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Resumo

No que diz respeito a producdo de alimento vivo, o cultivo em grande escala do
zooplancton sempre foi um fator limitante nas préaticas da aquicultura. Os locais
designados para a producdo do zooplancton normalmente sdo tanques, que Ssao
fertilizados com nutrientes orgénicos ou inorganicos, para proporcionar o
desenvolvimento de microalgas e assim suportar o crescimento do zooplancton. A
composicéo e densidade das microalgas no ambiente tem sido relatado como um dos
principais fatores controladores do crescimento populacional do zooplancton durante
o cultivo, uma vez que a baixa disponibilidade desse recurso diminui o nimero de
progénies produzidas, além de mudar o modo reprodutivo dos cladoceros de
reproducdo assexuada para sexuada, na qual as fémeas produzem no maximo duas
progénies, que entram em dorméncia. A producao das formas de resisténcia tem uma
série de implicacdes envolvendo tanto a producédo do préprio zooplancton como o
zooplancton como alimento vivo para o0 sucesso da larvicultura. Portanto,
compreender o papel dessas formas para a producéo do zooplancton como alimento
vivo, além de entender em quais condi¢cdes o zooplancton passa a produzir as formas
dormentes foi 0 objetivo desse estudo. Para entender o papel das formas dormentes
no processo de cultivo, foi utilizado um tanque (9,6x4,8x0,9m) do INPA. No tanque,
foram realizadas coletas para estimativa da densidade do fitoplancton, coletas do
sedimento tanto para estimativa da densidade quanto para eclosdo diaria das formas
de resisténcia, além da coleta das formas dormentes produzidas pela comunidade
ativa no tanque. Para entender em quais condicfes o zooplancton passa a produzir
as formas dormentes, nés testamos o efeito de diferentes densidades de fitoplancton
(Al 5x103, A2 5x104, A3 5x106 cells/mL) e diferentes densidades (densidade inicial
Cl1l 5, C2 15 e C3 30 organismos) na producao de formas de resisténcia em Moina
micrura. Foi estimado uma densidade de 1,18 de efipios/g de sedimento. A taxa média
de ecloséo foi de 20,8 individuos m-2 dia-1. A taxa média de producao foi de 164,5
formas de resisténcia m-2 dia-1. As formas de resisténcia presentes nos sedimentos
sdo determinantes para o0 sucesso na producdo do zooplancton. A densidade do
fitoplancton foi preponderante para a reproducéo assexuada prevalecer na populacéo
durante o periodo de estudo. Nao encontramos relacdo entre o aumento da densidade
populacional e a producéo de formas de resisténcia neste estudo.



Abstract

As far as we know about live feeds production, it has always been the most limitation
factor to large-scale zooplankton cultivation in aquaculture practices. The sites
designated for the zooplankton production are usually tanks that are fertilized with
organic or inorganic nutrients to provide the development of microalgae to feed and
support the growth of zooplankton. Microalgae composition and density has been
reported to be one of the main controlling factors for zooplankton’s population growth
during cultivation, knowing that the low availability of this resource decreases the
number of produced progenies and can even change the cladocera’s reproduction
type, from asexual reproduction to sexual, where the females produce at most two
progenies, that go into dormancy. Resting eggs production leads to several
implications involving both the production of zooplankton itself and zooplankton as a
living food for the success of larviculture stage. That way, understanding the role of
these forms for the zooplankton’s production as a live feed, besides of perceiving under
what conditions the zooplankton produces dormant forms, was the purpose of this
study. To understand this role of resting eggs in the cultivation process, a tank
(9.6x4.8x0.9m) of INPA was used. In the tank, sampling was done and used to
estimate density of phytoplankton, sediment sampling for both density estimation and
daily hatching of resting eggs, as well as the collection of resting eggs produced by the
active community in the tank. In order to understand under what conditions
zooplankton starts producing this eggs, the effect of different densities of
phytoplankton were tested (Al 5x103, A2 5x104, A3 5x106 cells / mL) and also
different densities of zooplankton (initial density C1 5, C2 15 and C3 30 organisms), in
the production of resistance forms in Moina micrura. The estimated density was 1.18
effipios/g in sediment. The mean hatching rate was 20.8 individuals m-2 day-t. The
production’s average rate was 164.5 resting eggs m-2 day-*. The resting eggs present
in the sediments are determinant for the success in zooplankton production. The
density of phytoplankton was preponderant for asexual reproduction prevailing in the
population during the period of study. We didn’t find relation between the increase in
population density and the production of resting eggs in this study.
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Introducao Geral

A pesca e a aquicultura séo fontes importantes para subsisténcia e renda que
provém o alimento e nutricdo para milhdes de pessoas no mundo (FAO, 2016).
Entretanto, a producdo mundial do pescado vem decrescendo desde 1995, fato
atribuido a pesca predatéria e a poluicdo dos mares e rios (Kubitza, 2007). Essa
situacao impulsionou 0 avanco da aquicultura que hoje fornece a metade dos peixes
consumidos pela populagcdo mundial (FAO, 2016). Atualmente, o Brasil ocupa o 14°
lugar na producdo aquicola mundial. O estado do Parana lidera o ranking nacional,
seguido de Sao Paulo e Rondénia. Entre as espécies mais criadas no pais sdo a tilapia
(Oreochromis niloticus) 58,4% e o tambaqui (Colossoma macropomum) 18,2% (IBGE,
2016; FAO, 20186).

Na Amazobnia, a pesca é basicamente artesanal, condicionada, portanto, pelo
regime fluvial dos grandes rios, com superproducdo na época da seca, e escassez
durante a época da cheia, o que influi decisivamente no preco final do produto (Santos
et al, 2006). A piscicultura € uma alternativa para minimizar o efeito dessa
sazonalidade. O Estado do Amazonas possui condi¢des climaticas, biolégicas e uma
enorme quantidade de recursos hidricos, favorecendo o desenvolvimento da
piscicultura (Lima, 2010). De acordo com o IBGE (2016), o Amazonas produziu cerca
de 21 mil toneladas de peixes oriundos da piscicultura, entre as espécies mais criadas
estdo o tambaqui (Colossoma macropomum), matrinxa (Brycon amazonicus) e o
pirarucu (Arapaima gigas). Este ultimo com grande potencial econdmico, pois pode
atingir até 10 kg em seu primeiro ano de criagdo e sua carne € muito apreciada no
mercado, devido ao seu sabor e auséncia de espinhas no filé (Mattos et al., 2016).

Porém, a criacdo de pirarucu apresenta muitos desafios na etapa de
larvicultura, onde a taxa de sobrevivéncia € muito baixa devido a falta de alimento
adequado, prejudicando a cadeia produtiva devido a baixa disponibilidade e alto custo
dos alevinos. Durante os primeiros dias de vida, as larvas ndo consomem racao de
forma voluntéria, alimentam-se apenas de pequenos invertebrados como, rotiferos,
cladéceros e copépodos (Congeicdo et al., 2010; Lima et al., 2017). Esses organismos

possuem substancias que sdo essenciais para o crescimento e a sobrevivéncia das



larvas de peixes, tais como proteinas, aminoacidos, enzimas, acidos graxos e lipideos
(Watanabe et al., 1983; Rottmann et al.,2017).

Varios estudos (Cavero et al., 2003; Lima et al., 2017; Goncalves et al., 2019)
de transicdo alimentar foram realizados utilizando alimento vivo (zooplancton) para
gradualmente passar do alimento vivo para racdo na fase larval. Os autores
concluiram que o alimento vivo como dieta inicial € eficaz para aumentar a taxa de
sobrevivéncia das larvas.

Desta forma, a obtencao de organismos plancténicos em abundancia e de boa
qualidade nutricional € um requisito basico para qualquer projeto de piscicultura e, que
pode ser resolvido com o cultivo em instalacbes especiais, designadas para esse
proposito ou até no préprio viveiro de piscicultura, que deve ser adaptado para este
fim, onde podem ser fertilizados com adubos quimicos ou organicos, para propiciar o
desenvolvimento de microalgas e assim suportar o crescimento do zooplancton
(Sipauba-Tavares & Rocha 2003; Rottmann et al., 2017).

Entretanto, essa técnica apresenta problemas, como por exemplo, a limitacéo
de luz, diminuicdo do oxigénio dissolvido, producao de substancias toxicas e inibicao
do crescimento de outros organismos. Isto ocorre apos um florescimento inicial do
fitoplancton quando ha uma da alta biomassa. A alta densidade do fitoplancton
ocasiona um declinio da penetracdo de luz nas camadas inferiores do ambiente. A
decomposicdo dessa biomassa diminui a concentragdo do oxigénio, inibe o
crescimento de outros organismos e prové a producdo de substancias toxicas
(Sipauba-Tavares & Rocha, 1993; Sipauba-Tavares et al., 2010).

Segundo Santeiro & Pinto-Coelho (2000), Sipauba-Tavares & Rocha (2003) e
Rottmann et al (2017), para obter plancton de 6tima qualidade e em abundancia,
algumas medidas devem ser tomadas, como monitoramento intensivo das
caracteristicas fisicas e quimicas da agua, densidade populacional e, da qualidade e
quantidade do alimento que seré ofertado no sistema de cultivo. O conhecimento do
ciclo de vida, composicéo bioquimica e qualidade nutricional de diferentes espécies
de fitoplancton e de zooplancton sdo de suma importancia, pois, este tipo de estudo
prové informagdes sobre a utilizacdo final desses organismos (Macedo & Pinto-
Coelho, 2000; Sipauba-Tavares et al., 2011).

As algas nanoplancténicas, principalmente as Chlorophyceae sédo conhecidas

como um bom alimento vivo para organismos zooplanctdnicos pois, possuem



tamanhos e formas adequadas, parede celular fina, facilitando o processo de digestéao,
facil manejo e alto valor nutricional (Hardy & Castro, 2000; Safi et al., 2014).

Dentre 0s organismos zooplancténicos, os microcustaceos claddceros tém sido
bastante utilizados como alimento vivo para larvas de peixes (Sipauba-Tavares &
Rocha, 1994; Rottmann et al., 2017). Isso porque sédo consideradas presas faceis,
devido, a sua forma, pigmentacdo e o diametro do olho e, alto valor nutricional
(Lazzaro, 1987). Além de possuirem rapida reproducao e curto ciclo de vida, o que
permite produzi-los em grande quantidade em um curto periodo de tempo, tornando
seu cultivo viavel do ponto de vista econémico (Watanabe et al., 1983; Rottmann et
al., 2017).

As taxas de crescimento, reproducdo, mortalidade e qualidade nutricional dos
cladéceros sédo influenciadas por alteracdes bidticas (competicdo, disponibilidade e
qualidade de alimento) e abidticas (variaveis fisicas e quimicas da agua e fatores
climaticos) (Serafim-Janior et al., 2003; Travaini-Lima et al., 2016).

Diversos estudos (Sipauba-Tavares et al., 1994; Santeiro & Pinto-Coelho, 2000;
Lourero et al., 2011; Travaini-Lima et al., 2016), apontam que a baixa qualidade da
agua, disponibilidade e qualidade de alimento no ambiente sdo os principais fatores
que influenciam negativamente o cultivo do zooplancton. A baixa concentragdo de
alimento no ambiente reduz o nimero de progénies produzidas, que em condi¢cées
favoraveis variam de 4 a 40 individuos (Rottmann et al., 2017). Sabe-se também que
a escassez e baixa qualidade do alimento podem alterar o ciclo reprodutivo dos
cladoceros (Alekseev & Lampert, 2004; Branddo & Maia-Barbosa, 2014; Conde-
Porcuna et al., 2014). Grande parte dos Cladocera se reproduz por partenogénese
ciclica, cuja fase assexuada prevalece, ocorrendo esporadicamente a fase sexuada.
Durante a fase assexuada, fémeas partenogenéticas (2n) deixam de produzir somente
clones e passam a produzir fémeas (2n) e machos (2n). Os évulos produzidos pelas
fémeas dardo origem a no maximo dois ovos de resisténcia no instante que forem
fecundados atraves da copula (Nogrady et al., 1993).

Essas formas dormentes ndo eclodem prontamente apds serem produzidos
(Carvalho & Wolf, 1989), o que néo é desejavel em um sistema de cultivo, que precisa
de grandes quantidades de organismos vivos e prontos para consumo. Apos serem
produzidos, as formas dormentes séo liberadas na coluna d’agua, muitos afundam e

depositam-se no sedimento formando um banco de ovos, que sdo capazes de



resistirem a condi¢cdes extremas (dessecacdo, baixas concentracdes de oxigénio,
extremas temperaturas e alta salinidade) podendo permanecer viaveis por décadas
ou até mesmo, séculos (Sars, 1901; Hairston et al., 2000; Gyllstrom & Hanson, 2004;
Eskinazi-San’Anna & Pace, 2018).

A producdo das formas dormentes em tanques de cultivo, por outro lado, &
importante para a formacdo do banco de ovos e se constituirdo na reserva de
“sementes” para futuros cultivos. O banco de ovos funciona como um reservatério de
espécies presentes naquele ambiente (Hairston, 1996; Hairston & Caceres, 1998;
Brendonck e De Meester, 2003), assim garante que parte da populacdo sobreviva,
caso 0s organismos presentes na coluna d’agua morram (Carvalho e Wolf, 1989;
Gyllstrom & Hanson, 2004). As formas dormentes que sdo produzidas serviram
também para se iniciar um cultivo, exemplo de grande sucesso sdo as formas
dormentes de Artemia sp. (Dhont & Van Stappen, 2003).

Entretanto, a producao dessas formas dormentes no momento em que esses
organismos seréo disponibilizados para as larvas, ao serem ingeridos, podem causar
grande mortalidade nessa fase da vida dos peixes. Segundo Brendock & De Meester
(2003) em algumas espécies, os embrides sdo envoltos por uma membrana quitinosa
que é capaz de passar pelo trato digestorio dos peixes sem ser danificado. Foi
observada mortalidade de larvas de pirarucu (Arapaima gigas) ao se alimentarem de
cladoceros carregando essas formas dormentes, pois, estas passam intactos pelo
trato digestério da larva, acumulando-se no estdbmago ou reto, e, causando prolapso
retal e consequentemente a morte da larva (Com. Pessoal., Gongalves dados nao
publicados).

Portanto, € primordial para o sucesso da larvicultura de organismos que
dependem do alimento vivo, entender em quais condi¢cdes o zooplancton passa a
produzir as formas dormentes, além de compreender o papel dessas formas para a

producdo do zooplancton como alimento vivo.

Objetivos

Objetivo Geral:
Compreender o papel das formas para a produgdo do zooplancton como

alimento vivo e em quais condi¢cfes passam a produzir as formas dormentes.



Objetivos especificos:

e Estimar a densidade de ovos de resisténcia de M. micrura presentes no
sedimento do tanque;

e Estimar a taxa de ecloséo de ovos de resisténcia de M. micrura nos tanques
externos;

e Estimar a producao de ovos de resisténcia e M. micrura nos tanques
externos;

e Reconhecer e identificar os ovos de resisténcia de M. micrura por meio de
caracteristicas morfoldgicas;

¢ Verificar, em laboratdrio, se a disponibilidade de alimento estéa relacionada
com a producao de ovos de resisténcia de M. micrura,

¢ Verificar, em laboratério, se a densidade populacional esta relacionada com a

producao de ovos de resisténcia de M. micrura;

Organizacao da dissertagcéao

Esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos, que se encontram no
formato de artigo cientifico, ambos seguindo a norma do periddico Acta
Amazonica.

O primeiro capitulo aborda o papel das formas dormentes no cultivo do
zooplancton, a partir experimentos de eclosao e producéo das formas dormentes
in situ. Com os resultados encontrados, ficou claro a importancia do papel das
formas dormentes para o cultivo do zooplancton.

O segundo capitulo testou por meio de experimentos em laboratério se a
concentracdo do alimento e o aumento na densidade populacional estado
relacionadas com a producdo de formas dormentes durante o periodo de cultivo
do zooplancton. Com os resultados obtidos ficou claro que a densidade de algas
no meio de cultura é fundamental para que a reproducao assexuada prevaleca na

populacao e consequentemente um maior nimero de organismos.
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Resumo

A producao de zooplancton para a alimentacdo de larvas de peixes é uma atividade
importante para o desenvolvimento da piscicultura na Amazbnia. Em tanques
escavados, esta producéo € iniciada por inoculagdo e mantida posteriormente pela
reproducdo partenogenética e, pela eclosdo das formas de resisténcia presentes no
sedimento. Neste contexto, entender e quantificar a producdo e eclosdo dessas
formas para a producédo de Moina micrura como alimento vivo é objetivo deste estudo.
Foi utilizado um tanque (9,6x4,8x0,9m) no INPA. No tanque, foram realizadas coletas
do sedimento para estimativa da densidade de formas de resisténcia presentes no
sedimento, taxa de eclosdo e de producéo. Foi estimado uma densidade de 1,18 de
efipios/g de sedimento. A taxa média de ecloséo foi de 20,8 individuos m-2 dia-1. A
taxa média de producéo foi de 164,5 formas de resisténcia m-2 dia-t. As formas de
resisténcia presentes nos sedimentos sdo determinantes para o sucesso ha producao
do zooplancton. A pratica de retirada da camada superficial do sedimento é
inadequada, pois comprometera o processo de eclosdo e producao do zooplancton.
Palavras-chave: Moina micrura, efipio, producdo de zooplancton

Resting eggs of cladocerans: implications for aquaculture

Abstract

The zooplankton production for fish larvae feed is an important activity for the
Amazoénia’s fish farming development. In hollow tanks, this production is iniciated by
inoculation and settled latter with parthenogenetic reproduction and by the hatching of
resting eggs from the sediment. That way, understanding and quantifying the hatching
and production of this resting eggs to produce Moina micrura as live feeds is the
purpose of this study. A tank (9.6x4.8x0.9m) at INPA was used. In the tank, sediment
sampling for both density estimation and daily hatching of resting eggs, as well as the
collection of resting eggs produced by the active community in the tank. The estimated
density was 1.18 effipios/g in sediment. The mean hatching rate was 20.8 individuals
m-2 day-"'. The production’s average rate was 164.5 resting eggs m-2 day-*. The resting
eggs present in the sediments are determinant for the success in zooplankton
production. The practice of superficial sediment layer removal is unappropriated, as it
will compromise the process of hatching and zooplankton production.

Key-words: Moina micrura, ephippium, zooplankton production

Introducéo
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A producéo de zooplancton para a alimentacéo de larvas de peixes, € essencial
para o desenvolvimento da piscicultura (Watanabe et al., 1983; Sipauba-Tavares,
2003; Malla & Banik, 2015). A producdo de zooplancton em grande escala
normalmente é feita em tanques escavados (50-200m?3), que inicialmente s&o
drenados e ap6s um periodo de quatro dias, sdo reabastecidos e fertilizados com
esterco de porco e aves ou fertilizantes industriais, tais como, ureia e super fosfato
triplo e cloreto de potassio. Apds esse procedimento, o fitoplancton é inoculado e,
apos a floracdo entre 4-5 dias, o zooplancton é inoculado, com uma densidade
variando de 40 a 60 org/L, onde as primeiras colheitas podem ser realizadas a partir
do 7° dia, na qual os organismos atingem suas maiores densidades, variando de

15.000 a 20.000 org/L (Sipauba-Tavares, 2003; Rottmann et al., 2017).

Depois do processo inicial de inoculacéo, o fitoplancton pode ser mantido no
ambiente realizando novamente a fertilizacdo e se as condi¢cdes forem adequadas, o
zooplancton podera se manter no tanque pela reproducdo assexuada ou podera se
manter pelas eclosdes das formas dormentes presentes no sedimento, esta Ultima é
de grande importancia, entretanto, o seu papel na producéo de zooplancton nunca foi
abordado. Esses ambientes sdo frequentemente manipulados, com adicdo de
fertilizantes, drenagem, raspagem superficial do sedimento e introducdo de
organismos, apresentando mudancgas constantes nas condi¢des abioticas e bioticas,
tais como, temperatura, pH, penetracéo de luz e concentracdo do alimento (Bosma &
Verdegem, 2011), que ira influenciar diretamente no crescimento, reproducéo,
mortalidade e qualidade nutricional do zooplancton (Sipauba-Tavares & Rocha,1994;
Santeiro & Pinto-Coelho, 2000). Dentre alguns fatores abidticos e bidticos citados
acima, tais como; luz, temperatura e disponibilidade de alimento, ja sdo conhecidas
como responsaveis por, induzir a producdo e eclosdo das formas dormentes em
cladoceros (Stross, 1971; Hairston et al., 2000; Conde-Porcuna et al., 2013; Dinh et
al., 2018), um organismo frequentemente utilizado como alimento vivo na piscicultura
(Watanabe et al., 1983; Malla & Banik, 2015).

As formas dormentes sao adaptacdes para que parte da populagcéo sobreviva
em condi¢gGes ambientais adversas (Hairston et al., 2000; Eskinazi-Sant’Anna & Pace,
2018). Boa parte dessa producdo deposita-se no sedimento (Brendonck & De

Meester, 2003), onde sdo encontrados em grandes quantidades, variando de 0,2 — 40
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x 10° ovos e/ou efipios por m2 (Gyllstrom & Hansson, 2004), formando o banco de
ovos ou comunidade dormente, que eclodem periodicamente ou continuamente,
variando de 7 — 106 individuos por m?2 dia*(Gyllstrom & Hansson, 2004), se
adequadamente estimulados (Carvalho e Wolf, 1989), desempenhando um papel
fundamental no processo de recolonizacdo, permitindo o rapido reestabelecimento no
ambiente ap6s um periodo desfavoravel, influenciando temporal e espacialmente a

dindmica populacional desses organismos (De Stasio, 1999; Brandéo et al., 2014).

Apesar de ja existirem alguns trabalhos quantificando a producéo, ecloséo e
densidade dessas formas dormentes no sedimento para ambientes naturais (Hairston
et al.,, 2000; Pérez-Martinez, 2014; Branddo et al., 2014), ndo existem essas
informacdes para tanques utilizados para a producédo de zooplancton. Levando em
consideragao que o maior problema causador da alta taxa de mortalidade das larvas
de peixes, é a falta de alimento vivo disponivel em grandes quantidades, essas
informacdes sdo basicas e fundamentais para a producao planejada de zooplancton
em tanques escavados. Neste contexto, entender e quantificar a producéo e ecloséo

dessas formas dormentes para a producéo de zooplancton é o objetivo deste estudo.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
onde os experimentos in situ foram realizados na Estacdo de Aquicultura do INPA,
Campus lll e as atividades de laboratério ocorreram no Laboratério de Plancton, INPA,
Campus Il. Para os experimentos in situ as observagbes foram realizadas em um
tanque de alvenaria (9,6x4,8x0,9m), com fundo recoberto com camada de sedimento

(10cm) composta de argila e areia (Figura 1).

Espécie alvo

Para a realizacdo do estudo, escolhemos Moina micrura Kurtz, 1874
(Crustacea: Anamopoda), um organismo bastante utilizado como alimento vivo devido
as caracteristicas favoraveis, como, rapida reproducéo, ciclo de vida curto, boa
qualidade nutricional e frequentemente encontrado em tanques de piscicultura (Malla
& Banik, 2015).

13



Figura 1. Tanque utilizado no estudo (9,6x4,8x0,9m). Localizado na Estacdo de Aquicultura
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Campus .

Método geral de obtencdo dos dados

No tanque, foram realizadas coletas do sedimento tanto para a estimativa da
densidade das formas de resisténcia quanto para estimar a taxa de eclosédo diaria,
além disso foram realizadas coletas das formas dormentes produzidas pela propria

comunidade ativa do tanque.

Para a verificacdo da taxa de producao e eclosao de efipios in situ, foi realizada
ao inicio de cada um deles, a drenagem do tanque e adotado procedimento de
correcdo do pH através da adicao de calcario agricola (100g/m?) diretamente no fundo
do tanque seco. ApGs o periodo de trés dias o tanque foi novamente cheio e
fertilizados com Ureia, Super fosfato triplo e Cloreto de potdssio, com a respectiva
formulacdo 20:5:20, conforme protocolo proposto por Sipalba-Tavares & Rocha
(2003). Ambas amostragens para verificacdo das atividades de, eclosdo e producéo
das formas de resisténcia de cladoceros foram realizados separadamente no periodo

de 30 dias cada.

1-Estimativa da densidade de efipios no sedimento
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Para estimar a densidade de ovos no sedimento do tanque foi coletado 10
testemunhos enquanto o tanque esteve seco. Cada testemunho compreendeu uma
por¢cdo do sedimento de fundo do tanque, amostrado através de tubo PVC de 50 mm
de diametro. Foi utilizada a camada correspondente aos 3 centimetros superficiais do
testemunho coletado (Brendonck & De Meester, 2003). O material foi acondicionado
em sacos plasticos e encaminhado ao laborat6rio e conservado sob refrigeracéo (8°C)
até o momento do processo de triagem. Para separar as formas de resisténcia do
sedimento foi utilizado o método proposto por Onbé (1978) onde: 120 gramas de
sedimento foram colocadas em um becker de 250 ml contendo uma solugcéo de agua
destilada e sucrose (1:1) para homogeneizagcao. Essa solucéo foi centrifugada a 2700
rpm durante 3 minutos. O material sobrenadante foi filtrado em uma rede de 50 um e
o retido submetido a quantificacdo sob estereomicroscépio. A densidade foi calculada
através da formula Densidade= N° efipios/gramas de sedimento e o resultado

expresso em efipios/g.

Em laboratorio, ap0s a separacao dos efipios do sedimento, 86 efipios foram
selecionados e colocados em cubas de plasticos de 25mL com &gua destilada e
colocados em incubadora (Modelo EL202), com intensidade de luz (2780 lux),
fotoperiodo (12 horas/12 horas) e temperatura (30°C) controlados. Os efipios foram

observados duas vezes ao dia (manha e final da tarde) durante 30 dias.

2-Estimativa da taxa de ecloséo dos efipios do sedimento do tanque

Para estimar a taxa de eclosdo diaria dos ovos de resisténcia do sedimento
foram construidas armadilhas com base nos equipamentos utilizados por De Stasio
(1989), Caceres (1998), Hairston et al. (2000), Pérez-Martinez et al. (2014) e Bandeira
(2016). Cada armadilha € composta por um tubo transparente de 20 cm de diametro
com dois furos de 4 cm de diametro cobertos por rede de 20 um de abertura para
recirculagdo da agua do ambiente, a parte superior do tubo possuiu formato afunilado
gue convergiu para um furo central ligado a uma mangueira transparente de 80 cm de
comprimento, com um frasco claro de polietileno de 200ml e funil acoplados em sua
extremidade superior garantindo a retencdo das neonatas (Figura 2). Foram fixadas
10 armadilhas de eclosdao no fundo do tanque antes que fosse cheio, estratégia
adotada para o isolamento completo de parte da camada do sedimento e das formas
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de resisténcia presentes no sedimento. As armadilhas permanecendo por 30 dias a
partir do enchimento do tanque e analisadas diariamente. Os organismos capturados
nas armadilhas de ecloséo foram acondicionados e fixados com etanol 96%.

Em laborat6rio os organismos eclodidos foram identificados e quantificados com
auxilio de estereomicroscopio Wild M3C e microscoépio 6ptico binocular Zeiss, lentes
1x-40x e através das consultas as literaturas especializadas de EImoor-Loureiro
(1997) e demais especialistas do laboratorio de Plancton do INPA.

Para a taxa média de eclosdo diaria foi calculado seguindo a formula area da
superficie da armadilha/Individuos eclodidos e os resultado expresso em Y m-2 dia,

onde Y é o numero de individuos eclodidos.

Figura 2: Esquema do tanque com as armadilhas de eclosdo posicionadas no sedimento. A-
Garrafa de polietileno de 100 mL. B- Registro para ser fechado antes da retirada das amostras da
garrafa para evitar a entrada organismos da coluna de 4gua na armadilha. C- Mangueira de conexao
entre o tubo e a garrafa. D- Tubo transparente com 10 centimetros de sua extremidade enterrado
no sedimento.

3 - Estimativa da taxa de producéo de efipios dos clad6ceros do tanque

Para estimar a taxa da producéo diaria dos efipios foram utilizadas oito camaras
de sedimentacdo. Cada camara é composta por quatro subcamaras de tubo PVC 30
cm de comprimento por 10 cm de didametro. Todas foram colocadas no fundo do
tanque para interceptacao dos efipios produzidos pelos organismos (Figura 3).

Cada camara foi retirada do fundo do tanque diariamente para a observacao dos
dados. O material retido dentro das subcamaras foram filtrados através de rede de
plancton de 55 um. As amostras foram acondicionadas em frascos de polietileno de

100 ml e algumas foram fixadas com etanol 96%. A taxa média de producdo diaria de
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efipios foi calculada seguindo a formula area da armadilha/Efipios produzidos e

expresso em Efipios m2 d2.
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Figura 3. Croquis do tanque com as armadilhas posicionadas no fundo sobre o sedimento. A: boia
auxiliar para localizacdo da armadilha. B: corda para suspenséo e retirada da armadilha do tanque. C:
4 cilindros de PVC (dimens&es 30m x 10 cm de diametro) como parte da armadilha de sedimentagéo
para interceptacdo dos ovos produzidos diariamente durante o experimento.

Concomitantemente as observacdes diarias nas sub-camaras foram coletadas
agua do tanque para quantificacdo da densidade das algas e do zooplancton presente
no ambiente. Para coleta das algas foi utilizado um tubo PVC de 1,5 de comprimento
e 60mm de didmetro acoplado com uma vélvula de retencdo para retencdo da agua
em uma das extremidades. A agua retida no tubo foi acondicionada em um balde,
homogeneizada e sub-amostrada em 250ml posteriormente fixados com lugol acético.
A contagem foi feita utilizando método Camara de Neubauer (Karlson et al., 2010)

seguindo a formula:

Densidade = N° total de células contadas
8x10x 104

Onde: 8 é o nimero de quadrados grandes contados e 10 x 10 = o volume da amostra nos quadrados
grandes com uma area equivalente a 0,0018 mm3 e o valor final expressa em células por ml.

Para estimar a densidade de zooplancton foram feitas coletas da coluna d’agua

(0,9m) utilizando uma rede de plancton com abertura de malha de 65 pm e 30cm de
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diametro, armazenando o material coletado em pote de polietileno de 100mL e fixados
com etanol 96%. Em laboratorio um baldo volumétrico de 250 ml foi utilizado para
acondicionar o material. O material coletado foi homogeneizado e uma aliquota de 2,5
ml foi retirada com pipeta Stempel. A aliquota foi colocada em placa de Petri
milimétrica e a quantificacdo dos organismos realizada sob estereomicroscépio Wild
M3C (4x-40x).

Analise da morfolégica externa do efipio
Os efipios de M. micrura foram coletados através de amostras do sedimento de

um tanque de piscicultura com o auxilio de um core e foram separadas do sedimento
utilizando o método proposto por Onbé (1978). Os efipios encontrados foram lavados
em agua destilada, desidratados em série de acetona e secos usando-se a técnica de
ponto critico. Em seguida os efipios foram montados em bases metalicas “stubs” e
metalizados com ouro. Posteriormente as imagens foram feitas com um microscopio

eletronico de varredura modelo LEO 435VP.

Resultados

Densidade de ovos do sedimento do tanque

Foi estimado uma densidade de 1,18 de efipios/g de sedimento, os efipios
aparentemente viaveis que foram incubados, apenas 37 eclodiram durante a
incubacdo. As primeiras eclosbes foram observadas apds o segundo dia de
experimento e continuaram até o 10° dia, apos esse periodo, ndo ocorreram eclosdes,

M. micrura foi a Unica espécie eclodida (tabela 1).

Tabela 1. Tabela com todos os resultados encontrados relacionados
aos efipios do sedimento.

Resultados dos efipios do sedimento do tanque

Total de efipios 1426
Efipios vazios 743
Efipios viaveis 86

Eclodidos 37
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Taxa de eclosao diaria dos ovos de resisténcia do sedimento

Houve eclosédo somente de Moina micrura. As primeiras eclosbes comecaram
a partir do terceiro dia de experimento, com o maior nimero de eclosdes nas duas

primeiras semanas de experimento, com uma média de 20,8 individuos m?2 dia*

(Figura 4).
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Figura 4. llustragéo gréfica da taxa diaria de eclosédo de M. micrura expressa em Ind.m2.Dia™.

Taxa de producéo diaria de ovos de resisténcia e densidade de M. micrura e
algas

A presenca de M. micrura na coluna d’agua comegou a ser observada a partir do
quinto dia de experimento. A densidade variou de a 0 a 1.903 org.m= durante o
experimento. Os efipios s6 foram detectados apos o quinto dia de coleta, apenas

efipios de M. micrura foram encontradas. A producao foi continua, variando de 0 a

2.629 efipios m? dia* (Figura 5).
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As observacdes referentes as algas indicaram presenca somente a partir do
quinto dia de experimento. A densidade de espécies registradas esteve distribuida em
trés géneros, sendo Chlorella, Ankistrodesmus e Desmodesmus. A densidade variou

de 13x102 células/ml a 7x10° células/ml durante o experimento.
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Figura 5. llustracéo grafica da taxa diaria de producao da efipios de M. micrura do tanque
estudado.

Morfologia externa do efipio

O efipio de M. micrura tem cerca de 0,678 um de comprimento, 0,435 um de
largura. Bivalve, unilocular, superficie da carapaca com poligonos irregulares, com a

presenca de uma protuberancia oval (Figura 7A, 7B e 7C).
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Discussao

Densidade de efipios no sedimento do tanque
A densidade do banco de ovos ou comunidade dormente depende de uma

combinacgéo de fatores, tais como, a producao pela comunidade ativa, que pode ser
continua ou periddica (Ricci, 2001), eclos6es e mortalidade (infeccdo, predacdo e
senescéncia) (De Stasio, 1989; 1990; Gyllstrom & Hansson, 2004).

No presente estudo, o niumero de formas dormentes encontradas no banco de
ovos do tanque é semelhante aos registrado para ambientes naturais (Hairston, 1996;
Conde-Porcuna et al., 2014), este tipo de informacao é inexistente para tanques. A
presenca do banco de ovos do tanque estudado era esperada, levando em
consideracao o tempo que existéncia do mesmo (39 anos), outro fator € o manejo que
€ submetido, como a adicdo de nutrientes, que causam modificacdes na densidade e
composi¢cdo do fitoplancton, principal alimento dos cladoceros, a densidade do
fitoplancton tém sido relatada como um dos principais fatores que desencadeiam o
processo de producédo de formas dormentes nesses organismos (Alekseev & Lampert,
2004; Conde-Porcuna et al., 2014).

A predominancia de efipios de M. micrura pode ser explicada devido a espécie
ser o Unico representante de claddceros observado na comunidade ativa do tanque
durante o estudo. Essa espécie tem sido comumente encontrada nesses ambientes
(tanques, lagos) (Loureiro et al., 2011; Bosma et al., 2011), parecendo refletir uma
habilidade de adaptacdo e maior tolerancia sobre essas condi¢cdes. Além disso, M.
micrura tem sido uma espécie tradicionalmente utilizada como alimento vivo na
piscicultura, exatamente pela frequéncia de ocorréncia nesses ambientes e por ser

resistente ao manejo (Sipauba-Tavares et al., 2008; Azuraidi et al., 2013).

A presenca do banco de ovos nos tanques de producéao de zooplancton ou até
mesmo no tanque onde o0s peixes sdo criados, sdo de grande importancia, funcionam
como um “reservatério de alimento vivo”, pois, € por meio da eclosado dessas formas
dormentes que os organismos recolonizam o ambiente e continuam eclodindo ao
longo do periodo de producao, contribuindo para o incremento de biomassa para o
ambiente, além de garantirem que parte da populacdo sobreviva, caso algum

incidente aconteca e a populagao ativa morra. Outra importancia da presenca das
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formas dormentes, é que diminuem as chances de contaminacdo no ambiente, uma
vez que o produtor ndo precisara fazer o procedimento inicial de inoculacdo a cada
ciclo de producéo, além de servirem como inoculos iniciais, como observado com os
ovos que foram retirados do sedimento e expostos aos estimulos de quebra da

dorméncia.

Taxa diaria de eclosao das formas dormentes do sedimento

A taxa de ecloséo encontrada no presente estudo e o dia em que comecaram as
eclosdes sao semelhantes aos outros trabalhos realizados tanto em ambientes
naturais (De Stasio, 1989; Pérez-Martinez et al., 2013 e Bandeira, 2016) como em
laboratério (Alekseev & Lampert, 2004; Pérez-Martinez et al., 2013; Brandéo et al.,
2014). Observamos um pico de eclosGes nos primeiros 15 dias, nos demais dias as
eclosdes foram baixas ou inexistente. Luz e temperatura sao relatados como os
principais fatores envolvidos nesse processo para cladéceros (Stross, 1966;
Brendonck & De Meester, 2003; Gyllstrom & Hansson, 2004), porém, esses fatores
nao foram mensurados durante o estudo. Pérez-Martinez et al., (2013) apontam que
as formas de resisténcia tendem a eclodirem logo apds receberem o estimulo de
guebra da dorméncia, isso possibilitaria que o organismo tenha um maior tempo de
sobrevivéncia em condi¢des favoraveis. Ja a reducao das eclosdes a partir do 20° dia
de experimento, pode estar relacionado a quantidade de ovos presentes na superficie
do sedimento dentro da area da armadilha, que devem ter eclodido durante os

primeiros dias, periodo que foi registrado o pico de eclosdes.

Ja4 é bem documentado a importancia dos organismos oriundos das formas
dormentes na dindamica das populagdes de cladoceros de agua doce, onde, em alguns
casos, a populacdo depende exclusivamente da eclosdo das formas dormentes
presentes no banco de ovos para recolonizarem o ambiente apdés um periodo
desfavoravel (Hairston et al., 2000; Gabaldon et al., 2018). No presente estudo, foi
possivel observar esse fendmeno, uma vez que o ambiente experimental passou por
um periodo sem agua e, a agua que abastece o tanque vem do lencol freatico,
eliminando a possibilidade de que os organismos encontrados fossem oriundos de

outro lugar, sem ser do banco de ovos, afirmando ainda mais a importancia da
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presenca das formas dormentes durante o processo inicial da producdo do

zooplancton.

Producao de formas dormentes no tanque
A producgédo de formas dormentes € comum na maioria dos cladoceros, que séo

produzidas em resposta as condicbes adversas, na qual por meio de aparatos
sensoriais, conseguem perceber alteracbes no ambiente, como mudanca na
temperatura, fotoperiodo, predacéo, alta densidade e disponibilidade de alimento
(Gyllstrom & Hansson, 2004; Abrusan, et al., 2007). Essa producéo pode ser continua
ou periddica, isso ira depender totalmente das caracteristicas do ambiente e o grau
de adaptabilidade da espécie (Céaceres, 1998; Ricci, 2001).

No presente estudo, registramos efipios somente a partir do 5° dia, a producdo
foi continua durante o experimento. Dentre os fatores que normalmente sao relatados
como estimulos para desencadear o processo de producado das formas dormentes em
cladéceros, o mais lucido para o presente estudo, parece ser a disponibilidade do
alimento, pois, durante a realizacdo do experimento, a concentracao ideal (acima de
10° cells/mL) (Ventura et al., 1980), para que M. micrura possa se reproduzir somente
por partenogénese, s6 foram registradas no intervalo entre o 6° e 10° dia de
experimento, ainda sim, ocorram producéo neste periodo. Considerando que a falta
de alimento foi o principal responsavel pela inducdo a producdo das formas
dormentes, os protocolos de fertilizacdo desses ambientes devem ser revisados, as
formulagcbes das concentragcdes de nutrientes devem ser feitas levando em
consideracdo quais espécies de algas estdo presentes no ambiente, uma vez que
cada espécie de alga responde diferentemente em relacdo as concentracdes de
nutrientes no ambiente, principalmente nitrogénio e fosforo (Pal & Choudhury, 2014;

Sipauba-Tavares et al., 2014).

Apesar da producéo de zooplancton em tanques escavados almejar a obtencéo
desses organismos em grande quantidade, a producéao dessas formas dormentes que
nao eclodiram prontamente produzidas, séo de grande importancia no processo de
producdo do zooplancton, tanto no processo inicial de recolonizacdo do ambiente
como durante o processo de producdo, na qual continuaram eclodindo, renovando

sempre a populagao.
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Consideracdes finais

Os resultados alcancados com essa pesquisa sao dados pioneiros para o
conhecimento sobre as formas de dorméncia de claddceros em tanques utilizados
para a producdo de zooplancton. Através dos nossos resultados € possivel notar a
importancia de agregar esse tipo de estudo com tanques aos estudos realizados sobre
esses organismos em lagos naturais, sendo esses Ultimos boas fontes de
conhecimento para ampliar a eficiéncia e o sucesso da producao de peixes e outros

organismos aquaticos a partir da sua relacdo com os zooplanctons.

Contudo, o conhecimento sobre as formas de resisténcia de claddceros no
tanque estudado trouxe um bom avanco para os entedimentos necessarios acerca da
sua importancia no contexto do ambiente experimentado. Estudos futuros,
abrangendo maiores periodos de amostragem e, até mesmo, acompanhando a
dindmica da reproducdo desses microrganismos junto com as espécies de cultivo
serao Uteis para que possamos conhecer melhor acerca dos elementos e fatores que
determinam ndo apenas o sucesso da aquicultura na regido, mas a complexidade de

vida desses organismos em suas mais variadas formas de existéncia.

Conclusao

1. Apresencgado banco de ovos € determinante para o sucesso de reestabelecimento
de M. micrura como fonte de alimento vivo;

2. Os 15 primeiros dias ndo sao indicados a coleta, uma vez que neste periodo ocorre
0 maior numero de eclosbes, desta forma, a populacdo tem tempo de se

estabelecer no ambiente.

3. Ao fim de cada ciclo de cultivo, € necessario que o produtor induza a producao
das formas de resisténcia, desta forma, garantindo a reposicéo do banco de
OVOS.
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Capitulo I
EFEITO DA CONCENTRAQAO DE ALIMENTO SOBRE A PRODU(}AO

DE OVOS DE RESISTENCIA DE Moina micrura KURTZ, 1984, EM
CULTIVOS EXPERIMENTAIS

Titulo
Renan Gomes do NASCIMENTO* Edinaldo Nelson dos SANTOS-SILVA?

LLaboratério de Plancton - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — Manaus, Amazonas Av.
André Araujo, 2936, Aleixo, Manaus, Amazonas — CEP 69060-001
*Autor correspondente: renaan112@gmail.com

Resumo

A producéo de formas dormentes durante o cultivo do zooplancton é prejudicial, uma
vez que diminui o crescimento da populagéo, o que ndo é desejavel quando se precisa
desses organismos disponiveis em grandes quantidades e ao serem ingeridos pelas
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larvas dos peixes, podem matar. Baixa disponibilidade de alimento e o aumento da
densidade populacional tém sido relatados como uns dos principais fatores que
contribuem para que zooplancton produza formas dormentes. No laboratdrio, nos
testamos primeiramente o efeito de diferentes densidades de fitoplancton na producéo
de formas dormentes de Moina micrura. No segundo experimento, nds testamos o
efeito de diferentes densidades de Moina micrura na producdo de formas dormentes
dessa mesma espécie. A densidade do fitoplancton foi preponderante para a
reproducdo assexuada prevalecer na populacdo durante o periodo de estudo. N&o
encontramos relacdo entre 0 aumento da densidade populacional e a producéo de
formas de resisténcia neste estudo. A manipulacao da densidade do fitoplancton pode
ser utilizada para induzir a producdo de formas dormentes e estes, serem utilizados
para iniciar novas culturas.

Palavras-chave: Zooplanton, Fitoplancton, Claddceros, Alimento vivo.

Abstract

The production of resting eggs during the zooplankton’s cultivation is harmful since it
reduces population growth, which is not desirable when these organisms availability is
needed in large quantities and when ingested by fish larvae can cause death. Low food
availability and increasing population density has been reported as one of the major
contributing factors for zooplankton to produce dormant forms. In the laboratory, we
first tested the effect of different densities of phytoplankton on the production of resting
eggs of Moina micrura. In the second experiment, we tested the effect of different
densities of Moina micrura on the production of resting eggs of the same species. The
density of phytoplankton was preponderant for asexual reproduction prevailing in the
population during the period of study. We didn'’t find a relation between the increase in
population density and the production of resting eggs in this study. Phytoplankton
density manipulation can be used to induce the production of resting eggs and these
used to initiate new cultures.

Key-words: Zooplankton, Phytoplankton, Cladocerans, Live food.

Introducao

O uso do alimento vivo na piscicultura, principalmente nos estagios iniciais de
vida dos peixes € indispensavel, pois, oferece uma série de beneficios (Sipauba-
Tavares, 2003; Takahashi et al., 2010; Pedreira et al., 2015). Os microcrustaceos
cladoceros, sdo comumente utlizados como alimento vivo, pois, apresentam
caracteristicas proprias como forma, tamanho, enzimas digestivas e alto valor

nutricional, atendendo as exigéncias nutricionais das larvas, garantindo melhor
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crescimento e sobrevivéncia (Watanabe et al., 1983; Sipauba-tavares & Pereira, 2008;
Goncalves et al., 2019). A obtencao do alimento vivo pode ser feita por meio de coletas
no ambiente natural ou podem ser cultivados em condi¢des controladas, que é mais
favoravel, pois, permite que o produtor sempre tenha o alimento vivo disponivel, além
de evitar a contaminacdo por agentes patdgenos presentes no ambiente natural
(Rottmann et al., 2017).

Os locais normalmente utilizados para a producdo em grande escala, séao
tanques escavados, considerados ambientes dinamicos, principalmente em relagéo a
alteracdo na composicao e densidade do fitoplancton, item importante na dieta dos
cladoceros (Rottmann et al., 2017). O crescimento do fitoplancton nesses ambientes
depende da fertilizacdo, na qual séo utilizados fertilizantes organicos ou industriais
como fonte de nutrientes. Diversos trabalhos sobre o uso de fertilizantes orgéanicos e
industriais foram realizados (Saint-Jean & Bonou, 1994; Santeiro & Pinto-Coelho,
2000; Sipauba-Tavares, 2008; Loureiro et al., 2011) e, concomitantemente a estes, o
acompanhamento do desempenho da populacdo em sistemas de cultivo em grande
escala, os autores concluiram que os principais fatores envolvidos no processo de
crescimento populacional, € a quantidade e a qualidade do alimento presente no

ambiente, bem como a qualidade da agua.

Mudancas brusca na composicao e densidade do fitoplancton, podem alterar o
modo reprodutivo dos cladoceros (Alekseev & Lampert, 2004). Esses organismos se
reproduzem por partenogénese ciclica, onde a fase assexuada prevalece, desde que
as condicbes estejam favoraveis, na qual a fémea produz de 4 a 40 progénies, se
desenvolvendo em um periodo de 24-48 horas, dependendo da espécie (Hardy &
Ducan, 1994), entretanto, em condi¢cGes adversas, exemplo, a diminuicdo do alimento,
aumento na densidade populacional, esses organismos passam a se reproduzir
sexuadamente, e quando isso ocorre, o embrido entra em dorméncia, podendo
permanecer nesse estado por longe periodos, além disso, no maximo dois embrides

sao produzidos por vez (Rottmann et al., 2017).

Apés a formacédo da forma dormente, elas liberadas na coluna d’agua e muitas
podem afundar, se acumulam no sedimento, formando um banco de ovos, sendo
capazes de resistirem a condi¢cdes extremas (dessecacédo, baixas concentragcdes de
oxigénio, extremas temperaturas e alta salinidade) podendo permanecer viaveis por
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décadas ou até mesmo séculos e, eclodem quando expostos a estimulos adequados.
Se as condi¢cdes do local forem favoraveis, podem recolonizar o ambiente e
restabelecer a populacdo a sua condicao inicial (Hairston et al., 2000; Gyllstrom &
Hanson, 2004; Couto et al., 2013). Porém, uma vez que o objetivo da producdo em
grande escala é obter o zooplancton em grandes quantidades, ndo € desejavel que

essas formas sejam produzidas.

Apesar de ja existirem trabalhos (Santeiro & Pinto-Coelho, 2000; Sipauba-
Tavares, 2008; loureiro et al., 2011) sobre a producdo dos cladoceros em tanques,
nenhum deles abordaram a producdo de formas dormentes durante o processo de
cultivo, que podem causar a morte das larvas. O compartimento que envolve 0s
embrides em dorméncia € composto de quitina, e as larvas ndo tem a capacidade de
digeri-los e, acabam acumulando-se ao longo do trato digestivo, causando prolapso
retal e morte (Com. Pessoal., Gongalves dados nao publicados).

Portanto, entender em quais condicdes os claddceros produzem as formas
dormentes, prové informacdes béasicas que serviram como subsidios para a
formulac&o de protocolos de cultivo de cladéceros em grande escala. Nesse contexto,
0 presente estudo teve como objetivo, testar em laboratorio a relacdo da
disponibilidade do alimento e da densidade populacional sobre a producéo de formas

dormentes.

Material e Métodos

O presente estudo foi realizado no laboratério de Plancton do Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazonia, Campu Il. Para a realizacdo dos experimentos o cladocero
Moina micrura (Kurz 1874) foi utilizado, pois, € uma espécie normalmente encontrada
em tanques de piscicultura. A espécie de alga utilizada foi Chlorella vulgaris (Beijerink

1890), espécie indicada como 6timo alimento para alimentar organismos plancténicos.

Coleta e aclimatacdo de Moina micrura: A coleta foi realizada com o auxilio de uma
rede de plancton com 68 um de abertura de malha, em um tanque de alvenaria,
localizado na Estac&o de Aquicultura do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazoénia,
Campus lll, posteriormente foi levada para o Laboratério de Plancton localizado no
mesmo instituto de pesquisa. Uma aliquota de 2,5 mL foi retirada e adicionada em
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uma placa de petri para ser feita a triagem. Cinquenta fémeas adultas foram isoladas
em um béquer de 2 litros contento Agua destilada e Chlorella vulgaris (1 x 106cells/mL),
foram mantidos em uma incubadora (Modelo EL202), mantidas em 12h com luz e 12h
sem luz a 30 °C e alimentados diariamente uma vez ao dia até a realizacdo do

experimento.

Coleta e aclimatacéo de de Chlorella vulgaris: A coleta foi no mesmo lugar descrito
anteriormente, utilizado um tubo PVC de 1,5 de comprimento e 60 mm de diametro,
acoplado com uma valvula para retencdo da 4gua em uma das extremidades. A dgua
retida no tubo foi acondicionada em um balde, homogeneizada e uma amostra de
250ml foi retirada, posteriormente foi levada para o Laboratorio de Plancton para o

isolamento das algas, seguindo o protocolo de Lourenco (2006).

Experimento de inducgéo a producgéo de ovos de resisténcia de M. micrura sobre
diferentes concentracdes de alimento: Constituido por trés tratamentos com
diferentes concentracdes de alimento (Figura 1). Para cada tratamento foi utilizado 15
béqueres de 600 mL, com 15 individuos de M. micrura cada. O experimento se
estendeu por 15 dias. A cada dia, um béquer de cada tratamento foi retirado e
analisado. O tratamento 1 (A1) foi com uma densidade 5 x 102 células de algas por
mL, o tratamento 2 (A2) 5 x 10* células de algas por mL, o tratamento 3 (A3) 5 x 106
células algas por mL, os organismos foram alimentados diariamente (1x). A densidade
de algas foi calculada utilizando camara de Sedgewick-Rafter (Gilbert, 1942). Apés
este procedimento os béqueres foram colocados em uma camara incubadora (Modelo
EL202), com 30°C, fotoperiodo 12horas/12horas.

Apos 24 horas foi feita a primeira observagéo. Diariamente, foi retirado um
béquer de cada tratamento para enumeracéo de fémeas carregando efipios, efipios

ja liberados, niumero de individuos e densidade de algas.
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Figura 1:Desenho experimental do experimento com diferentes concentra¢des de alimento.

Experimento de inducgéo a producgéo de ovos de resisténcia de M. micrura sobre
diferentes densidade de M. micrura: Constituido por trés tratamentos com diferentes
densidades de M. micrura, com a mesma densidade de algas 5 x 108 células por mL
(Figura 2). Para cada tratamento foi utilizado 15 béqueres de 600mL. A cada dia, um
béquer de cada tratamento foi retirado e analisado. O experimento teve duracdo de
15 dias. No tratamento 1 (C1) foram colocados 5 individuos por béquer, no tratamento
2 (C2) 15 individuos por béquer e no tratamento 3 (C3) 30 individuos por béquer. Apos
este procedimento os béqueres foram colocados em uma camara incubadora (Modelo
EL202), 30°C, fotoperiodo 12 horas/12horas. Diariamente foi retirado um béquer de
cada tratamento, para enumeracao de fémeas carregando efipios, efipios ja liberados,
namero de individuos e densidade de algas, para ser feita a reposicao.
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Figura 2: Desenho experimental do experimento com diferentes densidades de M. micrura.

Analise estatistica

Foi feito o teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade dos dados. As
andlises foram feitas por meio do teste de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia
de p<0,05. Para verificar se houve diferencas estatisticas significantes entre os
tratamentos foi realizado o teste de posc-hoc de Dunn, com nivel de significancia de

p<0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando o software R versao 4.3.2.

Resultados

Experimento de inducéo a producado de ovos de resisténcia de M. micrura
sobre diferentes concentragdes de alimento:

No presente estudo sobre a producéo de formas dormentes, houve diferenca
estatisticamente significativa (Kruskal-Wallis p=0,0005) entre os tratamentos. O A2 foi
encontrado o maior numero de efipios com 291 ovos, seguido do A3 com 11 e A1 com
6. Os efipios s6 foram observados a partir do 4° dia nos tratamentos A2 e A3 e, Al

somente no 11° dia (Figura 3). Os tratamentos A2 e A3 tiveram a melhor performance,
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atingindo um pico maximo em suas densidades entre 0 7° e 8° dia, seguido de mais

dois picos (figura 4).
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Figura 3. llustragdo grafica da producéo de efipios por M. micrura.
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Figura 4. llustragdo grafica do crescimento populacional de M. micrura.



Experimento de indug&o a producgéo de ovos de resisténcia sobre diferentes

densidade de M. micrura:

N&o foi encontrado diferenca estatistica significativa na producdo de efipios
(Kruskal-Wallis p=0,05218) entre os tratamentos. O C3 foi encontrado o maior nimero
de efipios com ovos 271, seguido do C2 com 207 e C1 com 56 (Figura 5). Os efipios
foram observados a partir do 4° dia no C3, 10° no C2 e 13° no C1. Os tratamentos C1

e C3 tiveram a melhor performance, atingindo um pico maximo em suas densidades

entre o sétimo e nono dia respectivamente (Figura 6).
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Figura 5. llustragéo grafica da producgéo de efipios por M. micrura.
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Discussao

Fotoperiodo, temperatura, alimento e densidade populacional, podem alterar o
ciclo reprodutivo dos claddceros (assexuada/sexuada) (Stross, 1996; Alekseev &
Lampert, 2001; Abrusén et al, 2007; Dinh et al., 2018). No presente estudo, testamos
o efeito da concentracéao do alimento e da densidade populacional, em experimentos
separados, sobre a producéo de efipios em M. micrura, com o intuito de descobrir
como esses dois fatores podem contribuir para a producédo de efipios em sistemas de
cultivo, visto que a producédo dessas formas dormentes tem uma série de implicacdes

para a piscicultura (Brendonck & De Meester, 2003; Graf & Resgalla Jr, 2017).

Em nosso estudo, ficou evidente que a concentracdo do alimento influenciou
tanto o crescimento populacional, quanto a producao dos efipios. No experimento com
a menor concentracdo de alimento (5x10° cells/ml), a sobrevivéncia foi muito baixa,
acarretando em uma baixa densidade populacional e um numero insignificante de
formas dormentes produzidas em relacdo aos demais ambientes experimentais.
Certamente esses resultados sédo explicados devido a importancia da quantidade do

alimento no ambiente para a reproducdo em cladoceros, uma vez que grande parte
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da energia armazenada, é investida na reproducdo (Lampert, 1994; Alekseev &
Lampert, 2004). A producao de formas dormentes é energeticamente mais custosa do
que em ovos partenogenéticos, além disso, ovos de resisténcia necessitam de uma
alocacdo maior de nutrientes, que |he proporcionara uma maior viabilidade e
longevidade (Abrusan et al, 2007; Koch et al., 2009). Desta forma, a disponibilidade
do alimento em quantidade adequadas é essencial para que os cladéceros possam
investir na reproducdo assexuada. Portanto, ndo recomendamos concentracdes de
alimento abaixo de 5x10° cells/ml para o cultivo de M. micrura, para quando se

pretende obter grandes densidades.

A performance da M. micrura nos experimentos com diferentes concentracées
de alimento (exceto 5x10° cells/ml) e diferentes densidades populacionais, sdo
satisfatorios referente ao crescimento populacional, que atingiram o pico ha densidade
entre o 7° e 9° dia, um padrdo conhecido para claddceros cultivados em grande e
pequena escala, corroborando Hardy & Duncan (1994), Sipauba-Tavares & Pereira
(2008), que relataram que a concentracdo do alimento foi preponderante no nimero
de progénies produzidas e na sobrevivéncia de claddceros. Com os resultados obtidos
referente ao crescimento populacional, sugerimos que a replicacdo da cultura seja
feita entre o 5° e 6° dia para volumes maiores, pois, no presente estudo, esse intervalo
de tempo, se da ao crescimento exponencial da populacdo, isso permitird que o

produtor obtenha uma maior quantidade de individuos, no final do ciclo de cultivo.

A manipulagao na concentragao do alimento como “ferramenta” para induzir a
producédo de efipio e/ou para manter na populacéo a reproducao partenogenética em
M. micrura foi eficaz, como observado no presente estudo. O experimento com
concentracdo intermediaria (5x10° cells/ml), foi o que mais produziu efipios.
Entretanto, vale ressaltar que a producao de efipios nos ambientes experimentais, s
aumentaram apoés a populagéo atingir o pico na densidade. Resultados semelhantes
também foram observados por outros autores (Azuraidi et al., 2013; Graf & Resgalla
Jr, 2017). Segundo Forro (1997), o acasalamento em cladoceros, envolve processos
de encontro, posicionamento e copula e, a taxa de encontro entre fémeas e machos
é afetada pela densidade populacional (La et al.,, 2014). Nossos resultados
corroboram as observacbes dos respectivos autores e, destacamos que a

concentracdo do alimento deve estar disponivel em quantidade suficiente, para
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permitir que os cladoceros possam atingir grandes densidades, aumentando a
probabilidade de encontros entres ambos sexos e consequentemente a producéo de
efipios, quando desejado, uma vez que essas formas dormentes servem para iniciar

cultivos.

Com os resultados apresentados, o presente estudo contribui com informacdes
relevante que irdo ajudar a compreender melhor sobre a producéo de efipios por M.
micrura. Essas informacdes serdo Uteis para entender a dindmica populacional em
sistemas de cultivos. Além disso, a producdo em grande escala dessas formas de
resisténcia por meio da manipulacdo da concentracdo do alimento no ambiente,
podem ser utilizadas como inoculos, para iniciar cultivos em grande e pequena
escalda, que podem ser utilizados na aquicultura, substituindo os cistos de Artémia,
que tem um custo elevado, além da dificuldade em manter os organismos vivos por
muito tempo, ou podem servir para teste ecotoxicologicos. Portanto, consideramos
gue estudos futuros realizem testes de viabilidade e métodos de armazenamento dos
efipios, garantindo assim que o produtor possa sempre ter esses organismos

disponiveis para alimentar suas larvas.

Conclusao

Com os resultados alcancado nesse estudo, foi possivel constatar que manter
o fitoplancton em alta densidade (acima de 5x10° cells/ml) é essencial para a
reproducdo assexuada prevalecer na populacdo, consequentemente, alcangando

maiores densidades.
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