 5 %, a producdo de peixes marinhos ainda possui
diversos gargalos, sendo que um dos principais é a produgdo e a
disponibilidade de formas jovens (LUBZENS et al., 1997; QIN, 2013).

Muitas espécies de peixes marinhos apresentam elevadas taxas
de mortalidade e de deformidades durante a etapa de larvicultura
(RAJKUMAR; KUMARAGURU, 2006), principalmente durante o
periodo de transicdo da alimentacdo enddgena para a exdgena
(TURINGAN et al., 2005; OLIVOTTO et al, 2010). Grande parte dessa
mortalidade ocorre devido a diversas espécies produzidas em cativeiro
possuirem larvas altriciais, que apresentam escassa reserva de vitelo, trato
digestorio rudimentar e baixa atividade enzimatica (CONCEICAO et al.,
2010). Devido a essas caracteristicas, essas larvas sdo altamente
dependentes do alimento externo, sendo de vital importancia fornecer
organismos que atendam as exigéncias nutricionais das larvas e possuam
tamanho e padrdo natatdrio adequados, evitando o processo de inanicdo e
de mortalidade em massa (CAHU; ZAMBONINO INFANTE, 2001;
JEPSEN, 2014).

Para o sucesso da atividade é fundamental que sejam produzidos
alimentos vivos de alta qualidade, que proporcionem elevadas taxas de
sobrevivéncia, crescimento adequado das larvas e que apresentem
viabilidade econdmica de producdo (ST@TTRUP, 2003). Essas
caracteristicas sdo particularmente importantes quando considerada a
producdo de espécies marinhas com elevado valor comercial e alta
demanda, como as garoupas, pargos, linguados e atuns, principalmente
para aquelas que possuem maior exigéncia quanto a alimentacao inicial
(SHIELDS etal., 1999; BELL etal., 2003; STOTTRUP, 2003; ENGELL-
SORENSEN et al., 2004; SAKAKURA etal., 2006; NAKAGAWA et al.,
2011).

Diversos estudos vém sendo realizados ao longo das Ultimas
décadas investigando técnicas de producéo e de enriquecimentoutricional


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614005201#bb0285
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614005201#bb0110
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614005201#bb0110
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614005201#bb0270
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614005201#bb0210
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614005201#bb0210
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para os alimentos vivos. Em paralelo também sdo realizadas pesquisas
investigando o potencial e a utilizacdo de alimentos vivos alternativos e o
desenvolvimento de microdietas inertes (CAHU; INFANTE, 2001;
ST@TTRUP, 2003; DRILET et al., 2011).

1.2 ALIMENTOS VIVOS TRADICIONALMENTE UTILIZADOS
NA AQUICULTURA

As larvas de peixes marinhos consomem uma vasta gama de
alimentos no ambiente natural, como dinoflagelados, ciliados,
apendicularios, larvas de moluscos, ovos e nauplios de copépodes
(RILEY; HOLT, 1993; HOLT; HOLT, 2000). Porém dentro da
piscicultura marinha o alimento fornecido as larvas é limitado
basicamente aos rotiferos (Brachionus sp.) e a artémia (Artemia sp.)
(STOTTRUP, 2003). Esses organismos sdo amplamente utilizados na
producdo aquicola e possuem diversas vantagens, como a obtencdo de
elevada densidade, facil manejo, possibilidade de armazenamento por
periodos prolongados, aceitam dietas inertes e podem ser enriquecidos
com emulsdes de acidos graxos (LAVENS; SONGERLOOS, 1996;
STATTRUP, 2003), sendo responsaveis por dar suporte a producdo
comercial de varias espécies produzidas em cativeiro na atualidade
(ST@TTRUP, 2003; CONCEICAO et al., 2010). Porém, esses
organismos nao sao aceitos como alimento nas etapas iniciais da
larvicultura de diversos grupos de peixes com grande importancia
comercial, devido as deficiéncias nutricionais, inadequacéo do tamanho e
padrdo de locomogdo (SCHIPP, 2006; SOLGAARD; STANDAL,;
DRAGET 2007; OLIVOTTO etal., 2010; LIMA; NAVARRO; SOUZA-
SANTOS, 2013).

Apos a realizagdo de diversos estudos, ja é bem conhecido que
o rotifero e a artémia sdo deficientes em &cidos graxos altamente
insaturados (HUFA), principalmente os 6megas 3, DHA (22:6n-3) e EPA
(20:5n-3) (RAINUZZO et al., 1997; SARGENT et al., 1999). Mesmo
com o uso de diversas técnicas de enriquecimento, com produtos
comerciais e emulsdes de 6leos (SHIELDS et al. 1999; SORGELOOQOS et
al. 2001), esses organismos ainda ndo conseguem suprir a proporcao
adequada de DHA / EPA exigida por muitas larvas marinhas
(NAVARRO 1999; SHIELDS et al. 1999; SCHIPP, 2006). Os lipideos
essenciais presentes na dieta, principalmente os dmega 3 de cadeia longa,
sdo de fundamental importancia, pois representam a principal fonte
energética das larvas de peixes marinhos durante as fases iniciais (BELL
et al., 2003) e sdo fundamentais no desenvolvimento de tecidos neurais e
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membranas celulares (SARGENT et al.,1999).0 desequilibrio nutricional
das larvas atrapalha a morfogénese e a esqueletogénese, afetando
consequentemente o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos animais
(CAHU; ZAMBONINO INFANTE, 2001; BOGLINO et al., 2012).

1.3 USO DE DIETAS INERTES

A utilizagdo de dietas inertes como substituto do alimento vivo
nas fases iniciais da larvicultura ainda néo é uma alternativa viavel para a
grande maioria das espécies marinhas produzidas, devido a baixa
digestibilidade e a qualidade nutricional inadequada das dietas
formuladas (CAHU; ZAMBONINO INFANTE, 2001; CONCEICAO et
al., 2010). O alimento vivo além de apresentar elevada quantidade de agua
na sua composicdo, o que melhora a sua digestibilidade (CONCEICAO
et al., 2010), ainda possui a vantagem da motilidade, o que estimula a
atividade alimentar das larvas e taxa de ingestdo de alimento
(KOLKOVSKI, 2001; ST@TTRUP, 2003), enquanto as dietas inertes
possuem a tendéncia de se agregar na superficie da agua, ou o que é mais
comum, tendem a afundar, se tornando menos disponiveis para as larvas
(ST@TTRUP, 2003; CONCEICAO et al., 2010).

Outro ponto critico que dificulta a aceitacdo das dietas inertes é
em relacdo ao tamanho das particulas de alimento, que devem ser menores
gue o tamanho de abertura da boca das larvas e ainda devem apresentar
boa palatabilidade para os animais (BENGTSON, 2003). Novas técnicas
de microencapsulacdo vém sendo utilizadas para o desenvolvimento de
microdietas utilizadas na larvicultura, porém a utilizagdo dessas dietas
tem apresentado resultados mais promissores na producao de larvas de
camardes, as quais sao capazes de manipular melhor o alimento, do que
as larvas de peixes (ST@TTRUP, 2003).

1.4 ALIMENTOS VIVOS ALTERNATIVOS

Segundo alguns autores o reduzido nimero de espécies de peixes
marinhos produzidas em cativeiro na atualidade é uma consequéncia da
falta de um alimento vivo adequado, sendo este um dos principais fatores
que limitam a larvicultura em escala comercial (PAYNE; RIPPINGALE,
2001; HOLT, 2003; AJIBOYE et al., 2011). Com isso se faz necessaria a
busca por dietas alternativas, principalmente pelo aumento na demanda
da producdo aquicola e da quantidade de espécies produzidas em cativeiro
(STOTTRUP, 2001; DRILLET etal., 2011; KLINE; LAIDLEY, 2015).

Diversos alimentos alternativos vém sendo pesquisados ao longo
das udltimas décadas (LAVENS; SORGELOOS, 1996; STGTTRUP,
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2003; OLIVOTTO et al., 2005). Entre os organismos mais promissores
estdo os copépodes, microcrustaceos com elevado contetdo de &cidos
graxos essenciais que fazem parte da dieta das larvas de diversas espécies
de peixes marinhos no ambiente natural (SAMPLEY et al., 2007; Bl et al,
2011). Outro alimento vivo que vem sendo considerado como alimento
potencial e tem apresentado resultados positivos na larvicultura de peixes
sdo os ciliados marinhos (NAGANO et al., 2000a; FIGUEIREDO et al,
2007; OLIVOTTO et al., 2010).

1.5 COPEPODES

O nome copépode vém do grego “kope”, que significa remo ¢
“podos” que significa pés, que sd@o uma referéncia ao formato das pernas
natatérias achadas, possuindo a aparéncia de remos (MAUCHLINE,
1998). Eles sdo microcrustaceos aquaticos, predominantemente
marinhos, mas também podem ser encontrados em estuarios e na agua
doce (ST@TTRUP, 2003). Os copépodes estdo entre 0s animais mais
numerosos do planeta e sdo compostos por mais de 11.500 espécies
divididas em cerca de 200 familias (HUMES, 1994), agrupadas em 10
ordens. Porém apenas trés delas apresentam interesse para a aquicultura,
os calanoida, harpacticoida e cyclopoida (STTTRUP, 2003).

No ambiente natural, os copépodes representam uma importante
ligagdo entre o fitoplancton e os niveis tréficos superiores na cadeia
alimentar marinha (ST@TTRUP, 2003), podendo representar até 80% da
biomassa do mesozooplancton (MAUCHLINE, 1998). Diversos
trabalhos tém demonstrado que os nauplios de copépodes sdo
fundamentais na cadeia alimentar de peixes marinhos no ambiente
natural, sendo uma das presas mais importantes para as larvas desses
animais, chegando a representar mais de 50% do contelido do trato
digestério (KLEPPEL, et al., 2005; MUNK; CHENSNEY, 2005).

Dentro da producdo aquicola, os copépodes sdo considerados
como organismos muito promissores (CAMUS; ZENG, 2008; QIN,
2013), devido ao comportamento pelagico de diversas espécies, elevado
valor nutricional, e pequeno tamanho naupliar (SAMPLEY et al., 2007;
Bl etal, 2011; DRILLET etal., 2011). Diversos estudos ja demonstraram
gue 0 uso de copépodes como substituto ou suplemento ao rotifero e a
artémia pode promover o aumento da sobrevivéncia, do crescimento e
melhorar a pigmentacdo natural para espécies marinhas de diversos
grupos, entre eles a garoupa Epinephelus coiodes (TOLEDO etal., 1999),
o linguado Hippoglossus hipoglossus (SHIELDS et al., 1999), o bacalhau
Gadus morhua (HUNT von HERBING et al., 2001), o pargo Lutjanus
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argetimaculatus (DOI et al., 1997), o atum Thunnus thynnus (YUFERA
al.,, 2014) e os robalos Lates calcarifer e Centropomus parallelus
(RAJKUMAR; KUMARAGURU VASAGAM, 2006; BARROSO et al.,
2013), existindo na literatura um consenso sobre os beneficios dos
copépodes (McEVOY et al. 1998; NANTON; CASTELL, 1999;
TOLEDO et al., 1999; ST@TTRUP, 2003; CONCEICAO et al., 2010;
DRILLET et al., 2011; JENPSEN, 2014). Mesmo quando fornecidos em
guantidades limitadas e em baixa concentragdes, os copépodes resultaram
em melhores indices zootécnicos para as larvas de diversas espécies
(CONCEICAO et al., 1997; TOLEDO et al, 1999; BARROSO et al.,
2013). Alguns estudos demonstraram que também existe uma forte
predilecdo por larvas de espécies marinhas sobre nauplios de copépodes
em relacdo aos rotiferos (NELLEN et al., 1981; VAN der MERREN,
1991; EVJEMO et al., 2003). Buskey et al. (1993), Van der Merren
(1991) e Jepsen (2014) sugerem que o padrédo de locomog&o dos nauplios
de copépodes em “zig-zag” é mais atrativo para as larvas ativando uma
forte resposta predatoria.

Um dos principais atributos dos copépodes €é a superioridade do
seu valor nutricional. A maioria dos copépodes possuem grande
quantidade de HUFAS (ST@TTRUP, 2003; CONCEICAO et al., 2010),
particularmente do DHA e do EPA (VAN der MEEREN et al., 2008). O
nivel de DHA em copépodes selvagens pode ser em até dez vezes superior
aos niveis observados em metanduplio de artémia enriquecidos
(McEVOY et al. 1998). Os copépodes ainda possuem a vantagem de
apresentarem uma elevada proporcéo de fosfolipidios ha composicdo dos
seus acidos graxos, inclusive na fracdo dos acidos graxos altamente
insaturados (HUFA), em comparagdo com a artémia, que possui elevada
proporcdo de triacilgliceris (VAN der MEEREN et al., 2008). Os
fosfolipidios participam da formacdo das membranas celulares e possuem
maior digestibilidade nas larvas de peixes, melhorando a
biodisponibilidade e retengdo dos HUFA’s nos tecidos (SARGENT et al.,
1997; 1ZQUIERDO et al., 2000). Os copépodes também possuem um
elevado contelido proteico e de aminoacidos livres (VAN der MEEREN
et al., 2008). A elevada proporcdo de aminoacidos livres &
particularmente benéfica para larvas nos primeiros estagios de
desenvolvimento e que possuem um trato digestorio rudimentar, devido a
sua melhor digestibilidade (RONNESTAD; CONCEICAO, 2005).
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1.6 COPEPODES CALANOIDA

Os copépodes da ordem Calanoida sdo predominantemente
pelagicos, ocorrendo em diversas profundidades (DUSSART; DEFAYE,
2001) e possuem grande importancia nos ecossistemas marinhos servindo
como alimento para as larvas de diversos organismos marinhos
(MAUCHLINE, 1998). Entre os géneros de calanoida mais estudados na
aquicultura estdo a Acartia sp., Eurytemora sp., Gladioferens sp., Temora
sp., Pseudocalanus sp., Parvocalanus sp., Pseudodiaptomus sp.
(MAUCHLINE, 1998; DRILLET et al., 2001; McKINON et al., 2003;
RHYNE et al., 2010; CAROTENUTO et al, 2012; KLINE; LAIDLEY,
2015).

Segundo Sampey et al. (2007), entre as familias de peixes
especializadas no consumo de copépodes existe uma clara preferéncia por
calanoidas, principalmente pelas espécies menores. Os copépodes
calanoida sdo geralmente herbivoros, podendo distinguir e selecionar as
particulas de alimento com base no tamanho e no paladar (HUNTLEY et
al. 1986), sendo que algumas espécies, como a Acartia tonsa, conseguem
alternar o modo de alimentacéo, passando de filtradores para predadores,
consumindo ciliados, rotiferos e ovos de copépodes (MAUCHLINE,
1998).

Esse grupo de copépodes é considerado como um dos mais
promissores para a larvicultura, devido ao pequeno tamanho dos nauplios
(TURINGAN et al., 2005), o que é particularmente importante para a
primeira alimentacdo das larvas de espécies tropicais; ao elevado valor
nutricional (ST@TTRUP, 2003; CONCEICAO et al., 2010); sio animais
pelagicos, se mantendo mais disponiveis a predacdo das larvas por
estarem na coluna d’agua (MAUCHLINE, 1998); estdo entre as presas
preferidas das larvas no meio ambiente (PAULY; CHRISTENSEN,
1995) e por serem relativamente abundantes em ambientes costeiros
(MAUCHLINE, 1998).

1.7 Bestiolina similis

A espécie Bestiolina similis (SEWELL, 1914), antigo
Acrocalanus similis, € um pequeno copépode calanoida pertencente a
familia Paracalanidae, com nauplios variando entre 59 e 99 um (NI a
NVI1) (MCKINON etal., 2003), sendo particularmente comum em regides
costeiras e estuarinas, proximas aos tropicos (MCKINNON;
KLUMPP,1998; McKINNON et al., 2003). Os copépodes da familia
Paracalanidae tém ganhado crescente interesse na aquicultura, sendo
reportados como 0s copépodes calanoida que conseguem atingir maior
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produtividade e alcancar as maiores densidades dentro da produgédo
intensiva (McKINNON et al., 2003; KLINE: LANDLEY, 2015).

As espécies Acrocalanus inermis (SEWELL, 1912), A. sinicus
(SHEN; LEE, 1966) e A. similis (SEWELL, 1914) foram retiradas do
género Acrocalanus (GIESBRECHT, 1888) para criar o género Bestiola
(ANDRONOV, 1972). Porém, como este nome ja era utilizado por um
género de inseto, foi substituido posteriormente por Bestiolina
(ANDRONOV, 1991; MOON; LEE; SOH, 2010). O género Bestiolina
sp. foi descrito no Brasil por Pereira (2004), Sterza e Fernandes (2006) e
Sterza et al. (2008), sendo que a espécie B. similis foi identificada em
2010 por Pereira (2011), na regido de Santos e Bertioga, no litoral do
estado de S&o Paulo. Pereira (2011) observou a presenca de B. similis
durante todo o0 ano no canal de Santos e no canal da Bertioga (Sao Paulo,
Brasil) em elevadas densidades, chegando a ser a espécie dominante do
zooplancton em coletas realizadas nos meses de maio e outubro.
Mckinnon e Klumpp (1998) também observaram elevadas densidades de
B. similis em coletas de campo no nordeste da Australia.

O copépode B. similis possui nauplios com pequeno tamanho
corporal, com cerca de 80 um (McKINON et al., 2003), o que pode ser
considerado um atributo desejado para escolha do alimento vivo a ser
utilizado na larvicultura (ST@TTRUP, 2000), e possui uma elevada taxa
de fecundidade, sendo observada a producéo de até 54 ovos . fémea™ .
dia’ em laboratério (McKINNON et al.,, 2003; CAMUS; ZENG;
MCcKINNON, 2009) e 55 ovos . fémea® . dia’ no ambiente natural
(McKINNON; KLUMPP, 1998). A espécie libera os ovos diretamente na
coluna d’agua, geralmente em grupos de 4 ovos por vez, sendo que a
producdo de ovos pode ocorrer continuamente durante o periodo de 24 h
(VANDERLUGT et al., 2009). Os ovos sdo pequenos, com
aproximadamente 74pm (McKINON et al., 2003), e a eclosdo pode
ocorrer em um periodo inferior a 12 h (VANDERLUGT et al., 2009)

De acordo com os resultados do estudo de Mckinon et al. (2003)
comparando diferentes espécies de copépodes tropicais, 0s autores
indicam que B. similis possui grande potencial para a aquicultura com
mais caracteristicas desejaveis do que outros géneros bastante estudados
como a Acartia sp. A espécie B. similis também possui a vantagem de ser
autoctone do litoral brasileiro o que é interessante do ponto de vista
ambiental, por eliminar o risco potencial de introducdo de espécies
exoticas e do ponto de vista da producdo aquicola, pois sdo utilizadas
populacdes ja adaptadas as condices locais.
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1.8 DESENVOLVIMENTO E REPRODUGAO DE COPEPODES

Os copépodes calanoida apresentam trés principais fases de
desenvolvimento ap6s a eclosdo do ovo, passando por nauplios,
copepoditos e adultos. A fase naupliar apresenta seis estagios de
desenvolvimento (abreviados por NI - NVI), com excecdo de algumas
espécies dos géneros Labidocera sp. e Pseudodiaptomus sp.
(MAUCHLINE, 1998), sendo que grande parte das espécies s6 comecam
a se alimentar a partir do terceiro ou quarto estagio naupliar (NIl e NIV)
(BERGREEN et al., 1988; STATTRUP, 2003). A segunda etapa consiste
na metamorfose de nauplios para copepoditos, em que 0s animais ja
apresentam caracteristicas de adulto, com o desenvolvimento através de
cinco (poucas espécies) ou seis estagios (Cl a CVI), em que ocorre
diferenciacdo dos apéndices e progressivo aumento na segmentacao e no
volume corporal. Os animais no ultimo estagio de desenvolvimento (CV1)
séo considerados adultos (STATTRUP, 2003).

O periodo de desenvolvimento em copépodes calanoida pode
variar de alguns dias, como no caso de A. sijiensis; A. tonsa; P.
crassirostris, até meses, como no caso de Calanus marshallae, e €
diretamente dependente do tipo e quantidade do alimento e dos fatores
ambientais, principalmente da temperatura (MAUCHLINE, 1998;
STOTTRUP, 2003; RHYNE et al., 2010; DRILLET et al., 2011). As
exigéncias energéticas também variam entre as espécies de copépodes,
influenciando no crescimento e no desenvolvimento dos animais, sendo
importante dessa forma definir a taxa de crescimento para cada espécie
alvo (STOTTRUP, 2003; HOLSTE,2010). A avaliacdo do periodo de
desenvolvimento é um indice utilizado em diversos trabalhos de campo e
em laboratdrio (CAMUS; ZENG, 2008; RHYNE et al., 2010;
FEREIDOUNI; MESKAR; ASIL, 2015) e sua determinacdo pode
auxiliar na predicdo e no escalonamento da produgdo dos copépodes
como alimento vivo.

A reproducdo ocorre de forma sexuada e os copépodes podem
liberar seus ovos diretamente na dgua ou armazena-los em sacos ovigeros
(MAUCHLINE, 1998). A produgdo de ovos é mensurada com base na
producdo diaria de ovos por fémea, independentemente do método de
reproducéo e é um indice bastante utilizado para medir a produtividade e
o0 potencial de crescimento da populacdo de copépodes (STOTTRUP,
2003; CAMUS; ZENG, 2008). Esse indice também ¢ utilizado em
laboratérios de producdo de organismos aquaticos para estimar o
suprimento de nauplios produzidos para alimentacao das larvas de peixes
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(ALAJMI et al., 2014). Segundo Mauchline (1998) a fecundidade diaria
de um copépode calanoida pode variar de acordo com a espécie e também
em funcdo de fatores abidticos e nutricionais. Embora existam diferencas
morfolGgicas entre os géneros de copépodes calanoida, os machos e
fémeas podem ser identificados basicamente através da diferenciacéo da
anténula; do quinto par de pernas (P5) nos machos, e do segmento genital
no urossomo (MAUCHLINE,1998; STUTTRUP, 2003).

1.9 PRODUCAO DE COPEPODES EM AMBIENTE
CONTROLADO

A forma mais comum de utilizacdo de copépodes na aquicultura
tém sido através de coletas em viveiros (LIAO; SU; CHANG, 2001;
ST@TTRUP, 2003) ou no ambiente natural (TOLEDO et al., 1999;
ST@TTRUP, 2003). A producgdo extensiva é baseada na fertilizagdo dos
viveiros, gerando “blooms” de microalgas (CONCEICAO et al., 2010) e
muitas espécies de peixes ja foram produzidas com base na criagdo
extensiva de copépodes (TOLEDO et al, 1999; LIAO; SU; CHANG,
2001; ST@TTRUP, 2003; OGLE et al., 2005; TOLEDO et al., 2005).
Porém este método de producéo de copépodes ¢ altamente dependente das
condicdes climaticas e meteorolégicas (KNUCKEY et al., 2005) e
apresenta o risco de introducdo de parasitas e patégenos na larvicultura
(SU et al., 2005; CONCEICAO et al., 2010). De acordo com Su et al.
(2005) j& ocorreram mortalidades em massa na produgdo de garoupa
devido a transmissdo de virus, como 0 VNN (Virus da Necrose Neural),
e de parasitas, entre eles o dinoflagelado Amylodinium sp., introduzidos
na larvicultura junto com copépodes coletados. Além de representar
grandes perdas na producdo, a introdugdo desses organismos patogénicos
é critica para laboratérios de produgéo, pois muitos desses agentes, como
as bactérias e virus, se dispersam facilmente e séo de dificil erradicacéo
(BRIEDE, 2010).

Diversos estudos ja demonstraram ser possivel produzir
copépodes em sistema intensivo, com ambiente controlado. Payne e
Rippingale (2001) produziram o copépode Gladioferens imparipes
utilizando tanques de 500 e 1000 L em sistema semicontinuo e sistema de
recirculagdo, automatizado para o tratamento da 4gua e coleta de nauplios,
com producdo média diéria de 870 nauplios . L. dia’*. Buttino et a., 2012
produziram os copépodes Temora stylifera e Centropages typicus em
sistema de recirculagdo, em tanques de 500 L, com a produgdo méaxima
de 380 copépodes . L*. Porém o estudo que apresentou maior produgéo
de nauplios foi o de Kline e Laidley (2015), em que os autores produziram



30

0 copépode paralacalanoida Parvocalanus crassirostris em tanques de
1.500 L, com sistema de recirculagdo, observando a producdo média
diaria de 18 milhGes de nauplios por tanque.

Apesar das vantagens do sistema de produgdo intensiva, como a
maior biosseguranca e controle da producao, um dos principais problemas
ainda é a dificuldade de obtencdo de elevadas densidades e a baixa
produtividade dos copépodes calanoida (ST@TTRUP, 2003;
MCcKINNON et al, 2003). Segundo STZTTRUP (2003) um dos
obstaculos para utilizacdo de copépodes em escala comercial na
aquicultura é a falta de protocolos que otimizem a produgdo em massa, 0
que implica na necessidade de se definir condigbes ambientais e
nutricionais 6timas para a manutengdo dos animais, ocorrendo no
aumento da producéo e diminuigéo dos custos. Segundo Morehead (2004)
a identificacdo de condicdes Gtimas para a producdo de espécies com
potencial aquicola é um fator chave para o sucesso da atividade e a
adequacdo dos parametros ambientais ndo apenas influencia no aumento
da produtividade, mas também possui um grande impacto econdmico.

Dentre os pardmetros ambientais, a temperatura é considerada
como um dos fatores que mais influenciam na fisiologia e no ciclo de vida
dos copépodes, regulando o crescimento e o potencial reprodutivo
(CHINNERY; WILLIANS, 2004; HOLSTE; PECK, 2006; MILIONE;
ZENG, 2008; RHYNE et al., 2010). A salinidade é outro parametro que
também pode afetar na produtividade de copépodes tanto no ambiente
natural como em cativeiro (OHS et al., 2010; RHYNE et al., 2010). Seus
efeitos sobre o crescimento e a fecundidade de copépodes marinhos e
estuarinos ja foram verificados em diversos estudos (CHINNERY;
WILLIANS, 2004; CHENG et al.,, 2006; HOLSTE; PECK, 2006;
SOUZA SANTOS et al., 2006; MILIONE; ZENG, 2008; OHS et al.,
2010). Pardmetros, como a temperatura e a salinidade, ainda podem ser
utilizados como uma ferramenta para inibir o crescimento de agentes
patogénicos e de organismos indesejaveis na producdo (JEPSEN, 2014).
Um terceiro parametro que também afeta o ciclo reprodutivo e migratério
de copépodes marinhos (MAUCHLINE, 1998; NELSON et al., 2011),
mas que ainda é pouco estudado, é o fotoperiodo. Alguns autores ja
demonstraram sua influéncia na taxa de producéo de ovos (STEARNS et
al., 1989; CERVETTO et al., 1993; CAMUS; ZENG 2008; MILIOU,
1992) e no desenvolvimento naupliar (CAMUS; ZENG, 2008; PECK,
2008; FEREIDOUNI; MESKAR; ASIL, 2015).
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1.10 IMPORTANCIA DOS CILIADOS

Além dos copépodes, outro grupo de animais que possuem
importancia na alimentagdo de larvas de peixes no ambiente natural e que
recentemente tem despertado um maior interesse por parte dos
pesquisadores para sua aplicacdo na aquicultura, sdo os protozoarios
ciliados. O filo Ciliophora é o maior grupo entre 0s protozoarios e séo
importantes na transferéncia de nutrientes dentro da cadeia alimentar em
ambientes costeiros, sendo a principal ligacdo no loop microbiano
marinho  (MONAGNES, DOWER; FIGUEIREDO, 2010). Os
protozodrios sdo uma fonte de alimento essencial para diversos copépodes
marinhos (DUTZ; PETERS, 2008) e também possuem um papel
importante na alimentacdo inicial de larvas de diferentes grupos
taxonémicos (FUKAMI et al., 1999; FIGUEIREDO et al., 2007,
MONTAGNES; DOWER; FIGUEIREDO, 2010).

Convencionalmente, os ciliados marinhos séo divididos em dois
principais grupos, loricados (tintinideos) e aloricados (“ciliados nus”)
(NAGANO et al., 2000). Quando comparados com outros tipos de
zooplancton, podemos ver que ainda existe pouca informagdo sobre a
predacdo de ciliados por larvas de peixes no ambiente natural e em
laboratério (FIGUEIREDO; NASH; MONTAGNES, 2007). Grande
parte da informacéo existente ainda é referente aos tintinideos, os quais
possuem partes indigestiveis que podem ser identificadas mais facilmente
no intestino das larvas (PIERCE; TURNER 1992). A predacdo dos
ciliados aloricados pode ser ainda mais importante, devido a maior
ocorréncia geografica e numérica desses ciliados em relagdo aos
tintinideos (KAMIYAMA et al., 2000). Porém este grupo de ciliados
pode ser subestimados em estudos de dietas de larvas devido a dificuldade
de identificacdo pela sua rapida digestéo e transparéncia (FUKAMI et al.,
1999; NAGANO et al., 2000). Nagano et al. (2000) ndo puderam observar
o ciliado Euplotes sp. no intestino de larvas do peixe cirurgido
Paracanthus hepathus utilizando técnicas convencionais de microscopia.
A confirmacdo da ingestao dos ciliados s6 pdde ser feita com a utilizacao
de técnicas de biofluorescéncia. Fukami et al. (1999) utilizando
microscopia de fluorescéncia para investigar a predagdo de protozoarios
aloricados por lavas de peixes marinhos encontraram protistas no trato
digestorio de peixes de 42 grupos taxondmicos diferentes. De forma
similar, Figueiredo et al. (2007) encontraram protozoarios no trato
digestorio de larvas de peixes marinhos em todas as 12 espécies
examinadas pelos autores. Considerando a rapida digestdo dos protistas,
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0s autores estimaram que 0s protozarios podem representar pelo menos
25 % da dieta de seis dessas espécies.

Alguns estudos de laboratério também j& constataram que larvas
de peixes marinhos podem se alimentar de diversas espécies de ciliados
aloricados, como Balanion sp.; Euplotes sp. e Strombidium sp.
(LESSARD et al. 1996; HUNT von HERBING; GALLAGER, 2000;
NAGANO et al. 2000; FIGUEIREDO et al., 2007) e alguns autores
sugerem que 0s protozoarios podem ser a Unica presa adequada para
suportar o crescimento e a sobrevivéncia inicial de larvas de peixe
(NAGANO et al, 2000; HUNT von HERBING et al., 2001,
FIGUEIREDO et al., 2007), particularmente em larvas com pequeno
tamanho corporal, menores que 3 mm, as quais ndo conseguem ingerir
nauplios de copépodes (IKEWAKI; TANAKA, 1993). Outros trabalhos
avaliando a alimentacdo de larvas com ciliados também demonstram que
larvas podem ingerir um grande nimero de protozoarios, variando de 400
a 1500 ciliados . larva?® . h't (OHMAN et al., 1991; LAIR et al., 1994;
FIGUEIREDO et al., 2007). No estudo de Fukami et al. (1999) os autores
sugerem que as larvas de peixes predam os protistas de forma seletiva e
ndo aleatoriamente. Com o recente reconhecimento da importancia e do
potencial dos protozoarios na alimentacdo de larvas de peixes, deveria
existir um maior foco e mais estudos para se investigar o uso de
protozoarios na larvicultura de peixes (FIGUEIREDO et al., 2007;
MONTAGNES; DOWER; FIGUEIREDO, 2010)

1.11 Euplotes sp.

O ciliado aloricado Euplotes sp. possui pequenas dimensdes,
variando em média de 60 a 110 um (NAGANO et al., 2000), e vem sendo
utilizado experimentalmente na larvicultura de diversas espécies de
peixes marinhos ao longo das Ultimas décadas, sendo observado em
varios destes experimentos resultados positivos na sobrevivéncia das
larvas. Madhu e Madhu (2010) observaram maior sobrevivéncia de larvas
do “firefish” Nemateleotris decora, ap6s o periodo de 35 dias, quando
alimentadas com Euplotes sp. e Brachionus rotundiformes (sobrevivéncia
de 66%) em comparacdo com dietas utilizando somente rotiferos B.
rotundiformis e Brachionus plicatilis (sobrevivéncia de 10%) e dietas
utilizando nauplios do copépode Acartia tonsa e B. rotundiformes
(sobrevivéncia de 40%). Olivotto et al. (2005) também observaram maior
sobrevivéncia no grupo de larvas do gobideo Gobiossoma evelynae
alimentadas com Euplotes sp. e B. rotundiformis (50%) em comparagéo
ao grupo alimentado somente com rotiferos B. rotundiformis e B.
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plicatilis (35%). Leu, Sune e Meng (2015) observaram maior
sobrevivéncia para o peixe anjo Chaetodonplus sptentrionalis durantes os
primeiros 14 dias de larvicultura para larvas alimentadas somente com
ciliado Euplotes sp., na densidade de 20 a 50 ciliados . mL*, em
comparacao aos tratamento com rotiferos e com copépodes harpacticoida.
Larvas de garoupa Epinephelus septemfasciatus, e do peixe cirurgido
Paracanthurus hepatus, também foram aptas a se alimentar de Euplotes
sp. imediatamente ap6s a absorcdo do saco vitelinico e apresentaram
maior sobrevivéncia, em comparacdo com as larvas ndo alimentadas
(NAGANO et al., 2000a; NAGANO et al., 2000b).

O ciliado Euplotes sp. possui bons niveis de acidos graxos
altamente insaturados, como DHA e EPA (ZHUKOVA;
KHARLAMENKO, 1999; DRILLET; 2006; KRAUL, 2006). Os
flagelados e ciliados sdo capazes de sintetizar &cidos graxos
poliinsaturados (PUFA) (ZHUKOVA; KHARLAMENKO, 1999) e
segundo Gallager et al. (1996) os protozoarios possuem o potencial de
aumentar a sobrevivéncia de larvas durante os primeiros estagios de
desenvolvimento, devido a sua maior digestibilidade e elevado contetido
de &cidos graxos 6mega 3. Kraul (2006) ao analisar a composi¢cdo de
acidos graxos em Euplotes sp. verificou que é possivel enriquecer o
ciliado com niveis moderados de émega 3 utilizando enriquecedores
comerciais.

Alguns autores consideram o ciliado Euplotes sp. como
organismo potencial para utilizacdo na aquicultura (MONAGNES,
DOWER; FIGUEIREDO et al., 2010; OLIVOTTO et al., 2005;
NAGANO et al., 2000a) devido ao seu pequeno tamanho (OLIVOTTO et
al., 2005); alcangcam elevadas densidades (UYE et al.., 1996), ndo
necessitam exclusivamente do uso de microalgas para sua manutencdo
em cativeiro (CORTES; TSUZUKI; MELO, 2013) e sdo encontrados e
predados por larvas no ambiente natural (HOLT; HOLT, 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

E indiscutivel a necessidade de se produzir alimentos vivos de
alta qualidade, otimizando a producdo de peixes marinhos,
principalmente quando consideramos espécies com grande demanda de
mercado e elevado valor econdémico. Apesar das diversas vantagens
apresentadas pelos alimentos vivos tradicionalmente utilizados na
aquicultura, estes ndo conseguem suportar de forma satisfatoria o
desenvolvimento de varias espécies de peixes marinhos de corte e
ornamentais.

Entre os alimentos alternativos que vém sendo estudados,
destacam-se 0s copépodes, que sdo organismos com alto valor
nutricional, possuem tamanhos e natacdo adequados para as larvas de
peixes, e 0s protozoarios marinhos, tém ganhado atenc&o, principalmente
como suplementacdo alimentar de larvas com pequeno tamanho, durante
o0s primeiros dias de larvicultura. Varios estudos tém demonstrando que
0 uso de copépodes e de ciliados podem proporcionar 0 aumento da
sobrevivéncia, e no caso dos copépodes ainda pode ser observado maior
crescimento e reducédo nas deformidades e na ma pigmentacao das larvas.

A tecnologia de producdo de copépodes ja é empregada em
algumas regies do mundo, porém vdrias dificuldades ainda sdo
encontradas, principalmente quando comparamos com a producdo de
rotiferos e da artémia. No caso dos ciliados marinhos existe uma grande
lacuna de estudos focando a produgdo em massa desses organismos para
utilizacdo na aquicultura. Entre os principais obstaculos para produgdo de
alimentos vivos alternativos em escala comercial esta a dificuldade de
identificacdo de espécies com caracteristicas adequadas para a producao
intensiva e a falta de protocolos para otimizacdo da producéo.

3 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Desenvolver protocolos de producdo para alimentos vivos alternativos
(copépode e ciliado), através da avaliagdo do efeito de parametros
abidticos (temperatura; fotoperiodo e salinidade), sobre os indices
zootécnicos do copépode Bestiolina similis e do ciliado Euplotes sp., em
sistema intensivo.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito da temperatura na producéo do copépode B. similis,
através das taxas de desenvolvimento; sobrevivéncia final; crescimento
especifico; crescimento populacional; periodo de duplicacdo da
populacdo; producdo de ovos . fémea™ . dia? ; taxa de ecloséo e da taxa
de tolerancia a variacdo abrupta da temperatura para nauplios e adultos.

b) Avaliar o efeito do fotoperiodo na producdo do copépode B. similis,
através das taxas de desenvolvimento; sobrevivéncia final; crescimento
especifico; crescimento populacional; periodo de duplicacdo da
populagdo; producado de ovos . fémea™ . dia™ e taxa de eclosao.

c) Avaliar o efeito da salinidade na producdo do copépode B. similis,
através das taxas de desenvolvimento; sobrevivéncia final; crescimento
especifico; crescimento populacional; periodo de duplicagdo da
populacdo; producéo de ovos . fémea? . dia!; taxa de ecloséo e da taxa
de tolerancia a variacdo abrupta da salinidade para nduplios e adultos.

d) Avaliar o efeito da temperatura, da salinidade, do fotoperiodo, da taxa
de aeracdo e de diferentes concentracGes de alimento no crescimento
populacional do protozoario ciliado Euplotes sp.

4 FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese foi organizada em cinco capitulos, sendo o capitulo
introdutdrio referente a revisdo de literatura e 0s quatro capitulos
seguintes correspondentes aos artigos cientificos. Os capitulos Il a V
foram formatados conforme as normas da revista Aquaculture (A2, Fator
de impacto: 1.878)
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POPULACIONAL, PERIODODE DESENVOLVIMENTO E NA
REPRODUCAO DO COPEPODE Bestiolina similis.

Wesley Freitas da Annunciagdo®"; Monica Yumi Tsuzuki?

aUniversidade Federal de Santa Catarina. Departamento de Aquicultura,
Laboratorio de Peixes e Ornamentais Marinhos, Servidao dos Coroas
503, Barra da Lagoa, 88061-600, Florianépolis, SC, Brasil

*wannunciacao@gmail.com

*Artigo formatado de acordo com as normas da revista Aquaculture
(A2, Fator de impacto: 1.878)



38

5 RESUMO

A producdo de formas jovens ainda € um dos grandes gargalos da
piscicultura marinha e um dos principais problemas sdo as elevadas taxas
de mortalidade que ocorrem nas fases iniciais da larvicultura. Os
copépodes constituem um importante componente dos ecossistemas
marinhos e segundo diversos estudos o0 seu uso na alimentacéo de larvas
de vérias espécies resultou em um aumento no crescimento, sobrevivéncia
e na diminuicdo de deformidades. Apesar das vantagens do uso de
copépodes na aquicultura, ainda existem algumas limitacGes a sua
producdo, sendo necessario otimizar as técnicas de producao afim de se
maximizar a produtividade. A investigacdo de fatores abidticos como a
temperatura é importante pois pode influenciar no crescimento,
sobrevivéncia e na fecundidade dos copépodes. Para avaliar a influéncia
da temperatura na producdo do copépode Bestiolina similis foram
realizados diferentes experimentos avaliando a tolerancia & variagdo
abrupta da temperatura, dindmica populacional, capacidade reprodutiva e
periodo de desenvolvimento, com a utilizacdo de diferentes tratamentos,
correspondentes a seis temperaturas, 22; 24; 26; 28; 30 e 32 °C. A
temperatura afetou o crescimento populacional, sobrevivéncia e
fecundidade. Através dos resultados observados no presente estudo foi
verificado que a faixa entre 24 e 32 °C é adequada para producdo da
espécie, proporcionando elevada taxa de crescimento, fecundidade,
sobrevivéncia e menor periodo de desenvolvimento.

Palavras-chave: Calanoida; Produgdo de ovos; Alimento vivo;
Agquicultura.
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6 ABSTRACT

The fish seeds production still is one of the major bottlenecks of marine
fish farming and one of the main problems is the high mortality rate that
occur in the early stages of larvae development. The copepods are an
important component of marine ecosystems and several studies have
shown that its use for larval feed resulted in a growth increase, better
survival and decreased deformities. Despite the advantages of the use of
copepods in aquaculture, there are still some limitations to its production,
being necessary to optimize production techniques in order to maximize
the productivity. The investigation of abiotic factors such as temperature
is important because it can influence the growth, survival and fecundity
of copepods. To evaluate the effect of temperature on the production of
Bestiolina similis copepod we conducted different experiments to
evaluate the tolerance to abrupt temperature variation, population
dynamics, reproductive capacity and development, using different
treatments, corresponding to six different temperatures, 22; 24; 26; 28; 30
and 32 ° C. We note that the temperature affected the population growth,
development, survival and fecundity. Based on the observed results in the
present study we found that the range between 24 and 32 ° C is suitable
to produce this copepod, providing high growth rate, fertility, survival and
lower development time.

Keywords: Calanoida; Egg production; Live feed; Aquaculture.
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7 INTRODUCAO

A producdo de juvenis ainda é um dos grandes gargalos da
piscicultura marinha, sendo observadas elevadas taxas de mortalidade nas
fases iniciais da larvicultura, sendo que a inadequacdo do alimento é um
dos principais responsaveis pela baixa sobrevivéncia e pela elevada taxa
de deformidade nos peixes (LUBZENS et al., 1997; RAJKUMAR,;
KUMARAGURU VASAGAM, 2006). Os rotiferos (Brachionus sp.) e a
artémia (Artemia sp.) sdo os alimentos vivos tradicionalmente utilizados
na aquicultura e possuem diversas caracteristicas favoraveis a sua
producdo. Porém, devido ao seu padrdo de natacdo, tamanho e perfil
nutricional, ambos ndo sdo adequados para a alimentacdo de larvas de
diversas espécies de peixes marinhos com importancia comercial, como
algumas espécies de garoupas, Epinephelus coioides, E. tauvina (DOI et
al., 1997; TOLEDO et al., 1999), pargos, Lutjanus campechanus, L.
argentimaculatus (SCHIPP et al., 1999; OGLE et al., 2005) e linguado,
Hippoglossus hippoglossus (SHIELDS et al., 1999; BELL et al., 2003).
Devido a este fato, o uso de alimentos alternativos, como 0s copépodes,
vem ganhando cada vez mais importancia (STTTRUP, 2003;
CONCEICAO et al., 2010).

Os copépodes sdo microcrustaceos aquaticos que constituem um
importante componente de ecossistemas marinhos como consumidores
do fitoplancton e servindo como alimento para espécies de niveis troficos
superiores (MAUCHLINE, 1998). Copépodes sdo presas naturais de
larvas de um grande nimero de espécies de peixes marinhos (TOLEDO
etal., 1999; SAMPEY et al., 2007) e em diversos estudos, a alimentacao
exclusivamente com copépodes, ou quando combinados com outros
organismos, ja demonstrou resultados positivos, com o aumento do
crescimento, sobrevivéncia e da resisténcia das larvas (SHIELDS et al.,
1999; TOLEDO et al. 1999; LIAO; SU; CHANG, 2001; PAYNE et al.,
2001; SU et al. 2005; OGLE et al. 2005; OLIVOTTO et al., 2008;
DRILLET et al, 2011; BARROSO et al., 2013; SARAVANAN et al.,
2013; IE et al., 2015).

A familia Paracalanidae é composta por pequenos copépodes que
possuem ampla distribuicdo (McKINNON; DUGGAN, 2001;
McKINNON et al., 2003), sendo um dos principais constituintes de
comunidades plancténicas nos tropicos (McKINNON; KLUMPP, 1997;
MCcKINON et al., 2003). A espécie Bestiolina similis é um copépode
paracalanoida que pode ser observado em elevadas densidades no
ambiente natural e é uma das presas favoritas para larvas de diversas
espécies de peixes (McKINON et al., 2003; SAMPEY et al. 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848605001602#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848605001602#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848605001602#bib33
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Segundo McKinon et al. (2003) a espécie apresenta caracteristicas
favoraveis ao seu uso na aquicultura, como pequeno tamanho (nduplios
com cerca de 70 um) e perfil nutricional adequado.

Apesar das diversas vantagens do uso de copépodes na
aquicultura, ainda existem limitagdes, como a dificuldade de producéo
continua em escala comercial (PAYNE; RIPPINGALE, 2001;
STATTRUP, 2003) e a obtencdo de elevadas densidades dentro de
sistemas intensivos (ST@TTRUP, 2003). Fatores abio6ticos podem afetar
a produtividade de copépodes, influenciando em diversos aspectos
reprodutivos e no desenvolvimento dos animais (DUSSART; DEFAYE,
2001; PETERSON, 2001; HALL; BURNS, 2002; CHINNERY;
WILLIAMS, 2004; HOLSTE; PECK, 2006)). A temperatura tem sido
positivamente relacionada com a taxa de desenvolvimento (CHINNERY;
WILLIAMS, 2004; RHYNE et al., 2010) e a taxa de producdo de ovos
(MAUCHLINE, 1998; MILIONE; ZENG, 2008), sendo considerada
como um dos fatores que mais influenciam na fisiologia e no ciclo de vida
dos copépodes (BONNET et al., 2007).

Foram conduzidos diversos experimentos para avaliar o efeito da
temperatura sobre os estagios de desenvolvimento, proporcdo sexual,
sobrevivéncia, crescimento populacional, fecundidade e taxa de ecloséo
de ovos de B. similis, com o objetivo de definir a faixa de temperatura
mais adequada para producao deste copépode na aquicultura.

8 MATERIAL E METODOS

8.1 COLETA, IDENTIFICACAO E MANUTENGAO DOS
COPEPODES

Os animais utilizados no presente estudo foram coletados durante
na Lagoa da Conceicéo; Floriandpolis; SC, com o uso de rede de plancton,
malha de 300 um. Os animais coletados foram separados com o auxilio
de peneiras de diferentes malhas (500, 300 e 150 um), isolados no
microscopio estereoscdpico e transferidos para tanques cilindricos de 150
L mantidos em sistema semi-estatico, com coletor automatizado (para
ovos e nauplios) e fracionador de proteinas. Os copépodes eram
alimentados com as microalgas Isochrysis galbana e Chaetoceros
muelleri (1:1) na concentracdo de 1,0 a 1,5 . 10° células . mL*
(ST@TTRUP, 2003).

Os pardmetros fisico-quimicos foram mantidos em valores
semelhantes aos mensurados no momento da coleta (salinidade de 30 g .
L, temperatura de 24 + 2 °C e pH 8.3). Para a manutencéo da qualidade


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib13
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib28
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib19
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da &gua era realizada a renovagado de 100% do volume dos tanques a cada
15 dias. A 4gua utilizada na manutencdo dos copépodes e nos
experimentos realizados, passava por duas fases de filtragem, compostas
por um filtro mecénico (50 um), fracionador de proteinas e por tratamento
ultravioleta (32w). Apos a filtragem era realizada a desinfec¢do da dgua
com o uso de peroxido de hidrogénio 28 %. A agua doce utilizada para as
diluigdes da dgua marinha passava por um filtro deionizador de 4 estagios.

A identificacdo da espécie foi realizada pelo departamento de
taxonomia do Instituto Oceanografico de Sdo Paulo (IO-SP) e pelo
departamento de taxonomia da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). Os animais foram mantidos em laboratério por mais de 20
geracdes antes de serem utilizados nos experimentos.

8.2 DEOSENHO EXPERIMENTAL

8.3 EXPERIMENTO 1: VARIACAO ABRUPTA DA
TEMPERATURA

Nauplios e adultos de copépodes oriundos de um dos tanques de
producdo, mantido em 26 + 0,6 °C, foram expostos a nove diferentes
temperaturas, 18; 20; 22; 24; 26; 28; 30; 32 e 34 °C, durante o periodo de
24 h. Foram realizados dois testes, o primeiro para avaliar a tolerancia de
nauplios e o segundo para avaliar a tolerancia de adultos a variacdo
abrupta da temperatura. Em cada unidade experimental de 500 mL foram
estocados 500 + 31,42 nauplios, no primeiro teste, e 100 £ 15,26 adultos
de B. similis, no segundo.

Os animais (previamente separados do tanque de producéo)
foram coletados de acordo com volumes predeterminados através da
quantificacdo volumétrica, concentrados em peneira com malha de 45 um
e transferidos para as unidades experimentais (em triplicata) sem
aclimatacdo prévia. Ao final do periodo experimental, 50 % dos animais
foram separados para a determinacdo da sobrevivéncia final, através da
contagem do numero total de animais vivos e mortos. O fotoperiodo foi
mantido em 12L : 12E e a salinidade em 30 g . L, durante todo o
experimento.

8.4 ACLIMATACAO DOS COPEPODES AS DIFERENTES
TEMPERATURAS

Para a realizacdo dos experimentos de dindmica populacional
(experimento 2, item 8.5); periodo de desenvolvimento (experimento 3,
item 8.6) e fecundidade (experimento 4, item 8.7), foi feita a aclimatagéo
prévia dos copépodes nas diferentes temperaturas avaliadas. Para realizar
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este processo, todo o contelido de um dos tanques de producdo foi
concentrado em peneiras com tela de 105 e 60 um, para separagdo dos
nauplios, os quais foram transferidos para 6 tanques de aclimatacéo, com
30 L de &4gua marinha, salinidade 30 g . L.

Estes tanques foram mantidos inicialmente com temperatura de
26 °C, controlada com o uso de aquecedores termostatos, em ambiente
com temperatura controlada. O processo de aclimatacdo dos animais foi
realizado com 0 aumento ou a diminuicao gradual de no maximo 3 °C ao
dia, até a obten¢do das temperaturas testadas, 22; 24; 26; 28; 30 e 32 °C.
Os animais foram mantidos nestas condic¢Ges por duas geracdes antes de
serem utilizados nos experimentos. Esse procedimento foi realizado para
cada um dos experimentos executados.

8.5 EXPERIMENTO 2: DINAMICA POPULACIONAL

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a dinamica
populacional do copépode B. similis, foram estocados 12 adultos, sendo
8 fémeas e 4 machos, em recipientes contendo 750 mL de dgua marinha
(30 g . LY. As unidades experimentais, mantidas em triplicata, eram
fechadas com tampa, para evitar a variacdo da salinidade devido a
evaporacdo, e ficavam em banho maria, dentro de seis caixas plasticas
(uma por tratamento). Essas caixas foram mantidas em sala com
temperatura controlada e possuiam um termostato aquecedor de 300w
cada. Os tratamentos utilizados correspondiam a 6 diferentes
temperaturas, 22 (T22); 24 (T24); 26 (T26); 28 (T28); 30 (T20) € 32 (T32).

Os animais foram alimentados uma vez ao dia com a microalga
Isocrysis galbana na concentracdo média de 1,5 . 10° células . mLt. A
cada 3 dias foi realizada a renovacdo de 25 % da agua através do
sifonamento dos recipientes, com o auxilio de peneira com malha de
45um, para evitar a remocdo dos nauplios. Durante o processo de
alimentacdo e de renovacédo da agua era realizado o ajuste da salinidade,
caso necessario. Ao término do periodo experimental de onze dias, todo
0 contetdo das unidades experimentais foi concentrado e fixado em
formalina 5%, para a contagem e avaliacdo dos estagios de
desenvolvimento e para determinagdo da proporcdo sexual. A taxa de
crescimento especifico populacional (K) foi calculada segundo a férmula
(LAMPERT; SOMMER, 1997; CAMUS; ZENG;McKINON, 2009):

K=Ln !No/ NT!
T

Onde T é o tempo de duracdo do experimento (em dias), Nt é a
populacdo ao final do experimento e No a densidade inicial de estocagem



44

dos copépodes, sendo que o ndmero de ovos observados foi
desconsiderado nos calculos realizados. Também foi calculado o tempo
duplicacdo da populagdo (Tp) dividindo-se o0 loge2 pela taxa de
crescimento especifico da populagdo (K) (JAMES; AL-KHARS,1986;
LAMPERT; SOMMER, 1997):

To= L0ge2
K

8.6 EXPERIMENTO 3: PERIODO DE DESENVOLVIMENTO E
SOBREVIVENCIA

Para a avaliagdo do periodo de desenvolvimento do copépode B.
similis nas diferentes temperaturas, foram utilizados recipientes
cilindricos com 500 mL de 4gua marinha, 30 g . L%, tampados e dotados
de leve aeragdo. As unidades experimentais foram mantidas em sala com
temperatura controlada e fotoperiodo 12L : 12E. A temperatura nos
diferentes tratamentos foi controlada com o uso de aquecedores
termostatos de 300W, de acordo com as temperaturas avaliadas, 22 (T2);
24 (T24); 26 (Tze); 28 (ng); 30 (Tso) e 32 (Tsz).

Para a estocagem dos animais, foram separados todos 0s ovos
produzidos nos tanques de aclimatagdo e transferidos para recipientes
plasticos de 20 L, um para cada tratamento. Apos periodo médio de
incubacdo de 24 h, os nduplios recém eclodidos foram contabilizados,
através da contagem de 10 aliquotas de 25 mL, e estocados nas unidades
experimentais, na densidade de 800 nauplios . L1. A microalga Isochrysis
galbana foi utilizada para alimentac&o diaria dos animais na concentragéo
média de 1,5 . 10° células . mL* (ST@TTRUP, 2003)

Os parametros de qualidade da agua, amodnia total (teste
colorimétrico API®) e pH (teste colorimétrico API®), foram monitorados
a cada 72h, enquanto a salinidade (refratdbmetro, com precisdode 1 9. L
1) e a temperatura (termémetro de merclrio, com preciséo de 0,1 °C)
foram monitoradas trés vezes ao dia, as 8, 14 e 18h. A renovacéao de 20
% da agua nas unidades experimentais foi realizada diariamente, com o
auxilio de peneira com malha de 45um, para se evitar a remocdo de
nduplios, sendo que &gua utilizada na renovacdo das unidades
experimentais também era mantida em banho maria nas diferentes
temperaturas avaliadas. Durante esse processo também era feita a
correcdo da salinidade, caso houvesse a variagdo de maisde 1 g . L.

Para a determinagdo dos estagios de desenvolvimento eram
retiradas diariamente trés aliquotas de 40 mL de cada unidade
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experimental, apds a homogeneizagao do contetido. Essas amostras foram
analisadas no microscopio estereoscpio para se calcular a taxa de
desenvolvimento diario, que consiste na porcentagem diaria observada
para cada estagio de desenvolvimento (nduplios, copepoditos e adultos).
Ao se detectar que a totalidade da populacdo de um determinado
tratamento houvesse atingido o estagio de adultos, todo o conteldo das
unidades experimentais, daquele tratamento, era concentrado e fixados
em formalina 5%, para posterior contagem e determinacdo da
sobrevivéncia final.

8.7 EXPERIMENTO 4: FECUNDIDADE E TAXA DE ECLOSAO

Para se determinar o efeito da temperatura na produgdo de ovos
do copépode B. similis foi realizado um experimento de quatro dias
(VANDERLUGT; LENZS, 2008) em que foram estocados em cada
unidade experimental seis individuos adultos, sendo 4 fémeas e 2 machos,
separados manualmente com auxilio de microscdpio estereoscopio.

As unidades experimentais eram compostas de dois recipientes
de 180 mL sobrepostos. A base do recipiente interno foi removida e
substituida por uma malha de 120 pum, para permitir a retencdo dos
adultos e passagem dos ovos, que se acumulavam no fundo do recipiente
externo. Diariamente os adultos eram removidos, junto com o recipiente
interno, para serem estocados em um novo recipiente externo, mantido
nas mesmas condicGes de temperatura e salinidade (esquema ilustrado no
item 42 — Apéndice). Os animais adultos eram contabilizados durante esse
processo e caso fosse detectada alguma mortalidade, era feita a reposicéo
por outro individuo mantido nas mesmas condigdes experimentais, com
mesma idade e sexo (adaptado de CAMUS; ZENG; McKINON, 2009).

As unidades experimentais foram mantidas em banho maria,
dentro de 6 caixas plasticas (uma por tratamento), com temperatura
controlada através do uso de termostato aquecedor, previamente
calibrados de acordo com as temperaturas avaliadas, 22 (T22); 24 (T2a);
26 (T26); 28 (T2g); 30 (T30) € 32 (T32). O experimento foi realizado em
sala com temperatura controlada e fotoperiodo 12L : 12E. Os animais
foram alimentados com a microalga Isochrysis galbana na concentragédo
média de 1,0 . 10° células . mL™2.

Os ovos e nauplios produzidos diariamente em cada unidade
experimental eram concentrados em peneira com malha de 45 um e
separados em placas de Petri para a contagem com o auxilio de
microscopio estereoscopio. A contagem foi utilizada para o calculo da
taxa de producdo de ovos . fémea . dia.(Tp remea):
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TP Fémea = No tOta| [0)V[e )
N° total de fémeas

Apobs a contagem, cerca de 50 ovos de cada repeticdo eram
transferidos para recipientes cilindricos de 100 mL com &gua nas mesmas
condi¢des observadas dentro das unidades experimentais. O fotoperiodo
foi o Ginico parametro alterado, passando a ser de 24L : OE. Apd6s o periodo
de 24 h, o conteudo dos recipientes foi concentrado e transferido para
placas de Petri, para ser analisado sob o microscdpio estereoscopio. O
nimero observado de nauplios recém eclodidos e de ovos que nédo
eclodiram foi utilizado para determinacéo da taxa de eclosdo (TXecloso)-

TX Eclosio = (N° ovos produzidos — N° ovos ndo eclodidos) . 100
N° ovos produzidos

8.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da taxa de crescimento especifico, tempo de duplicacao
da populacdo, proporgdo sexual, crescimento populacional, taxa de
fecundidade e taxa de ecloséo foram submetidos a Anélise de Variancia
Unifatorial (ANOVA), com médias comparadas pelo teste Tukey, com
nivel de significancia de 5 %, utilizando o software Statsoft Statistica 10
®. As taxas, em porcentagem, foram transformadas através da raiz arco-
seno. Os dados dos experimentos de varia¢do abrupta da temperatura e
de desenvolvimento foram submetidos a analise de regressdo ndo linear e
ao uso de ANOVA, para comparacdo das médias, com nivel de
significancia de 5%. A normalidade da distribuicdo das amostras foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedacidade dos dados foia
avaliada pelo teste de Levene.

9 RESULTADOS

9.1 EXPERIMENTO 1: VARIACAO ABRUPTA DA
TEMPERATURA

Nauplios e adultos demonstraram ser resistentes a variagdo
abrupta para uma ampla faixa de temperatura, conforme pode ser
observado na Figura 1A e 1B. Os animais apresentaram sobrevivéncia
média superior a 65 e 50 % para nauplios e adultos, respectivamente,
sendo os maiores indices de mortalidade observados quando ambos foram
expostos a 34 °C (Tss). Considerando que os animais eram provenientes
de um tanque com temperatura de 26°C (controle), foi possivel verificar
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que a elevagéo da temperatura teve um impacto negativo mais acentuado
na sobrevivéncia.

Figura 1. Curva de sobrevivéncia (24h) de nauplios (A) e adultos (B) de B. similis
expostos a variagdo abrupta da temperatura.
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9.2 EXPERIMENTO 2: DINAMICA POPULACIONAL

A temperatura influenciou significativamente (p<0,05) na
composigéo e na taxa de crescimento da populacdo de B. similis, Tabela
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1 e Figura 2A. Foi possivel observar que na temperatura mais baixa (22
°C) ocorreu um menor ndmero de adultos na populacédo final (p<0,05),
guando comparado com os demais tratamentos. O nimero de nauplios,
copepoditos e o tamanho da populagdo total, também apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) entre as diferentes temperaturas.

A taxa de crescimento especifico (K) e o tempo de duplicacéo da
populacdo apresentaram melhores resultados no intervalo de 24 a 30°C
guando comparamos com as temperaturas extremas de 22 e 32 ° C.
Também foi observado o predominio de fémeas na populacdo em todos
0s tratamentos, com variacdo entre 75,9 (T2) a 92,2 % (T24), ndo sendo
observada diferenga significativa entre os tratamentos (p<0,05), Figura
2B. Ao final do experimento os niveis de aménia toxica se mantiveram
entre 0,009 e 0,0017 mg . L.
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Figura 2 - Média (n=3) dos diferentes estagios de desenvolvimento (nauplios,
copepoditos, adultos) na composicdo da populacional (A) e na proporcéo sexual
de adultos (B) de B. similis ap6s o periodo de 10 dias.
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9.3 EXPERIMENTO 3: PERIODO DE DESENVOLVIMENTO E
SOBREVIVENCIA

A velocidade de desenvolvimento dos diferentes estagios de
maturagdo do copépode B. similis foi afetada pela temperatura conforme
pode ser verificado na Figura 3 e na Tabela 2. Foi possivel observar que
0 decréscimo da temperatura prolongou a duracdo dos estagios de
desenvolvimento. O nimero de nauplios declinou de forma gradual no
T2z e no Tos, a partir do terceiro dia, enquanto nos demais tratamentos
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houve uma queda acentuada, no terceiro e quarto dias. Os copepoditos
foram observados a partir do terceiro (Ta2s; Tos; Tos; Tao € T32) € quarto dia
(T22), sendo que sua presenca durou entre trés (Tzs; Tso € T32) € sete dias
(T22). A populagdo chegou a maturidade completa, entre o oitavo (T2s; Tao
e T32) e 0 décimo terceiro dia (T22), Figura 3.
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Figura 3 - Curvas do desenvolvimento de nauplios (m), copepoditos (#) e adultos (A ) de B. similis, para seis temperaturas

avaliadas durante o periodo de 13 dias (n

=3).
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Tabela 2
Equagdes das curvas dos diferentes estagios de desenvolvimento do copépode B.
similis e coeficiente de correlagdo, para as diferentes temperaturas avaliadas.

Tratamento  Estagio Equacéo R?
nauplios y =-1,0127x? - 5,7219x + 116,96 0,903
22°C copepoditos  y=-5,094x? + 79,376x - 231,12 0,854
adultos y =0,7366x% + 1,2139x - 32,418 0,950
nauplios y = 2,1956x? - 37,02x + 152,27 0,909
24°C copepoditos y =-8,5421x? + 87,398x - 152,21 0,769
adultos y =-2,26x%+50,361x - 175,92 0,928
nauplios y =-8,6138x? +19,2x + 97,228 0,833
26°C Copepoditos y=-11,23x? + 96,034x - 127,22 0,620
Adultos y =-2,3249x% + 41,721x - 82,008 0,936
Nauplios  y=6,9045x? - 84,904x + 255,77 0,844
28°C Copepoditos y ==-11,991x?+ 112,16x - 188,91 0,620
Adultos y =-1,3147x?+ 31,01x - 78,799 0,886
Nauplios y =1,7153x? - 31,807x + 136,16 0,842
30°C Copepoditos  y=-7,322x% + 69,272x - 103,4 0,537
Adultos y = -5,9884x? + 98,086x - 300,22 0,93
Nauplios y =1,7163x%-31,319x + 130,8 0,760
32°C Copepoditos y =-28,389x? + 241,81x - 421,86 0,893
Adultos y =-2,1591x% + 40,55x - 82,96 0,900

A menor temperatura a que os copépodes foram expostos (22 °C)
exerceu uma influéncia negativa (p<0,05) na sobrevivéncia final de B.
similis (Figura 4), sendo que a sobrevivéncia em T2, (18,80 * 4,17 %) foi
inferior (p<0,05) a dos demais tratamentos, que variaram entre 45,23 e
63,80 %.
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Figura 4 - Sobrevivéncia final de B. similis (Média + desvio padrdo). Letras
diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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9.4 EXPERIMENTO 4: FECUNDIDADE TAXA DE ECLOSAO

A temperatura influenciou na producéo didria de ovos e na
fecundidade total acumulada de fémeas de B. similis, Tabela 3. Os
animais expostos as temperaturas mais elevadas apresentaram maior
fecundidade, sendo observada a quantidade méaxima de ovos produzidos
por fémea . dia de 47,58 + 6,25 ovos, na temperatura de 32 °C. O maior
valor para a fecundidade total acumulada durante o periodo de 4 dias
também foi observado no Ts,, com 156,6 + 20,59 ovos . fémea (p<0,05).
A temperatura de 22 °C influenciou negativamente na fecundidade,
gerando uma producdo total de ovos inferior (p<0,05) a dos demais
tratamentos.

Ao contrario da fecundidade, a temperatura ndo apresentou
influéncia na taxa de eclosdo de ovos (p>0,05) durante os trés dias de
experimento, Figura 5. A taxa de eclosdo se manteve elevada, acima de
90% de eclosdo, durante todo o periodo experimental.
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Figura 5 - Média (n=3) e desvio padrdo da taxa de eclosdo de ovos de B. similis
durante o periodo de 3 dias
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10 DISCUSSAO

A temperatura pode afetar a distribuicdo espacial e sazonal de
copépodes marinhos na natureza (MILLER; MARCUS, 1994; DRIRA et
al., 2014) além de ser um dos fatores ambientais que mais influenciam na
produtividade desses crustdceos (RHYNE et al., 2009; ST@TTRUP,
2003), afetando diretamente na producdo de ovos e no desenvolvimento
naupliar (MAUCHLINE, 1998, DUSSART; DEFAYE, 2001). Os
resultados observados no presente estudo demonstram que a temperatura
exerceu influéncia no crescimento populacional, no tempo de
desenvolvimento, na sobrevivéncia e na reproducdo do copépode B.
similis.

A espécie demonstrou ser resistente a variacdo abrupta da
temperatura, dentro do intervalo de até 8 °C, com taxa de sobrevivéncia
média superior a 65%, para nauplios, e 55%, para adultos. Essa tolerancia
pode estar relacionada ao fato de B. similis habitar em regifes estuarinas
(MCKINNON; KLUMPP,1997) onde ocorre maior flutuacdo para
parametros como salinidade e temperatura. Diversas espécies de
copépodes que vivem nesses ambientes possuem maior tolerancia a
variacdo da temperatura e da salinidade (GAUDY et al., 2000; CASTRO-
LONGORIA, 2003; CHINNERY; WILLIAMS, 2004).

A temperatura também influenciou na dindmica populacional de
B. similis, afetando a taxa de crescimento e a composicdo da populagéo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib19
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib8
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib3
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib3
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607011775#bib6
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A populagdo final observada no presente estudo chegou a apresentar um
aumento superior a 60 vezes o tamanho da populagdo inicial, para os
tratamentos no intervalo de 24 a 30°C. A avaliagdo da dinamica
populacional é importante na determinacdo da viabilidade de producéo
das diferentes espécies de copépodes em laboratdrio, pois este parametro
fornece um espectro da produtividade e do desenvolvimento dos animais
em um ambiente com limitacbes nas condi¢Bes nutricionais e nos
parametros fisicos e quimicos. Alguns estudos j& demonstraram a
influéncia direta da temperatura sobre o desenvolvimento e sobrevivéncia
de copépodes (MAUCHLINE, 1998; DUSSART; DEFAYE, 2001;
PETERSON, 2001), sendo que para diversas espécies como Acartia sp.,
Paraeuchaeta elongata, Sinocalanus tenellus, Pseudocalanus newmani,
verificou-se que o tempo de desenvolvimento diminui consideravelmente
com 0 aumento da temperatura (OZAKI; IKEDA, 1998; KIMOTO et
al.,1986 ; LEE et al., 2003; CHINNERY; WILLIANS, 2004; MILIONE;
ZENG, 2009), porém existe uma faixa de temperatura étima para cada
uma delas.

Em relagdo a propor¢do sexual, foi observado o predominio de
fémeas dentro da popula¢do, em todos os tratamentos. Outros autores
como Camus e Zeng (2010) e Gusmao e Mckinnon (2009) também
verificaram uma elevada proporcédo de fémeas para essa espécie, tanto em
ambiente de laborat6rio como no ambiente natural, com uma proporgéo
variando entre 74 e 91 % fémeas. Em muitas espécies de copépodes se
observa a proporcdo sexual de 1: 1, porém algumas espécies ndo
apresentam esse padrdo, como € o caso da B. similis, sendo que ainda ndo
é bem compreendido o mecanismo exato e todos os fatores envolvidos na
determinago sexual (MAUCHLINE, 1998; GUSMAQ; MACKINON,
2009). No presente experimento ndo foram observadas diferencas
significativas da temperatura sobre a propor¢do sexual de B. similis,
embora alguns estudos ja tenham demonstrado que fatores ambientais,
densidade de estocagem e concentragdo de alimento podem influenciar na
proporcdo sexual de algumas espécies de copépodes (VOORDOUW et
al., 2005), como é o caso da temperatura para as espécies Eurytemora
affinis (KATONA, 1970) e Pseudodiaptomus newmani (LEE et al., 2003),
sendo que em ambos os trabalhos, a elevacao da temperatura resultou em
uma variacdo significativa da proporcéo de fémeas na populagéo.

A taxa de fecundidade é um indice frequentemente utilizado para
avaliar o crescimento de adultos e da populagdo de copépodes, uma vez
gue a producdo de ovos representa a diferenca entre a entrada de energia
e 0s gastos metabdlicos (HOLSTE; PECK, 2006). A temperatura é um
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dos principais fatores envolvidos na frequéncia reprodutiva e na
regulacdo da producdo de ovos em copépodes calanoida, geralmente
apresentando uma correlagdo positiva até um determinado limite, a partir
da qual comeca a ocorrer o declinio da producdo (HOLSTE; PECK, 2006;
CASTRO-LONGORIA, 2003; ARA, 2001). Este efeito da temperatura
foi descrito por Milione e Zeng (2008) para A. sinjiensis; Rhyne et al.
(2009) para P. pelagicus; Holste e Peck (2006) para Acartia tonsa e
Takahashi e Ohno (1996) para Acartia tsuensis. No presente estudo
também se verificou que o aumento da temperatura apresentou o efeito
positivo na fecundidade diria e total de fémeas de B. similis, sendo que
0 aumento em 10 °C permitiu dobrar a taxa média de produgéo de ovos,
com maior producdo sendo observada na temperatura de 32 °C. Esta
relacdo positiva com a temperatura dentro da faixa avaliada ja era
esperada, uma vez que esta espécie habita regifes tropicais, onde a
temperatura varia dentre do intervalo avaliado. Segundo Peck e Holste
(2005), o efeito da temperatura na producdo de ovos ndo é apenas espécie
especifico, mas também pode variar entre diferentes populagdes.

A temperatura também pode afetar a taxa de eclosdo de ovos de
copépodes (CASTRO-LONGORIA, 2003; CHINNERY;
WILLIANS,2004; HOLSTE; PECK, 2006), porém no presente estudo
ndo foram observadas diferengas significativas para a taxa de ecloséo
dentro da faixa de temperatura avaliada (22 a 32 °C). Estas observacoes
estdo de acordo com Milione e Zeng (2008), que também n&do observaram
influéncia da temperatura para a taxa de eclosdo no intervalo entre 25 e
30 °C, porém os autores observaram que a eclosdo dos ovos foi
significativamente menor em temperaturas abaixo de 15 °C.

A otimizacgdo da produtividade dos copépodes é um dos pontos
mais importantes para viabilidade de sua criagdo como alimento vivo na
aquicultura (MILIONE; ZENG, 2008). A temperatura possui a vantagem
de ser um pardmetro que além de afetar a produtividade dos copépodes
ainda pode ser manipulado com certa facilidade dentro de laboratérios de
producdo de organismos aquaticos. Apesar das vantagens, o controle da
temperatura também pode influenciar de forma consideravel nos custos
de producdo. Por isso é importante se determinar a produtividade de
diferentes espécies de copépodes em diferentes faixas de temperatura,
para avaliar qual delas se ajusta melhor ao modelo de produgdo e as
condi¢des climéticas de cada laboratério.

A determinacdo de valores Otimos de temperatura no
desenvolvimento de copépodes é importante para aquicultura, pois o
desenvolvimento mais rdpido pode contribuir para o aumento da
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produtividade. Em contrapartida, o desenvolvimento mais lento também
pode ser benéfico para o uso na larvicultura, pela maior duracdo do
estagio naupliar. Assim a manipulacéo da temperatura pode ser utilizada
como uma importante ferramenta de controle na produgéo.

11 CONCLUSAO

A temperatura exerceu influéncia sobre diversos parametros
zootécnicos do copépode Bestiolina similis. Foi possivel verificar que o
copépode € resistente as variacGes abruptas da temperatura, dentro do
intervalo de até 8 °C, apresentando maior sensibilidade quando expostos
as temperaturas mais elevadas. O intervalo de 24 a 30 °C proporcionou
uma melhor taxa de crescimento populacional, enquanto a temperatura de
32° C favoreceu & maior producgdo de ovos por fémea. A temperatura de
22°C pode ser utilizada para retardar o desenvolvimento naupliar, porém
acarreta em menor taxa de sobrevivéncia dos animais.
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14 RESUMO

Os copépodes calanoida sdo considerados como uma alternativa potencial
para substituicdo ou complemento dos alimentos tradicionalmente
utilizados pela aquicultura, os rotiferos e a artémia. Porém o uso de
copépodes na aquicultura ainda possui algumas limitacdes para producéao
em escala comercial, como a falta de protocolos e a dificuldade de
obtencdo de elevadas densidades. O fotoperiodo é um parametro
importante no controle do ciclo circadiano em diversas espécies de
animais e dos ciclos migratdrios diarios e reprodutivos dos copépodes
marinhos. Para avaliar o efeito do fotoperiodo no crescimento
populacional, desenvolvimento e reproducdo do copépode Bestiolina
similis, foram realizados quatro experimentos, utilizando cinco diferentes
fotoperiodos, OL : 24 E (Luz: Escuro), 8L : 16E, 12L :12E, 16L : 8E, 24L
: OE. Observamos que o fotoperiodo exerceu influéncia no crescimento
da populagéo, no desenvolvimento e na reproducdo d B. similis, sendo
que a privagdo de luz provocou um efeito negativo sobre diversos
parametros produtivos do copépode. Baseados nos resultados do presente
estudo, a utilizagdo de ciclos luminoso entre 12 e 24 horas de luz
proporciona melhor desempenho zootécnico do copépode B. similis.

Palavras-chave: Ciclo luminoso; Bestiolina similis; producéo de
ovos; alimento vivo; aquicultura.
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15 ABSTRACT

The calanoid copepods are considered as a potential alternative to
replacement or to supplement the food organisms traditionally used in
aquaculture, rotifers and artemia. But the use of copepods in aquaculture
still has some limitations for commercial production, such as the lack of
protocols and the difficulty to obtain high densities in the culture. The
photoperiod is an important parameter in controlling the circadian rhythm
in several species of animals and in daily migratory and reproductive
cycles of marine copepods. To evaluate the effect of photoperiod on
population growth, development and reproduction of copepod Bestiolina
similis, four experiments were carried out using five different
photoperiods, OL: 24 D (light: dark), 8L: 16D, 12L: 12D, 16L: 8D, 24L:
0D. We observed that the photoperiod exerted effect on population
growth, development and reproduction of B. similis and light deprivation
had a negative effect on many productive parameters. Based on the results
of the present study, our recommendation is to use cycles between 12 and
24 hours of light for the production of copepod B. similis, in order to
maximize productivity.

Keywords: Light cycle; Bestiolina similis; egg production; live feed;
aquaculture.
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16 INTRODUCAO

Os copépodes sdo microcrustaceos que fazem parte da cadeia
alimentar de larvas de diversas espécies de peixes marinhos no ambiente
natural (HOLT, 2003) e sdo considerados como uma alternativa potencial
aos alimentos vivos tradicionalmente utilizados pela aquicultura
(STOTTRUP, 2003). Atualmente, a piscicultura marinha ainda é
altamente dependente do uso de rotiferos (Brachionus sp.) e da artémia
(Artemia sp.) nas fases iniciais da producdo de larvas. Apesar de
possuirem diversas caracteristicas favoraveis a sua producdo, esses
alimentos néo sdo adequados para suportar o desenvolvimento de larvas
de diversas espécies de peixes marinhos (OLIVOTTO et al.,, 2008;
DRILLET et a., 2011). Neste sentido, se torna cada vez mais necessario
0 uso de alimentos vivos alternativos, que possam contribuir para o
aumento da sobrevivéncia, do crescimento e da resisténcia das larvas
(ST@TTRUP, 2003).

Os copépodes calanoida estdo entre 0s organismos mais
promissores para a larvicultura de peixes marinhos (CAMUS; ZENG,
2008), devido ao seu comportamento pelagico em todas as fases de
desenvolvimento, pequeno tamanho naupliar e elevado contetdo de
acidos graxos (SAMPEY et al., 2007; Bl et al, 2011). Alguns estudos ja
demonstraram que larvas alimentadas com copépodes calanoida
apresentaram elevada sobrevivéncia, maior crescimento, diminui¢do na
incidéncia de deformidades e maior tolerancia as condicdes adversas
(KOVEN et al., 2001; VAN der MEREEN et al., 2008; LEMUS et al.,
2010).

A espécie Bestiolina similis é um pequeno copépode calanoida,
que possui ampla distribuigdo, sendo frequentemente dominante em éareas
costeiras de regides tropicais e ja foi descrito como presa natural de larvas
de varios grupos de peixes (BOXSHALL; HALSEY, 2004; SAMPEY et
al.,, 2007). Mckinon et al. (2003) atribuem varias caracteristicas
desejaveis para B. similis e a classificam como espécie com grande
potencial para a aquicultura.

Apesar de sua importancia, o uso de copépodes na aquicultura
ainda possui algumas limitacdes para a produgdo em escala comercial,
entre elas, destacam-se a dificuldade de obtencéo de elevadas densidades,
a falta de protocolos especificos e alimentacdo com dietas multialgais, o
gue resulta em elevados custos de producdo (HOLT, 2003; STOTTRUP,
2003). A produtividade dos copépodes esta relacionada com uma gama
de fatores, incluindo o tipo e a concentracdo do alimento, a densidade de
estocagem e 0s pardmetros ambientais, como temperatura, salinidade e
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fotoperiodo (MAUCHLINE, 1998; CASTRO-LONGORIA, 2003;
ST@TTRUP, 2003; DRILLET et al.,, 2011). O fotoperiodo é um
parametro chave no controle do ciclo circadiano em diversas espécies de
animais e dos ciclos migratérios diarios em copépodes marinhos
(NELSON et al., 2011). Alguns estudos ja demonstraram seu efeito na
taxa de producdo de ovos (STEARNS et al., 1989; CERVETTO et al.,
1993; CAMUS; ZENG 2008; MILIOU, 1992), e na taxa de eclosdo
(PECK; HOLSTE, 2006; JEPSEN et al., 2007) para algumas espécies de
copépodes. Porém trabalhos relacionando o fotoperiodo com a
produtividade de copépodes ainda sdo escassos (NELSON et al., 2011).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
do fotoperiodo no crescimento populacional, no periodo de
desenvolvimento, na sobrevivéncia, na fecundidade e na taxa de eclos&o
de ovos de B. similis.

17 MATERIAL E METODOS
17.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO COPEPODE

Os copépodes foram coletados com o uso de rede de plancton
(300 um) através de arrasto na superficie da agua, na Lagoa da Conceicao,
Floriandpolis, Brasil. Para a separa¢do inicial dos animais foi realizada
uma triagem, com o uso de peneiras com diferentes malhas (500, 300 e
150 pum) e auxilio de microscopio estereoscopio. Os animais isolados
durante este processo foram mantidos em tanques de 150 L até que se
observasse a presenca de apenas uma espécie. Apos essa verificacao,
parte do contetido dos tanques foi concentrado e fixado em formalina 5%,
para a identificacdo da espécie, que foi realizada pelo Instituto
Oceanografico (10), Sao Paulo, e pelo Departamento de Taxonomia da
Universidade Federal do Espirito Santo, UFES.

17.2 MANUTENCAO DO COPEPODE B. similis

Apds o processo de separagdo dos animais, os individuos adultos
foram estocados em tanques de 150 L com leve areacdo e sistema de
recirculagdo parcial, em que a agua recirculava durante o periodo de 4 a
6 h por dia, passando por um coletor de ovos e nauplios, por um filtro
mecanico (50 um) e por um fracionador de proteinas. Os animais foram
mantidos com fotoperiodo de 12 L: 12 E (luz:escuro), salinidade de 30 g
. L%, temperatura 24 + 2°C e pH 8.3. Para a alimentacdo dos copépodes
foram fornecidas as microalgas Isochrysis galbana e Cheatoceros
muelleri, na concentracdo de 1 a 1,5 . 10° células . mL* (ST@TTRUP,
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2003). Os copépodes foram mantidos em laboratério por mais de 20
geracOes antes de serem utilizados nos experimentos.

Toda agua utilizada nos tanques de producdo dos copépodes e
nos experimentos realizados passava por sistema de filtragem mecanica
(filtro com 50 um), por tratamento ultravioleta (32w), e era desinfetada
com o uso de peroxido de hidrogénio (28 %). Apos esse tratamento, a
agua permanecia em um tanque de 250 L, com fracionador de proteinas.

17.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito do
fotoperiodo na dindmica populacional, no periodo de desenvolvimento,
na fecundidade e na taxa de eclosdo de ovos do copépode B. similis,
através da utilizagao de cinco tratamentos, OL : 24E (Luz : Escuro) (To:4);
8L : 16E (Te:16); 12L : 12E (T1212); 16L : 8E (T1es) € 24L : OE (T24.0).

As unidades experimentais eram mantidas em banho maria,
dentro de cinco camaras escuras (uma para cada fotoperiodo), que
consistiam em aquarios de 40 L revestidos com duas camadas de lona
preta e interligados por um sistema de recirculacdo, para que nédo
ocorresse variagdo da temperatura entre os tratamentos. A funcéo dessas
camaras era de isolar as unidades experimentais nos diferentes
fotoperiodos avaliados. Todos os aquarios possuiam na parte superior,
uma estrutura de PVC para fixagdo da iluminagéo, constituida por uma
lampada fluorescente de 6400 k, com 11 W de poténcia. A intensidade
luminosa mensurada na superficie da agua foi de 980 + 60 lux. Os
parametros de qualidade da agua, salinidade (refratbmetro com precisédo
de 1g. L) e temperatura (termdmetro de merctrio com preciséo de 0,1
°C) foram monitorados todos os dias, as 8 e 16 h. Os niveis de aménia
total e pH (testes colorimétricos API®) foram mensurados a cada trés
dias. A alimentacdo dos animais era realizada diariamente com a
microalga Isochrysis galbana, na concentracdo de 1,5 . 10° células . mL-
L (ST@TTRUP, 2003). Essa estrutura foi utilizada para realizagédo dos
experimentos 1, 2, 3 e 4, descritos a segulir.

17.4 EXPERIMENTO 1: DINAMICA POPULACIONAL

Para realizacdo do experimento foram estocados 12 adultos (8
fémeas e 4 machos) em unidades experimentais contendo 750 mL de agua
marinha (30 g . L), em triplicata. A renovacdo de &gua era realizada a
cada trés dias, através do sifonamento de 25% do volume dos tanques,
com auxilio de peneira com malha de 45um, para evitar a remocao de
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ovos e nauplios. A microalga Isochrysis galbana foi utilizada para a
alimentacéo dos copépodes na concentracéo de 1,5 . 10° células . mL™.

Ao final dos 10 dias de experimento, todo o conteldo das
unidades experimentais foi concentrado, fixado em formalina 5% e
levado ao microscOpio estereoscOpio para a contagem e avaliacdo dos
estagios de desenvolvimento, taxa de crescimento especifico e para
determinacdo da propor¢do sexual. A taxa de crescimento especifico
populacional (K) foi determinada com a utilizacdo da formula
(LAMPERT; SOMMER, 1997; CAMUS; ZENG; McKINON, 2009):

K=Ln (No/ Nt)
T

Onde T é o tempo de duracdo do experimento (em dias), Nt é a
densidade da populacdo ao final do experimento, desconsiderando o
numero de ovos, e Ng a densidade inicial de estocagem dos copépodes. O
tempo de duplicacdo da populacdo (Tp) foi avaliado pela férmula
(JAMES;AL-HARS,1986; LAMPERT; SOMMER, 1997):

To= Loge2
K

17.5 EXPERIMENTO 2: PERIODO DE DESENVOLVIMENTO E
SOBREVIVENCIA

Ovos obtidos de um dos tanques de producao foram separados e
estocados em um recipiente de 10 L, durante 24h. Apos esse periodo de
incubacdo, os nauplios recém eclodidos foram contabilizados para
estocagem nas unidades experimentais, com base no calculo volumétrico.
Os animais foram acondicionados em unidades experimentais com 500
mL de agua marinha (30 g . L'!) na densidade inicial de estocagem de
1000 nauplios . L1, As trés réplicas utilizadas em cada tratamento foram
mantidas dentro de cAmaras escuras, previamente descritas no item 17.3.

Para a manutencdo da qualidade de agua durante o experimento
era realizada a renovacdo diaria de 20% do volume, através do
sifonamento, com auxilio de uma peneira com malha de 45 um, para
evitar a retirada dos nauplios. Todos os dias foram retiradas trés amostras
de 40 mL de cada unidade experimental, para 0 acompanhamento do
estagio de desenvolvimento dos copépodes, mensurado através da
contagem do nimero de nauplios, copepoditos e adultos. Os animais
foram mantidos vivos durante a contagem, realizada em placas de Petri
com auxilio do microscopio estereoscopio, e devolvidos para as
respectivas unidades experimentais, com o propoésito de néo se alterar a
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densidade de estocagem ao longo do experimento. Ao se determinar que
todos individuos de um tratamento alcancaram a fase adulta, todo o
conteldo das unidades experimentais, do respectivo tratamento, era
concentrado e fixado com formalina 5%, para posterior contagem e
determinacdo da sobrevivéncia final, através da comparagdo do numero
de individuos observados com o nimero total de individuos estocados
inicialmente em cada unidade experimental.

17.6 EXPERIMENTO 3: FECUNDIDADE

A producdo de ovos por fémeas de B. similis foi monitorada
durante quatro dias consecutivos (VANDERLUGT; LENZS, 2009;
CAMUS; ZENG; McKINON, 2009), nos cinco fotoperiodos avaliados.
Foram estocados em cada unidade experimental seis individuos adultos,
4 fémeas e 2 machos, separados manualmente com auxilio de
microscopio estereoscépio. As unidades experimentais eram compostas
de dois recipientes de 180 mL sobrepostos. O recipiente interno teve sua
base substituida por uma malha de 120 pum, que servia para isolar 0s ovos
e para facilitar a retirada diaria dos adultos (esquema ilustrado no item 42
— Apéndice).

A cada 24 h era realizada a separacao dos dois recipientes para a
contagem dos ovos, que se concentravam no fundo do recipiente externo,
e para a estocagem dos adultos em um novo recipiente. Para a realiza¢do
desse procedimento, o recipiente interno era gentilmente removido,
colocado em uma placa de Petri com dgua na salinidade de 30 g . Lt e
levado ao microscopio estereoscOpio, para verificagdo da taxa de
mortalidade. Caso fosse detectada a mortalidade de algum adulto, este era
substituido por outro individuo mantido nas mesmas condicdes
experimentais, com mesma idade e sexo (CAMUS; ZENG; McKINON,
2009). Apds esse processo, 0 recipiente contendo os adultos era colocado
em um novo recipiente externo, com agua nas mesmas condicOes de
salinidade e temperatura.

Os ovos coletados do recipiente externo eram concentrados em
peneira com malha de 45 um, separados em placas de Petri e levados ao
microscopio estereoscépio, para a contagem diaria, que foi utilizada no
célculo da taxa de producéo de ovos . fémea . dia™X.(Tp remea).

Tp remea=__ N° total ovos

N° total de fémeas
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17.7 EXPERIMENTO 4: TAXA DE ECLOSAO

Os ovos produzidos durante os trés primeiros dias do experimento
3, foram estocados em recipientes de 100 mL, em triplicata, e mantidos
€om 0s mesmos parametros experimentais descritos previamente no item
17.6 . Foram estocados de 40 a 50 ovos em cada unidade experimental.
Apo0s o0 periodo de incubacdo de 24 h, os ovos foram concentrados em
uma peneira com malha de 45 pum e analisados sob microscopio
estereoscopico. Os ovos que ndo eclodiram e os nduplios recém eclodidos
foram contabilizados para o célculo da taxa de ecloséo.

TX. Eclosio = [ (N° ovos produzidos — N° ovos ndo eclodidos) . 100]
N° ovos produzidos

17.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos para taxa de crescimento especifico, tempo de
duplicacdo da populagdo; proporcdo sexual; dindmica populacional;
periodo de desenvolvimento; sobrevivéncia; taxa de producdo de ovos
diaria e taxa de eclosdo foram analisados através da Analise de Variancia
Unifatorial (ANOVA), com a utilizagdo do software Statsoft Statistica 10
®. Médias com diferengas significativas (p<0,05) foram comparadas pelo
teste Tukey, para determinacdo das diferencas especificas entre os
tratamentos avaliados. As taxas em porcentagem foram transformadas
através da raiz arco-seno. Os dados do teste de desenvolvimento foram
submetidos a andlise de regressdo ndo linear e a e a taxa de producéo de
ovos acumulada a regressdo linear. A homocedacidade dos dados foi
avaliada pela prova de Levene.

18 RESULTADOS
18.1 EXPERIMENTO 1: DINAMICA POPULACIONAL

Os resultados para o experimento de dindmica populacional
demonstram que houve maior aumento da populagdo (p<0,05) para os
animais mantidos em fotoperiodos superiores a 12 h de luz (T12:12; Ties €
Toa0) em comparacdo aos animais mantidos na auséncia de luz (To:24)
(Tabela 1). Entre os estagios de desenvolvimento, apenas o nimero de
copepoditos apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
(p<0,05), em que T2 apresentou maior populacdo de copepoditos em
relagdo ao To.4 (Tabela 1).

A proporgao sexual de B. similis apds o periodo de 10 dias néo
foi influenciada pelo fotoperiodo, sendo possivel verificar que a
proporcao de fémeas foi predominante em todos os tratamentos, com
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média variando de 66,66 + 28,86 (10:24) @ 90,00 £ 17,32 % (1s:16), Tabela
1. A taxa de crescimento especifico (K) variou entre 0,405 + 0,008 (To:24)
e 0,454 + 0,017 (Tas0), apresentando diferenga significativa (p<0,05)
apenas entre esses dois tratamentos (Tabela 1). O tempo de duplicacéo
também apresentou melhor resultado (p<0,05) para T24,0 em comparacao
ao To24 (Tabela 1). Ao final do experimento os niveis de ambnia toxica
se mantiveram abaixo de 0,021 mg . L*e o pH em 8,0+0,4 para todos os
tratamentos.
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18.2 EXPERIMENTO 2: PERIODO DE DESENVOLVIMENTO E
SOBREVIVENCIA

O periodo de desenvolvimento para os diferentes estagios do
copépode B. similis variou entre os fotoperiodos avaliados, como pode
ser observado nas curvas de desenvolvimento da Figura 1 e na Tabela 2.
A proporcao de nauplios apresentou acentuado declinio no quarto dia,
mas sua presenca pdde ser detectada (em pequena quantidade) até o
quinto dia do experimento, com excecdo do Ties. A presenca de
copepoditos foi verificada inicialmente no terceiro dia do experimento,
1,55+1,47% (T12:12) a 6,22+2,44% (T24:0) e pbde ser observada até o
nono dia, para Ti2:12; Tie:s; Toa0, € décimo primeiro dia, para to.22. A
auséncia de luz prolongou o tempo de desenvolvimento de copepoditos
até adultos, sendo observadas diferencas significativas (p<0,05) do sexto
ao décimo primeiro dia, em que a proporcao de adultos para 0 To:24 foi
inferior a dos demais tratamentos. Observamos que a totalidade dos
animais alcancou a fase adulta no décimo (Ti2:12; Ties; T24a:0) décimo
primeiro (Ts:16) € no décimo segundo dia (To:24). A sobrevivéncia final
dos copépodes variou entre 46,5 + 6,6 (To:24) € 64,1 + 5,36 % (T24:0) € foi
influenciada significativamente (p<0,05) pelo fotoperiodo, com melhores
resultados para os tratamentos T12:12; T1e:8; T24:0 €m relacdo ao Tg.16€ To:24,
Figura 2.
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Tabela 2

EquacBes da regressdo e coeficiente de correlacdo entre os diferentes
fotoperiodos avaliados, para os estagios de desenvolvimento.

Fotoperiodo  Estagio Equacio R?
nauplios  y=1,3014x? - 40,468x + 185,74 0,889
OL:24E  copepoditos y =-7,4494x? + 82,567x - 154,22 0,759
adultos y =-3,0375x2 + 64,932x - 246,35 0,968
nauplios  y=3,9707x?-61,416x + 218,61 0,874
8L:16E  copepoditos y =-8,8842x2 + 90,054x - 155,88 0,691
adultos  y=-2,9119x? + 58,555x - 193,52 0,905
nauplios  y=5,059x? - 58,897x + 167,41 0,891
12L:12E  copepoditos y =-9,7087x? + 93,288x - 160,14 0,630
adultos 'y =-3,0562x? + 60,397x - 196,61 0,941
nauplios  y=6,5104x?-81,353x + 249,52 0,87
16L:8E  copepoditos y=-11,973x? + 109,91x - 185,24 0,604
adultos y =-4,04x% + 73,992x - 231,58 0,929
nauplios y =6,5461x2 - 81,422x + 248,7 0,872
24L:0E  copepoditos y =-12,004x? + 110,83x - 185,14 0,685
adultos y = -3,4873x% + 66,127x - 209,2 0,945
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Figura 2 — Sobrevivéncia final de B. similis (Média + desvio padrdo) em cinco
diferentes fotoperiodos. Letras diferentes indicam diferencas significativas
determinadas pelo teste Tukey (p < 0.05).
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18.3 EXPERIMENTO 3: FECUNDIDADE

O aumento do fotoperiodo influenciou positivamente na
producdo didria de ovos por fémeas de B. similis (Figura 3), sendo que a
auséncia de luz influenciou negativamente a producdo de ovos (p<0,05)
durante todo o periodo experimental (Figuras 3). A producdo diaria de
ovos ndo apresentou diferencga significativa no intervalo de exposicdo
entre 12 e 24 h de luz.

Figura 3 - Fecundidade diéria por fémea durante o periodo de 4 dias (Média +
desvio padrdo) para cinco fotoperiodos (n=4). Letras diferentes indicam
diferencas significativas determinadas pelo teste Tukey (p < 0.05).
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18.4 EXPERIMENTO 4: TAXA DE ECLOSAO

O fotoperiodo ndo apresentou influéncia significativa (p<0,05)
sobre a taxa de eclosdo de ovos do copépode B. similis. A ecloséao foi
elevada durante todo o periodo experimental, se mantendo com média
acima de 95%, (Figura 4).

Figura 4 - Média (n=3) de desvio padrdo da taxa de eclosdo de ovos de B. similis
para diferentes fotoperiodos durante o periodo de 3 dias.
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19 DISCUSSAO

Poucos trabalhos foram realizados para avaliar os mecanismos de
atuacdo do fotoperiodo e do seu efeito na produtividade de copépodes
(PECK; HOLSTE, 2006; NELSON et al., 2011). No presente estudo foi
observado que o aumento do fotoperiodo acelerou o processo de
desenvolvimento e resultou em maiores taxas de sobrevivéncia para B.
similis. Fotoperiodos acima de 12 h luz se mostraram mais adequados
para a manutencdo da espécie. Essa relacdo entre o fotoperiodo e o
periodo de desenvolvimento dos copépodes pode estar relacionada a
regulacdo hormonal no processo de muda dos crustaceos (FEREIDOUNI;
MESKAR; ASIL, 2015). Apesar do sistema enddcrino dos copépodes
ainda ndo estar bem descrito, o processo de muda é similar a dos demais
crustaceos e com isso alguns autores sugerem que os copépodes possuem
uma regulacdo hormonal analoga (FLEMINGER, 1985; GUSMAO;
MCKINON, 2009). Camus e Zeng (2008) ao avaliarem cinco diferentes
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fotoperiodos, também verificaram que o periodo de desenvolvimento do
copépode Acartia sinjiensis, do ovo até a fase adulta, foi
significativamente menor para animais mantidos em fotoperiodos
prolongados de 18 a 24 h de luz, quando comparado com aqueles
mantidos em 0 e 6 h luz. Através dessas observacdes, 0s autores sugerem
que o fotoperiodo pode ser utilizado como uma ferramenta de controle na
producdo de copépodes, contribuido para o aumento da produtividade
com o uso de fotoperiodos prolongados, ou pode ser utilizado para
retardar o desenvolvimento naupliar, aumentando assim o periodo em que
0s nauplios estdo disponiveis para serem utilizados na larvicultura.
Segundo STATTRUP (2003), fotoperiodos acima de 12 h de luz sdo mais
adequados para a producdo de copépodes de uma forma geral.

Apesar do efeito do fotoperiodo sobre o desenvolvimento e a
reproducdo de copépodes ainda ndo estar bem esclarecido, alguns estudos
verificaram que o nimero de horas de luz a que 0s animais sdo expostos
pode afetar significantemente a producdo de ovos em copépodes
calanoida (CAMUS; ZENG,2008), harpacticoida (MILIOU, 1992) e
cyclopoida (FEREIDOUNI; MESKAR; ASIL, 2015). No presente
estudo, observamos que o aumento do fotoperiodo afetou positivamente
a producéo de ovos por fémeas de B. similis, porém nédo foram observadas
diferencgas significativas entre os tratamentos para a taxa de ecloséo. Este
efeito positivo de ciclos luminosos mais extensos sobre a producéo de
ovos de B. similis aparentemente ndo esta relacionado ao comportamento
reprodutivo da espécie, uma vez que ja foi reportado por Vanderlungt et
al. (2009) que B. similis apresenta uma produgdo continua de ovos durante
24 h, diferente de outros copépodes que possuem um comportamento
mais especifico quanto ao ciclo diurno, como algumas espécies do género
Acartia sp., que se reproduzem preferencialmente a noite
(MAUCHLINE, 1998) ou algumas espécies do género Calanus sp., que
se reproduzem preferencialmente durante o dia (MAUCHLINE, 1998).
Este efeito positivo do aumento do nimero de horas de luz sobre a
producdo de ovos pode estar mais relacionado ao fato da espécie B. similis
habitar regibes tropicais, que possuem naturalmente fotoperiodos mais
extensos (CAMUS; ZENG, 2008). Camus, Zeng e Mckinon (2009)
observaram que fotoperiodos acima de 12 h luz proporcionaram uma
maior producdo de ovos por fémeas para a espécie Acartia sijensis. Ja
Peck e Holste (2006) observaram que o fotoperiodo néo afetou a produgéo
de ovos do copépode Acartia tonsa, mas verificaram um efeito positivo
do aumento do fotoperiodo na taxa de eclosdo. Laabir et al. (1995)
também ndo observaram diferencas na produgéo de ovos para o copépode
Calanus helgolandicus mantidos em trés diferentes fotoperiodos, 24L.:0E;
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12L:12E e 24L:0E. Fereidouni, Meskar, Asil (2015) atribuem essas
diferencas observadas sobre a reproducdo dos copépodes ao efeito espécie
especifico dos ciclos luminosos.

Segundo Nelson et al. (2011) existe ainda a possibilidade da
influéncia indireta do fotoperiodo sobre o crescimento e a reproducdo de
copépodes em funcdo da alimentagdo, uma vez que diversos estudos ja
demonstraram que a concentracéo e a qualidade das microalgas exercem
forte efeito sobre producdo de ovos em copépodes (KIGRBOE et al.,
1985; MAUCHLINE, 1998; STOTTRUP, 2003; CAMUS; ZENG, 2008;
DRILLET et al., 2011) e que o fotoperiodo e a intensidade luminosa séo
considerados como fatores chave no controle da producdo primaria,
podendo afetar o crescimento e o perfil nutricional do fitoplancton
(TZOVENIS, DE PAUW; SOGERLOOQS, 1997; DIEHL et al.,2002;
ISARI, 2014).

A manipulacio do fotoperiodo pode favorecer o aumento da
produtividade da espécie B. similis, sendo uma ferramenta interessante,
uma vez que o fotoperiodo é parametro facilmente controlado em
laboratorio.

20 CONCLUSOES

O fotoperiodo exerceu influéncia nos indices de crescimento
populacional, na taxa de crescimento especifico, no tempo de duplicacdo
da populacéo, na sobrevivéncia, no periodo de desenvolvimento e na taxa
de producdo de ovos do copépode B. similis. A auséncia de luz afetou
negativamente os indices zootécnicos do copépode B. similis, enquanto
ciclos luminosos superiores a 12 h de luz resultaram em melhores indices
de produtividade, proporcionando o desenvolvimento mais rapido,
maiores taxas de crescimento populacional, de sobrevivéncia e maior
producdo de ovos por fémea durante o periodo de quatro dias. Porém o
fotoperiodo ndo afetou a proporcdo sexual, a proporcdo de adultos na
populacdo e a taxa de eclosdo. Apesar no ganho em produtividade, é
necessario considerar que o aumento do fotoperiodo pode acarretar em
maiores gastos com energia elétrica, caso se opte pela utilizacdo da
iluminacdo artificial, sendo importante também realizar a analise
econbmica da producéo.
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23 RESUMO

O interesse por espécies marinhas produzidas em cativeiro vem
aumentando nos Gltimos anos, porém larvas de diversas espécies de
peixes com grande demanda de mercado, como as garoupas e 0s pargos,
ndo sdo aptas a se alimentarem de organismos tradicionalmente utilizados
na aquicultura, o que resulta em baixa sobrevivéncia e crescimento. Os
copépodes calanoida estdo entre as alternativas potenciais e possuem a
vantagem de ser o alimento natural de um grande nimero de espécies
marinhas. O copépode Bestiolina similis apresenta elevado valor
nutricional e caracteristicas favoraveis para sua producdo em cativeiro.
Porém, para maximizar a producdo de copépodes é importante identificar
as condicOes 6timas para a criacdo dos animais em ambiente controlado.
A salinidade é um parametro ambiental que pode influenciar o
crescimento e a reproducdo de copépodes calanoida. Para testar o efeito
da salinidade na producdo de B. similis foram realizados diferentes
experimentos avaliando a dindmica populacional, capacidade reprodutiva
e desenvolvimento, utilizando 5 diferentes salinidades, 15, 20, 25, 30 e
35 g . L. Também foi avaliada a tolerancia a variagdes abruptas de
salinidade, compreendendo a faixa entre 0 e 50 g . L%, para nauplios e
adultos. Através dos resultados do presente estudo, foi possivel observar
gue o copépode B. similis é uma espécie que se adapta bem a ampla faixa
de salinidade, sendo que os animais mantidos entre 25 e 35 g . L*
apresentaram maior fecundidade e maior desenvolvimento. A espécie
também se mostrou resistente a variacdo abrupta a salinidade,
apresentando elevada sobrevivéncia no intervalo de 10 a 50 g . L1, para
adultos e de e 10 a 45 g . L%, para nauplios. Porém a salinidade ndo
influenciou significativamente na propor¢do sexual, no tamanho e na
composicdo da populagdo. A taxa de eclosdo foi elevada em todas as
salinidades, ndo sendo influenciada significativamente (p<0,05) pelos
tratamentos avaliados.

Palavras-chave: Alimento vivo, Calanoida, Bestiolina similis, producéo
de ovos, aquicultura.
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24 ABSTRACT

The interest in marine species produced in captivity has been increasing
in recent years, but larvae of several species of fish with high market
demand, such as groupers and snappers, still are not able to feed on
organisms traditionally used in aquaculture, which results in low survival
and growth. The copepods are between the potential alternatives to
substitute or complement the traditional live feeds and have the advantage
of being the natural food of a large number of marine species. The
copepod Bestiolina similis has a high nutritional value and favorable
characteristics for its production in captivity. However, to maximize the
copepod production is important to identify the optimal conditions for the
copepods culture in a controlled environment. Salinity is an
environmental parameter that influence on the growth and reproduction
of copepods calanoida. To investigate the effect of the salinity in the
production of B. similis, different experiments were conducted to evaluate
the population dynamics, reproductive capacity and development, using
5 different salinities, 15, 20, 25, 30 and 35 g. L*. The tolerance to abrupt
variations in salinity was also evaluated, comprising the range between 0
and 50 g. L%, for nauplii and adults. Through the results of this study, we
observed that the copepod B. similis is a species that adapts well to the
wide range of salinity, and the animals kept between 25 and 35 g. L
showed higher development and fecundity. The species was resistant to
abrupt variation in salinity, with a high survival in the range of 10 to 50
g. L1, for adults, and 10 to 45 g. L1, for nauplii. However, the salinity did
not significantly influence the sex ratio, size and composition of the
population. The hatching rate was high in all salinities.

Keywords: Live feed, Bestiolina similis, egg production, aquaculture.
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25 INTRODUCAO

O interesse por espécies marinhas produzidas em cativeiro vem
aumentando nos Ultimos anos, sendo a producao aquicola vista como uma
alternativa mais sustentavel a pesca de peixes de corte e ornamentais
(KLINE ; LAIDLEY, 2015). Porém as larvas de muitas espécies de peixes
marinhos que possuem grande demanda de mercado, como garoupas e
pargos (TOLEDO et al., 1999), apresentam baixa sobrevivéncia quando
alimentadas com organismos tradicionalmente utilizados na aquicultura,
como rotiferos (Brachionus sp.) e artémia (Artemia sp.), o que resulta em
baixa sobrevivéncia e crescimento (OSTROWSKI; LAIDLEY, 2001),
além do aumento na incidéncia de deformidade (McEVOY et al., 1998).
Para contornar essas limitagfes, diversos alimentos alternativos vém
sendo pesquisados ao longo das Ultimas décadas (LAVENS;
SORGELOQS, 1996; STOTTRUP, 2003; OLIVOTTO et al., 2005).

Entre essas alternativas estdo os copépodes, microcrustaceos
produzidos em laboratério desde a década de 60 (MAUCHLINE, 1998;
DRILLET etal., 2011), que possuem a vantagem de ser o alimento natural
de um grande nimero de espécies marinhas, apresentando caracteristicas
desejaveis como perfil nutricional, padrdo natatério e pequeno tamanho
naupliar (STTTRUP, 2003). Os copépodes séo ricos em acidos graxos
essenciais, entre eles os &cidos poliinsaturados, fundamentais para o
desenvolvimento e a sobrevivéncia de larvas de peixes marinhos
(SARGENT; FALK-PETERSEN, 1988; McEVOY et al., 1998).

A principal forma de uso dos copépodes na aquicultura tem sido
através de coletas no ambiente natural ou em viveiros (LEMUS et al.,
2004). Apesar da possibilidade de obtencdo de elevada biomassa, esses
métodos de coleta sdo altamente dependentes das condigdes ambientais e
de ciclos meteoroldgicos, apresentando grande sazonalidade na
abundancia e concentracdo dos organismos, além de apresentarem o risco
da introducdo de vetores de doengas e parasitas (KNUCKEY et al, 2005).
Em contrapartida, a producéo intensiva em laboratdrio permite um grande
controle sob os aspectos de biosseguranca e de produtividade. Apesar das
vantagens, a tecnologia de producdo intensiva ainda estd em
desenvolvimento, necessitando de avangos em diversos aspectos para que
se alcance um nivel confiavel para escala comercial (DRILLET et al.,
2011; SCHIPP et al., 1999; ST@TTRUP, 2003). Mesmo com 0 aumento
no nimero de pesquisas em técnicas de producédo de copépodes, um dos
principais problemas ainda é a dificuldade da obtencdo de elevadas
densidades na producdo, principalmente para os copépodes calanoida
(CAMUS; ZENG; MCKINON, 2009; DRILLET et al., 2011).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614004712#bb0355
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848605007647#bib25
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848605007647#bib22
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614004712#bb0440
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614004712#bb0475
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614004219#bb0050
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614004219#bb0070
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Para maximizar a producdo de copépodes é importante se
identificar as condicdes 6timas para a criacdo dos animais em ambiente
controlado. Alguns parametros como temperatura e salinidade séo
conhecidos por afetar a produtividade de copépodes tanto no ambiente
natural como em cativeiro (RHYNE et al., 2010). Os efeitos da salinidade
sobre o crescimento e a reproducdo ja foram verificados para varias
espécies de copépodes, entre elas, o harpacticoida Tisbe biminiensis
(SOUZA SANTOS et al.,, 2006) e os calanoida Pseudodiaptomus
pelagicus (OHS et al., 2010); Pseudodiaptomus annandalei (CHENG et
al., 2006); Pseudodiaptomus richardi (KAMINSKY et al., 2009); Acartia
tonsa (HOLSTE; PECK,2006); Acartia sinjiensis (MILIONE; ZENG,
2008); Acartia bifilosa, Acartia clausi e Acartia discaudata
(CHINNERY; WILLIANS, 2004).

A espécie Bestiolina similis é um pequeno copépode
paracalanoida de ampla distribuicdo em aguas temperadas e tropicais,
frequentemente dominante em comunidades costeiras préximas a
superficie da agua (McKINNON; DUGGAN, 2001) sendo uma das presas
preferidas de larvas de diversas familias de peixes tropicais no ambiente
natural (SAMPEY et al.,, 2007). A espécie apresenta elevado valor
nutricional, além de apresentar caracteristicas favoraveis ao seu uso na
larvicultura, como pequeno tamanho (nauplios com cerca de 70 um) e
suscetibilidade a predacéo, sendo sugerida como uma espécie com grande
potencial para a aquicultura (McKINON et al., 2003).

Foram realizados diversos experimentos no presente estudo para
mensurar 0 efeito da salinidade no periodo de desenvolvimento,
sobrevivéncia, crescimento populacional e na reproducéo do copépode B.
similis, com o objetivo de definir uma faixa de salinidade adequada para
producgdo do copépode.

26 MATERIAL E METODOS
26.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DE COPEPODES

Copépodes coletados na Lagoa da Conceicdo (Floriandpolis; SC),
com o uso de rede de zooplancton (malha de 300 um), foram separados
em peneiras com diferentes aberturas de malha (500,300 e 150 pum) e
posteriormente isolados no microscopio estereoscopico. ApoOs esse
procedimento, os animais foram transferidos para tanques cilindricos de
150 L, dotados de leve aeracdo, e dgua com parametros fisico-quimicos
semelhantes aos mensurados no momento e no local da coleta, salinidade
30 g . L*, temperatura 24 + 2°C (Média + DP) e pH 8,3. A alimentacéo
dos animais era realizada diariamente com as microalgas Isochrysis


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848609007935#bib31
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848609007935#bib42
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galbana e Chaetoceros muelleri (1:1) na concentragdo de 1,0 a 1,5 . 10°
células . mL* (ST@TTRUP, 2003).

Para a andlise e identificacdo da espécie, os animais foram fixados
em formalina 5% e enviados para departamento de taxonomia do 10 - SP
(Instituto Oceanogréfico - S&o Paulo) e do Departamento de Taxonomia
da UFES (Universidade Federal do Espirito Santo). Os copépodes foram
mantidos por mais de 20 geracdes no laboratdrio antes do inicio dos
experimentos.

A 4gua utilizada na manutencdo dos copépodes e nos
experimentos realizados passava por um sistema de filtragem mecanica
(50 um), filtragem fisico-quimica (fracionador de proteinas), tratamento
ultravioleta (32w) e desinfec¢do com o uso de perdxido de hidrogénio 28
%.

26.2 DESENHO EXPERIMENTAL

26.3 EXPERIMENTO 1: VARIAGCAO ABRUPTA DA
SALINIDADE

Foram realizados dois testes distintos para avaliar a tolerancia de
nauplios e adultos do copépode B. similis as variacGes abruptas da
salinidade, sendo utilizados 500 + 24 nauplios no primeiro teste e 100 +
22 adultos no segundo, em triplicata. Para a classificagdo e quantificacdo
dos animais foram retirados 20 L de um dos tanques de producéo,
previamente ajustado a salinidade de 25 g . L. Os animais foram entdo
concentrados em tela de 45 pum e foi feita a retirada de 10 aliquotas de 25
mL, para contagem e estimativa do nimero total de animas, com base no
calculo volumétrico. Apo6s esse procedimento, os copépodes foram
transferidos para as unidades experimentais de 500 mL, durante o periodo
de 24 h e sem aclimatacdo prévia e expostos a 11 diferentes salinidades,
0,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,50 g . L, obtida através de evaporacdo
natural e diluicdo da 4gua do mar (35 g . L™Y).

Ao final do experimento, 50% dos animais foram coletados em
peneira com malha de 45 pm para a determinacéo da sobrevivéncia final,
através da contagem do nimero total de animais vivos e mortos em cada
unidade experimental. A temperatura foi mantida em 26,0 + 1,0 °C e 0
fotoperiodo em 12L : 12E.
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26.4 ACLIMATAGAO A DIFERENTES SALINIDADES

Para a realizacio dos experimentos de dindmica populacional
(experimento 2, item 26.5), desenvolvimento (experimento 3, item 26.6)
e capacidade reprodutiva (experimento 4, item 26.7), descritos a seguir,
foram separados os nauplios de um dos tanques de produgéo, previamente
ajustado a salinidade 25 g . L, e distribuidos igualmente em 5 tanques
de aclimatacdo com 30 L de dgua marinha, 25 g . L%, A salinidade desses
tanques foi alterada diariamente em no maximo de 2,5 g . L%, até se obter
a salinidade correspondente para o0s tratamentos avaliados nos
experimentos, 15 (Tis); 20 (T2o); 25 (T2s); 30 (Tso) € 35 (Tss) g . L. Os
animais foram mantidos nos tanques de aclimatacdo por trés geracdes,
cerca de 40 dias, antes de serem estocados nas unidades experimentais.
Este procedimento foi realizado para cada um dos experimentos.

26.5 EXPERIMENTO 2: DINAMICA POPULACIONAL

Para avaliar a dinamica populacional foram utilizadas unidades
experimentais com 750 mL de dgua marinha (conforme o tratamento
avaliado, 15; 20; 25 30; 35 ¢ . L™%), em triplicata, dotadas de leve aeracéo.
Em cada repeticdo foram estocados 12 adultos (8 fémeas e 4 machos)
previamente aclimatados as salinidades teste. A temperatura foi mantida
em 27 = 1 °C e o fotoperiodo em 12L : 12E. A microalga lIsocrysis
galbana foi utilizada para a alimentacdo dos copépodes na concentracéo
médiade 1,0a1,5. 10° células . mL™™.

A cada trés dias era realizada a renovacdo de 25% do volume das
unidades experimentais, através do sifonamento da 4gua com auxilio de
uma peneira com malha de 45um, para evitar a retirada dos nauplios.
Durante o processo de renovacdo da agua era feita a correcdo da
salinidade, caso necessario. Apds o periodo de 10 dias, todo contetdo foi
filtrado e fixado em formalina, para a analise através da contagem de
nauplios, copepoditos e adultos (machos e fémeas). A taxa de crescimento
especifico da populacdo (K) foi calculada segundo a seguinte férmula
(CAMUS; ZENG; McKINON, 2009; LAMPERT; SOMMER, 1997):

K= Lano/NT[
T

Onde T é tempo de producdo (em dias) Nt é densidade final da
populacdo, desconsiderando o nimero de ovos, e No a densidade inicial
de estocagem da populacgdo (12 adultos). Também foi calculado o tempo
duplicacdo da populagdo (Tp) dividindo-se o loge2 pela taxa de
crescimento especifico da populacdo (K) (JAMES; ALKHARS,1986;
LAMPERT; SOMMER, 1997):
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TD= Loge2
K

26.6 EXPERIMENTO 3: PERIODO DE DESENVOLVIMENTO E
SOBREVIVENCIA

Para avaliar o periodo de desenvolvimento de B. similis foram
utilizados nauplios recém eclodidos, previamente separados dos tanques
de aclimatagcdo. Os animais foram contabilizados e distribuidos nas
unidades experimentais (4 réplicas), na densidade inicial de estocagem de
1000 nauplios . L%, baseada no célculo volumétrico. As unidades
experimentais com 500 mL de agua foram mantidas em banho-maria,
com temperatura de 25 + 0,8 °C e fotoperiodo controlado (12L : 12E). Os
tratamentos utilizados consistiam de cinco diferentes salinidades,15, 20,
25,30e35¢g. L%

Para a manutencdo da qualidade da gua, 20% desta foi renovada
diariamente através do sifonamento, com auxilio de peneira com malha
de 45 um, para evitar a remocéo dos nauplios e copepoditos. A microalga
Isochrysis galbana foi utilizada na alimentacdo diaria dos animais na
concentragdo média de 1,5 . 10° células . mL* e ofertada apds a renovagéo
da agua. Os parametros de qualidade da agua, amodnia total (teste
colorimétrico API®); pH (teste colorimétrico Alcon®) foram
monitorados a cada trés dias. A temperatura (termémetro de mercurio) e
a salinidade (refratdbmetro, precisdo de 1 g . L) foram monitoradas
durante os 12 dias do periodo experimental.

O contetdo de cada um dos recipientes foi diariamente
homogeneizado e foram coletadas amostras de 40 mL (em triplicata) para
se acompanhar o estagio de desenvolvimento dos copépodes através da
taxa de desenvolvimento diario, que consiste na porcentagem diaria
observada para cada estagio de desenvolvimento (nauplios, copepoditos
e adultos). Os animais foram contabilizados vivos no microscopio
estereoscépio e devolvidos as unidades experimentais. Esse
procedimento foi previamente testado para avaliar a resisténcia dos
animais ao manejo. Ao se detectar que a totalidade dos copépodes em um
determinado tratamento havia chegado a fase adulta, todo o conteido das
unidades experimentais, do respectivo tratamento, era concentrado em
peneira com malha de 45 um e fixado em formalina 5%, para posterior
contagem e determinacdo da sobrevivéncia final.
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26.7 EXPERIMENTO 4: FECUNDIDADE E TAXA DE ECLOSAO

Para avaliar a producdo de ovos por fémeas de B. similis foram
utilizados animais previamente aclimatados em cada uma das salinidades
analisadas (15, 20, 25, 30, 35 g . L!), separados manualmente com auxilio
de microscdpio estereoscopio e estocados nas unidades experimentais, na
densidade de seis individuos adultos (4 fémeas e 2 machos). Os animais
foram sexados com base no segmento genital do urossomo, no tamanho e
no formato das anténulas. Cada unidade experimental de 180 mL era
composta por dois recipientes sobrepostos, sendo que a base do recipiente
interno foi substituida por uma malha de 120 um. O uso dessa malha
serviu para isolar os individuos adultos e para permitir a sua remogéo
diaria, sem remover 0s ovos, que se concentravam no fundo do recipiente
externo (esquema ilustrado no item 42 — Apéndice). Durante esse
processo 0s animais adultos eram contabilizados e caso houvesse alguma
mortalidade era feita a reposi¢éo por outro individuo mantido nas mesmas
condi¢Bes experimentais, com mesma idade e sexo (adaptado de
CAMUS; ZENG; McKINON, 2009). As unidades experimentais foram
mantidas em banho-maria dentro de um tanque de fibra, com temperatura
(25 + 1.2 °C) e fotoperiodo (12L: 12E) controlados.

Os ovos produzidos foram concentrados em peneira com malha de
45 um e separados em placas de Petri para a contagem diaria no
microscopio estereoscopio, utilizada no calculo da taxa de producgéo de
ovos . fémea . diat.(Tp remea).
Tp remea=____ N° total ovos
N° total de fémeas

Apo6s a contagem didria, cerca de 50 ovos produzidos em cada
unidade experimental, durante os trés primeiros dias de experimento,
foram incubados em recipientes cilindricos de 100 mL por 24 h. Os ovos
foram mantidos com as mesmas condi¢des de temperatura e salinidade
dos tratamentos avaliados, porém com fotoperiodo de 24h luz. Apds este
periodo, os ovos foram concentrados e analisados em placas de Petri, sob
microscopio estereoscopico. Os ovos que ndo eclodiram e os nauplios
recém eclodidos foram contabilizados para o calculo da taxa de eclosdo
(TX Ecloséo):

TX Eclosao = [ (N° ovos produzidos — N° ovos ndo eclodidos) . 100]

N° ovos produzidos
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26.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da taxa de crescimento especifico, tempo de duplicacdo
da populagdo, proporcdo sexual, dindmica populacional, sobrevivéncia,
taxa de fecundidade e taxa de eclosdo foram a Andlise de Variancia
Unifatorial (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste Tukey,
com nivel de significancia de 5%, utilizando o software Statsoft Statistica
10®. Os dados foram submetidos ao teste de Levene para verificar a
homocedasticidade e aqueles que ndo apresentaram variancias
homogéneas foram transformados pela transformacdo Box Cox. As taxas
em porcentagem de sobrevivéncia, desenvolvimento e eclosdo dos ovos
foram transformadas através da raiz arco-seno. Os dados dos
experimentos de choque de salinidade e de desenvolvimento foram
submetidos a analise de regressao nao linear.

27 RESULTADOS

27.1 EXPERIMENTO 1: VARIACAO ABRUPTA DA
SALINIDADE

Os adultos se mostraram mais resistentes a uma maior variacéo
da salinidade, conforme pode ser verificado na Figura 1A e 1B. Os
nauplios apresentaram elevadas taxas de mortalidade nas salinidades
extremas, abaixo de 10 e acima de 45 g . L™, porém dentro do intervalo
de 15 a 45 g . L ndo foram identificadas grandes variagdes, com
sobrevivéncia média acima de 85 %. Para 0s adultos observou-se elevada
sobrevivéncia, com média acima de 80%, dentro do intervalo de 10 a 45
g . L* (Figura 1B). Mesmo em baixas salinidades, como observado em 5
g . L%, a sobrevivéncia se manteve em niveis acima de 70 % para 0s
adultos. Porém foi observada mortalidade total para ambos os estagios em
0g.L.
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Figura 1 - Média (n=3) de sobrevivéncia (24h) de nauplios (A) e adultos (B) de
B. similis expostos a variagdo abrupta da salinidade (salinidade controle 259 . L
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27.2 EXPERIMENTO 2: DINAMICA POPULACIONAL

Foi observado um consideravel aumento da populagéo a partir da
populacgdo inicial (12 adultos) para todos os tratamentos, sendo que a
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populacdo total de copépodes ao final do experimento variou entre 632,38
+ 64,38 (T3s) e 808 + 143,51 (T2s) individuos (Tabela 1). Os copepoditos
foram o estdgio predominante dentro da composicdo populacional,
variando de 310 + 50.91 (Ti5) a 509 + 24,82 individuos (T2s) €
representando de 49,75 + 16,7 (T20) a 70,27 £ 19,0 % (T30) da populacéo,
Tabela 1 e Figura 2A. A densidade de adultos foi a que menos variou
entre os tratamentos, ficando entre 108 + 39,77 (T1s) e 132 £ 29,33 (Tso)
individuos.

Em relacdo a propor¢do sexual foi observado o predominio de
fémeas na populacéo final, variando de 82 (T3s) a 89 % (T2s), porém nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre as diferentes
salinidades avaliadas, Figura 2B. A taxa de crescimento especifico e o
tempo de duplicacdo também nao apresentaram diferencas significativas
(p>0,05) (Tabela 1). Os niveis de aménia tdxica se mantiveram abaixo de
0,017 mg . L* para todos os tratamentos.
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Figura 2 - Média (n=3) dos diferentes estagios de desenvolvimento
(nauplios, copepodito, adultos) na composicdo da populagdo (A) e na
proporcao sexual de adultos de B. similis (B), apds o periodo de 10 dias
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27. 3EXPERIMENTO 3: PERIODO DE DESENVOLVIMENTO E
SOBREVIVENCIA

O periodo de desenvolvimento de B.similis variou nas diferentes
salinidades avaliadas, Figura 3 e Tabela 2. O nimero de nauplios caiu
acentuadamente a partir do terceiro dia, ndo sendo observada a sua
presenca apds o0 sexto dia, para todos os tratamentos. Os copepoditos
foram o estagio predominante no quarto e quinto dia. O Ts apresentou o
menor periodo (p<0,05) para que a populacgdo atingisse a maturacdo total,
gue ocorreu no nono dia, em comparacao ao Tis, Tzo € Tss. O Tise Tas
foram os que apresentaram o maior tempo de geracdo (p<0,05), com a
populacdo alcangando a maturidade total apenas no décimo segundo dia
(Figura 3). Ao final do experimento a sobrevivéncia média variou entre
43,85 + 5,08 (T20) € 64,46 + 9,92 % (T30), porém ndo foram verificadas
diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos (Figura 4).
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Tabela 2 Equagdes da regresséo e coeficiente de correlacdo entre as diferentes
salinidades avaliadas, para os estagios de desenvolvimento.

Salinidade  Estagio Equacéo R?
Néuplios y = 2,5416x - 40,069x + 154,03 0,875
15 Copepoditos  y =-4,5707x? + 58,824x - 98,289 0,841
Adultos Y =0,8412x2 + 1,6594x - 34,075 0,936
Néuplios y =3,1009x - 45,401x + 161,66 0,835
20 Copepoditos Y =-5,8798x? + 68,119x - 112,17 0,857
Adultos y = -0,8388x? + 28,395x - 113,51 0,926
Néuplios y =3,1522x% - 45,678x + 161,1 0,855
25 Copepoditos  y=-7,859x%+ 84,813x - 141,66 0,797
Adultos y = -1,7141x? + 42,655x - 159,61 0,903
Nauplios y = 6,6583x2 - 69,735x + 177,29 0,836
30 Copepoditos  y =-58142x2 + 69,236x - 107,05 0,733
Adultos y = 0,7887x? + 1,8754x - 20,455 0,910
Néuplios y = 2,7122x? - 41,596x + 155,39 0,909
35 Copepoditos vy =-4,3446x? + 53,52x - 82,204 0,798
Adultos y =0,132x? + 12,995x - 64,584 0,930
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Figura 4 - Sobrevivéncia final (Média + desvio padrdo) de B. similis em
diferentes salinidades.
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27.4 EXPERIMENTO 4: FECUNDIDADE E TAXA DE ECLOSAO

Os resultados da taxa de fecundidade estdo resumidos na Tabela
3. A salinidade influenciou significativamente (p<0,05) a taxa de
producgdo de ovos a partir do segundo dia de experimento. A fecundidade
acumulada por fémea também apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos (p<0,05), sendo observada uma maior fecundidade no Tas
(95,26 + 20,52 . ovos . fémea™) quando comparada com Tis € Tao.

A taxa de eclosdo de ovos foi elevada, mantendo-se com uma
média acima de 93% para todos os tratamentos durante o periodo
experimental, conforme pode ser verificado na Figura 3. N&o ocorreram
diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos nos dias 1 e 2.
Apenas no terceiro dia, 0 Tzs apresentou taxa de ecloséo inferior aos
demais tratamentos (p<0,05), Figura 3.
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Figura 5 - Média (n=4) e desvio padrédo da taxa de ecloséo de ovos de B. similis
durante o periodo de trés dias. Letras diferentes no mesmo dia indicam diferenga
significativa entre os tratamentos (p < 0,05).
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28 DISCUSSAO

A salinidade é um dos fatores mais importantes em relacéo a
distribuicdo de organismos marinhos devido a faixa de tolerancia de cada
espécie decorrente da sua capacidade de osmorregulatéria (CERVETTO et
al., 1999). Nduplios e adultos de B. similis se mostraram resistente as
variagcOes abruptas da salinidade no presente trabalho, dentro do intervalo
deaté 8 9. L, o que corrobora as observagdes de estudos que verificaram
maior tolerdncia a varacdo da salinidade de copépodes costeiros e
estuarinos (CHINNERY; WILLIAMS, 2004; RHYNE et al., 2010).
Cervetto et al. (1999) observaram resultados semelhantes para a espécie
A. tonsa, que se adaptou bem a variagdo abrupta da salinidade em um
intervalo de até 10 g . L%, porém a espécie apresentou maior sensibilidade
com a elevagdo da salinidade, o que difere dos resultados observados para
B. similis, em que o copépode se mostrou mais tolerante a elevacéo da
salinidade.

Apesar da temperatura ser o principal pardmetro ambiental
correlacionado com o tempo de desenvolvimento de copépodes
(MAUCHLINE, 1998; DUSSART; DEFAYE, 2001; PETERSON, 2001;
CHINNERY; WILLIANS, 2004), alguns trabalhos sugerem que a
salinidade também pode ter influéncia sobre este indice zootécnico
(CHINNERY; WILLIAMS, 2004; MILIONE; ZENG, 2008; RHYNE et
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al.,2010). No presente trabalho foi possivel verificar que o periodo de
desenvolvimento de nauplios até a fase adulta foi influenciado pela
salinidade, sendo mais curto para as salinidades intermediarias ( 20 a 30
g . L), em comparacdo as salinidades de 15 e 35 g . L™1. Outros autores
também verificaram que em salinidades intermediérias (20 a30 g . L?)
copépodes das espécies Gladioferens imparipes, Pseudodiaptomus
pelagicus e Acartia sp., atingiram a maturagdo em um menor periodo
(PAYNE; RIPPINGALE, 2001; CHINNERY; WILLIANS, 2004;
RHYNE et al., 2010). As diferencas observadas no desenvolvimento de
copépodes em funcdo da alteracdo da salinidade pode estar relacionada
com o gasto energético do transporte ativo de ions, envolvendo a
degradacdo de compostos como lipidios e proteinas nos processos de
osmoregulacdo, podendo inclusive afetar a qualidade nutricional dos
néuplios (PHELPS et al., 2005). Populages diferentes da mesma espécie
ainda podem se adequar a faixas de salinidade distintas, como resultado
de transformagBes progressivas da sua tolerancia fisiolGgica
(CERVETTO et al., 1999).

A salinidade néo influenciou na composic¢do populacional e na
sobrevivéncia de B. similis no presente estudo. O efeito da salinidade na
sobrevivéncia de copépodes calanoida parece ndo apresentar um padréo
bem definido quando analisamos alguns estudos ja realizados em
laboratério (CERVETTO et al., 1999; CHINNERY; WILLIANS, 2004;
CHEN et al., 2006; RHYNE et al., 2010). A influéncia da salinidade pode
estar relacionada ao efeito espécie especifico e ao habitat das populacées
de copépodes estudadas. Segundo Castro-Longoria (2003) é dificil
determinar a faixa adequada de salinidade para espécies estuarinas, pois
cada espécie pode se adaptar a diferentes salinidades nos seus diferentes
estagios de maturagdo. Rhyne et al. (2010) observaram elevada
sobrevivéncia para P. pelagicus no intervalo entre 15 e 20 g . L, mas
houve queda da sobrevivéncia com o aumento ou diminuicdo da
salinidade fora desse intervalo. Chen et al. (2006) observaram melhor
sobrevivéncia para P. annandaei em salinidades mais baixas, entre 5 e 10
g . L1, e verificaram o aumento da mortalidade com a elevagédo da
salinidade. Chinnery e Willians (2004) observaram melhor sobrevivéncia
para quatro espécies de Acartia sp. em salinidades mais préximas da
densidade da agua do mar, 33.3 g . L, com queda da sobrevivéncia
conforme o decréscimo da salinidade.

A salinidade também pode influenciar na fecundidade de
copépodes calanoida, ocorrendo uma queda na producdo de ovos quando
0s animais sdo mantidos em niveis sub-6timos (CASTRO-LONGORIA,
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2003; CHENG et al., 2006; PECK; HOLSTE, 2006). Segundo Peck e
Holste (2006), a relacdo entre a salinidade e a producdo de ovos também
pode estar relacionada ao custo energético para a osmoregulagéo, por isso,
é importante encontrar a faixa adequada de salinidade para cada espécie
de copépode, pois ao mantermos copépodes adultos em salinidades
adequadas, mais energia pode ser direcionada para 0 processo
reprodutivo. No presente estudo verificamos que a fecundidade total por
fémea na salinidade de 25 g . L (T2s) foi superior a fecundidade
observadaem 15eem20g. L-1. Porém, ao observarmos alguns estudos,
podemos verificar que a faixa 6tima de salinidade para producédo de ovos
em copépodes calanoida também pode variar conforme a espécie
analisada. No estudo de Peck e Holste (2006), os autores verificaram que
a producdo de ovos para o copépode Acartia tonsa foi superior na
salinidade 14 g . L'* quando comparada com a producédo em 30 g . L%, Lin
etal. (1998) também observaram uma maior fecundidade para o copépode
Acartia spinicauda em baixa salinidade, 17 g . L. Ja Payne e Rippingale
(2001) ao avaliarem a salinidade na faixa de 9 a 35 g . L* observaram
uma maior producdo de ovos para o copépode Gladioferens imparipes
quando este foi mantido em salinidades intermediarias de 18227 g. L.
Cheng et al. (2006) verificaram a queda na producéo de ovos do copépode
Pseudodiaptomus annandalei apenas nas salinidades de 30 e 35g. L% A
salinidade ainda pode ter um efeito indireto sobre o crescimento e a
reproducéo dos copépodes em laboratério através do efeito exercido sobre
o fitdplancton, alterando seu crescimento e composi¢do bioquimica e
consequentemente modificando sua densidade e o perfil nutricional
(BRAND, 1983; FABREGAS et al., 1985).

Segundo Milione e Zeng (2008), o efeito da salinidade na eclosdo
de ovos de copépodes calanoida é menos evidente quando comparado ao
da fecundidade, o que esta de acordo com os resultados observados no
presente estudo. Ao avaliar o efeito da salinidade em quatro espécies do
género Acartia (A. discaudata, A. clausi, A. tonsa e A. bifilosa), Chinnery
e Williams (2004) também verificaram que salinidades entre 15,5 e 33,3
g . L ndo afetaram a taxa de ecloséo, que se manteve elevada em todos
0s tratamentos.

Apesar dos copépodes costeiro e estuarinos possuirem a
capacidade de se adaptar a uma ampla faixa de salinidade, ainda é
importante se determinar a faixa 6tima para maximizar o desempenho
zootécnico, melhorando assim a eficiéncia da produgdo e reduzindo
custos.
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29 CONCLUSAO

A salinidade afetou a reproducdo e o desenvolvimento do
copépode B. similis. Através dos resultados do presente estudo foi
possivel observar que a producdo do copépode em salinidades de 25 a 35
g . L resultou em melhores indices zootécnicos, como maior taxa de
fecundidade por fémea e menor periodo de desenvolvimento de nauplios
até adultos. Porém a salinidade nao afetou a sobrevivéncia, a composicéo
populacional, a proporcéo sexual e a taxa de crescimento populacional de
B. similis dentro do intervalo de 15 a 35 g. LL. A espécie também se
mostrou resistente a variacdo abrupta da salinidade para uma ampla faixa,
apresentando elevada sobrevivéncia no intervalo de 5a 50 g . L%, para
adultos e de e 10 a45 g . L%, para nauplios.
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32 RESUMO

Elevados indices de mortalidade sdo observados na larvicultura de peixes
marinhos, principalmente na fase inicial em que ocorre a transicdo da
alimentacdo enddgena para exdgena. Varias espécies de peixes marinhos
ndo sdo aptas a se alimentarem dos alimentos vivos tradicionalmente
utilizados na aquicultura, como rotiferos e artémia, o que pode resultar
em baixo crescimento e sobrevivéncia das larvas. Ciliados sdo uma
alternativa como alimento potencial para complementar a primeira
alimentacdo de larvas, pois alcangam elevadas densidades, aceitam dietas
inertes e sdo encontrados no ambiente natural de larvas de diversas
espécies de peixes marinhos. Devido a escassez de trabalhos investigando
a produgdo massiva de ciliados em laboratdrio foram realizados cinco
experimentos para avaliar o efeito da salinidade (15, 20, 25, 30,e 35¢g .
L1); fotoperiodo (OL : 24E, 8L : 16E, 12L : 12E, e 24L : OE); temperatura
(17, 20, 23, 26, 29, e 32 °C); aeragéo (0, 8.5, 20, e 100 cm? de ar . minuto-
1); e também de diferentes concentracoes de alimento (50, 100, 250, e 500
mg de Protein Selco® . 10 células de ciliado) no crescimento de
Euplotes sp. Os animais foram estocados na densidade de 25 . células .
mL?, em unidades experimentais com 750 mL de &gua marinha e
alimentados com produto comercial Protein Selco© (Inve co.). O
aumento da concentracdo de alimento, temperatura e salinidade
apresentaram uma correlacdo positiva com o crescimento. O aumento da
taxa de aeracdo influenciou negativamente o crescimento da populagdo
do ciliado Euplotes sp., enquanto o fotoperiodo OL : 24E (auséncia de luz)
apresentou maior taxa de crescimento especifico em relagdo ao
fotoperiodo 24L : OE (iluminacdo continua) porém ndo foram observadas
diferencas significativas (p>0,05) entre os fotoperiodos intermediarios 8L
: 16E e 16L : 8E. A populacdo de Euplotes sp. apresentou grande
crescimento populacional, chegando a alcancar 5,34 . 10° . células . mL-
1. Através dos resultados observados no presente estudo, podemos
considerar a faixa adequada na produgao de Euplotes sp. para temperatura
entre 26 a 32 °C; salinidade entre 20 e 35 g . L1, concentragdo de alimento
de 250 mg . 106 células®; devem ser mantidos com baixos niveis ou
auséncia de aeracao e com fotoperiodo entre OL : 24E e 16L : 8E.

Palavras-chave: Euplotes sp. Aquicultura. Protozoario ciliado.
Parametros abi6ticos.

33 ABSTRACT
High mortality rates are observed in larvae of marine fish, particularly in
the initial stages where occurs the transition from endogenous to
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exogenous feeding. Several species of marine fish are not able to feed on
traditionally live feeds used in aquaculture, such as rotifers and brine
shrimp, which can result in poor growth and low survival of larvae.
Ciliates are a potential alternative as a supplementary food for the first
larval feeding. They have the advantage to reach at high densities, accept
inert diets and are found in the natural environment of several species of
marine fish. Due to the lack of studies investigating the mass production
of ciliates in the laboratory were conducted five experiments to evaluate
the effect of salinity (15, 20, 25, 30, and 35 g L-1); photoperiod (OL: 24D,
8L: 16D, 12L: 12D and 24L. 0D); temperature (17, 20, 23, 26, 29, and 32
° C); aeration (0, 8.5, 20, and 100 mL . air . minute-1); and also different
food concentrations (50, 100, 250, and 500 mg of Protein Selco® . 10-6
ciliated cells) on the growth of ciliate Euplotes sp. The animals were
stocked in 25. cells. ml-1 inside the experimental units with 750 ml of
seawater and fed with commercial products Protein Selco © (Inve co.).
The Increase in the feed concentration, temperature and salinity was
positively correlated with growth. Increased aeration rate negatively
influenced the population growth of Euplotes sp., while the photoperiod
OL : 24D (no light) demonstrate a higher specific growth rate in relation
to photoperiod 24L : OD (continuous lighting) but no significant
difference (p> 0.05) was observed between the intermediary photoperiod
8L : 16D and 16L : 8D. The population showed a high population growth,
reaching to 5.34. 103. cells. mL-1. Through the results observed in this
study, we can consider the proper range to produce Euplotes sp. the
temperature between 26 and 32 ° C; salinity between 20 and 35 g. L-1,
feed concentration of 250 mg. 106 cells-1; and should be kept at low
levels or absence of aeration and photoperiod between OL: 0D and 16L:
8D.

Keywords: Euplotes sp. Aquaculture. Ciliate protozoa. Abiotics
parameters.
34 INTRODUCAO

A larvicutura é uma das etapas mais delicadas na producdo de
peixes marinhos (BELL et al., 2003), onde sdo observados elevados
indices de mortalidade, principalmente na fase de transicdo da
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alimentacdo enddgena para exégena (OLIVOTTO et al., 2008). Para
contornar esse problema faz-se necessdria a utilizacdo de dietas
adequadas, compostas por alimentos vivos que atendam o perfil
nutricional das larvas, possuam tamanho e padréo de natacdo adequados.
No ambiente natural, a alimentacdo inicial das larvas de peixes marinhos
¢ composta por uma vasta gama de alimentos como, ciliados,
apendicularios, larvas de moluscos, nauplios e ovos de copépodes
(HOLT; HOLT, 2000; RILEY; HOLT, 1993). Porém, dentro da producgéo
aquicola, o alimento fornecido as larvas é basicamente limitado ao uso de
rotiferos e artémia, que muitas vezes, ndo sdo adequados para suportar o
desenvolvimento das larvas de diversas espécies de peixes marinhos com
importancia comercial (HOLT, 2003).

Entre os alimentos vivos alternativos, 0s protozoarios ciliados
sdo considerados por diversos autores como um alimento potencial para
complementar a primeira alimentacdo de larvas de peixes marinhos
(NAGANO et al., 2000a; NAGANO et al., 2000b; OLIVOTTO et al.,
2005; MOORHEAD; ZENG, 2010). Estes organismos possuem a
vantagem de alcancarem elevadas densidades (YOO; HUR, 2002; UYE
etal., 1996), aceitam dietas inertes (CORTES; TSUZUKI; MELO, 2013),
sdo encontrados no ambiente natural das larvas (FUKAMI et al., 1999;
HOLT; HOLT, 2000; FIGUEIREDO et al., 2007) e varias espécies ainda
possuem tamanho similar ou menor aos nauplios de copépodes
(TANIGUCHI,1977; NAGANO et al., 2000a). Aliado a esse fato,
podemos considerar que diversas espécies de peixes marinhos possuem
uma boca pequena e uma baixa atividade natatéria, o que favoreceria o
consumo de algumas espécies de ciliados (UYE et al., 1996; HUNT
VON; HERBING; GALLAGER, 2000).

Em diversos ambientes costeiros, a abundancia de protozoarios
ciliados é, muitas vezes, superior a de copépodes (KAMIYAMA, 1994;
UYE et al., 1996) e ja foram descritas diversas espécies de larvas que se
alimentam de ciliados, entre elas a anchova Engraulis encrasicolus
(ROSSI et al., 2006) e a sardinha Clupea harengus (FIGUEIREDO et al.,
2005). Fukami et al. (1999) encontram protistas no trato digestorio de
larvas de peixes de 42 grupos taxonémicos diferentes e Figueiredo et al.
(2007) estimaram que os protozarios podem representar pelo menos 25 %
da dieta de 6 espécies de peixes marinhos. A alimentacdo inicial de larvas
de peixes marinhos com ciliados pode contribuir para prevenir um
periodo prolongado de inanicdo evitando que as mesmas cheguem a um
ponto irreversivel, o que resultaria em elevada mortalidade (RHODES;
PHELPS, 2008).
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Entre os ciliados aloricados se encontra o género Euplotes sp,
sendo que a maioria das espécies se alimentam principalmente de
bactérias. Alguns estudos tém utilizado este género de ciliado na
larvicultura de peixes marinhos, como complemento ao uso de rotiferos e
copépodes, sendo observado em varios deles um resultado positivo na
sobrevivéncia das larvas. Nagano et al. (2000a) e Nagano et al. (2000b)
observaram que larvas de garoupa, Epinephelus septemfasciatus, e do
peixe cirurgido, Paracanthurus hepatus, puderam capturar o ciliado
Euplotes sp. logo apos a absorcao do saco vitelinico e apresentaram maior
sobrevivéncia durante os primeiros dias de larvicultura nos tratamentos
com elevadas concentragdes de ciliados. Olivotto et al. (2005) e Madhu e
Madhu (2014) também observaram maior sobrevivéncia para o gobideo
Gobiossoma evelynae e para o “firefish”, Nemateleotris decora,
respectivamente, quando alimentados com Euplotes sp., em comparagao
com animais alimentados apenas com o0s rotiferos Brachionus.
rotundiformes e B. plicatilis.

Apesar da importancia de protozoarios na cadeia alimentar de
peixes marinhos j& ter sido constatada ainda existem poucos estudos
investigando técnicas e aspectos do desenvolvimento da producgdo
massiva de protozoarios na aquicultura (MOORHEAD; ZENG, 2010;
MONAGNES, DOWER; FIGUEIREDO et al., 2010).

Devido & escassez de trabalhos investigando a producéo de
ciliados em laboratério (PANDEY; YERAGI, 2004; MOORHEAD;
ZENG, 2010), o presente estudo se propds a avaliar a influéncia dos
fatores abidticos, salinidade; fotoperiodo; temperatura; aeragao e também
de diferentes concentra¢fes de alimento no crescimento de Euplotes sp.

35 MATERIAL E METODOS

351 LOCAL EXPERIMENTAL E CONDIGOES GERAIS DE
MANUTENCAO DOS PROTOZOARIOS

A cultura de Euplotes sp. foi inicialmente isolada a partir de
tanques de producdo de copépodes, no Indian River Research and
Education Center Aquaculture Facility (IRREC-IFAS); University of
Florida; Fort Pierce, EUA, e mantida em 12 tubos de ensaio de 15 mL.
Os tubos de ensaio foram armazenados em sala climatizada com
temperatura de 25 + 2 °C (Média + DP), salinidade 30 g . L™ e fotoperiodo
natural. Duas semanas apos a coleta e isolamento, os protozoarios foram
transferidos gradativamente para recipientes de 5 e 25 L. A 4gua utilizada
na manutencdo das culturas passava por uma filtragem mecanica, através
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de filtro com 10 pum, e tratamento ultravioleta (90w). Depois desse
processo, a dgua era esterilizada com o uso de cloro, neutralizado com
tiossulfato de sédio. Os organismos foram alimentados com uma mistura
de Algamac 3050® e Protein Selco ® (Inve co.) (1:1) na concentragdo de
0,59 .10%. células de ciliado.

35.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados béqueres de
plastico como unidades experimentais, contendo 750 mL de agua
marinha, salinidade 30 g . L (exceto para o experimento 2), com cinco
réplicas por tratamento. Para minimizar a evaporacdo de agua, 0S
béqueres eram cobertos com uma tampa e diariamente era feita a corre¢do
da salinidade nas unidades experimentais, caso necessario.

O produto comercial Protein Selco© (Inve co.), escolhido com
base nos resultados de pré-testes previamente realizados, foi utilizado
para a alimentagéo dos animais na concentragéo de 250 mg . 10, células
L de ciliados, com excecéo do experimento 1 (item 35.3). Diariamente, 0
alimento era pesado, diluido em um volume predeterminado de agua
marinha e processado no liquidificador durante dois minutos. Apds esse
procedimento, a solugdo era filtrada em uma peneira com malha de 23
micras e fornecida aos ciliados, de acordo com a dosagem necessaria,
baseada na contagem diaria do nimero de células de Euplotes sp.

Para a determinagéo diaria do nimero de células ao longo dos
experimentos, 0 conteGtdo das unidades experimentais era
homogeneizado e eram coletadas trés amostras de 15 mL de cada uma das
unidades. Essas amostras coletadas foram fixadas em formalina 5% e
trinta sub-amostras de 250 pL foram utilizadas para a quantificacdo do
namero de células, para cada tratamento, com auxilio de um microscopio
estereoscopio. Todos os dias foram monitorados os parametros de
qualidade de agua, aménia total (teste colorimétrico API®), temperatura,
oxigénio dissolvido, pH e salinidade (multiparametro).

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado durante o periodo de sete dias (experimentos 1, 2 e 3) e de
oito dias (experimentos 4 e 5). A densidade de estocagem inicial utilizada
nos experimentos foi de 25 ciliados. mL.
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353 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE ALIMENTO (C) NO CRESCIMENTO DE
Euplotes sp.

Para determinar o efeito das concentracBes de alimento no
crescimento de Euplotes sp. foram utilizado quatro tratamentos: 50
(CAsp); 100 (CAu100); 250 (CA250) e 500 (CAse0) mg de Protein Selco®
(Inve co.) . 106 células de ciliado, seguindo o protocolo de alimentacéo
previamente descrito. As unidades experimentais foram mantidas em
banho maria, dotadas de leve aeracéo (8,5 cm? de ar . minuto), em sala
climatizada com temperatura controlada (24 + 1 °C) e fotoperiodo de 24L
: OE.

35.4 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DE DIFERENTES
SALINIDADES (S) NO CRESCIMENTO DE Euplotes sp.

Animais oriundos dos tanques de producgdo, foram previamente
aclimatados com uma variagcdo maxima diaria na salinidade de 3 g . L%,
até se obter a salinidade desejada. Apos o periodo de 10 dias, os ciliados
foram estocados nas unidades experimentais, de acordo com as
respectivas salinidades avaliadas, 15 (Sis); 20 (S20); 25 (S2s); 30 (S30) €
35¢. L (Sss). As unidades experimentais eram dotadas de leve aeragéo
(8,5 cmd de ar . minuto) e mantidas em banho maria, em sala climatizada
com temperatura controlada (27 + 1°C) e fotoperiodo de 24L : OE. A
correcdo da salinidade era realizada diariamente durante o processo de
alimentacéo, caso houvesse uma variagdo superiora 1l g. L™ nas unidades
experimentais.

355 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DE DIFERENTES
TEMPERATURAS (T) NO CRESCIMENTO DE Euplotes sp.

Foram utilizados seis tratamentos, 17 (T17); 20 (T20); 23 (T23); 26
(T26); 29 (T29) € 32 (T32) °C, para avaliar o efeito da temperatura no
crescimento do ciliado Euplotes sp. Para se obter um controle mais
rigoroso da temperatura, o experimento foi realizado em camaras de
incubacdo, com umidade (70%), temperatura e fotoperiodo (24L : OE)
controlados. As unidades experimentais eram dotadas de leve aeragdo e
mantidas em banho maria, dentro de caixas plasticas que ficavam no
interior das incubadoras.



122

35.6. EXPERIMENTO 4: AVALIACAO DE DIFERENTES TAXAS
DE AERACAO (TA) NO CRESCIMENTO DE Euplotes sp.

Para avaliar o efeito da taxa de aeragéo sobre o crescimento dos
ciliados foram utilizados quatro tratamentos: 0 (TAo, zero), 8.5 (TAgs,
leve), 20 (TAz, moderada) e 100 (TA1oo, alta) cm? de ar . minuto®. O
fluxo de ar foi determinado através da quantificacdo do intervalo de
tempo necessario para que a aeracdo deslocasse um volume pré-
determinado de 4gua destilada (2mL). Os animais foram mantidos em sala
climatizada com temperatura de 26,4 £+ 0,3 °C e fotoperiodo de 24L : OE.
A aeracdo era introduzida nas unidades experimentais através de pipetas
de 1 mL, presa no centro dos béqueres.

357 EXPERIMENTO 5: AVALIACAO DE DIFERENTES
FOTOPERIODOS (F) NO CRESCIMENTO DE Euplotes sp.

O efeito do fotoperiodo foi avaliado através de quatro diferentes
tratamentos: OL : 24E (Fo:24); 8L : 16E (Fs:16); 121 : 12E (F12:12) € 24L :
OE (F24.0). Para isolar os diferentes tratamentos foram utilizadas quatro
camaras escuras, com base plastica e revestidas com dupla camada de
lona preta. A iluminacéo era feita com o uso de ld&mpadas fluorescentes
de 11w, com intensidade luminosa de 650 lux, medidos na superficie da
adgua (luximetro Aquatic EcoSystems®, SM700). As unidades
experimentais eram dotadas de leve aeracdo e todas as camaras escuras
ficavam em banho maria, dentro de um tanque de fibra, em sala
climatizada com temperatura de 28 + 0.6 °C.

35.8 TAXA DE CRESCIMENTO

A taxa de crescimento especifico da populagdo (K) foi calculada
através da formula (OHMAN; SNYDER, 1991):

K:gInNT— |I’1No)
T

Onde T ¢é periodo de crescimento (em dias), Nt é densidade da
populacdo final e No a densidade da populacdo inicial (nGmero de
células). Também foi calculado o tempo de duplicacéo da populagdo (Tp)
dividindo-se o0 loge2 pela taxa de crescimento especifico da populacéo (K)
(JAMES;AL-KHARS,1986):

To= Loge2
K
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35.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de crescimento populacional foram submetidos a
analise de regressdo ndo linear e a Analise de Variancia para medidas
repetidas (ANOVA), para comparacdo das médias. As taxas de
crescimento especifico, tempo de duplicacdo, e os parametros de
qualidade da agua foram avaliados através da Analise de Variancia
Unifatorial (ANOVA). Diferencas entre as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%,
utilizando o software Statsoft Statistica 10.0®. A normalidade da
distribuicdo da amostra foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homocedacidade dos dados foi avaliada pela prova de Levene. A
transformacdo Box Cox foi utilizada caso houvesse a necessidade de se
obter a homocedasticidade na analise de variagdo.

36 RESULTADOS

36.1 EXPERIMENTO 1: EFEITO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE ALIMENTO (CA) NO CRESCIMENTO
DE Euplotes sp.

A concentraco de alimento influenciou significativamente
(p<0,05) o crescimento de Euplotes sp., Figura 1 e Tabela 1. A partir do
terceiro dia verificou-se uma diferenca mais acentuada do crescimento
populacional, com diferencas significativas (p<0,05) entre a populacéo de
T2s0 € Tsoo em relacdo a Tso e Tigo. No fim do periodo experimental o
crescimento populacional, a taxa de crescimento especifico e a taxa de
duplicacdo da populagdo de CAzs e CAsq também foram superiores
(p<0,05) &s do Tso € T1oo.

No fim do experimento ocorreu o acentuado declinio dos niveis
de oxigénio e pH nos tratamentos de maior concentracdo de alimento,
CA2s50 € CAsqo (Tabela 2). Nesses tratamentos também pudemos verificar,
apos o quinto dia de experimento, 0 aumento do material particulado em
suspensdo e a aparéncia leitosa da agua dentro das unidades
experimentais. Os niveis de oxigénio e pH ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre os tratamentos no inicio do experimento e
variaram de 5,1 £ 0,15a5,7+ 056 mg . L' e 7,42 + 0,28 a 7,60 + 0,06
respectivamente.
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Tabela 1
Equacdes das curvas de regressdo e coeficiente de correlagdo para o crescimento
da populacédo de Euplotes sp. em diferentes concentragdes de alimento (Figura 1

A).

Tratamento Equacdo R?
CAso y = 40082x%282  (,4845
CA10 y = 36845x1.0631 0,816
CAzs0 y = 37010x%91%6 0,930
CAsoo y = 56273x14568 (0,907
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Figura 1 — A -Curva de crescimento da populagdo de Euplotes sp. em diferentes
concentragdes de alimento (CA). B — Variagéo da populagdo final de Euplotes

sp

A)
2
- x
= g 0
& 15 1
w 1 )
w
§ x
Q.
- b
3 | P
P
g A A A
0 § et
o A
=
3 A 4
o R L 3 t
v 4 .
205
o
E
3
0 .-_;;;::ulm‘." e T, B.... 1
0 1 2 3 4 5 6 7

M CAS0 # CA100 »CA250 A CAS00

B)

o]

y=-17,815x*+11961x- 576784
R*=0,8599

PR e
EE N o I s o]
| 4

,_,
T
Bl

(=]
o0
» > b

o o
=]

0 100 200 300 400 500
Concentragdo de Alimento (mg)

o
o N
»

Populacdo Final de Euplotes sp. . 10°
=
|



126

220'0 ,GET'0FCE6'9 pC8Z'0FS9'0 0¢86'0FESE'T -8€0'0FVTS'0 005D
1100 o7S0'0FSY0'L -897'0F0T8'T 2L20°0F622'T -SE0'0FS9S'0 0seyyD
900‘0 4620'0F0SY'L ¢98€'0FS8Z'Y ¢6TT'0FG98'T ¢T20'0FCLE0 00y
9000 e690'0FL99'L GET'OFLEY'S w089'GFOT'ET e/TO'0FLG00 L) 40)
BOIXQ] BIUQWY Hd 01ugbIXO aj N ojuaLeIel |

"(50'0 > d) seaneolyiubIs

Sejualaylp WeIIpUI BUN|OI BLUSSW BU S3JUSIIP SBJ1T "091I19WIIO0J0D 81S3) OU OPeAISSUO OIpaWl OJeAIdIul O Wweiussaidal
©oIX0) elugwe esed sopeq ‘ojuswiadxe 9p eIp Ownn Ou SopeAldsqo soiswesed so wejussaidal (1.7 Bw) eIIX0)
eluowe 8 Hd ‘(1.7 Bw) orugbixo ered sopep SO "ojuswife ap sa0deIusaou0d saluaIayIp esed ‘aIX0) elUQWe 8 Hd ‘olughixo
‘seip wa ‘(91) oedejndod ep oedeorjdnp ap odwsay () 091410adse OJUBWIISAID ap eXxe) ep oelped oinsep a8 (G=Uu) BIPIIN

¢ epgel



127

36.2 EXPERIMENTO 2: EFEITO DA SALINIDADE (S) NO
CRESCIMENTO DE Euplotes sp

A salinidade ndo influenciou o crescimento do ciliado Euplotes
sp. na maior parte do espectro avaliando, sendo que, apenas no Sis foi
observado um menor crescimento (p<0,05), em relagdo aos demais
tratamentos (Figura 2; Tabelas 3 e 4). O tempo de duplicacdo variou entre
0,892 e 1,06 dias e também apresentou um melhor resultado (p<0,05) no
intervalo entre 20 e 35 g . L'! em relagéo a salinidade de 15 g . L-1(tabela
4). A maior densidade populacional média observada ao final do
experimento foi de 4,34 . 10° células . L (Szs), enquanto a menor foi de
2,65 . 106 células . L (Sis).

Os niveis de oxigénio ao final do experimento se mantiveram
abaixo de 1 mg . L* em todos os tratamentos e a amdnia total foi superior
a8 mg. L™ parao Sz, Szs, S30 € Sss, tabela 4. A média dos parametros de
qualidade da &gua ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) no inicio do
experimento, com oxigénio variando entre 6,02 + 0,07 e 6,25 £ 0,56 mg .
L%, pH de 7,74 + 0,06 a 7,82 + 0,02, e amOnia total 0 mg . L.

Tabela 3
Equagdes das curvas de regressdo e coeficiente de correlacdo para o crescimento
da populagéo de Euplotes sp. em diferentes salinidades.

Tratamento Equacdo R?
Sis y = 11081x>6%5 0,955
S20 y = 10851x286% 0,966
525 y= 10316X2'9113 0,953
Sgo y= 12997X2'795 0,975

Sas y= 12426x28%1 0,960
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Figura 2 — A) Curva de crescimento da populagdo de Euplotes sp em diferentes
salinidades. B) Variacéo da populag&o final de Euplotes sp.
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36.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DE DIFERENTES
TEMPERATURAS (T) NO CRESCIMENTO DE Euplotes sp.

A temperatura apresentou um efeito mais acentuado sobre o
crescimento de Euplotes sp. conforme pode ser observado na Figura 3 e
nas Tabelas 4 e 5. Nos tratamentos com menores temperaturas (T17 € Tao),
o crescimento foi bastante limitado, sendo que o tamanho da populacéo
em T17 se manteve constante apds o quarto dia (p<0,05). Para os demais
tratamentos a variacdo diéria do namero de células foi mais acentuada
(Figura 4; Tabelas 5 e 6). Nos tratamentos Tzs, T2 € T32 0 crescimento
populacional e a taxa de crescimento especifico se mostraram superiores
(p<0,05) & dos demais tratamentos. O tempo de duplicacdo da populacdo
variou de 0,948+0,016 (Tx) a 2,277+0,353 dias (Ti17) e também
apresentou melhores resultados (p<0,05) para Tzs, T2 € Ts2.

Nos tratamentos que apresentaram uma elevada taxa de
crescimento da populagdo (T2s, Tog € T3) verificou-se também o declinio
acentuado nos parametros de qualidade da agua, principalmente em
relacdo aos niveis de oxigénio e amdnia total, Tabela 6. O oxigénio foi 0
Unico pardmetro de qualidade da &gua que apresentou diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos no inicio do experimento,
tabela 6. O pH inicial variou entre 7,90 + 0,14 e 7,95 £ 0,21 e a am6nia
total inicial foi de 0 mg . L para todos os tratamentos.

Tabela 5
Equagdes das curvas de regressdo e coeficiente de correlacdo para o crescimento
da populagéo de Euplotes sp. em diferentes temperaturas.

Tratamento Equacdo R?
Tur y = 9516,1x14685 0,874
Tao y = 7698,7x20183 0,905
Tzs y =9090,9x>318 0,959
Tas y = 9105,7x2687L 0,965
T2 y = 10383x>71%¢ 0,960
Ta y = 9730,1x27%% 0,973
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Figura 3 — A) Curva de crescimento da populacéo de Euplotes sp. em diferentes
temperaturas. B) Variagdo da populacéo final de Euplotes sp.
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36.4 EXPERIMENTO 4: AVALIAGAO DE DIFERENTES
TAXAS DE AERACAO (TA) NO CRESCIMENTO DE Euplotes sp.

O baixo nivel ou a auséncia de aeracdo demonstraram ser
benéficos para o crescimento da populacdo de Euplotes sp., conforme
pode ser observado na Figura 4, Tabelas 7 e 8. Ao fim do experimento, a
populacgdo de TAo e TAg s apresentaram maior crescimento populacional,
melhores taxas de crescimento especifico e tempo de duplicacdo da
populacdo, em relacdo aos demais tratamentos, alcangando valores
méximos de 3,75 e 3,40 . 106 células . L, respectivamente, maiores
valores observados dentro do periodo experimental.

No fim do periodo experimental foi possivel observar o
acentuado declinio do oxigénio (p<0,05), que atingiu niveis muito baixos,
inferiores a 0,3 mg . L, em TAo e TAgs, enquanto os tratamento TAz e
TAwo apresentaram niveis de 2,346+0,54 e 4,614+0,58 mg . L7,
respectivamente  (Tabela 8). O pH final também diferiu
significativamente (p<0,05) entre todos os tratamentos, Tabela 8. As
médias de oxigénio, pH e aménia total ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) no inicio do experimento, variando entre 5,10+0,49
e5,84+0,10 mg . L%; 7,96+0,05 e 8,05+0,03 e 0 mg . L%, respectivamente.

Tabela 7
Equagdes das curvas de regressdo e coeficiente de correlagdo para o crescimento
da populagéo de Euplotes sp. em diferentes taxas de aeracéo.

Tratamento Equacdo R?
TAo y = 20714x20417 0,949
TAss y = 18269x227%# 0,966
TAz y = 14761x25%1 0,965

TAu00 y = 16845x24817 0,979
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Figura 4 — A: Curva de crescimento da populagéo de Euplotes sp. em diferentes
taxas de aeragdo. B: Curva da populacdo final de Euplotes sp. mantidos em
diferentes taxas de aeracéo.
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36.5 EXPERIMENTO 5: AVALIACAO DE DIFERENTES
FOTOPERIODOS (F) NO CRESCIMENTO DE Euplotes sp.

O ciliado Euplotes apresentou um grande aumento populacional
em todos os fotoperiodos analisados, Figura 5, Tabelas 9 e 10. A taxa de
crescimento especifico do tratamento Fo.4 foi superior aos tratamentos
Fs.16 € F24:0 (p<0,05), conforme pode ser verificado na Tabela 10, mas ndo
se diferenciou (p>0,05) de Ti6:s. O tempo de duplicacdo da populacdo
também apresentou um melhor resultado para To24 (p<0,05) em relagdo
ao Fs:16 € Faao. Porém a populacdo final ndo apresentou diferencas
significativas (p>0,05) entre os tratamentos.

Os parametros de qualidade da dgua tiveram acentuada queda em
todos os tratamentos, sendo observado niveis de oxigénio inferiores a 0.5
mg . L e os de amdnia total superiores a8 mg . L?, Tabela 10. No inicio
do experimento ndo foram observada diferengas significativas (p<0,05)
para os niveis de oxigénio, pH, e amonia total, que variaram de 2,91 *
019a304+012mg.L% 7,70 £0,02 27,74 £002e0mg . LY,
respectivamente.

Tabela 9
Equagdes das curvas de regressdo e coeficiente de correlacdo para o crescimento
da populacdo de Euplotes sp. em diferentes fotoperiodos.

Tratamento Equacdo R?
Fo:24 y = 42801x?23% 0,978
Fs:16 y = 44119x>105 0,982
Fie:s y = 49119x>1008 0,971
Fas:0 y = 40293x20811 0,973
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Figura 5 — A)Curva de crescimento da populacéo de Euplotes sp. em diferentes
fotoperiodos. B) Variagdo da populagéo final de Euplotes sp.
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37 DISCUSSAO

No presente experimento observamos que a concentracdo de
alimento e os fatores abioticos avaliados, salinidade; temperatura;
aeracdo; fotoperiodo, afetaram o crescimento da populagdo do ciliado
Euplotes sp. Durante o periodo experimental foi possivel verificar a
rapida ascensdo da populacdo, chegando em alguns momentos a duplicar
de tamanho diariamente. Junto com o rpido crescimento populacional
também ocorreu a queda acentuada dos parametros de qualidade da agua.

Em elevadas densidades de ciliados, acima de 3 . 108 células, foi
possivel observar que os niveis de amdnia toxica atingiram concentragdes
superiores a 0,070 mg . L, valor considerado critico para diversos
organismos marinhos. Cortés et al. (2013) também observaram elevados
niveis de amonia total, acima de 4 mg . L, ao alimentarem Euplotes sp.
com fermento bioldgico por um periodo experimental de seis dias.
Também foi possivel observar no presente experimento que o ciliado
Euplotes sp. é capaz de sobreviver em elevadas concentragdes de aménia
toxica, acima de 0,272 mg . L, porém estes elevados niveis podem ter
tido um efeito negativo no crescimento populacional. Xu et al. (2004)
considerargm o ciliado Euplotes vanus como extremamente tolerante a
amonia, ao verificarem a sobrevivéncia de 45 % da populacdo, apés
exposicdo a concentracdes de amonia total de 8.000 mg . L (pH, 8,2 e
temperatura de 25 °C), niveis considerados extremamente elevados para
organismos aquaticos, por um periodo de 2 h. Porém, os autores
observaram que ao manterem os ciliados em concentra¢cdes de amdnia
toxica acima de 0,070 mg . L por um periodo prolongado, a taxa de
crescimento da populagéo foi afetada negativamente. No estudo de Yoo
e Hur (2002), os autores observaram que o pH também pode influenciar
no crescimento de Euplotes sp., sendo que, ap6s o periodo de 7 dias, a
populagdo mantida em pH 7 se reduziu a metade (1,2 . 103 células . mL-
1) quando comparada com aquela mantida em pH 8 (2,6 . 10° células .
mL™1).

A concentragdo de alimento influenciou diretamente o
crescimento da populacdo de Euplotes sp., com 0 maior crescimento
observado nas maiores concentragcdes, CAzso € CAsp. Nas menores
concentragBes de alimento, CAso e CAi, 0 crescimento foi muito
limitado. Entre as hipdteses para explicar esse resultado podemos
considerar a influéncia da concentracéo de alimento na taxa de ingestdo e
a disponibilidade de nutrientes fornecidos pela dieta, o que poderiam ter
limitado o crescimento da populacao bacteriana. Wilks e Sleigh (2008) ao
alimentarem Euplotes mutabilis com diferentes concentracdes de algas e
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de microesferas plasticas, observaram que a concentragdo de alimento
tem maior influéncia na taxa de ingestdo do que o volume e o tamanho do
alimento em si e que E. muatbilis ndo se alimenta em baixas
concentragGes. Lawrence e Snyder (1998) observaram que Euplotes sp
possui uma elevada taxa de predacédo, sendo que a taxa individual média
variou de 120 células. h'*, para Vibrio natrigens, a 882 células. h%, para
Pseudomonas fluorecens, e apesar da influéncia de diversos fatores na
taxa de predacdo, a principal delas foi a densidade bacteriana. Outros
autores (CORTES; TSUZUKI; MELO, 2013; YOO; HUR, 2002)
avaliando o uso de dietas inertes na alimentagdo de Euplotes sp., como
fermento biol6gico, também observaram elevadas taxas de crescimento
para o ciliado. Yoo e Hur (2002) utilizando 1 g fermento . L na
alimentacdo do ciliado e partindo da densidade inicial de estocagem de
100 ind. mL, observaram a densidade méaxima de 1,2 . 10% células . mL-
1, Cortes; Tsuzuki e Melo (2013) observaram a densidade maxima de 15,4
. 10% células . mL™, ao utilizarem 0,5 g fermento . 10 células e densidade
inicial de estocagem de 10 células . mL™.

Outro parametro que influenciou no crescimento de Euplotes sp.
foi a temperatura. Nos tratamentos Ty7e Too 0 crescimento foi pequeno e
a populacdo se manteve constante ap6s 0 quarto dia para o T17, enquanto
nos tratamentos com temperatura acima dos 23°C a velocidade de
crescimento variou bastante. O aumento da temperatura proporcionou
maior crescimento da populacdo, mas também acelerou o declinio dos
parametros de qualidade da agua. Yoo e Hur (2002) ao avaliarem o
crescimento de Euplotes sp. em diferentes temperaturas, no intervalo de
20 a 30 °C, verificaram que apds o periodo experimental de 10 dias o
maior crescimento ocorreu na temperatura de 22,5°C (2,4 . 108 células .
L1) e o pior resultado foi em 30°C (0,2 . 10° células . L*). Como o periodo
experimental do estudo de Yoo e Hur (2002) foi de 10 dias e os autores
quantificaram a populacdo de ciliados apenas ao final do experimento,
pode ser possivel que a curva de crescimento ji estivesse na fase de
declinio e que nas temperaturas mais elevadas esse processo possa ter sido
acelerado, justificando o baixo desempenho das populagdes mantidas em
temperaturas mais altas.

No experimento com diferentes taxas de aeragdo foi possivel
observar que o oxigénio chegou a niveis extremamente baixos (abaixo de
0,5 mg. L) ao final do experimento, no TAg e TAgs. Apesar disso, nesses
tratamentos, com pouca ou nenhuma aeragdo, houve um elevado
crescimento da populacédo dos ciliados durante o periodo experimental.
Bernard e Fenchel (1996) observaram que duas espécies de Euplotes sp.
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foram capazes de sobreviver e de se reproduzir em condicfes de andxia,
porém com menor crescimento, em comparagao com a populagdo mantida
em um ambiente aerébico. Além dos niveis de oxigénio dissolvido, outros
fatores podem ter influenciado na taxa de crescimento dos ciliados, como
por exemplo a turbuléncia da agua, que também esta relacionada com o
nivel de aeracdo dos tanques. Dolan et al. (2003) ao avaliarem quatro
diferentes niveis de turbuléncia, verificaram um efeito negativo para o
crescimento do ciliado Strombidium sulcatum e também para o
crescimento da populacéo bacteriana com o aumento da turbuléncia, que
interferiu na ingestdo do alimento e alterando a velocidade e o padréo de
natacdo dos ciliados.

O crescimento de Euplotes sp ndo apresentarau uma grande
variacdo para o fotoperiodo e a salinidade, entre os tratamentos avaliados.
No presente estudo o ciliado Euplotes sp. apresentou uma elevada taxa de
crescimento tanto na auséncia de luz (To:24) como na iluminagéo continua
(T24:0). Foi possivel verificar que mesmo o0 Fa.o tendo apresentando um
desempenho inferior (p<0,05), quando comparado com o Fo:24, ainda foi
possivel observar uma elevada taxa de crescimento especifico
(0,637+£0,08) e um pequeno periodo para duplicacdo da populacdo
(1,086+0,008 dias). O efeito do fotoperiodo no crescimento do ciliado
marinho Euplotes sp. ainda ndo esta bem elucidado, mas este pardmetro
pode influenciar a fisiologia dos ciliados através do fototropismo
(CADOTTE; JANTZ; MAI, 2007) e também pode exercer influéncia no
crescimento e composi¢do da comunidade bacteriana, o que pode afetar
indiretamente a taxa de crescimento do ciliado (LEE et al., 2015). Alguns
autores ainda verificaram que além do fotoperiodo, a intensidade
luminosa também pode afetar o crescimento dos ciliados. Cheng e Chang
(1999) observaram que a taxa de ingestdo de células de microalgas pelo
ciliado marinho Lohmanniella sp. foi inversamente proporcional ao
aumento da intensidade luminosa e significativamente superior no escuro.
No estudo de Yoo e Hur (2002) verificou-se que uma elevada intensidade
luminosa, 3000 lux, também inibiu o crescimento da populacdo de
Euplotes sp.

Poucos estudos foram realizados para avaliar a influéncia da
salinidade em ciliados marinhos. O presente experimento demonstrou que
Euplotes sp. se adaptou bem dentro da faixa de salinidade avaliada, de 15
a35g. L%, que é normalmente utilizada na producéo aquicola. Apesar de
ter sido observado um crescimento inferior (p<0,05) na salinidade de 15
g . L%, em comparacdo com as demais salinidades, o ciliado Euplotes sp.
apresentou bons indices para a taxa de crescimento e tempo de duplicacéo
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da populagdo, em todos os tratamentos. Essa adaptacdo é uma
caracteristica desejavel para espécies utilizadas como alimento vivo
dentro da producéo aquicola, em que larvas de diversas espécies de peixes
podem ser produzidas em diferentes salinidades.

A determinacdo dos parametros adequados para a produgao € um
ponto chave pois nos permite ter maior controle populacional, garantindo
a maior previsibilidade e escalonamento da producdo, evitando colapsos
e mantendo a producdo mais estavel.

38 CONCLUSAO

Baseados nos resultados do presente estudo, podemos concluir
que o ciliado Euplotes apresentou caracteristicas favoraveis a producdo
massiva para aquicultura, como resisténcia as condi¢Bes adversas, entre
elas, elevadas concentracGes de amdnia e a baixos niveis de oxigénio;
pode ser produzido em elevadas densidades de estocagem; apresentam
elevada taxa de crescimento; aceita fontes de alimento inerte como dieta;
e se adapta bem em diferentes condi¢fes de salinidade e temperatura.
Podemaos considerar a faixa adequada para a producéo do ciliado Euplotes
sp. para temperatura entre 26 e 32°C; salinidade entre 20 e 35 g . L™,
concentracdo de alimento de 250 mg . 10° células™*; devem ser mantidos
com baixos niveis ou auséncia de aeracdo e com fotoperiodo entre OL :
24E e 16L : 8E.
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CONCLUSOES GERAIS

O copépode B. similis € uma espécie resistente as variages
abrutas da temperatura, quando expostos a um aumento de até
4°C ou a diminuicdo de até 8°C. Os animais adultos
apresentaram maior sensibilidade para temperaturas acima de
30°C, enquanto os nauplios sdo mais sensiveis para temperaturas
acima de 32°C.

A faixa entre 24 e 32 °C ¢ adequada para producdo da espécie,
proporcionando elevada taxa de crescimento populacional,
fecundidade, sobrevivéncia e acelerando o desenvolvimento do
copépode.

A temperatura de 22°C pode ser utilizada para aumentar a
duracéo do estagio naupliar.

A privacdo de luz provocou um efeito negativo sobre diversos
parametros produtivos do copépode, incluindo parametros de
crescimento, desenvolvimento e reprodugdo de B. similis. Porém
o fotoperiodo OL : 24E pode ser utilizado com o intuito de
retardar o desenvolvimento naupliar.

Ciclos luminosos superiores a 12 h sdo recomendados para
suportar desenvolvimento adequado e para maximizar a
producdo de ovos de B. similis

O copépode B. similis foi capaz de sobreviver em uma ampla
faixa de salinidade, variando de 5 a 50 g . L. Os adultos
apresentaram maior resisténcia quando expostos as salinidades
extremas. Porém o copépode nao foi capaz de sobreviver na agua
doce.

Os copépodes mantidos no intervalo entre 25 e 35 g . L*
apresentaram maior produgdo de ovos por fémea em comparacéo
a aqueles mantidos na salinidade de 15 g . L.

A taxa de eclosdo dos ovos e a sobrevivéncia dos animais ndo foi
afetada pela salinidade dentro do intervalo avaliado de 15a35¢g
Lt

O ciliado Euplotes sp. apresentou resisténcia as condicoes
adversas, entre elas, elevadas concentracdes de amonia tdxica e
a niveis de oxigénio abaixo de 1 mg . L.

O ciliado Euplotes sp. pode alcancar elevadas densidades,
superando o valor de 5. 102 células . mL™1,. apresentam elevada
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taxa de crescimento; podendo duplicar o tamanho da populagéo
diariamente.

k) A maximizagdo do crescimento de Euplotes sp. foi observada no
intervalo de temperatura de 26 a 32 °C; na salinidade entre 20 e
35 g . L; na concentracédo de alimento de 250 mg . 108 células
!, no fotoperiodo entre OL : 24E e 16L : 8E e com baixo nivel ou
auséncia de aeracao.
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43 APENDICE

Recipiente interno (adultos)

Recipiente externo (ovos)

Tela 120 um

Figura 1: llustracdo da unidade experimental utilizada nos experimentos de
producdo de ovos de B. similis.

Figura 2: Unidades experimentais utilizadas no experimento de produgéo de
ovos de B. similis em diferentes salinidades.
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Figura 3: Detalhe de uma fémea de B. similis durante a Iibéragéo dos ovos.
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Nauplio

Pelotas
fecais

Figura 5: Detalhe dos ovos, nauplio recém eclodido e pelotas fecais de B.
similis.

Figura 6: Tanques de produgdo de B. similis
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Figura 7: Superior: Detalhe de uma das incubadoras utilizadas na realizacdo do
experimento para avaliacdo do efeito da temperatura no crescimento do cilado
Euplotes sp. Inferior: Detalhe do painel de controle da incubadora, com
regulagem da temperatura, umidade e fotoperiodo.
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Figura 8: Unidades Experimentais utilizadas no experimento de salinidade com
o ciliado Euplotes sp.



