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RESUMO

Resumo:

Estima-se que menos de 10% dos animais marinhos comercializados para fins ornamentais
sejam originarios de producao em aquacultura. O desenvolvimento de “hatchery’s” de peixes
de recife sdo essenciais para uma reproducdo em cativeiro, confiavel e sustentavel, para que
seja possivel reduzir a pressao sobre as populacdes selvagens.

O principal entrave & aquacultura ornamental marinha é a criagdo de larvas, devido a
dificuldade em obter um alimento vivo, uma vez que, estas sd0 muito pequenas guando
eclodem. Rotiferos e artémia sdo as presas vivas mais utilizados na producdo de peixes
marinhos, mas ndo sdo utilizadas para larvas de peixes ornamentais devido a sua dimenséo.
Recentemente, os ciliados Euplotes sp. surgiram como uma potencial presa viva estas para
larvas, devido ao seu pequeno tamanho, podem preencher a lacuna existente entre a primeira
alimentacdo e a aceitacao de rotiferos ou nauplios de copépodes.

O presente trabalho teve como objetivo otimizar as condicdes de cultivo quer de alimentagéo
(melhor alimentacdo, frequéncia e quantidade), fotoperiodo, salinidade e temperatura para a
producdo em massa de Euplotes sp.. Os principais resultados mostraram que as culturas de
Euplotes sp. podem alcancar o seu crescimento étimo com o fornecimento de 0,25 g/L de
levedura de padeiro (S.cereviviae) a cada trés dias, salinidade 30, 28°C de temperatura,
fotoperiodo de 12hLuz:12hEscuro, com arejamento constante.

Neste momento, o conhecimento sobre a produgdo em escala de ciliados é muito reduzido e
este estudo veio fornecer, pela primeira vez, informaces técnicas sobre as condigdes ideais
para a producdo em escala deste potencial alimento de larvas de peixes marinhos
ornamentais.

Palavras-Chave: Euplotes sp.; Ciliados; Alimento vivo; Condicdes de cultivo; Aquacultura
ornamental







ABSTRACT

Abstract:

It is estimated that less than 10% of marine animals marketed for ornamental purposes are
originate from captive production. The development of reliable and sustainable hatchery
procedures for the captive breeding of reef fishes is essential to reduce pressure on wild
populations. The main critical bottleneck in marine ornamental aquaculture is the larval
rearing with the major obstacle represented by the difficulty to obtain live foods for marine
ornamental larvae that are very small at hatching and first feeding. Rotifers and brine shrimp
are the most widely used live food items in marine fish culture but because their size they

are not the best live preys for this marine ornamental larvae.

Recently, marine ciliates, Euplotes sp. have been suggested as a potential live prey for
marine ornamental larvae, that because their small size, may bridge the gap between first

feeding and the acceptance of rotifers or copepod nauplii.

The present work aimed optimize the culture conditions of feeding (best feed, frequency and
quantity), photoperiod, salinity and temperature for the mass density production of Euplotes
sp.. The main results showed that cultures of Euplotes sp. cultures can reach the optimal
growth with 0,25 g/L of yeast baker (S.cereviviae) each three days, 30 salinity, 28°C,
photoperiod (light:dark) of 12h:12h and with constant aeration.

At this moment the knowledge about mas scale production are very reduced this study
provides for the first time technical information about the optimal conditions for the mass

scale production of this new potential live feed for ornamental fish marine larvae.

Key-words: Euplotes sp.; Ciliates; Live feed; Culture conditions; Ornamental aquaculture
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INTRODUCAO

1. Introducéo

A aquariofilia € um dos hobbys mais praticados em todo o mundo e tem crescido
sustentadamente nos ultimos anos (Dhar e Ghosh, 2015). A aquariofilia € uma industria que
move milhdes a nivel internacional e continua em expansao, estima-se que em 2015 tenha
rondado os 8 bilides de dblares s6 a nivel de comércio de peixes ornamentais e cerca de 20
bilides se for incluida toda a logistica envolvente a atividade, desde aquarios, plantas,
acessorios, alimentacdo, medicamentos, etc. (Kumar et al., 2015; Madhu et al., 2016).

As espécies ornamentais sdo definidas por serem capazes de ser mantidas em ambientes
artificiais com o Unico propdsito de entretenimento (Cunha, 2006), tendo um conjunto de
caracteristicas Unicas que fazem com que se tornem mais atraentes para os apreciadores.
Segundo Leal et al. (2016), todos os anos, sdo comercializadas aproximadamente 30 milh6es
de peixes ornamentais marinhos pertencentes a cerca de 1800 espécies diferentes, mas
apenas 72 dessas espécies sao produzidas em cativeiro, sendo todas as outras capturadas no
meio natural (Wabnitz et al., 2003; Olivotto et al., 2011), um numero pouco significativo
quando comparado com as espécies de agua doce, das quais mais de 90% sdo produzidas em
cativeiro (Green, 2003; Pomeroy et al., 2006).

Este elevado numero de capturas implica um esforco intensivo de pesca de forma a dar
resposta a procura do mercado ornamental. Em paises como as Filipinas e Indonésia
(maiores exportadores de peixes ornamentais marinhos do mundo) foi usada, durante
décadas e de forma indiscriminada, a pesca através de dinamite e cianeto (Barber e Pratt,
1998; Wabnitz et al., 2003; Dee et al., 2014). Para além disso, estima-se que desde a captura
até ao comprador final, entre 60 a 80% dos animais morram, devido as mas praticas de
manuseamento (Sadovy e Vincent, 2002). A causa mais comum tem a ver com a captura,
pois & normal ocorrerem perfuragdes na bexiga natatoria, devido a aceleracdes de
descompressao durante a subida e o uso de técnicas agressivas de captura (Cortes, 2009).
Parte dos peixes que sobrevivem a esta primeira fase enfrentam um novo desafio logo de
seguida, pois na maioria dos casos 0s peixes capturados séo de imediato embalados e
enviados para os intermediarios, que geralmente estdo entre 24 a 72 horas de distancia, sem
que tenha havido qualquer tipo de quarentena, traduzindo-se este processo em elevadas taxas
de mortalidade. Devido a estas causas, 0 numero de peixes selvagens capturados € muito
superior ao numero real de peixes que chegam ao consumidor final. Esta pesca,

ecologicamente insustentavel e descontrolada, colocou em risco, nos Ultimos anos os stocks
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naturais de varias espécies ornamentais marinhas, colocando em risco todo o ecossistema
(Wabnitz et al., 2003). Neste sentido, urge a necessidade de preservar estes ecossistemas,
pois as zonas de recife sdo o epicentro da biodiversidade marinha global (Coker et al., 2014).
Desta forma, o cultivo das espécies de peixes comummente comercializadas no mercado
ornamental representa uma ferramenta ecoldgica, muito importante para o desenvolvimento
sustentavel do hobby da aquariofilia marinha (Moorhead, 2014). Apesar da comunidade
cientifica, na Ultima década, ter virado as atencdes para esta problematica e o conhecimento
hoje ser bastante rico comparativo com o passado, ainda muito estd por descobrir e é
essencial o desenvolvimento e otimizagdo de protocolos de produgdo em cativeiro de forma
a diminuir a dependéncia do mercado de peixes ornamentais marinhos da captura de

espécimes selvagens (Tlusty 2002; Pomeroy et al., 2006).

Atualmente, os principais problemas na producgdo de espécies ornamentais em aquacultura
centram-se na fase de desenvolvimento larvar. E a fase do ciclo de vida mais delicada e com
uma maior taxa de mortalidade associada. Requerendo por isso, mais cuidados
principalmente quando as larvas esgotam as suas reservas vitelinas e dao inicio a captura e
ingestdo de alimento exdgeno (Cortes e Tsuzuki, 2010).

Na natureza, as larvas nas primeiras semanas de vida, alimentam-se de uma grande variedade
de zooplancton que as correntes oceanicas transportam que inclui protozoarios (ciliados),
dinoflagelados, larvas de moluscos e nauplios de copépodes (Holt e Holt 2000). Elegem as
suas presas de acordo com o tamanho e atracdo visual que lhes causam (quer pelo
comportamento natatorio ou pela cor). A preferéncia das larvas é também adaptada as suas
caracteristicas morfoldgicas, principalmente o tamanho da boca e as suas necessidades
nutricionais, sendo isto variavel de espécie para espécie (Cortes, 2009). Por essa razao e para
que esta fase tenha sucesso em aquacultura, € necessario simular o meio natural
administrando-lhes o alimento adequado e na quantidade necessaria (Laurel et al., 2001;
Pena et al., 2005).

A alimentacdo das larvas nos primeiros dias é geralmente feita com recurso a alimento vivo,
comummente os protocolos para a maioria das espécies marinhas incluem no plano alimentar
o fornecimento numa fase inicial de rotiferos, Brachionus sp., seguidos de nauplios e
metanduplios de artémia Artemia sp., (Cheng et al., 2004). Em ambos os casos, a qualidade
nutricional destes organismos sdo o espelho da sua alimentagéo, ou seja, apenas podem ser

usados como alimento com sucesso se forem previamente enriquecidos, podendo funcionar
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como “capsula viva”, 0 chamado processo de bioencapsulacdo, uma vez que é possivel
fornecer aquilo que se pretende dar aos cultivos larvares através do enriquecimento destes
mesmos organismos. O processo de bioencapsulacdo ou enriquecimento é uma forma de
cumprir os requisitos nutricionais das larvas, enriquecendo a dieta do ponto de vista nutritivo
garantindo assim o adequado desenvolvimento larvar, podendo também serem
administrados antibiGticos por esta via (Roiha et al., 2011). E comum a utilizacdo de
microalgas ou emulsdes comerciais (como SELCO 3000® ou Red Pepper®) ricas em lipidos
essenciais para as larvas. Este processo ja é muito recorrente em larviculturas marinhas, quer
para a artémia quer para os rotiferos. (Shei et al., 2012).

Os rotiferos (Brachionus sp.) sdo organismos zooplanctonicos herbivoros de tamanho
reduzido, variando entre 130 e 340 um na espécie B. plicatilis e 100 e 210 um em B.
rotundiformis. A sua producdo é relativamente simples, mas pode ser afetada por alguns
fatores tais como: variagcbes de temperatura ou salinidade do cultivo, acumulagdo de
substancias excretoras (aménia) ou ainda a interagdo com microrganismos, como bactérias
ou protozoarios, sendo os ciliados do género Euplotes os protozoarios mais comuns (Maeda
e Hino, 1991).

Artemia sp. séo pequenos crustaceos amplamente utilizados no cultivo de peixes, tendo a
grande vantagem de se poder armazenar os cistos durante varios anos e coloca-los a eclodir
nas condigOes 6timas sempre que necessario (Fujita et al.,1980; Navarro et al., 1999).

Nos ultimos anos, apareceram no mercado varias qualidades de cistos de artémia, que variam
no tamanho dos nauplios, podendo nas diferentes qualidades de artémia variar os nauplios
entre 0s 430 e 0s 500 um (Van et al., 2014). Neste sentido mesmo em fase de nduplios, tém
a desvantagem de serem muito grandes para alimentar as fases larvares iniciais, além disso,
0s estagios iniciais de muitas larvas de peixes marinhos ndo tém o sistema digestivo
totalmente desenvolvido e, por isso, € necessaria a suplementacdo com enzimas alimentares

através da alimentacédo fornecida (Vagelli, 2004; Ronnestad et al., 2007).

As larvas da maioria das espécies ornamentais marinhas sdo em geral muito pequenas, tendo
cerca de 2 mm e com uma abertura de boca reduzida que ndo permite utilizar rotiferos ou
artémia como primeiro alimento (Sazimaet al., 1997; Olivotto et al., 2005; Cortes e Tsuzuki,
2012; Olivotto et al., 2016).

Com a necessidade da producdo em cativeiro de novas espécies, nos ultimos anos tem-se

observado um esfor¢o para o estabelecimento de protocolos de manutencéo e reproducdo de
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espécies que reunam condicOes para serem utilizadas como primeiro alimento para as fases
larvares de espécies ornamentais marinhas.
Esta procura incessante pelo alimento vivo ideal para as larvas de peixes marinhos baseia-
se nos seguintes requisitos (Hunt VVon Herbing e Gallager, 2000; Cortes e Tsuzuki, 2010;
Saravanan et al., 2013):
1- Ter o tamanho adequado para a captura e ingestdo pelas larvas.
2- Exercer atividade natatoria que estimule as larvas a terem acdo predatoria sobre a
presa.
3- Ter um cultivo simples e possivel de se transpor a escala industrial.
4- Ter o ciclo reprodutivo com apenas alguns dias de duracdo para que seja possivel
alcancar elevadas densidades de forma rapida.
5- Conter os nutrientes necessarios para o correto desenvolvimento das larvas ou a
possibilidade de poder ser enriquecido.
6- Ter uma variagdo de tamanho corporal de forma a garantir a correta alimentagéo de

uma ampla gama de tamanhos durante o desenvolvimento larvar.

Um dos grupos de organismos que tem chamado a atencdo da comunidade cientifica com o
seu potencial para a utilizacdo na alimentacao de fases larvares é o dos copépodes. Pensa-se
que o fornecimento de nauplios de copépodes, como primeiro alimento vivo pode ser mais
adequado para muitas espécies de larvas de peixes marinhos (Dutz e Peters, 2008; Cortes e
Tsuzuki, 2012), porque algumas dessas espécies (p.ex. Acartia tonsa) tém uma ampla gama
de tamanhos corporais, entre 0s 50 e 70 um, no inicio do estagio larvar (menores dimensdes
que a artémia ou rotiferos), até aos 700 um em adulto e tém excelentes qualidades
nutricionais. No entanto, os copépodes tém a desvantagem de terem um ciclo reprodutivo
longo e as técnicas de cultivo e os seus protocolos nao estarem otimizadas de forma a terem
um cultivo pratico em condi¢des controladas (Stettrup e Mcevoy, 2003; Drillet e Dutz,
2014).

Adicionalmente e embora do ponto de vista nutritivo os copépodes possam ter grandes
vantagens comparativamente com rotiferos e artémia, organismos com cerca de 50 a 70 pum,
o cultivo de copépodes € ainda um desafio, sendo reconhecida a dificuldade em cultivar estes
organismos em elevadas densidades necessarias para produzir peixes ornamentais marinhos

em larga escala.
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Nos ultimos anos, surgiu a hipotese de se utilizar um organismo vivo como primeiro
alimento para larvas de peixe de pequenas dimensoes, os ciliados (Nagano et al., 2000a).
Os ciliados sdo constituintes do zooplancton, por isso, ocupam uma importante posi¢ao na
cadeia trofica alimentar marinha, principalmente, devido a sua abundancia e ao seu tamanho
(Cortes et al., 2013). Fazem parte de 30 a 50 % da produgdo primaria em muitos sistemas
marinhos e podem ser o grupo dominante de micro zooplancton em &guas costeiras
temperadas (Pierce e Turner, 1992). Em aquacultura ocorrem comummente como
contaminacdo em culturas de microalgas e rotiferos (Jung, 2012).

Os ciliados Euplotes sp. tém dimens@es variaveis entre 20um e 40um, e um corpo eliptico
alongado em forma de “D” rodeado por cilios que auxiliam na sua locomocao e alimentacéo.
Tipicamente, os ciliados alimentam-se de bactérias, microalgas e absorvem nutrientes a
partir do ambiente aquéatico envolvente. A sua estrutura celular é formada por vacuolos
(alimentares e excretores) e um nucleo. Tém uma réapida reproducdo, que ocorre por
biparticdo ao longo da zona de menor largura da célula. (Chen et al., 2014). Quando se
encontram em condi¢Oes adversas tém a capacidade de formar cistos. Cercam-se por uma
camada protetora que 0s mantém vivos, num estado de letargia. Quando as condicdes
ambientais sdo favoraveis os cistos hidratam e a camada protetora dissolve-se. As espécies
deste género sdo distinguidas morfologicamente por uma combinacdo de caracteristicas, tais
como: tamanho, forma do corpo e nimero de saliéncias dorsais e ventrais. O habitat também

influencia esta distincdo (Chen et al., 2014).

Os ciliados Euplotes sp. apesar de ndo terem um perfil nutricional com todos os nutrientes
essenciais ao correto desenvolvimento larvar, tém a capacidade de serem enriquecidos, uma
vez que sao filtradores ndo seletivos (Drillet e Dutz, 2014). Sabe-se que ja foram
administrados com sucesso, como primeira alimentagcdo, em algumas larvas de peixes
ornamentais (Nagano et al., 2000b; Olivotto et al., 2005). Embora o potencial para serem
utilizados como alimento nas primeiras fases de vida de larvas de peixes ornamentais, seja
enorme, a data ndo existem protocolos otimizados para a producdo destes organismos para

utilizacdo em aquacultura.







OBJETIVOS

2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo definir as condi¢des favoraveis para a producao em
massa de ciliados Euplotes sp., criando assim uma forma sustentavel de producéo de um
alimento vivo com grandes potencialidades para larvas de peixes ornamentais. Para isso, foi
necessario definir os principais parametros de cultivo, tais como:

e Alimentacéo

e Frequéncia e quantidade de alimento

e Fotoperiodo

e Salinidade

e Temperatura

Com todos os parametros do cultivo otimizados, o objetivo seguinte foi transpé-los a escala

industrial aumentando, progressivamente, os volumes de producéo.







MATERIAIS E METODOS

3. Materiais e métodos

Os materiais e métodos utilizados no decorrer deste estudo encontram-se descritos nos
seguintes subcapitulos.

3.1 Manutencéo de stocks

Os ciliados, Euplotes sp. foram recolhidos através de processos de crivagem de culturas de
rotiferos contaminadas. Apds serem crivados foram transferidos para um erlenmeyer com
agua autoclavada, tendo sido feitas repicagens sucessivas, de forma a criar a cultura stock
livre da presenca de outros microorganismos.

O stock de ciliados durante todo o processo foi mantido a 23+1°C, com salinidade controlada
de 30+1 e fotoperiodo de 12hLuz:12hEscuro. Foi mantido em densidades baixas
(<200ind/mL) de forma a evitar risco de perda de organismos. As culturas foram
monitorizados e alimentadas semanalmente, com o alimento fornecido as culturas de
rotiferos, microalga viva (Nannochloropsis oculata) a uma densidade de 2,2x108 células/ml.
Os ciliados foram contados utilizando uma camara de Sedgewick-Rafter (Pyser-Sgi, Reino
Unido) ao microscopio trinocular (Axiolab Al, Zeiss, Alemanhd), com uma ampliacédo de
100X. Para a contagem recolheu-se um 1mL da amostra, colocou-se na cdmara e foram
fixados com 1 gota de formalina 10%, de forma a ser possivel contar 0s organismos com
mais exatidao.

O cultivo de microalga viva, Nannochloropsis oculata, foi inoculado a partir de um stock
puro e mantido em meio F2 com arejamento constante a uma temperatura de 23+1°C, com

salinidade controlada de 30+1 e fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas escuro.

3.2 Efeito de diferentes alimentos no cultivo de Euplotes sp.

Com o0 objetivo de determinar quais os alimentos que podem ser utilizados para o
crescimento de culturas de Euplotes sp., testaram-se trés dietas vulgarmente utilizadas em
rotiferos: T1) Culture SELCO 3000 (InveAquaculture, Bélgica); T2) levedura fresca

Saccharomyces cerevisiae e T3) microalga Nannochloropsis oculata.
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Os ciliados, Euplotes sp., foram inoculados numa concentragdo de 10 ind/mL em 9 baldes
de 1L (3 réplicas por tratamento) com agua previamente autoclavada. Durante 12 dias as
culturas foram mantidas com arejamento constante, a temperatura de 23+1°C, com
salinidade 30+1 e fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas escuro. Os ciliados foram
alimentados a cada dois dias de acordo com as concentragdes estabelecidas: levedura e
SELCO 0,5 g/milhdo de individuos e a microalga mantida numa concentragéo de 2,2x10°
células/ml. A densidade foi monitorizada diariamente, através de contagens.

A monitorizacdo da qualidade de agua (amonia e nitritos) foi feita diariamente recorrendo-
se a testes fotométricos utilizando um fotometro de bancada multiparamétrico para
aquacultura (HI83203-02, Hanna, Italy).

Ap0s este ensaio, 0s a seguir descritos, foram realizados com uma alimentacdo com levedura

Saccharomyces cerevisiae.

3.3 Efeito da quantidade e frequéncia de alimentacdo (S. cerevisiae) na
densidade de Euplotes sp.

Com o intuito de otimizar o cultivo de Euplotes sp., € importante otimizar a quantidade e a
frequéncia de administracdo do alimento. Nesse sentido, testaram-se 4 formas diferentes de

alimentacdo, (tabela Ill.1) fazendo-se variar a quantidade e a frequéncia de alimento a

administrar:
Tabela I11.1 - Quantidade de alimento (S. cerevisiae) e frequéncia de administracdo nos diferentes tratamentos.
Quantidade de alimento
Tratamento Frequéncia de alimentacédo ) o
(g levedura/ milhao de individuos)
Tl Diariamente 0,5
T2 Diariamente 0,25
T3 2 em 2 dias 0,5
T4 2 em 2 dias 0,25

10



MATERIAIS E METODOS

Para tal, os ciliados, foram inoculados numa concentragdo de 10 ind/mL em 16 baldes de 1L
(4 réplicas por tratamento) com agua previamente autoclavada. Durante 12 dias as culturas
foram mantidas com arejamento constante, a temperatura de 23+1°C, com salinidade 301
e fotoperiodo de 12hLuz:12hEscuro. O efeito dos diferentes tratamentos foi avaliado atraves

de contagens diarias da densidade de ciliados.

3.4 Efeito da quantidade de alimento (S. cerevisiae) na densidade de Euplotes sp.

Com o objetivo, de testar o fornecimento de uma quantidade de alimento (S. cerevisiae)

constante ao longo do tempo, ao invés de uma alimentacdo proporcional ao numero de

organismos, foram testadas as seguintes condigdes, descritas na tabela I1.11:

Tabela I11.11 - Quantidade de alimento (S. cerevisiae) administrada nos diferentes tratamentos.
Tratamento | Frequéncia de alimentacédo Quantidade de alimento
Tl Diariamente 0,5g/L
T2 Diariamente 0,25 g/L
T3 Diariamente 0,5 g/milhdo de individuos

Inocularam-se os ciliados numa concentracdo de 10 ind/mL em 12 balGes de 1L (4 réplicas
por tratamento) com agua previamente autoclavada. Durante 12 dias as culturas foram
mantidas com arejamento constante, a temperatura de 23+1°C, com salinidade 301 e com
fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas escuro. O tratamento T3 serviu apenas como controlo.
O efeito dos diferentes tratamentos foi avaliado através de contagens diarias da densidade

de ciliados.

3.5 Efeito da frequéncia de alimentacao (S. cerevisiae) na densidade de Euplotes

sp.

Para perceber qual a regularidade de alimentacéo mais eficiente para as culturas de Euplotes

sp. experimentaram-se 3 frequéncias de alimentacdo diferentes, em que a quantidade de

11
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alimento fornecida ao longo do tempo foi proporcionalmente a mesma, so se fazendo variar

a frequéncia com que era fornecida (Tabela I11.111):
Tabela I11. 111 - Frequéncias de administracdo de alimento (S. cerevisiae) nos diferentes tratamentos.
Tratamento Frequéncia de alimentacéo Quantidade de alimento
T1 Diariamente 0,25 g/L
T2 3em 3 dias 0,75 g/L
T3 6 em 6 dias 1,59/l

Os ciliados, foram inoculados numa concentracdo de 10 ind/mL em 12 bales de 1L (4
réplicas por tratamento) com agua previamente autoclavada. Durante 12 dias as culturas
foram mantidas com arejamento constante, a temperatura de 23+1°C, com salinidade 30+1
e fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas escuro. O efeito dos diferentes tratamentos foi

avaliado através de contagens diarias de ciliados.

3.6 Quantidade letal de S. cerevisiae no meio de cultura

De forma a testar a quantidade de levedura que pode ser letal para uma cultura de ciliados
Euplotes sp., estes foram inoculados numa concentragdo de 10 ind/mL em 20 baldes de 1L
(4 réplicas por tratamento) com &gua previamente autoclavada.

Os ciliados foram alimentados diariamente com 0,25g/L de S. cerevisiae, durante 7 dias até
atingirem a densidade proxima de 8000 ind/mL. A partir deste momento, iniciou-se uma
alimentacéo distinta, em que diariamente eram fornecidas as seguintes quantidades (tabela
H1IV)

Tabela I11. IV — Quantidade de alimento (S.cerevisiae) a administrar nos diferentes tratamentos apos atingir a
densidade de cultivo de 8000 ind/mL.

Tratamento Quantidade da alimentacéo
T1 0,25 g/L
T2 1g/L
T3 2 g/L
T4 3g/L
T5 4g/L

12
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Durante 12 dias as culturas foram mantidas com arejamento constante, a temperatura de
23£1°C, com salinidade 30x1 e fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas escuro. O efeito dos

diferentes tratamentos foi avaliado através de contagens diarias da densidade de cultivo.

3.7 Efeito do fotoperiodo na densidade de Euplotes sp.

Com o intuito de perceber a influéncia do fotoperiodo no crescimento de Euplotes sp.
alimentados com S. cerevisiae, estes foram inoculados a uma concentracdo inicial de
10ind/mL em 12 balGes de 1L (4 réplicas por tratamento) com agua previamente
autoclavada. Foram mantidos durante o decorrer dos 12 dias com 3 fotoperiodos diferentes:
T1) 24 horas Luz, T2) 12hLuz:12hEscuro e T3) 24 horas Escuro. A temperatura e a
salinidade foram mantidas de forma constante em todas as condigdes teste (23+1°C e 301,
respetivamente). Os tratamentos foram realizados em quadruplicado. Diariamente, avaliou-
se a densidade da cultura atraveés de contagens e a alimentacdo de 0,75¢/L de levedura, foi

fornecida a cada trés dias.

3.8 Efeito da salinidade na densidade de Euplotes sp.

De forma a testar qual a salinidade mais adequada para o crescimento de ciliados Euplotes
sp. foram inoculadas culturas com salinidades de 20, 25, 30 e 35. Tal como anteriormente, a
cultura iniciou-se com 10 ind/mL em 16 balGes de 1L (4 réplicas por tratamento) com agua
previamente autoclavada. Durante o decorrer do ensaio as culturas foram mantidas com
arejamento constante, a temperatura de 23+1°C e fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas
escuro. Os ciliados foram alimentados com 0,75g/L de levedura S.cerevisiae fornecida a
cada trés dias. Diariamente, avaliou-se a densidade das culturas através de contagens na
camara de Sedgewick-Rafter, a salinidade medida com o auxilio de um refratdbmetro (HI
96822, Hanna, Italy) e acertada quando necessario com a adicdo de agua destilada

esterelizada.
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3.9 Efeito da temperatura na densidade de Euplotes sp.

Para avaliar a temperatura que promove um maior crescimento de ciliados Euplotes sp. em
meio controlado, recorreu-se a 4 temperaturas diferentes: 20°C, 23°C, 25°C e 28°C. Os
ciliados foram inoculados a uma concentracado inicial de 10 ind/mL em 16 baldes de 1L (4
réplicas por tratamento) com agua previamente autoclavada. Durante os 12 dias do ensaio,
as culturas foram mantidas com arejamento constante e em condi¢fes controladas com
fotoperiodo 12 horas luz 12 horas escuro e salinidade 30£1. Os ciliados foram alimentados
com 0,75g/L de levedura S.cerevisiae. fornecida a cada trés dias. Diariamente, foi avaliada

a densidade do cultivo através de contagens.

3.10 Analise estatistica

Os resultados apresentam-se sob a forma de média + desvio-padrdo (DP). Com o objetivo
de estudar a influéncia da alimentacdo (SELCO 3000, levedura S. cerevisiae e
Nannochloropsis oculata microalga, ou seja, ensaio 3.1), da quantidade (0,5¢/L, 0,25g/L e
0,25 g/milhdo de individuos, ou seja, ensaio 3.3), da frequéncia (didriamente, 3 em 3 dias e
de 6 em 6 dias, ou seja, ensaio 3.4), da quantidade letal de alimento (0,5; 1; 2; 3e 4 g/L ou
seja, ensaio 3.5), do fotoperiodo (24h luz, 12hLuz:12hEscuro e 24h escuro, ou seja, ensaio
3.6) e da temperatura (20°, 23°, 25° e 28°C ou seja, ensaio 3.7) na densidade dos individuos,
realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) com um fator (Zar, 2009). De igual modo,
0 mesmo procedimento foi realizado para o ensaio 3.2, ou seja, quando estudadas as
diferentes condicbes de frequéncia e quantidade (0,5 g/milhdo de individuos diariamente;
0,25 g/milhdo de individuos diariamente; 0,5 g/milhdo individuos de 2 em 2 dias e 0,25
g/milhdo de individuos de 2 em 2 dias). Por outro lado, e dentro do estudo da alimentagéo
(isto €, incluido no ensaio 3.1), a mesma metodologia foi aplicada, por forma a avaliar a
qualidade da 4gua (nomeadamente, nitritos e aménia), quando comparadas as trés dietas em
analise (SELCO 3000, levedura S. cerevisiae e Nannochloropsis oculata microalga, ou seja,
ensaio 3.1).

Todos os pressupostos inerentes a realizacdo do método foram devidamente validados

(nomeadamente, a normalidade dos dados e homogeneidade de variancias). Sempre que
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adequado foi utilizado o teste de comparagdes mdaltiplas Tukey. Nos casos em que a
normalidade dos dados e homogeneidade de variancias ndo se verificou, foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Games-Howell (Games e Howell 1976; Kirk 1982).
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de 5% (isto &,
sempre que p-value <0,05). Os resultados foram processados e analisados com o software
estatistico IBM SPSS statistics 23 e a elaboracdo gréafica através do programa Graph Pad

Prism 5.
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4. Resultados

Os resultados obtidos neste estudo apresentam-se nos seguintes subcapitulos.

4.1 Efeito de diferentes alimentos no cultivo de Euplotes sp.

Este ensaio teve como objetivo verificar qual dos 3 alimentos em estudo: T1) Culture

SELCO 3000 T2) levedura Saccharomyces cerevisiae e T3) microalga Nannochloropsis

oculata, possibilita produzir ciliados em elevadas densidades. Os resultados encontram-se

na figura 4.1.
15000+
-o- T1-SELCO 3000
= - T2 - Levedura S.cerevisiae
% - T3 - Microalga N.oculata
c
Py
©
©
2
(%2]
c
[«8)
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Dias

Figura 4.1- Densidade de ciliados (ind/mL) alimentados com os diferentes alimentos em estudo, ao longo do

tempo (12 dias). Os valores correspondem a médiaxDP (n=3).

E possivel observar que o alimento que promoveu uma maior densidade de ciliados foi a
levedura, existindo diferencas estatisticamente significativas no crescimento, quando
comparadas com as outras dietas (p-value <0,05). Estas diferencas comecaram a ser notorias
a partir do 8° dia de ensaio.

Apds 12 dias de ensaio, a cultura alimentada com levedura atingiu uma densidade de
9819+2996 ind/mL, seguida pelo cultivo alimentado com Selco que atingiu uma densidade
de 54757 ind/mL e por fim, o grupo alimentado com microalga, que foi o que atingiu a

densidade mais baixa de 88+17 ind/mL.
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Na figura 4.2 observa-se a variagdo dos parametros da qualidade da agua durante o decorrer

do ensaio, 12 dias, no qual ndo se realizaram trocas de agua.

10+ - 1.0
T ol -
= 8 0.8 -
£ =
= 6- - 0.6 g;
IS . 2
c 4+ To4 3
= <
\g 4 C
Z 2 £0.2
0 T T T . T OO
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias
= Amobnia SELCO 3000 -=- Nitritos SELCO 3000

-A— Amonia Levedura S.cerevisiae —— Nitritos Levedura S.cerevisiae
-0~ Amonia Microlga N.oculata —— Nitritos Microalga N.oculata

Figura 4.2 - Compostos azotados, amonia total e nitritos (mg/L) ao longo do ensaio (12 dias). Os valores
correspondem a média £DP (n=3).

Observa-se que a qualidade da agua é sempre inferior no tratamento com levedura, isto
porque a amania a partir do 4° dia comeca a aumentar, atingindo 7,5+0,37 mg/L, no final do
ensaio. Os nitritos comegam a aumentar a partir do 6° dia, obtendo-se um valor maximo de
0,60+£0,2 mg/L ao 8° dia de ensaio, mantendo-se relativamente estaveis até ao final. Em
relacdo ao Selco a partir do 10° dia, sdo registados valores de amonia e nitritos vestigiais,
ainda que sejam superiores aos valores obtidos na cultura alimentada com microalga.
Ambos, sdo muito inferiores, comparativamente aos valores atingidos com a alimentacéo de

levedura, sendo notéveis diferengas estatisticamente significativas (p-value<0,05).

4.2 Efeito da quantidade e frequéncia de alimentagcdo (S. cerevisiae) na

densidade de Euplotes sp.

Este ensaio teve como objetivo verificar o efeito da quantidade de levedura e da frequéncia

de administragdo na densidade de ciliados Euplotes sp.. Foram, por isso, testadas 4
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combinagbes de quantidade e frequéncia: T1) 0,5 g/milhdo ind., diariamente; T2) 0,25
g/milhdo ind., diariamente; T3) 0,5 g/milhdo ind., 2 em 2 dias e T4) 0,25 g/milhdo ind., 2
em 2 dias. Os resultados encontram-se descritos na figura 4.3.

12500+
10000
7500+

5000+

Densidade (ind/mL)

12.54

=
o
?

~
T

Alimento (g/L)

Dias
—— T1(0,5¢9/milhdo didrios) — — T3(0,5g/milhdo 2 em 2 dias)

—0— T2(0,25g9/milhdo didrios) —%— T4 (0,25g/milhdo 2 em 2 dias)

Figura 4.3 — a) Densidade de ciliados (ind/mL) ao longo do tempo (12 dias), alimentados com levedura (S.

cerevisae) em diferentes condicGes; b) Quantidade de alimento (g/L) acumulada ao longo do tempo (12 dias)
nas diferentes condicfes. Os valores correspondem a média£DP (n=4).
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Como € possivel verificar, na figura 4.3 a) a partir do 5° dia as culturas de ciliados
alimentadas com 0,5 g/ milh&do de individuos (T1) de levedura todos os dias ttm em média
uma maior densidade comparando com os restantes tratamentos em estudo atingindo ao 9°
dia uma concentracdo de 7302+3810 ind/ml, comparativamente com a densidade de
4041£2256 ind/ml em T2, 39471917 ind/ml em T3 e 2093£2011 ind/ml em T4.

No entanto, apds o 9° dia neste tratamento (T1) verifica-se uma diminui¢do abruta da
densidade de ciliados. Pelo contrario, em T2, a densidade continua a aumentar enquanto T3
e T4 apresentam um menor crescimento com tendéncia para estabilizar a concentragdo. Ao
final dos 12 dias de ensaio o tratamento onde foi administrado 0,25g/milhdo de ciliados todos
os dias (T2) foi o que obteve uma maior densidade relativamente aos restantes tratamentos
(p-value <0,05).

Quando se analisa a quantidade de alimento administrada ao longo de todo o ensaio, ou seja,
a quantidade de alimento acumulado, e a densidade de individuos (Fig. 4.3b), percebe-se
que, T1 foi o tratamento onde foi administrado maior quantidade de alimento seguindo-se
de T2, T3 e T4. No final do ensaio, a quantidade de alimento acumulada foi de 12,08+0,37g
(T1), 7,871,659 (T2), 5,63+1,04g (T3) e 1,92+0,52g (T4). Sendo que o dia em que foi
administrada maior quantidade de alimento por tratamento foi o dia 12 em T1 (12,08+0,379).

4.3 Efeito da quantidade de alimento (S. cerevisiae) na densidade de Euplotes sp.

Com o ensaio anterior, percebeu-se que o método de alimentacdo baseado na quantidade de
individuos (g/milhdo ind) ndo seria 0 melhor, por isso, testou-se uma alimentacéo fixa, ou
seja em g/L, independentemente da densidade de individuos. Os resultados encontram-se
apresentados na figura 4.4.

Como se observa, em T1 e T2 atingem-se densidades superiores em comparagcdo ao
tratamento em que a alimentacao foi dada de acordo com a densidade de individuos no meio.
O valor méaximo atingido em T1 foi 22622+5154 ind/mL, em T2 foi 17858+1627 ind/mL,
enquanto que no T3 ficou pelos 8981+1627 ind/mL, como tal é notoria a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) a partir do 10° diaem T1 e T2 com
T3. Em T1 e T2 ndo se verificam diferengas estatisticamente significativas ao longo do

ensaio (p-value>0,05).
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30000+
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Figura 4.4 - Densidade de ciliados (ind/mL) ao longo do tempo (12 dias), alimentados com levedura (S.

cerevisae) em diferentes quantidades. Os valores correspondem a média+DP (n=4).

4.4 Efeito da frequéncia de alimentacdo (S. cerevisiae) na densidade de Euplotes

sp.

Uma forma importante de otimizar o cultivo de Euplotes sp. foi perceber qual seria a
frequéncia mais correta de alimentacédo, isto €, de quanto em quanto tempo é necessario
fornecer alimento com o intuito de se obter maiores densidades com um menor gasto

possivel. Os resultados referentes a frequéncia de alimentacdo encontram-se na figura 4.5.

30000+ o
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Figura 4.5 - Densidade de ciliados (ind/mL) ao longo do tempo (12 dias), alimentados com levedura (S.

cerevisiae) nas diferentes frequéncias de alimentago em estudo. Os valores correspondem & média+DP (n=4).
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Com a anélise da figura é possivel perceber que a alimentacdo diaria é a que promove uma
maior densidade de cultivo, 21960+£3747 ind/mL. Contudo, ndo existem diferencas
estatisticamente significativas (p-value>0,05) entre fornecer uma alimentacao diaria ou de 3
em 3 dias, no qual se atingiu um densidade de 19371+1764 ind/mL. Verificaram-se
diferengas, a partir do 4° dia, entre os tratamentos T1 e T2 com o tratamento T3 (p-
value<0,05). Uma alimentagcdo pouco regular, como uma vez por semana por exemplo,
provoca uma reducao significativa na densidade de Euplotes sp. no meio de cultivo, fazendo

com que 0 seu crescimento ndo atinja as densidades esperadas.

4.5 Quantidade letal de S. cerevisiae no meio de cultura

De forma a avaliar se a levedura em excesso podera ser prejudicial e levar a mortalidade da
cultura de ciliados, foram fornecidas quantidades diferentes de alimento, em culturas na sua
fase exponencial de crescimento, ou seja, a partir dos 8000 ind/mL. Os resultados estéo

representados na figura 4.6.
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Figura 4.6 - Densidade de ciliados (ind/mL) ao longo do tempo (3 dias), alimentados com levedura (S.
cerevisiae) em diferentes quantidades a partir de uma densidade inicial de cerca de 8000 ind/mL. Os valores
correspondem & média £DP (n=4).

Através da observacgéo da figura, € possivel perceber que o fornecimento de 4 g/L provoca o

declinio da cultura de forma instantanea, sendo apenas necessarias 48 horas para a cultura
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passar de cerca de 8000 ind/mL para 0 ind/mL. As culturas alimentadas com 0,5g/L e 1 g/L
sd0 as que apresentam um maior crescimento, ndo existindo diferencgas estatisticamente
significativas (p-value>0,05) entre estes dois grupos, ndo sendo nenhum deles prejudicial ao
crescimento de culturas de Euplotes sp.. Seguidamente, encontra-se o tratamento em que 0s
ciliados foram alimentados com 2 g/L. No caso do alimento de 3 g/L verifica-se um aumento
menos gradual, sendo que ao 3° dia a densidade diminui consideravelmente face ao dia
anterior, que € um indicador de que o fornecimento de 3 g/L diarias ja € uma quantidade
toxica no meio de cultivo.

A partir do 2° dia j& sdo evidentes as diferencas estatisticamente significativas (p-value
<0,05) entre os grupos alimentados com 0,5 g/L e 1g/L com o grupo alimentado com 2g/L e
3g/L e ambos tém diferencas com o tratamento alimentado com 4g/L. Ao 3° dia ha um
decréscimo estatisticamente significativo no tratamento alimentado com 3g/L, sendo mais

evidentes as diferencas de 0,5g/L e 1g/L com os restantes tratamentos.

4.6 Efeito do fotoperiodo na densidade de Euplotes sp.

Com o intuito de avaliar a influéncia dos diferentes fotoperiodos na densidade de Euplotes
sp. foram testadas 3 condi¢es diferentes: T1) 24 horas luz, T2) 12 horas luz 12 horas escuro

e T3) 24 horas escuro. Os resultados obtidos encontram-se representados na figura 4.7.

125001
—— T1-24h Luz

—=— T2-12hL:12hE
—— T3 - 24h Escuro

Densidade (ind/mL)

Dias

Figura 4.7 - Densidade de ciliados (ind/mL) ao longo de 12 dias sob a influéncia de diferentes fotoperiodos.
Os valores correspondem a média£DP (n=4).
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Com a andlise da figura, verifica-se que existem diferencas no decorrer de todo o0 ensaio
entre os tratamentos 24h Luz e 12hL:12hE quando comparados com o 24h Escuro, pois este
é significativamente menor ao longo do tempo (p-value <0,05). A densidade maxima,
9596+1450 ind/mL, foi atingida ao 11° dia no tratamento 12hL:12hE. Na condigdo 24h luz
atingiu-se um maximo de 8493+1059 ind/mL, ao 10° dia, e na condi¢do 24h escuro o valor

méaximo de densidade alcangado foi de 2078+363 ind/mL, ao 12° dia.

4.7 Efeito da salinidade na densidade de Euplotes sp.

De formaa avaliar a influéncia da salinidade no crescimento da cultura de Euplotes sp. foram

testadas 4 salinidades (20, 25, 30 e 35), estando os resultados representados na figura 4.8.

17500+
14000+
10500+

7000

Densidade (ind/mL)

3500+

0 #—a—F—
0 2

Dias

Figura 4.8 - Densidade de ciliados (ind/mL) ao longo de 12 dias sob a influéncia de diferentes salinidades. Os
valores correspondem a médiatDP (n=4).

Como se pode verificar, a partir do 6° dia de cultivo, evidencia-se um maior crescimento das
culturas mantidas a uma salinidade de 30, havendo diferencas estatisticamente significativas
comparativamente com a densidade dos restantes cultivos mantidos a salinidade de 20, 25 e
35 (p-value<0,05). No final do ensaio, a salinidade de 30, obteve-se uma densidade de
146004522 ind/mL, 100454825 ind/mL a salinidade de 35, enquanto nas salinidades de 20
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e 25 a densidade méxima atingida foi de 8341+159 ind/mL e 8458+346 ind/mL,

respetivamente

4.8 Efeito da temperatura na densidade de Euplotes sp.

A influéncia das temperaturas (20°, 23°, 25° e 28° C) na densidade de Euplotes sp. esta

representada na figura 4.9.

20000+
16000
12000+

8000+

Densidade (ind/mL)

40004

Dias

Figura 4.9 - Densidade de ciliados (ind/mL) ao longo de 12 dias sob a influéncia de diferentes temperaturas.
Os valores correspondem a média£DP (n=4).

Verifica-se que ao longo dos ensaios em que as culturas de ciliados foram sujeitas a
diferentes temperaturas, houve diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05)
entre o tratamento de 28°C com os restantes, a partir do dia 9. Esta temperatura promove um
crescimento superior, atingindo um valor maximo de 16696+807 ind/mL, enguanto que as
restantes temperaturas ficam préximas dos 10000 ind/mL (20°C- 9634+1620ind/mL; 23°C-
10625+258 ind/mL; 25°C- 11175668 ind/mL).
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5. Discussao

A alimentacdo de larvas de peixes ornamentais com ciliados esta a dar 0s primeiros passos
e como tal é extremamente necessario compreender-se melhor o crescimento de ciliados
(Euplotes sp.) em condigGes controladas de forma a conseguir reproduzi-los massivamente,
com as condigOes mais adequadas ao seu desenvolvimento (Moorhead e Zeng, 2010). Os
ciliados sdo protozoarios que ocorrem comummente como contaminagdo em culturas de
rotiferos, tal como Reguera (1984) relatou, a rapida propagacao de Euplotes sp. nas culturas
de B.plicatilis reduz consideravelmente o seu crescimento, sendo por isso evitados de forma
a que ndo ocorra competicdo direta pelos recursos disponiveis no meio. Isto porque, tal como
Hagiwara et al., (1995) concluiram os rotiferos ndo afetam o crescimento de Euplotes sp.
mas a populacdo de ciliados existente pode interferir com o crescimento de B.plicatilis.
Como tal, estudaram-se varios parametros basicos de forma a otimizar o seu crescimento e,
como sdo uma contaminagdo das culturas de rotiferos, para se encontrar 0s seus parametros
Otimos utilizaram-se 0s parametros mais comuns para o cultivo de rotiferos. Todos os
parametros sdo muito importantes na otimizacdo da producéo de alimento vivo para uso em
aquacultura, no entanto um alimento eficiente e de baixo custo é sem ddvida um dos

principais desafios.

Neste sentido, este trabalho iniciou-se com a determinacédo do alimento mais eficaz para o
crescimento de culturas de ciliados. Sendo a bibliografia muito reduzida em relacdo a
producéo de ciliados, teve-se como base os alimentos utilizados tradicionalmente no cultivo
de rotiferos (levedura, microalga e Selco) e o estudo de Cértes e Tsuzuki (2012) que é, até a
data, o Unico trabalho que estudou o crescimento em massa de Euplotes sp., para uso em
aquacultura. A levedura (Saccharomyces cerevisiae) foi o alimento que obteve maiores
densidades de individuos em comparagdo com o SELCO 3000 ou a microalga
(Nannochloropsis oculata). Estes resultados estdo de acordo com Cortes e Tsuzuki (2012),
que concluiram que o uso de levedura € o melhor alimento para fazer crescer culturas de
ciliados do género Euplotes. Também Pandey e Yeragib (2004), que estudaram o
crescimento de ciliados Fabrea salina, concluiram que o uso de levedura permite a obtencéo
de um maior crescimento desta espécie de ciliados em compara¢do com o uso da microalga
Dunaliella sp. Segundo Cheng et al., (2004) e Dutz e Peters (2008), os ciliados sdo

encontrados em culturas de rotiferos e copépodes competindo com estes pelo alimento
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(microalga) e causando quebras na producdo destes organismos, devido a uma diminui¢ao
do alimento disponivel. Neste estudo, verificamos que os ciliados tém a capacidade de se
alimentar de microalga, levando a uma reducdo do alimento no meio de cultivo, no entanto
a taxa de crescimento dos ciliados foi reduzida. Como referido anteriormente, Cortes e
Tsuzuki (2012) obtiveram resultados similares e justificaram este acontecimento com a
possibilidade de a quantidade de microalga fornecida ser insuficiente para que os ciliados
tivessem capacidade para se reproduzirem ou entdo que os ciliados embora se alimentem da
microalga, ndo tenham capacidade para a digerirem e adquirirem energia para 0 processo
reprodutivo. Neste estudo, efetuou-se a monitorizacdo diaria da quantidade de microalga
disponivel para os ciliados, tendo-se verificado que embora houvesse alteragdes de dia para
dia na concentracdo de N. oculata, havia sempre microalga no meio de cultivo em grande
quantidade. Neste sentido concluimos que caso se tratasse de falta de alimento, este estaria
todos os dias em défice tendo de ser reposto, uma vez que esta situacdo ndo se verificou, a
falta de crescimento da populacéo de ciliados alimentada, neste estudo, com N. oculata néo
parece estar relacionada com a falta de alimento. Outra das causas poderia ser 0 tamanho do
alimento pois N. oculata tem cerca de 2-4 um (Kagan e Matulka, 2015) e embora Wilks e
Sleigh (1998) tenham demonstrado que o tamanho do alimento é importante para o
desenvolvimento dos ciliados, demonstraram também, que os ciliados se alimentam de
particulas desde 0,57 até 10 um, com preferéncia para particulas entre os 1,90 até 3,06 pm.
Foi com a levedura S. cerevisiae, que tem um didmetro entre 0s 5-7 um (Lavens e Sorgeloos,
1996) que se obtiveram as taxas de crescimento mais elevadas demonstrando assim a
capacidade que os ciliados tém para se alimentarem de presas/particulas de elevado tamanho,
capacidade esta comprovada também pelo estudo de Drillet e Dutz (2014) que demonstraram
a capacidade dos ciliados se alimentarem de Rhodomonas salina, espécie de microalga de

“clevado tamanho”, aproximadamente 17 pum (Lavens e Sorgeloos, 1996).

A levedura foi melhor aceite pelos ciliados quando comparada com SELCO 3000, apesar de
este ter mais interesse quando o objetivo é usar os ciliados para alimentar larvas de peixes,
pois a sua constituicdo ja € enriquecida com acidos gordos poli-insaturados. A levedura é
um alimento com um valor nutricional mais baixo, mas os ciliados, uma vez que sdo
filtradores ndo seletivos, podem ser enriquecidos de forma a adquirirem os acidos gordos
poli-insaturados necessarios as larvas antes de serem administrados como alimento vivo.

Sabe-se que os ciliados sdo capazes de incorporar niveis moderados de acidos gordos
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(especialmente n - 3 EPA e DHA) mas mesmo assim, a sua capacidade de incorporagdo €

menor do que a dos rotiferos ou artémia (Cértes e Tsuzuki, 2012).

O cultivo alimentado com levedura, apesar de ser o que obtém crescimentos superiores, € 0
que degrada mais a qualidade da &gua uma vez que é o Unico onde sdo registados valores de
amonia e nitritos. No entanto, este parece ndo ser um problema para a producdo de Euplotes
sp., uma vez que os ciliados suportam facilmente concentracbes muito mais elevadas de
amoOnia que a maior parte dos organismos como, por exemplo, rotiferos (Cheng et al.,2004).
Por isso, muitas vezes os ciliados acabam por sobreviver nas &guas das culturas dos rotiferos
mesmo apos estes morrerem. Os valores de amonia registados, proximos de 8 mg/L,
encontram-se dentro do esperado para 15 dias de ensaio, uma vez que Cortes e Tsuzuki
(2012) ao fim de 6 dias a alimentar ciliados com levedura obtiveram concentracdes totais de
amonia proximas de 4 mg/L. Por isso, pode afirmar-se que os valores de amonia obtidos ndo
influenciam negativamente o crescimento de Euplotes sp.. Tal como Xu et al.,, 2004
concluiram a concentracdo limite de amonia para causar inibicdo de crescimento em E.
vannus é cerca de 100 mg/L.

Durante muito tempo os ciliados foram considerados prejudiciais para os restantes cultivos,
mas recentemente, foi demonstrado que desempenham um papel positivo na melhoria e
manutencdo da qualidade da &gua em ambientes aquaticos com altos niveis de amdnia (Xu
et al., 2004). Tal como acontece com a amonia, s6 foram registados nitritos no tratamento
alimentado com levedura. Os nitritos registados sdo valores substanciais, 0,5 mg/L, o que é
considerado um valor normal. Na verdade, estes organismos tém uma capacidade
extraordinaria para tolerar compostos azotados, sendo muito mais resistentes do que
qualquer outra presa viva tradicionalmente utilizada em aquacultura (Cortes e Tsuzuki,
2012).

Em suma, apesar de a cultura alimentada com levedura ser a Unica onde se registaram
alteracGes na qualidade de &gua, este foi 0 alimento que promoveu um maior crescimento da

cultura de Euplotes sp..

Apos a determinacdo do melhor alimento para produzir Euplotes sp., a determinagdo da
quantidade e do método de administracdo do alimento é fundamental para a otimizagdo do

cultivo.
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O crescimento de Euplotes sp. demonstrou ser influenciado pela disponibilidade de alimento
no meio, uma vez que, nos ensaios onde a administracdo de alimento foi baseada na
densidade de ciliados, a diminuicdo da quantidade de alimento, levou a uma menor taxa de
crescimento da populagdo. Se por alguma razéo externa, a densidade de ciliados diminuisse,
a quantidade de alimento que se iria fornecer também seria menor, 0 que provocaria um
decréscimo da populacéo, porque o alimento disponivel era menor. Ou seja, se a densidade
de individuos for menor, fornece-se menos alimento, uma vez que tém menos alimento
disponivel também ndo terdo capacidade para crescer mais. No entanto e embora a
quantidade mais elevada de alimento administrada (0,5g/milh&o de ciliados) fosse a que até
ao 9° dia proporcionou uma maior densidade de ciliados, a partir desse dia, a populacéo
colapsou repentinamente apds atingir cerca de 8000 ind/mL, resultados contraditérios aos
obtidos por Céortes et al., (2013) que conseguiram cerca de 15000 ind/mL, alimentando-os
da mesma forma.

Embora no trabalho realizado por Cértes et al., (2013), com a mesma metodologia de
alimentacdo, ndo se tenha verificado colapso da cultura apds serem atingidas as densidades
proximas de 8000 ind/mL, neste estudo, isso verificou-se sempre que a quantidade de
alimento administrada, com base na densidade, se aproximou de 4g/L de levedura. O ensaio
posteriormente realizado sobre a quantidade letal de alimento, veio confirmar que o

fornecimento superior a 3 g/L de levedura, de forma diaria, leva a mortalidade da cultura.

A levedura comecou por ser administrada conforme o protocolo descrito por Cortes et al.,
(2013) no entanto, para além dos ja referidos efeitos adversos do excesso de alimento
baseado neste método de alimentacdo, o fornecimento de uma quantidade de alimento
baseada na densidade do cultivo exige a monitorizacdo diaria para correta administracao do
alimento. Neste sentido, procurou-se encontrar outras formas de alimentacdo,
nomeadamente através do fornecimento de uma quantidade fixa de alimento ao longo do
tempo de cultivo. Verificou-se que este € um método mais eficaz comparativamente a
alimentacdo com base na densidade (g/milhdo de individuos), e que fornecer 0,5g/L ou
0,25¢/L diariamente nao influencia o crescimento de Euplotes sp., pois em ambos 0S casos,
sdo atingidas densidades proximas dos 20000 ind/mL. Por isso, e tendo sempre em mente 0
objetivo de otimizar o cultivo de forma a diminuir os custos associados, o fornecimento de
0,25¢/L adequa-se melhor pois promove um crescimento 6timo com uma menor quantidade

de alimento fornecida.
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Quando o alimento € fornecido numa quantidade constante, sabe-se que, numa fase inicial,
o alimento disponivel é muito superior ao alimento que realmente é consumido pelos
ciliados, mas assim que a cultura atinge uma densidade mais elevada, o alimento fornecido
é exatamente o mesmo e 0 numero de ciliados continua a aumentar. O que sugere que a
levedura que é dada em excesso (na fase inicial do ensaio) tem a capacidade de se manter
disponivel no meio de cultivo para ser consumida mais tarde (numa fase mais final em que
os ciliados se encontram em densidades elevadas). Mesmo assim, quando € atingida uma
fase em que a densidade é muito elevada (proxima dos 22000 ind./mL, por exemplo) toda a
levedura restante no meio ja foi consumida e a que é fornecida continua a ser insuficiente
para que a cultura tenha capacidade de se alimentar para se manter em crescimento. Pensa-
se que devido a degradacdo do meio, através da acumulacdo de compostos organicos e pela
quantidade insuficiente de alimento, o cultivo comece a decrescer. Ao fazer uma comparacgéo
em termos de eficiéncia de cultivo, tendo em atencdo os gastos associados, € muito mais
vantajoso um cultivo em que o fornecimento de alimento seja constante. Isto porque, desta
forma, consegue-se atingir densidades mais elevada de ciliados, com um fornecimento
menor de alimento, logo com um gasto menor associado. Isto facilmente se percebe quando
se compara o crescimento dos ciliados com a quantidade de alimento fornecida. Por
exemplo, o tratamento T1 do ensaio da quantidade, ao 11° dia tem uma densidade de 22000
ind/mL e o total de alimento fornecido até ai foi de 5,59 de levedura, enquanto que no
tratamento T2 do ensaio da qualidade e frequéncia de alimentacéo, atingiu-se uma densidade
méaxima de 8000 ind/mL com um dispéndio total de alimentacdo proximo das 10g. Sendo
praticamente o dobro de alimento gasto o que ndo promove nem metade do crescimento na

cultura de ciliados.

Uma vez que ndo se verificaram diferencas de densidade no fornecimento de alimento diério
ou de 3 em 3 dias e que, em ambas as situacdes, se atingiram densidades proximas dos 20000
ind/mL (21900 ind/mL no tratamento com alimentacéo diaria e 19300 ind/mL no tratamento
alimentado de 3 em 3 dias), em termos de mé&o-de-obra torna-se mais vantajoso realizar o
procedimento de 3 em 3 dias em vez de diariamente, uma vez que ndo ha qualquer influéncia

negativa no crescimento populacional.

Como ja abordado anteriormente, ao longo dos varios ensaios percebeu-se que quando a

concentragdo de alimento no meio era muito elevada, a populagéo de Euplotes sp. entrava
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em colapso. N&o se tendo chegado a uma concluséo efetiva do que promove esta situacao,
ainda assim uma das causas possiveis tem a ver com a degradacdo da qualidade da agua.
Como tal achou-se essencial perceber a quantidade de alimento, em g/L, que se pode fornecer
sem que haja quebras na densidade de individuos. Percebeu-se que, quando a cultura se
encontra a uma densidade moderada (proxima dos 8000 ind/mL), a partir das 3g/L diarias
torna-se letal. Provavelmente o excesso de alimento esté a ser desaproveitado, e deste modo,
torna-se prejudicial, uma vez que degrada a qualidade da agua e dimininui o oxigénio
dissolvido tornando o meio inadequado para o crescimento de Euplotes sp., acabando por
colapsar o cultivo.

Contrariamente ao sucedido no estudo de De Winter e Persoone (1975) com F.salina, onde
ndo foram observadas diferencas na sua densidade populacional quando o cultivo foi feito
sob condicdes de iluminacdo continua (24h luz) e completa escuriddo (24h escuro). Neste
estudo foram obtidas diferencas na producéo realizada com as diferentes condicdes de luz.
Sabe-se que os ciliados sdo organismos heterotréficos, por isso, a luz ndo tem influéncia
direta nos seus processos metabdlicos internos, no entanto, a iluminacdo podera favorecer a
atividade dos ciliados, aumentando a sua capacidade de filtracdo levando a uma maior
capacidade de divisdo celular, assim neste sentido, sugere-se que o cultivo seja feito num
ambiente com exposi¢do a luz. Em termos energéticos e no que visa a rentabilidade e
otimizacdo do processo, a utilizacdo de fotoperiodo 12hLuz:12hEscuro é a mais
aconselhada, uma vez que nédo existem diferencas entre submeter os cultivos a 24h de luz ou
a 12hLuz:12hEscuro.

A salinidade é um dos fatores ambientais que mais influencia a densidade de ciliados no
ambiente natural (Zhang et al., 2015). No entanto, e tal como demonstrado por Santhakumari
(1985), que estudou o efeito da salinidade em cinco espécies de ciliados, cada espécie podera
responder de forma diferente a variacdo da salinidade. De uma forma geral, sabe-se que 0s
ciliados ttm no ambiente natural uma maior capacidade para tolerar salinidades mais baixas
do gue mais altas. No entanto, quando falamos do ambiente natural temos de considerar que
a variacdo de salinidade podera significar alteracbes de muitos outros fatores, como
oxigénio, disponibilidade de alimento, etc, que de forma indireta podem afetar a populacao
de ciliados. Neste trabalho, foi possivel variar apenas a salinidade, mantendo os restantes
parametros de cultivo estdveis, tendo-se observado um maior crescimento dos ciliados

mantidos a uma salinidade de 30. O estudo realizado por Crosbie e Munday (1999),
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demonstrou o favorecimento da utilizagdo de uma salinidade de 35, comparativamente com

15 e 25 no cultivo do ciliado Uronema nigricans.

Em relacdo a temperatura, sabe-se que esta tem uma grande influéncia sobre a vida
microbiana e até um certo nivel, o aumento da temperatura acelera o seu crescimento e
reproducdo (Pandey e Yeragib, 2004). No presente estudo, verificou-se que Euplotes sp.
apresenta um crescimento Otimo a temperaturas mais elevadas, neste caso 28°C.
Possivelmente este maior crescimento a temperaturas mais elevadas esta relacionado com o
aumento do metabolismo, levando a que o organismo se reproduza a uma maior velocidade.
Este resultado encontra-se de acordo com o documentado por Rattan et al., (1999) que
afirmam que a temperaturas mais baixas, o crescimento da populacdo de F. salina é menor
gue em temperaturas mais altas, onde havia um subito aumento da densidade populacional.
Entre todas as restantes temperaturas o crescimento é bastante semelhante uma vez que nao
se verificam diferencas entre fazer o cultivo a 20°C, 23°C ou 25°C. Pandey e Yeragib (2004),
sugerem que de acordo com o seu trabalho realizado com os ciliados F. salina no qual
utilizaram temperaturas variaveis entre 0s 24°C e 36°C, o melhor € utilizar uma temperatura
proxima dos 28°C para a producdo em massa de ciliados de forma a evitar o colapso rapido
da populagédo devido a atingirem muito rapidamente a fase de crescimento exponencial.
A temperaturas mais baixas, proximas dos 18°C, sabe-se que a populacdo de ciliados
sobrevive, mas ndo se conseguem reproduzir (De Winter e Persoone, 1975). Pensa-se que
seja devido ao facto de a temperatura influenciar o metabolismo e afetar a taxa de ingestéo

podendo alterar a sua capacidade natatéria (Marangoni et al., 2006).
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6. Concluséao e Perspetivas futuras

A semelhanca de outros organismos, com potencial para alimentacdo de larvas marinhas, o
cultivo de Euplotes sp. tem algumas vantagens e desvantagens. A sua reduzida dimenséo
corporal é extremamente vantajosa para larvas com tamanho de boca mais pequeno, como
algumas larvas de peixes ornamentais. O rapido crescimento em condigdes favoraveis, nas
quais se atingem elevadas densidades (superiores a 20000 ind./mL) e a sua elevada
resisténcia a fatores externos, tais como a qualidade da dgua sdo outras vantagens. Sabe-se
que suportam elevadas concentra¢cBes de amonia, nas quais outros organismos nao
sobreviveriam (Xu et al., 2004).

As possiveis desvantagens baseiam-se no facto de estes protozoarios precisarem de ser
enriquecidos antes de serem fornecidos, como presas as larvas de peixes, tal como acontece
com outros alimentos vivos como, por exemplo Artemia sp. e Branchionus sp. Por outro
lado, estes organismos tém habitos bentonicos, fazendo com que nédo se distribuam de uma
forma homogénea na agua dos cultivos larvares, podendo dificultar o contacto presa-
predador essencial durante a fase larvar (Cheng et al.,2004).

Até a data a informacéo sobre o cultivo de Euplotes sp. € muito reduzida e os dados obtidos
neste estudo vém aumentar o conhecimento sobre as condigdes de cultivo destes ciliados e
desta forma possibilitar o desenvolvimento de protocolos para a sua producdo em massa de
ciliados Euplotes sp. Como tal, as condicGes de cultivo 6timas para a producéo de ciliados
Euplotes sp. sdo uma alimentacdo de 0,25 g/L de levedura S.cerevisiae, de 3 em 3 dias em
que as culturas sdo mantidas com arejamento constante, a um fotoperiodo de
12hLuz:12hEscuro, a temperatura de 28°C e a salinidade de 30.

No presente estudo foi possivel aumentar o conhecimento sobre as condicGes de cultivo de
ciliados Euplotes sp. com vista a utilizar estes organismos como alimento vivo nas primeiras
fases larvares de espécies de peixes marinhos ornamentais. Embora este trabalho tenha
contribuido significativamente para este conhecimento, mais estudos deverdo ser conduzidos
no futuro, de forma a responder a outras questdes que ndo foram possiveis responder neste
trabalho.

Como perspetivas futuras para o presente trabalho, destaca-se o estudo do comportamento
do crescimento da populacdo em cultivos em volumes de maiores dimensdes e o estudo do

cultivo de Euplotes sp. em regime continuo. Outro ponto importante a desenvolver no futuro
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sera a identificacdo da espécie de Euplotes sp. em causa e estudar o seu perfil nutricional e
as condicdes de otimizacao de bioencapsulacao.
Finalmente poder-se-ao iniciar estudos de desenvolvimento larvar de espécies ornamentais

marinhas, utilizando como primeiro alimento ciliados do género Euplotes.
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