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RESUMO

Resumo

Ao longo das ultimas décadas verificou-se um aumento do mercado de organismos
ornamentais, tornando-se num mercado bastante lucrativo. Os cnidarios sao um dos
grupos com maior interesse e valorizacdo dentro dos organismos ornamentais, dentro
destes as medusas tém captado a atencdo como organismos ornamentais, apresentando
uma grande margem de progressdo, sendo atualmente consideradas como uma espécie

emergente na inddstria da aquariofilia.

Embora existam muitas espécies de medusa com potencial ornamental, a selecao
de uma espécie alvo para 0 uso em aquarios domeésticos obriga a que sejam eleitos alguns
critérios de adequabilidade, nomeadamente ndo ser letal ou perigosa para o Homem. A
espécie Phyllorhiza punctata € uma das espécies com muita procura no mercado
ornamental. Este trabalho teve como objetivo estudar as condi¢des ideais para obter
medusas a partir da fase de pélipo. Neste sentido foram realizados varios ensaios de forma

a otimizar cada fase do processo.

Durante todo o processo de producao de medusas é necessario retirar os polipos
de um lugar para outro, colocando-0s em novos substratos e esperar que se fixem. Neste
sentido é importante que os pdlipos se fixem aos substratos, para que ao serem
manipulados ndo se soltem. Assim, foi realizado um estudo relativo a fixacdo de pélipos
em diferentes substratos, nomeadamente: placa de 6 pogos, caixa de petri, gobelet de vidro
e de plastico. Verificou-se que os polipos desta espécie ndo apresentam preferéncia por
nenhum dos substratos em estudo, apresentando ao final de 7 dias uma taxa de fixacédo

superior a 90% independentemente dos substratos usados.

Definido o substrato a utilizar nos ensaios, procedeu-se ao estudo das condi¢des
Otimas de temperatura e alimentacdo na reproducdo assexuada por gemulagéo, tendo sido
estudadas trés temperaturas (20, 24 e 26°C), combinadas com duas condi¢des de alimento
(com e sem alimentacao). Verificou-se que a producdo de novos polipos por gemulagéo

obtém-se fornecendo alimento aos polipos e mantendo-o0s a 24 ou 26°C.

Do ponto de vista de desenvolvimento de éfiras em pequenas medusas, testaram-
se diferentes alimentagfes ((A) nauplios de artémia (10 Ind/ml), (B) rotiferos (20 Ind/ml),
(C) nauplios de artémia (5 Ind/ml) + rotiferos (10 Ind/ml), (D) Microalga (Nannochloropsis
sp., 5x10°células/ml), (E) Microalga (Nannochloropsis sp., 5x10°células/ml) + nauplios de

artémia (10 Ind/ml), (F) Microalga (Nannochloropsis sp., 5x10%células/ml) + rotiferos (20

Vil
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Ind/ml)), verificando-se que a utilizagcdo de Microalgas + Rotiferos, maximiza o crescimento

e a sobrevivéncia, comparativamente com as restantes dietas em estudo.

O presente trabalho permitiu aumentar o conhecimento sobre a reprodugao
assexuada de pdlipos e crescimento de éfiras de P. punctata. Ao longo do trabalho foi
possivel observar que existem condi¢cdes chave que permitem otimizar o processo de
producao desta espécie em aquacultura. Especialmente a importancia da alimentacéo dos
poélipos durante o processo de reproducdo assexuada por gemulacdo, bem como da

alimentacédo das éfiras com microalga e rotiferos conjuntamente.

Palavras chave: Phyllorhiza punctata; medusas; aquacultura ornamental; éfiras
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ABSTRACT

Abstract

The trade of aquatic organisms for ornamental purposes has grown in last years and
became a multi-billion dollar industry. The market growth has fostered a growing search for
new ornamental species. The valorisation of jellyfish as ornamental organism features a

large margin of growth.

Although have many species of jellyfish with potential for the ornamental market, the
selection of one specie for use in home aquariums, need a special care, namely is essential

that this specie do not dangerous for the humans.

The jellyfish Phyllorhiza punctata jellyfish is one of the jellyfish with high potential for
the ornamental market. This work aimed the study of the optimal culture conditions in
captivity to produce jellyfish. Beyond the general goal, this study aimed define the optimal

conditions for polyp fixation, polyp asexual reproduction and ephyra growth-out.

The polyp phase has a high importance during the aquaculture processes of jellyfish,
and for several tasks is necessary remove polyps from the aquarium to another substrate.
In this sense, is essential to define which substrates can be used during the aquaculture
procedures to pin the polyps. In this study were tested the effect of six weel plates, plastic
petri dish, plastic goblet and glass goblet on polyp fixation. Results showed that after 7 days
for all substrates, polyp fixation reached around 90%, with no statistically significant

differences found in the polyp fixation rate between the different substrates tested.

Defined the subtract to use in the tests, we carried out the study of the optimal
conditions of temperature and alimentation in the asexual reproduction by budding, were
studied three temperatures (20, 24 and 26°C), combined with two conditions of alimentation
(with and without alimentation). It was verified that the production of new polyps by budding
is obtained providing food and by keeping them at 24 or 26°C.

From the point of view of developing ephyra to small jellyfish, different feeds were
tested ((A) baby brine shrimp (10 Ind/ml), (B) rotifers (20 Ind/ml), (C) baby brine shrimp (5
Ind/ml) + rotifers (10 Ind/ml), (D) Microalgae (Nannochloropsis sp., 5x10°cells/ml), (E)
Microalgae (Nannochloropsis sp., 5x10°cells/ml) + baby brine shrimp (10 Ind/ml), (F)
Microalgae (Nannochloropsis sp., 5x10°cells/ml) + rotifers (20 Ind/ml)), was verified that the
utilization of Microalgae + Rotifers, maximizes the growth and the survival, when compared

with the others diets.
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The present work allowed to increase the knowledge about the asexual reproduction
of polyps and the growth of ephyrae of P. punctata. Throughout the study was possible to
observe the key conditions that allow optimize the production process of this species in
aguaculture. Especially the importance of the alimentation of polyps over the process of
asexual reproduction by budding, as well as the alimentation of ephyrae with microalgae
and rotifers together.

Key words: Phyllorhiza punctata; jellyfish; ornamental aquaculture; ephyra
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INTRODUCAO

1. Introducao

Ao longo das ultimas décadas verificou-se um aumento do mercado de organismos
ornamentais, tornando-se num mercado bastante lucrativo (apresentando um aumento de
50 para 250 milhdes de ddlares nas ultimas duas décadas), vindo assim a ganhar
importancia na economia mundial (Olivotto et al., 2006; Dhaneesh et al., 2012; Anusha et
al., 2014). Este mercado € suportado em sua grande parte pelo hobby da aquariofilia, os
organismos associados a este hobby proveem de um vasto grupo de organismos, incluindo
peixes, plantas e invertebrados onde estdo presente os cnidarios, sendo comercializadas
aproximadamente duas mil espécies e milhdes de espécimes anualmente em todo o
mundo (Ukaonu et al., 2011).

O crescimento deste mercado tem promovido uma busca crescente por novas
espécies ornamentais (Cohen et al., 2013). Os cnidéarios (corais, anémonas e medusas)
sdo um dos grupos com maior interesse e valorizacao dentro dos organismos ornamentais.
Entre os cnidarios, as medusas tém captado a atencdo como organismos ornamentais,
apresentando uma grande margem de progressao, sendo atualmente consideradas como

uma espécie emergente na indastria da aquariofilia (Chambel et al., 2016).

Embora existam muitas espécies de medusa com potencial ornamental, a selecéo
de uma espécie alvo para a manutencdo em aquarios privados obriga a que sejam eleitos
alguns critérios de adequabilidade, nomeadamente ndo ser letal ou perigosa para o

Homem, bem como ser facilmente mantida ex situ.

Uma das espécies de medusa com enorme potencial é a Phyllorhiza punctata,
medusa conhecida pela sua coloracéo castanha clara com manchas redondas brancas.
Esta é uma espécie de medusa nao letal para o Homem, que pode ser manipulada pelo

proprietario do aquério, sem que sejam necessarias medidas excecionais de protegao.

Phyllorhiza punctata

Espécie descrita em 1884 por Von Lendenfeld em Port Jackson, pertence a classe
Scyphozoa, & ordem Rhizostomeae e a familia Mastigiidae (Mayer, 1910). Ocorre de forma
natural entre o Japédo e a Austrdlia, sendo que se tornou numa espécie invasora no Mar do
Golfo do México, na costa da Califérnia, no Havai e no Mar Mediterranio (Ocafia-Luna et
al., 2010). Para além da sua coloracao castanha clara devido a presenca de zooxantelas,

com manchas brancas na campéanula, pode ser facilmente distinguida pelos seus oito

-1-



FABIO MIRANDA

INTRODUCAO

bracos orais em forma de J, sendo a sua dimensao maxima de 62 cm (Graham et al., 2003;
Morandini et al., 2006).

Movimentam-se através de contragfes ritmicas da sua campanula, mas a sua
capacidade natatéria é limitada sendo facilmente arrastadas por correntes (Abramoff e
Thomson, 1994; Levinton, 2001; Huber e Castro, 2015). Possuem simetria radiada
(Margulis e Schwartz, 1997) e capturam as presas ativando os cnidécitos, que libertam
uma toxina nas presas deixando-as paralisadas (Levinton, 2001), posteriormente o
alimento é conduzido até a cavidade gastrovascular onde ocorre a digestdo (Campbell et
al., 1999). Sdo organismos que apresentam apenas uma abertura para o exterior, sendo
gue esta funciona tanto como boca como anus (Abramoff e Thomson, 1994; Campbell et
al., 1999; Krogh, 2005).

A figura 1.1 representa o ciclo de vida geral apresentado pelas medusas da classe
Scyphozoa. Tal como a maioria das espécies pertencentes a esta classe, P. punctata
possui um ciclo de vida anual e com duas fases bem distintas (benténica e plancténica),
apresenta também as duas formas de reproducdo, a sexuada na sua fase planctonica
adulta e a reproducéo assexuada na sua fase benténica. Na sua fase planctonica ou de
vida livre as medusas sao didicas, reproduzem-se sexuadamente. Neste processo da-se a
libertacdo dos gametas na agua por parte do macho, apos a libertagdo os gametas iréo

fecundar os 6vulos da fémea, que se encontram junto da bolsa gastrica.

Ap6s um desenvolvimento embrionario as larvas, denominadas de planulas, seréo
libertadas pela fémea na coluna de agua, e irdo deslocar-se até ao fundo da coluna de
agua fixando-se no fundo. Com a fixacao, a larva sofre uma transformacao, passando a
ser denominado de polipo, dando assim inicio a fase bentdnica ou séssil do ciclo de vida
(Riisgard e Madsen, 2011).

Nesta fase o ciclo de vida pode ter dois percursos. Num, o pélipo pode reproduzir-
se assexuadamente. Nesta fase 0 novo pélipo é libertado na coluna de agua ou formado
junto ao pdlipo de origem, desta forma sdo formadas réplicas semelhantes e ha um
aumento rapido do numero de polipos (gemulagéo). O outro percurso que o polipo pode ter
é através de uma metamorfose, onde o pdlipo ira sofrer varias alteracdes até criar e libertar
uma éfira (estrobilacédo). As éfiras séo jovens medusas, de vida livre, que apds crescerem
atingem a maturidade diferenciando-se em machos e fémeas (Vagelli, 2007; Willcox et al.,
2007; Holst e Jarms, 2010; Kamiyama, 2011)
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Figura 1.1- Representac¢éo do ciclo de vida de uma medusa, apresentando a reproducéo assexuada
e sexuada.

As medusas sao conhecidas por causarem grandes blooms na natureza,
provocando graves problemas a nivel ecolégico, social e ambientais. Esses episddios
ocorrem na natureza de forma sazonal e sincronizada, tornando-se assim inviavel a
introdug&o no mercado ornamental de espécies selvagens, pois ndo € possivel garantir um
fornecimento continuo durante todo o ano (Lucas, 2001; Toyokawa et al., 2011; Cohen et
al., 2013). A forma de garantir uma disponibilidade constante e controlada de medusas no
mercado ornamental é através da produgéo em cativeiro.

No entanto, e embora a utilizacdo de medusas em aquarios publicos se tenha
iniciado nos anos 60, e desde entdo realizados diversos avan¢cos na manutencdo de
medusas em cativeiro, nomeadamente o desenvolvimento de tanques/aquarios especificos
inspirados em variacbes do planctonkreisel desenhado originalmente por Wolf Greve
(1960), a estabulacao, cultivo e nutricao de medusas ex situ € ainda considerada uma area
recente que necessita de avancos técnicos para uma otimizacao da producédo em grande
escala (Raskoff et al., 2003; AZA, 2013). A informagé&o atualmente disponivel relativamente

a producdo de medusas em cativeiro € escassa. A grande maioria do conhecimento

-3-



FABIO MIRANDA

INTRODUCAO

cientifico existente é relativo a estudos ecologicos, que pretendem relatar, conhecer e
prever o que se passa em ambiente natural. No entanto em aquacultura pretende-se
maximizar a producdo e é pouca a informagéo cientifica existente que permita a
transposicédo para a producdo de medusas em aquariofilia. Para além disso, muitas vezes

as informacdes presentes nesses estudos ecoldgicos sao de dificil aplicacdo a aquacultura.
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2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral o estudo da manutencdo, reproducédo e
desenvolvimento de Phyllorhiza punctata em cativeiro, com o objetivo de responder a
crescente procura destes organismos no mercado ornamental. Uma vez que até a data, e
apesar do elevado potencial que estes organismos apresentam como espécies
ornamentais, ndo havia informacéo cientifica acerca das condi¢c6es de reproducdo desta
espécie em cativeiro.

Assim, o trabalho teve como objetivos especificos, o estudo do:
i.  Efeito de diferentes substratos na fixacéo de pdlipos.
i. Efeito datemperatura e alimentacdo na inducdo da reproducéo assexuada.

ii.  Efeito da alimentacdo no desenvolvimento da fase planctonica.
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3. Materiais e métodos

Nos seguintes subcapitulos serdo descritos os materiais e métodos utilizados nos

diferentes ensaios efetuados.

i.  Manutencao da populacéo de polipos

Os polipos de Phyllorhiza punctata utilizados neste estudo foram recolhidos da
populacéo de polipos mantida em laboratorio no edificio CETEMARES da Escola Superior
de Turismo e Tecnologia do Mar de Peniche, do instituto politécnico de Leiria, tendo sido
cedidos pelo Oceanario de Lisboa. Os pdlipos foram mantidos em aquarios de vidro, em
sistema fechado, de 20 Lts, com trocas parciais de agua de 50%, de dois em dois dias,
com uma salinidade de 35, fotoperiodo 12h:12h, com temperatura controlada de 23+1°C e
alimentados diariamente com nauplios de artémia e rotiferos como alimento diario ad

libitum.

ii. Culturas de zooplancton

Diferentes espécies de zooplancton foram produzidas em laborat6rio para serem
usadas na alimentacéo de po6lipos, éfiras e medusas de P. punctata. Os rotiferos da espécie
Brachionus plicatilis foram mantidos a 22 +1°C, usando agua salgada esterilizada a 35 e
alimentados com pasta de alga Nannochloropsis sp. (Phytobloom Ice Nannochloropsis,
Necton SA, Portugal), de acordo com as instru¢fes do fabricante. Os nauplios de artémia,
foram obtidos através da ecloséo de cistos de artémia GSL (Ocean Nutrition, Bélgica),

enriquecidos com Red Pepper (Bernaqua, Bélgica), segundo instru¢des do fabricante.

iii. Efeito de diferentes substratos na fixacéo de pélipos

Este ensaio teve como objetivo estudar a fixacdo de podlipos de P. punctata em

diversos materiais, tendo-se utilizado quatro tipos de substratos:
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A) gobelet de plastico,
B) gobelet de vidro,
C) caixa de Petri de plastico,
D) placa de seis pocos.

Utilizaram-se 840 pdlipos, que foram distribuidos por cada um dos tratamentos, 10
poélipos/réplica/substrato/dia (3 réplicas/ tratamento). A agua utilizada apresentava uma
salinidade de 35. Os diferentes substratos com os polipos foram colocados numa sala com
temperatura controlada de 23+1°C e fotoperiodo 12h:12h. Durante 7 dias os pdlipos foram
observados e verificado o nhumero de pdélipos existentes/fixos. A cada dia um grupo de
réplicas para cada substrato foi verificado e descartado. Durante os 7 dias ndo foram

efetuadas alimentagdes ou trocas de agua.

iv. Efeito datemperatura e alimentag¢&o na inducao dareproducao

assexuada (Gemulacéo)

Este ensaio consistiu no estudo de diferentes temperaturas e da alimentagdo na
formacdo de novos poélipos através da reproducdo assexuada. Foram estudados seis

tratamentos:

20A- 20°C com alimento,
24A- 24°C com alimento,
26A- 26°C com alimento,
20S- 20°C sem alimento,
24S- 24°C sem alimento,
26S- 26°C sem alimento.

As temperaturas foram controladas através de 3 estufas de incubacao refrigeradas
(IPP 110, Memmert, Alemanha). Foram individualizados 108 pélipos usando placas de 24
pocos (18 pélipos/tratamento/réplica). Os polipos utilizados foram recolhidos da populagéo
stock mantida a 23+1°C. De forma a ndo provocar um choque térmico muito brusco,

consoante o tratamento a temperatura foi alterada em 0,5°C por dia, até se atingir a
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temperatura desejada. Durante 30 dias os pélipos foram alimentados de dois em dois dias,
com uma mistura de nauplios de artémia enriquecidos (5 Ind/ml) e rotiferos (10 Ind/ml). O
alimento foi administrado durante 30 min de forma a permitir o encontro presa predador,
sendo posteriormente feita a limpeza com recolha do alimento e troca de agua. A agua
usada estava a uma temperatura igual & dos polipos de acordo com as temperaturas
descritas anteriormente e a uma salinidade de 35. Diariamente os poélipos foram
observados e a mortalidade e numero de novos polipos registado. Os novos polipos

formados foram recolhidos, permanecendo sempre o polipo isolado.

v. Efeito da alimentacdo no desenvolvimento da fase planctonica

Este ensaio consistiu no estudo de diferentes dietas no desenvolvimento larvar de

éfiras até a fase de pequena medusa (<9 mm), tendo sido estudadas 6 dietas:

(A) nauplios de artémia (10 Ind/ml),

(B) rotiferos (20 Ind/ml),

(C) nauplios de artémia (5 Ind/ml) + rotiferos (10 Ind/ml),

(D) Microalga (Nannochloropsis sp., 5x10°células/ml),

(E) Microalga (Nannochloropsis sp., 5x10°células/ml) + nauplios de artémia (10 Ind/ml),
(F) Microalga (Nannochloropsis sp., 5x10°células/ml) + rotiferos (20 Ind/ml).

As éfiras usadas neste estudo foram obtidas através de estrobilacdo de pdlipos
mantidos em laboratério. Foram distribuidas 435 éfiras por 18 tanques cilindrocénicos de
um litro, com agua a uma salinidade de 35, com arejamento de fundo, mantidos numa sala
de temperatura controlada (22+1°C), tendo-se usado 24 éfiras por tanque, (3 réplicas por
dieta).

Durante 24 dias, a cada 2 dias, apo0s troca parcial de dgua de 50%, o alimento foi
monitorizado através de contagem, sendo adicionado o alimento necessario, para manter
as concentracdes pretendidas. Também de 2 em 2 dias, foi feita a monitorizagdo da
sobrevivéncia e 3 éfiras por réplica foram recolhidas aleatoriamente e observadas a lupa
trinocular (Stemi 305 K LAB, Zeiss, Alemanha), fotografadas (Axiocam 105, Zeiss,

Alemanha) e medido o seu diametro usando o software ZEN 2011.
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vi. Analise estatistica

Com o objetivo de estudar o efeito do substrato (A - gobelet de plastico, B - gobelet
de vidro, C - caixa de Petri de plastico, D - placa de seis pocos, ou seja, ensaio i) na taxa
de fixacdo de polipos de P. punctata e também o efeito da dieta (A - nauplios de artémia
(10 Ind/ml), B - rotiferos (20 Ind/ml), C - nauplios de artémia (5 Ind/ml) + rotiferos (10
Ind/ml), D - Microalga (Nannochloropsis sp., 5x10°células/ml), E - Microalga
(Nannochloropsis sp., 5x10°células/ml) + nauplios de artémia (10 Ind/ml), F - Microalga
(Nannochloropsis sp., 5x10°células/ml) + rotiferos (20 Ind/ml), ou seja ensaio iii) na
sobrevivéncia e desenvolvimento de éfiras de P. punctata, foi realizada uma analise de
varidncia (ANOVA) com 1 fator (Zar, 2009). Adicionalmente, para avaliar o efeito da
temperatura (20°C, 24°C, 26°C) e do alimento (com alimento e sem alimento, ou seja,
ensaio ii) no numero de pdlipos libertados, foi realizada uma ANOVA com 2 fatores (Zar,
2009). Todos os pressupostos inerentes a realizacdo dos métodos foram devidamente
validados (nomeadamente, a normalidade dos dados e homogeneidade de variancias).
Sempre que adequado foi utilizado o teste de comparagdes multiplas de Tukey. Nos casos
em que a normalidade dos dados e/ou 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). Sempre que aplicavel os resultados apresentam-se sob a forma de
média + desvio-padrdo (DP). As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas ao nivel de 5% (isto é, sempre que p-value <0,05). Os resultados foram
processados e analisados com o software estatistico IBM SPSS Statistics 22 e a

elaboracédo gréfica através do programa Graph Pad Prism 5.
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4. Resultados

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios efetuados serdo descritos nos

seguintes subcapitulos.

i. Efeito de diferentes substratos na fixac&o de pélipos

Com objetivo de estudar a fixagdo de poélipos de P. punctata foi verificado o efeito
do substrato na taxa de fixacao (Fig. 4.1).
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Figura 4.1- Taxa de fixacdo de poélipos de P. punctata em diferentes substratos (A) gobelet de
plastico, B) gobelet de vidro, C) caixa de Petri de plastico, D) placa de seis pocos) ao longo de 7

dias. Os valores correspondem a média (n=3).

E possivel verificar que durante o ensaio os p6lipos desta espécie de medusa se
conseguem fixar em qualquer dos materiais em estudo. A excecdo do substrato D apds
24horas, existem polipos fixos em todos os materiais em estudo, no entanto as taxas de
fixacdo séo inferiores a 25%. Observa-se igualmente, de uma forma geral para todos os
materiais, um aumento da taxa de fixagcdo com o tempo, sendo que ao 4° dia de ensaio
comecam-se a evidenciar diferencas significativas entre os diferentes materiais,

nomeadamente uma menor fixacdo nas caixas de petri comparativamente aos restantes
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materiais (p<0,05). Ao 6° dia, a taxa de fixacdo é de 86,7+ 5,8% no substrato C, 93,4 +
58% no D, 934 = 58% no B e 90,0 £ 10,0% no A, sem que existam diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes materiais em estudo (p>0,05). Ao final de
7dias em todos os substratos a fixacao € igual ou superior a 90%, independentemente do
substrato (p>0,05).

Ii. Efeito datemperatura e alimentacdo nainducéao da reproducéo

assexuada (gemulacgéo)

Com objetivo de estudar a formacao de novos pélipos de P. punctata foi verificado

o efeito dos fatores temperatura e alimentagcdo na sua inducao (Fig. 4.2).
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Figura 4.2- Somatério de formacdo de novos pélipos de P. punctata ao longo de 34 dias em
diferentes tratamentos: 20A) 20° C com alimento; 24A) 24° C com alimento; 26A) 26° C com
alimento; 20S) 20° C sem alimento; 24S) 24° C sem alimento, 26S) 26° C sem alimento. Os valores

correspondem & média (n=3).

A partir do dia 16 observa-se um aumento reprodutivo estatisticamente significativo
nos tratamentos 24A e 26A face aos restantes tratamentos (p<0,05). A partir do dia 21 a
influencia das diferentes condi¢cdes em estudo tornam-se mais evidentes na producgéo de

novos polipos. Havendo de uma forma geral uma maior producdo de novos pélipos nos
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tratamentos com alimento comparativamente aos sem alimento (p<0,05). Sendo a
producdo de novos polipos maior nos polipos alimentados e mantidos a 24 e 26°C,
comparativamente com os polipos alimentados mantidos a 20°C (p<0,05). No caso dos
pélipos que ndo foram alimentados, ndo se verificou diferengas no nimero de novos

polipos libertados (p>0,05) (Anexo 1).

Durante os 34 dias de ensaio, independentemente das condi¢cdes de manutencéo
dos pdlipos, todos os pélipos se reproduziram assexuadamente, originando pelo menos
um novo pélipo. No final do ensaio cada pélipo, originou em média, 3,9 + 2,6 novos polipos
no tratamento 24S, 3,9 = 1,9 no tratamento 26S, 5,7 = 2,2 no tratamento 20S, 15,1 £ 5,7
no tratamento 20A, 25,6 + 6,8 no tratamento 26A e uma média de 28,3 * 8,3 no tratamento
24A.

De forma a avaliar o potencial reprodutivo dos pélipos de P. punctata, foi calculada
a producao diaria de novos pélipos em cada uma das condi¢cbes de estudo, estando os
resultados apresentados na tabela 4.l. Pode verificar-se que o valor médio minimo
observado ocorreu nos tratamentos sem alimento, onde em média cada pélipo colocado a
20°C, 24°C e 26°C originou a cada dia 0,171 + 0,07, 0,125 = 0,08 e 0,128 + 0,05 novos
poélipos/dia, respetivamente. Por outro lado, o maior nimero de pélipos foi observado nos
tratamentos 20°C, 24°C, 26°C com alimento, onde cada pdélipo originou, em média, 0,557
+0,18, 0,928 £ 0,32 e 0,860 + 0,21 novos pdolipos por dia, respetivamente. O valor minimo
de pdlipos ariginados por pélipo foi observado no tratamento 24°C sem alimento, tendo um
valor de 0,029. Por outro lado, o maximo foi observado no tratamento 24°C com alimento,

apresentando um valor de 1,324.

Tabela IV.I- Numero de pélipos originados por cada pdlipo, por dia. Os valores séo apresentados na

forma média + DP.

0,171 0,557 0,125 0,928 0,128 0,860
+0,07 +0,18 +0,08 +0,32 +0,05 +0,21
0,088 0,294 0,029 0,177 0,059 0,412
0,294 0,824 0,265 1,324 0,235 1,206
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iii. Efeito da alimentac&o no desenvolvimento da fase planctonica

Com objetivo de estudar a sobrevivéncia e o crescimento de éfiras de P. punctata
foi verificado o efeito de diferentes dietas. Para todas as dietas foi possivel observar tanto
alteracbes nas dimensdes e desenvolvimento das éfiras como na sua taxa de

sobrevivéncia (Fig. 4.3).
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Figura 4.3- Sobrevivéncia (%) de éfiras de P. punctata alimentadas com diferentes dietas ((A)
néuplios de artémia (10 Ind/ml), (B) rotiferos (20 Ind/ml), (C) nauplios de artémia (5 Ind/ml) + rotiferos
(10 Ind/ml), (D) Microalga (Nannochloropsis sp., 5x105células/ml), (E) Microalga (Nannochloropsis
sp., 5x105células/ml) + nauplios de artémia (10 Ind/ml), (F) Microalga (Nannochloropsis sp.,
5x105células/ml) + rotiferos (20 Ind/ml)) ao longo de 24 dias. Os valores correspondem a média
(n=3).

A figura 4.3 mostra-nos que a sobrevivéncia se mantém elevada ao longo do ensaio
em todos os tratamentos exceto nas dietas A e D. A sobrevivéncia mantém-se constante
até ao oitavo dia, apresentando apenas uma pequena reducao a partir do dia 4 na dieta A.
ApOs o oitavo dia observa-se uma diminuicdo mais acentuada da taxa de sobrevivéncia
nas dietas A e E (81% e 89% de sobrevivéncia, respetivamente) (p<0,05). A partir do dia
10, e até ao dia 16, as sobrevivéncias mantiveram-se constantes, sendo observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as dietas A e E, quando comparadas com
as restantes (p<0,05). Apés o 16° dia, a dieta A volta a ter uma reducdo mais acentuada
da taxa de sobrevivéncia, apresentando a partir do dia 20 diferencas estatisticamente

significativas com as restantes dietas (p<0,05).
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No final do ensaio, ao 24° dia, independentemente da dieta houve sobrevivéncia de
uma parte das éfiras. Assim, a dieta A demonstrou ter uma sobrevivéncia de 33,3% * 23,6,
a dieta E) apresentou uma sobrevivéncia de 68,1% + 41,7, a dieta B apresentou 83,3% +
15,0, C apresentou 91,7% £ 0,0 e ambas as dietas D e F apresentaram uma sobrevivéncia
de 93,1% + 2,4.

Na figura 4.4 observa-se que houve alteracdo das dimensdes das éfiras em todos
as dietas ao longo do ensaio, percebendo-se que existem dietas onde o crescimento é
positivo e mais acentuado. De igual modo, é também possivel observar alguns casos onde
se visualiza um decréscimo nas dimensfes. O tamanho médio das éfiras manteve-se
constante durante os primeiros 9 dias do ensaio, ndo havendo qualquer diferenca

estatisticamente significativa entre as diversas dietas (p>0,05).

E possivel observar que a dieta F apresenta diferencas no crescimento ao dia 11
relativamente as restantes mantendo-se estas diferencas até ao final do ensaio (p<0,05).
A partir do dia 15 as dietas E, B e C, apresentam diferencas em relagéo as restantes dietas
(p<0,05). Ao dia 18 as dietas B e C, apresentam uma diminui¢cdo de tamanho, evidenciando

assim diferencas estatisticamente significativas com as restantes dietas (p<0,05).

8
£ 5)
2 44 —a— Q)
£
= 2)

24 - \./“\ —o— E)

\
O L] L] L] L] 1
0} 5 10 15 20 25

Dias

Figura 4.4 - Crescimento (mm) de éfiras de P. punctata alimentadas com diferentes dietas ((A)
nauplios de artémia (10 Ind/ml), (B) rotiferos (20 Ind/ml), (C) nauplios de artémia (5 Ind/ml) + rotiferos
(20 Ind/ml), (D) Microalga (Nannochloropsis sp., 5x105células/ml), (E) Microalga (Nannochloropsis
sp., 5x105células/ml) + nauplios de artémia (10 Ind/ml), (F) Microalga (Nannochloropsis sp.,
5x105células/ml) + rotiferos (20 Ind/ml)) ao longo de 24 dias. Os valores correspondem a média
(n=3).

-15-



FABIO MIRANDA

RESULTADOS

No final do ensaio a dieta A apresenta uma média de diametro de 1,592 mm + 0,349,
a dieta D uma média de 1,909 mm + 0,359, a dieta B uma média de 2,842 mm + 0,599, a
dieta C uma média de 3,270 mm £ 0,587, E de 4,789 mm + 1,136 e a dieta F apresenta
uma média de 6,925 mm + 1,131.

O desenvolvimento das éfiras foi registado fotograficamente (Fig. 4.5) ao longo do
ensaio de crescimento e sobrevivéncia, de forma a observar as transformacgoes fisicas e

estruturais das éfiras ao longo do desenvolvimento até medusa juvenil.

Na figura 4.5.A, pode-se observar uma éfira ao dia 1 acabada de ser libertada pelo
polipo apds a estrobilacdo do mesmo, nesta fase a éfira € muito simples ndo apresentando
tecidos desenvolvidos. Na figura 4.5.B, ao 9° dia ja € possivel observar o0 aparecimento de
tecidos entre os diferentes bracos da éfira, tecidos estes que dardo origem a campéanula
da mesma. Na figura 4.5.C, ao dia 11 do ensaio é possivel observar o inicio do
desenvolvimento dos tentaculos por onde o alimento é capturado. Do dia 13 ao 24 (D, E e
F) as éfiras continuam a aumentar os seus tecidos, ja no Ultimo dia do ensaio (dia 24 figura
4.5.F) as éfiras passam a denominar-se de medusas no estado juvenil, pois ja apresentam

os tecidos da campéanula completamente desenvolvidos.

Figura 4.5 - Sequéncia de fotos representantes do desenvolvimento de éfiras de P. punctata, desde

a fase de éfira ap0s ser libertada (A) até a fase inicial de medusa juvenil (F).
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5. Discussao

Ao nivel de producao de medusas para fins ornamentais pouco se sabe até a data,
no entanto para algumas das espécies com interesse ornamental existem estudos
ecoldgicos que permitiram retirar algumas informacdes aplicAveis a aquacultura dessas
espécies. No caso de P. punctata essas informag¢des sdo muito reduzidas. Neste sentido,
este trabalho teve como objetivo estudar algumas das fases do ciclo de producéo de P.
punctata em cativeiro, de forma a desenvolver e otimizar as condi¢gbes de cultivo da

espeécie.

Parte dos estudos realizados neste trabalho incidiram sobre os poélipos de P.
punctata, isto porque em termos de aquacultura, a fase de poélipo tem especial importancia,
uma vez que os polipos toleram grandes densidades e tém a capacidade de reproducéo
assexuada (Han e Uye, 2010). Assim, a maximizagdo dos parametros de manutencao e
reproducdo assexuada permite obter uma grande quantidade de éfiras, sem ter de se
manter medusas adultas permanentemente, que requerem sistemas de grande capacidade

para se reproduzirem sexuadamente, originando polipos.

A nutricdo, as densidades e condicdes de cultivo, sdo os fatores que mais afetam a
rentabilidade de uma aquacultura, influenciando o crescimento, o bem-estar e a saude dos
organismos. Deste modo, o estabelecimento de protocolos de producao especificos para
cada espécie, sdo elementos essenciais para 0 sucesso de qualquer producdo aquicola
(Conceigéo et al., 2007).

i. Efeito de diferentes substratos na fixac&o de pélipos

7

Como referido anteriormente, a fase de podlipo é crucial para a producdo de
medusas, e controlar cada processo € uma mais-valia para a otimizagdo da producgéo
comercial de medusas. As rotinas da producdo de medusas em cativeiro implicam uma
continua manipulacao dos pélipos sendo necessario remover 0s poélipos de um aquério e
colocé-los noutro, por outro lado € importante garantir que os polipos estdo bem fixos ao
substrato para que estes nao se libertem quando o substrato € movido, uma vez que a
existéncia de podlipos soltos dificulta em muito as rotinas de alimentacdo e limpeza dos

organismos.
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Neste sentido, foi estudada a taxa de fixacdo de poélipos de P. punctata em 4 tipos
de substratos comummente disponiveis em laboratdrios e aquaculturas. Todos o0s
substratos independentemente da sua composi¢cdo demonstraram poder ser utilizados com
sucesso durante os processos de producédo de medusas em cativeiro. Tendo sido as taxas
de fixacdo superiores a 90% em todos os materiais ao fim de 7 dias. No entanto, e no caso
de se necessitar obter polipos bem fixos, sem risco de se libertarem, num menor curto
espaco de tempo, o substrato mais adequado deve ser o do gobelet de plastico, que

apresenta fixacdes em volta dos 50% aos 2-3 dias.

Embora até a data ndo existam estudos que tentem identificar quais os melhores
substratos para fixar pdlipos de medusa, apos estes terem sido removidos do substrato
onde se encontram fixos, para esta ou outra espécie de medusa, € possivel verificar que
na literatura, para a realizagdo dos mais diversificados estudos (na maioria do ponto de
vista ecolégicos) sdo utilizados diferentes metodologias para a mesma espécie, por
exemplo para a medusa da lua (Aurelia aurita), Han e Uye (2010), colocaram polipos para
se fixarem em placas quadradas de poliestireno, Liu et al., (2009) e Purcell, (2012),
utilizaram placas de 6 pocos, Vagelli (2007) pedacos de plastico e Ishii e Watanabe (2003)
utilizaram caixas de petri de plastico, sendo que o tempo que 0s autores esperaram para
os polipos se fixarem variou entre 3 a 10 dias, sendo que no caso dos 3 dias o numero de

polipos fixos foi reduzido.

Para além destes dados, existem estudos, que embora ndo avaliem a preferéncia
dos polipos pelo substrato, estudam a influéncia do substrato na fixacdo das larvas
planulas, e neste caso pode-se verificar, tal como comprovado por Holst e Jarms (2006),
gue observaram que os materiais melhores na fixacdo de planulas eram os materiais
sintéticos (plastico e vidro) em comparagdo com 0os materiais presentes no meio natural
(conchas). Por outro lado, os resultados obtidos por Brewer (1984) ndo vao de encontro
aos resultados observados neste ensaio, uma vez que este encontra uma grande
disparidade entre a fixacdo de planulas em vidro e em plastico. Esta diferenca entre os
resultados obtidos em ambas as experiéncias pode se dever ao facto de que os individuos
usados estarem em diferentes estados de desenvolvimento, podendo a planula apresentar

uma maior capacidade de escolha de substratos quando comparado ao pélipo ja formado.
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li. Efeito datemperatura e alimentacdo nainducao dareproducéo

assexuada (gemulacéo)

Através dos resultados obtidos neste ensaio percebeu-se que pdlipos alimentados
e mantidos a uma temperatura de 24 — 26°C produzem uma maior quantidade de polipos
comparativamente com os pélipos mantidos a 20 °C e/ou ndo alimentados. Embora nao
existam dados até a data que demonstrem a influéncia da temperatura e alimentacéo na
formacédo de novos pélipos de P. punctata, estes resultados fazem sentido quando vemos
as caracteristicas biol6gicas da espécie. De acordo com Verity et al., (2011) esta € uma
espécie que vive em &guas mais quentes, a diminuicdo da temperatura diminui o
metabolismo dos polipos traduzindo-se numa diminuigédo da alimentacdo. Neste estudo e
a semelhanca de outros realizados para outras espécies, para além da temperatura, o
alimento tem um papel muito importante na produgdo de novos pdlipos, havendo um
incremento da reprodugéo na presenca de alimento (Webster e Lucas, 2012, Kamiyama,
2013).

Embora os comportamentos entre diferentes espécies de medusas sejam muito
diferentes, a tendéncia verificada para um aumento da reproducé@o de novos pélipos com
0 aumento da temperatura é semelhante a de muitas outras espécies de medusas
pertencentes a classe Scyphozoa, de acordo com Purcell (2012), que estudaram o
comportamento reprodutivo de pélipos de Aurelia aurita, Rhizostoma pulmo e Chrysaora
qguinquecirrha. Todas estas espécies aumentaram a producdo de novos polipos com o
aumento da temperatura e diminuem ou cessam a produgédo de po6lipos com a diminuigdo
da temperatura. Outros resultados similares foram obtidos para A. aurita, por Ishii e
Watanabe (2003) que estudaram diferentes combinacdes de temperatura e disponibilidade
de alimento na reproducéo assexuada dos polipos, mostrando que a producédo de polipos
€ superior quando se mantém uma alimentag¢éo continua e um intervalo de temperatura
superior, sendo que no caso deste estudo o melhor resultado foi de 122,7 + 13,7 pélipos
apos 147 dias, tendo sido obtido por alimentagdo continua com reducédo de temperatura
efetuada apenas ap6s 40 dias. Ma e Purcell (2005), observaram que para Moerisia lyonsi
o melhor tratamento para obter o maior niimero de novos pélipos é a temperatura de 29°C
com uma salinidade entre 5 e 15 e com uma alimentacdo moderada a alta, tendo também
observado que o pior tratamento foi aos 20°C com uma salinidade de 25 e com uma
alimentacédo de 4 copépodes por pélipo por dia. Willcox et al (2007) observaram que uma
populacao de pélipos de A. aurita apresenta um maior crescimento com uma temperatura

mais elevada quando comparada com uma mais reduzida, sendo que obteve um
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crescimento do nimero de pélipos de 189% para uma temperatura de 16°C e de apenas
8% a temperatura de 10°C. No entanto, e tal como demonstrado por Liu et al., (2009), para
polipos de A. aurita e por Brewer e Feingold (1991), para Cyanea capillata, se o aumento
da temperatura for muito elevado, comparativamente a temperatura normal para a espécie

h& uma reducao da producéo de novos pélipos e aumento da mortalidade.

iii. Efeito da alimentag¢do no desenvolvimento da fase planctonica

Através dos resultados obtidos neste ensaio percebeu-se que éfiras alimentadas
com a dieta F apresentam um crescimento e sobrevivéncia superior comparativamente as
éfiras alimentadas com as restantes dietas. Apesar deste ter sido o primeiro ensaio onde
foram estudadas diferentes alimentacdes no desenvolvimento de éfiras de P. punctata, os
resultados obtidos quando confrontados com os de Bamstedt at al., (2001) para a A. aurita,
apresentam semelhangas com o crescimento apresentado na dieta D sendo que ambos
apresentam um crescimento muito reduzido inicialmente, estabilizando até ao final.
Quando se comparam os resultados obtidos na dieta A, Bamstedt at al., (2001) descrevem
um crescimento elevado, por outro lado para P. punctata os resultados obtidos nao
apresentam um crescimento elevado, apresentando mesmo um decréscimo do diametro
das éfiras. Tendo em conta que o tamanho inicial das éfiras é semelhante, ndo se pode
concluir que o tamanho do predador comparado com o da presa tenha efeitos negativos
no crescimento. Por outro lado, é possivel que as éfiras de A. aurita possam apresentar
uma maior capacidade de captura da artémia em comparacao as éfiras de P. punctata.
Outras possiveis hipéteses séo a possibilidade de estas capturarem o alimento, mas nao
apresentarem a capacidade de o digerir e/ou as necessidades nutricionais das éfiras nao
serem completamente satisfeitas com o uso exclusivo de artémia como dieta para

crescimento.

-20 -



FABIO MIRANDA

CONCLUSAO

6. Conclusao

Com os resultados obtidos neste estudo foi possivel determinar algumas das
condi¢Bes Otimas para a producdo de medusas da espécie P. punctata, permitindo assim

a realizacdo de protocolos com vista a producéo destas medusas.

Desta forma foi possivel perceber que para a fixacdo dos pélipos os materiais
usados em laboratério ndo apresentam diferencas entre si, facilitando assim a manutencéo
e manuseamento dos pélipos. Da mesma forma foi possivel compreender que a melhor
forma para obter um maior nimero de polipos sera manter os polipos a 24°C ou 26°C com
fornecimento de alimento, uma vez que ambos os tratamentos apresentam um grande
namero de pdlipos formados ao decorrer do tempo. Relativamente ao crescimento de éfiras
com vista a obtencdo juvenis de medusas, conclui-se que a dieta de rotiferos +
Nannochloropsis sp. permite um crescimento rapido das éfiras, com elevadas taxas de

sobrevivéncia.

Com este trabalho foi possivel perceber a grande lacuna de informacéo existente
na espécie estudada tal como nas restantes medusas em geral. Grande parte da
informacdo encontrada é relacionada com experiéncias ecolégicas em diversas regiées
onde estas medusas habitam, ndo havendo até a data informacdo relativamente a

producdo de medusas em cativeiro.

Embora o trabalho realizado tenha contribuido para o aumento do conhecimento
das condi¢des 6timas para a producdo de medusas da espécie P. punctata, de forma a
viabilizar a producdo desta espécie em aquacultura mais estudos serdo necessarios
realizar. Nomeadamente, estudos que visem a obtencdo das condi¢cdes 6timas para a
inducdo da estrobilacdo e as condicdes Gtimas para a o desenvolvimento de juvenis de
medusas desta espécie. A realizacdo destes estudos em conjunto com o0s resultados
obtidos no presente estudo ira permitir o desenvolvimento de protocolos sobre a
reproducdo de medusas de P. punctata, estando ai reunidas as condi¢fes para que se

possa iniciar a producéo desta espécie em cativeiro em condi¢des otimizadas.
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8. Anexos

Analise estatistica da anova de dois fatores no ensaio
do Efeito da temperatura e alimentacao nainducéo da
reproducao assexuada (Gemulacéo)
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