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RESUMO

O cultivo experimental do linguado Paralichthys orbignyanus tem sido
desenvolvido na Estagdo Marinha de Aquicultura da FURG, Rio Grande — RS, com
relativo sucesso. Contudo, elevadas taxas de mortalidade observadas em larviculturas
utilizando rotiferos e artémias como alimentos vivos, tém limitado cultivos em grande
escala. Estudos atuais tém mostrado que os copépodes apresentam um bom potencial
como alimento vivo alternativo, porém os métodos de cultivo existentes ainda
necessitam de aprimoramentos. Portanto, 0s objetivos deste trabalho foram testar a
utilizacdo de copépode Acartia tonsa como alimento vivo exclusivo na larvicultura de
P. orbignyanus, e também contribuir para o aprimoramento do método de cultivo de A.
tonsa, atraves da avaliacdo de diferentes dietas e densidades algais sobre a producéo de
ovos deste copépode. Larvas de P. orbignyanus foram cultivadas num tanque de 50 L
(S =30, T °C = 22) durante 22 dias ap6s a eclosdo (dae). Nauplios de A. tonsa foram
oferecidos como alimento vivo entre 0 3° e 0 19° “dae” enquanto que copepoditos e
adultos foram adicionados a partir do 20° “dae”. A fim de se testar a influéncia de
diferentes densidades algais sobre a producdo de ovos de A. tonsa, a diatomacea
Thalassiosira fluviatilis foi fornecida nas densidades de 0, 5.000, 10.000, 20.000,
40.000 e 80.000 cel mL™. Para se avaliar a influéncia de diferentes dietas sobre a
producdo de ovos, foram utilizadas duas microalgas, Nannochloropsis occulata e
Chaetoceros mulleri, e uma dieta comercial inerte. Os resultados mostraram que as
larvas de linguado se alimentaram efetivamente de A. tonsa completando a metamorfose
entre 0 19° e 0 22° dae. O comprimento padrdo (mm) das larvas no 7° dae foi de 2,98 +
0,20, 4,77 £ 0,24 no 14° dae e 4,90 + 0,42 no 22° dae. A producéo de ovos de A.tonsa
foi diretamente influenciada pelo aumento da concentracdo de T. fluviatilis, sendo o
maior valor obtido na concentragdo de 80.000 cel mL™ (~ 60 ovos fémea™ 24 h™). Com
relacdo ao teste de producdo de ovos sob diferentes dietas, foi observado que tanto o
alimento inerte como a microalga N. occulata foram ineficazes, proporcionando uma
producdo de ovos muito baixa (~ 1 - 2 ovos fémea™ 24 h™). J4 a dieta composta pela
diatomacea C. mulleri, proporcionou uma producdo de 22 ovos fémea’ 24 h™,
representando uma boa alternativa alimentar para o cultivo de A. tonsa. Além disso, o
seu tamanho (~ 7 um) permite a alimentacdo tanto de nauplios como de adultos,

facilitando o cultivo deste copépode.
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ABSTRACT

The experimental rearing of the flounder Paralichthys orbignyanus has been carried
out with relative success at the Estacdo Marinha de Aquicultura - FURG, Rio Grande,
RS, Brazil. Nevertheless, its large scale cultivation is still limited by frequent high
mortality rates observed in larvicultures using rotifers and Artemia as live food. Recent
studies have shown that copepods can be a good alternative as live food for fish larvae.
However the existing copepod culture techniques need many improvements towards the
development of reliable production systems. The objectives of this study were to
evaluate the performance of P. orbignyanus larvae from the first feeding until the
metamorphosis, under a diet composed by the copepod Acartia tonsa and also; to
contribute for the improvement of copepods culture system by testing the influence of
different diets and algal densities on the copepods egg production rates. P. orbignyanus
larvae were reared in a 50 L tank during 22 days after hatching (dah) (S =30, T = 22
°C). A. tonsa nauplii were offered through the 3° dah to the 19° dah, and after this
period, copepodits and adults were included in the larval diet. Regarding the trial of the
influence of different algal densities on the copepods egg production, the diatom
Thalassiosira fluviatilis was offered at the following concentrations: 0, 5 000, 10 000,
20 000, 40 000 and 80 000 cels mL™. To evaluate the influence of different diets on the
egg production of A. tonsa, the microalgae Nannochloropsis occulata and Chaetoceros
mulleri, and an inert diet were tested. The results showed that the flounder larvae were
able to feed effectively on A. tonsa, completing the metamorphosis between the 19° and
the 22° dah. The larval standard length (mm) in the 7° dah was 2.98 £+ 0.20, 4.77 £ 0.24
in the 14° dah, and 4.90 = 0.42 in the 22° dah. The density of the diatom T. fluviatilis
had a high influence on A. tonsa egg production, reaching a maximum value at 80 000
cels mL™ (~ 60 eggs female™ 24 h™). Concerning the different diets tested, the copepods
fed the artificial diet and N. occulata exhibited a very low egg production rate (~ 1 - 2
eggs female™ 24 h™'). On the other hand, the copepods fed on the diatom C. mulleri
showed a relatively high egg production (22 eggs female™ 24 h™): suggesting that this
microalga represents a good choice for the cultivation of A. tonsa. Moreover, the size of
this diatom (~ 7 um) allows its application on the feeding of both nauplii and adults,

simplifying the copepods culture system.
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1. INTRODUCAO

A aqtiicultura ¢ uma pratica em pleno desenvolvimento ao nivel mundial, podendo
representar uma fonte de alimento e renda para a humanidade. Com um crescimento de
18,1% entre os anos de 2000 e 2002, o Brasil foi o quarto pais que mais cresceu nesta
atividade durante este periodo (FAO 2004).

Os principais cultivos tém sido realizados com peixes de dgua doce como tilapias
(Oreochromis spp.), carpas (Ciprinus sp., Aristichthy nobilis e Hypophthalmichthys
molitrix), pacu (Piaractus mesopotamicus) e tambaqui (Colossoma macropomum). O
cultivo de camardes tem sido feito majoritariamente com Litopenaeus vannamei e o
cultivo de moluscos com mexilhdoes (Perna perna) e ostras (Crassostrea gigas e
Crassostrea rhizophorae) (FAO 2001).

Nos ultimos anos tem se tornado crescente o interesse na realizagdo de pesquisas
com espécies nativas, que avaliem o potencial de cultivo e os respectivos métodos
utilizaveis. Isto evita a introdugdo de espécies exodticas, que podem sair do controle do
cativeiro e invadir o ambiente, causando danos imprevisiveis a fauna e a flora nativas
(Naylor et al. 2001).

O linguado Paralichthys orbignyanus (Valenciennes, 1842) habita baixas
profundidades de zonas costeiras (Carneiro 1995, Haimovici et al. 1996). Distribui-se
pela costa atlantica da América do Sul, entre o Rio de Janeiro - Brasil (22° 50’ S) e o
golfo de San Matias - Argentina (41° 30’ S) habitando também as areas estuarinas
existentes nesta faixa latitudinal, como a Lagoa dos Patos (Brasil) e Mar del Plata
(Uruguai/Argentina) (Diaz de Astarloa & Munroe 1998, Diaz de Astarloa 2002).

Este peixe possui a carne de alta qualidade e atinge um elevado valor de mercado,
representando um importante recurso pesqueiro no sul do Brasil, (Cerqueira et al. 1997,
Diaz de Astarloa & Munroe 1998, Diaz de Astarloa 2002). No sul Brasil, a soma da
pesca de P. orbignyanus e¢ Paralichthys patagonicus atingiu 500 toneladas anuais no
final da década de 70 e inicio dos anos 80. Apds ter alcangado o pico de 1.892 toneladas
no final da década de 80, diminuiu consideravelmente, ficando abaixo de 400 toneladas
em 1999 (Diaz de Astarloa 2002).

P. orbignyanus apresenta um grande potencial para o cultivo, uma vez que tolera

alguns fatores de estresse relacionados com o cativeiro. Este peixe caracteriza-se pela



resisténcia a amplas faixas de salinidade (Wasielesky et al. 1995), compostos
nitrogenados (Bianchini et al. 1996) e estresse acido (Wasielesky et al. 1997). Cerqueira
et al. (1997) obtiveram sucesso na indu¢do a desova e ressaltaram a importancia de
estudos sobre a alimentagdo das larvas de Paralichthys orbignyanus, uma vez que foi
observada grande mortalidade das larvas obtidas que foram alimentadas com rotiferos
(sem selegdo de tamanho).

A larvicultura representa uma das fases criticas para a criacdo de muitas espécies de
peixes (Sargent et al. 1997). Sob esta perspectiva, sdo necessarias pesquisas que
enfoquem esta fase do desenvolvimento de P. orbignyanus. Com relagdo a temperatura
em que as larvas devem ser cultivadas, Okamoto (2004) sugere que a melhor
temperatura ¢ de 23 °C, pois a maior tolerancia a inani¢do e sucesso da metamorfose
infere mais qualidade as larvas. Quanto ao fotoperiodo, Louzada (2004) sugere que até
os 20 dias ap0s a eclosdo, as larvas devem permanecer em 24 h de luz para favorecer a
alimenta¢do, uma vez que os linguados sdo predadores visuais, apds este periodo, as
larvas devem ser mantidas em 18 h de luz por dia.

Um dos fatores decisivos no sucesso da criagdo das larvas esta associado com o
desenvolvimento de uma dieta que seja capaz de suprir as necessidades nutricionais do
animal em questdo. Para os peixes marinhos em geral, o alimento deve ser rico em
acidos graxos altamente insaturados da familia 6mega trés (HUFA n-3). Entre estes, o
acido eicosapentaendico (EPA) e o 4cido docosahexaenodico (DHA) sdo considerados
essenciais as larvas de peixes marinhos, ¢ devem estar presentes na dieta para garantir o
seu crescimento e desenvolvimento (Evjelmo & Olsen 1997, Rainuzzo et al. 1997,
Shields et al. 1999, Takeuchi 2001).

Os principais organismos utilizados como alimento vivo na larvicultura de peixes
marinhos sdo os rotiferos e artémias (Cho et al. 1985, Lubzens et al. 2001, Takeuchi
2001, Mckinnon et al. 2003). Provavelmente isto se relacione a facilidade de produgao
da biomassa a ser utilizada como alimento. Por outro lado, estes animais ndo suprem
todas as necessidades nutricionais das larvas, sendo necessario o seu enriquecimento
com os acidos graxos essenciais (Lubzens et al. 2001, Stettrup 2000, Bell et al. 2003).
O perfil nutricional dos rotiferos depende da qualidade do seu alimento, portanto o
enriquecimento com microalgas e/ou emulsdes comerciais ricas em acidos graxos

essenciais ¢ realizado para melhorar a qualidade desse alimento vivo (Barclay & Zeller



1996, Dhert et al. 2001, Lubzens et al. 2001). Em relagdo ao enriquecimento das
artémias, a capacidade que estes animais tém em catabolizar DHA ¢ um dos fatores que
dificultam este procedimento (McEvoy et al. 1995, Sorgeloos et al. 2001). Além disso,
as artémias tendem a armazenar os acidos graxos na forma de triglicerideos, entretanto,
a forma de fosfolipideos ¢ mais importante na alimentacdo de larvas de peixes
marinhos, uma vez que ¢ utilizada diretamente na formac¢ao/manuten¢do de membranas
celulares, principalmente nos tecidos nervosos (Sargent et al. 1997).

O uso dos rotiferos como alimento vivo permitiu o desenvolvimento do cultivo de
diversos peixes ao redor do mundo (Cho et al. 1985, Fukusho 1991, Lee & Kelley 1991,
Kelley & Lee 1991, Lubzens et al. 2001). Porém, a ldrica e os ovos amicticos ndo sdo
facilmente digeridos pelas larvas (Lubzens et al 1989).

Em um estudo sobre a primeira alimentagdo do “john’s snapper” Lutjanus johnii,
Schipp et al. (1999) observaram que os rotiferos foram defecados vivos ¢ as larvas
apresentaram mortalidade total em apenas cinco dias de cultivo. Em relacdo ao turbot,
Psetta maxima, quando rotiferos s3o utilizados na alimentagdo das larvas, a
sobrevivéncia ¢ relativamente baixa, normalmente entre 10 e 35 % no 25° dia apds a
eclosdo. A mortalidade tipica ocorre no periodo entre o 6° ¢ o 8° dia apos a eclosao,
sendo esse o tempo maximo em que larvas em inani¢do podem sobreviver. O fato das
larvas ndo se alimentarem pode ser atribuido a inadequacdo do alimento e/ou problemas
com bactérias no alimento vivo (Ruyet et al. 1991).

Com relagdo ao halibut, Hippoglossus hippoglossus, as larvas alimentadas com
copépodes apresentaram taxas de sobrevivéncia significativamente maiores e, um
melhor padrao de pigmentagdo que as larvas alimentadas com artémias. Mais de 40 %
das larvas alimentadas com artémias foram classificadas como albinas, enquanto que
entre as larvas alimentadas com copépodes nenhuma foi albina, e 55 % apresentaram a
pigmentagdo correta em ambos os lados do corpo (Shields et al. 1999).

Burke et al. (1999) cultivaram Paralichthys dentatus utilizando rotiferos durante a
larvicultura, e observaram uma alta mortalidade durante os quatro dias subseqiientes a
abertura da boca. Estes autores relacionaram essa mortalidade com problemas no
desenvolvimento da mandibula e a inani¢do causada pela inadequacao do alimento vivo

ao tamanho da boca das larvas.



Quanto as larvas de bacalhau, Gadus morhua, as que sdo alimentadas com rotiferos
nos cultivos intensivos tém taxas de crescimento menores € maior freqiiéncia de
deformidades. Em contraste aquelas alimentadas com copépodes em cultivos extensivos
e semi-extensivos (Hamre 2006).

O cultivo de Paralichthys orbignyanus realizado na Estagdo Marinha de Aqiiicultura
da FURG (EMA) apresenta a larvicultura dividida em duas fases utilizando alimento
vivo. Logo apo6s o término das reservas vitelinicas (3° dia de vida), sdo utilizados
rotiferos. Quando a larva apresenta em torno de 15 dias de vida (5 - 7 mm),
gradualmente sao introduzidos nauplios de art€émia, os quais sdo utilizados até sua
substitui¢do por dietas inertes apds completarem a metamorfose (10 — 15 mm)
(Bianchini et al. 2005).

Sob o ponto de vista nutricional, uma dieta a base de rotiferos e artémias pode ser
totalmente substituida, ou apenas complementada com o uso de copépodes. Uma vez
que em relacdo ao perfil de acidos graxos, a composicdo nutricional destes animais
supre as necessidades das larvas de peixes (Sargent et al. 1997, Mckinnon et al. 2003).
Segundo Bell et al. (2003), os copépodes sdo considerados o melhor alimento para as
larvas de linguados. E também sdo utilizados com sucesso na larvicultura de outras
espécies de peixes, como Lutjanus argentimaculatus (Doi & Singhagraiwan 1993),
Lutjanus johnii (Schipp et al. 1999), Glaucosoma hebraicum e Chrysophrys auratus
(Payne et al. 2001).

O bom desempenho dos copépodes como alimento vivo, pode estar relacionado a
sua capacidade de incorporar da sua dieta fitoplanctonica os 4cidos graxos essenciais
para as larvas de peixes (Sargent et al. 1997, Bell et al. 2003). Quando comparados com
as artémias, os copépodes sdo mais facilmente digeridos (Luizi et al. 1999), isto reflete
0 que ocorre no ambiente natural, no qual os copépodes sdo as principais presas de
larvas de peixes (Hunter, 1981).

Com relagdo ao tamanho do alimento vivo, os copépodes Acartia tonsa apresentam
nauplios com aproximadamente 100 um de comprimento, copepoditos intermediarios
com 500 pum e adultos com 900 um (Schipp et al. 1999). O reduzido tamanho dos
nauplios ¢ uma vantagem em relacao aos rotiferos, ja que a boca das larvas durante a
primeira alimentacdo pode ser muito pequena e tornar-se um empecilho para o

desenvolvimento do cultivo. Como o caso de algumas espécies de peixes pertencentes



as familias Lutjanidae (Schipp et al. 1999) e Serranidae (Doi et al. 1997, Marte 2003),
cujas larvas apresentam a boca com tamanho reduzido.

No caso do Paralichthys orbignyanus, a boca ¢ relativamente pequena durante a
primeira alimentac¢ao (Louzada 2004), o que dificulta a sua criagdo utilizando rotiferos,
j4 que nem todas as linhagens sdo pequenas. Em contrapartida, os diferentes tamanhos
dos néuplios, copepoditos e adultos de copépodes, permitem o uso de apenas uma
espécie de alimento vivo durante as diferentes fases alimentares das larvas de peixes
marinhos.

A utilizagdo de copépodes como alimento vivo € uma alternativa viavel para o
desenvolvimento da larvicultura de peixes marinhos (Payne et al. 2001, Bell et al. 2003,
McKinnon et al. 2003), porém, o seu uso ainda é bastante restrito. Atualmente, a
maioria dos copépodes utilizados em larviculturas ¢ proveniente de viveiros (cultivos
semi-intensivos), ou diretamente da natureza (Doi & Singhagraiwan 1993, Stettrup
2000).

Entretanto, estas formas de obtencdo do alimento vivo podem prejudicar a
larvicultura, uma vez que ndo existe o controle sobre as espécies do zooplancton
introduzidas nos cultivos. Deste modo, ndo existe a selecdo de um perfil nutricional, e
tampouco de uma faixa de tamanho ideal do alimento vivo. Existe também o risco de
introdug@o de vetores de doengas e predadores (Knuckey et al. 2005). Além disso, a
disponibilidade de copépodes no ambiente ¢ variavel, comprometendo o fornecimento
de alimento vivo aos organismos cultivados.

Sob esta perspectiva, o cultivo intensivo de copépodes ¢ uma fonte segura de
alimento vivo, representando uma alternativa a aquisi¢do direta do habitat, sem
problemas com sazonalidade, com um perfil nutricional melhor definido e apresentando
baixo risco de contaminagao (Stettrup 2000, Knuckey et al. 2005).

O cultivo intensivo de copépodes ainda estda em processo de desenvolvimento,
permanecendo em escala laboratorial para a realizacdo de pesquisas que normalmente
enfocam a nutricdo, reproduc¢do e os aspectos fisiologicos dos copépodes (Stettrup
2000). Para o suprimento de copépodes nas larviculturas, ¢ necessario o uso de sistemas
de cultivo altamente produtivos, sendo muito importante separar periodicamente os
nauplios produzidos nos sistemas intensivos (Payne & Rippingale 2001). Esta triagem

mantém as presas com tamanho padronizado e, evita a diminui¢do na produgdo de



copépodes devido ao canibalismo (Ara 2001). Além disso, a selecdo dos ovos e/ou
nauplios garante que o fitoplancton destinado aos reprodutores ndo seja ingerido pelos
copépodes juvenis, o que diminuiria a produ¢do do sistema (Payne & Rippingale 2001).

Entre os métodos de cultivo existentes para Acartia tonsa, o desenvolvido por
Bersano (2003) consiste em um tanque cilindro-conico de 500 L equipado com um
sistema coletor de ovos, o qual permite a coleta de ovos e nauplios produzidos num
periodo de 24 h. Este sistema encontra-se em fase de desenvolvimento, mas tem se
mostrado muito promissor com uma producio média de 1,780 nauplios L™ dia™. Neste
cultivo os adultos sdo alimentados com a microalga Thalassiosira fluviatilis numa
densidade média de variando de 10 a 20 x 10° células mL™". Até entdo, o pardmetro
utilizado para a determinagdo da densidade de T. fluviatilis oferecida aos copépodes
tem sido baseado na quantidade 6tima em termos de carbono de acordo com Kigrboe et
al. (1985). Porém, estudos mais detalhados s3o necessarios para se quantificar
exatamente qual a melhor densidade algal para este sistema de cultivo.

Embora o método de Bersano (2003) seja eficiente, ¢ de suma importancia que o
mesmo seja aprimorado, principalmente com relagdo a avaliacdo de novas dietas que
possam otimizar o cultivo de A. tonsa. Neste sentido, devem ser testados fatores como a
quantidade e a composi¢do do alimento a ser utilizado, uma vez que a producao de ovos
e o perfil nutricional dos copépodes sdo estreitamente relacionados com o alimento
disponibilizado. Portanto, ¢ importante quantificar e determinar a composi¢do da dieta,
pois as diversas espécies de microalgas que podem ser empregadas no cultivo de
copépodes possuem caracteristicas distintas. Além disso, os copépodes sdo capazes de
selecionar o alimento de acordo com o seu estado e/ou caracteristicas nutricionais
(Cowles et al. 1988).

Uma das maiores dificuldades ¢ a producdo de fitoplancton de alta qualidade (em
fase exponencial de crescimento da populagdo, livre de contaminagdo, etc.) e em
grandes volumes (Schipp et al. 1999). Desta forma, o ideal seria a substitui¢ido das
microalgas cultivadas por alimentos comerciais inertes. Estes alimentos devem manter o
perfil nutricional dos copépodes adequado as exigéncias das larvas de peixes cultivadas.
Além disso, ¢ importante que sejam atrativos aos diferentes estddios de
desenvolvimento dos copépodes e que proporcionem elevadas taxas de producdo de

0VO0S € crescimento.



O principal objetivo deste trabalho ¢ levantar informacdes a respeito do cultivo das
larvas Paralichthys orbignyanus com uma dieta a base de Acartia tonsa, pois ainda ndo
existem registros do cultivo desta espécie de linguado utilizando copépodes como
alimento vivo. Uma vez que ambas as espécies sdo nativas, este estudo vislumbra a
diminui¢do do cultivo de espécies exoéticas a regido sul do Brasil para a realizacdo da
larvicultura deste peixe. A adog@o de apenas uma espécie de alimento vivo diminuiria a
necessidade de diversos cultivos simultaneos, certamente contribuindo para a reducdo
dos gastos e dos riscos de quebra da produgao.

Por outro lado, a otimizacdo do método de cultivo de A. tonsa por meio da
determina¢do de novas dietas ¢ de extrema importancia, pois a melhoria do sistema de
cultivo intensivo representa o suprimento confidvel de copépodes para a larvicultura de
P. orbignyanus e outras espécies cultivaveis. Além disso, A. tonsa ¢ considerada
cosmopolita, habitando as faixas tropical e subtropical dos oceanos Atlantico, Pacifico e
indico (Bradford-Grieve et al. 1999). Assim, o cultivo deste copépode permitiria a sua

utilizagdo como alimento vivo em larviculturas realizadas em diferentes paises ao redor

do planeta.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a possibilidade de alimentacdo de larvas de Paralichthys orbignyanus
utilizando copépodes como unico alimento até a metamorfose. Contribuir para a
otimiza¢do do método de cultivo intensivo do copépode Acartia tonsa, mediante o teste

da influéncia de diferentes dietas sobre a produ¢do de ovos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Utilizar o copépode Acartia tonsa como alimento vivo exclusivo na larvicultura de
Paralichthys orbignyanus, verificando se as larvas deste peixe conseguem atingir a

metamorfose.



= Avaliar a influéncia de diferentes densidades (células ml') da diatomacea
Thalassiosira fluviatilis sobre a producdo de ovos do copépode Acartia tonsa.

= Testar o uso do alimento inerte “Culture Selco 3000®” ¢ de duas dietas monoalgais,
compostas por Chaetoceros mulleri e Nannochloropsis occulata, na producdo de

ovos e pelotas fecais do copépode Acartia tonsa.

3. METODOLOGIA

3.1. Obtencdo de copépodes e microalgas

Os copépodes (Acartia tonsa) foram coletados no verdo de 2004 em arrastos de
zooplancton com malha de 150 um na Praia do Cassino — Rio Grande, RS, separados
com o auxilio de pipetas Pasteur sob um microscopio estereoscopico e, cultivados
segundo o método desenvolvido por Bersano (2003), na EMA. O sistema consiste no
cultivo intensivo dos copépodes em um tanque cilindro conico de 500 L (tanque de
reprodutores). Conectado a este tanque hd um coletor de ovos alimentado pelo sistema
de aeracdo “airlift”, que permite a retirada dos ovos e nauplios produzidos a cada 12 ou
24 h. A microalga Thalassiosira fluviatilis (20.000 células mL™) ¢ utilizada para a
alimentacdo dos adultos, enquanto que Isochrysis galbana (50.000 células mL™) &
fornecida para os nauplios.

As microalgas utilizadas nos experimentos (T. fluviatilis, Chaetoceros mulleri,
Nannochloropsis occulata, I. galbana) foram cultivadas com o uso do meio de cultura
/2 modificado (Guillard & Ryther 1962). O cultivo foi realizado mediante repicagens
sucessivas de culturas de microalgas maduras (trés dias de idade), inoculando-as em
frascos de maior volume contendo meio de cultura esterilizado. Em frascos com volume
menor que 2 L, o cultivo foi realizado sem aeracdo, sendo agitados uma vez ao dia.
Entretanto, em volumes maiores foi utilizada aeragdo para manter as células das
microalgas na coluna de agua. O maior volume utilizado foi de 500 L para T. fluviatilis
e 250 L para I. galbana, que foram utilizadas tanto na rotina de alimenta¢do dos

copépodes quanto na realizagdo dos experimentos. C. mulleri e N. occulata foram



repicadas até o volume maximo de 500 mL exclusivamente para a realizagdo dos

experimentos.

3.2. Experimento I: Cultivo de larvas Paralichthys orbignyanus alimentadas com

Acartia tonsa.

Nauplios de Acartia tonsa foram utilizados na primeira alimentacdo de larvas de
linguados em substitui¢do aos rotiferos e como segundo item alimentar, foram usados
copépodes adultos em substituicao das art€émias. Durante o cultivo a temperatura média
da 4gua foi de 22,1 °C (£1,27), e a salinidade 30.

No dia trés de abril de 2005, foi realizada a desova induzida de uma fémea de
linguado que foi fertilizada com o sémen proveniente de quatro machos. O peso dos
ovulos foi de 21,1 g e a taxa de segmentagao foi de 87 %. Parte dos ovos fertilizados foi
colocada em um tanque cilindro-conico com volume de 50 L para a eclosdo e criagdo
das larvas a serem alimentadas com copépodes. A partir do terceiro dia apds a eclosdo, a
agua foi renovada diariamente em 50 % com o auxilio de um sifao. Néuplios de A.
tonsa (20 individuos mL™), Isochrysis galbana (50.000 células mL") e
Nannochloropsis occulata (500.000 células mL™") foram adicionados logo apds a
renovagao da agua. Esta rotina foi mantida até o 19° dia ap6s a eclosdo, embora no 13°
e 14° utilizou-se a metade da densidade desejada de nauplios, devido a problemas com o
cultivo de copépodes. A partir do 20° dia apos a eclosdo, foram introduzidos adultos e
copepoditos de A. tonsa (aproximadamente oito individuos mL™), com a inclusdo de
Thalassiosira fluviatilis (2.000 células mL™) na agua do cultivo. As larvas foram
monitoradas até 22 dias apds a eclosdo, durante todo o periodo foi utilizada aeracao
muito suave, com o auxilio de pedra porosa.

Para monitorar o crescimento das larvas de linguado cultivadas exclusivamente com
A. tonsa, foram realizadas medidas de comprimento total e comprimento padrdo no 7°,

14° e 21° dias ap6s a eclosdo. Apds as biometrias as larvas foram devolvidas no tanque.



3.3. Experimento I1: Avaliagdo de diferentes densidades de Thalassiosira fluviatilis
sobre a producéo de ovos de Acartia tonsa.

Dezenas de copépodes adultos foram isolados com o uso de uma pipeta tipo Pasteur
sob microscopio estereoscopico. Posteriormente foram acondicionados oito copépodes
(dois machos e seis fémeas) para cada frasco de 300 mL que formavam as unidades
experimentais. Foram feitas trés repeticdes para cada tratamento, totalizando 18
unidades experimentais.

As densidades de células de Thalassiosira fluviatilis utilizadas nos tratamentos
foram: 0 cel mL™ (controle), 5.000 cel mL™"' (tratamento 1), 10.000 cel mL™ (tratamento
2), 20.000 cel mL™" (tratamento 3), 40.000 cel mL™ (tratamento 4) e 80.000 cel mL™
(tratamento 5). Os copépodes foram submetidos a 24 h de aclimatagdo aos tratamentos,
tempo considerado suficiente para os animais atingirem o equilibrio energético
(Kierboe et al. 1985). Terminado o periodo de aclimatagdo, os copépodes foram retidos
com malha de 150 um para a retirada dos ovos e pelotas fecais. Efetuou-se a troca da
agua e iniciou-se o periodo experimental (24 h). Durante as 48 h compreendidas pela
aclimatagdo e o periodo experimental, os frascos foram mantidos em uma camara de
germinacdo a 23 °C (£ 2 °C) e com o fotoperiodo ajustado em 12 h claro e 12 h escuro,
sendo agitados suavemente em intervalos de 3 h para a ressuspensdo das algas
depositadas no fundo. A agua do mar utilizada no experimento foi filtrada em 1 pm e
apresentava salinidade 31. Terminado o experimento, os ovos produzidos foram retidos
em malha de 45 pm e fixados em solu¢do de formaldeido a 4 % para posterior
contagem.

Os resultados obtidos foram submetidos a ANOVA uma via seguida do teste de
Tukey, para verificar a existéncia de diferengas significativas na producio de ovos entre

os diferentes tratamentos.

3.4. Experimento I11: Influéncia de alimento inerte e dietas algais sobre a producgao

de ovos e pelotas fecais de Acartia tonsa.

As dietas oferecidas aos copépodes foram constituidas por “Culture Selco 3000™”,

Nannochloropsis occulata e¢ Chaetoceros mulleri em quantidades equivalentes de
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volume. Para tal, as particulas de “Culture Selco 3000*” ¢ das duas microalgas usadas
foram medidas sob um microscopio optico. Com o formato de uma esfera, as particulas
de alimento inerte e as células de Nannochloropsis occulata tiveram o didmetro medido.
Com relagdo as células de Chaetoceros mulleri, que possuem a forma de um prisma
sobre base eliptica, foram medidos o comprimento e largura em vista valvar e a altura
da célula em vista pleural. Os dados obtidos com as medidas foram aplicados a
respectiva forma geométrica para a determinagcdo do seu volume de acordo com
Hillebrand et al. (1999).

As unidades experimentais utilizadas foram frascos de vidro com volume de 300
mL. Em cada um foram colocados nove copépodes (trés machos e seis fémeas). Assim
como no experimento anterior, foram utilizadas 24 h para aclimatacdo, seguidas de 24 h
de periodo experimental. A aclimatagdo foi realizada em beckers de 600 mL contendo
os tratamentos e um lote de copépodes com aproximadamente 15 dias de vida. Apds o
periodo de aclimatagdo, os copépodes de cada tratamento foram separados como auxilio
de um microscopio estereoscopico e distribuidos nas unidades experimentais. Foram
feitas trés repeticdes dos respectivos tratamentos aclimatados. A agua utilizada foi
filtrada a 1 pum, apresentava salinidade 30. Todos os frascos foram transferidos para
uma camara de germina¢do com temperatura mantida a 21 °C (+ 2 °C) e fotoperiodo
em 12 h claro e 12 h escuro.

As microalgas utilizadas estavam no terceiro dia de cultivo no inicio do periodo de
aclimatagdo. O alimento inerte foi preparado 15 minutos antes do uso, conforme as
recomendacdes do Prof. Dr. Luis André Sampaio. A determinacdo das densidades de
microalgas e de particulas do alimento inerte foi embasada no célculo do volume
equivalente (Tabela 1). O padrao utilizado para o calculo de equivaléncia de volume foi
a microalga Thalassiosira fluviatilis na densidade de 20.000 células mL™", conforme
proposto por Bersano (2003), baseando-se na quantidade de carbono necessaria para
que Acartia tonsa apresente a maxima producao de ovos (Kiorboe et al. 1985).

Ap6s o periodo experimental o conteudo dos frascos foi filtrado em malha de 45 um
e os ovos e pelotas fecais retidos foram fixados em solugdo de formaldeido a 4 % para
posterior contagem. Os resultados obtidos foram submetidos a ANOVA uma via
seguida do Teste de Tukey, para verificar diferencas significativas na produ¢do de ovos

entre os grupos testados.

11



Tabela 1 — Dimensoes, forma geométrica associada, volume e densidade de células ou
particulas utilizado para equivaler a concentracio de 20000 células mL™' de
Thalassiosira fluviatilis (biovolume celular: 1053,14um’). A: comprimento (vista
valvar); B: largura (vista valvar); C: altura (vista pleural); D= Diametro

Culture Selco 3000®  Nannochloropsis occulata Chaetoceros mulleri

Dimensdes D: 4,68 D: 4.46 A:7.29: B: 4,96; C: 5,08
(um)
For{nq esfera esfera prisma sobre base eliptica
geometrlca
Volume (pm’) 54 46 144
Equivaléncia 392000 454000 146000

(células mL™)

4. RESULTADOS

4.1. Experimento I: Cultivo de larvas de Paralichthys orbignyanus alimentadas com

Acartia tonsa.

Foi constatado que as larvas de Paralichthys orbignyanus sdo capazes de ingerir
nauplios de copépodes na primeira alimentagao e copepoditos/adultos a partir do 20° dia
apds a eclosdo. No 19° dia apdés a eclosdo, algumas larvas apresentavam o
comportamento demersal caracteristico da metamorfose e, no 22° dia ap6s a eclosao
todas as larvas ja estavam assentadas (figura 1).

Em geral, o crescimento em comprimento das larvas de linguado foi maior durante o
periodo compreendido entre o 7° ¢ o 14° dia apds a eclosdo, do que durante o tempo
entre 0 14° e 0 22° dia apds eclosdo. As biometrias mostraram que entre o 7° ¢ o 14° dia
apos a eclosdo houve um incremento no comprimento total de 80,58 % e, entre o 14° e o
22° dia apds a eclosdo o comprimento total aumentou em 20 %. Em relagdo ao
comprimento padrdo, entre o 7° e o 14° dia ap6s a eclosdo ocorreu um aumento de 60 %
e entre o 14° e o 22° dia apds a eclosdo o incremento no comprimento padrao foi de
2,72 % (Tabela 2).

A relacdo entre o comprimento total e o padrao cresceu 12,59 % entre o 7° e o 14°

dia ap6s a eclosdo, e 16 % entre o 14° e 0 22° dia apds a eclosdo (Tabela 2). O aumento
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nos valores desta relacdo ao longo dos 22 dias de vida das larvas demonstra o
crescimento da cauda, uma vez que este indice expressa a distancia entre o
comprimento total € o comprimento padrdo. Ao longo da larvicultura ndo foram

observadas deformacgdes na coluna vertebral nem albinismo nas larvas.

1.5 cm

Figura 1 - Larva de Paralichthys orbignyanus alimentada exclusivamente com Acartia
tonsa no 22° dia apos a eclosao.

Tabela 2 — Crescimento das larvas de Paralichthys orbignyanus alimentadas
exclusivamente com Acartia tonsa com 7, 14 e 22 dias apds a eclosdo (dae). Medidas
morfométricas: Comprimento total (CT); Comprimento padrio (CP); Razdo entre o
comprimento total e o padrao (CT/CP).

7 dae 14 dae 22 dae
CT (mm) 3,76 (x0,20) 6,79 (x0,35) 8,16 (x0,95)
CP (mm) 2,98 (+0,20) 4,77 (+0,24) 4,90 (+0,42)
CT/CP 1,27 1,43 1,66
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4.2. Experimento 11: Avaliacdo de diferentes densidades de Thalassiosira fluviatilis
sobre a producéo de ovos de Acartia tonsa.

Durante este experimento, foi constatado que a produgdo de ovos por Acartia tonsa
foi fortemente influenciada pela disponibilidade de alimento. A. tonsa foi praticamente
incapaz de produzir ovos na auséncia de alimento (inani¢do). A producdo de ovos
aumentou gradativamente de forma significativa com o aumento da oferta de alimento
(ANOVA, p <0.01), no caso a microalga Thalassiosira fluviatilis.

Na densidade inicial de 5.000 células mL™ (tratamento 1), a producdo de ovos foi
aproximadamente 14 vezes maior (estatisticamente significativo) que no grupo controle
(inanigo). O segundo tratamento (10.000 células mL™") foi estatisticamente semelhante
ao primeiro tratamento, com uma produ¢do de ovos 1,6 vezes maior, € ao terceiro
tratamento (20.000 células mL™") que apresentou uma produgdo 1,3 vezes maior que o
segundo. O quarto tratamento (40.000 células mL™) foi significativamente superior ao
terceiro tratamento, com um incremento de 1,5 vezes na producdo. Em relacdo ao
quinto tratamento (80.000 células mL™), a producio de ovos foi 1,6 vezes maior que o
quarto tratamento (estatisticamente significativo), atingindo a maior produgao de ovos

entre todos os tratamentos (Figura 2).
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Figura 2 - Valores médios e desvios padrdo da produgdo de ovos por Acartia tonsa
durante o periodo de 24h. Os copépodes foram alimentados com diferentes densidades
de Thalassiosira fluviatilis. Letras diferentes indicam diferencas significativas
verificadas por Anova uma via seguida do teste de Tukey.
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4.3. Experimento I11: Influéncia de alimento inerte e dietas algais sobre a producéo
de ovos e pelotas fecais de Acartia tonsa.

A producgdo de ovos e pelotas fecais por Acartia tonsa foi influenciada pelo tipo de
alimento fornecido. Neste experimento, a producao de ovos nos copépodes alimentados
com Chaetoceros mulleri foi significativamente superior (ANOVA, p < 0.01) aos outros
dois alimentos testados, com 22 (+ 3,92) ovos fémea™ 24h™". Sendo 16 vezes maior que
a produgdo média dos copépodes alimentados com Nannochloropsis occulata, que ficou
em 1,33 (+ 0,73) ovos fémea” 24 h™'. E 11 vezes maior que a producdo utilizando
Culture Selco 3000, que atingiu 2 (£ 0,58) ovos fémea™ 24 h! (Figura 3). A média da
produ¢do de ovos individual entre os dois ultimos tratamentos foi estatisticamente
semelhante.

Em relagdo a produgdo de pelotas fecais, os copépodes alimentados com C. mulleri
apresentaram 87,81 (+ 22,20) pelotas individuo™ 24 h™. Este valor é 36 vezes superior a
producdo de pelotas fecais média nos copépodes alimentados com N. occulata (2,44 +
0,33 pelotas individuo™ 24 h') e 99 vezes maior que a produgdo dos copépodes
alimentados com Culture Selco 3000® (0,89 + 0,62 pelotas individuo™ 24 h™") (Figura
4). Nao foi aplicado teste estatistico aos valores de produgdo de pelotas fecais devido ao

ndo cumprimento dos pré-requisitos da Analise de Variancia.
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Figura 3 - Producdo de ovos por fémeas de Acartia tonsa sob diferentes alimentos
durante 24h. Letras diferentes indicam diferencas significativas verificadas por Anova
uma via seguida do teste de Tukey.

120,00

Pelotas fecais individuo ™ 24h™

Chaetoceros mulleri Nannochloropsis occulata Alimento inerte

0,00

Alimentos

Figura 4 - Producdo de pelotas fecais durante 24h por Acartia tonsa sob diferentes
alimentos.
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5. DISCUSSAO

5.1. Experimento I: Cultivo de larvas de Paralichthys orbignyanus alimentadas com

Acartia tonsa.

As larvas de linguado alimentadas com Acartia tonsa apresentaram um maior
percentual de crescimento em comprimento durante o periodo entre o 7° e o 14° dia
apos a eclosdo, do que durante o 14° e o 22° dia ap6s a eclosdo. O maior crescimento
das larvas mais jovens pode estar relacionado ao fato de que os nauplios de copépodes
sdo considerados o melhor alimento vivo para a primeira alimentacdo de larvas de
linguados (Bell et al. 2003). O tamanho reduzido dos nauplios é adequado para a
alimentagdo das larvas deste linguado, uma vez que as mesmas possuem a boca
relativamente pequena (Louzada 2004), igualmente ao que acontece com outras
espécies, em diferentes familias como Lutjanidae e Serranidae (Doi et al. 1997, Schipp
et al. 1999, Marte 2003). Por outro lado, o0 menor crescimento em comprimento das
larvas mais velhas pode ser reflexo de uma alteragdo do padrio de crescimento, pois as
larvas comegam a crescer também em largura.

E importante ressaltar que as larvas provenientes do restante da desova mantidas a
parte deste experimento, alimentadas com rotiferos, sobreviveram menos de duas
semanas apos a eclosao.

No 14° dia apos a eclosdo, as larvas de linguado alimentadas com copépodes ja
apresentavam o comprimento total entre 5 — 7 mm e, segundo Bianchini et al. (2005) ja
¢ possivel incluir presas maiores na dieta quando as larvas atingem esta faixa de
comprimento. Embora tenham sido observados copépodes adultos no tanque em que as
larvas estavam sendo cultivadas nesta data, o atraso de seis dias na adicdo de
copepoditos e adultos de A. tonsa pode ter determinado o menor crescimento das larvas
durante o periodo entre o 14° e 0 22° dia apos eclosdo. Isto resultou em larvas menores
ao final da metamorfose (8,16 mm), enquanto que o comprimento total normal das
larvas nesta fase é entre 10 ¢ 15 mm (Bianchini et al. 2005).

No que diz respeito ao tempo da metamorfose, mesmo com esta deficiéncia na
alimentagdo, as larvas iniciaram o assentamento no 19° dia apds a eclosdo e terminaram

no 22°, permanecendo a temperatura média de 22 °C. Okamoto (2004) testou diferentes
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temperaturas sobre o desenvolvimento das larvas Paralichthys orbignyanus, sendo que
no seu estudo, as larvas mantidas a 20 °C iniciaram o processo de metamorfose no 26°
dia apds a eclosdo e terminaram no 35°. J& nas larvas mantidas a temperatura de 23 °C,
o inicio ¢ o final da metamorfose aconteceram respectivamente no 16° ¢ no 20° dia ap6s
a eclosdo. O periodo da metamorfose neste experimento foi esperadamente
intermediario aqueles definidos por Okamoto (2004), uma vez que a temperatura
utilizada (22 °C) era intermedidria aquelas testadas por ele. E importante mencionar que
Okamoto (2004) utilizou com sucesso rotiferos (10-20 individuos mL™) e artémias (2-4
individuos mL™") como alimento vivo, conforme a rotina normal da larvicultura de P.
orbignyanus (Bianchini et al. 2005).

O principal fator associado ao bom desempenho dos copépodes, esta relacionado
provavelmente com o seu perfil nutricional rico em acidos graxos essenciais, sobretudo
DHA (Evjelmo & Olsen 1997). Por exemplo, o copépode Calanus finmarchicus ¢é rico
em acidos graxos essenciais as larvas de peixes marinhos, com uma quantidade muito
superior aos niveis incorporados por rotiferos e artémias enriquecidos. Além disso, estes
copépodes possuem mais de 50 % de fosfolipideos, que sdo capazes de aumentar o
crescimento e o desenvolvimento de larvas de peixes marinhos (Bell et al. 2003).

Para a criagdo do turbot, Psetta maxima, os nauplios de copépodes calandides sdo
os alimentos mais eficazes utilizados durante a primeira alimentagdo, pois o seu padrdo
de acidos graxos ¢ semelhante ao das larvas recém eclodidas deste peixe (Ruyet et al.
1991). Em relagdo as larvas de halibut, Hippoglossus hippoglossus, uma dieta a base de
copépodes comparada com artémias, se mostra superior em termos de sobrevivéncia e ¢
capaz de aumentar em dez vezes o sucesso da metamorfose, além de proporcionar
melhor pigmentagao, desenvolvimento ocular, e do trato digestivo (Shields et al. 1999,
Luizi et al. 1999).

Este trabalho representa o primeiro registro de uma larvicultura de P. orbignyanus
utilizando-se exclusivamente Acartia tonsa como alimento vivo. O resultado deste
estudo demonstrou que as larvas deste linguado sdo capazes de se alimentar
exclusivamente de A. tonsa até atingirem a metamorfose. Desta forma, o emprego de
apenas uma espécie de alimento vivo durante toda a larvicultura de P. orbignyanus, é de
grande importancia, uma vez que diminui a necessidade de manutengdo de diversos

cultivos para manter as larvas. Além disso, o uso deste copépode diminui a necessidade
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de se cultivar espécies exoticas para a alimentagdo das larvas. Portanto, o uso de Acartia
tonsa na larvicultura desse peixe parece ter um grande potencial a ser explorado em

estudos futuros.

5.2. Experimento I1: Avaliagdo de diferentes densidades de Thalassiosira fluviatilis
sobre a producéo de ovos de Acartia tonsa.

Os resultados apresentados neste experimento demonstraram que a producdo de
ovos foi fortemente influenciada pela concentragao de células de Thalassiosira
fluviatilis. Isto refor¢a a idéia de que o copépode A. tonsa ¢ muito eficiente na
conversdo do alimento em ovos (Kierboe et al. 1985, Stettrup & Jensen 1990).
Observou-se que a produgdo de ovos € praticamente nula quando os copépodes estdo em
inanicdo, e ¢ considerada significativamente baixa (11 e 18 ovos fémeas” 24h™) nas
menores densidades algais (5.000 e 10.000 células mL™"). Possivelmente a baixa
produgdo esteja ligada a baixa energia disponivel nestas densidades de alimento, além
disto, A. tonsa ¢ mal adaptada as baixas concentragdes de alimento, talvez devido a uma
reduzida habilidade quimiosensorial (Stettup & Jensen 1990).

Na densidade de 20.000 células mL'l, a producdo de ovos foi de 24,28 ovos fémea™!
24h”'. Num estudo realizado por Kiorboe et al. (1985) utilizando a microalga
Rhodomonas baltica como alimento, ficou constatado que A. tonsa atinge um valor
otimo de producdo de ovos quando alimentada com concentragdes algais equivalentes a
500 pg Carbono L. Este dado foi utilizado por Bersano (2003) para estimar a
concentragdo de T. fluviatilis que deveria ser empregada no sistema. Desta forma, na
concentragdo de 20.000 células mL™" desta microalga, os copépodes ja possuiriam a
quantidade de Carbono necessaria para atingir a maxima produc¢do de ovos.

Em relagdo as densidades extremamente altas de T. fluviatilis, 40.000 e¢ 80.000
células mL™, a produgdo de ovos atingiu os valores de 38 ¢ 60 ovos fémea™ 24 h™'. Este
incremento na produgio de ovos nas densidades maiores que 20.000 células mL™
demonstra que, na verdade a produgdo maxima de ovos sob uma dieta de T. fluviatilis,
ocorre em niveis acima de 500 pg de Carbono L. Corroborando a qualidade de T.
fluviatilis, Kaminski (2004) determinou que essa microalga possui a capacidade de

maximizar a producio de ovos por A. tonsa.Por outro lado, as propriedades nutricionais
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das microalgas sdao sujeitas a variagdes, desta forma, a maior producdo de ovos nas
densidades que excedem 20.000 células mL™ sugere que a microalga apresentava-se em
niveis de Carbono sub-6timos. Deve-se lembrar que este valor foi estimado, e nao
quantificado para a microalga utilizada no experimento. Foi constatado em observagdes
anteriores que, em densidades acima de 100.000 células mL™, os copépodes sdo
incapazes de incrementar a producdo de ovos (Almeida FM, dados ndo publicados).

Segundo Cowles et al. (1988), um dos fatores que determinam a selecdo do alimento
¢ o seu estado nutricional, uma vez que Acartia tonsa apresenta maiores taxas de
ingestdo das células de Thalassiosira weissflogii (= Thalassiosira fluviatilis) cultivadas
em altas taxas de crescimento. Portanto, os copépodes preferem alimentos com maiores
niveis de proteinas e aminoacidos livres. Desta forma, o conteudo de acidos graxos e a
concentragdo de carbono nio sdo os unicos parametros importantes para a produgdo de
ovos dos copépodes, devendo ser considerados também a propor¢ao entre carbono e
nitrogénio e o perfil de aminoacidos livres das microalgas (Cowles et al. 1988, Kleppel
etal. 1998).

Sob o ponto de vista pratico, é preciso adequar a producdo de ovos a demanda de
copépodes pelos organismos cultivados. Dentro dos limites da espécie, conforme ocorre
o aumento da concentragdo de algas, a producdo de ovos ¢ incrementada. Assim como
acontece em Acartia bifilosa, cuja produgdo de ovos ¢ claramente afetada pela
disponibilidade de alimento (Koski & Kuosa, 1999).

Entretanto, em condi¢des de cultivo concomitantemente, acontece o aumento da
producdo de pelotas fecais e o acimulo de algas ndo ingeridas no interior do tanque de
cultivo. Isto prejudica o funcionamento do sistema, uma vez que as algas nao ingeridas
se aglutinam e somadas as pelotas fecais, preenchem os poros das malhas utilizadas
para a separagdo automatica dos ovos. Com as malhas colmatadas, o sistema para de
funcionar e desta forma a coleta dos ovos produzidos nao ¢ realizada.

Outro fator importante ¢ o desgaste individual dos copépodes, que possivelmente
sera maior se os animais forem induzidos a manter elevadas taxas de producdo de ovos.
De tal modo, apesar de na densidade de 80.000 células mL™" a producio de ovos possa
ser até 2,5 vezes maior, sugere-se o uso da densidade de 20.000 células mL™' no sistema
de cultivo, pois permite a produgdo de ovos em niveis razoaveis (~24 ovos fémea™ 24

h"), sem comprometer a estabilidade do sistema de cultivo.
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4.3. Experimento Ill: Influéncia do alimento inerte e dietas algais sobre a
producéo de ovos e pelotas fecais de Acartia tonsa.

A producdo de fitoplancton ¢ uma das dificuldades atuais do cultivo de copépodes
(Schipp et al. 1999), pois estes animais possuem a capacidade de selecionar o alimento
com base no seu estado nutricional, exigindo que as microalgas sejam de alta qualidade
(Cowles et al. 1988). Desta forma, uma das alternativas para a otimizagao do cultivo de
copépodes ¢ a utiliza¢dao de dietas compostas por duas microalgas, permitindo que uma
compense as deficiéncias da outra (Knuckey et al. 2005). Por outro lado, a utilizagdo de
dietas inertes comerciais em substituicdo as microalgas representaria a simplificacdo do
cultivo e a aboli¢do do cultivo de espécies exdticas para alimentar os copépodes.

Neste trabalho, as diferencas entre a producdo de pelotas fecais dos copépodes
alimentados com Chaetoceros mulleri, Nannochloropsis occulata e Culture Selco
3000° mostram que Acartia tonsa ingeriu de forma eficiente apenas a primeira
microalga. Isto se refletiu na reprodugéo, pois os copépodes alimentados com C. mulleri
produziram significativamente mais ovos que os outros dois alimentos, atingindo 22
(+3,92) ovos fémea™ 24h”. Enquanto que os alimentados com N. occulata produziram
1,33 (+0,73) ovos fémea™ 24h™, e com Culture Selco 3000 produziram 2 (+0,58) ovos
fémea™ 24h™. O tamanho das células de C. mulleri (maior eixo: 7,29 pm) esta dentro da
faixa (5 — 10 um), a qual os copépodes suspensivoros estdo adaptados (Berggreen et al.
1988), possibilitando a alimentagdo tanto de nauplios como de adultos. Este fato
representa uma nova perspectiva ao cultivo de A. tonsa, pois a substituicdo das duas
espécies utilizadas (Thalassiosira fluviatilis e Isochrysis galbana) por apenas uma
microalga na alimentacdo dos copépodes simplifica o cultivo. Porém, antes de
incorporar C. mulleri ao método de cultivo de copépodes, ¢ necessario avaliar o efeito
de uma dieta composta por apenas esta microalga sobre viabilidade dos ovos e o perfil
nutricional dos copépodes produzidos como alimento vivo.

Sobre a microalga N. occulata, o resultado negativo era esperado devido a
observagdes anteriores realizadas no cultivo de adultos de A. tonsa (Bersano, com. pes.).
Segundo Berggreen et al. (1988), este copépode possui a capacidade de captura
reduzida com particulas que possuam entre 2 e 4 um. Isto explica a ndo ingestdo de N.

occulata e de Culture Selco 3000, uma vez que as suas células e particulas,
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respectivamente, possuem tamanho proximo destes limites. Por outro lado, a
composi¢do bioquimica do alimento também deve ser estudada sempre que possivel,
pois pode influenciar a sua percepc¢do e/ou selegdo pelos copépodes. Segundo Kleppel
(1993), embora a taxa de ingestdo seja proporcional a concentragdo de particulas
alimentares, os copépodes sdo capazes de selecionar o alimento por detec¢do quimica e
tactil.

Com relagio ao alimento inerte, Culture Selco 3000, este estudo comprovou sua
ineficacia como alternativa alimentar para Acartia tonsa, uma vez que os valores de
producdo de ovos foram extremamente baixos. Isto corrobora as informagdes
disponibilizadas por Kaminski (2004), que testou outro alimento inerte (Algamac®) na
dieta deste copépode e verificou a sua inadequacdo tanto para adultos como para
nauplios de A. tonsa. Desta forma, permanece esta lacuna sobre este aspecto da
alimentacao dos copépodes.

No futuro, o desenvolvimento de um alimento inerte especifico para copépodes,
devera ser baseado em microalgas adequadas em termos de composi¢do bioquimica
como também apresentar uma faixa de tamanho apropriada. Deste modo podera

contribuir para o desenvolvimento de cultivos de copépodes em larga escala.

CONCLUSOES

= Os copépodes Acartia tonsa podem ser utilizados como alimento para larvas de
Paralichthys orbignyanus. Nauplios substituem com sucesso os rotiferos na fase
inicial da larvicultura, os adultos e copepoditos substituem as artémias.

» A producdo de ovos por Acartia tonsa ¢ dependente da densidade de alimento.

= Culture Selco 3000 e a microalga Nannochloropsis occulata sdo ineficientes na
alimentagdo dos copépodes.

= Chaetoceros mulleri possui potencial de ser incorporada ao cultivo de Acartia tonsa,

uma vez que permite a alimentagao tanto de nduplios como de adultos.
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