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RESUMO

A larvicultura € hoje o principal entrave da aquicultura. O alimento vivo, em
especial zooplanctdnico, € essencial nas fases jovens de peixes. No entanto, h&a
dificuldades em se obter biomassa suficiente. O Anostraca Dendrocephalus
brasiliensis, conhecido como branconeta, tem grande potencial de utilizacdo na
aquicultura nacional. No presente estudo, foram realizados experimentos controlados
a fim de se obter: I) melhores condicGes para eclosdo dos cistos de resisténcia,
avaliando a densidade de cistos no sedimento, temperatura e pH da agua, e tempo de
desidratacdo dos cistos; Il) identificacdo dos estagios iniciais de vida, com enfoque no
comprimento e tempo até a maturidade, além de investigarmos os principais fatores
gue influenciam o desenvolvimento das fases iniciais e; Ill) produgédo semi-intensiva,
com cultivos realizados durante o inverno e o verdo, com dois regimes alimentares
distintos e posterior analise da composi¢do bioquimica dos organismos cultivados
nestas condicbes. A eclosdo ocorre em baixas proporcdes e é influenciada
principalmente pela densidade de cistos presente no sedimento, tendo certa tolerancia
a diferentes niveis de temperatura e pH. O tempo médio para se atingir a idade adulta
foi de dez dias e durante as fases inicias, observamos que alguns individuos
apresentam ecloséo tardia. Dentre as variaveis ambientais estudadas, temperatura e
condutividade desempenham papel principal no crescimento durante esse periodo,
juntamente com a alimentacéo, a qual deve ser fornecida a partir do terceiro dia. Em
condicbes de cultivo semi-intensivo, constatamos que grandes quantidades de
alimento promovem maior crescimento em comprimento, tanto no verdo quanto no
inverno, contudo, durante o inverno, baixas quantidades de alimento conferem maior
sobrevivéncia. Na analise bioquimica, os individuos cultivados em regime com baixa
guantidade de alimento apresentaram maior proporcao de proteinas, valores estes

maiores do que aqueles encontrados em Artemia sp. Também detectamos a presenca



de acidos graxos poliinsaturados, que sdao de grande interesse em organismos a
serem utilizados como alimento vivo para peixes. De modo geral, D. brasiliensis pode
ser considerada uma espécie propicia ao uso na aquicultura, devido a: facilidade no
manejo de cistos, uma vez que cistos presentes no sedimento sdo suficientes para
obtencdo de grandes populac@es; alta taxa de crescimento e tolerancia as variacdes
ambientes, ndo exigindo grandes esforcos na manutencdo do meio de cultivo €;
qualidade nutricional, com alta concentracdo de proteinas e presenca de acidos

graxos poliinsaturados.

Palavras-chave: larvicultura; eclosdo de cistos, desenvolvimento, taxa de

crescimento, composi¢ao bioquimica, Thamnocephalidae.



ABSTRACT

The hatchery is now the main obstacle of aquaculture. Live food, especially
zooplankton, is essential in the first life stages of fish. However, there are difficulties in
obtaining sufficient biomass. The Anostraca Dendrocephalus brasiliensis, known as
“branconeta”, has great potential for use in national aquaculture. In this study,
experiments were conducted in controlled conditions in order to obtain: I) the best
conditions for hatching of resistant cysts, evaluating the cyst density in the sediment,
temperature and pH of the water, and cysts dehydration time; Il) identification of the
early stages of life, focusing on the length and time to maturity, and we also investigate
the main factors that influence the development of the early stages and; Ill) semi-
intensive production, the organisms were grown during winter and summer, with two
different diets and subsequent analysis of the biochemical composition of organisms
grown in these conditions. Hatching occurs in low proportions, and is mainly influenced
by the density of cysts present in the sediment, and show some tolerance to different
levels of temperature and pH. The average time to reach adulthood was ten days and
during the early stages, we observed that some individuals have delayed hatching.
Among the environmental variables, temperature and conductivity play a major role in
the growth during this period, along with the food, which must be provided from the
third day. In semi-intensive farming conditions, we found that large amounts of food
promote greater growth in length, both in summer and winter, however, during the
winter, low amounts of food provide greater survival. In biochemical analysis,
individuals grown with a low amount of food had higher proportion of protein, values
higher than those found in Artemia sp. We also detected the presence of
polyunsaturated fatty acids, which are of great interest in organisms to be used as live
food for fish. In general, D. brasiliensis can be regarded as a suitable species for use in

aquaculture due to: ease handling of cysts, since cysts present in the sediment are



sufficient for obtaining large populations; growth rate and high tolerance to ambient
changes, not requiring great efforts in keeping the culture medium and; nutritional
quality, with high concentration of proteins and the presence of polyunsaturated fatty

acids.

Keywords: hatchery; cysts hatching rate, development, growth rate, biochemical

composition, Thamnocephalidae.
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Apresentacéo do trabalho

Este estudo teve como obijetivo principal identificar as condi¢cdes 6timas para o
cultivo do Anostraca Dendrocephalus brasiliensis, espécie com grande potencial para
utilizagdo como alimento vivo na aquicultura nacional, a fim de gerar informacgdes que
possam subsidiar o estabelecimento de técnicas de cultivo da espécie para ampla
aplicagdo na aquicultura.

Foram realizados experimentos controlados a fim de se obter: 1) melhores
condicbes para eclosao dos cistos de resisténcia, avaliando a densidade de cistos no
sedimento, temperatura e pH da agua, e tempo de desidratacdo dos cistos; II)
identificacdo dos estagios iniciais de vida, com enfoque no comprimento e tempo até a
maturidade, além de investigarmos os principais fatores que influenciam o
desenvolvimento das fases iniciais e; Ill) producdo semi-intensiva, com cultivos
realizados durante o inverno e o verdo, com dois regimes alimentares distintos e
posterior andlise da composicdo bioquimica dos organismos cultivados nestas
condicdes.

A tese foi estruturada com uma introducéo geral, seguida de trés capitulos em
forma de artigos cientificos. No tépico Conclusbes, buscamos integrar os resultados
obtidos.

No capitulo 1, apresenta-se um estudo com a finalidade de identificar os
principais fatores que influenciam as taxas de eclosdo dos cistos de resisténcia de D.
brasiliensis, a fim de determinarmos as melhores condigfes para obtengédo de cistos
vidveis para o cultivo dessa espécie em larga escala. Para isso, foram avaliadas as
taxas de eclosdo em diferentes condi¢cbes (1) de temperatura, (2) de pH, (3) de
densidade inicial de cistos no sedimento, e (4) de tempo de desidratacdo dos cistos

apoés a seca e até a proxima eclosao.

O capitulo 2 trata de um estudo onde foram avaliados os fatores ambientais
que influenciam a sobrevivéncia, o desenvolvimento e o crescimento dos estagios
iniciais de vida da branconeta em cultivos controlados, sob as condi¢des climaticas da

regiao sudeste do Brasil.

No capitulo 3 foram realizados experimentos controlados objetivando (1)
investigar o desempenho de D. brasiliensis sob condi¢cdes de cultivo semi-intensivo,
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através da avaliacdo de suas taxas de crescimento (individual e populacional) em dois
periodos do ano (inverno e verdo), com baixa e alta disponibilidade de recursos
alimentares; e (2) avaliar o valor nutricional desses animais através da determinagéo
de sua composic¢ao bioquimica. Com isso, buscou-se compreender a interacao entre
estes fatores no ciclo de vida da espécie, bem como averiguar se os diferentes
regimes alimentares alteram a qualidade nutricional da espécie, com o intuito final de
aprimorar as condi¢des de cultivo em larga escala desses organismos.
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INTRODUCAO

A aquicultura como atividade produtora de alimentos tem se ampliado
significativamente em todo o mundo, frente & necessidade de aumentar a producéo
protéica para melhorar a qualidade alimentar da crescente populagdo mundial (Crispim
et al, 1999). Assim, o aumento da demanda por peixes, crusticeos e outros
organismos aquaticos, vem promovendo interesses e investimentos para o
desenvolvimento dessa atividade, a qual cresce a uma taxa mais elevada do que
qgualquer outro setor da atividade primaria (lgarashi et al.,, 1999). A produgédo de
pescados representa hoje 7,5% da producdo mundial de alimentos (98 milhdes de
ton/ano), sendo a quinta maior fonte alimentar para a populagdo humana, perdendo
apenas para o arroz, produtos florestais, leite e trigo (Santiago et al., 1999).

A aquicultura continental atual tem um enorme potencial para atender as
necessidades protéicas humanas, atenuando também as pressbes que a atividade
pesqueira exerce sobre populagbes de pescado, cujos estoques ndo séo suficientes
para atender as demandas atuais. Estas deveriam ser utilizadas racionalmente como
fonte de variedade genética para programas de producdo e de reconstituicdo

faunistica.

Assim, além da importancia alimentar, a aquicultura desempenha um
importante papel na busca pelo eco-desenvolvimento. Dentro de um contexto
sustentavel e conservacionista, € desafio da aquicultura atual alcancar um crescimento
harménico com prudéncia ecolégica, equidade social e viabilidade econdmica
(Quesada et al., 1998).

No Brasil, devido a simplificacdo de ecossistemas marginais as grandes bacias
hidrogréaficas, construcdo de barragens e aumento de efluxos poluentes, muitas
espécies de peixes com grande potencial para a aquicultura estdo atualmente em risco

de extingdo (Lins et al., 1997).

Embora se dominem técnicas de reproducédo induzida de peixes utilizados na
piscicultura como na conservacgdo de espécies em risco (Sato et al, 2003), 0 mesmo
ndo acontece na larvicultura, fase em que ainda ocorrem as maiores perdas durante o

processo produtivo (Landines Parra, 2003).

25



Apesar das inUmeras caracteristicas favoraveis ao cultivo atribuidas as
espécies nativas, a produgcdo em grande escala ainda depara com problemas
relacionados ao alto indice de canibalismo, principalmente em espécies carnivoras, a
dificuldade de alimentagéo e aos elevados custos para manutencao dessas especies
(Luz et al, 2001). Um dos aspectos fundamentais a ser considerado no momento de
estudar uma espécie com potencial aquicola, se relaciona a suas exigéncias
nutricionais e a definicdo melhor manejo alimentar para o seu crescimento. Com esse
conhecimento, o organismo podera receber o alimento adequado, natural ou artificial,
possibilitando a obtengcdo de resultados produtivos satisfatérios em cada fase de
desenvolvimento (Zavala Camin, 1996; Pezzato, 1997).

Os peixes carnivoros, em condicbes de cultivo, ndo aceitam de maneira
voluntaria racdes balanceadas. Este entrave costuma inviabilizar a criagdo desses
peixes em regime intensivo, uma vez que sdo necessarios grandes esforcos no
sentido de condicionar tais espécies em funcdo de alimentos secos industrializados
(Lopes et al., 1996; Moura et al., 2000), sem que se abra mao, no entanto, de algum
alimento vivo, principalmente nos primeiros dias apds a abertura bucal. Além de
contribuir com enzimas digestdrias, o0 alimento vivo pode estimular respostas
enddcrinas, as quais, por sua vez, estimulariam as secrec¢des pancreéticas nas larvas
predadoras (Zambonino & Cahu, 2001). Portanto, a disponibilidade de alimento vivo é
essencial (Furuya et al., 1999), uma vez que fornece todos os nutrientes essenciais
para o desenvolvimento inicial das larvas (Herbert, 1978), mesmo para a condi¢&do
inicial do trato digestério incompleto e ndo totalmente competente para sintese e
secrecdo de enzimas digestorias nesses individuos (Dabrowski & Glogowski, 1977,
Verreth et al., 1992).

Assim, o sucesso da aquicultura como bioindustria, especialmente na producéo
de peixes, depende da produgdo continua e estavel de larvas e alevinos (Atencio-
Garcia et al., 2003).

A larvicultura e a alevinagem (cultivo das poés-larvas) tém por objetivo
incrementar as taxas de sobrevivéncia e de crescimento a partir do oferecimento de
condigbes ambientais adequadas, entre elas a definicdo de uma estratégia alimentar
gue garanta a quantidade e a qualidade dos alevinos (Atencio-Garcia et al., op cit.). A
alimentacdo das formas jovens dos organismos aquaticos € um fator primordial em
aquicultura, podendo determinar seu sucesso ou acarretar serios problemas. Segundo

Igarashi et al. (1999), entre os problemas que podem se tornar entraves para a
26



implantacdo de atividades de aquicultura, estd a pesquisa sobre o0 requerimento
nutricional basico dos organismos aquaticos. Um dos fatores considerados mais
importantes para o0 sucesso em aquicultura é a utilizagdo de alimento Vvivo,
principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento dos organismos cultivados

(Souza & Klein, 1999).

Os peixes cultivados em viveiros utilizam seres vivos como fonte alimentar
mesmo quando sao arracoados. A presenca de zooplancton nos viveiros, por exemplo,
aumenta taxas de crescimento em peso, elevando, desta forma, a produtividade e
otimizando a piscicultura, sem aumentar os custos de arragoamento (Crispim et al.,
1999).

7

O plancton é o alimento béasico de quase todos os organismos aquaticos,
principalmente nos primeiros dias do seu ciclo de vida, quando se verifica o maior
indice de mortalidade (Pessoa & Klein, 1999). De acordo com Marcelino et al. (2000),
no cultivo de peixes, os primeiros alimentos de todas as formas jovens logo apo6s a
absorcdo do saco vitelino, independente da espécie ou héabito alimentar, sdo os
organismos do plancton. Sua disponibilidade no ambiente leva a um melhor
desempenho em relacdo ao desenvolvimento (Feiden & Hayashi, 2005).

A alimentacdo natural representa uma apreciavel porcao de proteinas de
origem animal com alto valor biol6gico, acidos graxos insaturados, vitaminas, minerais
e outros nutrientes necessarios aos peixes, diminuindo, assim, 0s custos com a
suplementacéo desses nutrientes (Milstein et al., 1995).

O zooplancton representa uma importante fonte alimentar para organismos
cultivados, tanto os marinhos quanto os de aguas continentais. Varios trabalhos tém
demonstrado o papel dos organismos zooplancténicos na composicao alimentar de
espécies de peixes (Watanabe et al., 1983; Sipalba-Tavares, 1988; Atencio-Garcia et
al., 2003).

Segundo Lovshin (1997), as tilapias (Oreochromis niloticus) ingerem uma
grande quantidade de organismos do alimento natural, incluindo o zooplancton. Esses
autores afirmam que as tildpias utilizam organismos do alimento natural tdo
eficientemente que estoques de peixes de 3000 Kg/ha podem ser mantidos sem
alimentacdo suplementar em viveiros bem fertilizados. Feiden & Hayashi (2005)
ressaltam a importancia do zooplancton entre os itens alimentares nas fases larval e

juvenil da piracanjuba (Brycon orbignyannus).
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Oliveira et al. (2004), analisando o conteudo estomacal de pirambeba
(Serrasalmus brandtii), observaram a presenca de vinte e dois itens alimentares,
sendo que claddceros e copépodos, em todos os estdgios de desenvolvimento,
constituiam dos mais importantes itens alimentares na dieta dos individuos
enquadrados nas duas menores classes de tamanho (15-25 mm e 25-35 mm).

Além dos microcrustaceos, varios organismos aquéticos, tais como larvas de
insetos quironomideos, rotiferos, protozoarios e algas, tém sido utlizados na
alimentacdo de pds-larvas de peixes, mas nenhum com tanta intensidade e éxito
quanto o Anostraca Artemia salina, originario de lagoas salinas costeiras e lagos
salgados interiores. Essa espécie tem sido utilizada com grande sucesso em

larvicultura de camardes e peixes.

Embora o zooplancton seja o principal recurso utilizado pelas larvas na
natureza (Gerking, 1994), em ambientes controlados, seu cultivo se torna oneroso.
Além disso, a coleta de plancton silvestre € sazonal, podendo sofrer modificacdes

gualitativas e quantitativas (Radiinz, 1999 In: Feiden et al, 2006).

Nos ultimos anos, as lucrativas empresas de processamento de cistos de A.
salina vém sofrendo reveses em funcdo das varia¢des climaticas, elevando o custo e,
consequentemente, o preco de mercado desse organismo que tem sido amplamente
utilizado em pisciculturas do mundo inteiro (Lavens & Sorgeloos, 2000). Assim, o alto
custo de producéo de cistos, aliado a sua escassez no mercado, limita o crescimento
das carciniculturas e pisciculturas que utilizam esses organismos como fonte
alimentar.

No Brasil, com a expressiva expansao da carcinicultura, especialmente no
nordeste do pais, estima-se que até o final desta década serdo necessérios 120
toneladas de Artemia sp. para abastecer o mercado interno (Lopes, 2002).

Nesse sentido, o Anostraca dulcicolas da espécie nativa Dendrocephalus
brasiliensis pode ser a resposta para as dificuldades relacionadas ao uso da Artemia.
Conhecida popularmente e no meio da aquariofilia como “branconeta”, essa espécie

é filogeneticamente proxima as artémias.

D. brasiliensis pertence a uma das cinco familias de anostraceos registradas
para a regido neotropical, Thamnocephalidae. O género Dendrocephalus (Daday,
1908) é composto por 11 espécies distribuidas nas Américas tropical e subtropical
(Belk e Sissom, 1992; e Rabet e Thiéry, 1996). D. brasiliensis tem ocorréncia

registrada desde a Argentina até o Piaui (César, 1989). No entanto, s6 sao
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encontradas em lagoas temporarias, isentas de peixes e de larvas de insetos, tais
como Odonata, as quais sao seus principais predadores. Contribui para a dificlil
observacéo deste organismo endémico da regido neotropical, a curta duracdo de seu
ciclo de vida (cerca de 90 dias) e a ndo convivéncia de diferentes geragcbes em um
mesmo habitat, j& que o recrutamento de uma nova geracdo depende da
sazonalidade extrema, que culmina com a seca total do corpo d’agua. Essa condicao
ambiental que parece ter moldado, durante o processo evolutivo, a historia de vida
deste organismo, do qual pouco se conhece em relacdo a totalidade se seus
aspectos biologicos e ecolégicos. No Brasil, Adolpho Lutz fez o primeiro registro de
ocorréncia de Dendrocephalus no municipio de Macaiba (RN), em 1929,
denominando a espécie encontrada de Dendrocephalus ornatus. No entanto, em
1941, Linder verificou que a espécie descrita por Lutz era, na verdade, sinonimia de
D. brasiliensis registrada por Pesta em 1921 para a Bahia e Piaui (Linder apud Belk e
Brtek, 1995).

D. brasiliensis poderia ser utlizada com vantagem sobre a A. salina na
producdo de biomassa, uma vez que podem atingir cerca de 25mm de comprimento,
enquanto que as espécies de Artemia chegam a 11mm (Lopes, 1998). Além disso,
trata-se de um organismo dulcicola de facil cultivo em tanques de piscicultura e

imensa atratividade para larvas, juvenis e adultos de peixes (Lopes et al, 1998).

O desenvolvimento de tecnologias para o cultivo e a producgéo eficiente de
cistos viaveis de D. brasiliensis representa um avanco importante para a aquicultura
brasileira, especialmente de &agua doce, contribuindo para o atendimento da
demanda por alimento vivo ou inerte (biomassa). Além disso, uma vez que esses
anostracas tém como principal habitat lagos e pocas temporarias das regides semi-
aridas brasileiras, conhecer detalhadamente sua biologia e entender seus processos
produtivos possibilitaria a producéo de alimentos e a geragcédo de empregos em uma

das regifes mais carentes do pais.

Assim, o presente estudo enfocou o cultivo da espécie de Anostraca D.
brasiliensis em sistemas experimentais semi-intensivos no Estado de Séo Paulo, de
modo a obter informagdes sobre suas taxas de crescimento, viabilidade e condicbes
Otimas para a eclosdo dos cistos de resisténcia, alimentagdo e valor nutricional,

buscando a producédo de cistos e de biomassa, os quais poderdo ser aplicados por
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aquicultores para fins de producédo em larga escala visando a alimentacéo de larvas e

de alevinos de peixes e de camardes cultivados.
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OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi buscar as condi¢cdes 6timas, ambientais e

de alimentacdo, para o cultivo do Anostraca D. brasiliensis em sistemas experimentais

semi-intensivos, visando a utilizacdo em aquicultura. Para tanto, foram realizados os

seguintes estudos especificos:

1)

2)

3)

4)

Identificacdo dos principais fatores que influenciam as taxas de eclosdo dos
cistos de resisténcia de D. brasiliensis, através da avaliagdo da eclosdo em
diferentes condigfes (1) de temperatura, (2) de pH, (3) de densidade inicial de
cistos no sedimento, e (4) de tempo de desidratacdo dos cistos apOs a seca e
até a proxima eclosao.

Avaliagdo dos fatores ambientais que influenciam a sobrevivéncia, o
desenvolvimento e o crescimento dos estégios iniciais de vida desta espécie.
Avaliacdo do desempenho de D. brasiliensis sob condi¢cdes de cultivo semi-
intensivo, através da avaliagdo de suas taxas de crescimento (individual e
populacional) em dois periodos do ano (inverno e verado), com baixa e alta

disponibilidade de recursos alimentares.

Determinacéo do valor nutricional desses animais através da determinacéo de

sua composicao bioquimica sob diferentes regimes alimentares.
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CAPITULO 1

Eclosao de cistos Dendrocephalus brasiliensis
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No capitulo 1, apresenta-se um estudo com a finalidade de identificar os
principais fatores que influenciam as taxas de eclos&o dos cistos de resisténcia
de D. brasiliensis, a fim de determinarmos as melhores condicbes para
obtencéo de cistos viaveis para o cultivo dessa espécie em larga escala. Para
isso, foram avaliadas as taxas de eclosdo em diferentes condi¢cdes de (1)
temperatura, (2) pH, (3) densidade inicial de cistos no sedimento, e (4) tempo

de desidratacdo dos cistos apds a seca e até a proxima ecloséo.

Os resultados do estudo séo apresentados na forma de artigo cientifico,
no manuscrito intitulado: “Fatores que influenciam as taxas de eclosdo de

cistos de resisténcia de Dendrocephalus brasiliensis (Pesta, 1921)"
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Fatores que influenciam as taxas de eclosao de
cistos de resisténcia de Dendrocephalus brasiliensis
(Pesta, 1921)

Silva, R.A.C.%, Meldo, M.G.G!.

Departamento de Hidrobiologia, Universidade Federal de Sao Carlos, Sao
Carlos — SP, Brasil.

ricardocustodioeco@gmail.com, (16) 3351 — 8757

Abstract

Temporary ponds are widespread ecosystems on a global scale, housing significant
portion of aquatic biodiversity. endemic species of ephemeral environments present
particular life cycles, intermittence governed by these environments, and knowledge of
key factors in the life cycle of these species can provide important support in
preserving these habitats. The ability to produce cysts resistance is a common
adaptation to these organisms. In this study, we investigated how certain factors can
influence the outbreak of anostraca cysts Dendrocephalus brasiliensis (branconeta),
typical sort of temporary ponds, commonly found in the Brazilian semi-arid region, and
potential interest in aquaculture. Tests were carried out under laboratory conditions
with different temperature, pH and dissolved oxygen in water, density and cysts
retention time. The results showed that the aeration is required to hatch under the
conditions used. The cysts have a higher hatch above 25 ° C. Values of pH have no
effect on the hatching rate. The sediment containing more than 2000 cysts in 300 ml of
water shows very reduced hatching rate. After nine months of retention cysts hatch
showed no drop in efficiency, yet the second hatching rate was practically zero. We
believe that the initial outbreak rate is influenced by genetic character, and that
different individuals to hatch at different times, in order to perpetuate the population in

the habitat and overcome eventful unfit for reproduction

Key-words: Crustacea, Branchiopoda, resting eggs, diapause eggs, hatching.
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Resumo

Lagoas temporarias s@o ecossistemas amplamente difundidos em escala global,
abrigando parcela significativa da biodiversidade aquatica. Espécies endémicas de
ambientes efémeros apresentam ciclos de vida particulares, regidos pela intermiténcia
destes ambientes, e o conhecimento de fatores-chave no ciclo de vida destas espécies
pode fornecer subsidios importantes na preservacdo destes habitats. A capacidade de
produzir cistos de resisténcia € uma adaptacdo comum a estes organismos. Neste
estudo, investigamos como alguns fatores podem influenciar a eclosdo dos cistos do
anostraceo Dendrocephalus brasiliensis (branconeta), espécie tipica de lagoas
temporarias, comumente encontrada na regido semiarida brasileira e de potencial
interesse na aquicultura. Foram realizados testes em laboratério com diferentes
condicBes de temperatura, pH e oxigénio dissolvido na 4gua, densidade e tempo de
desidratacdo e cistos. Os resultados mostraram que a aeragdo é necessaria para
eclosdo nas condi¢cbes experimentais utilizadas. Os cistos apresentam maior eclosdo
acima de 25°C. Os valores de pH néo tiverem efeito na taxa de eclosdo. O sedimento
contendo mais de 2000 cistos em 300 mL de agua apresenta taxa de eclosdo muito
reduzida. Ap6s nove meses de desidratagdo, os cistos ndo apresentaram queda na
eficiéncia de eclosdo, contudo a taxa de re-eclosao foi praticamente nula. Acreditamos
que a taxa de eclosao inicial é influenciada por carater genético, e que diferentes
individuos eclodam em tempos diferentes, visando perpetuar a populagéo no habitat e

superar eventos de cheia impréprios para reproducao

Palavras-chave: Crustacea, Branchiopoda, ovos de resisténcia, cistos de resisténcia,

eclosao.
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Introducao

Lagoas temporarias sdo ecossistemas amplamente difundidos pelo planeta,
sendo encontradas em diferentes regibes e regidas por diferentes climas. O que as
caracteriza € a intermiténcia marcada por periodo de seca, a qual ocorre durante o
inverno na maioria das regifes tropicais, e durante o verdo em zonas temperadas.
Nestes ambientes de agua-doce, pode-se encontrar uma enorme diversidade
biol6gica. Diversos trabalhos destacam a importancia deste habitat evidenciando a sua
enorme riqueza, inclusive de inUmeras espécies raras endémicas (Williams et al, 2003;
Biggs et al, 2005).

Devido a grande variabilidade no hidroperiodo, a complexidade da estrutura e a
composicdo de plantas aquaticas, bem como a auséncia de predadores de topo da
cadeia alimentar (Collinson et al., 1995, Scheffer et al., 2006), as lagoas temporarias
tornam-se ambientes propicios para o surgimento de espécies raras ou endémicas (De
Meester et al., 2005)

A importancia atribuida as lagoas temporérias tem crescido nos ultimos anos,
sendo consideradas pontos-chave para a conservagdo. Isto se deve ndo apenas ao
fato de abrigarem espécies raras e ameacadas, mas também por sofrerem altas taxas
de degradacdo ambiental e eliminacdo de espécies (Blaustein and Schwartz, 2001).
Devido a seu ciclo peculiar, também tém sido de grande importancia no estudo da
dindmica e da estrutura de comunidades de invertebrados aquaticos

(Vanschoenwinkel et al., 2009).

Organismos zooplancténicos tém sua histéria de vida influenciada por inUmeros
fatores abidticos e bidticos, os quais podem afetar positiva ou negativamente a sua
sobrevivéncia, crescimento e reproducdo. Quando exposto a condicbes desfavoraveis,
0 zooplancton pode apresentar alteracdes no comportamento, na morfologia e no ciclo
de vida, visando, em Ultima instancia, a manutencédo do pool génico e a persisténcia
das populacdes. Dessa forma, a capacidade de desencadear um periodo de
dorméncia dos organismos zooplancténicos € um aspecto marcante do ciclo de vida,
permitindo a superacgdo de periodos que seriam inviaveis a sobrevivéncia das formas
ativas (Santangelo 2009). A dorméncia é uma das caracteristicas mais evidentes entre

o0 zooplancton. Condi¢cdes ambientais adversas sdo consideradas como sinal para
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desencadear a producdo de fases latentes (Brendonck e De Meester, 2003; Aradjo, et
al. 2013)

A maioria dos grupos caracteristicos do zooplancton de ambientes de agua
doce perenes também esta presente em ambientes efémeros. Normalmente
considerados como animais de vida curta, com altas taxas de crescimento
populacional (Fenchel 1974, Allan e Goulden 1980, Banse e Mosher 1980),
capacidade de responder rapidamente as mudancas ambientais (Peters, 1983), e uma
alta sensibilidade a perturbacao antrépica (Moore e Folt 1993; Locke e Sprules 1994),
0 zooplancton redine muitas das caracteristicas pertinentes para organismos deste tipo
de habitat. Dentre estas, uma caracteristica crucial para se colonizar e habitar tais
ambientes é a capacidade para produzir ovos de resisténcia ou diapausa (Hairston et
al. 1995). Os ovos ou cistos de resisténcia depositados no sedimento de lagos
representam, portanto, um "banco de ovos", analogo aos bancos de sementes de
muitas plantas terrestres (Hairston e De Stasio 1988; De Stasio 1989; Marcus et al.,
1994).

Muitos organismos zooplancténicos, tais como crustaceos, insetos (Fryer,
1996; Rossi et al.,, 1996) e rotiferos (King ; Snell, 1980; Gilbert, 1995), tém a
capacidade de produzir estagios de diapausa, os quais lhes permitem sobreviver em
ambientes que se tornem indspitos em determinadas épocas. As causas que levam ao
inicio da diapausa podem ser varias. Em Daphnia sp. (Cladocera), por exemplo, a
presenca de predadores pode ser o sinal ambiental para a formacao dos efipios
(Slusarczyk, 1995; Pijanowska ; Stolpe, 1996); em rotiferos, a producdo de ovos de
resisténcia esta diretamente relacionada com a densidade populacional, ocorrendo
reproducdo sexuada quando os picos de densidade sdo mais elevados (King ; Snell,
1980); a diminui¢do de alimento também influencia a producdo de um novo estagio de
diapausa em rotiferos (Gilbert, 1995). Em copépodos calanoides, a temperatura e a
disponibilidade de alimento podem ser os fatores responsaveis pela indugdo de

diapausa (Jersabek ; Schabetsberger, 1995).

Em especial, podemos citar os organismos pertencentes a ordem Anostraca
(Crustacea: Branchiopoda), habitantes comuns de lagoas temporérias, cosmopolitas e
amplamente estudados. Os Anostraca sdo um elemento comum da fauna de

ambientes aquéticos temporarios de agua doce (fairy shrimps) e/ou salina (brine
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shrimps). Essa ordem inclui pelo menos 258 espécies que estdo atribuidas a 21

géneros e oito familias (Belk, em Dodson e Frey, 1991; Belk e Brtek, 1995).

O Anostraca dulcicola Dendrocephalus brasiliensis (Pesta, 1921),
popularmente conhecido como “branconeta”, tem ocorréncia natural na regido
Neotropical, com uma distribuicdo geogréafica que se estende da Argentina ao Estado
do Piaui, no Brasil (Cesar, 1989). As branconetas sdo endémicas de lagoas
temporarias isentas de peixes e de larvas de insetos (tais como Odonata), 0s quais

representam seus principais predadores.

Segundo Lopes (2007), a espécie apresenta indmeras caracteristicas
interessantes para a aquicultura, como alto teor de proteinas e alta taxa de
crescimento. O ciclo de vida curto (cerca de 90 dias) é caracterizado pela nao
convivéncia de diferentes geragbes em um mesmo habitat, ja que o recrutamento de
uma nova geracao depende da sazonalidade extrema, culminando com a seca total do
corpo d’agua, isto devido as branconetas se reproduzirem por meio de cistos de
resisténcia. Desta forma, para se estabelecerem técnicas satisfatorias de cultivo desta
espécie, é necessario um manejo adequado para a producdo continua de cistos
(Lopes, 2007).

Além da sazonalidade das lagoas temporarias, a alta sensibilidade destes
habitats a fatores ambientais externos, bem como interacdes biologicas na
comunidade, também tém grande influéncia na dinamica populacional de anostracas,
como D. brasiliensis. Dentre estes fatores, a temperatura parece desempenhar papel
crucial, sendo responsavel até mesmo pela distribuicdo latitudinal de algumas
espécies, influenciando as taxas de predacdo na comunidade (Ewald et al, 2013).
Todos estes fatores determinantes na dindmica de lagoas temporarias, podem

influenciar a eficiéncia de eclosdo dos cistos de resisténcia presentes no sedimento.

No presente estudo, objetivamos identificar os principais fatores que
influenciam as taxas de ecloséo dos cistos de resisténcia de D. brasiliensis, a fim de
determinarmos as melhores condi¢Bes para obtencéo de cistos viaveis para o cultivo
dessa espécie em larga escala, visando em ultima instancia seu uso em aquicultura,
bem como gerar informagdes que possam subsidiar possiveis medidas de manejo em

lagoas temporérias, visando a preservacdo do banco de ovos de resisténcia do

zooplancton em geral. Para isso, foram avaliadas as taxas de eclosdo em diferentes
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condicbes (1) de temperatura, (2) de pH, (3) de densidade inicial de cistos no
sedimento, e (4) de tempo de desidratacdo dos cistos apds a seca e até a proxima
ecloséo.
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Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Plancton e na Estacdo
Experimental de Aquicultura (EEA) do Departamento de Hidrobiologia (DHb) da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Os sedimentos contendo os cistos de
resisténcia de D. brasiliensis foram provenientes de cultivos anteriores realizados na
mesma EEA. Todo o sedimento utilizado foi homogeneizado para garantir que todas
as possiveis linhagens distintas pudessem estar presentes em todas as réplicas. Apés
a completa secagem dos tanques, o sedimento foi recolhido para mais um periodo de
secagem, em temperatura ambiente, por 10 dias, a fim de se simular o periodo de
estiagem necessario a eclosdo dos cistos.

O sedimento utilizado nos experimentos em laboratério foi triturado

manualmente, para facilitar a contagem dos cistos e a pesagem do sedimento.

Separamos 20 amostras contendo 1 g de sedimento para contagem dos cistos.
Foram feitos os célculos de estatistica descritiva para essas contagens, e o valor
médio (cistos g?) foi utilizado para estimar a quantidade de sedimento a ser utilizada

nos testes.

O método de ecloséo utilizado foi baseado naquele descrito por Brendonck
(1992), onde 1000 cistos eram eclodidos em 200 mL de &gua, acondicionados em
béqueres de 2 L de volume. Adaptamos o volume de agua para 300 mL, pois
trabalhamos com sedimento contendo cistos e ndo com cistos puros, com o intuito de
mantermos a mesma altura de coluna d’agua no béquer. Desta forma, a condigéo
padréo adotada foi de 1000 cistos, com 300 mL de 4gua desclorada, em temperatura
de 25 °C e pH 7. A coleta era feita 24 horas apés o enchimento dos béqueres. A agua
contendo os nauplios eclodidos foi filtrada em rede de 100 um de abertura de malha,
sendo que os nauplios e cistos retidos na rede eram coletados, fixados em formol a
4% e guardados em frascos plasticos para posterior contagem em microscopio

estereoscopico (Leica DMLS).

Para cada variavel testada, foi utilizado um grupo controle como referéncia.
Cada tratamento foi realizado com seis réplicas. Nestes ensaios testamos:
temperatura, pH, aeracdo, tempo de desidratacdo (diapausa) inicial e de re-ecloséo,

assim como a densidade de cistos iniciais.
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Na metodologia proposta por Brendonck (1992), a eclosdo ocorria sob
constante aeracdo, mantendo a agua saturada de oxigénio. Contudo, em cultivos
prévios de D. brasiliensis em laboratorio, observamos um efeito negativo da constante
aeracao na sobrevivéncia de individuos jovens, por isso testamos o efeito da aeracao
para confirmar se este mesmo efeito indesejado ocorria na eclosdo. Os resultados
mostraram que a aeracédo € indispensavel para a eclosao dos cistos (vide Resultados),

e portanto foi utilizada nos demais ensaios.

No experimento para avaliar o efeito da densidade de cistos na eclosao,
utilizamos inicialmente trés quantidades: 750, 1125 (controle) e 2250 cistos. Neste
ensaio, além de contarmos os nauplios eclodidos, também contamos os cistos que por
ventura foram coletados para estimar os cistos restantes no sedimento. O sedimento
restante destes testes foram guardados e utilizados em novos experimentos apos trés
meses (cistos remanescentes dos testes com 750 cistos) e apds 6 meses (cistos
remanescentes dos testes com 1125 cistos).

A partir dos resultados obtidos neste primeiro teste de densidade, realizamos
um novo experimento, desta vez combinando as diferentes densidades de cistos com
dois diferentes volumes de &gua. Foi necessaria uma nova contagem, novamente
utilizando 20 amostras contendo 1 g de sedimento cada para obtermos nova média e
estimarmos a quantidade de sedimento necessaria, uma vez que o sedimento
originalmente utilizado havia acabado e um novo lote de sedimento foi coletado para
este novo experimento. Foram utilizados tratamentos com 1500 ou 3000 cistos, em
300 ou 600 mL, sendo considerado controle aquele com 1500 cistos em 300 mL.
Considerando N = 1500 cistos, e X = 300 mL de &gua, tivemos as seguintes
combinagdes: N/X, N/2X, 2N/X e 2N/2X.

Para avaliarmos o efeito da temperatura na ecloséo, realizamos testes em trés
temperaturas diferentes: 18, 25 e 30° C, sendo 25° C o valor de temperatura de

referéncia. A coleta e a contagem dos nauplios foram realizadas como descrito acima.

Para testar o efeito do pH na ecloséo, foram utilizados cinco diferentes valores
de pH: 5, 6, 7, 8 e 9. Para se obter os valores de pH desejados, foi adicionada solucdo
de 10% de &cido cloridrico ou solucéao de 10% de hidréxido de sédio para pH acido ou

alcalino, respectivamente.
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O tempo de desidratacdo foi testado de duas maneiras: em um dos ensaios
utilizamos cistos do lote original, como em todos os testes supra citados; em outro
experimento, foram utilizados os cistos restantes da eclosdo no primeiro teste de
densidade. Com isso, esperdvamos avaliar se os cistos que passaram por um
processo de hidratacdo teriam menor taxa de eclosdo apds novo periodo de
desidratacdo. Os tempos de desidratacédo foram de trés, seis e nove meses apis 0s
primeiros testes de densidade. O sedimento desidratado foi mantido em bandejas, sob
temperatura ambiente (entre 22 e 27° C) e fotoperiodo 12/12 horas de claro/escuro.

Andlises Estatisticas

Para andlise dos resultados obtidos, foram realizados testes de andlise de
variancia entre as porcentagens de nauplios eclodidos entre os diferentes tratamentos
em cada variavel estudada (one way ANOVA), método de Holm-Sidak a posteriori para
resultados paramétricos e teste de Tukey ranqueado para resultados nao-
paramétricos. Sempre que possivel, o nivel de confianca dos testes foi de a = 0,05. Os
calculos estatisticos e a elaboracdo dos graficos foram realizados com auxilio do

software SigmaPlot 11.0.
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Resultados

Assim como na técnica proposta por Brendonck (1992), os cistos de D.
brasiliensis, nas condi¢cdes utilizadas, necessitam de aeracdo para a eclosdo. A
eclosdo média sem aeracéo foi praticamente nula (0,64%). Com aeracao constante, a

taxa de eclosdo média foi de 19,93%.

Segundo o resultado da andlise de variancia, foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos com diferentes temperaturas. A taxa de eclosdo
média a 25°C foi de 27,36% e néo diferiu significativamente (p = 0,062), segundo
método de Holm-Sidak, da taxa de eclosdo média a 30°C, a qual foi de 20,31%.
Contudo, a taxa de eclosdo média a 18° C, 16,66%, foi significativamente (p = 0,011

com a = 0,025) menor que a taxa de eclosdo do grupo controle (Figura 1).
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Figura 1: Representacéo gréafica dos valores médios de taxa de ecloséo (e desvios)

dos cistos de resisténcia de D. brasiliensis em trés temperaturas experimentais.

Nos testes com diferentes valores de pH, houve diferenca significativa entre os
tratamentos (p = 0,028), contudo, na comparacao mdultipla utilizando método de Holm-
Sidak, nenhum dos tratamentos diferiu significativamente do grupo controle. A taxa de
eclosdo média em pH 7 foi 25,93%, em pH 5 foi 17,4%, em pH 6 foi 28,91%, em pH 8

foi 18,05% e em pH 9 foi de 19,78%, como podemos observar na Figura 2.
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Figura 2: Representacdo grafica dos valores médios de taxa de ecloséo (e desvios)

dos cistos de resisténcia de D. brasiliensis em cinco valores experimentais de pH.
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No primeiro teste de densidade, a menor taxa de eclosdo média, 9,09%, foi
observada com 2250 cistos. A taxa de eclosdo com 750 cistos, com média de 24,05%,
também foi significativamente menor (p = 0,024) que a taxa de eclosao observada no
grupo controle, contendo 1125 cistos, que foi de 30,71%. Estes resultados estéo
resumidos na Figura 3. O numero aproximado de nauplios eclodidos em média foi:

180, 230 e 68 nauplios entre 750, 1125 e 2250 cistos, respectivamente.
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Figura 3: Representacdo grafica dos valores médios de taxa de ecloséo (e desvios)
para trés densidades iniciais de cistos de resisténcia de D. brasiliensis utilizadas no

primeiro ensaio.
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A andlise de variancia entre as diferentes densidades iniciais de cistos de
resisténcia e volumes testados mostrou que os tratamentos utilizados no segundo
ensaio de densidade de cistos diferiram significativamente, com p = <0,001. Contudo,
o teste de equidade de variancias falhou, entdo neste caso, foi realizada comparacao
pareada ranqueada com teste de Tukey.

Neste segundo teste de densidade de cistos, a menor taxa de eclosdo média,
6,73%, foi observada quando utilizamos 3000 cistos em 300 mL (2N/X), a qual diferiu
significativamente do grupo teste com 3000 cistos em 600 mL (2N/2X), onde a taxa de
eclosdo média foi de 57,8%, com p< 0,05. Dentre os demais tratamentos, o teste de
Tukey aponta que nao ha diferenca significativa. A taxa de eclosdo média no grupo
controle (N/X) foi de 31,5%. Na densidade com 1500 cistos em 600 mL (N/2X), a taxa
de eclosdo média foi de 36,33%. Na Figura 4, observamos um resumo das taxas de
eclosdo médias obtidas em cada tratamento, bem como o0s respectivos desvios
padrdo. A quantidade aproximada de individuos eclodidos em média a cada 300 mL
foi: 461 (N/X), 243 (N/2X), 188 (2N/X) e 833 (2N/2X) nauplios.
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Taxa de eclosao em diferentes densidades e volumes
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Figura 4: Representacdo grafica dos valores médios de taxa de eclosao (e desvios)
dos cistos de resisténcia de D. brasiliensis em cada combinacdo experimental de

densidade inicial de cistos e volume, onde N = 1500 cistos e X = 300 mL de agua.

Os resultados do teste de re-eclosdo foram praticamente nulos. Apenas 0,92%
e 0,81% dos cistos restantes no sedimento eclodiram 3 e 6 meses ap0s a primeira

eclosao, respectivamente. Nenhum cisto eclodiu 9 meses apds a primeira ecloséo.

Comparativamente, os resultados do teste de tempo de desidratacéo dos cistos
mostraram que ndo existe diferenca na taxa de eclosdo dos cistos apos diferentes

periodos de desidratacdo. Entre os trés periodos testados, ndo houve diferenca
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significativa (p = 0,72). A taxa de eclosdo média foi de 19,45%, 17,4% e 16,45% apds
3, 6 e 9 meses de desidratacao, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5: Representacéo grafica dos valores médios de taxa de ecloséo (e desvios)
dos cistos de resisténcia de D. brasiliensis apo6s trés diferentes tempos de

desidratacdo de cistos.
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Discussao

Os resultados mostraram que a aeracao € indispensavel para que ocorra
eclosdo dos cistos nas condi¢Bes experimentais aqui adotadas. Contudo, acreditamos
que o papel da aeracdo, neste caso, seja 0 de movimentar 0s cistos presentes no
sedimento, e que n&o exista nenhuma relagdo com a saturacéo de oxigénio promovida
pela aeracdo. Vasconcelos (2011) testou o efeito da aeracdo com cistos puros de D.
brasiliensis e constatou que a aera¢gdo ndo era necessaria para ecloséo, reforcando a
hipétese de que quando séo utilizados cistos misturados ao sedimento, a aeracgao
pode ajudar no desprendimento dos cistos do sedimento.

Grande parte dos trabalhos sobre eclosdo de cistos de resisténcia aborda
espécies de rotiferos ou cladéceros, sendo muito escassos 0s estudos com espécies
consideradas mesozooplanctonicas - espécies com tamanhos entre 0,2 e 20 mm
(Rossi, 1996). Além disso, também sdo poucos os trabalhos experimentais em
condi¢cBes controladas de laboratdrio, sendo a maioria dos estudos sobre sedimento
coletado em campo, ou mesmo as analises dos bancos de ovos in situ. Com isso,
nosso estudo vem agregar a literatura atual sobre o tema, com dados e aspectos
pouco abordados (Brendonck, 2003).

Os anostracos de agua doce que habitam corpos d’agua efémeros,
periodicamente passam por periodo de estiagem e, portanto, de desidratacéo, e para
resistir a essas condi¢cbes, possuem algumas adaptacbes especificas: 1) apresentam
apenas um ciclo populacional por cheia; 1) produzem cistos de resisténcia e; Ill) sdo
resistentes a mudangcas na qualidade da &agua. Entre os fatores abioticos, a
temperatura desempenha um papel importante (Sarma et al., 2005). Por isso e devido
as observacdes em cultivos prévios em nossa EEA, supomos que a temperatura inicial
da agua de eclosédo pudesse desempenhar um papel determinante na eclosdo dos
cistos. Observamos que acima de 25°C temos maior eficiéncia de eclosdo dos cistos
de resisténcia. A taxa de eclosdo média de 16,66% registrada sob a temperatura mais
fria (18°C), apesar de significativamente menor que aquela observada no grupo
controle, é uma taxa de eclosdo préxima daquela obtida por Lopes (2007), onde foram
utilizados cistos desencapsulados a temperatura de 25°C, resultando em um
percentual de eclosdo de 20,41%. Apesar dos registros de temperatura com melhores
resultados no cultivo de D. brasiliensis serem acima dos 25°C (Lopes, 2007;
Vasconcelos, 2011), acreditamos que esta amplitude seja menos restrita para a
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temperatura da agua no momento da eclosdo, uma vez que no ambiente natural, as
lagoas temporéarias sdo preenchidas pela agua da chuva, esta por sua vez, tem
temperatura variavel, apresentando também baixas temperaturas (Mirlean et al.,
2000).

Os resultados dos testes com diferentes valores experimentais de pH
mostraram que na ecloséo inicial, dentro da amplitude testada, ndo ocorreu diferenca
da taxa de eclosdo dos cistos. Em Vasconcelos (2011) e Lopes (2007), os melhores
percentuais de eclosdo ocorreram em pH alcalino (~pH = 8). Entretanto, trabalhos
citados, ndo foram testados diferentes tratamentos, apenas mediu-se os valores de
pH, assim como de outras variaveis para controle da qualidade da &4gua, logo qualquer
variacdo de pH néo foi fruto de manipulacéo experimental e pode ter sido considerada
como nivel ideal sem de fato ter influéncia na taxa de eclosdo. Coelho (2015) anotou
os valores de pH na represa de Furnas-MG, onde observou a presenca de cistos de
resisténcia de diversas espécies zooplancténicas no sedimento coletado, desde
rotiferos e cladoceros a copépodos calainodes. No referido estudo observou-se que a
variacdo de pH ao longo do periodo amostrado ndo teve impacto na diversidade das
espécies encontradas, sugerindo que esta variavel ndo seja inibidora ou estimulante
da eclosdo de cistos de resisténcia. Porém, também encontramos na literatura
trabalhos que relatem a possivel influéncia de fatores abi6ticos, incluindo valores de
pH, na selecdo de algumas espécies. Arnot, et al . (2002) observaram que alguns
lagos efémeros, apos longos periodos de seca e de acidificagdo, apresentaram um
aumento na rigueza de espécies de crustaceos — de 10 para 18 espécies. Os autores
acreditam que as flutuagbes nos valores de temperatura, concentracdo de oxigénio
dissolvido e pH da agua possam estimular a eclosdo de ovos de resisténcia de

diferentes espécies.

Os resultados do primeiro teste de densidade de cistos nos levaram a hipotese

de que exista algum mecanismo que evite a total ecloséo dos cistos de branconetas.

Diferentemente de outras espécies zooplanctbnicas, D. brasiliensis ndo recorre
aos cistos de resisténcia apenas em condi¢fes adversas, mas em todos os ciclos de
vida, pois esta condicao ja é intrinseca do modo de vida desta espécie (Lopes, 2002).
Dessa forma, € plausivel considerarmos que os baixos percentuais de eclosdo de
cistos da espécie sejam uma adaptacao evolutiva, uma vez que previnem a perda total

do banco de ovos em uma cheia que eventualmente ndo seja suficiente para
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completar um ciclo reprodutivo da espécie, o que resultaria no desaparecimento da
populagdo naquele ambiente. O recrutamento parcial pode garantir que o banco de
cistos seja explorado em diferentes eventos de cheia, aumentando as chances de
sucesso reprodutivo em escalas maiores de tempo. Esta idéia também foi proposta por
Arnot et al . (2002). Os autores registraram um aumento na diversidade de crustaceos
em lagoas temporérias que sofreram com uma seca severa de até dois anos. Estes
achados também concordam com nossos resultados nos testes de tempo de
desidratacdo dos cistos de branconeta. Apdés nove meses, a taxa de eclosdo nao
diferiu das taxas dos cistos recém coletados, dando indicios de que os cistos tém
capacidade de suportar longos periodos de estiagem, mantendo os mesmos
percentuais de eclosdo (De Meester et al., 1993, 2005). Em contrapartida, no
experimento de re-eclosdo, a eclosdao fracassou e foi virtualmente nula. Uma
observacdo ao microscopio 6ptico apds a contagem deste ensaio revelou que 0s

cistos ndo apresentavam indicios de degradacdo ou qualquer rompimento aparente.

Uma das hipéteses levantadas para explicar a baixa taxa de eclosdo na maior
densidade testada, foi de que os nauplios eclodidos pudessem inibir a eclosdo de
Nnovos cistos, 0 que motivou a realizagdo de novos testes de densidade, desta vez com
mais cistos e incluindo um maior volume de agua, visando com isso testar a
possibilidade de alguma substancia diluida estar envolvida no processo. Dentre as
novas densidades testadas, 2X/N (3000 cistos em 300 mL de agua) repetiu-se a baixa
taxa de eclosdo observada para 2250 cistos no primeiro teste. Contudo, quando
utilizamos a mesma quantidade de cistos que o controle (1500), em maior volume de
agua (600 mL), a quantidade proporcional ao volume de nauplios eclodidos (243) foi
menor que aquela observada no grupo controle (461), ou seja, se alguma substancia
liberada pelos nauplios pés-eclosao tivesse efeito inibidor, a quantidade total esperada
de nduplios eclodidos em um mesmo volume seria aproximadamente a mesma.
Portanto, nossos resultados ndo corroboram a hipétese de que exista algum inibidor
da eclosdo de novos cistos. A taxa de eclosao observada na Gltima densidade, com
3000 cistos em 600 mL foi a maior encontrada neste estudo (~60%), com 833 nauplios
eclodidos em 300 mL de agua, reforcando a idéia de que nao haja tal fator inibidor
pés-eclosao. Acreditamos que a reducao do percentual de eclosao quando utilizamos
uma maior concentracdo de cistos se deva na verdade a maior quantidade de

sedimento presente, 0 que acarreta em maior quantidade de matéria organica
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dissolvida, esta por sua vez pode ocasionar algum efeito que reduza a taxa de

eclosao.

A eclosdo de um ovo de resisténcia depende de uma série de fatores
intrinsecos e extrinsecos aos mesmos. Em primeiro lugar, todo ovo de resisténcia
deve passar por um periodo refratario antes de estar apto para eclodir (Stross 1987),
isto €, apbs a postura pela fémea, 0 ovo precisa permanecer um periodo submerso
antes de passar por desidratacdo. Este mesmo efeito foi testado e comprovado por
Vasconcelos (2011). Em nosso estudo, este periodo também foi respeitado e ndo deve
ter influenciado os percentuais de eclosdo encontrados. Entre os fatores intrinsecos
que influenciam a eclosdo dos cistos estdo a idade, o gendtipo e a qualidade do ovo
(De Meester ; De Jager 1993b; De Meester et al. 1998). A idade, neste caso, pode ser
interpretada com o mesmo sentido que empregos no termo tempo de desidratacéo,
embora tenhamos encontrado na literatura que a idade das fémeas no momento de
postura dos cistos possa interferir na qualidade dos cistos. Zarattini (2004) realizou
estudo no lago Tilia (Itélia) e observou que os cistos produzidos no inicio da fase
reprodutiva das fémeas de Chirocephalus diaphanus (Prévost, 1803) (Crustacea:
Anostraca) apresentaram uma taxa de eclosdo cumulativa maior (78,5%) do que
aguelas ja no final do ciclo de vida (36,5%). Este fator ndo foi considerado no presente
estudo e, tratando-se de uma espécie de Anostraca, é possivel que D. brasiliensis
apresente esta mesma caracteristica quanto a qualidade dos cistos, 0 que em nosso
caso pode ter resultado em baixos percentuais de taxa de eclosdo de modo geral. Este
fato poderia ainda explicar a diferenga entre as taxas de eclosdo do primeiro ensaio de

densidades (em torno de 25%) e do segundo ensaio (em torno de 40%).

Além da idade e da qualidade dos ovos, é necessario também considerar o
gendtipo das populagdes. E possivel que a manutencio da baixa taxa de eclos&o seja
um carater genético, com diferentes periodos de desidratacdo dentro da populacao.
Desta forma, uma porcdo da populagdo é destinada a eclodir na primeira cheia,
enquanto outros individuos precisem de um maior tempo de estiagem ou mesmo de
hidratacdo. Apesar de ndo termos dados quanto a variabilidade genética dos
individuos aqui estudados, é seguro presumir que uma espécie endémica de um
ambiente tdo suscetivel, necessite manter um pool génico que permita a adaptacao

frente as perturbagdes ambientais.
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Entre os inumeros fatores extrinsecos afetando a eclosdo dos estagios
dormentes do zooplancton, temperatura e fotoperiodo foram também os que
historicamente receberam a maior atencéo (Stross 1966; Schwartz ; Hebert 1987;
Vandekerkhove et al. 2005a). De forma geral, baixas temperaturas e exposi¢des a luz
por curtos intervalos de tempo ao longo do dia reduzem as taxas de eclosdo. Tal fato
indica que fatores abidticos sédo os mais importantes para a eclosédo. Entretanto estes
estudos envolveram espécies de zonas temperadas, onde o fotoperiodo tem grande
variacdo e as baixas temperaturas sdo constantes. Em trabalhos prévios realizados
em nosso laboratério, ja foi testada a exposi¢do dos cistos a luz, bem como uma
hidratagcéo prévia para ativacao dos cistos, como proposto por Lopes (2007). Apenas a
completa privacdo de luz diminuiu a taxa de eclosdo dos cistos e, diferentemente do
proposto, o cistos ndo precisam de hidratacdo prévia para ativacdo. Outros fatores
abioticos que reduzem as taxas de eclosdo sé@o exposicdes a valores extremos de pH
(Arnott ; Yan 2002; Brown 2008), seca (Brock et al. 2003; Chittapun et al. 2005), déficit
de oxigénio (Clegg 1997) e elevadas salinidades para espécies de agua doce (Bailey
et al. 2004, Bailey et al. 2006). Estes fatores inibem a eclosdo mas de forma geral ndo
afetam a viabilidade dos ovos, uma vez que parte destes permanece apta a eclodir
apos o retorno de condicdes favoraveis. Apesar disso, ndo testamos valores extremos
de pH. A amplitude dos niveis de pH e temperatura testados foram baseadas naquelas
comuns de estacfes de aquicultura, onde existe um controle minimo dos niveis de pH,
e a temperatura imposta pelas estacdes climaticas ja é um fator que rege a producao
como um todo, uma vez que estes ensaios visam identificar possiveis fatores que
influenciem a eclosdo inicial de cistos, ja que a sobrevivéncia dos nauplios pos eclosao

€ tema para outro capitulo.

Conclusodes

A ecloséo de cistos de resisténcia de D. brasiliensis contidos em sedimento em
condi¢cBes controladas de laboratério apresentou taxas de ecloséo baixas, comparadas

com a literatura.

Os resultados evidenciaram que a aeracao € indispensavel na eclosdao dos
cistos de resisténcia de D. brasiliensis nas condigbes experimentais, possivelmente

por promover a movimentagdo do sedimento com consequente liberagéo dos cistos.
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A taxa de eclosdo foi maior acima de 25°C, condizendo com as altas
temperaturas do habitat natural de D. brasiliensis. Contudo, a taxa de eclosdo a 18°C
foi pouco inferior, mostrando a alta capacidade adaptativa da espécie.

Os diferentes valores experimentais de pH néo influenciaram as taxas de
eclosdo inicial dos cistos, reforcando a resisténcia dos mesmos a alteracdes da

qualidade da agua.

Densidades de cistos maiores que 2000 cistos por 300 mL de &gua
apresentaram drastica reducdo na taxa de eclosdo, o que pode ser causado pelo

acumulo de matéria orgéanica dissolvida liberada do sedimento.

A espécie apresenta algum mecanismo que previna a total eclosdo dos cistos
presentes no sedimento, o qual acreditamos que seja fruto de variagcdo genética dentro

da populacao, permitindo o recrutamento diferenciado ao longo do tempo.

Os cistos sdo capaz de resistir pelo menos nove meses de estiagem sem que
haja perda da eficiéncia na taxa de ecloséo, fortalecendo a idéia de que diferentes
individuos no banco de cistos possam eclodir em diferentes eventos de cheia.
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CAPITULO 2

Fases inicias do desenvolvimento de Dendrocephalus

brasiliensis em cultivos semi-intensivos
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O capitulo 2 trata de um estudo onde foram avaliados os fatores ambientais
que influenciam a sobrevivéncia, o desenvolvimento e o crescimento dos estagios
iniciais de vida da branconeta em cultivos controlados, sob as condi¢des climéticas da
regidao sudeste do Brasil.

Os resultados do estudo sdo apresentados em um manuscrito intitulado
“Fatores que influenciam o crescimento das fases iniciais do desenvolvimento de

Dendrocephalus brasiliensis”
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Abstract

We investigated some of the factors that may influence the efficiency of the
Branchyopoda Dendrocephalus brasiliensis cultivation, carried out in semi-intensive
system, focusing on the early life stages of this crustacean. The cultivation took place
in all seasons in order to evaluate the effect of changing ambient conditions throughout
the year. Assays were terminated when the individuals reached sexual maturity, when
we registered the duration of this period. Over cultivation were taken measurements of
environmental variables like water temperature, pH, salinity, conductivity and dissolved
oxygen. In each test, three replicates were used in tanks of 1000 L each inoculated
with sediment containing cysts. In addition, a test was performed to determine when
the food should be given to nauplii. Random samples were taken from all cultures to
record lengths and to determine the respective stages of life of the taken individuals, as
well as the estimated population density. The results showed that there is a positive
correlation between growth rate and temperature (R? = 0.898) and conductivity (R? =
0.65). This ratio seems to be true for the temperature, which plays an important role in
the development of these fairy shrimp. The diet from the third day of culture showed
better survival rates (39.25%) than the other treatments, especially when food is
provided on the first day, where we observed a lower survival rate (4.74%), which may
have been caused by an excess of large particles or cells too big for the filtration

capacity of D. brasiliensis nauplii.

Key-words: Anostraca, environmental factors, eating habits, early stages, aquaculture

juveniles..

62


mailto:ricardocustodioeco@gmail.com

Resumo

Neste estudo, investigamos alguns dos fatores que possam influenciar a eficiéncia do
cultivo do Anostraca Dendrocephalus brasiliensis, realizados em regime semi-
intensivo, com enfoque nos estagios iniciais de vida deste crustaceo. Os cultivos se
deram em todas as estacdes a fim de se avaliar o efeito da variacdo das condicbes
ambientais ao longo do ano. Os ensaios foram terminados quando 0s organismos
atingiram a maturacdo sexual, quando foram anotadas a duracao deste periodo. Ao
longo do cultivo foram tomadas as medidas das variaveis ambientais da &gua:
temperatura, pH, salinidade, condutividade e concentracdo de oxigénio dissolvido. Em
cada ensaio, foram utilizados trés réplicas, em tanques de 1000 L cada, inoculados
com sedimento contendo cistos. Além disso, foi realizado um teste para averiguar
quando o alimento deve ser ministrado aos nauplios. Foram retiradas amostras
aleatorias de todas as culturas para registro dos comprimentos e para determinacao
dos respectivos estagios de vida dos organismos, bem como da densidade
populacional estimada. Os resultados mostraram que existe correlacdo positiva entre a
taxa de crescimento e temperatura (R?2 = 0,898) e condutividade (R2 = 0,65). Esta
relacdo parece ser verdadeira para a temperatura, a qual desempenha papel
importante no desenvolvimento destes crustaceos. O regime alimentar a partir do
terceiro dia de cultivo apresentou melhores taxas de sobrevivéncia (39,25%) que os
demais tratamentos, sobretudo quando o alimento é fornecido no primeiro dia, onde
observamos a menor taxa de sobrevivéncia (4,74%), 0 que pode ter sido causado pelo
excesso de particulas ou células grandes demais para a capacidade de filtracdo dos

nauplios de D. brasiliensis.

Palavras-chave: Anostraca, variaveis ambientais, habitos alimentares, estagios

iniciais, aquicultura, juvenis.
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Introducao

O constante crescimento mundial da aquicultura, especialmente da piscicultura
marinha e dulcicola, trouxe a necessidade do desenvolvimento de técnicas eficientes
relacionadas a alimentacéo e sobrevivéncia de grandes quantidades de pds-larvas de

peixes em condi¢des de cultivo.

7

A larvicultura € considerada a fase mais critica na piscicultura e o grande
entrave para o crescimento da aquicultura mundial. Nesta fase do desenvolvimento, o0s
jovens peixes ja consumiram as reservas nutricionais do saco vitelinico e necessitam
de alimentagdo exdgena. A inadequacéo dos alimentos disponiveis, principalmente de
ragbes secas industrializadas, tem promovido frequentemente grandes taxas de

mortalidade desses animais cultivados (Lavens ; Sorgeloos, 2000).

Os melhores resultados na producdo de pés-larvas de peixes tem sido obtidos
a partir da utilizagdo de organismos vivos para a alimentacdo (Zavala-Camim, 1996).
Diversos organismos aquaticos tém sido utilizados como alimento vivo para peixes,
tais como cladéceros e outros microcrustaceos, larvas de insetos, rotiferos,
protozoarios, etc. (Gerking, 1994), mas nenhum com tanta intensidade e eficiéncia
guanto os Anostraca do género Artemia (Lavens ; Sorgeloos, 2000). Contudo, o cultivo
de Artemia é oneroso, dentre outras razdes, principalmente devido a necessidade de

salinizacdo da agua.

Neste contexto, o Anostraca dulcicola Dendrocephalus brasiliensis (Pesta,
1921), popularmente conhecido como branconeta, de ocorréncia natural de regides
semiaridas do Brasil (Cesar, 1989), tem grande potencial para substituir a Artemia
como fonte de alimento vivo para espécies de agua doce cultivadas. Sob condi¢des de
cultivo intensivo, essa espécie tem apresentado elevadas taxas de eclosao e baixas
taxas de mortalidade quando comparada a Artemia, além de menor custo operacional

(Grombone et al., dados ndo publicados).

Para se explorar o potencial de cultivo da espécie, € preciso que se
estabelecam técnicas para obtencdo de cistos viaveis em grande quantidade, bem
como para o manejo das condi¢cdes de cultivo que resultem em maior eficiéncia do

processo produtivo (Lopes, 2007).
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Dendrocephalus brasiliensis parece ser uma espécie bastante rustica e
resistente a variacdo das condigbes ambientais em ecossistemas naturais (Passos,
2013). Essa rusticidade provavelmente foi moldada ao longo da evolugdo dessa
espécie em ambientes aquaticos temporarios, cujas caracteristicas fisicas e quimicas
podem variar muito rapidamente e com muita frequéncia em virtude de extensas
flutuagbes do nivel de &gua, culminando com o completo dessecamento do corpo
d’agua. Apesar disso, os estagios iniciais de desenvolvimento desse Anostraca tém
demonstrado grande sensibilidade sob condi¢cdes de cultivo, com altas taxas de
mortalidade.

Para que o uso da branconeta como alimento vivo em aquicultura seja bem
sucedido, é preciso que se domine o conhecimento das condicdes ambientais e
alimentares o6timas que minimizem a mortalidade das fases iniciais de
desenvolvimento desses animais. S6 assim sera possivel o cultivo dessa espécie em

larga escala.

Dentre as variaveis ambientais que afetam o crescimento da branconeta, como
de qualquer ser vivo, destacamos como as mais importantes (1) o oxigénio dissolvido
e (2) a temperatura da agua, tanto por influéncia direta, como por sua relacdo com o

teor de gases dissolvidos.

A condutividade elétrica, da agua, resultante da concentracdo de sais, acidos e bases
nos corpos d’agua, também é de grande importancia pois expressa um grande numero
de fenbmenos complexos como a liberagédo de nutrientes resultantes da decomposicéo
da matéria organica, os quais sao utilizados nos processos de producao primaria do
ambiente, fonte de alimento para esses animais filtradores. Além desses, o pH € outro

fator importante para a biota aquética de modo geral.

Originalmente habitantes de ambientes efémeros rasos, sujeitos a grandes
variacbes diarias de temperatura e com alto teor de matéria organica (cuja
decomposicado mobiliza rapidamente o oxigénio e altera a condutividade e pH), espera-
se que D. brasiliensis seja uma espécie com ampla faixa de tolerancia a variacdo
desses fatores ambientais. No entanto, é importante que se estabelecam
experimentalmente as faixas 6timas de crescimento da espécie, a fim de tornar mais

eficiente o cultivo em larga escala para o0 uso em aquicultura.
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Assim, em face do exposto e tendo em vista a escassez de conhecimentos
acerca da dinamica populacional de D. brasiliensis e dos fatores ambientais que
influenciam a sobrevivéncia, o desenvolvimento e o crescimento dos estagios iniciais
de vida desta espécie, este trabalho objetivou caracterizar o ciclo de vida da
branconeta e identificar os principais fatores de influéncia em cultivos controlados, sob
as condi¢des climéticas da regido sudeste do Brasil, a fim de gerar informacdes que
possam subsidiar o estabelecimento de técnicas de cultivo da espécie para ampla
aplicagdo na aquicultura.
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Materiais e Métodos

Caracterizagcdo dos estadgios iniciais de desenvolvimento e das taxas de
crescimento de Dendrocephalus brasiliensis

Os cultivos experimentais de D. brasiliensis foram realizados em tanques de
1000L de volume situados sob estufa plastica (tipo casa de vegetacdo), na Estacéo
Experimental de Aquicultura do Departamento de Hidrobiologia da UFSCar (EEA-
DHb). Foram utilizados trés tanques circulares, sendo acompanhadas trés réplicas
para cada cultivo. Os ensaios foram realizados nos meses de julho e outubro de 2012,

e em maio, julho, setembro, novembro e dezembro de 2013.

Os sedimentos contendo cistos de D. brasiliensis foram provenientes de
cultivos anteriores realizados na mesma EEA. Todo o sedimento utilizado foi
homogeneizado para garantir que todas as linhagens distintas pudessem estar
presentes em diferentes réplicas. Os tanques foram secos e limpos para receberem o
in6culo. Aproximadamente 1000 g de sedimento contendo cistos foram distribuidos em
cada réplica e os tanques foram preenchidos com agua desclorada sob temperatura

ambiente.

Nos cultivos para identificacdo dos estagios de desenvolvimento, as coletas
foram realizadas diariamente a partir de 24 horas ap6s o enchimento dos tanques até
0 10° dia, sob temperatura aproximada de 25°C. Em cada coleta foram retirados 10
individuos, que foram fixados em formol 4% para posterior identificacdo dos estagios
de desenvolvimento através da observagdo em microscépio optico (Leica DMLS). As
medidas de comprimentos destes individuos, da porcdo anterior do até a base do
télson, foram feitas com auxilio de microscopio estereoscépico (Leica MZ5) com ocular
micrometrada. Foram realizados registros fotograficos em ambas as situacdes. Nos
cultivos para avaliagdo das taxas de crescimento frente as variaveis abidticas da agua,
foram realizadas coletas até o 10° dia ou até o aparecimento de individuos adultos,
isto é, fémeas com ovério contendo cistos. Ao final do periodo experimental, foi
anotado o comprimento de 10 individuos adultos e a taxa de crescimento foi calculada

pela razdo entre o comprimento e a duracao do experimento em dias.

A alimentacao dos nauplios se iniciou trés dias apés a eclosdo. A concentracdo
de algas fornecidas as branconetas nos tanques foi de aproximadamente 10° células
Lt em dias alternados durante todo o periodo experimental. As branconetas foram
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alimentadas com “agua verde” proveniente de um tanque destinado a este fim. O
tanque foi inicialmente adubado com fertilizante NPK (10/10/10) com concentracdo de
0,04 gL* para que se estabelecesse uma comunidade planctonica inicial,
principalmente fitoplanctonica. O indéculo algal utilizado foi de Pseudokirchneriella
subcapitata cultivada em laboratério. Em seguida, foram soltos nos tanques alguns
espécimes de Brycon cephalus (matrinxd), Oreochromis niloticus (tilapia) e Piaractus
mesopotamicus (pacu), desta forma manteve-se alta ciclagem de nutrientes nos
tanques, o que permitiu a manutencao da dgua verde altamente concentrada durante

todos os periodos experimentais.

Durante o periodo experimental, foram tomadas medidas de temperatura, pH,
condutividade e concentracdo de oxigénio dissolvido na agua, com o auxilio de sonda

multissensor YSI 6600® em todas as réplicas em dias alternados.

O experimento realizado para avaliar o inicio da alimentagdo dos nauplios foi
realizado em cubas de vidro de volume de 6 L, contendo 3 L de &gua de torneira
desclorada e aproximadamente 20 g de sedimento contendo cerca de 3000 cistos
foram inoculados em cada réplica (cada tratamento foi realizado em triplicata). Foram
utilizados trés tratamentos: alimentacdo apenas no inicio (24 horas apés o
enchimento), sem alimentagcédo e alimentacdo em dias alternados apés o 3° dia. O
ensaio teve duracdo de 10 dias. Para as contagens iniciais, até o 4° dia, quando os
nauplios ainda apresentam tamanho muito reduzido, foram retiradas amostras de 30
mL, em triplicata, de cada réplica, as quais foram fixadas em formol 4% para contagem
dos nauplios e posterior estimativa da densidade total. A contagem das subamostras
foi realizada em placas de acrilico quadriculadas, com o auxilio de microscépio
estereoscopico (Leica MZ5). Para as amostragens a partir do 5° dia, foram tomadas

subamostras de 200 mL e a contagem dos juvenis foi realizada a olho nu.

Para avaliar possiveis relacdes entre a taxa de crescimento e as variaveis

ambientais medidas, foram realizadas regressoes lineares simples par a par.
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Resultados

Os estagios de desenvolvimento de D. brasiliensis cultivados em temperatura
média de 25°C, desde a primeira fase naupliar, observada 24 horas pés-enchimento

(p.e), até os individuos adultos, foram fotografados sob microscopia e estao

apresentados na Figura 1.

3

I
(% Qi..‘_ 2

Nauplio Ill : 24 - 36 horas p.e. Nauplio IV — 36 horas p.e.
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Juvenil I: 72 horas

Juvenil lll: 5 dias p.e. Juvenil IV: 6 dias p.e.

70



Juvenil 1V: detalhe do Télson Juvenil IV: detalhe dos apéndices
locomotores/filtradores

Figura 1: Principais estagios de desenvolvimento de D. brasiliensis (aumento 50x)

cultivados em temperatura média de 25°C.

Os comprimentos e os tempos médios de cada estagio de desenvolvimento
identificado de D. brasiliensis, cultivados em temperatura média de 25°C estdo

expressos na Tabela 1:

Tabela 1. Tempo aproximado de cada estagio de desenvolvimento de D. brasiliensis e
0s respectivos comprimentos médios registrados, onde: L. médio = comprimento

médio e DP = desvio padrao.

Tempo Fase L. médio DP %

12 hs Nauplio | 286,64 4,61
24 hs Nauplio Il 529,39 2,79
36 hs Nauplio IlI 1101,50 3,65
48 hs Nauplio IV 1908,95 3,10
60 hs Nauplio V 4605,00 265,17
3 dias Juvenil | 6336,50 | 324,21
4 dias Juvenil Il 7273,00 434,68
5 dias Juvenil 1l 8719,00 236,88
6 dias Juvenil IV 9724,00 284,26
7 dias Adulto 10238,00 362,75
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Na figura 2 podemos observar as diferentes fases de D. brasiliensis sob um
aumento menor (10x), com régua milimetrada como referéncia de tamanho em cada
estagio de desenvolvimento.

Nauplio | Nauplio Il

Nauplio Il Nauplio IV
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SRR |

Juvenil | Juvenil Il

Juvenil IV — fase de transicéo Adultos
Figura 2: Comparagdo entre os tamanhos dos diferentes estagios de desenvolvimento

de D. brasiliensis (aumento 10x) cultivados em temperatura média de 25°C.

Durante a observacdo das diferentes fases do desenvolvimento das
branconetas, pudemos observar uma sobreposicdo de diferentes estagios de
desenvolvimento em terminado tempo. Em algumas amostras coletadas e fixadas
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Figura 3: Observacdo de trés fases distintas de D. brasiliensis observadas em

amostra fixada no mesmo tempo pdés-enchimento. Em vermelho, nauplio |; em verde,

nauplio 1l e em azul, nauplio III.

Os resultados dos experimentos para determinar as taxas de crescimento e

flutuagBes nas variaveis abidticas estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2: Taxas de crescimento médio de cada cultivo e os respectivos valores das

variaveis ambientais medidas, onde: Tx. Cresc. = taxa de crescimento médio expresso

em mm dia?l; Cond. = condutividade em uS cm-2; medida em % e OD. = oxigénio

dissolvido em mg L-1.

Temperatur

Data Tx. Cresc. a pH Cond. OD.
jul/12 0,675+1,03 | 22,56+ 0,89 6,78+0,2 81,88+9,33 | 6,96+0,21
out/12 1,385+0,67 | 28,46+0,88 | 594+0,16 | 544,66+ 18,91 | 7,34+0,14
mai/13 1,100+ 0,88 24,6+0,7 | 7,63+0,06 79,52+3.62 | 5,56+0,11
jul/13 0,664+0,95 | 23,8+0,40| 7,98+0,08 87,68+7,12 | 6,78 10,35
set/13 1,287+0,95 | 27,42+0,30 | 6,98+0,16 | 580,33+30,89 | 7,99+0,16
nov/13 1,566+0,97 | 31,6+0,81 | 7,40+0,07 442 +13,57 | 7,84+0,35
dez/13 1,683+0,88 | 32,76 +1,41 | 6,17+0,04 | 561,33+19,21 | 7,03+0,09
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Calculamos o valor de horas-grau, que expressa a relacdo entre temperatura e
tempo necessérios para que o organismos em questdo atinja a maturidade. Os valores

estimados sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores médios de horas-grau (expressos em horas °C) necessérias para se
atingir a maturidade sexual nos individuos de D. brasiliensis em cada més estudado. O

tempo refere-se ao dia em que os individuos atingiram a maturidade sexual.

Data Tempo | Horas-grau
jul/12 14 7580,16
out/12 9 6148,8
mai/13 11 6494,4
jul/13 13 7425,6
set/13 9 5923,44
nov/13 8 6067,2
dez/13 7 5503,68
Média 10 6449

Foi realizada uma regressdo linear simples em pares, entre a taxa de
crescimento e cada uma das variaveis abioticas. A analise da regressdo mostra que
existe alto indice de correlagédo entre a taxa de crescimento média e temperatura (R?
ajustado = 0,898), assim como entre taxa de crescimento e condutividade (R2 ajustado
= 0,65). Nao foi observada correlagéo entre a taxa de crescimento e valores de pH (R?

ajustado = 0,107), e oxigénio dissolvido (R2 = 0).

No teste de alimentacdo, observamos que os melhores resultados de
sobrevivéncia se deram com alimentag&o alternada a partir do 3° dia, onde, em média,
39,25% dos individuos observados no primeiro dia (24 horas p.e.) sobreviveram. A
taxa de sobrevivéncia média no tratamento sem adi¢éo de alimento por 10 dias foi de
11,21%, e quando foi fornecido alimento logo e apenas no primeiro dia, a
sobrevivéncia média ao final de 10 dias foi de apenas 4,74%. Na Tabela 4, séo
apresentadas as meédias do numero estimado de individuos a cada dia de experimento

nas trés réplicas de cada tratamento.
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Tabela 4: Médias diarias do nimero de individuos estimados a partir da contagem de

subamostras no experimento de alimentacéo e respectivos desvios.

Alimento ao inicio

Sem alimento

Alimentacgdo alternada

Dias Média DP Média DP Meédia DP
1 1353 81,45 1390 122,88 1393 37,86
2 337 148,05 1120 76,98 1124 54,10
3 207 105,21 949 88,26 941 69,15
4 156 74,83 790 68,70 765 31,56
5 131 66,13 557 79,55 683 6,43
6 117 57,43 371 48,10 649 14,26
7 98 41,29 262 21,62 619 11,83
8 78 34,10 204 22,37 598 5,51
9 69 30,76 169 13,04 564 20,74
10 64 29,76 156 18,09 547 16,43

A densidade populacional média de

experimental pode ser observada na Figura 4.

cada tratamento ao longo do periodo
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Figura 4: Grafico de dispersao entre numero de individuos e o tempo experimental
para cada tratamento alimentar.
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Discussao

Observamos que nas condi¢cdes de cultivo adotadas no presente estudo, o
desenvolvimento pds-embrionario de D. brasiliensis tem duracdo média de 10 dias. Os
mesmos resultados foram observados por Lopes (2007). Vasconcellos (2011) realizou
cultivos durante o inverno, e o tempo para atingir-se a maturidade sexual de D.
brasiliensis foi muito maior, cerca de 30 dias apdés o enchimento dos tanques de
cultivo. Embora neste estudo também tenhamos realizado cultivos em temperaturas
abaixo de 25°C, o tempo até a maturidade n&o foi tdo alto, sendo 14 dias o tempo

maximo necessario.

O conceito de horas-grau, comumente utilizado para descrever o periodo larval
de peixes, expressa a relacdo entre temperatura e tempo no desenvolvimento destes
organismos, através do produto entre o tempo e a temperatura média ao longo do
periodo. Teoricamente, o valor de horas-grau para se atingir a maturidade em
determinada espécie é uma constante, ou seja, quanto menor a temperatura, maior o
tempo necessario e vice-versa (Meijide et al ., 2000). Nossos resultados mostraram
uma diferenca de horas-grau necessarias nos cultivos em baixas temperaturas
(aproximadamente 7500) e nos cultivos em altas temperaturas (5500 a 6000). Embora
0s resultados sugiram que exista a relacdo entre tempo e temperatura no
desenvolvimento das branconetas, estes mesmos resultados nos sugerem que a
relacdo entre temperatura e 0 tempo necessario para se atingir a fase adulta em D.
brasiliensis seja uma relacdo mais complexa do que a relacéo linear entre estas

variaveis para o desenvolvimento de peixes.

A observagéo das fases de desenvolvimento de D. brasiliensis, bem como os
tempos e os tamanhos registrados para cada fase mostram que 0s estagios de
desenvolvimento sdo bem definidos, podendo ser identificadas até pelo tamanho
médio de cada fase. Isso nos permite com seguranca notar tras diferentes fases
naupliares ocorrendo concomitantemente, como observamos na figura 3. Como as
geracOes de D. brasiliensis sado discretas, oriundas de um Unico evento reprodutivo a
cada cheia das lagoas naturais, presume-se que todos os individuos tenham a mesma
idade, contudo isso ndo é verdadeiro por completo, pois, como observamos em nosso
estudo, diferentes fases naupliares podem coexistir numa mesma populagéo. Esta
observacdo pode ser um indicio da ocorréncia de eclosao tardia na espécie, ou seja,

parte dos cistos eclodem algum tempo depois, possivelmente como mecanismo
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preventivo da espécie contra um enchimento insuficiente da lagoa, o que dificultaria o
sucesso de um novo ciclo reprodutivo e consequente risco a perpetuacao da espécie.
Em nossos ensaios, cerca de dois dias apds o aparecimento de adultos, jA ndo
conseguiamos observar juvenis, sugerindo que a eclosao tardia, neste caso, possa

ocorrer até 48 horas apos o enchimento.

A partir dos resultados deste estudo, pudemos observar que valores mais altos
de temperatura e condutividade promovem uma maior taxa de crescimento. No
entanto, vemos na literatura que altas condutividades geralmente causam um efeito
inverso ao aqui encontrado, principalmente em relacdo a eclosdo de cistos de
resisténcia das mais diversas espécies (Brendonck, 2003; Rossi, 2004). Nestes
trabalhos, os autores associam a condutividade a ativacdo dos cistos de resisténcia,
funcionando como iniciador do processo de ecloséo.

Em estudos com organismos ativos, como € o caso do presente trabalho, a
condutividade é usualmente tratada como um indicador da salinidade, mesmo em
estudos de ambientes de agua doce. Embora ndo ocorra aumento da quantidade de
sais dissolvidos na agua, o aumento da condutividade pode ocorrer por inUmeros

fatores.

Um aumento na temperatura de uma solucdo ira provocar uma diminuicdo da
sua viscosidade e um aumento da mobilidade e do nimero dos ions em solucéo,,
devido a dissociacdo das moléculas. A medida que a condutividade de uma solucéo é
dependente destes fatores, o aumento da temperatura da solugdo acarretara um

aumento da sua condutividade.

Segundo Hayashi (2004), além da quantidade e composi¢cdo de espécies
ibnicas, a condutividade elétrica é fortemente dependente da temperatura. Portanto, a
condutividade elétrica de amostras de agua medida a varias temperaturas precisa ser
"corrigida" para valores correspondentes a uma temperatura padrdo para a
interpretacdo de dados com significado. I1sso ocorre porque a relacdo condutividade-
temperatura das solucdes de eletrolitos é controlada principalmente pela relacdo
viscosidade-temperatura da agua pura. Logo, uma equacdo com base em viscosidade
oferece uma maior precisdo do que a equacao linear, particularmente quando a

temperatura da agua for superior a 30°C.
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Além disso, € possivel ainda que exista uma relacdo entre a baixa
condutividade e a quantidade de matéria organica nos cultivos com temperaturas mais
baixas. Uma grande quantidade de matéria organica dissolvida tende a diminuir a
condutividade, uma vez que as espécies ibnicas disponiveis podem se combinar a
essas moléculas (Atkins; Paula, 2012). Em baixas temperaturas, D. brasiliensis
consome menos alimento, o que resulta em maior acimulo de matéria orgéanica
dissolvida. Portanto, pode ser que a menor condutividade elétrica registrada nos
cultivos que registraram temperaturas mais baixas seja indiretamente causada pelos

proprios organismos.

Nos ensaios com diferentes periodos de fornecimento de alimento, foram
registradas altas taxas de mortalidade no inicio de cultivo (Tabela 4) em todos os
regimes, periodo relacionado as fases de metamorfose registradas fotograficamente
(Figura 1) produzindo uma curva exponencial decrescente ao longo do tempo (Figura
3). Em Branchinecta ferox, Freyer (1983) registrou cerca de 20 estagios pré-adultos
distintos. As altas taxas de mortalidade deste periodo de mudas podem estar
relacionadas a selecdo natural em funcao de fatores epigenéticos (Balon, 1990).

Na alimentacdo do zooplancton, a combinacdo de diversas microalgas com
diferentes constituicbes de nutrientes, formas e tamanhos, podem melhorar a
percepcdo do animal, contribuindo para o aumento da capacidade de filtragdo e o
consumo de alimentos. Sobre isso, D'Abramo (1979) descobriu que a mistura de algas
cloroficeas fornecidas a uma espécie de Thamnocephalidae (mesma familia que D.
brasiliensis) resultam em maiores valores de producdo, taxas de ingestdo,

assimilagéo, sobrevivéncia e reproducdo dos mesmos.

Goncalvez (2001) testou a remocédo de algas em efluente pela alimentacdo de
D. brasiliensis. Em apenas 24 horas cerca de 90% das algas presentes no efluente
foram removidas, mostrando a eficiéncia de filtracdo de algas pela espécie. Nos
cultivos realizados na EEA com adultos é perceptivel a alta velocidade de filtracdo das
branconetas, porém, isso ndo ocorre nos primeiros dias de cultivo. Comumente, a
adicdo de algas nos primeiros dias resultava em insucesso completo, sem nenhum
individuo observado. Os resultados aqui encontrados confirmam que o fornecimento
de algas nos primeiros dias, coincidente com as fases naupliares, causa alta
mortalidade. Acreditamos que os nduplios apresentem alguma limitacdo no consumo

de algas neste periodo, seja ela morfoldgica ou fisiolégica. Em ambientes temporarios,
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a floracdo da comunidade fitoplanctbénica pode ocorrer em diferentes periodos
(Gliwicks, 1990), dessa forma, imaginamos que 0s estagios iniciais de D. brasiliensis
devam ser adaptados a uma fonte alimentar diferente, possivelmente mais abundante

e de menores tamanhos, como bactérias.

Conclusodes

As fases iniciais do desenvolvimento de D. brasiliensis sdo bastante

conspicuas e com tamanhos médios bem definidos.

A observacdo de fases naupliares distintas concomitantes nos sugere que
ocorra ecloséo tardia de uma parte dos cistos presentes no banco de ovos do

sedimento.

Temperatura e condutividade sé@o os parametros fisicos e quimicos da agua
que mais influenciam o crescimento em comprimento de D. brasiliensis, embora o

efeito da condutividade seja incerto.

A temperatura tem relacdo positiva com o crescimento e o desenvolvimento
das branconetas, embora a relacdo entre aumento da temperatura e o tempo para

completar o desenvolvimento n&o seja uma relagéo linear simples.

O fornecimento de algas para alimentacdo de D. brasiliensis é adequado,
exceto durante os primeiros dias de cultivo, onde ocorre alta mortalidade causada pela

adicdo de algas no meio de cultivo.
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CAPITULO 3

Taxas de crescimento e composi¢cao bioquimica de

Dendrocephalus brasiliensis em cultivos semi-intensivos
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A aquicultura € hoje uma das mais importantes atividades mundiais para a
producéo de alimentos. No entanto, dificuldades na larvicultura representam o principal
impedimento para uma producdo constante e eficiente. Peixes e crustaceos
necessitam de alimento vivo a0 menos nas fases iniciais de seu desenvolvimento. A
disponibilidade de alimento vivo tem impacto direto nas taxas de crescimento e
reproducdo desses animais cultivados. Artemia sp. vem sendo utilizada ha anos como
alimento vivo em aquicultura. No entanto, seu custo de producdo € elevado,
especialmente em sistemas de cultivo de espécies de agua doce, j4 que esse animal
naturalmente habita aguas salobras. Na busca por uma espécie alternativa, o
Anostraca dulcicola Dendrocephalus brasiliensis (branconeta), de ocorréncia comum
em lagoas temporéarias do nordeste brasileiro, tem grande potencial para utilizacdo na
aquicultura nacional. Embora protocolos de cultivo de D. brasiliensis ja tenham sido
desenvolvidos com elevada eficiéncia de producdo, e vérias espécies de peixes
tropicais tenham alta aceitacdo desse alimento (Projeto Tematico FAPESP
2008/02078-9), ainda existem poucas informacdes disponiveis sobre suas taxas de
crescimento em diferentes condi¢cdes alimentares e seu impacto na composicao

bioguimica e valores nutricionais da espécie.

No capitulo anterior, a variacdo de temperatura, associada a disponibilidade de
alimento foram apontadas como fatores determinantes no cultivo de D. brasiliensis. No
estudo apresentado neste capitulo, avaliamos as taxas de crescimento individuais
(comprimento) e populacionais (densidade populacional) desta espécie em cultivos
artificiais semi-intensivos, durante dois periodos do ano (inverno e verao), em tanques
com baixa e alta quantidade de recursos alimentares. Além disso, investigamos o
impacto dessas diferentes condigfes alimentares na composi¢cdo bioquimica das

branconetas cultivadas.

Os resultados do estudo sédo apresentados no manuscrito intitulado: “Impacto
da disponibilidade de recursos alimentares sobre o desempenho produtivo e o valor

nutricional de Dendrocephalus brasiliensis em cultivos semi-intensivos”
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Impacto da disponibilidade de recursos alimentares
sobre o desempenho produtivo e o valor nutricional
de Dendrocephalus brasiliensis em cultivos semi-

intensivos.

Silva, R.A.C.12 Meldo, M.G.G2.

1Departamento de Hidrobiologia, Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar), Rodovia Washington Luis, km 235, Sdo Carlos — SP, Brasil. CEP
13565-905

2Programa de P6s-Graduagdo em Ecologia e Recursos Naturais, UFSCar
ricardocustodioeco@gmail.com, +55 16 33518757
Abstract:

The production of fish post-larvae depends on the supply of live food during the first
exogenous feeds these organisms. Thus, the developing of sustainable and efficient
technics for rearing organism that may have potential to be used as live food becomes
increasingly important. The Anostraca Dendrocephalus brasiliensis, common species
of semi-arid regions of Brazil, meets the desired requirements of an organism to be
used as live food for fish. For this, this study investigated how to improve the cultivation
of the species under different conditions. The organisms were grown in two dietary
treatments: low amount of food resources and high quantity during the winter and
summer, a total of four treatments, which evaluated the growth in length, density and
subsequent analysis of the biochemical composition of the cultivated organisms. We
observed that the best growth results in length were obtained with high amount of food
during the summer. However, during the winter, we note that the low amount of food
resources results in greater survival and the biochemical analyzes, the group cultivated
in low amount of food also had higher amounts of proteins (64.06%). We have also

seen that D. brasiliensis has branched-chain polyunsaturated fatty acids (PUFAS) in
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amounts recommended for freshwater fish species. So generally D. brasiliensis is

recommended as live food for neotropical fish species.

Key-words: Crustacea, Anostraca, Aquaculture, food availability, growth rates,
biochemical composition
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Resumo

A producdo de pés-larvas de peixes depende do fornecimento de alimento vivo
durante as primeiras alimentacdes exdgenos destes organismos. Desta forma, o
desenvolvimento de técnicas sustentaveis e eficientes de organismos que possuem
potencial para serem usados como alimento vivo torna-se cada vez mais importante. O
Anostraca dulcicola Dendrocephalus brasiliensis, espécie comum de regides semi-
aridas do Brasil, preenche os requisitos desejados em um organismo para ser utilizado
como alimento vivo para peixes. Para isso, investigamos neste estudo como
aperfeicoar o cultivo desta espécie em diferentes condi¢cdes. Os organismos foram
cultivados em dois tratamentos alimentares: baixa quantidade de recursos alimentares
e alta quantidade, durante o inverno e o verao, totalizando quatro tratamentos, onde
avaliamos o0 crescimento em comprimento, densidade e posterior andlise da
composi¢do bioquimica dos organismos cultivados. Observamos que 0s melhores
resultados de crescimento em comprimento foram obtidos com alta quantidade de
alimentos durante o verdo. Entretanto, durante o inverno, notamos que a baixa
quantidade de recursos alimentares resulta em maior sobrevivéncia, e que nas
andlises bioquimicas, o grupo cultivado em baixa quantidade de alimento também
apresentou maiores quantidades de proteinas (64,06%). Vimos ainda que D.
brasiliensis apresenta acidos graxos poliinsaturados de cadeia ramificada em
quantidades recomendados para peixes de agua doce, sendo a espécie, de modo

geral, recomendavel para utilizacao na larvicultura de peixes neotropicais.

Palavras-chave: Crustacea, Anostraca, aquicultura, alimento disponivel, taxas de

crescimento, composi¢ao bioquimica
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Introducao

A aquicultura tem se firmado, dentre as atividades de producdo de alimentos,
como uma das mais proeminentes em termos de expansao nos ultimos anos (FAO,
2014). Este crescimento resulta do aumento da demanda por peixes, crustaceos e
outros organismos aquaticos pelas popula¢cdes humanas, o que também se traduz em

maior interesse no desenvolvimento de novas tecnologias relacionadas.

A aquicultura continental atual tem um enorme potencial para atender as
necessidades protéicas humanas, atenuando também as pressbes que a atividade
pesqueira exerce sobre populacdes naturais de pescado, cujos estoques ndo sao

suficientes para atender as demandas atuais.

Embora os avancos nos cultivos em larga escala de diversas espécies de
peixes sejam uma realidade, é nos estagios inicias de vida que a piscicultura encontra
0 maior obstaculo para uma producdo continua e efetiva. Para se ter sucesso na
piscicultura, é preciso ter sucesso na larvicultura, e o sucesso na larvicultura depende
principalmente da disponibilidade de dietas adequadas que possam ser facilmente
consumidas e digeridas pelos peixes jovens, bem como fornecerem o0s nutrientes
necessarios para promover um bom crescimento e a saude das larvas (Mukhopadhyay

; Ayyappan et al , 2002).

Muito embora tenha ocorrido avango no desenvolvimento de tecnologia na
larvicultura no tocante ao desenvolvimento de dietas inertes, ainda a maior parte dela
esta baseada na utilizacdo de alimento vivo como estratégia de alimentacao,
especialmente das espécies altriciais que apresentam pouca reserva vitelinica e um
trato gastrointestinal indiferenciado (Portella et al., 2002). O fornecimento de presas
vivas na primeira alimentacdo exdégena das pds-larvas é fundamental visto que, gracas
a seus movimentos na coluna da agua e a liberacdo de substancias quimicas como
aminoacidos livres, estimulam, nas pés-larvas, um padrdo alimentar de aprendizagem,
mediado por um sistema quimiorreceptor muito bem desenvolvido que Ihes permite
identificar a localizacdo dos organismos vivos (Cestarolli, 2005; Tesser ; Portella,
2006). Alem disso, as presas vivas, por serem capazes de nadar na coluna da agua,
estdo constantemente disponiveis para as pés- larvas, enquanto que as dietas inertes
tendem a agregar-se na superficie da 4gua ou se precipitam ao fundo, estando

disponiveis para as pos-larvas por pouco tempo (Conceicdo et al., 2010). Esses
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autores também mencionam que as presas (e.g. zooplancton), por terem um
exoesqueleto fino e alto conteldo de agua na sua composi¢cdo bioquimica (>80%),
embora com menor concentracdo de nutrientes, podem ser mais palataveis para as

pés-larvas do que dietas inertes que séo duras e secas.

Sabe-se que, ao final da reabsor¢cdo do saco vitelinico, as larvas de peixes
devem estar aptas a procurar e assimilar os alimentos (Chakrabarti et al., 2006).
Embora nas primeiras alimentagBes o trato digestorio da maioria das espécies de
peixes ainda ndo seja completamente funcional, o0 mesmo j& contém enzimas
relacionadas ao metabolismo (digestéo, absorcdo e assimilacdo) de nutrientes como
proteinas e lipidios. No entanto, a atividade enzimética é relativamente baixa em
comparagdo com peixes adultos (Kolkovski, 2001). Alguns autores afirmam que esta
baixa atividade enzimatica pode ser compensada através de alimentos vivos
consumidos pelas larvas (Dabrowski, 1984; Kolkovski, 2001), nos quais 0s animais
ingeridos auxiliam sua digestao “doando” suas proprias enzimas digestivas. Outros
autores, no entanto, afirmam que as enzimas provenientes do alimento vivo ndo séo
representativas no processo digestério das larvas de peixes, tendo pequena
contribuicdo a atividade enzimatica em algumas espécies de peixes (Mello 2010; Cahu
; Zambonino-Infante, 1995, 2001).

No entanto, na maioria das espécies de peixes utilizadas na piscicultura, o0s
melhores resultados sdo obtidos com alimentos vivos ou com uma alimentacdo
combinada (Policar et al., 2007). Estudos mostram vantagens da alimentagao conjunta
ou co-alimentacédo, podendo-se tirar proveito da alta atratividade das presas vivas e da
alta densidade em nutrientes de dietas formuladas (Tesser et al., 2005). Carneiro et al.
(2003) afirmam que a alimentac¢do das larvas de peixes com organismos vivos durante
curto tempo, antes de oferecer dietas formuladas, melhora a habilidade das larvas a

digerirem as dietas formuladas.

Diversos grupos do zooplancton natural (rotiferos, microcrustaceos, etc.) tém
sido amplamente utilizados como alimento vivo na larvicultura. Muitas vezes esses
organismos séo principalmente utilizados em uma escala menor ou em locais onde a
coleta de populagbes naturais (ou induzidas) é possivel, mas ainda assim, seu uso
como alimento vivo tem gerado excelentes resultados em termos de desempenho
(crescimento e sobrevivéncia) e de valores nutricionais das larvas (Van der Meeren ;

Naas 1997). Apesar do progresso no desenvolvimento de novas técnicas de cultivo
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desses organismos (Payne ; Rippingale 2001; Lee et al., 2005), estabelecer protocolos
que apresentem uma relacdo de custo-beneficio satisfatéria para produgdo em massa

ainda é um desafio..

Nos ultimos anos, tem crescido a utilizacdo de crustaceos da ordem Anostraca
na aquicultura. Esse grupo, predominantemente dulcicola, possui caracteristicas
Unicas que lhe permite sobreviver sob condigces ambientais extremas. A maioria das
espécies vive em corpos d’agua intermitentes (lagoas temporarias), caracterizados por
condicBes abidticas instaveis e reconhecidamente considerados como habitats
estressantes (Belk ; Cole, 1975; Vernberg e Vernberg, 1983). Os organismos deste
grupo possuem altos indices de mortalidade, especialmente nos primeiros estagios de
vida. O desenvolvimento rapido e a reproducao precoce também sdo caracteristicas
intrinsecas e vitais para os organismos que vivem neste tipo de ambiente (Williams,
1985). Outra caracteristica peculiar e de interesse em uma espécie a ser utilizada na
aquicultura é a capacidade inerente de produzir cistos de resisténcia em grandes
quantidades e com longo prazo de viabilidade. Por possuirem caracteristicas
favoraveis para a aquicultura, os anostrdceos sao potenciais candidatos para

utilizagdo como alimento vivo em larvicultura (Namin et al , 2007).

Dentre os inumeros Anostraca com potencial aquicola, Artemia sp. ja é
consagrada como alimento vivo na aquicultura. Habitantes de aguas salobras, as
artemias apresentam diversas caracteristicas favoraveis para a aquicultura, com
destaque ao facil isolamento dos cistos de resisténcia, os quais podem ser facilmente
encontrados em lojas de aquarismo. No entanto, a atual producéo de cistos de Artemia
nao atende a crescente demanda e vem se tornando cada vez mais onerosa, 0 que

tem gerado a busca por uma espécie alternativa.

O Anostraca dulcicola Dendrocephalus brasiliensis (Pesta, 1921),
popularmente conhecido como branconeta, de ocorréncia natural de regibes
semiéridas do Brasil (Cesar, 1989), tem grande potencial para substituir a Artemia
como fonte de alimento vivo para espécies de 4gua doce cultivadas. Sob condi¢des de
cultivo intensivo, essa espécie tem apresentado elevadas taxas de eclosdo e baixas
taxas de mortalidade quando comparada a Artemia, além de menor custo operacional

(Grombone et al., dados ndo publicados).
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Contudo, além das caracteristicas favoraveis ao cultivo, é preciso que o
organismo utilizado como alimento vivo atenda as necessidades nutricionais dos
peixes quanto as propor¢cdes de proteinas, lipidios, em especial &cidos graxos, e
carboidratos.

As proteinas representam grande parte do custo das dietas formuladas. Por
isso, a metabolizacdo das proteinas pelos peixes deve ser voltada para a sintese
proteica estrutural destes organismos, e ndo para a obtencdo de energia (Shiau,
1997). Essa metabolizacdo proteica ideal pode ser alcancada aumentando-se a
concentracdo de energia na dieta, através da inclusdo de fontes energéticas néo
proteicas, tais como lipidios e carboidratos (Watanabe et al. 2001). Nas proporcdes
adequadas, estes nutrientes podem melhorar a utilizacdo das proteinas pelos peixes,
reduzindo assim a excre¢cdo de compostos nitrogenados, o que tem impacto inclusive

na qualidade da descarga de efluentes da piscicultura (Kaushik ; Me'dale 1994).

Lipidios séo importantes componentes da dieta, fornecendo energia e acidos
graxos essenciais (Watanabe, 1982). Sao eficientemente metabolizados pela maioria
das espécies de peixes (Sargent et al., 1989). O aumento da quantidade de lipidios na
dieta reflete uma melhora no desempenho das larvas, principalmente no que concerne

a utilizacao das proteinas pelos peixes.

Dentre as diferentes classes lipidicas encontradas nos peixes, 0s acidos graxos
essenciais (EFAs) merecem atencdo especial. Os acidos graxos polinsaturados
(PUFAs) sao indispensaveis na dieta das larvas de peixes, principalmente o &cido
docosa-hexaendico (DHA, C 22: 6n3), o acido eicosapentaendico (EPA, C20: 5n3) e
acido araquidonico (ARA, C 20: 4n6) (Glencross 2009).

Embora os peixes ndo tenham nenhuma exigéncia dietética especifica para
carboidratos, a auséncia deste nutriente na dieta pode deprimir o crescimento (Wilson,
1994), enquanto o excesso de carboidratos pode afetar negativamente parametros
fisiolégicos e morfologicos, constantemente causando altos niveis de glicose no
sangue, ou ainda insuficiéncia hepatica devido ao aumento da deposi¢éo de glicogénio
(Hemre et al., 2002).

Dendrocephalus brasiliensis atende as caracteristicas desejaveis em
organismos a serem utilizados como alimento vivo, tendo grande potencial para

utilizagdo na aquicultura nacional em virtude de seu tamanho (25mm), facilidade de
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cultivo e grande atratividade para os peixes. Entretanto, sdo escassos 0s estudos que
investiguem condicdes de cultivo voltadas para producédo em larga escala, bem como
a qualidade nutricional da espécie, principalmente no que se refere a aminoacidos

livres e os acidos graxos.

Em face do exposto, este estudo teve como principais objetivos (1) investigar o
desempenho de D. brasiliensis sob condicBes de cultivo semi-intensivo, através da
avaliacdo de suas taxas de crescimento (individual e populacional) em dois periodos
do ano (inverno e verdo), com baixa e alta disponibilidade de recursos alimentares; e
(2) avaliar o valor nutricional desses animais através da determinacdo de sua
composicdo bioquimica. Com isso, buscou-se compreender a interagdo entre estes
fatores no ciclo de vida da espécie, bem como averiguar se os diferentes regimes
alimentares alteram a qualidade nutricional da espécie, com o intuito final de aprimorar

as condi¢Bes de cultivo em larga escala desses organismos.
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Materiais e Métodos
Cultivo de Dendrocephalus brasiliensis e experimentos de taxa de crescimento

Os cultivos de D. brasiliensis foram realizados em tanques de 500L de volume
situados sob estufa plastica (tipo casa de vegetacdo), na Estacdo Experimental de
Aquicultura do Departamento de Hidrobiologia da UFSCar (EEA-DHb). Foram
utilizados seis tanques, sendo trés réplicas para cada tratamento: baixa quantidade de
recursos alimentados (BR), sendo este considerado o grupo controle do experimento,
e alta quantidade de recursos alimentares (AR), bem como em duas esta¢fes: inverno
e verdo. Os ensaios realizados durante o inverno se deram nos meses de julho e
agosto de 2014, os de verdo durante dezembro de 2014. A distribuicdo dos tanques

disponiveis foi aleatéria para cada ensaio.

Os sedimentos contendo cistos de D. brasiliensis sédo provenientes de cultivos
anteriores realizados na mesma EA. Todo o sedimento utilizado foi homogeneizado
para se evitar que linhagens distintas pudessem estar presentes em diferentes
réplicas. Os tanques foram secos e limpos para receberem o indculo.
Aproximadamente 500g de sedimento contendo cistos foram distribuidos em cada
réplica e os tanques foram preenchidos com agua declorada sob temperatura

ambiente.

Cerca de 24 horas ap6s o enchimento dos tanques podemos observar o0s
primeiros nauplios eclodidos, porém neste estudo as coletas se iniciaram trés dias
ap6s o enchimento, pois s6 entdo os nauplios podem ser identificados a olho nu,
facilitando o manuseio dos mesmos. As coletas seguintes foram realizadas

diariamente até o sexto dia, depois uma nova coleta no 10°, 15° e 20° dia.

A alimentagdo dos nauplios também se iniciou trés dias apos a eclosdo. As
branconetas foram alimentadas com “agua verde” proveniente de um tanque destinado
a este fim. O tanque foi inicialmente adubado com fertilizante NPK (10/10/10) com
concentracdo de 0,04 gL para que se estabelecesse uma comunidade plancténica
inicial,  principalmente fitoplancténica. O in6culo algal utilizado foi de
Pseudokirchneriella subcapitata cultivada em laboratério. Em seguida, foram soltos
nos tanques alguns espécimes de Brycon cephalus (matrinxd), Oreochromis niloticus

(tilapia) e Piaractus mesopotamicus (pacu), desta forma manteve-se alta ciclagem de
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nutrientes nos tanques, 0 que permitiu a manutencdo da agua verde altamente

concentrada durante todos os periodos experimentais.

A concentracdo de algas fornecidas as branconetas nos tanques foi menor
durante os seis primeiros dias. Para estimar a quantidade de células fornecida por
volume, foi feita contagem de células de amostra da “agua verde” em microscopio
optico. Nos tanques do grupo controle foram fornecidas aproximadamente 5 x 103
células L. Nos tanques do grupo experimental, a concentracdo aproximada foi de 104
células L. Apdés o sexto dia, o grupo controle passou a ser alimentado com
aproximadamente 10* células L?, jA o grupo experimental, com aproximadamente 5 x
10 células L. Os individuos de D. brasiliensis foram alimentados em dias alternados
durante todo o periodo experimental.

Em cada coleta, recolhemos dez individuos por réplica, que tiveram seus
comprimentos medidos, da porgdo anterior do encéfalo até a base do télson. Nos
primeiros dois dias de coleta, com os individuos apresentando tamanho inferior a
aproximadamente dois milimetros, os espécimes foram fixados com formol 4% e
medidos com auxilio de microscopio estereoscépico (Leica). Nas coletas
subsequentes, utilizou-se lupa manual ou olho nu, utilizando régua e papel milimetrado

impermeabilizado.

Para se medir a densidade, foi utilizada uma rede pequena, de area retangular
de 25 cm? e abertura de 500 nm, até o sexto dia. A partir do décimo dia foi utilizada
rede circular com area de aproximadamente 113 cm? e abertura de 2 mm. Em cada
coleta, a rede era passada no aglomerado de individuos de D. brasiliensis por trés
vezes seguidas, os individuos retidos eram entdo contados e devolvidos ao tanque. A

densidade considerada era a média das trés contagens em cada tanque.

Durante o periodo experimental, foram tomadas medidas de temperatura
diariamente. Medidas de pH e niveis de oxigénio da agua foram tomadas a cada trés
dias para controle de qualidade da agua. Também acompanhamos o desenvolvimento
dos espécimes, anotando o dia em que era possivel observar a maioria dos individuos

coletados em fase adulta — fémeas com 6rgao ovipositor evidente.

Ao final dos experimentos, foram coletados 50 individuos de cada tratamento, a

fim de obtermos um valor médio de massa por individuo.
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Analises Bioquimicas

As condicbes de cultivo utilizadas para este teste foram as mesmas do
experimento de taxa de crescimento, contudo este foi realizado apenas durante o
verdo. Ao final, todos os individuos de cada réplica foram coletados, e uma aliquota de

mesma massa de cada tratamento foi destinada as analises.
Proteinas totais

No método Dumas, a amostra sofre uma digestdo oxidativa com oxigénio a
aproximadamente 900-1200°C; entdo o gas é arrastado com auxilio de hélio,
purificado (incluindo a remocdo de agua) e os Oxidos de nitrogénio formados séo
reduzidos a nitrogénio elementar pelo contato com metal quente (tungsténio ou cobre),
o0 qual é determinado quantitativamente por detector de condutividade térmica. O
conteudo de nitrogénio é multiplicado pelos fatores de conversédo especificos para
proteina. Considerando este método, cerca de 150 a 300 mg de amostra, em folha de
estanho, foram pesadas e levadas para uma pré-secagem em estufa, a uma
temperatura de 105°C durante 30 min, visando remover o excesso de umidade, de
acordo com a necessidade. A folha de estanho foi entdo fechada, de maneira
adequada, retirando todo o ar da embalagem. Foram introduzidas as amostras no
instrumento de proteina por combustdo e os dados de identificagcdo, juntamente com
os de massa, foram colocados no sistema. Iniciaram-se as andlises e as leituras
acerca do teor de Nitrogénio foram efetuadas diretamente no equipamento de leitura

de proteinas por combustao.
Aminoacidos

O sistema HPLC utilizado resultou da adaptagéo feita de um analisador de
aminoacidos SPC1000 (Figura B), originalmente fabricado para troca ibnica e
derivatizagcdo pés-coluna com ninidrina, para um sistema de derivatizagdo pré-coluna,
com fenilisotiocianato (PITC) e coluna de silica para fase reversa. O novo conjunto é
constituido de degassificador, médulo de bomba quaternéria, valvula de injecdo
Rheodyne, modulo de forno e modulo de deteccdo UV, equipado com coluna LUNA
C18 100 A 5u, 250x4,6mm 00G-4252-EQ.

Dada a descricdo do equipamento, calculou-se a massa a ser hidrolisada em

funcdo do teor de %PB na amostra seguindo a Tabela A, e em seguida pesou-se a
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massa em um tubo de hidrolise (Figura C, fabricacdo nacional), adicionou-se 9mL de
HCI 6N com 3% m/v de fenol, fez-se vacuo no tubo, lacrou-se e acondicionou-se o
mesmo em bloco de reacdo térmica (Figura D), deixando-o por 24h a 110°C. Em
seguida, acrescentou-se uma aliquota do padréo interno AAAB e diluiu-se a volume
tabelado. Filtrou-se uma aliquota, seguindo a tabela de diluicdo, secou-se a 70miliTorr
em sistema trapp com nitrogénio criogénico. Neutralizou-se com uma solugéo 4:4:2 de
acetato de sodio trihidratado 0,2N, metanol grau HPLC e trietilamina a 99-100%,
secou-se novamente como ja descrito. Nesta etapa, adicionou-se o PITC para
derivatizar os aminoécidos liberados pela hidrélise, formando-se o PTC aminoacido.
Ao tubo contendo os cristais de aminoéacidos derivatizados, adicionou-se 500uL de
diluente. A deteccdo foi a 254nm apoOs a cromatografia em fase reversa (loop de
injecdo de 30uL, pH 6,40, em gradiente linear binario com fluxo de 1mL/min e
temperatura da coluna 58°C), sendo o eluente A um tampédo de acetado de sédio
0,14N, acetonitrila (240mL/2000mL de acetado de so6dio 0,14N) e trietilamina
(ImL/2000mL de acetado de sodio 0,14N). O eluente B, uma solucdo 6:4 de
acetonitrila (grau HPLC) e agua milli-Q. A quantificacéo foi feita por inclusédo do &cido

a-aminobutirico AAAB como padrao interno.

Acidos graxos

Gorduras e &cidos graxos podem ser extraidos dos alimentos através
demétodos de hidrdlise (hidrélise acida para a maioria dos produtos, hidrélise alcalina
para produtos lacteos). Durante a analise é adicionado acido pirogalicocom o intuito de
minimizar a degradac@o oxidativa dos &cidos graxos. O triglicéride undecandico
(C11:0) é adicionado como padréo interno. A gordura é extraida com a utilizacéo de
éter e metilada em ésteres metilicos de acidos graxos (fattyacidmethylesters - FAMES)
através da reacao com trifluoreto de boro (BF3) em metanol. FAMEs sao medidos
gquantitativamente por cromatografia gasosa capilar mediante a utilizacdo de padrao
interno C11:0. A gordura total é calculada como a soma de todos os acido graxos e
expressa como triglicéride equivalente. Gorduras saturadas e monoinsaturadas séo
calculadas com a soma de seus respectivos acidos graxos. Gorduras

monoinsaturadas incluem somente a forma cis.
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Logo, foi pesada precisamente uma porcdo homogeneizada da amostra
(contendo aproximadamente 100-200mg de gordura) no frasco de mojonnier; o
material foi forcado o maximo possivel para dentro do frasco. Adicionou-se
aproximadamente 100mg de acido pirogalico e 2,0mL de solu¢do de padrao interno
triglicéride, juntamente com algumas pérolas de vidro. Posteriormente, foi adicionado
2,0mL de &lcool etilico e a porcdo foi misturada até que tudo estivesse em solugao.
Tendo feito isso, adicionou-se 10mL de HCL 8,3M e misturou-se bem, colocando
posteriormente o frasco em banho-maria com agitacédo a 70°C-80°C, e manteu-se a
velocidade de agitagdo moderada por 40min; a cada 10 min misturou-se o conteudo
do frasco em agitador vortex visando a incorporagdo na solugdo de particulas que
estivessem aderidas as paredes do frasco. Apés digestdo, foi removido o frasco do
banho-maria e este foi resfriado a temperatura ambiente (20°C-25°C), adicionou-se
alcool etilico suficiente para preencher o reservatério do frasco e o contetdo foi

misturado cuidadosamente.

Na metilacdo, foi dissolvida a gordura extraida em 2-3mL de cloroférmio e 2-
3mL de éter etilico, transferindo posteriormente a mistura para vial, evaporando em
banho-maria a 40°C e completando a evaporacdo em fluxo de nitrogénio.
Posteriormente adicionou-se 2,0mL de reagente BF; e 1mL de tolueno, sendo a tampa
do vial vedada com septo de teflon/silicone e entdo aguecendo o recipiente por 45min
a 100°C, este sendo agitado gentilmente por 10 min e entdo aguardando que 0 mesmo
chegasse a temperatura ambiente (20°C-25°C), apds o processo. Adicionou-se 5,0mL
de agua, 1,0mL de hexano e aproximadamente 1,0g de sulfato de sédio, o vial foi
entdo tampado e agitado por 1min. Foi aguardada a separagcdo das fases e a fase
superior foi cuidadosamente separada para outro vial contendo 1,0g de sulfato de
sbédio. Os FAMEs foram, entéo, injetados na coluna do cromatdgrafo a gas, ou caso
mais conveniente, foi transferido a um vial de amostrador automatico para analise da

cromatografia a géas.

Na determinacéo, o tempo de retencéo relativo e o fator de resposta de cada
éster metilico de acido graxo foi obtido através da analise por cromatografia a gas da
solucdo padréo de cada éster, e da solugdo padrdo da mistura dos ésteres. Injetou-se
aproximadamente 2uL da solu¢do padrao individual de cada éster e 2uL da solucdo
padrdao da mistura dos ésteres. Foi utilizada a solucdo padrédo da mistura de ésteres

para ajustar a resposta cromatografica antes de injetar algumas solucdes teste. Depois
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que as condicbes cromatograficas estavam ajustadas, injetou-se as solucdes testes

das amostras.
Carboidratos

Na cromatografia de ions, a separacdo € obtida quando os componentes da
amostra sdo carregados pela fase mével (ou eluente), migram e interagem com a fase
estacionaria. A velocidade de migracdo de um dado componente € em funcéo do
equilibrio de distribuicdo da amostra entre as fases mobvel e estacionaria. Os
componentes que tiverem maior afinidade com a fase estacionaria migrardo
lentamente comparados aos de maior afinidade coma fase movel. Portanto, a
separacao resulta de diferentes velocidades de migracdo como uma consequéncia do
equilibrio de distribuicdo. Tendo isso em mente, os seguintes procedimentos foram

tomados visando a estabilizagdo da amostra.

Primeiramente, foram pesadas duas amostras de 20 a 500 mg, tendo sido
ambas previamente homogeneizadas, e ambas foram transferidas para o frasco de
hidrolise. Em seguida, foi adicionado ao frasco 0,8ml de uma solucdo de &cido
sulfarico 72%, sendo entdo o recipiente tampado e agitado no vértex por 10s. Apds um
repouso de 1 hora, foram adicionados 5 ml de 4gua ultrapura e o frasco foi submetido
ao vacuo ultrassom por um periodo de 5 min. Tendo o recipiente tampado, 0 mesmo
foi aquecido até 90°C por 4 horas no bloco digestor, posteriormente sendo esfriado e,
todo seu conteltdo, juntamente com a agua ultrapura, foi transferido para um Becker
de 100ml, com auxilio de uma pisseta. O pH foi entdo ajustado a um valor entre 7 e
11,5, com o auxilio de uma fita de pH. Por fim, a substancia foi transferida para um
baldo volumétrico de acordo com a concentracao, sendo assim completado o volume

com agua ultrapura, diluicdes foram feitas de acordo com a necessidade.

A Energia Bruta (EBfoi medida das em Bomba Calorimétrica (IKA modelo
5000).

Estatisticas

Para andlise dos resultados obtidos, foram realizados testes de andlise de
variancia entre os comprimentos no ultimo dia de cultivo (one way ANOVA), e teste de
Tukey a posteriori para resultados paramétricos e Kruskal-Wallis para resultados néo-
paramétricos. Os calculos estatisticos e a elaboracdo dos graficos foram realizados

com auxilio do software SigmaPlot 11.0.
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Resultados

As temperaturas anotadas nos diferentes tanques experimentais (réplica um e
dois de cada ambiente testado) ndo foram significativamente diferentes entre si
(ANOVA), portanto, para efeito comparativo entre o inverno e o verao, foram adotadas
as médias de todos os tanques, que podem ser observadas na Figura 1, bem como os
desvios-padrao para cada dia anotado.
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Figura 1: Temperatura média e desvio-padrao para cada dia de coleta durante o verao

(circulos cheios) e o inverno (circulos vazios).

A diferenca entre as temperaturas registradas nas duas estagbes foi
estatisticamente significativa, com p-valor = 0,012 e o tempo para se atingir a idade
adulta foi de 7 a 8 dias durante o verdo e de 16 a 20 dias durante o inverno. Os
resultados dos testes estatisticos comparando crescimento em comprimento entre 0s

diferentes tratamentos estao resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1: Resumo dos resultados dos testes estatisticos comparando os
comprimentos de individuos de D. brasiliensis ao final do experimento. AR: alto

recurso, BR: baixo recurso, v: verao, i: inverno.

Normalidad Varianci Kruskal-
ANOVA e a Tukey Wallis
ARv x BRv <0.001 0.686p 1.000p  <0.001
ARi x BRi 0.171p <0.050f 0.013
ARv X Ari <0.001 0.847p 0.451p <0.001
BRv x BRi < 0.050f <0.001

p: passou no teste, f: falhou no teste.

Durante o verdo, a taxa de crescimento médio no grupo controle (BR) foi de
0,77 mm ind-? dia, no grupo experimental (AR) o crescimento foi de 1 mm ind-* dia™.
Ja durante o inverno, o grupo controle apresentou taxa de crescimento de 0,62 mm

ind~* dial, e o grupo experimental 0,69 mm ind-* dia™™.

Abaixo, observamos uma comparacao entre as curvas obtidas de crescimento
médio e densidade dos dois tipos de ambiente (tratamento) durante o veréo (Figura 2)
e durante o inverno (Figura3).
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Figura 2: Diferencas entre os cultivos em ambiente AR e BR durante o verdo. (a):

curvas de crescimento médio em meio AR e em meio BR. (b): boxplots da variacdo de

densidade em meio AR e em meio BR.
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Figura 3: Diferencas entre os cultivos em ambiente AR e BR durante o inverno. (a):
curvas de crescimento médio em meio AR e em meio BR. (b): boxplots da variagdo de

densidade em meio AR e em meio BR.
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Em seguida, observamos um comparativo de crescimento e densidade, sob a
mesma condicdo ambiental (tratamento), porém em diferentes estacdes. Nas Figuras
4 e 5 temos a comparacdo entre estas variaveis em ambientes com alto recurso e

baixo recurso (controle), respectivamente.
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Figura 4: Diferengas entre os cultivos em ambiente AR durante o ver&o e o inverno.
(a): curvas de crescimento médio durante o verdo e durante o inverno. (b): boxplots da

variagdo de densidade durante o verdo e durante 0 inverno.
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Figura 5: Diferencas entre os cultivos em ambiente oligotréfico durante o verdo e o
inverno. (a): curvas de crescimento médio durante o verdo (LV) e durante o inverno
(LI). (b): boxplots da variagéo de densidade durante o verdo (1) e durante o inverno

(2), onde n € o nimero de individuos.
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Parte dos resultados das analises bioquimicas estdo resumidos nas figuras 6 e
7, onde estdo expressas as porcentagens de cada biomolécula em relacdo ao peso-

seco das amostras.

% | Peso seco (AR)

I Proteinas 55,42%
[ Lipidios 8,47%
B Carboidratos 2,37%
[ Cinzas 7,58%

Figura 6: Porcentagens de proteinas, lipidios, carboidratos e cinzas em relagdo ao
peso seco das amostras referentes ao cultivo em ambiente com alta quantidade de

recursos alimentares.
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%I Peso Seco (BR)

I Proteinas 64,06%
[ Lipidios 7,79%
B Carboidratos 5,76%
— Cinzas 7,45%

Figura 7: Porcentagens de proteinas, lipidios, carboidratos e cinzas em relacdo ao
peso seco das amostras referentes ao cultivo em ambiente com baixa quantidade de

recursos alimentares.

Nas Tabelas 2 e 3, observamos um comparativo dentre os aminoacidos e 0s

acidos graxos de cada tratamento.
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Tabela 2: Aminoacidos encontrados nos dois tratamentos, em % do total de

aminoécidos.

Alto Recurso Baixo Recurso

Molécula fr(%) | Molécula fr(%)
Acido Glutamico 16,82 | Acido Glutamico 20,37
Leucina 12,54 | Leucina 12,17
Alanina 10,70 | Alanina 9,79
Glicina 8,26 | Glicina 9,26
Prolina 6,73 | Prolina 7,41
Fenilalanina 6,73 | Valina 6,35
Isoleucina 5,81 | Fenilalanina 6,08
Acido Aspartico 4,89 | Isoleucina 5,82
Tirosina 4,89 | Acido Aspartico 3,97
Histidina 4,28 | Histidina 3,44
Lisina 3,98 | Metionina 2,65
Arginina 3,06 | Tirosina 2,38
Treonina 2,75 | Lisina 2,38
Serina 2,45 | Serina 1,85
Valina 1,83 | Arginina 1,59
Triptofano 1,53 | Treonina 1,59
Cistina 1,22 | Triptofano 1,32
Taurina 0,92 | Taurina 0,79
Metionina 0,61 | Cistina 0,79
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Tabela 3: Acidos graxos encontrados nos dois tratamentos, em % do total de &cidos

graxos.
Alto Recurso Baixo Recurso
Molécula fr(%) Molécula fr(%)
Acido Palmitico 38,00 | Acido Palmitico 2,17
Acido Esteéarico 16,00 | Acido Estedrico 2,17
Acido Oleico 16,00 | Acido Oleico 2,17
Acido Linoleico 6,00 | Acido Linoleico 36,96
Acido Alfa Linolenico LNA* 4,00 | Acido Alfa Linolenico LNA* 2,17
Acido Miristico 2,00 | Acido Miristico 2,17
Acido Miristoleico 2,00 | Acido Miristoleico 15,22
Acido Palmitoleico 2,00 | Acido Pentadecandico 10,87
Acido Margarico 2,00 | Acido Palmitoleico 2,17
Acido Behenico 2,00 | Acido Margarico 6,52
Acido Lignocérico 2,00 | Acido Linolelaidico 6,52
Acido Pentadecandico 1,00 | Acido Araquidico 2,17
Acido Elaidico 1,00 | Acido Araquidonico AA* 2,17
Acido Linolelaidico 1,00 | Acido Behenico 2,17
Acido Araquidico 1,00 | Acido 5,8,11,14,17- EPA 2,17
Acido Cis-11-Eicosendico 1,00 | Acido Lignocérico 2,17
Acido Araquidonico AA** 1,00
Acido 11,14,17-Eicosatriendico 1,00
Acido 5,8,11,14,17- EPA * 1,00

A biomassa total média foi de 26,647 g + 10,74 para o grupo com baixa
quantidade de alimento (BR). J& o grupo experimental, alimentado com alta

quantidade de alimento (AR) teve biomassa média de 49,127 g + 9,685.

Por fim, a quantidade de energia bruta obtida para o grupo controle (BR) foi de

176,6 cal g* e para o grupo experimental (AR) foi de 272,49 cal g*.
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Discussao

Vérias técnicas tém sido desenvolvidas para se cultivar microalgas em larga
escala, desde procedimentos menos controlados e de forma extensiva, até culturas
intensivas. No entanto, a producdo controlada de microalgas € ainda um procedimento
complexo e caro. O cultivo de microalgas para aplicacdo na aquicultura (criacdo de
moluscos, camardes e larvas de peixes) ocorre principalmente no local, isto é, nas
pisciculturas onde s&o utilizadas, aproveitando a estrutura e os recursos disponiveis
(Navarro; Sarasqueta 1998; Muller-Fuega et al. 2004). Desta forma, o uso de agua
verde na alimentacdo de D. brasiliensis ndo s6 € adequado como se adéqua a
realidade dos produtores aquicolas.

Foi evidenciado um crescimento em comprimento mais rapido bem como uma
densidade populacional mais alta durante o verdo em ambientes com alta quantidade
de recursos. Na mesma estacdo, com baixa quantidade de alimento, a densidade
apresentou-se menor, uma vez que a escassez de alimento para D. brasiliensis parece
ser letal em temperaturas tdo elevadas. Entretanto, no inverno os quadros se
inverteram. Uma grande abundancia de alimento associada a baixas temperaturas
leva a uma maior mortalidade, ao passo que os individuos em condi¢ées oligotroficas

tém maior sobrevivéncia.

Ewald et al (2013) estudaram a relacdo entre o anostraca Chirocephalus
diaphanus (Prévost, 1803) e a sua predacao em diferentes temperaturas. Os autores
observaram que os anostracas, na auséncia do predador, tinham melhor desempenho
de crescimento em temperaturas intermediarias (20° C) comparadas as mais quentes
e mais frias (25 e 5°C respectivamente). Entretanto, estas temperaturas intermediarias
foram maiores do que a temperatura média que ocorre no ambiente natural da
espécie. Da mesma forma, as temperaturas em que foi registrado um melhor
crescimento (28°C em média no verdo) sdo menores do que aquelas registradas em
ambientes naturais com registros de D. brasiliensis (Lopes, 1998). Isto nos indica que
0S anostracas tém potencial para acelerar o crescimento quando expostos a
temperaturas mais elevadas. Entretanto, € importante mencionar que em cultivos
anteriores, foi verificado um aumento da mortalidade quando a temperatura se

manteve acima de 32°C.
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Neste mesmo estudo, 0s autores observaram que ocorria drastica queda na
sobrevivéncia de C. diaphanus quando os mesmos encontravam-se em temperaturas
mais baixas J& em nossos ensaios, demonstramos que as diferencas nas densidades
entre inverno e verao foram estatisticamente significativas, sendo sempre menores no
inverno. Porém, a queda na densidade ficou em torno de 50%, muito acima daquela
registrada por Ewald et al (2013), o que pode significar que apesar do baixo
desempenho, D. brasiliensis é capaz de sobreviver em temperaturas ainda mais

baixas.

A diferenca de densidade entre os ambientes com alta e baixa quantidade de
recursos durante o inverno chama a atencéo por ser oposta ao que ocorre durante o
verdo. Ao passo que o crescimento em comprimento no mesmo periodo é concordante
com o que ocorre durante o verao — os individuos crescem mais no ambiente com alto
recurso. Gongalvez (2001) testou a remocéao de algas em efluente pela alimentagéo de
D. brasiliensis. Em apenas 24 horas cerca de 90% das algas presentes no efluente
foram removidas, mostrando a eficiéncia de filtracdo de algas pela espécie. Assim,
possivelmente a maior mortalidade observada de D. brasiliensis durante o inverno em
ambiente com muito alimento se dé por que as branconetas ndo conseguem manter a
mesma taxa de filtragdo que apresentam durante o verdo. Dessa forma, a matéria
organica acumulada favorece outros consumidores primarios, que no verao nao
competem com o ritmo de filtragem das branconetas, como por exemplo, espécies de

ostracodas e daphnias.

Alguns estudos utilizaram a temperatura, associada a outros fatores abidticos,
como determinante no regime de eclosado dos cistos, bem como a sobrevivéncia dos
individuos eclodidos (Rossi et al 2013; Atashbar et al, 2014). Nestes trabalhos pode
ser observado que, em geral, temperaturas mais altas resultam em melhores
condi¢Bes de sobrevivéncia, porém a interagdo com um ou mais fatores pode alterar
essa logica. Assim como nossos resultados, estes trabalhos demonstram como 0s
anostracos sao altamente adaptéveis e por isso séo tipicos de lagoas temporérias, que

sdo ambientes altamente suscetiveis a mudancas.

Nos resultados das andlises bioquimicas, observamos que D.brasiliensis
apresenta uma alteracdo do perfil bioquimico frente aos diferentes regimes

alimentares testados durante o seu ciclo de vida.
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Na condicdo controle, isto €, quando o organismo foi mantido sob baixa
quantidade de alimento, nota-se um aumento da propor¢cdo de proteinas (64,06%).
Além disso, observamos em nossas analises bioquimicas a presenca de praticamente
todos os aminoécidos, embora sejam vistos com concentracdes distintas. E importante
salientar a presenca de alguns deles, tais como: acido glutamico, leucina, glicina,
alanina, isoleucina e valina que tiveram maior abundéncia. Considerando as
alteracdes bioquimicas que ocorrem no organismo, é razodvel inferir que sob tais
condicbes haja uma regulacdo positiva do metabolismo, principalmente, vias
relacionadas ao processo glicolitico e/ou a gliconeogenese, uma vez que 0S
aminoacidos que tiveram maior abundancia estdo associados a essas vias (Cervantes-
Ramirez M, et al., 2013). Talvez, para estes organismos, a gliconeogenese seja uma

via recorrente para obtencéo de energia, frente a abundante quantidade de proteina.

Além disso, os aminoacidos de cadeia ramificada aqui identificados: leucina,
isoleucina e valina, sdo aminoacidos essenciais que despertam interesse pelas suas
propriedades fisiologicas. A literatura destaca uma série de estudos demonstrando a
capacidade desses aminoacidos em promover a sintese proteica muscular (Cervantes-
Ramirez M, et al., 2013). Verifica-se também que agem estimulando a fase de
iniciacdo da traducdo do RNA mensageiro em proteina, por mecanismos ainda
desconhecidos (Rogero, M. M.; Tirapegui, J., 2008). Isso reforca os resultados
encontrados, uma vez que de modo geral, nos dois tratamentos, a quantidade de

proteina é alta.

De acordo com Sorgeloos et al (1998), a composi¢cao bioquimica média (em
peso seco) de artémias recém-eclodidas é de cerca de: 56,2% de proteinas, 17,0% de
lipidios, 3,6% de carboidratos 7,6% de cinzas. A composi¢ao bioquimica dos cistos de
artemia descapsulados € virtualmente a mesma daquela dos nauplios recém-
eclodidos, sendo cerca de 50 - 57% de proteinas, 13 - 14% de lipidios, 6 - 7% de
carboidratos e 5 - 9% de cinzas, contudo, 0 peso seco e a quantidade de energia € 30
- 40% superior ao primeiro instar naupliar. Por outro lado, em comparagdo com o0s
nduplios de instar I, os cistos descapsulados tém uma proporcdo mais baixa de
aminodcidos livres, proteina total, lipidios polares e de &cidos graxos livres em relacao
aos lipidios totais. (Van Stappen 1996; Garcia Ortega et al.1998). No tratamento com
baixa quantidade de alimento, encontramos valores superiores de proteinas (64,06%),
e valores muito proximos destes apresentados pelos autores citados no tratamento

com alta quantidade de recursos alimentares (55,42%). De forma geral, D. brasiliensis
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pode ser considerada uma boa fonte de proteinas para a alimentacdo de peixes ou

crustaceos.

Em muitos casos, o potencial uso de uma espécie como alimento vivo é
avaliado pela presenca de acidos graxos insaturados em sua composi¢cdao. Em D.
brasiliensis, foram detectados alguns 4cidos graxos insaturados, tais como o acido alfa
linolénico (LLA), acido eicosapentaenoico (EPA) e acido araquiddnico. Os niveis
destes acidos graxos aqui observados estdo muito préximos daqueles recomendados
para varios espécies de peixes de adgua doce (Watanabe 1987). Contudo néo foi
detectada a presenca de acido docosahexaendico (DHA). Este componente também é
comumente ausente em Artemia (selvagem) e cistos, e € considerado essencial na
larvicultura de espécies de peixes e crustaceos marinhos (Bengtson, Leger ; Sorgeloos
1991).

A falta de &cidos graxos de cadeia polinsaturada dentre os anostraca € uma
limitacdo consideravel para a utilizacdo destes organismos como um todo na
larvicultura de espécies de peixes, em especial as marinhas. Por isso, diversos
trabalhos procuram técnicas de enriqguecimento nutricional, na tentativa de reverter
essa limitacdo (Merchie, 1996). Contudo, varios autores notaram que o fornecimento
de &cidos graxos insaturados na dieta de anostracos muitas vezes é ineficiente, uma
vez que estes compostos podem acabar sendo direcionados para outras vias
metabdlicas, e ndo sao fixados nos organismos estudados (Navarro, Henderson,
McEvoy, Bell ; Amat 1999).

Conclusodes

D. brasiliensis cresce mais em comprimento com maiores quantidades de

alimento, tanto no verdo quanto no inverno.

No entanto, durante o inverno, grande quantidade de alimento pode causar

maior mortalidade e resultar em baixa densidade.

As branconetas apresentam concentracdes protéicas maiores que Artemia sp,

com grande variedade de aminoacidos.
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A alimentacdo com baixa quantidade de recursos resulta em melhor qualidade

nutricional, com maior quantidade de proteinas e aminoécidos.

D. brasiliensis possuem &cidos graxos poliinsaturados, porém alguns destes

acidos graxos essenciais nao foram detectados.
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CONCLUSOES GERAIS

A eclosdo ocorre em baixas propor¢cdes e é influenciada principalmente pela
densidade de cistos presente no sedimento, tendo certa toleréncia a diferentes
niveis de temperatura e pH.

O tempo médio para se atingir a idade adulta foi de dez dias e durante as fases
inicias.

Alguns individuos apresentam eclosdo tardia, o que ser um mecanismo
preventivo da espécie contra condi¢des improprias de cheia da lagoa.

Dentre as variaveis ambientais estudadas, temperatura e condutividade
desempenham papel principal no crescimento durante os primeiros estagios de
vida, juntamente com a alimentacéo, a qual deve ser fornecida a partir do terceiro
dia.

Em condicbes de cultivo semi-intensivo, grandes quantidades de alimento
promovem maior crescimento em comprimento, tanto no verdo quanto no
inverno, contudo, durante o inverno, baixas quantidades de alimento conferem
maior sobrevivéncia.

Os individuos cultivados em regime com baixa quantidade de alimento
apresentaram maior proporcdo de proteinas, valores estes maiores do que
aqueles encontrados em Artemia sp. Também detectamos a presenga de acidos
graxos poliinsaturados, que sdo de grande interesse em organismos a serem
utilizados como alimento vivo para peixes.

De modo geral, D. brasiliensis pode ser considerada uma espécie propicia ao uso
na aquicultura, devido a: facilidade no manejo de cistos, uma vez que cistos
presentes no sedimento sdo suficientes para obtencéo de grandes populagdes;
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alta taxa de crescimento e tolerdncia as variacbes ambientes, nao exigindo
grandes esfor¢cos na manutencdo do meio de cultivo e; qualidade nutricional, com

alta concentracédo de proteinas e presenca de acidos graxos poliinsaturados.
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ANEXOS
Capitulo 1

Tabela 1. Contagem de nauplios na densidade de 750 cistos do primeiro
ensaio.

750 Nauplios

Contagem 21h % | Contagem 24h % | % total

1 167,00 | 22,27 24,00 4,32 26,59

2 107,00 | 14,27 25,00 4,05 18,31

3 151,00 20,13 16,00 2,87 23,00

4 215,00 | 28,67 15,00 2,96 31,63

5 138,00 | 18,40 20,00 3,39 21,79

6 144,00 19,20 20,00 3,82 23,02
Média 153,67 | 20,49 20,00 3,57 24,06
Variancia 1292,67 | 22,98 16,40 0,35 23,33
D.P. 35,95| 4,79 4,05 0,54 5,33

Tabela 2: Contagem de cistos na densidade de 750 cistos do primeiro ensaio.

Cistos

Contagem 21h % | Contagem 24h %| % total
28,00 3,73 24,00 4,32 8,06
25,00 3,33 58,00 9,39 12,72
41,00| 5,47 58,00 10,39 15,86
28,00 3,73 24,00 4,73 8,47
22,00f 2,93 44,00 7,46 10,39
83,00| 11,07 122,00 23,33 34,39
37,83| 5,04 55,00 7,33 12,38
531,77| 9,45 1310,00 48,91 58,36
23,06 3,07 36,19 6,99 10,07
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Tabela 3: Contagem de nauplios na densidade de 1125 cistos do primeiro

ensaio.
1125 Nauplios
Contagem 21h % Contagem 24h % % total
1 220,00 19,56 95,00 10,80 30,35
2 308,00| 27,38 104,00 13,21 40,59
3 181,00| 16,09 84,00 9,93 26,02
4 274,00 24,36 75,00 9,31 33,66
5 205,00 18,22 44,00 5,79 24,01
6 233,00 20,71 74,00 8,92 29,63
Média 236,83 | 21,05 79,33 9,66 30,71
Variancia 217497 | 17,18 434,27 5,93
D.P. 46,64 | 4,15 20,84 2,44

Tabela 4: Contagem de cistos na densidade de 1125 cistos do primeiro ensaio.

Cistos
Contagem 21h % Contagem 24h %
25,00 2,22 38,00 4,32
30,00 2,67 74,00 9,40
98,00 8,71 71,00 8,39
45,00 4,00 79,00 9,80
160,00 14,22 119,00 15,66
62,00 5,51 96,00 11,57
70,00 6,22 79,50 9,86
2639,60 20,86 731,50 13,92
51,38 4,57 27,05 3,73
Tabela 5: Contagem de nauplios na densidade de 2250 cistos do primeiro
ensaio.
2250 Nauplios
Contagem 21h % Contagem 24h % % total
1 79,00 3,51 50,00 2,56 6,07
2 170,00 | 7,56 64,00 3,52 11,07
3 149,00 6,62 55,00 2,93 9,55
4 123,00| 5,47 55,00 3,21 8,67
5 97,00 4,31 37,00 1,92 6,23
6 226,00 | 10,04 49,00 2,93 12,97
Média 140,67 | 6,25 51,67 2,84 9,09
Variancia 2846,67| 5,62 79,87 0,31
D.P. 53,35| 2,37 8,94 0,55
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Tabela 6: Contagem de cistos na densidade de 1125 cistos do primeiro ensaio.

Cistos
Contagem 21h % Contagem 24h %

216,00 9,60 173,00 8,85
261,00 11,60 273,00 15,01
224,00 9,96 213,00 11,35
411,00 | 18,27 197,00 11,48
224,00 9,96 122,00 6,32
349,00 15,51 240,00 14,33
280,83 | 12,48 203,00 11,22
6529,37| 12,90 2773,20 10,74
80,80| 3,59 52,66 3,28

Tabela 7: Contagem de nauplios nos ensaio de reeclosao apds 3 meses.

Ha 3 meses Atual
Cistos nao eclodidos | Nauplios eclodidos | Cistos inicias | Nauplios %
28 167 555,00 10 1,80
25 107 618,00 16 2,59
41 151 558,00 8 1,43
28 215 507,00 2 0,39
22 138 590,00 2 0,34
83 144 523,00 8 1,53
24 24 702,00 6 0,85
58 25 667,00 5 0,75
58 16 676,00 1 0,15
24 15 711,00 2 0,28
44 20 686,00 3 0,44
122 20 608,00 3 0,49
Tabela 8: Contagem de nauplios nos ensaio de reeclosdo apds 6 meses.
Ha 6 meses Atual
Cistos nao Nauplios
eclodidos eclodidos Cistos inicias Nauplios %
25,00 220,00 880,00 0,00 0,00
30,00 308,00 787,00 2,00 0,25
98,00 181,00 846,00 2,00 0,24
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45,00 274,00 806,00 2,00 0,25
160,00 205,00 760,00 5,00 0,66
62,00 233,00 830,00 4,00 0,48
38,00 95,00 992,00 0,00 0,00
74,00 104,00 947,00 7,00 0,74
71,00 84,00 970,00 8,00 0,82
79,00 75,00 971,00 17,00 1,75
119,00 44,00 962,00 24,00 2,49
96,00 74,00 955,00 20,00 2,09

Tabela 9: Contagem de nauplios nos ensaio com tempo de desidratagéo de 3 meses.

3 meses
Pote |NAauplios |%

1 165 16,5

2 95 9,5

3 280 28

4 215 21,5

5 213 21,3

6 199 19,9
Média 194,5 19,45
Variancia | 3772,7 37,727
Desvio 61,42231 | 6,142231

Tabela 9: Contagem de nauplios nos ensaio com tempo de desidrata¢éo de 6 meses.

6 meses
Pote |Nauplios |%

1 126 12,6

2 273 27,3

3 240 24

4 102 10,2

5 90 9

6 213 21,3
Média 174 17,4
Variancia| 6044,4 60,444
Desvio 77,74574 | 7,774574
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Tabela 10: Contagem de nauplios nos ensaio com tempo de desidratacédo de 9 meses.

9 meses
Pote |Nauplios |%
1 180 18
2 205 20,5
3 233 23,3
4 124 12,4
5 128 12,8
6 117 11,7
Média 172,5 16,45
Variancia | 3016,333 | 23,603
Desvio 54,92116 | 4,858292

Tabela 11: Contagem de nauplios nos ensaios de temperatura.

Temperatura
Pote 18° 25° 30°
1,00 235,00 242,00 173,00
2,00 104,00 261,00 274,00
3,00 84,00 224,00 213,00
4,00 179,00 411,00 197,00
5,00 119,00 224,00 122,00
6,00 196,00 280,00 240,00
Média 152,83 273,67 203,17
Variancia 3513,37 4999,47 2801,37
Desvio
padréo 59,27 70,71 52,93
% eclosao
18° 25° 30°
1,00 23,50 24,20 17,30
2,00 10,40 26,10 27,40
3,00 8,40 22,40 21,30
4,00 17,90 41,10 19,70
5,00 11,90 22,40 12,20
6,00 19,60 28,00 24,00
Média 15,28 27,37 20,32
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Tabela 12: Contagem de nauplios nos ensaios de pH.

pH
Pote 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00
1,00| 177,00 269,00 304,00 194,00 154,00
2,00 203,00 228,00 214,00 149,00 238,00
3,00 109,00 119,00 224,00 219,00 301,00
4,00| 288,00 376,00 315,00 170,00 194,00
5,00| 81,00 332,00 270,00 134,00 118,00
6,00 | 186,00 411,00 229,00 217,00 182,00
Média 174,00 289,17 259,33 180,50 197,83
Variancia 5372,80 11464,57 1886,27 1252,30 | 4163,37
Desvio
padréo 73,30 107,07 43,43 35,39 64,52
% eclosao
5,00 6,00 7,00 8,00 9,00
17,70 26,90 30,40 19,40 15,40
20,30 22,80 21,40 14,90 23,80
10,90 11,90 22,40 21,90 30,10
28,80 37,60 31,50 17,00 19,40
8,10 33,20 27,00 13,40 11,80
18,60 41,10 22,90 21,70 18,20
Média 17,40 28,92 25,93 18,05 19,78
Variancia 53,73 114,65 18,86 12,52 41,63
Desvio
padréo 7,33 10,71 4,34 3,54 6,45
Capitulo 2

Tabelas 1: Variaveis ambientais em cada réplica nos diferentes meses estudados.

jul/12 DP
Temp. 23,45 22,56 21,67 0,89
pH 6,58 6,78 6,98 0,20
Cond. 72,55 81,88 91,21 9,33
oD 6,75 6,96 7,17 0,21

out/12 DP
Temp. 29,35 28,47 27,58 0,88
pH 5,79 5,95 6,10 0,16
Cond. 525,76 544,67 563,57 18,91
oD 7,21 7,35 7,48 0,14
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mai/13 DP
Temp. 23,90 24,60 25,30 0,70
pH 7,57 7,63 7,69 0,06
Cond. 75,90 79,52 83,14 3,62
oD 5,45 5,56 5,67 0,11
jul/13 DP
Temp. 23,40 23,80 24,20 0,40
pH 7,90 7,98 8,06 0,08
Cond. 80,56 87,68 94,80 7,12
oD 6,43 6,78 7,13 0,35
set/13 DP
Temp. 27,12 27,42 27,73 0,30
pH 6,83 6,99 7,14 0,16
Cond. 549,44 580,33 611,23 30,89
oD 7,83 7,99 8,16 0,16
nov/13 DP
Temp. 30,90 30,90 32,30 0,81
pH 7,34 7,41 7,47 0,07
Cond. 428,43 442,00 455,57 13,57
oD 7,49 7,84 8,19 0,35
dez/13 DP
Temp. 31,35 32,76 34,17 1,41
pH 6,14 6,18 6,21 0,04
Cond. 542,12 | 561,33 | 580,55 19,21
oD 6,95 7,04 7,12 0,09
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Tabela 2: Contagem de nauplios nos com diferentes regimes alimentares nos estagios
iniciais..

Densidade populacional sob diferentes regimes alimentares

Dias | Alimentagao inicial Sem alimento Alimentagao alternada

1| 1390| 1260| 1410| 1530| 1300| 1340| 1350| 1410 1420

2| 348 479 183 | 1209 1079| 1072| 1080| 1184 1108

3| 209| 311| 101| 1039| 863| 943| 918| 1019 886

4| 156| 230 81| 852| 716| 802| 734| 764 797

5| 125| 200 69| 597| 466| 609| 676| 688 686

6| 113| 176 62| 388| 317| 408| 642| 639 665

7 96| 141 59| 271| 238| 278| 610| 614 632

8 82| 110 42| 217| 178| 217| 591| 602 600

9 71 99 38| 163| 160| 184| 580| 571 540

10 64 94 35 147 144\ 177 562 549 530
Capitulo 3

Tabelas 1: Medidas de comprimento de D. brasiliensis ao longo do experimento com
alto recurso alimentar nas diferentes réplicas durante o inverno.

jun/14

Tratamento

Alto Recurso

Média

Desvio
Densidade

Tratamento

30
dia

R R R R NR R R NR

1,20

30
dia

5

40
dia

N P P NEFEP NDNEDN

2

5o
dia

NN R R NR R RN

2

62
dia

A WO N PP WODNPWPW

1,60 1,50 3,20
0,42 0,52 0,53 0,79

40
dia

5

50
dia

7

16

62
dia

10¢ 15¢
dia dia
7 11
7 12
8 12
5 13
6 10
5 12
6 11
7 10
6 10
5 11
6,20 11,20
1,03 1,03
12 17
10¢ 15¢
dia dia

20¢

1

20¢

dia
15
16
13
14
13
12
14
11
11
12

3,10

1,66
21

dia
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2 2 3 4 8 13 16

Alto Recurso 2 2 2 4 7 12 15
1 2 2 3 7 11 17

1 1 3 4 6 10 15

1 1 1 2 6 10 13

1 1 2 2 5 13 11

1 1 1 3 5 11 12

1 2 1 3 5 9 13

1 1 2 6 9 13

1 1 3 5 9 12

Média 1,25 140 1,70 3,00 6,00 10,70 13,70
Desvio 0,46 0,52 0,82 0,82 1,05 1,57 1,95
Densidade 3 6 8 13 12 15 17

Tabela 2: Medidas de comprimento de D. brasiliensis ao longo do experimento com
alto recurso alimentar nas diferentes réplicas durante o verao.

dez/14

Tratamento 32 dia 492 dia 52 dia 62 dia 102 dia 152dia 209 dia*
3 4 6 8 16 18 22

Alto Recurso 3 5 7 7 16 20 24
2 3 5 8 17 18 16
3 3 5 7 13 17 18
3 5 7 7 13 17 19
3 4 4 6 14 18 23
2 3 6 6 15 19 16
3 3 6 8 13 17 20
3 3 6 6 14 20 21
2 3 7 7 15 18 19

Média 2,70 3,60 5,90 7,00 14,60 18,20 19,80

Desvio 0,48 0,84 0,99 0,82 1,43 1,14 2,74

Densidade 12 16 30 39 78 66 62

Tratamento 32 dia 42 dia 52 dia 62 dia 102 dia 152dia 20° dia*

2 3 5 9 17 19 21
Alto Recurso 2 4 8 8 16 20 21
2 3 7 8 16 20 20

135



N NN WN W W

Média 2,30
Desvio 0,48
Densidade 10

Tabela 3: Medidas de comprimento de D. brasiliensis ao longo do experimento com

3

w w NN DD D w

,30

0,67

18

5
1

v b U U OO

,60
,35
22

7

N N O NOONN O

,10

0,99

45

15

14

15

16

14

13

14
15,00
1,25
62

15
16

17

18

17

16

17
17,50
1,72
64

baixo recurso alimentar nas diferentes réplicas durante o inverno.

Tratamento 32 dia
2

Baixo

Recurso 3
3
2
2
2
2
2
3
2

Média 2,30

Desvio 0,48

Densidade 9

Tratamento 32 dia
3

Baixo

Recurso 2
2
2

42 dia

w

1

42 dia

I

o
O A N W W ULIINNNDNW

4

,05
18

52 dia

v

2]
o U1l OO L1l A OO N U1 O

’

0,84

52 dia

25

62 dia

Ul
o)
o

1

62 dia

U oo L1 OO UT O WU

’

,32
30

102 dia
9

=
o

O 00 00 OO N O 0 ©

8,00
1,33
28

102 dia

11

152 dia
12

16
13
13
14
12
10
11
11
10
12,20
1,87
42

152 dia
14

13
12
15

17

22

19

18

20

20

22
20,00
1,63
51

202 dia*
18

17
15

15

14

17

15

14

17

12
15,40
1,84
37

209 dia*
18

21
15
16
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3 4
2 3
2 2
2 4
2 5
2 3
Média 2,20 3,60
Desvio 0,42 0,97
Densidade 13 21

A U N O 1

5,70
0,82
19

() BN« e ) BN V2 o) RN O

6,10
0,88
27

8 13

9 11

7 9

8 13

6 12

7 11
8,20 12,30
1,40 1,70
34 35

14

16

15

12

12

13
15,20
2,78
28

Tabela 5: Resultados originais da analises bioguimicas para o cultivo em baixo

recurso.

Substancia

Acido Butirico

Acido Caproico

Acido Caprilico

Acido Céprico

Acido Undecandico

Acido Laurico

Acido Tridecandico

Acido Miristico

Acido Miristoleico

Acido Pentadecandico

Acido 10-Pentadecendico
Acido Palmitico

Acido Palmitoleico

Acido Margérico

Acido cis-10-Acido Heptadecendico
Acido Estearico

Acido Elaidico

Acido Oleico

Acido Linolelaidico

Acido Linoleico

Acido Gama-Linolénico

Acido Alfa Linolenico LNA
Acido Araquidico

Acido Cis-11-Eicosendico
Acido Heneicosandico

Acido cis-11,14- Eicosadiendico
Acido 8,11,14-Eicosatriendico

Resultado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
0,01
0,01
0,01
nao detectado
0,17
0,01
0,01
nao detectado
0,07
nao detectado
0,05
0,01
0,03
nao detectado
0,03
0,01
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
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Acido Araquidonico AA
Acido 11,14,17-Eicosatriendico
Acido Behenico

Acido Erucico

Acido 5,8,11,14,17- EPA
Acido Tricosandico

Acido 13,16-Docosadiendico
Acido Lignocérico (C24:0) 0,01 % MA-006
Acido Nervonico (C24:1n9) NAO DETECTADO % MA-006
Acido Docosahexaendico DHA
Gordura Monoinsaturada
Gordura Poli-insaturada
Gorduras Insaturadas
Gorduras Saturadas

Omega 3

Gorduras Trans

Omega 6

Omega 9

Acido Aspartico

Acido Glutamico

Serina

Glicina

Histidina

Taurina

Arginina

Treonina

Alanina

Prolina

Tirosina

Valina

Metionina

Cistina

Isoleucina

Leucina

Fenilalanina

Lisina

Triptofano

Soma dos Aminodcidos
Fucose

Arabinose

Ramnose

Galactose

Glicose Total

0,01

nao detectado
0,01

nao detectado
0,01

nao detectado
nao detectado
0,01

nao detectado
nao detectado
0,07

0,08

0,15

0,29

0,03

0,01

0,05

0,05

0,15

0,77

0,07

0,35

0,13

0,03

0,06

0,06

0,37

0,28

0,09

0,24

0,1

0,03

0,22

0,46

0,23

0,09

0,05

3,78

nao detectado
nao detectado
nao detectado
ndo detectado
0,34
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Xilose

Manose

Frutose Total

Glicidios Totais

Proteina Bruta

Extrato Etéreo por Hidrélise Acida
Energia Bruta

Tabela 6: Resultados originais da analises bioguimicas para o cultivo em baixo

recurso.

Substancia

Acido Butirico

Acido Butirico

Acido Caproico

Acido Caprilico

Acido Céprico

Acido Undecandico

Acido Laurico

Acido Tridecandico

Acido Miristico

Acido Miristoleico

Acido Pentadecandico

Acido 10-Pentadecendico
Acido Palmitico

Acido Palmitoleico

Acido Margarico

Acido cis-10-Acido Heptadecendico
Acido Esteérico

Acido Elaidico

Acido Oleico

Acido Linolelaidico

Acido Linoleico

Acido Gama-Linolénico

Acido Alfa Linolenico LNA
Acido Araquidico

Acido Cis-11-Eicosendico
Acido Heneicosandico

Acido cis-11,14- Eicosadiendico
Acido 8,11,14-Eicosatriendico
Acido Araquidonico AA

Acido 11,14,17-Eicosatriendico
Acido Behenico

nao detectado
ndo detectado
nao detectado

0,34
5,1
0,44
176,6

Resultado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
nao detectado
0,01
0,01
0
nao detectado
0,19
0,01
0,01
nao detectado
0,08
0
0,08
0
0,03
nado detectado
0,02
0
0
ndo detectado
nao detectado
ndo detectado
0
0
0,01
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Acido Erdcico
Acido 5,8,11,14,17- EPA
Acido Tricosandico

Acido 13,16-Docosadiendico

Acido Lignocérico
Acido Nervonico

Acido Docosahexaendico DHA
Gordura Monoinsaturada

Gordura Poli-insaturada
Gorduras Insaturadas
Gorduras Saturadas
Omega 3

Gorduras Trans
Omega 6

Omega 9

Acido Aspartico
Acido Glutamico
Serina

Glicina

Histidina

Taurina

Arginina

Treonina

Alanina

Prolina

Tirosina

Valina

Metionina

Cistina

Isoleucina

Leucina
Fenilalanina

Lisina

Triptofano

Soma dos Aminodcidos
Fucose

Arabinose
Ramnose

Galactose

Glicose Total

Xilose

Manose

Frutose Total

nao detectado
0

nao detectado
nao detectado
0,01

nao detectado
nao detectado
0,1

0,06

0,16

0,3

0,03

0

0,03

0,08

0,16

0,55

0,08

0,27

0,14

0,03

0,1

0,09

0,35

0,22

0,16

0,06

0,02

0,04

0,19

0,41

0,22

0,13

0,05

3,27

ndo detectado
nao detectado
ndo detectado
nao detectado
0,14

nao detectado
ndo detectado
nao detectado

140



Glicidios Totais 0,14

Proteina Bruta 5,26
Extrato Etéreo por Hidrdlise Acida 0,46
Energia Bruta 272,49
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