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RESUMO

O sucesso do cultivo de algumas espécies moluscos bivalves marinhos depende da produgao
de juvenis em laboratorio (“hatchery’). Entretanto, entre os principais gargalos na produgao
de juvenis destes moluscos estdo o tempo de permanéncia destes em laboratorio e a
dependéncia de microalgas em sua alimentagdo. A utilizacdo de dietas tradicionais,
especialmente em dietas uni ou bialgais, pode ndo ser garantia de um bom balanceamento de
nutrientes. Além disso, a produ¢do de microalgas exige um grande esforco e tem alto custo de
producdo. Estes fatores podem influenciar no bom desenvolvimento na produ¢do de juvenis
em laboratorio, nesse contexto, o objetivo da presente tese foi avaliar os efeitos das
substitui¢des parciais e totais de microalgas vivas por alfafa em p6 e suplementagdo com 6leo
de peixe nas dietas tradicionais oferecidas em laboratorio para juvenis de diferentes espécies
de moluscos bivalves. No capitulo 1 avaliou o crescimento de juvenis do mexilhdo Perna
perna ¢ dos moluscos de areia Mesodesma mactroides e Venerupis philippinarum com
substitui¢des parciais e totais microalgas vivas por alfafa em p6. No capitulo 2 avaliou-se o
crescimento de juvenis das ostras Crassostrea gigas e Crassostrea gasar com substitui¢cdes
parciais e totais microalgas vivas por alfafa em p6 e a suplementacdo com diferentes
porcentagens de oleo de peixe (OP). Em resumo, o presente estudo demonstrou que o produto
cloroplasto seco de alfafa (CAS) pode ser usado com sucesso como substituto parcial ou total
de microalgas vivas (MV) na dieta de juvenis de P. perna, M. mactroides e V. philippinarum
e substituto parcial para de microalgas vivas na dieta de juvenis C. gigas e C. gasar. A
suplementagdo com OP na dieta de juvenis C. gigas e C. gasar demonstrou beneficio quando
comparada com dieta tradicional com apenas MV. As informagdes do presente estudo podem
contribuir com o conhecimento na alimentacdo de moluscos bivalves utilizando ingrediente
alternativo com grande disponibilidade que podera ser eficiente e influenciar positivamente no
crescimento e desenvolvimento de juvenis em hatchery.

Palavras-chave: Aquicultura, Dieta alternativa, alfafa, 6leo de peixe, crescimento e nutri¢ao

de juvenis de moluscos.



ABSTRACT

The successful cultivation of some marine bivalve species relies on artificial rearing of
juveniles in hatcheries. However, among the main bottlenecks of mollusks rearing, we may
quote the long spendable time in controlled cultivation systems and its dependency on
microalgae as food resource. The utilization of traditional diet, especially based in one or two
species of microalgae, may not guarantee an adequate nutrient balancing. Besides, microalgae
production is laborious and expensive. These factors may play essential role on the
development of juvenile production in hatcheries. Therefore, the main objective of the present
thesis was to evaluate the effect of total and partial substitution of alive microalgae diet by
alfalfa and the supplementation of diet with oil fish. In the first chapter, we evaluated the
seeds growth rate of the mussel Perna Perna, of the sand mollusks Mesodesma mactroides
and of the Venerupis philippinarum submitted to different ratio of substitution of microalgae
for dried alfalfa chloroplast (CAS). In the second chapter, we evaluated the seeds growth rate
of the oysters Crassostrea gigas and C. gasar submitted to different ratio of substitution of
microalgae for CAS, and diet supplemented with different percentages of fish oil (OP). In
summary, the present study demonstrated the CAS may successfully replace, partially or
totally, the diet based on alive microalgae (MV) of P. perna, M. mactroides and V.
philippinarum, but for C. gigas and C. gasar, CAS can only partially substitute the MV diet.
The supplementation of MV diet with OP enhanced the growth of C. gigas and C. gasar seeds
when compared to traditional diet of MV. The results of this study may contribute in
establishing information on alternative feeding of bivalve mollusks, as the high availability
and usage of these ingredients may be efficient in increase growth rate and development of
mollusks rearing in hatcheries.

Keywords: Aquaculture, Alternative diet, alfalfa, fish oil, growth and nutrition of juvenile

shellfish.
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1. INTRODUCAO GERAL

PROBLEMATICA E JUSTIFICATIVA

Os moluscos bivalves sdo uma rica fonte de nutrientes incluindo proteinas,
vitaminas, minerais e acidos graxos que proporcionam importantes beneficios para a saude
humana (CHIESA et al., 2018) e o cultivo desses animais, contribui com a garantia de oferta
para o consumo evitando a extragdo dos mesmos nos estoques naturais. Dessa forma, a
malacocultura pode beneficiar pequenos produtores, consumidores de pescados, industria,
setor de servigos entre outros (FERREIRA, 2004).

O sucesso do cultivo de algumas espécies moluscos bivalves no Brasil depende da
produgdo de juvenis em laboratério (“hatchery”) e no estado de Santa Catarina o Laboratorio
de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) possui um
importante papel na produgdo desses animais dispondo de tecnologia que permite a producgdo
programada de juvenis que beneficia os maricultores catarinenses e do restante do Brasil.
Entretanto, entre os principais gargalos na produ¢do de juvenis de moluscos bivalves esta o
tempo de permanéncia destes em laboratdrio e a dependéncia da alimentacdo exclusiva de
microalgas, contudo para manter o crescimento da malacocultura catarinense faz-se
necessario aprimorar as técnicas de producdo em busca de solugdes inovadoras para a
reprodugao, larvicultura e manutencdo de juvenis em laboratorio.

Os moluscos bivalves alimentam-se através da filtragdo removendo particulas
suspensas na agua. Na natureza sua dieta ¢ composta de uma mistura heterogénea de
particulas suspensas, proveniente de uma combinacdo de produgdo primaria (microalgas
planctonicas e bentOnicas), detritos (matéria organica morta) e material em suspensdo
derivado da terra (BAYNE, 2017). Todavia em laboratorio, a dieta tradicional para moluscos
bivalves ¢ baseada em uma combina¢do de microalgas vivas (BROWN et al., 1997), porém
sua producdo exige um grande esforco e alto custo de produgdo (DE PAUW et al., 1983).
Além disso, a utilizagdo de dietas tradicionais pode ndo garantir que os moluscos recebam
todos 0os componentes necessarios para o seu crescimento e desenvolvimento, uma vez que a
composi¢do bioquimica das microalgas depende da espécie, dos nutrientes disponiveis no
ambiente (LUZARDO-ALVAREZ; OTERO-ESPINAR; BLANCO-MENDEZ, 2010), do
sistema de producdo (BOROWITZKA, 1999) e da fase em que ¢ colhida (FIDALGO et al.,
1998).
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Nesse contexto, sabe-se que no cendrio atual da aquicultura ainda ndo ha uma dieta
formulada padronizada ideal para a manutencdo de moluscos bivalves em laboratdrio, e o
desenvolvimento de dietas artificiais para espécies aquaticas comerciais ¢ um tema de
pesquisa de grande relevancia devido ao impacto sanitario € econdmico na aquicultura
(JONES, 1998; BUJAN-LOPEZ, 2003). Em vista disso, a nutri¢do ¢ um dos fatores que pode
contribuir vigorosamente para o bom desenvolvimento e crescimento de juvenis.

Na produgdo de juvenis, o tempo de permanéncia no laboratéorio e a grande
dependéncia de microalgas em sua dieta sdo pontos criticos e frente a grande demanda por
juvenis de ostras a alimentagdo pode representar um fator limitante, portanto mais estudos se
fazem necessarios a respeito da nutrigdo de moluscos bivalves. Nesse contexto, torna-se
importante a busca por alternativas de baixo custo ¢ eficientes, que influenciem positivamente
no crescimento e desenvolvimento de juvenis.

A presente tese propde avaliar uma nova alternativa de dieta, que possa contribuir na
manuten¢do de juvenis do mexilhdo Perna perna ¢ dos moluscos de areia Mesodesma
mactroides e Venerupis philippinarum e das ostras Crassostrea gigas e Crassostrea gasar.
Em parceria com a Universidade do Estado de Oregon (Oregon State University/OSU),
Estados Unidos da América, foram testadas dietas com cloroplasto de alfafa seco (CAS) e
6leo de peixe para alimentagdes destes moluscos. Os estudos realizados com V. philippinarum

foram realizados na OSU (EUA).
PRODUCAO AQUICOLA

A aquicultura desempenha um papel social e econdmico de grande relevancia por
meio da producao alimenticia e geragdo de trabalho e renda. Recentemente a edi¢do do State
of The World Fisheries and Aquaculture (FAO, 2020) da Organizacao das Nacdes Unidas
para a Agricultura e Alimenta¢do (FAO/ONU) relatou que a producdo aquicola mundial
cresceu em média de 5,3% ao ano, no periodo de 2001 a 2018. Em 2018, foram produzidas
179 milhdes de toneladas de pescado no mundo, com valor estimado em US$ 401 bilhdes
(FAO, 2020). Dentre os paises produtores de pescado, a China destaca-se, sendo responsavel
por 35% da produgio total superando a produgio total da Asia (34%; sem os dados da China),
Américas (14%), Europa (10%), Africa (7%) e Oceania (1%) (FAO, 2020).

Segundo a FAO, no ano de 2017, o consumo de pescado representou 17% da ingestao
de proteina animal pela populacdo mundial e 7% de todas as proteinas consumidas. O
consumo per capita de pescado pela populagdo mundial chegou a 20,5 kg/pessoa/ano em 2018

(FAO, 2020), demonstrado que ¢ uma fonte proteica que apresenta elevada importancia na
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seguranca alimentar da populacdo global e contribui fortemente para a renda e movimentacao
da economia (FAO, 2016). Entre os animais aquicolas cultivados estdo os moluscos de
concha que no ano de 2018 movimentaram um montante de 34,6 milhdes de dolares (FAO,
2020).

Em 2018, os moluscos bivalves (17,7 milhdes de toneladas) representaram 56,2% da
producdo de aquicultura costeira marinha mundial (FAO, 2020) e entre as espécies mais
cultivadas estdo as ostras do género Crassostrea spp. (5.171,1 mil de toneladas), Crassostrea
gigas (Thunberg, 1793) (643,5 mil toneladas), o molusco de areia Venerupis philippinarum
(ADAMS; REEVE, 1850) (4.139,2 mil toneladas) e mexilhdes da familia Mytilidae (1.205,1
mil toneladas). No Brasil, o estado de Santa Catarina destaca-se como o principal produtor de
moluscos bivalves cultivados, sendo responsavel por cerca de 98% da producdo nacional de
moluscos em 2017 (EPAGRI, 2018) e no ano de 2019, a producao total de moluscos bivalves
no Estado de Santa Catarina foi de 15,1 mil toneladas, fornecendo uma renda bruta de pouco

mais de 92 milhdes de reais (EPAGRI, 2020).

ALGUMAS CONSIDERACOES SOBRE AS ESPECIES DE MOLUSCOS ESTUDADAS
NA PRESENTE TESE

A malacocultura brasileira vem evoluindo progressivamente nos ultimos anos,
entretanto o cultivo restringe-se a poucas espécies. Sao quatro as espécies de moluscos
bivalves cultivadas no Brasil com a tecnologia de cultivo desenvolvida, sendo trés delas
nativas, o mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758), a ostra-do-mangue, Crassostrea gasar
(Adanson, 1757), a vieira, Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758) e a quarta espécie trata-se da
ostra-do-Pacifico, Crassostrea gigas, que possui o seu cultivo bem sucedido no estado de
Santa Catarina devido as condi¢des geograficas (NASCIMENTO, 1983) e ao dominio e
aperfeicoamento das técnicas de producao de juvenis em laboratdrio.

Segundo Ferreira (1998), os estudos de espécies nativas de moluscos bivalves com
potencial para cultivo devem ser prioridade para o desenvolvimento da malacocultura no
Brasil, visto que, por exemplo, o consumo dos moluscos de areia, até este momento, ¢ oriundo
da extracdo em estoques naturais. Entre as espécies de moluscos de areia exploradas ao longo
da costa brasileira estdio Mesodesma mactroides (Reeve, 1854), Lucina pectinata (Gmelin,
1791; sinonimia Lucina jamaicensis (Lamarck, 1801; de acordo com RIOS, 2009),
Trachycardium muricatum (Linnaeus, 1758; sinonimia 7Trachycardium manoeli, de acordo

com Prado, 1993) e Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791). Além do potencial para
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cultivo de A. brasiliana (LAGREZE, et al., 2015; LAGREZE et al., 2018), M. mactroides
também se destaca como uma opg¢ao para a aquicultura (PROVERBIO, 2017; SANTOS et al.,
2020a, 2020b) e pode tonar-se mais uma alternativa entre as espécies nativas cultivadas de

moluscos bivalves no Brasil.

O MEXILHAO Perna perna (Linnaeus, 1758)

O mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758), pertence a familia Mytilidae ¢
considerado o maior dos mitilideos brasileiro, podendo atingir at¢ 14 cm de comprimento
(KLAPPENBACH, 1964), possui ocorréncia no Brasil e se distribui do litoral do Espirito
Santo ao litoral de Santa Catarina (WALLNER-KERSANACH; BIANCHINI, 2008). Esta
espécie, apresenta grande importdncia para os ambientes em que habita, estruturando
comunidades em litorais rochosos e sendo bioatrator de diversidade (FREITAS; VELASTIN,
2010), além disso, o mexilhdo P. perna possui sua importancia social € econdmica para Santa
Catarina, por se tratar da espécie de molusco bivalve mais cultivada no estado, alcangando
uma producao de 12 mil toneladas no ano de 2018 (EPAGRI, 2020).

Os cultivos de mexilhdes P. perna no Brasil surgiram como uma forma de
exploragdo racional dos recursos marinhos (MARENZI, 2006) e no ano de 1988, iniciou-se o
cultivo de mexilhdes P. perna em parceria com os pescadores artesanais catarinenses
(FERREIRA; OLIVEIRA NETO; SILVESTRE 2006). O cultivo dessa espécie pode ser
realizado em sistema suspenso fixo em ambientes com até 4 metros de profundidade ou
espinhéis flutuantes em locais abrigados que podem variar de entre 4 e 40 metros de
profundidade (FERREIRA; MAGALHAES, 2004) e seus juvenis sio obtidos do ambiente
natural com a utilizagdo de coletores (captacdo de larvas) nas fazendas marinhas ou sdo
extraidas diretamente dos costdes rochosos.

A extracdo de juvenis de P. perna em estoques naturais ¢ normatizada para instrugao
normativa (IN) IBAMA N° 105, de 20 de julho de 2006, sendo permitida a retirada de
animais entre 2 ¢ 3 cm de comprimento total (medida tomada no seu maior eixo) acima da
linha de baixa-mar, em faixas verticais alternadas de at¢ 50 cm (cinquenta centimetros) de
largura. Além disso, a extragdo de juvenis de mexilhdo no estoque natural deve ser autorizada
pela Secretaria de Aquicultura e Pesca - SAP/MAPA de cada estado, a autorizagdo de ser
exclusivamente aos malacocultores licenciados ou signatarios do Termo de Ajustamento de

Conduta - TAC (Portaria IBAMA n°. 69/2003).


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-09352016000200404#B09
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-09352016000200404#B09
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Os juvenis também podem ser captados por coletores artificiais ou através da técnica
de assentamento remoto de “larvas olhadas”, que consiste na transferéncia de larvas no
estagio pedivéliger, produzidas em laboratorio, para serem introduzidas em areas de cultivo
(NOVAES, 2016). A producdo de juvenis em laboratorio ¢ tecnologicamente viavel, pois
viabiliza a disponibilidade de juvenis o ano inteiro, enquanto a captacdo de juvenis por
coletores ¢ realizada em determinada época do ano. A captagdo de juvenis com coletores
artificiais ¢ a produg¢do destas em laboratorio podem contribuir positivamente para a

conservagao dos estoques naturais.

A OSTRA DO MANGUE Crassostrea gasar (Adanson, 1757)

A espécie Crassostrea gasar (Adanson, 1757) (sin. Crassostrea tulipa e C.
brasiliana) ¢ endémica em ambientes estuarinos e regides de manguezais encontrando-se
fixadas geralmente nas raizes de mangues ou em rochas (VARELA et al., 2007) e encontra-se
distribuida da costa de Senegal até Angola na Africa (AFINOWI, 1984) e na América do Sul,
distribui-se da Guiana Francesa até o sul do Brasil (LAPEGUE et al., 2002). A C. gasar, por
pertencer ao género Crassostrea, ¢ uma espécie eurialina e euritérmica (GALTSOFF, 1964;
QUAYLE, 1988) que pode alcancar mais de 70 mm de altura (LEGAT et al., 2017a). A ostra
C. gasar, vem sendo inserida gradativamente na malacocultura brasileira (PIE et al., 2006)
devido ao seu potencial zootécnico de crescimento tanto em ambientes marinhos quanto
estuarinos (LEGAT et al., 2017a; LOPES et al., 2013). No sul do Brasil, na regido da grande
Floriandpolis algumas fazendas marinhas ja adquirem os juvenis do Laboratério de Moluscos
Marinhos (LMM) e cultivam essa espécie que representou 5% da producdo em Santa Catarina
no ano de 2018 (EPAGRI, 2020).

Alguns estudos foram desenvolvidos com o intuito de colaborar com o progresso da
tecnologia de produgdo de C. gasar em laboratorio e sabe-se que o ciclo reprodutivo dessa
espécie ¢ influenciado positivamente com a diminuicdo da salinidade e aumento da
temperatura, tornando a reprodug¢do em laboratorio vidvel o ano inteiro (GOMES et. al.,
2014). Ramos et al. (2014) demonstraram que em laboratdrio a temperatura de 22°C foi ideal
para a maturagdo do tecido gonddico de C. gasar e Silveira et al. (2011) concluiram que a
epinefrina e o p6 de concha foram eficientes no assentamento larval.

A preferéncia por cultivar essa espécie de ostra de mangue ¢ baseada em seu
crescimento mais rapido e tamanho maior quando comparada a Crassostrea rhizophorae

(Guilding, 1828) (CHRISTO e ABSHER, 2006). Em relacdo ao cultivo de C. gasar Funo et
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al. (2015) observaram que a sobrevivéncia e o crescimento foram promissores em salinidade
de 30 a 35. No sul do Brasil em cultivo em lanternas, verificou-se animais de 60 mm de altura
em 5 meses de cultivo (MACCACCHERO et al., 2007), acima de 60 mm de altura aos 8
meses (LEGAT et al., 2017a) e com 70 mm de altura com 10 meses de cultivo (BRUNETTO
et al. 2020). Todos as observagdes dos estudos citados acima demostram que a ostra do

mangue C. gasar ¢ uma espécie interessante para o cultivo.

A OSTRA DO PACIFICO OU OSTRA JAPONESA, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)

A ostra do Pacifico, Crassostrea, gigas encontra-se naturalmente no Japdo, Coréia e
China (IMAI, 1982) e ¢ cultivada em alguns paises da Europa, América do Norte e América
do Sul devido a sua adaptabilidade e rdpido crescimento. No Brasil, essa espécie foi
introduzida entre os anos 70 e 80 por instituicdes de pesquisa e universidades dos estados de
Sao Paulo, Rio de Janeiro e Santa Catarina (COSTA, 1983; RAMOS; NASCIMENTO;
SILVA, 1986 e POLI, 1993) e a primeira produgdo comercial da ostra do Pacifico em Santa
Catarina foi iniciada no ano de 1991 com o intuito de propiciar uma alternativa a pesca
artesanal (OLIVEIRA-NETO, 2005).

Nos ultimos anos, no Brasil, ocorreram avangos biotecnoldgicos na produgdo de juvenis
dessa espécie em laboratorio (GOMES et al., 2018; MELO et al., 2015; PUCHNICK-LEGAT
et al., 2015) e com isso, estes estudos contribuiram com o avango e consolidagdo da cadeia
produtiva de ostras em Santa Catarina. Segundo Ferreira et al. (2011) a obtengdo de juvenis
em ambiente natural se limita as condi¢des de temperatura da costa Catarinense. Entretanto,
foi observada a ocorréncia de C. gigas em ambiente natural em uma das Baias de
Florianopolis e também em Laguna (MELO et al., 2010a). A ostra do Pacifico, C. gigas, tem
uma grande importincia social e econdmica para maricultores em Santa Catarina, que seu
cultivo no ano de 2018 movimentou cerca 32 milhdes de reais (EPAGRI, 2020). A regido da
Grande Florianopolis ¢ conhecida popularmente como a capital nacional da ostra e este titulo
faz com que turistas sejam atraidos pelos roteiros gastrondmicos, movimentando e

desenvolvendo a economia local.

O MARISCO BRANCO, Mesodesma mactroides (Reeve, 1854)

O molusco de areia Mesodesma mactroides (syn. Amarilladesma mactroides), no Brasil
¢ conhecido como “marisco branco” e em outros paises como “almeja amarilla” ou “yellow

clam”, ¢ uma espécie de bivalve bentonica infaunal (Gianuca, 1987) e distribui-se desde a Ilha
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Grande, no Rio de Janeiro, até a Bahia Blanca, na Argentina (RIOS, 1994). O crescimento das
populagdes humanas litoraneas submete essa espécie a polui¢do e ao pisoteio humano, por
viver em regido entre marés (FONTANA et al., 2003), além disso, esses animais também
estao suscetiveis a sobre exploragdo e surtos de mortalidades (DEFEO et al., 1992b).

O M. mactroides, apresenta importancia no Brasil, Uruguai e Argentina por sua pesca
recreativa historica, com valor socioecondmico associado (DEFEO et al., 1992a; BRAZEIRO;
DEFEO, 1999; SCHOEMAN et al., 2013). Alguns estudos preliminares sobre seu potencial
para o cultivo na aquicultura tém demonstrado resultados promissores na producao de juvenis
em laboratorio. Santos et al. (2020a) avaliaram o desenvolvimento embrionario ¢ larval de M.
mactroides em laboratdrio e puderam observar que a metamorfose completa se deu no 27° dia
e seu o melhor desenvolvimento destas ocorre em salinidade de 35 (SANTOS et al., 2020b).
Estas informacgdes basicas podem auxiliar na definicao de condigdes ideais para a produgao de

juvenis dessa espécie em laboratorio.

O MOLUSCO DE AREIA, Venerupis philippinarum (Adams e Reeve, 1850)

O molusco de areia Venerupis philippinarum (Adams e Reeve, 1850; sindnimo
Ruditapes philippinarum) ¢ distribuido originalmente na regido do Indo-Pacifico, entretanto
essa espécie foi introduzida em muitos paises para seu cultivo na aquicultura, incluindo as
aguas costeiras do Atlantico Europeu e do Mediterraneo (GOSLING, 2004) e América do
Norte (FLASSCH; LEBORGNE, 1992). O Manila clam Venerupis philippinarum ¢ um dos
moluscos de areia mais produzidos no mundo (CAILL-MILLY et al., 2014). Em 2014, Manila
clam representaram ~ 25% da produ¢dao mundial total de moluscos (CORDERO et al., 2017) e
segundo a FAQO, no ano de 2018 foram produzidas cerca de 4,1 milhdes de toneladas (FAO,
2020).

O cultivo de Manila clam tradicionalmente depende de juvenis naturais que sdo
coletadas em zonas entre-marés (YAN; ZHANG; YANG, 2006), porém por se tratar de uma
espécie comercialmente importante ha uma demanda crescente por estudos que permitam a
producdo de V. philippinarum em hatcheries. Foram realizados alguns estudos avaliando o
desenvolvimento larval (YAN; ZHANG; YANG, 2006; NUMAGUCHI, 1998) e o
crescimento de juvenis (TAMAYO et al., 2011; LIN; XU, 1997) em laboratorio.
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ALIMENTACAO DE MOLUSCOS BIVALVES

Os moluscos bivalves alimentam-se de particulas em suspensao na coluna d’agua e seu
comportamento alimentar e nutricdo podem ser afetados por seu modo de vida infaunal ou
epifaunal (HAWKINS et al., 1980, PRINS; SMAAL, 1989; PRINS et al., 1991, SMAAL et
al., 1997, BAYNE, 2018). As espécies infaunais apresentam maior capacidade de sele¢dao de
particulas quando comparadas as espécies epifaunais (BACON et al., 1998) além disso,
apresentam processos de alimentagao diferenciados com a presenca de bactérias
quimiossintéticas endosimbiontes presentes nos filamentos branquiais (GOSLING, 2004).

O processo de alimentagdo nos bivalves, de uma maneira geral, conta com os 6rgaos
paliais (branquias, palpos labiais e manto) onde as particulas em suspensdo na coluna d’agua
passam pelo processo de captura, transporte, selecdo e ingestdo ou rejeicdo (BAYNE, 2017) e
segundo Wildish e Kristmanson (1997) a alimentacdo dos moluscos bivalves pode ser descrita
por seis processos (RESGALLA et al, 2006):

(1) O transporte de 4gua do mar em dire¢do as branquias;

(2) A captura das particulas (séston) na superficie de filtragdo das branquias;

(3) A classificagao das particulas (ingeridas x rejeitadas) e o transporte das particulas
ingeriveis para a boca;

(4) Ingestao das particulas selecionadas;

(5) Transporte para o trato digestorio para digestdo intra e extracelular;

(6) Absorcao de nutrientes pelas superficies intestinais.

No processo de alimentagdo o transporte de agua do mar, contendo particulas em
suspensao, ¢ realizado pelo batimento dos cilios branquiais que produzem uma corrente de
agua (WARD et al., 1998) que movimentam as particulas nos filamentos branquiais e nos
palpos labiais, ocorrendo a primeira selegdo alimentar, onde particulas de tamanhos
inadequados, materiais inertes € excesso de alimento sdo agregados e envoltos por muco
proteico e eliminados na forma de pseudofezes (WARD, 1996; ROBBINS, 2008; ESPINOSA
et al., 2009). A selecdo de particulas menores ocorre nos filamentos das branquiais, enquanto
as particulas maiores sdo classificadas nos palpos labiais (BAYNE, 2017) e o tamanho das
particulas ingeridas varia de acordo com a espécie e a fase de vida, como demonstraram
Barill¢ et al. (1997) que 95% das particulas de séston ingeridas por C. gigas adultas estavam
na faixa de 2 a 20 pm, enquanto para larvas de Crassostrea virginica o tamanho das particulas

ingeridas de variou de 0,5 a 12 pm (BALDWIN; NEWELL, 1995). Os mexilhdes adultos da
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espécie Mytilus edulis tem preferéncia por particulas entre 1,0 a 4,0 um (ROSA et al., 2015) e
os adultos da vieira Placopecten magellicanus ¢ do molusco de areia Mya arenaria ingerem
particulas entre 5 a 15 um (RABY et al., 1997).

Apos a selegdao nos palpos labiais, o material ¢ levado até a boca, esdéfago e estdmago
(GOSLING, 2004) que possui uma parede contendo um escudo gastrico quitinoso € uma area
de seleg¢do pregueada e ciliada (BENINGER; LE PENNEC, 1991). Para auxiliar na digestao
de forma quimica e mecanica, os moluscos bivalves contam com o estilete cristalino que ¢
composto por enzimas digestivas, os cilios gastricos € o estilete, em rotacdo, misturam as
particulas alimentares com o muco e formam o corddo, que ¢ puxado pelo interior do
estomago para os diverticulos digestivos para digestdo glandular (intracelular). Em seguida, o
corddo segue para o intestino e ao final processo de digestdo, o material fecal ¢ eliminado na

forma de fezes através do anus (BAYNE, 2017).

NUTRICAO EM MOLUSCOS BIVALVES

O primeiro passo para oferecer uma nutricdo completa para os animais aquaticos
cultivaveis € o conhecimento de suas exigéncias nutricionais, sendo dificil fazer este tipo de
estudo com moluscos bivalves, uma vez que sua dieta ¢ baseada em fitoplancton. No entanto,
sabe-se que a nutricdo de moluscos bivalves estd fortemente relacionada com a sobrevivéncia,
crescimento e reproducdo desses animais (ADAMS; SALINAS-FLORES; LIM, 2013;
BROWN; MCCAUSLAND, 2000; LANGDON; SIEGFRIED, 1984) e ha poucas
informagdes disponiveis sobre os itens alimentares especificos usufruidos por bivalves no
ambiente natural, embora seja geralmente assumido que estes animais dependem do
fitoplancton presente na coluna de d4gua como sua principal fonte de energia (BAYNE, 2017).
Ainda que as exigéncias nutricionais dos moluscos bivalves sejam desconhecidas, sabe-se que
os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFA) sdo importantes (KNAUER;
SOUTHGATE, 1997), visto que os moluscos bivalves necessitam de fontes dietéticas de
acidos graxos, como o acido docosahexaenodico (DHA; 22: 6n-3) (LANGDON; WALDOCK,
1981; SUHNEL et al., 2012, CHENG et al., 2020), 4cido eicosapentaendico (EPA; 20: 5n-3)
(FARIAS et al., 2003; SUHNEL et al., 2012), 4cido araquidonico (ARA; 20: 4n -6) (PERNET
et al., 2004) e acido docosapentandico (DPA = 22: 5n-6) (PERNET et al., 2005; MILKE et
al., 20006).

Os acidos graxos sdo importantes, para os moluscos bivalves, no desenvolvimento e

na alta qualidade dos gametas e podem determinar as condig¢des ideais de maturagdo
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(LARAMORE et al., 2011), pois ha uma relagdo entre o ciclo reprodutivo bivalves e a
composi¢io de acidos graxos no tecido gonadico (BAPTISTA et al., 2014; NARVAEZ et al.,
2008; PAZOS et al., 1996). Foi observado que os acidos graxos acumulam-se em o06citos
maduros, servindo como fonte de energia durante o desenvolvimento larval (HENDRIKS et
al., 2003; SOUDANT et al.,, 1996; GALLAGER; MANN, 1986) ¢ alguns estudos
demonstraram que o aumento dos valores de PUFA n-3 estdo associados a maturacdo de
oocitos em ostras (DRIDI et al., 2007; SOUDANT et al., 1999; PAZOS et al., 1996),
moluscos de areia (BAPTISTA et al., 2014; OJEA et al., 2004) e vieiras (PALACIOS et al.,
2005).

Diante do exposto, observa-se que os acidos graxos sdo componentes importantes e
fundamentais na dieta de moluscos bivalves em diferentes fases do seu desenvolvimento. Para
os bivalves, a dieta mais comum em laboratdrio ¢ baseada em uma combinag@o de microalgas
vivas (BROWN et al., 1997), as quais sdo ricas em matéria organica como acidos graxos,
proteinas, carboidratos e outras moléculas (SADOVSKAYA et al., 2014) e um dos elementos
importantes na sele¢do da espécie microalga utilizada desses animais ¢ a sua composi¢ao de
acidos graxos (GOSLING, 2004). No entanto, dietas uni e bialgae utilizadas para a
manuten¢do bivalves em laboratorio, dependendo da combinacdo de espécies, como
observado por Lagreze et al. (2015) na larvicultura, podem ndo proporcionar um bom
desempenho zootécnico dos animais. Além disso, a dependéncia da alimentag¢do exclusiva de
microalgas pode representar um fator limitante para a manuten¢ao de juvenis em laboratorio
(DE PAUW et al., 1983) e dessa forma, torna-se de extrema importancia estudos relacionados
com a suplementac¢do alimentar de moluscos bivalves com o intuito de fornecer nutrientes
importantes de forma alternativa na alimentagdao desses animais. Em vista disso, a nutrigdo ¢
um dos fatores que pode contribuir vigorosamente para o bom desenvolvimento e crescimento
de larvas, juvenis e condicionamento de reprodutores de bivalves em laboratdrio.

A mistura de microalgas vivas € a dieta mais comum para os moluscos bivalves em
laboratorio (BROWN et al., 1997), estas sdo interessantes para a alimentacdo de moluscos
bivalves, pois produzem e acumulam grandes quantidades de lipidios. Este acumulo de
lipidios varia entre as espécies e sua concentragdo pode ser influenciada por fatores como
luminosidade (PIRT, 1986), nutrientes (SUKENIK; WAHNON, 1991) e temperatura
(THOMPSON et al., 2010). As microalgas vivas sdo utilizadas na alimentacdo de moluscos
bivalves pois, sdo ricas em acidos graxos e estes correspondem a maior fracdo lipidica e, em
algumas espécies, os poliinsaturados (PUFA's) representam entre 25 e 60% dos lipidios totais

(BECKER, 2004; BROWN, 1991).
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A producdo de microalgas pode ndo ser garantia de alimentagdo ideal devido a
variagdo no valor do nutricional, concentragdo algal varidvel, contaminac¢do bacteriana
(ONAL; LANGDON; ONAL, 2005) e os custos de alimentagdes vivas sio geralmente
elevados (DE PAUW et al., 1983) representando uma proporgao significativa dos custos totais
de larvicultura e engorda (LE RUYET et al., 1993). Em vista disso, houveram intimeras
tentativas de encontrar fontes alternativas de menor custo e sustentaveis nas dietas de
moluscos bivalves, que possam atuar como substituto total ou parcial de microalgas vivas na
producdo em laboratorio (SUHNEL et al., 2014; TANYAROS et al., 2016a; LANGDON e
ONAL, 1999; LANGDON; WALDOCK 1981) (veja Tabela 1 para maiores detalhes).

SUPLEMENTACAO E A SUBSTITUICAO DE DIETAS NA ALIMENTACAO DE
MOLUSCOS BIVALVES

A suplementagdo e a substitui¢do da dieta de microalgas vivas por microalgas secas
ou em pasta e por outros compostos vem sendo testada, como alternativa para a alimentagao
de moluscos bivalves em laboratorio. Segundo Laing (1989), uma dieta alternativa para
bivalves deve atender alguns requisitos importantes, entre eles o tamanho da particula,
estabilidade no sistema de cultivo, digestibilidade, toxicidade nula e uma composi¢dao
bioquimica que atenda as necessidades nutricionais de cada espécie.

Como exemplo de suplementacdo da dieta algal, Langdon e Waldock (1981)
demonstraram que a adi¢do de microcapsulas, contendo acido docosahexaendico (DHA; 22:
6n-3), na alimentagdo de juvenis de C. gigas contribuiram para o melhor desempenho de
crescimento em relagdo aos animais alimentados somente com microalgas vivas. Em outro
estudo desenvolvido por Siihnel et al. (2012), os autores observaram que a adi¢do de acido
eicosapentaenoico (EPA; 20: 5n-3) na alimentagdo de reprodutores de Nodipecten nodosus
com a microalga Isochrysis sp. (ISO), proporcionou um efeito positivo na maturacdo e uma
maior sobrevivéncia de larvas e juvenis (pré-sementes).

Além da suplementacdo alimentar para os moluscos bivalves, utilizacdo de fontes
alternativas de alimento ou microalgas secas na substituicdo da dieta de microalgas vivas de
bivalves vem sendo testadas. A exemplo, juvenis do molusco de areia Ruditapes decussatus,
apresentaram resultados positivos no crescimento com a substitui¢ao de 50% de microalgas
por farinha de milho (PEREZ- CAMACHO et al., 1998) e 50% de microalgas por farinha de
germe de trigo (ALBENTOSA et al., 1999). Langdon e Onal (1999) observaram que juvenis

de Mytilus galloprovincialis alimentados com 75% de microalgas secas e 25% de microalgas
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vivas cresceu significativamente mais rapido do que os mexilhdes alimentados com uma dieta
padrdo de microalgas vivas. Carboni et al. (2016) observaram que a substituicdo de 50% de
microalgas vivas por residuo de biodiesel, para a alimentagdo de juvenis de C. gigas, levou ao
crescimento rapido e significativo, em comparagdo aos animais alimentados somente com
microalgas vivas. Siihnel et al. (2014) observaram que a substitui¢do da dieta de microalgas
vivas com 50% de microalga seca rica em carotenoides proporcionou uma melhor maturacao
dos gametas femininos € uma maior sobrevivéncia larval da vieira Nodipecten nodosus. Neste
estudo de Siihnel et al. (2014), foi possivel maturar por 15 dias reprodutores de Nodipecten
nodosus com 75% de microalga seca. Contudo cabe destacar que a utilizagdo de ingredientes
alternativos na dieta deve ser vidvel economicamente ¢ disponiveis para a aquisi¢do

(LUZARDO-ALVAREZ et al., 2010).

Tabela 1 — Estudos de substituicdo/suplementagdo com ingredientes alternativos na alimentagdo de moluscos
bivalves.ISO = Isochrysis aff. galbana.
Fase de .
- . . Dieta base %0 de . .
Espécie vida Ingrediente (uroporgie) | subst. Resultado Referencia

(comp.) _ S—
o . A taxa crescimento de juvents, em peso PEREZ-
R decussatus ( ,'J?Ee:l;n) fann_hal de ( lﬁg , 50 | orginico, fo1 a mesma da dieta composta | CAMACHO
= - apenas de microalgas. etal (1998).
1SO- Os juvenis alimentados com microalgas LANGDON
M. . Juvems mucroalgas C caeivans 75 secas cresceram 51gm_ﬁcgt1va;nenle mas o onar
galloprovincialis | (100 mg) secas (50:50%) rapido do que os animais alimentados (1999)
= somente com microalgas vivas. )
_ Juvenis residuo de T suecica: . D]ﬂuenmpu‘pogn\*a!m?nm_ 110 CIESCHMENIO ~ 4 pr T ot
C gigas (1.96 mm) biodiesel ‘E?%a;%ingz 30 | esobrevivéncia de juvenis ao longo de 4 al (2016).
croal ISO: Resultou em um maior actimulo de
Adultos MUCIOXERS | o puelleri- - astaxanting na porgio feminina da SUHNEL et
N nadosus secas 50 - :
o (70-75 mm) (Al ) Skeletonema gonada Aumentou a sobrevivénciadas | al (2014).
SUgamac (50:25:25%) larvas “DF" e pediveliger.
concentrados ) _
C. belcheri Juvenis | floculados de ¢ ca.h:n:r_m_ - Promoveu um melhor crescimento em | TANYAROS
. S T suecica 5 S
(1,76 mm) agduadoutelm (50-50%) Juvenis. et al (2016h).
& camardes
ISO: O crescimento médio dianio dos juvens
C belchert Larvas ] C calcitrans . | alimentados com levedura foi tio elevado TANYAROS
leved 2
(70-80 pm) ura (50:50%) - guanto o crescimento dos juvenis et al. (2016a).
alimentadas com 100% de microalgas.
A substitng#o apresentou taxas médias
Ruditapes Juvenis = fafinhade IS0 de crescimento dos Juvenis sem | 4y pENTOGA

o 30 diferencas significativas quando
(100% compatada os animais al o | Ctal (1999).
100% de microalgas.

dacussatis (2,10 mm) gérmen de trigo

ALFAFA (Medicago sativa) E O OLEO DE PEIXE

Devido ao seu alto valor nutricional (FIORENTINI; GALOPPINI, 1981) e
disponibilidade, a leguminosa alfafa Medicago sativa (Linnaeus, 1753) ¢ uma alternativa

interessante para alimentagdo de animais de aquicultura. A alfafa ¢ uma leguminosa natural da
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Asia Central, sendo considerada a "rainha das plantas forrageiras" devido ao seu elevado
valor nutritivo, grande produtividade e boa palatabilidade (PAULA; SILVA, 1998). A alfafa ¢
amplamente cultivada e possui alto teor de proteinas com um perfil de aminoacidos
balanceado, acidos graxos, além de conter vitaminas e carotenoides (VHANALAKAR;
MULEY, 2015).

Nos organismos aquaticos, por se tratar de uma fonte rica em proteinas, a alfafa ja foi
testada em ragdes para peixes. Na dieta de alevinos de peixes, Ali et al. (2003) demonstraram
que a inclusdo de até¢ 5% de farelo de alfafa pode ser utilizada na alimentacdo da tildpia
Oreochromis niloticus sem qualquer perda em seu desempenho de crescimento. Olvera-
Novoa et al. (1990) relataram que a alfafa pode substituir até 35% da proteina da farinha de
peixe da dieta sem afetar o crescimento de alevinos de tilapia Oreochromis mossambicus.

Considerando que M. sativa ¢ rica em nutrientes e apresentou alguns resultados
promissores na alimentagdo de peixes, espera-se que esta possa auxiliar no crescimento de
juvenis de moluscos bivalves. Vieira et al. (2021), demonstraram que ¢ possivel alimentar
moluscos bivalves com alfafa em po, visto que essa versdao possui uma granulosidade média
adequada (3,96 + 2,81 um) para a alimentacdo destes animais, tornando-se uma op¢ao viavel
para varias espécies.

A substituicdo de total ou parte das microalgas por uma alternativa inerte e/ou de
baixo custo, pode acarretar na diminui¢do dos custos de produgdo de juvenis em laboratorio,
permitindo assim que uma maior quantidade destas seja produzida. Nessa perspectiva, o
desenvolvimento de dietas artificiais para espécies aqudticas comerciais ¢ um tema de
pesquisa de grande relevancia devido ao impacto sanitario € econdmico na aquicultura
(BUJAN-LOPEZ, 2003; JONES, 1998).

Alguns estudos foram realizados destacando a importancia dos acidos graxos poli-
insaturados na dieta de moluscos bivalves, como o desenvolvido por Delaunay et al. (1993),
0os quais demonstraram que o crescimento, a sobrevivéncia e a metamorfose da vieira,
Placopecten maximus, dependem de um equilibrio delicado entre as quantidades dietéticas de
DHA e EPA. Rico-Villa et al. (2006) também demonstraram que os acidos graxos
poliinsaturados da familia n-3 sdo importantes para a sobrevivéncia e crescimento larval de C.
gigas. Além disso, observou-se que o acido araquidonico (ARA; 20: 4n-6) pode influenciar no
crescimento e sobrevivéncia durante os estagios larval e pos-larval de Argopecten irradianos
(MILKE; BRICELJ; PARRISH, 2006) e Placopecten magellanicus (PERNET; BRICELJ;
PARRISH, 2005). Wikfors et al. (1996) concluiram que os altos teores de acidos graxos totais

da microalga Tetraselmis spp. influenciou positivamente no crescimento de juvenis de C.
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virginica ¢ Langdon e Waldock (1981) também demonstraram que a adicdo de DHA na dieta
de juvenis de C. gigas promoveu um efeito positivo em seu crescimento.

O ¢leo de peixe derivado de tecidos oleosos de peixes compreende acidos graxos
omega-3, acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA) (FERDOSH et
al., 2015; PIKE; JACKSON, 2010). De acordo com HASHIM et al. (2021), o atum ¢ uma das
fontes mais comuns de dmega-3 e uma das maiores fontes de 6leo de peixe em todo o mundo.
O oleo de peixe pode ser obtido através de carne fresca e também subprodutos do peixe, como
cabegas, visceras, armagdes, peles, sangue e outras partes nio utilizadas do peixe (SIMAT, et.
al, 2019). Simat, et al. (2019) observaram que 6leo de peixe extraido de subprodutos do atum
resultou na presenca de DHA (30%), EPA (40%), acido oleico (14%) e acido palmitico (1%).
Os subprodutos podem oferecer uma fonte alternativa para a producdo de 6leo de peixe, além
de melhorar a gestdo de residuos e preservar os sistemas ecologicos do atum (HASHIM et al.,
2021).

Neste contexto, ¢ interessante avaliar outros ingredientes com potencial para a
nutricdo de moluscos bivalves. A alfafa Medicago sativa ¢ uma interessante op¢ao devido ao
seu valor nutricional (FIORENTINI; GALOPPINI, 1981) e o 6leo de peixe também, devido
seu teor de acidos graxos (FERDOSH et al., 2015; PIKE; JACKSON, 2010).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a substituicdo da dieta de juvenis de P. perna, M. mactroides e V.
philippinarum, bem como, analisar a substituicdo e suplementacdo da dieta de juvenis de C.

gigas e C. gasar.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o crescimento e sobrevivéncia com a utilizacdo de cloroplasto de alfafa em
p6 na alimentacao de juvenis das espécies P. perna, M. mactroides e V. philippinarum.
Avaliar o crescimento e sobrevivéncia com a utilizagdo de cloroplasto de alfafa em

po e oleo de peixe na alimentacdo de juvenis das espécies C. gigas e C. gasar.
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1.2 ESTRUTURA DA TESE

Na presente tese, os artigos cientificos contaram com a colaboragdo de pesquisadores
da Oregon State University dos Estados Unidos. Foram realizados experimentos avaliando os
efeitos do crescimento e sobrevivéncia utilizando substituigdes parciais e totais de uma dieta
de microalgas vivas por alfafa em po6 para juvenis de mexilhdes (P. perna) e dos moluscos de
areia (M. mactroides e V. philippinarum). Além disso, foram investigados os efeitos do
crescimento e sobrevivéncia utilizando substituigdes parciais e totais de uma dieta de
microalgas vivas por alfafa em pd e a suplementagdo com 6leo de peixe de residuos de atum
na alimentagdo de juvenis de C. gigas e C. gasar, em laboratério. Os experimentos do
capitulo II com as espécies P. perna € M. mactroides foram realizados no Brasil, enquanto
com a espécie V. philippinarum foi realizado por pesquisadores parceiros nos Estados Unidos.
Os experimentos com C. gigas e C. gasar foram realizados no Brasil.

A tese foi estruturada em trés partes: uma introducdo geral e dois capitulos,
organizados da forma descrita abaixo:
Capitulo I — Introdugdo geral apresentando a contextualizagdo do tema e objetivos.
Capitulo II — Artigo cientifico intitulado “Substitui¢ao de microalgas vivas por produtos de
alfafa nas dietas do mexilhdo marrom (Perna perna), marisco branco (Mesodesma
mactroides) € o molusco de areia Manila clam (Venerupis philippinarum)”. O artigo aborda o
efeito da substituicdo parcial e total da dieta de microalgas vivas pela alfafa em pdé no
crescimento e sobrevivéncia dessas espécies em laboratorio. Artigo publicado na revista
Aquaculture nutrition (https://doi.org/10.1111/anu.13364).
Capitulo III — Artigo cientifico intitulado “Utilizagdao de alfafa e o6leo de peixe na
alimenta¢do de juvenis de Crassostrea gigas e Crassostrea gasar”. O artigo avalia a
viabilidade de inclusdo de alfafa e suplementa¢do com 6leo de peixe de residuos de atum na
alimentagdo dos juvenis de C. gigas ¢ C. gasar em laboratorio. Artigo elaborado segundo as

normas da revista Aquaculture Nutrition.
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2. ARTIGOS

2.1 ARTIGO 1

Substitui¢do de microalgas vivas por um produto de cloroplasto de alfafa seco em dietas para
mexilhdo marrom (Perna perna), marisco branco (Mesodesma mactroides) e Manila clam
(Venerupis philippinarum)

Produto de alfafa em dietas para mexilhdes e moluscos de areia

Graziela Cleuza Vieira!, Matt Hawkyard?, Chris Langdon?, Simone Siihnel', Bianca
Maria Scaranto!, Joao Paulo Ramos Ferreira!, Carlos Henrique Aratjo de Miranda

Gomes', Louis P. Vézina?, Claudio Manoel Rodrigues De Melo'*

! Laboratoério de Moluscos Marinhos, Departamento de Aquicultura, Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis, SC 88061-600, Brasil.

2 Department of Fisheries and Wildlife, Coastal Oregon Marine Experiment Station, Hatfield
Marine Science Center, Oregon State University, 2030 SE Marine Science Drive, Newport,
OR 97365, USA.

3 Virentia, Maguire, Québec, Canada.

* Enderego de e-mail do autor correspondente: claudio.melo@ufsc.br (C.M.R. De Melo)

Abstract

Owing to its high nutritional value and widespread availability, the legume alfalfa Medicago
sativa (Linnaeus 1753) is a possible feed for aquatic animals. In this study, a dried alfalfa
chloroplast (DAC) product supplied by Virentia Inc., Quebec, Canada, was evaluated as a
partial or total replacement for live microalgae (LM) in diets for juveniles of Perna perna and
the Mesodesma mactroides — two species with high aquaculture potential in Brazil. In
addition, trials were conducted with Venerupis philippinarum, a species commonly used in
global aquaculture. Nine diets containing different ratios (based on dry weight) of live
microalgae (Chaetoceros neogracile and/or Isochrysis galbana) and DAC were evaluated.
With all three bivalve species, additions of DAC to partial microalgal rations increased final
dry and organic weights, compared with those provided with partial algal rations alone. M.
mactroides and P. perna appeared to utilize DAC to a greater extent than V. philippinarum as
indicated by the higher final organic weights obtained by these two species when larger
fractions of LM were substituted with DAC. Overall, the results of this study indicate that
DAC supplements can be useful in supporting mussel and clam tissue growth when algal
feeds are limited or unavailable.

Keywords: non-algal feed; bivalve mollusk; mussel; clam; alfalfa; alternative feed
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RESUMO

Devido ao seu alto valor nutricional e ampla disponibilidade, a leguminosa alfafa Medicago
sativa (Linnaeus 1753) ¢ um alimento alternativo para animais aquaticos. Neste estudo, um
produto de cloroplasto de alfafa seco (CAS) fornecido por Virentia Inc., Quebec, Canada, foi
avaliado como substituto parcial ou total para microalgas vivas (MV) em dietas de juvenis de
Perna perna e Mesodesma mactroides - duas espécies com alto potencial na aquicultura
brasileira. Além disso, os ensaios também foram conduzidos com Venerupis philippinarum,
uma espécie comum na aquicultura mundial. Nove dietas contendo diferentes propor¢des
(com base no peso seco) de microalgas vivas (Chaetoceros neogracile ou Isochrysis galbana)
e CAS foram avaliadas. Com todas as trés espécies de bivalves, as adicoes de CAS as dietas
parciais de microalgas aumentaram os pesos secos € organicos finais, em compara¢ao com
aqueles que possuiam apenas quantidades parciais de microalgas vivas (MV). M. mactroides e
P. perna demonstraram utilizar CAS em maior extensdo do que V. philippinarum, conforme
indicado pelos maiores pesos organicos finais obtidos por essas duas espécies quando
porcentagens maiores de MV foram substituidas por CAS. No geral, os resultados deste
estudo indicam que os suplementos de CAS podem ser uteis na assisténcia ao crescimento de
mexilhdes e moluscos de areia, quando a disponibilidade de MV ¢ limitada ou indisponivel.

Palavras-chave: alimentacdo sem algas; molusco bivalve; mexilhdo; molusco; alfafa;
alimento alternativo

2.1.1 INTRODUCAO

O cultivo de moluscos possui grande potencial para gerar impactos ambientais positivos
e beneficios nutricionais para os humanos. Cerca de 17,7 milhdes de toneladas de moluscos
(34,6 bilhodes de dolares) sao produzidos anualmente, consistindo principalmente de moluscos
de areia, mexilhdes e ostras (FAO, 2020). No Brasil, o estado de Santa Catarina € responsavel
por 98,1% da produg@o nacional de malacocultura de bivalves, com 20,9 mil toneladas (peso
vivo) produzidas em 2017 (IBGE, 2018). O mexilhdo Perna perna (Linneaus 1758) responde
por mais da metade da producao do pais com 11,9 mil toneladas produzidas em 2017, gerando
uma receita de quase 10 milhdes de dolares (EPAGRI, 2018).

Atualmente a malacocultura no Brasil tendem a préticas mais sustentaveis, que incluem
a diversificagdo do numero de espécies cultivadas. Entre as novas espécies potenciais para o
cultivo de moluscos, o molusco Mesodesma mactroides (Reeve 1854; syn. Amarilladesma
mactroides), comumente chamado de marisco branco, vem sendo estudada recentemente
(PROVERBIO, 2017; SANTOS et al., 2020a; SANTOS et al.,, 2020b). Mesodesma
mactroides ¢ importante no Brasil, Uruguai e Argentina como uma pesca recreativa historica

com valor socioeconomico associado (BRAZEIRO; DEFEO, 1999; Defeo, JARAMILLO;
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LYONNET, 1992; HERRMANN et al., 2011; IHERING, 1897; SHOEMAN; SCHLACHER;
DEFEO, 2013). Estudos preliminares sobre o valor potencial da aquicultura desta espécie tém
mostrado resultados promissores (SANTOS et al., 2020a; SANTOS et al., 2020b).

V. philippinarum (ADAMS; REEVE, 1850) ¢ uma das espécies de bivalves mais
cultivadas do mundo, com uma produgao de 4,1 milhdes de toneladas em 2018 (FAO, 2020).
Em 2014, Manila clam representou ~ 25% da producdo mundial total de moluscos
(CORDERO et al., 2017). Eles demonstram potencial para aumento da producdo de
aquicultura e possui alto potencial para uso em sistemas de policultivo (FAO, 2018);
entretanto, o aperfeigoamento na eficiéncia e na manutencdo de juvenis em laboratorio
poderia melhorar o retorno econdmico.

O sucesso do cultivo de moluscos bivalves depende muito da eficiéncia dos hatcheries e
dos sistemas de bercario (HELM; BOURNE; LOVATELLi, 2004), considerando que a
alimenta¢do pode ser um ponto critico. O fitoplancton € o principal alimento para os moluscos
bivalves; no entanto, o comportamento alimentar ¢ a nutri¢do de espécies de bivalves podem
ser afetados por seu habitat infaunal ou epifaunal (BAYNE, 2017; HAWKINS; NAVARRO;
IGLESIAS, 1980; PRINS, SMAAL; POUWER, 1991; PRINS; SMAAL, 1989; SMAAL;
VONCK; BAKKER, 1997). As espécies infaunais apresentam maior capacidade de selegdo de
particulas quando comparadas as espécies epifaunais (BACON; MACDONALD; WARD,
1998).

A dieta mais comum para bivalves de larvas e juvenis ¢ baseada em uma mistura de
varias espécies de microalgas vivas que atendem as necessidades nutricionais de larvas e
estagios juvenis (BROWN et al., 1997); entretanto, o alto custo e esfor¢o técnico necessarios
para a producdo de microalgas sdo gargalos para a produgdo de juvenis de bivalves
(MULLER-FEUGA; GUEDES; PRUVOST, 2003). Embora varios estudos tenham avaliado a
suplementacio (LANGDON; WALDOCK, 1981; SUHNEL et al., 2012) ou a substituicio
(ADAMS; SALINAS-FLORES; LIM, 2013; LANGDON; ONAL, 1999; PEREZ-
CAMACHO et al, 1998; SUHNEL et al., 2014; 2015) de microalgas vivas em dietas para
moluscos bivalves, ainda ha necessidade de alimentos alternativos mais baratos (LUZARDO-
ALVAREZ; OTERO-ESPINAR; BLANCO-MENDEZ, 2010). A substituicdo total ou parcial
de microalgas vivas por uma fonte alternativa de alimento de baixo custo pode diminuir os
custos de producao em laboratério e em bergarios, resultando em operagdes comerciais mais
lucrativas.

Devido ao seu alto valor nutricional (FIORENTINI; GALOPPINI, 1981) e

disponibilidade, a leguminosa alfafa Medicago sativa (Linnaeus 1753) ¢ uma alternativa
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potencial para alimentagcdo de animais de aquicultura. Esta planta ¢ amplamente cultivada e
possui um alto teor de proteinas com um perfil de aminoacidos equilibrado, além de conter
vitaminas e carotenoides (VHANALAKAR; MULEY 2015).

Por se tratar de um ingrediente rico em proteinas, a alfafa ja foi testada em ragdes para
peixes. Por exemplo, Ali et al. (2003) demonstraram que a inclusdo de até 5% de farelo de
alfafa pode ser usada em dietas para alevinos da tilapia Oreochromis niloticus sem qualquer
perda no desempenho de crescimento. Olvera-Novoa et al. (1990) relataram que a alfafa pode
substituir até 35% da proteina da farinha de peixe da dieta sem afetar o crescimento de
alevinos Oreochromis mossambicus. Apesar dessas descobertas, ndo se sabe sobre os efeitos
da alfafa na alimentag¢do de moluscos.

No presente estudo, relatamos os efeitos das substitui¢des parciais e totais de uma dieta de
microalgas vivas por um concentrado de cloroplasto de alfafa desidratado (Virentia Inc.) no
crescimento de mexilhdes juvenis (P. perna) e moluscos de areia (M. mactroides ¢ V.

philippinarum).

2.1.2 MATERIAIS E METODOS
ORIGEM DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para este estudo, juvenis de P. perna foram adquiridos na Praia da Daniela,
Florianopolis, Santa Catarina (27 © 26'37,2 "S e 48 © 3126,3" O), onde foram colhidos por
pescadores locais. Juvenis de M. mactroides foram produzidos no Laboratorio de Moluscos
Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina, seguindo o método de Santos et
al. (2020b). As alturas médias iniciais da concha dos juvenis de P. perna e M. mactroides
utilizadas neste estudo foram 5,5 + 2,0 e 3,5 + 0,5 mm (n = 15), respectivamente, e seus pesos
vivos foram 914 + 4 e 335 £ 3 mg (n = 405), respectivamente. Juvenis de moluscos de areia
de Manila (V. philippinarum) foram fornecidos por Taylor Shellfish (Kona, HI) e tinham 0,6-

1 mm de altura da concha.
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DESENHO EXPERIMENTAL E DIETAS

A producdo de CAS ¢ baseada em uma nova abordagem para processar alfafa fresca e
remover fibras e outros fatores antinutricionais potenciais; esta abordagem fornece uma fragao
de cloroplastos intactos com atributos fisicos semelhantes aos de microalgas. Suplementos
experimentais sem algas foram baseados na inclusdo de cloroplasto de alfafa desidratado
(CAS; Virentia Inc.) a 25%, 50%, 75% e 100% de substituicdo de uma alimentagdo completa
composta por uma dieta de microalgas vivas (MV). Além disso, para cada nivel de
alimentacao de reposi¢ao CAS, grupos de controle foram incluidos com bivalves alimentados
apenas com alimentagdes parciais de algas, bem como um grupo de controle de animais ndo
alimentados. No total, foram nove tratamentos dietéticos testados com cada espécie de
bivalve. A cada tratamento foi atribuido um codigo referente & proporcdo do peso seco

percentual de MV para CAS na dieta (Tabela 1).

Tabela 1. Lista de tratamentos dietéticos avaliados com cada espécie. A cada tratamento foi atribuido um cdodigo
referente a razdo percentual do peso seco de microalgas vivas (MV) para cloroplasto de alfafa seco (CAS) na
dieta.

Tratamentos % Microalga viva (MV) % Cloroplasto de alfafa seco (CAS)
100/00 100 00
75/00 75 00
50/00 50 00
25/00 25 00
00/100 00 100
25/75 25 75
50/50 50 50
75/25 75 25
00/00 00 00

Para mexilhdes e mariscos brancos, utilizamos a microalga Isochrysis aff. galbana
(ISO) para o componente algal das dietas. Uma alimentac¢do didria de 100% de ISO foi
adicionada a 100.000 células mL™ (100/00). Para o tratamento 100% CAS (00/100), a
concentragio de alfafa adicionada foi ajustada para 2 mg L!, que era equivalente ao peso
organico seco de 100.000 células de ISO mL!' (LANGDON; ONAL, 1999). Para os moluscos
de areia Manila clam, usamos uma mistura uniforme (1: 1 por concentragdo celular) de
Isochrysis galbana (cepa do Caribe) e Chaetoceros gracilis (CG) alimentados em uma
concentragdo total de 50.000 células mL!. Da mesma forma, a concentragio de alfafa
adicionada foi ajustada para 1 mg L para o tratamento 100% CAS (00/100) no ensaio de
Manila. Em todos os ensaios, as outras dietas experimentais foram formuladas como

proporcdes dessas quantidades. As aliquotas de CAS foram pesadas e armazenadas em
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recipientes hermeticamente fechados de 2 mL a 4°C para uso durante cada periodo
experimental de sete dias. Na hora da alimentagdo, o p6 de CAS foi hidratado e suspenso com
um volume conhecido de dgua do mar e dado aos animais, conforme cada tratamento
experimental.

Os ensaios de alimentagdo com mexilhdes ¢ moluscos de arcia foram conduzidos em
recipientes de plastico de 15 L (a unidade experimental UE). A dgua do mar foi filtrada (1
um) e esterilizada por ultravioleta, com salinidade de 35 e temperatura média de 18,8 = 1,7°C.
Os Manila clam foram cultivados em volumes de 5 L de agua do mar filtrada com 1 pum
aerada obtida de Yaquina Bay, Oregon. A temperatura da 4gua do mar foi mantida entre 20-
22°C. A 4gua de cada UE de todos os experimentos foi renovada a cada 48 h.

Os nove tratamentos dietéticos foram distribuidos aleatoriamente em baldes e avaliados
em triplicata (Tabela 1). Quinze P. perna mais quinze M. mactroides ou vinte V.
philippinarum juvenis foram alocados aleatoriamente em cada UE. Experimentos com P.
perna e M. mactroides foram conduzidos em conjunto, adicionando as duas espécies & mesma
UE. Os juvenis de P. perna foram colocados no fundo de cada UE e os juvenis de M.
mactroides foram mantidos em recipientes de polietileno tereftalato (PET) 4,5x14x12 cm
colocados dentro da UE, que foram preenchidos com 420 cm® de areia da praia previamente
esterilizada em autoclave a 120 °C por 30 minutos. Os Manila clam foram colocados em
placas de PET no fundo dos recipientes de 5 L para facilitar as trocas de agua. O experimento
durou 21 dias para P. perna e M. mactroides e 35 dias para V. philippinarum.

No final do periodo experimental, a sobrevivéncia dos juvenis em cada UE foi registada
pela contagem dos animais vivos que restaram. No inicio dos experimentos (T0) e no final,
foram determinados o peso vivo médio (PV), o peso seco (PS) e o peso organico (PO) dos
animais sobreviventes de cada UE por tratamento. Para medi¢des PS, juvenis vivos de cada
UE foram secos em um forno a 60°C por 48 h antes da pesagem. Em seguida, os juvenis secos
foram transferidos para uma mufla a 450°C por 48 h e determinados os pesos das cinzas (PC).
Finalmente, PO foram calculados subtraindo PC dos valores PS para cada amostra. Todas as
medidas de peso dos grupos foram obtidas pesando os grupos de animais em uma balanga de
precisdo 0,001 g (JA3003N BioPrecisa ou Sartorius Research) e os pesos individuais foram

obtidos dividindo os pesos dos grupos pelo numero de animais que sobrou de cada grupo.
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CARACTERIZACAO DO CLOROPLASTO DE ALFAFA SECO (CAS) E MICROALGAS
VIVAS (MV)

A andlise do tamanho das particulas de CAS foi realizada dispersando as particulas em
agua do mar filtrada e examinando as particulas de imagens digitais (camera Lecia DFC400)
obtidas com um microscépio (Leica DM1000) com uma lente objetiva x40. As imagens das
particulas foram analisadas usando Image Pro Premier (versdo 9.2) e software Image J (versao
1.51).

Um ensaio de sedimentacdo de particulas de 24 horas foi conduzido para determinar: 1)
a fracdo de particulas de CAS em suspensao que diminuem com o tempo como resultado da
decantacdo; 2) a mudanga no tamanho médio das particulas ao longo do tempo; e 3) perdas
entre recipientes diferentes que foram aerados com uma pedra de ar (sistema aerado) ou nao
(sistema estatico). Seis béqueres de 1 L foram enchidos com 1 L de 4gua do mar filtrada de 1
um (~ 20°C, salinidade de 34). Trés desses béqueres foram vigorosamente aerados com uma
pedra de aeracdo (sistema aerado), enquanto trés dos béqueres ndo foram aerados (sistema
estatico). O CAS foi adicionado a uma concentragdo semelhante a usada como uma
alimentagio completa no ensaio de alimentacdo de Manila (1 mg de peso organico L), o que
resultou em uma concentragio de particula inicial de ~ 50.000 células L!. Esta concentragio
de particulas foi necessaria para obter densidades mensuraveis usando um hemocitometro. As
amostras de dgua foram retiradas com pipeta de Pasteur em 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 8 e 24 horas e
colocadas em tubo de centrifugagdo. Dentro de uma hora da coleta, cada tubo foi entdo
agitado em vortice por 10 segundos e, em seguida, uma amostra fotografada digitalmente e
medida usando analise de imagem conforme descrito anteriormente.

As analises da composicao de acidos graxos e aminoacidos do CAS foram realizadas no
Marine Lipid Laboratory, Oregon State University e no Amino Acid Laboratory, University
of California, Davis (UC Davis), respectivamente. A extra¢do de lipidios foi realizada com
base no método de Folch, Less e Sloane (1956). Os acidos graxos foram analisados por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC; Copeman et al., 2020) e as classes de
lipidios foram analisadas usando um sistema Chromarod-latroscan baseado nos métodos
desenvolvidos por Lu et al. (2008). O contetdo e a composi¢do de aminodcidos totais foram
analisados de acordo com o método oficial da AOAC (2005) 994,12. Amostras de CAS foram
hidrolisadas com acido cloridrico (6N) em ampolas seladas (110°C, 24h), secas com gas
nitrogénio. As amostras contendo aminoacidos livres foram dissolvidas em 4cido

sulfossalicilico (3%), incubadas durante a noite a temperatura ambiente, centrifugadas e
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filtradas (0,45 um). Por fim, as amostras foram ajustadas para pH 2,2 e analisadas. A proteina
total foi determinada a partir da soma dos aminoécidos totais (por concentracdo de matéria

seca) excluindo a taurina.

ANALISE DE DADOS

Os dados foram testados para pressupostos basicos para analise de varidncia (ANOVA)
usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene para normalidade dos erros € homogeneidade das
variancias, respectivamente. O crescimento ¢ a sobrevivéncia dos juvenis foram analisados
usando ANOVA de duas vias com os principais efeitos 'alimentacdo de microalgas vivas'
(MV; niveis: 0, 25, 50, 75, 100) e 'cloroplasto de alfafa seco' (CAS; niveis: 0, 1) e a interagdo
MV x CAS para avaliar o efeito do CAS no desempenho dos bivalves. Além disso, uma
ANOVA de uma via foi utilizada para analisar os efeitos dos tratamentos (Tabela 1), seguida
pela comparagdo das médias dos tratamentos usando o teste de Tukey (p<0,05). A
concentragdo de particulas e os didmetros celulares médios em relagdo ao (In) tempo foram
avaliados por analise de regressdo. As andlises estatisticas foram realizadas usando R Studio

(R Studio Team, 2020) e software JMP (v15.1.0; SAS Institute Inc.).

2.1.3 RESULTADOS
CARACTERISTICAS DO CLOROPLASTO DE ALFAFA SECO (CAS)

As particulas de cloroplasto de alfafa desidratado variaram de 0,54 a 27,0 pm com um
diametro médio de particula de 3,96 + 2,81 um (Fig. 1). Noventa e sete por cento das
particulas medidas tinham menos de 10 um de didmetro e deveriam ter um tamanho adequado
para ingestdo por juvenis das trés espécies de bivalves usadas no presente estudo. Quando
suspensas na agua do mar, as concentragdes de CAS diminuiram significativamente ao longo
do tempo (andlise de regressao multipla, p=0,0002), mas ndo foram afetadas pela presenga ou
auséncia de aeracao (p=0,777) e nao houve interacdo significativa entre tempo e aeragao
(p=0,676) (Fig. 2). O tamanho médio de particula de CAS suspensa na agua nao se alterou ao
longo do tempo (andlise de regressdo multipla p=0,671), mas foi significativamente
impactada pela aeracdo (p<0,0001) com particulas nos sistemas aerado e estatico em média
4,39 e 3,68 um, respectivamente. Nao houve interacdo (p=0,516) entre aeracdo e tempo,
indicando que o tamanho médio das particulas ndo se alterou significativamente ao longo da

duracdo da suspensao devido a auséncia ou presenca de aeragao.
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Figura 1. Histograma de distribui¢do de tamanho de particula do produto CAS suspenso em agua do mar filtrada
(com base em 156 particulas medidas em 3 imagens diferentes tiradas com uma objetiva de 40X). Os diametros
das particulas foram medidos a partir de imagens digitais usando o software Image Pro e Image J
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Figura 2. Porcentagem das concentragdes iniciais de particulas (%) e didmetros médios de particulas (pum)
medidos em suspensdes de 1L de cloroplasto de alfafa seco (CAS) em agua do mar durante um periodo de 24
horas. As aliquotas foram tomadas em 0, 0,25, 0,5, 1, 2 8 e 24 horas, respectivamente. Cada aliquota foi
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A analise centesimal indicou que o peso seco de CAS ¢ composto por 20,7% de lipidios,
43,4% de aminoacidos totais (proteina excluindo taurina), 27,1% de carboidratos ¢ 8% de
cinzas. O conteudo de energia das particulas CAS foi determinado como 23,1 kJ g! (Tabela

2).

Tabela 2. Andlise centesimal aproximada do cloroplasto de alfafa desidratado (CAS) e método de analise.

Parametro Valor Método de analise

Proteina total (%) 43,4 Soma total dos aminoécidos, excluindo taurina

Peso total da amostra - (peso da proteina + peso total de
Carboidrato total (%)| 27,1 lipidios + peso das cinzas) = peso estimado de carboidratos
(expresso como uma porcentagem do peso total da amostra)

Lipidio total (%) 20,7 Folch (1956)

As amostras de CAS foram adicionadas a recipientes pré-

pesados, pesados e colocados em uma estufa de secagem

Cinzas (%) 8,0 |(65°C) por 72 h. As amostras foram novamente pesadas para
o célculo dos pesos secos e posteriormente colocadas em

estufa (450°C) por 24 h para obten¢ao dos pesos das cinzas.
Estimado a partir das concentra¢des de macronutrientes
medidas ou estimadas e com base em valores energéticos

tipicos de proteina (23,6 kJ.g™!), lipidio (39,5 kJ.g") e
carboidrato (17,2 kJ.g™).

Energia (kJ.g!) 23,1

O perfil de aminoécidos total para CAS foi semelhante aos de ISO e CG (Fig. 3A) com
niveis elevados (> 4%) de 4cido glutdmico, acido aspartico e leucina e niveis baixos (<1%) de
cisteina e taurina. Os niveis do aminoacido essencial histidina foram baixos (0,99%) em CAS
e CG, mas maiores (1,69%) em ISO (Fig 3A). Houve maiores diferencas nas concentracdes
relativas dos aminoacidos livres com altos niveis de acido glutdmico (= 6,8%) e prolina
(10,7%) em CG em comparagdao com <2% de acido glutamico e <1% de prolina em CAS e

ISO (Fig 3B).
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Figura 3A. Concentragdes totais de aminoacidos (4cido aspartico = Asp, treonina = Thr, serina = Ser, glutamina
= Glu, glicina = Gly, alanina = Ala, valina = Val, cisteina = Cys, metionina = Met, isoleucina = Ile, leucina =
Leu , tirosina = Tyr, fenilalanina = Phe, lisina = Lys, histadina = His, arginina = Arg, prolina = Pro e taurina =
Tau;% do contetido de aminoécidos total) medido em Isochrysis galbana liofilizada (cepa caribenha ISO; linha
azul) , Chaetoceros gracilis (CG; linha preta) ou cloroplasto de alfafa seco (CAS; linha vermelha).

Figura 3B. Aminoacidos livres (acido aspartico = Asp, treonina = Thr, serina = Ser, glutamina = Glu, glicina =
Gly, alanina = Ala, valina = Val, cisteina = Cys, metionina = Met, isoleucina = Ile, leucina = Leu, tirosina = Tyr,
fenilalanina = Phe, lisina = Lys, histadina = His, arginina = Arg, prolina = Pro e taurina = Tau;% do conteudo
total de aminoacidos) medido em Isochrysis galbana liofilizada (cepa caribenha ISO; linha azul), Chaetoceros
gracilis (CG; linha preta) ou cloroplasto de alfafa seco (CAS; linha vermelha).
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As composic¢des da classe de lipidios de CAS, ISO e CG (Tabela 3) indicaram que CAS
continha mais lipidios (20,7%) do que ISO ou CG, 9,7 e 8,2%, respectivamente. Mais de 85%
dos lipidios CAS e algas eram compostos por fosfolipidios, com propor¢des muito menores
(<10%) de 4cidos graxos livres e triacilglicerdis. Esterdis e ésteres de esterol estavam

presentes em menos de 2% do conteudo total de 4cidos graxos.

Tabela 3. Composi¢do da classe de lipidios (% de lipidios totais) e lipidios totais (mg g™!) medidos em
cloroplasto de alfafa seco (CAS), Isochrysis galbana (cepa do Caribe; ISO) e Chaetoceros gracilis (CG). *
Alcoois e fosfolipidios foram combinados para ISO e CG, mas analisados separadamente para CAS.

Composicio da classe CAS ISO CG
Esteres de esterol 0 0,13 0,19
Triacilglicero6is 0,19 6,34 1,19
Acidos graxos livres 8,58 0,79 6,53
Esterois 1,11 0,45 2,17
Fosfolipidios * 86,1 92,3 89,9
Alcoois 399 - -

PUFA (% do total de acidos graxos) 65,9 524 53,5

Lipidos totais (% peso em peso com base no peso seco) 20,7 9,7 8,2

Perfis de acidos graxos de CAS, ISO e CG (Tabela 4) mostram que 18: 3n3 (&cido
linolénico) foi o acido graxo predominante (49%) em CAS com concentragdes muito baixas
(<0,2%) ou auséncia de n3 poliinsaturados acidos graxos (PUFA), como araquiddnico (20:
4n6), eicosapentaendico (20:5n3) € docosahexaenoico (22: 6n3) acidos graxos. Em contraste,
18: 3n3 estava presente em 14% em ISO e ndo foi detectado em CG, enquanto 20: 5n3 estava
presente em 23% em CG e 22: 6n3 estava presente em 12% em ISO. O acido araquidonico

estava presente em baixas concentracdes em CG (< 2%) e ndo detectado em ISO.
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Tabela 4. Concentragdes de acidos graxos, relatadas como porcentagem dos acidos graxos totais, medidas em
cloroplasto de alfafa desidratado (CAS) e microalgas vivas. Amostras de microalgas foram retiradas de culturas
na Oregon State University que foram usadas para os testes de mexilhdes de Manila. Os acidos graxos ndo foram
comparados estatisticamente devido ao baixo tamanho das amostras de microalgas (n = 2). Os acidos graxos que
representavam menos de 0,1% da porcentagem do total de acidos graxos em todas as trés fontes ndo foram

relatados.

Acido Graxo CAS Isochrysis galbana Chaeto;e'ros
gracilis
14:0 (Acido miristico) 0,23+0,04 15,46+0,49 9,19+1,24
14:1 0,32+0,11 0,66+0,38 1,01+0,01
i15:0 1,30+0,06 0,33+0,01 0,53+0,00
15:0 0,22+0,02 0,23+0,01 0,39+0,03
15:1 0,00+0,00 0,044+0,05 0,12+0,00
i16:0 0,17+0,20 0,20+0,01 0,34+0,00
ail6:0 2,06+0,30 1,27+0,05 1,9840,02
16:0 14,17+0,36 9,32+0,30 4,76+.0,30
16:1011 7,62+1,20 2,26+0,13 3,45+0,03
16:107 (Acido palmitoléico) 0,08+0,09 5,47+0,08 17,09+0,79
i17:0 2,31+0,11 0,00+0,00 2,05+0,05
ail7:0 0,03+0,06 0,60+0,03 0,50+0,01
16:204 0,00+0,00 0,91+0,01 9,05+0,04
17:0 0,00+0,00 0,00+0,00 0,11+0,00
16:304 (Acido palmitolonolénico) 0,00+0,00 0,23+0,00 15,75+0,66
17:1 0,00+0,00 0,24:0,01 2,68+0,06
16:401 0,00+0,00 0,214+0,00 0,93+0,09
18:0 1,88+0,02 0,40+0,18 0,92+0,00
18:109 1,85+0,39 8,52+0,05 0,22+0,01
18:107 0,32+0,06 1,63+0,02 0,73+0,04
18:206 16,31+0,59 5,38+0,02 0,22+0,00
18:306 0,00+0,00 0,25+0,00 0,61+0,04
18:3w3 (a- acido linolénico) 49,04+3,62 13,64+0,04 0,00+0,00
18:403 0,00+0,00 17,37+0,01 0,74+0,02
20:0 0,44+0,05 0,00+0,00 0,21+0,00
20:1011 0,00+0,00 0,96:0,00 0,00+0,00
20:107 0,00£0,00 0,00+0,00 0,17+0,00
20:406 (ARA) 0,00+0,00 0,00+0,00 1,25+0,06
20:503 (EPA) 0,00+0,00 0,84+0,00 23,20+1,62
22:506 0,00+0,00 1,36£0,05 0,00+0,00
22:403 0,38+0,17 0,00+0,00 0,00+0,00
24:0 1,07+0,25 0,00+0,00 0,06+0,08
22:603 (DHA) 0,13+0,27 11,99+0,49 1,58+0,08

SOBREVIVENCIA E PESO DO MEXILHAO PERNA PERNA

A sobrevivéncia de P. perna ap6s 21 dias variou de 91,11 £ 7,69 a 100 = 00%, sem

diferenca significativa entre as dietas testadas.

Ao final do periodo experimental de trés semanas (T21), o PV (Fig. 4) dos juvenis variou

entre 67,20 = 5,01 e 133,78 + 16,37 mg entre os tratamentos. Os pesos vivos dos mexilhdes



43

foram significativamente impactados pelo efeito principal 'alimentacdo de microalga viva'
(MV; p < 0,0001), mas nem o efeito principal 'cloroplasto de alfafa seco' (CAS) nem a
interacao entre MV e CAS foram significativos (p = 0,2111 e p = 0,2235, respectivamente)
(Fig. 4). A tUnica diferenca no tratamento de MV para o mexilhdo foi observada entre o
controle de animais ndo alimentados 00/00 (67,20 = 5,01 mg), que foi menor do que os
mexilhdes nos tratamentos 75/25 (133,78 + 16,37 mg), 75/00 (132,66 + 8,16 mg) e 100/00
(130,75 £ 16,41 mg).

Os valores finais de PS variaram de 29,91 + 1,82 a 61,03 + 8,08 mg entre os
tratamentos. O PS do mexilhdo foi significativamente impactado pelos efeitos de MV e CAS
(p <0,0001 e p=0,0047, respectivamente) ¢ com PS maiores observados nos tratamentos que
receberam CAS quando comparados aos que ndo receberam CAS. Houve também uma
interagdo significativa entre MV e CAS (p = 0,0203), sugerindo que as relagdes entre MV e
PS foram impactadas pela inclusdo ou exclusdo de CAS (Fig. 4). O PS dos mexilhdes
alimentados com uma alimentagdo de 100% de microalgas (100/00; 61,03 + 8,08 mg), 75/25
(61,00 = 6,47 mg), 75/00 (60,92 + 2,31 mg) foram significativamente (p < 0,05) maiores do
que aqueles alimentados com uma alimentacdo de somente 25% de microalgas (25/00) (46,55
+ 4,72 mg), 25/75 (45,42 + 0,52 mg), 50/00 (45,03 + 4,87 mg) e 100% CAS (00/100; 42,35 +
1,43 mg) dietas. Os valores de PS do grupo de controle dos animais ndo alimentados (00/00)
foram significativamente menores (p < 0,05) do que os dos mexilhdes de todos os outros
tratamentos alimentares (Fig. 4).

Os valores finais de PO variaram de 3,30 = 0,86 a 14,47 = 2,32 mg entre os tratamentos.
Os pesos organicos dos mexilhdes foram significativamente impactados pelos efeitos
principais MV e CAS (p < 0,0001 para ambos os efeitos) com maiores PO observados nos
tratamentos que receberam CAS em comparacdo com aqueles que ndo receberam CAS.
Houve também uma interacdo significativa entre MV e CAS (p = 0,0010), sugerindo que as
relacdes entre MV e PO foram influenciadas pela inclusdo ou exclusao de CAS (Fig. 4). O PO
dos mexilhdes alimentados com dieta a base de 100% de algas (100/00) foi significativamente
(p < 0,05) maior do que os de mexilhdes alimentados com as dietas 25/75 (9,00 £+ 0,23 mg) e
25/00 (8,68 = 0,99 mg). Os valores de PO do grupo controle de animais ndo alimentados
(00/00) foram significativamente menores (p < 0,05) do que os dos mexilhdes alimentados

com todas as outras dietas (Fig. 4).
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Figura 4. Média dos pesos vivos, secos e organicos individuais finais (intervalo de confianga de + 95%; n = 3)
de mexilhdes Perna perna para cada tratamento. A notagdo MV, CAS e MV x CAS denotam os efeitos
principais e interativos, junto com os p-valores resultantes, da ANOVA bidirecional com modelo de interagdo.
As letras acima das barras do histograma que ndo sdo compartilhadas indicam tratamentos que sdo
significativamente diferentes em cada grafico (Tukey-HSD; ANOVA unilateral; p <0,05). Os tratamentos sdo
definidos na Tabela 1.
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SOBREVIVENCIA E PESO DE MEXILHOES DE MANILA Venerupis philippinarum

A sobrevivéncia de V. philippinarum apos 35 dias variou de 95 a 100% e nao diferiu
entre os tratamentos.

Os pesos vivos foram influenciados significativamente por MV e CAS (p < 0,0001 para
ambos os efeitos) os PV mais elevados foram observados nos tratamentos que receberam CAS
em comparacdo com aqueles que ndo receberam CAS. Nao houve uma interagdo significativa
entre MV e CAS (p = 0,1107), sugerindo que as relagdes entre MV e PV ndo foram afetadas
pela inclusdo ou exclusao de CAS (Fig. 5).

Os valores médios de PS (Fig. 5) variaram de 44,40 + 1,78 a 76,93 £+ 1,18 mg entre os
tratamentos. Os pesos secos foram influenciados significativamente por MV e CAS (p <
0,0001 para ambos os efeitos) com PS gerais mais elevados observados nos tratamentos que

receberam CAS em comparagdo com aqueles que nao receberam CAS. Houve diferencas
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significativas entre MV e CAS (p = 0,4994), sugerindo que as relagcdes entre MV e PS nao
foram afetadas pela inclusdo ou exclusdo de CAS (Fig. 5). O PS de Manila clam alimentadas
com a alimentagao completa de migroalgas (100/00; 76,6 + 1,18 mg) foi significativamente (p
< 0,05) maior do que aquelas de todos os outros tratamentos, com exce¢ao dos animais do
tratamento 75/25 (76,93 £ 1,60 mg). Notavelmente, Manila clam de todos os tratamentos com
CAS, incluindo tratamentos dietéticos 75/25 (76,93 £+ 1,60 mg), 50/50 (70,71 £ 2,15 mg),
25/75 (64,1 = 0,89 mg) e 00/100 (55,8 + 0,33 mg), apresentaram pesOS SECOS
significativamente maiores (p < 0,05) do que aqueles animais alimentados com as respectivas
alimentagdes com apenas MV ou tratamentos de animais nao alimentados: 75/0 (67,4 + 1,34
mg), 50/0 (58,5 £ 1,75 mg), 25/0 (51,7 + 1,40 mg) e 00/00 (44,4 + 1,78 mg) (Fig. 4E). O PS
de animais ndo alimentados (00/00; 44,4 = 1,78 mg) foi significativamente menor (p < 0,05)
do que dos bivalves alimentados os tratamentos: 100/00, 75/00, 75/25, 00/100 e 50/00 (Fig.
5).

O PO médio de Manila clam variou de 4,00 £ 0,18 a 9,61 + 0,60 mg entre os
tratamentos. Os pesos organicos foram significativamente influenciados para MV e CAS (p <
0,0001 para ambos) com o PO mais elevados foram observados nos tratamentos que
receberam CAS quando comparados com aqueles que ndo receberam CAS. Nao houve uma
interagdo significativa entre MV e CAS (p = 0,3474), sugerindo que as relagdes entre MV e

PO nao foram afetadas pela inclusdo ou exclusao de CAS (Fig. 5).
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Figura 5. Média dos pesos vivos individuais finais, secos e organicos (intervalo de confianga de = 95%; n = 3)
de Manila clam Venerupis philippinarum para cada tratamento. A notagdo MV, CAS ¢ MV x CAS denotam os
efeitos principais e interativos, junto com os p-valores resultantes, da ANOVA bidirecional com modelo de
interacdo. As letras acima das barras do histograma que ndo sdo compartilhadas indicam tratamentos que sdo
significativamente diferentes em cada grafico (Tukey-HSD; ANOVA unilateral; p <0,05). Os tratamentos s@o
definidos na Tabela 1.
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SOBREVIVENCIA E PESO DO MARISCO BRANCO Mesodesma mactroides

A sobrevivéncia de M. mactroides apos 21 dias variou de 84,44 + 10,18 a 97,78 +
3,84% e ndo apresentou diferenca entre os tratamentos.

Em T21, PV de M. mactroides variou de 23,11 + 2,05 a 76,58 £ 0,37 mg. OS Pesos
vivos foram significativamente influenciados por MV (p < 0,0001), mas ndo por CAS (p =
0,1325), no entanto, houve uma interacdo significativa entre MV e CAS (p = 0,0165)
sugerindo que as relagdes entre MV e PV foram impactados pela inclusdo ou exclusdo de
CAS (Fig. 6). Os valores PV para M. mactroides foram considerados maiores com a dieta de
100% de algas (100/00; 76,58 + 3,16 mg) e significativamente (p < 0,05) maiores em
comparagdo com o PV de juvenis de todos os outros tratamentos (Fig. 6).

Os valores médios de PS variaram de 10,70 = 0,87 a 28,42 + 5,08 mg entre os

tratamentos em T21. Os pesos secos foram significativamente influenciados por MV e CAS
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(p=0,00175 e p <0,0001, respectivamente) com PS maiores observados nos tratamentos que
receberam CAS quando comparados aqueles que ndo receberam CAS. Houve também uma
interacao significativa entre MV e CAS (p = 0,0086), sugerindo que as relagdes entre MV e
PS foram influenciadas pela inclusdao ou exclusao de CAS (Fig. 6). O PS dos animais com a
alimentacdo completa de microalgas (100/00; 28,42 + 5,08 mg) foi significativamente (p <
0,05) maior do que aqueles animais alimentados com: 50/00 (19,64 + 0,68 mg), 50/50 (17,30
+ 4,61 mg), 25/75 (17,15 + 3,67 mg) e 25/00 (12,18 + 1,08 mg). O PS do tratamento de
controle de animais nao alimentados (00/00) foi significativamente menor (p < 0,05) do que
aqueles alimentados com os tratamentos: 100/00, 75/00, 75/25, 00/100 e 50/00 (Fig 6).

Os valores médios de PO variaram de 1,59 + 0,19 a 9,60 = 1,01 mg entre os
tratamentos. Os pesos organicos foram influenciados significativamente pelos efeitos de MV
e CAS (p < 0,0001 para ambos os efeitos) com maiores PO observados nos tratamentos que
receberam CAS em comparagdo com aqueles que ndo receberam CAS. Houve também uma
interagdo significativa entre MV e CAS (p = 0,0001), sugerindo que as relagdes entre MV e
PS foram impactadas pela inclusdo ou exclusdo de CAS (Fig. 6). Os valores de PO ndo
diferiram entre os tratamentos 00/100 (9,60 £ 1,01 mg), 50/50 (7,94 £ 1,99 mg) e 100/00
(6,99 = 1,31 mg); no entanto, o PO de animais alimentados com alimentagdo de 100% de
CAS (00/100) apresentou pesos maiores (p < 0,05), quando comparados aos animais dos
tratamentos 50/00 (5,40 £+ 1,44 mg), 75/25 (4,59 £ 0,51 mg), 25/75 (3,89 + 1,06 mg), 75/00
(3,73 £ 0,76 mg) e 25/00 (2,12 £ 0,71 mg). O PO de do tratamento de controle com animais
ndo alimentados (00/00) foi significativamente menor (p < 0,05) do que aqueles alimentados

com os tratamentos: 00/100, 50/50, 100/00 e 50/00 (Fig. 6).
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Figura 6. M¢édia dos pesos individuais vivos, secos ¢ organicos finais (+ 95% de intervalo de confianga; n = 3)
do Mesodesma mactroides para cada tratamento. A notacdo MV, CAS e MV x CAS denotam os efeitos
principais e interativos, junto com os p-valores resultantes, da ANOVA bidirecional com modelo de interagdo.
As letras acima das barras do histograma que ndo sdo compartilhadas indicam tratamentos que sdo
significativamente diferentes em cada grafico (Tukey-HSD; ANOVA unilateral; p <0,05). Os tratamentos sdo
definidos na Tabela 1.
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2.1.4 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que o cloroplasto de alfafa seco (CAS) pode servir como
substituto parcial de microalgas vivas para o cultivo de juvenis da espécie de mexilhdo
epifaunal P. perna e dos moluscos de areia infaunais M. mactroides e V. philippinarum. No
geral, quando essas espécies foram alimentadas parcialmente com microalgas vivas, seu
crescimento (em termos de peso seco e organico) no final do estudo foi melhorado com o uso
de CAS como substituto. Essas tendéncias sugerem que todas as trés espécies foram capazes
de obter nutri¢do do CAS; no entanto, as tendéncias gerais também sugeriram que P. perna e
M. mactroides foram capazes de utilizar CAS em maior extensdo quando representou maiores
substitui¢des fraciondrias de MV (como evidenciado pela interacdo significativa entre MV e
CAS. Em contrapartida V. phillipinarum, demonstrou ganhos mais consistentes, porém
menores no crescimento como resultado de adigdes de CAS a todas as alimentagdes parciais

de MV.
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O CAS poderia ser utilizado como um substituto para uma alimentagcdo baseada em
100% MYV, sem afetar significativamente 0s pesos secos ou organicos, que variou entre as
espécies. P. perna e V. philippinarum puderam ser cultivadas com até¢ 50% e 25% de
substituicdo de mv por CAS, respectivamente, sem reducdes significativas no crescimento
quando comparadas as alimenta¢des completas de MV. Mesodesma mactroides pode ser
alimentado com até 100% CAS sem redugdes significativas no peso seco ou organico, no
entanto, este resultado nao foi tdo consistente entre os niveis de alimentagao. Por exemplo, M.
mactroides alimentados com 100% de CAS (00/100) apresentaram um peso orginico médio
final que era semelhante ao dos animais alimentados com a alimentacdo de 100% MV
(100/00), entretanto esses animais apresentaram pesos organicos menores quando alimentados
com 25/75 do que com dietas 100% MV. Além disso, a resposta de M. mactroides aos
diferentes niveis de substituicdo de CAS resultou em respostas de crescimento mais variaveis
em termos de peso seco ¢ organico em toda a faixa de niveis de substituicdo. Devido a
resposta de crescimento mais consistente, 0 CAS pode ser mais adequado como substituto
parcial de algas para P. perna do que para M. mactroides.

Para M. mactroides, os pesos secos e organicos dos juvenis alimentados com 100% de
CAS foram significativamente maiores do que os animais ndo alimentados e também daqueles
alimentados com 25% de MV. O maior PO final ocorreu com uma alimentagdo de 100%
CAS. Considerando que M. mactroides ¢ uma espécie bivalve bentOnica infaunal
(GIANUCA, 1987), pode ser mais bem adaptado para alimentagdo de particulas organicas ndo
vivas, como CAS, em comparagdo com mexilhdes. Além disso, as particulas minerais
ingeridas, que foram observadas nos filamentos fecais dos moluscos, podem ter facilitado a
decomposi¢do e a digestdo do CAS. No molusco Macoma balthica, a presenca de graos de
areia no trato digestivo mostrou ajudar a reduzir o tamanho das particulas ingeridas de 320
pum para 80 pm (KRINTENSEN, 1972).

Em geral, V. phillipinarum cresceu mais quando CAS foi fornecido como um
suplemento para cada uma das alimentacdes parciais de algas, do que aqueles alimentados
com alimentagdes reduzidas de MV. No entanto, ao considerar todas as métricas de
crescimento, apenas 25% de substituicdo com CAS (75/25) resultou em tamanhos de animais
semelhantes no final do ensaio ao dos moluscos alimentados com 100% de MV. Esses
resultados sugerem que o CAS fornece nutri¢cdo para V. phillipinarum, mas € nutricionalmente
inferior a MV. H4 uma variedade de diferencas entre MV e CAS que podem explicar seus
diferentes valores nutricionais, incluindo tamanho de particula, taxa de decantagcdo e

composicao de nutrientes.



50

A selecdo do tamanho de particula em moluscos bivalves foi descrita por muitos
pesquisadores (por exemplo, WARD; SHUMWAY, 2004); por exemplo, particulas de 0,5 a
12 wum de tamanho foram preferencialmente ingeridas por larvas de Crassostrea virginica
(BALDWIN; NEWELL, 1995) e particulas de 1,0 a 4,0 um de tamanho foram selecionadas
por Mytilus edulis adulto (ROSA et al., 2015). Raby et al. (1997) observaram particulas de 5 a
15 um ingeridas pela vieira Placopecten magellicanus e o molusco Mya arenaria. Noventa e
sete por cento das particulas dos cloroplastos de alfafa seco (Virentia Inc.) eram menores que
10 um e, com base na literatura, deveriam ter um tamanho de particula adequado para
ingestdo por mexilhdes juvenis P. perna e moluscos de areia M. mactroides e V.
philippinarum. Com a analise de filamentos fecais coletados de animais alimentados com
dietas contendo CAS, indicou que os mexilhdes e moluscos de areia ingeriram e digeriram
parcialmente essas particulas. No entanto, o CAS estava sujeito a perdas, em grande parte
atribuidas ao assentamento no fundo dos tanques, e apenas 50% das particulas permaneceram
apos 24 horas de suspensdo. Essas perdas podem ter contribuido para as menores taxas de
crescimento observadas em moluscos de areia e mexilhdes que receberam substituigdes de
CAS em comparagdo com a ra¢ao 100% MV.

Embora a utilizagdo de produtos de alfafa ndo tenha sido relatada em dietas de bivalves,
a farinha de alfafa foi testada como uma fonte de proteina na dieta de algumas espécies de
peixes (Ali et al., 2003; CHATZIFOTIS; ESTEBAN; DIVANACH, 2006; OLVERA-
NOVOA, et al., 1990; YANAR et al., 2008) e como fonte de carotendides para melhorar a
pigmentacdo do lagostim Cherax quadricarinatus (HARPAZ et al., 2002). Foi relatado que a
alfafa possui uma composicdo de aminoacidos bem balanceada e € rica em carotenodides e
carboidratos (FIORENTINI; GALOPPINI, 1981), proteina (19,80%), calcio (17,9%),
vitamina A (123 UI Ulg') e vitamina E (120 mg.Kg!) (MOREIRA et al., 2007). Neste
estudo, descobrimos que o CAS continha mais proteinas (43,4%) do que carboidratos (27,1%)
e lipidios (20,7%). A composi¢do total de aminoacidos foi bem balanceada e semelhante a de
I galbana e C. gracilis.

Com relagdo aos 4cidos graxos essenciais, foi relatado que as espécies de bivalves
requerem fontes dietéticas de 4cidos graxos poli-insaturados (PUFA), como o 4cido
docosahexaendico (DHA; 22: 6n3) (CHENG et. al., 2020; FARIAS; URIARTE, 2006;
LANGDON; WALDOCK, 1981; SUHNEL et al., 2012), 4cido eicosapentaendico (EPA; 20:
5n3) (FARIAS et al., 2003; SUHNEL et al., 2012), 4cido araquidonico (ARA; 20: 4n6)
(PERNET; TREMBLAY, 2004) e acido docosapentandico (DPA = 22: 5n6) (MILKE;
BRICELJ; PARRISH, 2006; PERNET; BRICELJ; PARRISH, 2005). Além de promover o
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crescimento, os PUFAs s3o uma fonte de energia, um componente das membranas celulares e
atuam como precursores de bioquimicos envolvidos na resposta imune (FRITSCHE, 2006).
Este ¢ especialmente o caso dos acidos graxos n3 EPA e DHA, cujas atividades biologicas
incluem a redugdo da resposta inflamatoria (AL-NOURI; AL-KHALIFA; SHAHIDI, 2012;
CUMMING; MACFARLANE; ENGLYST, 2001; KOMPRDA, 2012).

Neste estudo, 1. galbana foi utilizada em dietas para P. perna ¢ M. mactroides ¢ C.
gracilis foi adicionada as dietas para Manila clam e ambas as algas foram combinadas com
CAS. Alguns estudos mostraram que . galbana ¢ uma das melhores dietas de microalgas
monoespecificas para a produgdo de moluscos em laboratério (ENRIGHT et al., 1986;
HELM, BOURNE; LOVATELLI, 2004; RIVERO-RODRIGUEZ; BEAUMONT; LORA -
VILCHIS, 2007; TAYLOR et al., 1997). Foi relatado que 1. galbana e C. gracilis sdo ricas em
lipidios (KIM et al., 2012) e n3 PUFAs (ADARME-VEGA et al., 2012; DEVOSET al.,
2006). Neste estudo, observamos que /. galbana apresentou cerca de 12% de DHA e C.
gracilis 23% de EPA (Tabela 4). Além disso, observamos que o CAS ndo possui esses
PUFAs essenciais (PEOPLES; KOCH; SMITH, 1978) e o crescimento pobre ou inconsistente
de mexilhdoes e moluscos de areia alimentados com alfafa pode ter sido devido a essa
deficiéncia e além disso, o PUFAs originarios das microalgas podem nao ter sido suficientes
para superar as deficiéncias do CAS.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que o produto cloroplasto seco de alfafa
(CAS) pode ser usado com sucesso como substituto parcial ou total de microalgas vivas na
dieta de juvenis de P. perna, M. mactroides e V. philippinarum. No geral, encontramos pesos
finais secos e organicos mais altos estatisticamente significativos de mexilhdes e moluscos de
areia juvenis quando o CAS foi adicionado a dietas parciais de MV. Esses resultados indicam
que os suplementos de CAS podem ser tteis na manuten¢do de mexilhdes e moluscos de areia
juvenis quando a alimentag¢do de microalgas ¢ limitada ou ndo estdo disponiveis. A utilizagao
de CAS como um substituto parcial para MV pode fornecer um beneficio econdmico para
cultivos em laboratorio, reduzindo os custos gerais de alimentagdo ou aumentando a
capacidade de produgdo, com investimentos minimos para atender as necessidades de

alimentacdo mais elevadas.
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RESUMO

Entre os principais gargalos na producdo de juvenis de moluscos bivalves estdo o tempo de
permanéncia destes no laboratério e a dependéncia de microalgas em sua alimentacdo. A
producdo de microalgas exige um grande esforco e alto custo de producdo. Alguns
ingredientes alternativos podem ser utilizados em dietas de bivalves, entre eles estdo a alfafa
(Medicago sativa) e o oleo de peixe. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos das
substituicdes parciais e totais de microalgas vivas por alfafa em p6 e a suplementagdo com
oleo de peixe em dietas tradicionais oferecidas em laboratorio para juvenis ostras Crassostrea
gigas e Crassostrea gasar. Para isso, foram realizados dois experimentos, no primeiro nove
dietas contendo diferentes propor¢des (com base no peso seco) de microalgas vivas
(Isochrysis galbana) e cloroplasto de alfafa seco (CAS) foram avaliadas. Enquanto no
segundo experimento, dezoito dietas contendo diferentes propor¢des (com base no peso seco)
de microalgas vivas (Isochrysis galbana) foram substituidas por CAS e suplementadas com
oleo de peixe. Observou-se que as adi¢cdes de CAS as dietas contribuiram para os maiores
pesos organicos finais para ambas as espécies € que a suplementagdo com o6leo de peixe
contribuiu para o crescimento das juvenis de ambas as espécies. No geral, os resultados deste
estudo indicam que as substitui¢des microalgas vivas por CAS e a suplementagao com 6leo de
peixe podem ser Uteis na assisténcia ao crescimento de ostras, quando a disponibilidade de
microalgas vivas ¢ limitada ou indisponivel.

Palavras-chave: alimentacdo sem algas; ostras; bivalve; molusco; alfafa; 6leo de peixe;
alimento alternativo.
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2.2.1 INTRODUCAO

A produ¢do mundial de moluscos com conchas no ano de 2019 foi de 17,3 milhdes de
toneladas, gerando uma receita de 34.600 milhdes de dolares e representando 56,3% da
producao marinha costeira do mundo (FAO, 2020). A ostra do Pacifico, Crassostrea gigas, €
uma das espécies de moluscos bivalves cultivados mais importantes mundialmente
(CORPOREAU et al., 2012), tendo sido introduzida em varios paises (DIEDERICH et al.,
2005; MIOSSEC et al., 2009) para o cultivo, principalmente devido ao seu desempenho
zootécnico.

O Brasil possui uma grande extensdo litoranea, de 7.367 km (Ministério do Meio
Ambiente, 2018), com regides favoraveis para o cultivo de moluscos bivalves, sendo a ostra
do Pacifico, Crassostrea gigas, a espécie de ostra mais cultivada no Brasil. No ano de 2018, o
estado de Santa Catarina produziu 2,2 mil toneladas dessa espécie, gerando uma receita de
cerca de 6,2 milhdes de dolares (EPAGRI, 2020). Além da ostra do Pacifico, a ostra nativa do
mangue, Crassostrea gasar, vem sendo inserida gradativamente nos cultivos em areas
estuarinas brasileiras (PIE et al., 2006), principalmente nos estados do norte e nordeste do
pais.

O sucesso do cultivo de moluscos bivalves, depende da producdo de juvenis em
laboratério (hatchery) (HELM; BOURNE, 2004), principalmente para aquelas espécies em
que a captagdo de juvenis no ambiente € baixa ou inexistente. No Brasil, a producdo de
juvenis da ostra do Pacifico ¢ realizada exclusivamente em laboratorio, enquanto juvenis de
C. gasar podem, além de ser produzidos em laboratodrio, ser obtidas através da captacdo com
coletores artificiais (TUREK et al., 2020) ou pela extracdo de juvenis em estoques naturais.
Entretanto, para a manutencdo de uma constancia no cultivo dessa espécie, ¢ importante a
producdo de juvenis em laboratério.

Os moluscos bivalves necessitam para seu desenvolvimento de dietas adequadas que
proporcionem um bom balanceamento de nutrientes. Embora as exigéncias nutricionais dos
moluscos bivalves sejam pouco conhecidas, sabe-se que os acidos graxos insaturados sao
importantes para esses animais (KNAUER; SOUTHGATE, 1997). Entre os acidos graxos
insaturados da familia n-3 (HUFA), podemos destacar para ostras, o 4cido eicosapentaendico
(EPA, 20:5 n-3) e acido docosa-hexaenoico (DHA, 22:6 n-3) (LANGDON; WALDOCK,
1981).

Diversos estudos ja foram realizados com o intuito de suplementar as dietas de

moluscos bivalves com 4cidos graxos. Por exemplo, Langdon e Waldock (1981)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144860919300901#bib0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144860919300901#bib0085
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144860919300901#bib0085
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144860919300901#bib0140
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demonstraram que a deficiéncia de acidos graxos insaturados (20:5 n-3 e 22:6 n-3) na
alimentacdo de juvenis de C. gigas, limitou o crescimento destes. Fémeas de Macoma
balthica alimentadas com dietas suplementadas com PUFAs apresentaram maior nimero e
tamanho de oocitos quando comparadas aos animais com dieta sem suplementacao de PUFA
(HENDRIKS et al., 2003). Dietas de microalgas suplementadas com acidos graxos
favoreceram a maturagdo de reprodutores da vieira Nodipecten nodosus e posterior
sobrevivéncia das larvas e juvenis (SUHNEL et al., 2012). O 6leo de peixe ¢ uma fonte de
acidos graxos, rico em poli-insaturados n-3 LC-PUFA (TOCHER, 2015) largamente utilizada
na alimentac¢ao de animais aquaticos na aquicultura.

A substitui¢do total ou parcial das microalgas vivas por uma alternativa inerte e/ou de
baixo custo, pode acarretar na diminuicao dos custos de producdo de juvenis em laboratdrio,
permitindo assim que uma maior quantidade destes seja produzida. A substituicdo de 50% de
microalgas vivas por farinha de milho, na dieta de juvenis do molusco de areia Ruditapes
decussatus proporcionou resultados positivos em seu crescimento (PEREZ-CAMACHO et al.,
1998). Para juvenis de mexilhdo, Mytilus galloprovincialis, Langdon e Onal (1999),
verificaram que animais alimentados com a mistura de 25% de microalgas vivas e microalgas
secas € 75% de microalgas secas (50:50% de Schizochytrium sp.: Spirulina platensis)
cresceram mais rapido em relagdo aos mexilhdes alimentados com uma alimentagdo de 100%
de microalgas vivas. Carboni et al (2016) observaram que a substituicio de 50% de
microalgas vivas por residuo de biodiesel, para a alimentagao de juvenis de C. gigas, levou ao
crescimento rapido e significativo, em comparagao aos tratamentos controles.

O desenvolvimento de dietas artificiais para espécies aquaticas comerciais ¢ um tema
de pesquisa de grande relevancia devido ao impacto sanitario € econOmico na aquicultura
(JONES, 1998; BUJAN-LOPEZ, 2003). Segundo Laing (1989), uma dieta alternativa
adequada para bivalves deve atender alguns requisitos importantes como o tamanho de
particula adequado, estabilidade no sistema de cultivo, digestibilidade, toxicidade nula e uma
composi¢do bioquimica que atenda as necessidades nutricionais de cada espécie. Entre os
ingredientes com potencial para a nutrigdo de animais aquéticos estdo a alfafa (Medicago
sativa) e o Oleo de peixe.

A alfafa M. sativa (Linnaeus 1753) ¢ uma planta leguminosa que possui interesse na
alimentagdo de animais na aquicultura, principalmente devido a alto valor nutricional, rica em
proteinas com perfil equilibrado de aminoacidos, vitaminas e carotenoides (VHANALAKAR;
MULEY, 2015) e acidos graxos. A alfafa ja foi testada na alimentacdo de peixes,
Oreochromis niloticus (OLVERA-NOVOA et al., 1990) e de Oreochromis mossambicus
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(ALI et al.,, 2003), proporcionando bom desempenho no crescimento de alevinos. Em
moluscos, a utilizacdo de produto de alfafa ja foi testada em juvenis de mexilhdo P. perna e
dos moluscos de areia V. philippinarum e Mesodesma mactroides, os quais puderam ser
cultivados com até 50%, 25% e 100% de substituicdo de microalgas vivas por cloroplasto de
alfafa seco, respectivamente, sem redugdes significativas no crescimento quando comparadas
as alimentagdes completas de microalgas vivas (VIEIRA et al., 2021).

A suplementagdo e/ou substituicao da dieta de microalgas de juvenis de C. gasar, C.
gigas com alfafa e 6leo de peixe na alimentacdo, ainda ndo foi avaliada, e pode ser uma
alternativa para o enriquecimento com fontes de lipideos na alimentacdo desses animais em
condi¢des controladas. Neste sentido, neste estudo foram avaliadas diferentes porcentagens de
substitui¢do da dieta de microalgas vivas com cloroplasto de alfafa seco e e adigdo de 6leo de

peixe, na forma de emulsao de lipideos.

2.2.2 MATERIAL E METODOS
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E DIETAS

Foram realizados dois experimentos, o primeiro para avaliar a substituicdo do peso seco
da microalga viva (MV) com cloroplasto de alfafa seco (CAS), em quatro porcentagens (25%,
50%, 75% e 100%) e o segundo, para avaliar a substitui¢do do peso seco da MV por CAS e a
adicao de o6leo de peixe (OP) em trés porcentagens (10%, 20% e 40%). Em ambos os
experimentos foram incluidos um grupo controle com bivalves alimentados com 100% de
MV e um grupo controle de animais sem alimentagdo. No total, foram avaliados,
respectivamente, nove e dezoito tratamentos dietéticos no primeiro e segundo experimento. A
cada tratamento foi atribuido um codigo referente a proporcao de peso seco de LM para CAS
e OP na dieta (Tabela 1).

Quinze juvenis de de C. gigas e C. gasar foram marcados e alocados aleatoriamente
em baldes de plastico de 15 L (unidade experimental UE). Os tratamentos dietéticos foram
distribuidos aleatoriamente aos baldes testados em triplicata. Os experimentos duraram 21
dias (T21). As trocas de 100% de agua foram realizadas a cada 48h. A salinidade da agua do
mar foi de 35 em ambos experimentos e a temperatura média foi 23,7 + 0,8 e 22,1 + 1,1 °C,
respectivamente, no primeiro € no segundo experimento.

O cloroplasto de alfafa seco (CAS; Virentia Inc.) utilizado neste estudo foi armazenado

conforme descrito por Vieira et al. (2021). O dleo de peixe (OP; Gomes da Costa) foi
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fornecido as juvenis na forma de emulsio lipidica, preparada diariamente com solugdo de 2%
goma de acécia pura em p6 (Dindmica ®), homogeneizada com o 6leo de peixe.

A microalga Isochrysis aff. galbana (ISO) utilizada para o componente algal das dietas
foi cultivada em sistema semi-continuo com meio de Conway (1 mL.L") (Walne, 1966). Para
o tratamento 100% LM (100/00), a concentra¢do didria adicionada de ISO foi fixada em
100.000 células mL!. Para o tratamento 100% CAS (00/100), a concentracdo de alfafa foi
ajustada para 2 mg L', que equivale ao peso seco de 100.000 células de ISO mL!
(LANGDON; ONAL, 1999). As outras concentragdes dos tratamentos foram formuladas
como proporgdes dessas quantidades. No segundo experimento, além da substituicdo da dieta
base de juvenis de C. gigas e C. gasar por CAS, foi avaliada a suplementacao de 10%, 20% e
40% com OP. A quantidade de OP foi baseada no peso seco da MV da dieta 100% MV
(100/00).
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Tabela 1. Lista de tratamentos dietéticos avaliados para cada espécie. A cada tratamento, para ambos os
experimentos, foi atribuido um codigo referente a razdo percentual do peso seco de microalgas vivas (MV) para
cloroplasto de alfafa seco (CAS) e 6leo de peixe (OP) na dieta.

o o/
% Microalga % Cloroplasto % Oleo de

Experimento  Tratamento . de alfafa seco eixe
p viva (MV) (CAS) Iz OP)
100/00 100 00 -
75/00 75 00 -
50/00 50 00 -
Primeiro 25/00 25 00 -
(dietas com 00/100 00 100 -
CAS) 25/75 25 75 -
50/50 50 50 -
75/25 75 25 -
00/00 00 00 -
% Microalga % Cloroplasto % Olg:o de
Tratamento viva (MV) de alfafa seco peixe
(CAS) (OP)
75/25/40 75 25 40
75/25/20 75 25 20
75/25/10 75 25 10
50/50/40 50 50 40
50/50/20 50 50 20
50/50/10 50 50 10
25/75/40 25 75 40
Segundo 25/75/20 25 75 20
(dietas com 25/75/10 25 75 10
CASedleo  100/00/40 100 00 40
de peixe) 100/00/20 100 00 20
100/00/10 100 00 10
100/00/00 100 00 00
00/100/40 00 100 40
00/100/20 00 100 20
00/100/10 00 100 10
00/100/00 00 100 00
00/00/00 00 00 00

ORIGEM DOS JUVENIS

No presente estudo os juvenis de C. gigas e C. gasar foram produzidos pelo Laboratdrio
de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Os juvenis de C. gigas (n=405) e C. gasar (n=405), no inicio (T0) do experimento de
substitui¢do de MV por CAS (primeiro experimento), apresentaram peso fresco médio (n=15)
37,4+ 0,5 ¢ 52,0 + 3,5 mg, respectivamente, € ambas as espécies tinham altura média de 2,0 +

0,1 mm.
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No inicio do experimento de suplementacdo de dietas com o6leo de peixe (segundo
experimento), os juvenis apresentaram peso fresco médio (n=20) de 23,4 +0,3e¢29,4+0,3 g,
respectivamente, para C. gigas (n=1080) e C. gasar (n=1080) e ambas as espécies altura

média 2,0 £ 0,1 mm.

ANALISE DOS DADOS E ESTATISTICA

Aos 21 dias de cultivo (T21), a sobrevivéncia dos juvenis em cada UE foi registada
pela contagem dos animais vivos. No final dos experimentos (T21), foram determinados os
pesos vivos médios (PV), os pesos secos (PS) e os pesos organicos (PO) dos animais
sobreviventes de cada UE. Para medigdes PS, juvenis vivos de cada UE foram desidratados
em estufa a 60 °C por 48h e em seguida, foram transferidos para uma mufla a 450 °C por 48 h
para determinar os pesos das cinzas (PC). Finalmente os PO foram calculados subtraindo PC
dos valores PS para cada amostra. Todas as medidas de peso dos grupos foram obtidas
pesando os grupos de animais em uma balanca de precisdo 0,001 g (JA3003N BioPrecisa ou
Sartorius Research) e os pesos médios individuais foram obtidos dividindo os pesos dos
grupos pelo nimero de animais em cada grupo.

Os dados de crescimento (PV, PS e PO) e de sobrevivéncia dos juvenis, foram
analisados por ANOVA de um fator ap6s verificagdo das pressuposicdes de homogeneidade
de variancias e normalidade dos erros, seguida pela comparagdo das médias dos tratamentos
usando o teste de Tukey (p < 0,05). Os dados foram testados para pressupostos basicos para
analise de varidncia (ANOVA) usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene para normalidade

dos erros e homogeneidade das variancias, respectivamente.

2.2.3 RESULTADOS
SOBREVIVENCIA E PESO DA OSTRA Crassostrea gigas EM DIETAS COM CAS

A sobrevivéncia de C. gigas ao final do periodo experimental (T21) variou de 89 + 1,15
a 100%, sem diferenca significativa entre as dietas testadas.

O peso vivo (PV) dos juvenis em T21, variou entre 135,68 + 9,87 e 28,87 = 0,87 mg entre
os tratamentos (Fig. 1). O PV das ostras alimentadas com uma dieta com 100% de microalgas
(100/00) (135,69 + 9,87 mg), foi significativamente (p<0,05) maior do que daquelas
alimentadas com as dietas 50/50 (107,29 + 10,31 mg), 50/00 (93,02 £ 3,91 mg), 25/00 (67,54
+ 6,69 mg) e 25/75 (60,93 + 5,42 mg). Os valores de PV dos animais alimentados com 100%
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de CAS (00/100) (33,37 = 4,54 mg) nado diferiu do grupo controle dos animais nao
alimentados (00/00) (28,87 + 0,88 mg), sendo no tratamento controle (00/00) observado o
menor PV (p<0,05) em relagdo aos outros tratamentos (Fig. 1).

Os valores médios de peso seco (PS) variaram de 94,56 + 6,65 a 19,30 + 0,55 mg entre
os tratamentos em T21 (Fig. 1). O PS dos animais com a alimentagdo completa de microalgas
(100/00; 94,56 + 6,65 mg) foi significativamente (p<0,05) maior do que peso daqueles
animais submetidos aos tratamentos: 75/25 (80,29 + 2,23 mg), 50/50 (70,50 + 6,07 mg), 50/00
(64,60 £ 1,36 mg), 25/00 (44,79 £ 2,56 mg) e 25/75 (42,37 £ 3,39 mg). Os valores de PS dos
animais alimentados com 100% CAS (00/100) (22,99 + 3,21 mg) ndo diferiu do grupo
controle dos animais nao alimentados (00/00) (19,30 + 0,55 mg), sendo no tratamento
controle (00/00) observado o menor PV (p<0,05) em relacao aos outros tratamentos (Fig. 1).

Os valores médios de peso organico (PO) variaram de 50,89 + 4,02 a 8,65 + 1,76 mg
entre os tratamentos (Fig. 1). Os animais no tratamento com 100% CAS (00/100),
apresentaram o menor valor de PO e o PO dos animais alimentados com dieta de 100% de
MV (100/00) foram maiores (p<0,05), quando comparados aos dos animais dos tratamentos
25/00 (12,86 + 5,22 mg) e 00/100 (8,65 = 1,76 mg) (Fig. 1). O PO dos animais do tratamento
controle com animais ndo alimentados (00/00) ndo diferiram entre si e foram menores

(p<0,05) do que os PV dos animais dos tratamentos 75/00, 75/25, 50/00, 25/75, 50/50 ¢ 25/00
(Fig. 1).
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Figura 1. Média dos pesos individuais vivos, secos e organicos finais (+ desvio-padrdo; n = 3) dos juvenis da
ostra Crassostrea gigas para cada tratamento. O eixo X representa a porcentagem de uma alimentacdo diaria
completa que foi fornecida aos juvenis como microalgas vivas e € expresso como a “adicdo de microalgas vivas
como uma porcentagem da alimentagdo completa (%)”. As letras acima das barras do histograma que ndo sdo
compartilhadas indicam tratamentos que sdo significativamente diferentes em cada grafico (Tukey-HSD;
ANOVA unifatorial; p <0,05). Os tratamentos sao definidos na Tabela 1.
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SOBREVIVENCIA E PESO DA OSTRA Crassostrea gasar

A sobrevivéncia de C. gasar ao final do periodo experimental (T21) variou de 93 + 1,73
a 100 = 00%, sem diferenca significativa entre as dietas testadas.

O peso vivo (PV) dos juvenis em T21, variou entre 177,29 + 20,25 a 35,79 + 13,11 mg
entre os tratamentos (Fig. 2). O PV das ostras alimentadas com a dieta 75/25 (177,29 + 20,25
mg) e com a dieta 100/00 (176,37 £+ 24,73 mg), foram significativamente (p < 0,05) maiores
do que aqueles alimentados com as dietas 25/75 (130,26 + 10,85 mg), 50/00 (129,60 + 48,64
mg) e 25/00 (80,63 + 9,89 mg). Os valores de PV dos animais alimentados com 100% CAS
(00/100) (63,23 + 4,71 mg) e o grupo controle dos animais ndo alimentados (00/00) (35,79 +
4,71 mg) foram significativamente iguais entre si ¢ menores do que os animais de todos os
outros tratamentos alimentares (Fig. 2).

Os valores médios de PS variaram de 123,46 + 23,32 a 23,96 + 1,02 mg entre os
tratamentos (Fig. 1). O PS das ostras alimentadas com uma alimentacdo de 75% de
microalgas vivas e 25% de CAS (75/25; 123,46 + 23,32 mg) foi significativamente (p <0,05)
maior do que aqueles animais alimentados com os tratamentos 25/75 (88,56 + 6,34 mg), 50/00
(85,13 £ 1,62 mg), 25/00 (56,75 + 1,22 mg) e 00/100 (44,77 £ 3,05 mg) (Fig. 2). Os valores
de PS dos animais do grupo controle ndo alimentados (00/00; 23,96 + 1,02 mg) foram
significativamente (p <0,05) menores do que os animais de todos os outros tratamentos
alimentares (Fig. 2), com excecao do tratamento 100% CAS (00/100).

Os valores médios de PO variaram de 8,95 £ 1,72 a 2,41 + 2,15 mg entre os tratamentos
(Fig. 1). O PO de animais alimentados com 75% de MV e 25% CAS (75/25; 8,95 = 1,72 mg)
e 100% MV (100/00; 8,47 + 2,37 mg) foram maiores (p < 0,05), quando comparados aos dos
animais nao alimentados do tratamento controle (00/00; 2,41+ 2,15) (Fig. 1). Os valores de
PO nao diferiram entre os tratamentos 25/00 (8,16 + 4,48 mg), 50/50 (7,06 = 0,36 mg), 25/75
(6,71 £ 1,46 mg), 75/00 (5,68 = 1,91 mg) e 50/00 (4,42 £ 0,10 mg) (Fig. 2).
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Figura 2. Média dos pesos individuais vivos, secos ¢ organicos finais (+ desvio-padrdo; n = 3) dos juvenis da
ostra Crassostrea gasar para cada tratamento. O eixo X representa a porcentagem de uma alimentagdo diaria
completa que foi fornecida aos juvenis como microalgas vivas e € expresso como a “adi¢do de microalgas vivas
como uma porcentagem da alimentagdo completa (%)”. As letras acima das barras do histograma que ndo sdo
compartilhadas indicam tratamentos que sdo significativamente diferentes em cada grafico (Tukey-HSD;
ANOVA unifatorial; p <0,05). Os tratamentos sao definidos na Tabela 1.
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SOBREVIVENCIA E PESO DA OSTRA Crassostrea gigas em DIETAS COM CAS E
OLEO DE PEIXE

A sobrevivéncia de C. gigas ao final do periodo experimental (T21) variou de 93 + 2,89
a 100 = 00%, sem diferenca significativa entre as dietas testadas.

O peso vivo (PV) dos juvenis em T21, variou entre 108,86 + 26,83 a 13,58 + 12,43 mg
entre os tratamentos (Fig. 3). O PV das ostras alimentadas com uma alimenta¢do com os
tratamentos 100/00/10 (108,86 + 26,83), 75/25/20 (108,50 + 46,69), 75/25/40 (106,65 +
90,32), 100/00/40 (105,58 + 14,33) e 100/00/20 (101,68 + 5,80) foram significativamente (p
<0,05) maiores do que aqueles alimentados com as dietas 00/100/40 (26,76 + 0,48),
00/100/10 (24,24 + 3,33), 00/100/20 (23,19 + 2,87), 00/100/00 (20,05 + 4,10) ¢ o grupo
controle dos animais ndo alimentados (00/00) (13,58 = 1,24 mg).

Os valores médios de PS variaram de 64,63 = 2,04 a 7,96 + 0,61 mg entre os
tratamentos em T21 (Fig. 3). O PS dos animais com a alimentagdo completa de microalgas e
com a adi¢do de 10% de dleo de peixe (100/00/10; 64,63+ 2,04 mg) foi significativamente (p
< 0,05) maior do que aquelas aqueles animais submetidos aos tratamentos 50/50/20 (49,43 +
2,97 mg), 50/50/10 (47,04 + 4,33 mg), 25/75/40 (43,57 + 5,73 mg), 25/75/20 (39,85 + 0,98
mg), 25/75/10 (35,34 + 3,18 mg), 00/100/40 (16,67 £+ 0,37 mg), 00/100/10 (15,19 + 2,09 mg),
00/100/20 (14,97 £+ 1,53 mg), 00/100/00 (11,05 £+ 0,18 mg) e o grupo controle dos animais
nao alimentados (00/00/00) (7,96 = 0,61 mg) (Fig. 3).

Os valores médios de PO variaram de 4,62 + 0,33 a 0,17 = 0,34 mg entre os tratamentos
(Fig. 3). O PO das ostras alimentadas com uma alimentacao de 50% de microalgas vivas, 50%
de CAS e 40% de oleo de peixe (50/50/40; 4,62 + 0,33 mg) foi significativamente (p <0,05)
maior do que aqueles animais alimentados com os tratamentos 100/00/00 (3,53 + 0,14 mg),
25/75/40 (3,30 = 0,57 mg), 50/50/20 (3,08 + 0,15 mg), 25/75/20 (3,03 + 0,64 mg), 50/50/10
(2,91 £ 0,05 mg), 25/75/10 (2,21 £ 0,05 mg), 00/100/40 (1,16 + 0,18 mg), 00/100/10 (0,88 +
0,13 mg), 00/100/00 (0,85 £+ 0,18 mg), 00/100/20 (0,75 £ 0,25 mg) e 00/00/00 (0,17 = 0,34
mg) (Fig. 3). Os valores de PO dos animais do grupo controle ndo alimentado 00/00/00 e dos
grupos 00/100/40, 00/100/10, 00/100/00 e 00/100/20, os quais ndo receberam MV, sdo iguais
entre si e significativamente menores (p < 0,05) do que os animais de todos os outros

tratamentos alimentares (Fig. 3).
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Figura 3. Média dos pesos individuais vivos, secos e organicos finais (+ desvio-padrdo; n = 3) dos juvenis da
ostra Crassostrea gigas para cada tratamento. O eixo X representa a porcentagem de uma alimentacdo diaria
completa que foi fornecida aos juvenis como microalgas vivas e € expresso como a “adicdo de microalgas vivas
como uma porcentagem da alimentagdo completa (%)”. As letras acima das barras do histograma que ndo sdo
compartilhadas indicam tratamentos que sdo significativamente diferentes em cada grafico (Tukey-HSD;
ANOVA unifatorial; p <0,05). Os tratamentos sao definidos na Tabela 1.
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SOBREVIVENCIA E PESO DA OSTRA Crassostrea gasar

A sobrevivéncia de C. gasar ao final do periodo experimental (T21) variou de 93,33 +
7,63 a 100 = 00%, sem diferenca significativa entre as dietas testadas.

O peso vivo (PV) dos juvenis em T21, variou entre 89,61 + 6,52 ¢ 16,25 + 7,86 mg entre
os tratamentos (Fig. 4). O PV dos juvenis alimentadas com uma alimentagdo com os
tratamentos 50/50/40 (89,61 + 6,52 mg), 100/00/20 (86,58 + 5,72 mg), 100/00/10 (83,92 +
7,36 mg) e 75/25/40 (83,56 = 6,10 mg) foram significativamente (p <0,05) maiores do que
aqueles alimentados com as dietas 25/75/40 (64,63 + 7,72 mg), 25/75/20 (60,12 + 1,59 mg),
25,75/10 (59,64 + 26,10 mg), 00/100/40 (20,05 + 4,10 mg), 00/100/10 (32,23 + 28,80 mg),
00/100/20 (30,21 + 91,24 mg), 00/100/00 (28,84 + 4,45 mg) e 00/00/00 (16,25 + 7,86 mg)
(Fig. 4). Os valores de PV dos animais do grupo controle ndo alimentado 00/00/00, e dos
grupos 00/100/10, 00/100/20 e 00/100/00 sao iguais entre si e significativamente menores (p
<0,05) do que os animais de todos os outros tratamentos alimentares (Fig. 4).

Os valores finais de PS variaram de 57,66 + 8,75 a 10,34 £+ 0,69 mg entre os tratamentos
(Fig. 4). O PS dos juvenis submetidas ao tratamento 75/25/40 (57,66 + 8,75 mg) foi
significativamente (p < 0,05) maior do que aqueles alimentados com as dietas 50/50/20 (45,36
+ 15,78 mg), 75/25/10 (45,16 + 5,46 mg), 25/75/20 (37,71 £ 0,75 mg), 25/75/10 (37,60 + 2,04
mg), 25/75/40 (36,70 + 2,77 mg), 00/100/10 (20,87 + 1,57 mg), 00/100/40 (20,57 £+ 1,41 mg),
00/100/20 (20,36 = 5,39 mg), 00/100/00 (19,40 £ 2,59 mg) e o grupo controle dos animais
ndo alimentados (00/00) (10,34 + 0,69 mg). Os valores de PV dos animais do grupo controle
(00/00/00) dos animais ndo alimentados com MV, (00/100/10, 00/100/40, 00/100/20 e
00/100/00) sao iguais entre si e significativamente menores (p < 0,05) do que os animais de
todos os outros tratamentos alimentares (Fig. 4).

Os valores médios de PO variaram de 4,60 + 0,44 a 0,83 + 0,29 mg entre os tratamentos
(Fig. 4). O PO das ostras alimentadas com uma alimenta¢do de 75% de microalga viva, 25%
de CAS e 40% de oleo de peixe (75/25/40; 4,60 + 0,33 mg) foi significativamente (p <0,05)
maior do que aqueles animais alimentados com os tratamentos 25/75/20 (3,28 + 0,27 mg),
25/75/40 (3,06 = 0,05 mg), 00/100/40 (1,83 £+ 0,22 mg), 00/100/40 (1,83 + 0,22 mg),
00/100/20 (1,54 £ 0,43 mg), 00/100/10 (1,46 + 0,10 mg), 00/100/00 (1,40 £ 0,10 mg) e
00/00/00 (0,83 £+ 0,29 mg) (Fig. 4). Os valores de PO dos animais do grupo controle dos
animais nao alimentados com MV (00/00/00 e 00/100/20, 00/100/10 e 00/100/00,
respectivamente) sdo iguais entre si e significativamente menores (p < 0,05) do que os

animais de todos os outros tratamentos alimentares (Fig. 4).
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Figura 4. Média dos pesos individuais vivos, secos e organicos finais (= desvio-padréo; n = 3) dosjuvenis da
ostra Crassostrea gasar para cada tratamento. O eixo X representa a porcentagem de uma alimentagdo diaria
completa que foi fornecida aos juvenis como microalgas vivas e ¢ expresso como a “adi¢do de microalgas vivas
como uma porcentagem da alimentagdo completa (%)”. As letras acima das barras do histograma que ndo sdo
compartilhadas indicam tratamentos que sdo significativamente diferentes em cada grafico (Tukey-HSD;
ANOVA unifatorial; p < 0,05). Os tratamentos sao definidos na Tabela 1.
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2.2.4 DISCUSSAO

alternativa para a substitui¢do parcial de microalgas vivas e o 6leo de peixe uma interessante
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opcdo para suplementar a dieta de ostras juvenis das espécies C. gigas e C. gasar. Observou-
se que a oferta de CAS como substituto parcial de microalgas vivas nas dietas possibilitou o
crescimento em termos de peso seco e organico dos juvenis das ostras. Além disso, a adi¢ao
de 6leo de peixe, em algumas dietas, demonstrou que os pesos secos € organicos de ambas as
espécies foram semelhantes aos animais alimentados com a dieta tradicional de 100% de
microalgas vivas (MV). Essas observagdes sugerem que, aparentemente, os juvenis de C.
gigas ¢ C. gasar apresentaram a capacidade de utilizar o CAS e o dleo de peixe como
nutrientes em sua dieta.

O CAS pode ser utilizado como um substituto para uma alimentag¢do baseada em 100%
MYV, sem afetar significativamente os pesos secos ou organicos. Os juvenis de C. gigas e C.
gasar puderam ser mantidos com até 50% e 25% de substituicdo de MV por CAS,
respectivamente, sem reducdes significativas no crescimento quando comparadas as
alimentagdes completas de MV, como foi observado também por Vieira et al. (2021) para as
espécies de moluscos bivalves Perna perna, Venerupis philippinarum ¢ Mesodesma
mactroides. Os animais de ambas as espécies que receberam a suplementagdo com 6leo de
peixe apresentaram os maiores pesos secos € organicos finais. A adicdo de 6leo de peixe nas
dietas contendo 50% e 25% de CAS influenciou no aumento dos pesos vivos, secos €
organicos dos juvenis de C. gasar, indicando que o 6leo de peixe contribuiu com a produgao
de concha.

Foi possivel observar, por exemplo, que animais alimentados com maiores
concentragdes de MV (100/00 e 75/00) no primeiro experimento apresentaram os maiores
pesos secos. Enquanto no segundo experimento o acréscimo do oleo de peixe na dieta com
50% de CAS (50/50/40) e 25% (75/25/20), permitiu que os pesos secos dos juvenis de C.
gigas fossem significativamente iguais aos de animais alimentados com 100% de MV. Esses
resultados demonstram que a dieta alternativa, com substituicdo de MV por CAS em conjunto
com suplementagdo com 6leo de peixe, influenciou no crescimento da concha dos juvenis de
C. gigas no periodo de 21 dias. Assim como C. gigas, C. gasar também pode ser alimentada
com 25% e 50% CAS sem redugdes significativas em seus pesos secos e organicos. A adi¢ao
de 6leo de peixe na dieta de juvenis de C. gasar ndo influenciou em seu crescimento quando
comparados aos tratamentos sem suplementacdo. Crassostrea gasar possui o habitat tipico de
regides de manguezais (VARELA et al., 2007) e essa zona possui uma grande diversidade de
alimentos, essa prerrogativa pode explicar a boa aceitacdo de 50% de substituicio MV por

CAS que manteve os pesos secos € organicos iguais significativamente aos animais
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alimentados com 100% MYV. Esses resultados sugerem que a dieta alternativa, substituicao de
MYV por CAS, foi eficaz no crescimento dos juvenis de C. gasar durante o periodo de 21 dias.

A farinha de alfafa foi testada como uma fonte de proteina na dieta de algumas espécies
de peixes (ALI et al., 2003; CHATZIFOTIS; ESTEBAN; DIVANACH, 2006; OLVERA-
NOVOA et al., 1990; YANAR et al., 2008) e como fonte de carotendides para melhorar a
pigmentacdo do lagostim Cherax quadricarinatus (HARPAZ et al., 2002). Além disso, a
utilizacao de alfafa foi relatada por Vieira et al. (2021) para moluscos bivalves e observou-se
que esse ingrediente alternativo pode ser utilizado com sucesso como substituto parcial ou
total de microalgas vivas na dieta de juvenis de P. perna, M. mactroides e V. philippinarum.
A alfafa possui uma composi¢do de aminoacidos bem balanceada e € rica em carotenoides e
carboidratos (FIORENTINI; GALOPPINI, 1981), proteina (19,80%), calcio (17,9%),
vitamina A (123 UI ULg") e vitamina E (120 mg.Kg') (MOREIRA, et al., 2007). O CAS
utilizado nesse estudo, continha mais proteinas (43,4%) do que carboidratos (27,1%) e
lipidios (20,7%) e a composi¢ao total de aminoacidos foi bem balanceada e semelhante a de 1.
galbana (VIEIRA et al., 2021).

A microalga I. galbana foi utilizada em dietas para C. gigas e C. gasar foi adicionada as
dietas combinada com CAS. Alguns estudos mostraram que /. galbana ¢ uma das melhores
dietas de microalgas monoespecificas para a produ¢do de moluscos em laboratorio
(ENRIGHT et al., 1986; HELM; BOURNE; LOVATELLI, 2004; RIVERO-RODRIGUEZ;
BEAUMONT; LORA -VILCHIS, 2007; TAYLOR et al., 1997). Foi relatado que /. galbana ¢
rica em lipidios (KIM et al., 2012) e n3 PUFAs (ADARME-VEGA et al., 2012; DEVOS, et
al., 2006). Vieira et al. (2021) observou-se que /. galbana apresenta cerca de 12% de DHA.
Além disso, foi reladado que o CAS nao possui esses PUFAs essenciais (VIEIRA et al.,
2021). Assim o crescimento pobre ou inconsistente das espécies C. gigas e C. gasar com
100% de CAS pode ter sido devido a essa deficiéncia.

Os moluscos bivalves necessitam de fontes dietéticas contendo acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) essenciais, como o acido docosahexaendico (DHA; 22: 6n3) (CHENG et.
al., 2020; FARIAS; URIARTE, 2006; LANGDON; WALDOCK, 1981; SUHNEL et al.,
2012), 4cido eicosapentaendico (EPA; 20: 5n3) (FARIAS et al., 2003; SUHNEL et al., 2012),
acido araquidénico (ARA; 20: 4n6) (PERNET; TREMBLAY, 2004) e acido
docosapentandico (DPA = 22: 5n6) (MILKE; BRICELJ; PARRISH, 2006; PERNET;
BRICELJ; PARRISH, 2005). Além de promover o crescimento, os PUFAs sdo uma fonte de
energia, um componente das membranas celulares e atuam como precursores de bioquimicos

envolvidos na resposta imune (FRITSCHE, 2006). O o6leo de peixe (OP) é rico em EPA
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(acido eicosapentaendico) e DHA (4cido docosapentaendico) (BOWYER et al., 2013) e a
adi¢ao de 50% (50/50/40) e 25% (75/25/20) pode ter contribuido para que os pesos secos dos
juvenis de C. gigas fossem significativamente iguais aos de animais alimentados com 100%
de MV.

Os pesos finais secos e organicos mais altos foram observados nos juvenis que
receberam dietas com adicdo de CAS, demostrando que o CAS pode ser usado com como
substituto parcial de microalgas vivas na dieta de juvenis de C. gigas e C. gasar. Esses
resultados indicam o CAS podem ser uteis na manuten¢ao de ostras juvenis em laboratorio
quando a alimentag¢do de microalgas ¢ limitada ou ndo estdo disponiveis. Contudo, a adi¢do de
OP na dieta composta apenas por MV ndo demonstraram beneficio, pois as dietas
suplementadas com 10 (100/00/10), 20 (100/00/20) ou 40% de OP (100/00/40) foram
significativamente iguais as dietas tradicionais com apenas MV (100/00/00). A utiliza¢do de
CAS como um substituto parcial para MV pode fornecer um beneficio econdmico para
cultivos em laboratdrio, reduzindo os custos gerais de alimentagdo ou aumentando a
capacidade de producdo, com investimentos minimos para atender as necessidades de

alimentacao mais elevadas.
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3. CONCLUSAO GERAL

No primeiro artigo da presente tese foi possivel observar que o produto cloroplasto seco
de alfafa (CAS) pode ser usado com sucesso como substituto parcial ou total de microalgas
vivas na dieta de juvenis de P. perna, M. mactroides e V. philippinarum.

No segundo artigo foi demonstrado que o cloroplasto seco de alfafa (CAS) pode ser
usado com como substituto parcial de microalgas vivas na dieta de juvenis de C. gigas ¢ C.
gasar, visto que juvenis que apresentaram pesos finais secos € organicos mais altos foram
aqueles os quais o CAS foi adicionado a dietas parciais de MV. Além disso, a adigdo de OP
na dieta composta apenas por MV ndo demonstraram beneficio, pois as dietas suplementadas
com 10, 20 ou 40% de OP foram significativamente iguais as dietas tradicionais com apenas
MV.

Esses resultados indicam que os suplementos de CAS podem ser tteis na manuten¢do
de moluscos bivalves quando a alimentagdo de microalgas ¢ limitada ou ndo estdo
disponiveis. A utilizacdo de CAS como um substituto parcial para MV pode fornecer um
beneficio econdmico para cultivos em laboratorio, reduzindo os custos gerais de alimentacao
ou aumentando a capacidade de producdo, com investimentos minimos para atender as

necessidades de alimentagdo mais elevadas.
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