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ORGANISMOS-ALIMENTO MARINHOS:
BIOLOGIA E CRIACAO DOS ROTIFEROS
Brachionus plicatilis O.F. MULLER, 1786

E Brachionus rotundiformis TSCHUGUNOFF, 1921
(ROTIFERA, BRACHIONIDAE)

Mircia Santos Nunes GALVAQ!?
Naoyo YAMANAKA '
I - INTRODUGAO

Os rotiferos, principalmente as espécies Brachionus plicatilis ¢ B. rotundiformis,
constituem um dos principais alimentos empregados na produgao de larvas de organismos
aqudticos marinhos. Existc uma razio ecoldgica para elegé-los como organismo-alimento
em atividades produtivas como a Aqilicultura ¢ mais especialmente na larvicultura. No
ambiente marinho, sio muito abundantes em estudrios, onde, em algumas ¢pocas do ano,
sd0 os zooplanctontes predominantes. A grande maioria ¢ constituida de pequenos
herbivoros, menores que 400 pm de comprimento, que consomem fitoplancton. Larvas
de muitos peixes marinhos ¢ invertebrados vivem em cstudrios onde esses organismos,
devido a seu tamanho e comportamento natatério, sdo presas ficeis. Como resultado
dessa associagio ccoldgica natural que evoluiu através de milhdes de anos, muitos peixes
¢ invertebrados marinhos sio bem aduptados para capturar ¢ utilizar nutricionalmente os
rotiferos (HOUDE ¢ ZASTORN apud HOFF e SNELL, 1997).

Por muitos anas, rotiferos marinhos e nduplios de Artemia tém sido utilizados
como alimento inicial de larvas de peixcs marinhos. Mais recentemente, €Sscs Organismos
tém sido empregados comercialmente para criagdo de larvas de camardes marinhos ¢
peixes de dgua doce. Outros organismos zooplanctonicos como copépodos, cladoceros,
protozodrios e larvas de ourigos, ostras ¢ berbigocs também sao utilizados, mas sem
divida, rotiferos e Artemia tém provado serem mais cficazes.

Apesar dos esforgos recentes para o desenvolvimento de dietas artificiais para a
larvicultura, os organismos-alimento sao, ainda, imprescindiveis, principalmente para
aquelas espécies cuja boca & muito pequena e o trato digestivo ¢ incipicnte, dificultando
a substituiciio dos organismos vivos por dietas artificiais.

Além disso, ¢ oportuno mencionar a creseente aplicagio de rotiferos em estudos
de toxicologia aquética, tanto marinha quanto em dgua doce, devido a rapidez nas respostas,
sensibilidade, reprodutibilidade e atrativa conveniéncia e relagio beneficio/custo.

* Artigo de Divulgagao: Recebido em: 0v/01/99

Aprovado em: 25/05/99
! Pesquisador Cientifico - Centro de Pesquisas em Reprodugao e Larvicultura - Instituto de Pesca - SAA
2 Endereco/Address: Av. Bartolomeu de Gusmao, 192 - CEP 11030-906 - Santos - SP - Brasil
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Anualmente sdo produzidas toneladas de rotiferos no mundo todo para alimentar
peixes e crusticeos. A necessidade dessa producdo tém incentivado pesquisas para
aprimorar tecnologias, a fim de alcangar maior produtividade a um custo mais baixo. Os
4vangos mais notdveis nos dltimos anos foram no aperfeicoamento da tecnologia de
producio, enriquecimento nutricional, estocagem de biomassa ¢ produgiio de ovos de
dorméncia.

Esse aprimoramento requer conhecimentos sobre comportamento, ciclo
biol6gico, alimentagio, melhoramento da qualidade nutritiva e variabilidade entre
linhagens desses rotiferos, assim como sobre sistemas de cultivo, recipientes, técnicas de
manejo e estocagem.

Neste trabalho sido apresentadas, além das técnicas de cultivo existentes,
informagGes bisicas sobre a biologia dos rotiferos que permitam adaptar a tecnologias
cada vez mais cficientes levando em consideragio a natureza do rotifero, a fim de atender
a qualquer uma das possibilidades de demanda.

Il. BIOLOGIA E CICLO DE VIDA
1 - Classificagao
As espécies mais utilizadas em cultivos marinhos sio Brachionus plicatilis O.F.

Miiller, 1786 ¢ Brachionus rotundiformis Tschugunoff, 1921, cuja classificacio é
apresentada a seguir:

Filo: Aschelminthes
Classe: Rotatoria
Subclasse: Eurotatoria
Super-ordem: Monogononta
Ordem: Brachionida
Familia: Brachionidae
Género: Brachionus

2 - Morfologia

Os rotiferos tém estrutura morfologicamente simples. O corpo é dividido em 3
partes: cabega, tronco ¢ pé, Uma carapaca externa chamada de lérica envolve o corpo,
podendo apresentar espinhos nas porgoes anterior e posterior. Apresentam sistemas
nervoso, digestivo, excretor ¢ reprodutor especializados. O P€, na porgio posterior, &
utilizado para fixagio (Figura 1).
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Figura 1 - Merfologia do rotifero (Copiado de KosTe apud FUKUSHO, 1989)

Pequenas partfculas sdo filtradas da coluna d’dgua, através de uma coroa ciliar
localizada na por¢iio anterior do corpo. O alimento filtrado ¢ triturado no mdstax. A
coroa ciliar permite também a locomogao.

Os machos distinguem-se das fémeas por aprescntarem cerca da metade do
tamanho destas e ripido movimento natatério. Nao apresentam sistema digestivo e vivem
apenas 2 dias, enquanto as fémeas vivem cerca de 6 a 8 dias.

3 - Ciclo de Vida

Podem reproduzir-se tanto sexuadamente (reproducao mictica) como assexuadamente
(reprodugio amictica). Na fase assexuada, as fémeas amicticas (2n) produzem ovos (2n) por
mitose que dardo origem a fémeas geneticamente iguais (2n). Sob condicOes particulares, as
fémeas passam para a fase sexuada, que ocorre simultancamente com a reprodugao assexuada.
Na fase sexuada, as f¢meas micticas produzem ovos hapléides (n) por meiose, que podem
dar origem aos machos (n) ou serem fertilizados pelos espermatozoides (n) dando origem a0
ovo de diapausa (2n) (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo de vida do rotifero

Os ovos de diapausa podem manter-se em lat
condigdes propicias,
intrinsecos ¢ extrinse

éncia por virios anos. Quando em
cles eclodem. A taxa de formagio desses ovos depende de fatores
cos. Os fatores intrinsecos referem-se ao gendtipo, que determina o
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nivel de reprodugio sexuada na linhagem. Os fatores extrinsecos referem-se a condigbes
externas como temperatura, salinidade, fotoperiodo, alimentagao, entre outros.

Para a produgio em massa de rotiferos € interessante que se mantenha a
multiplicagiio amictica, uma vez que a taxa reprodutiva é maior que na reprodugdo miclica;
os machos sio de valor nutricional inferior, pois nem apresentam sistema digestivo; a
reprodugiio sexuada pode causar um colapso na cultura. No entanto, para a estocagem ¢
transporte de linhagens, os ovos de diapausa siio mais adequados, pois podem scr estocados
por um longo periodo (Fukusto, 1989).

A utilizagiio de ovos de diapausa em aqiiicultura, 2 semelhanga do que ¢ feito com
cistos de Artemia, também tem sido proposta por virios autores. Indmcros estudos vém
sendo desenvolvidos para se determinar as condigdes que induzem a formagio desses
ovos, assim como as condigGes para sua preservagio e eclosio.

4 - Espécies e Linhagens

Os rotiferos sio cosmopolitas, existindo inimeras espécies, subespécies ¢ linhagens.
Quando B. plicatilis comegou a ser usado na agiiicultura, tornou-se evidente a ocorréncia
de 2 grupos com aspectos morfoldgicos ¢ ecoldgicos distintos, que foram chamados de
tipo “S” (“small”) ¢ tipo “L” (“large™) (Figura 3).

!

Figura 3 - Rotiferos tipo “S" e tipo s

Recentemente, virios estudos realizados sobre morfologia, caridtipo, genética e
comportamento reprodutivo mostraram que os 2 tipos de B. plicatilis seriam melhor
tratados como diferentes espécies. Uma revisdo dos nomes disponiveis revelou que B.
plicatilis O.F. Miiller, 1786 ¢ B. rotundiformis Tschugunoff, 1921 sao os nomes corretos
para os tipos “L” ¢ “S”, respectivamente (SecErs, 1995).
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Algumas diferencas bdsicas entre essas 2 espécies sdo apontadas na Tabela 1.

Tabela 1. Diferencas bdsicas entre B. plicatilis e B. rotundiformis

Caracteristica B. plicatilis B. rotundiformis
Comprimento da l6rica (c) 130 - 340 pum 100 - 210 um
Largura da |érica (1) 1=0,6792¢ + 14,77 um 1=0,8252¢ + 0,72 um
Espinhos anteriores Angulosos Pontudos
Adaptacio a temperatura Euritérmico Estenotérmico
Adaptacio i salinidade Eurihalino Estenohalino
Densidade populacional em cultivos ALE 500 ind. ml* 500-1.000 ind. ml"
em massa

Forma Alongada Tipo cilice

Fonte: Okauct (informacéo pessoal)

Existe uma variagao considerdvel de linhagens reconhecidas dentro das indmeras
espccies encontradas em difercntes habitats (Fu, HiravamA, Narsukari, 1991 a,b). A
disponibilidade de linhagens de diferentes tamanhos € vantajosa, pois permite escolher
aquela que seja apropriada ao tamanho da boca dos seus consumidores.

O tamanho dos rotiferos pode variar também em fungao das condigoes ambientais:
diminui ou aumenta inversamente i variagio da temperatura. Outros fatores, como tipo
¢ quantidade de alimento, densidade populacional durante o cultivo e qualidade da dgua,
também influenciam. Os rotiferos tornam-se maiores, por exemplo, quando alimentados
com a microalga Tetraselmis tetrathele, seguido por Nannochioropsis oculata ¢, pela
levedura de panificacio (Saccharomyces cerevisiae) (Fukusiio, 1989).

Assim, 0 emprego de diferentes linhagens juntamente com a manipulagio do
ambiente podem garantir a obtencao de organismos de diferentes tamanhos. Na escolha
da linhagem a ser cultivada deve-se levar em conta, além do tamanho, a taxa reprodutiva,
as condiges 6timas de cultivo e a freqiiéncia de reproducio sexuada.

Ill. TECNOLOGIA DE CRIACAO
1 - Histérico
As pesquisas com o rotifero de dgua salobra Brachionus plicatilis iniciaram-se no

Japio onde, a principio, era considerado um animal zooplancténico nocivo. Propagava-
S¢ em tanques de criagao de enguia, exaurindo o oxigénio da dgua e provocando a

6



mortalidade em massa das enguias. Entre 1950 ¢ 1960, vdrios estudos foram conduzidos
para conhecer sua morfologia, fisiologia, ccologia e taxonomia, com a finalidade de

prevenir sua ocorréncia.

Com o desenvolvimento da criacio de peixes marinhos, pesquisas foram realizadas
para a obtenciio de organismos-alimento para larvas e juvenis. Em 1960, Ito (1960) sugeriu
a utilizagio de rotiferos em cultivos marinhos. As pesquisas mostraram que estes eram
um excelente alimento devido: a seu pequeno tamanho (100 — 300 um); a0 movimento
natatério lento; ao hdbito de se manter em suspensio na coluna d’agua; a poderem ser
cultivado em altas densidades; ¢  alta taxa reprodutiva.

Inicialmente, eram cultivados em pequenos tanques internos alimentados com
microalgas. No entanto, a produgao era insuficiente para atender a demanda de uma
Jarvicultura em grande escala. Em 1967, a levedura de panificagio (Saccharomyces
cerevisiae) foi introduzida como alimento (HiratA ¢ Mori, 1967) o que possibilitou a
produgao em massa desses or yanismos em tanques grandes, a um custo menor. Entretanto,
seu valor nutricional, quando alimentados com levedura, era baixo, principalmente em
relagdo ao teor de dcidos graxos altamente insaturados da série n-3, 0s quais mostraram
ser essenciais paraa sobrevivéncia e crescimento de larvas de peixes. Desse modo, métodos
de enriquecimento precisaram ser desenvolvidos para aumentar o valor nutricional dos
rotiferos (WATANABE, KiTAIIMA, FUIITA, 1983).

2 - Sistemas de produgao

As técnicas de cultivo empregadas podem ser em sistemas intensivos ou extensivos.

No sistemna intensivo, a produtividade por unidade de drea ou volume € superior.
Normalmente, este sistema ¢ conduzido em ambientes internos, protegidos, com controle
parcial ou total de alguns parimetros ambicntais, enquanto que o extensivo € realizado
em ambiente externo, sob condigdes ambientais naturais, com pouco ou nenhum controle
de determinados parimelros.

3 - Técnicas de cultivo

O cultivo de rotiferos compreende, basicamente, a manutengao de matrizes que
servem de estoque e que, quando multiplicadas, sio utilizadas para iniciar a produgio em
massi.

As culturas estoques sao mantidas em pequenos volumes (0,5 a 5 L) de dgua do
mar esterilizada e com salinidade de 15 a 25 %o, que é renovada periodicamente. Para
tanto, a cultura é passada por peneiras ou redes com malhagem de 50-90 pum ¢ os rotifcros
que ficam retidos sao transferidos para outros frascos limpos contendo dagua do mar
esterilizada.

Parte dessas culturas pode ser empregada para dar inicio a outras cm volumes
maiores como no esquema excmplificado na Figura 4.
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Condigoes ambientais: salinidade = 15%; temperatura = 25°C; fotoperiodo = 12 horas

Do = 50 ind.m!”
Dt =500 ind.ml*

Alimentagio: microalgas

Do =350 ind.ml*
Dt = 1.000 — 2.000 ind.m]”
o

Alimentacio;
levedura (1,5-2,0 g. 10%rat)

Do =50 indml"
Dt = 1.000 — 2.000 indml"

Alimentacio: microalgas +
levedura (1,5-2,0 g, 107rol)

50-100. 10° rot 50-100. 10° rot
Ali cdo de Ali de
50-100.10" larvas 50-100.10° larvas

Figura 4 - Esquema de producao de rotiferos no Laboratério de Maricultura do Instituto de
Pesca, em Santos. Do = densidade inicial: Dt = densidade final

De acordo com o exemplo, as culturas iniciam-se, em geral, com uma densidade
ao redorde 50 ind.ml"'; ap6s 3 a 5 dias, esta aumentard para 500 ind.ml", o que representa
um fotal de 250.000 individuos em 0,5 L. Esses rofiferos sio transferidos para um recipiente
maior contendo 5 L de igua, onde a densidade inicial serd de 250.000 individuos/ 5.000ml,
ou seja, 50 ind.ml". Este processo pade ser repetido sucessivamente para volumes cada
vez maiores, até chegar na escala de producio que se pretende para atender a uma larvicultura.

A Figura § mostra exemplos de crescimento populacional de B. rotundiformis em
volumes de 50 L, alimentados com diferentes concentragoes da levedura S. cerevisiae.
Veritica-sc que partindo-sc de uma densidade inicial de 50 individuos.ml” e utilizando a
levedura na concentragiio de 2 .10 rotiferos, foi possivel chegar a cerca de 1.000 ind.m!-!
em apenas 5 dias, alcangando uma densidade maxima de 3.800 ind.ml" em 8 dias, caindo
drasticamente em s:.gm%m O mesmo sucedeu-se quando se utilizou concentragoes de
levedurade 1,0 e 1,5.10 rotiferos, enquanto na concentragio de 0,5¢.10 o crescimento
populacional foi mais lento, com a densidade populacional mais baixa ¢ mantendo-sc a
cultura por um perfodo mais longo. Assim, diferentes concentragoes de levedura podem
ser empregadas de acordo com a finalidade do cultivo. Produc@o ripida pode ser obtida
em concentragdes mais altas de levedura, enquanto para a manutengao de cstoques, a
concentragao mais adequada seria 0,5 g.10",
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densidade (ind.ml %y

Figura 5 - Variacdo da densidade populacional de B. rotundiformis S1 alimentado com as seguintes
concentracdes de levedura: 0,5 (#); 1,0 (m); 1,5 (A) e 2,0 (@) g.10°® rotiferos (GawAo, BARRETO,
YAMANAKA, 1998).

As técnicas empregadas em cultivo de rotifero sao classificadas em: bateria, semi-
continuo, continuo ¢ retroalimentagio.

3.1 - Bateria

Consiste na utilizagio de uma série de recipicntes 0s quais sdio inoculados
sucessivamente com microalgas e rotiferos, sendo a produgdio total de um recipiente
utilizada de uma vez.

As vantagens incluem: a producio ¢ mais previsivel; existe menor risco de
contaminaciio ¢ as culturas estio em pleno descnvolvimento.

Esta técnica é especialmente aplicivel em situacOes em que 0 suprimento didrio
necessirio de rotifero é conhecido (HorF ¢ SNELL, 1997).

O cultivo em bateria pode ser realizado cm pequena ou grande escala, em tanques
pequenos ou grandes.

a) Tanques pequenos

Podem scr utilizados tanques de 0,5 a 1 m* em ambientes internos, alcangando
altas densidades populacionais, ou até 10 m? em ambientes externos, obtendo-se, nesse
caso, densidades populacionais inferiores (Himo, 1993).

Inicialmente, uma cultura diluida de Nannochloropsis oculata (10° células.mt™) €
introduzida num tanque com uma densidade alta de rotiferos (50 individuos.ml'). A
levedura (Saccharomyces cerevisiae) € utilizada como alimento a uma concentragao de
1-2 g.10* rotiferos/dia. Em 3 a 7 dias, a densidade populacional pode chegar até 1.000
ind.ml"! ou mais.
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GALvAo, BARRETO, YAMANAKA (1998) produziram B. rotundiformis e B, plicatilis
em tanques de 50 L, alimentados com levedura de panificago nas concentragoes de 0,5
a 2,0 g.10* rotiferos por dia. Os cultivos alcancaram densidades de até 3.800 ind.ml"!
para B. rotundiformis ¢ 2.197 ind.ml" para B. plicatilis, obtendo-se produgoes de 50 a
100.10° rotiferos num periodo de 5 a 7 dias em apenas 1 tanque de 50 L. Os mesmos
autores propéem que 0 emprego de 7 tanques de 50 L para producao de B. retundiformis,
por exemplo, em sistema de bateria, seriam suficientes para sustentar 100,000 larvas de
peixes, com uma disponibilidade de 1.000 individuos/larva/dia, durante toda a fase de
desenvolvimento larval (Figuras 4 e 5).

b) Tanques grandes

Utilizam-se tanques de 50 a 150 m? onde, inicialmente, se cultiva V. oculata.
Quando esta atinge a densidade de 10° células.ml”, os rotiferos sio inoculados e
alimentados com levedura de panificagio. Ao atingirem os rotiferos a densidade maxima
ou préxima & mdxima € feita a coleta total.

3.2 - Semi-continuo

Sio utilizados, normalmente, tanques maiores que aqueles do método de bateria,
variando de 100 a 400 m?,

Nessa técnica, a densidade é mantida constante por meio de coletas periddicas.
Quando uma dada populagio alcanga densidade desejada, uma parte é coletada sendo,
em seguida, adicionada cultura de N. oculata para completar o volume. Esse procedimento
St repete sempre que a cultura atinge aquela densidade. Comumente, levedura é
forneeida para complementar a alimentagiio. A quantidade de rotiferos coletada nio
deve exceder aquela que devers restar para a densidade populacional se recuperar em um
dia. A cultura é mantida em uma densidade constante por um periodo de 7-14 dias sem
tratamento da dgua. Com o uso de biofiltros, estc periodo pode estender-se para 2 ou
3 meses.

No laboratério do Instituto de Pesca, em Cananéia, conduziram-se cultivos do
rotifero B. plicatilis em tanques de 1,5 ¢ 5,0 m*, utilizando-se o sistema semi-continuo.
Os rotiferos foram alimentados com as microal gas N. oculata ¢ C. ellipsoidea ¢ a levedura
8. cerevisiae. Periodicamente, os detritos depositados no fundo dos tanques eram
removidos sendo reposta dgua do mar filtrada e ajustada a salinidade para 15%.. As
densidades alcangadas variaram de 300 a 700 ind.ml" e foi possivel manter esses cultivos
por periodos de até 30 dias. Diariamente, parte da produgio cra removida para alimentar
larvas de tainha (Mugil platanus).

No Laboratério de Biologia de Peixes Fluviais “Dr. Pedro de Azevedo™, pertencente
ao Instituto de Pesca e situado em Pirassununga, SP, B. plicatilis foi criado em dgua doce
salinizada a 18%o com sal grosso marinho, em tanques de até 500 L, em sistema semi-
continuo. As populagdes mantiveram-se estiveis por longos periodos (cerca de 50 dias)
apresentando densidade maxima de 650 ind.ml" e média de 100-150 ind.ml". Sofreram
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desbastes periodicos de até 39% do volume das culturas, que representavam retiradas de
6 a 8 milhdes de organismos por dia.

A Figura 6 ilustra, por exemplo, 0 crescimento populacional de uma cultura de
rotiferos submetida a desbastes periédicos, mostrando que a populagao apresentou
recuperacio, mantendo-se em niveis razoavelmente constantes (entre 100-150 ind.ml™).
O sistema aplicado mostrou ser eficiente, garantindo uma produgao diaria de organismos
suficiente para viabilizar a larvicultura do curimbati Prochilodus scrofa (PORTELLA et
al.,1997).

300
ind/ml
200

100

0 10 20 dias 30 40 50

Figura 6 - Curva de crescimento populacional de B. plicatilis, em cultivos semi-continuos, utilizando
agua doce salinizada. Os desbastes estao indicados pelas selas (PORTELLA et al., 1997)

Recentemente, estabeleceram-se técnicas altamente eficientes para produgio em
massa de rotiferos usando candensados de Chlorella de dgua doce, enriquecida com
vitamina B , (1 mg/l). B. rotundiformis foi criado em anqucs de 1 m* a 28°C, utilizando
o sistema scmi-continuo. Diariamente, cerca da metade do volume era retirado ¢
recolocado 0 mesmo volume de dgua do mar ¢ acrescidos 2 a 11 L condensado de
Chorella cnriquecida (15 x 10° células/ml). A densidade populacional foi mantida em
em 1.000 ind.ml" ou mais ¢ 0 numero dc rotiferos coletados diariamente excedeu a
0,5 x 10°. Duas telas de niilon foram instaladas no fundo dos tanques para remocio
didria de solidos acumulados, tais como animais mortos ¢ fezes (YostMuRra et al. apud
HiravAMA ¢ HAGIWARA, 1995).

3.3 - Continuo

Os organismos sao colctados continuamente ¢ a cultura é reabastecida com meio
novo ¢ alimento. Certos aparatos sio empregados para manter a cultura sob condigocs
estritamente definidas (de fluxo continuo de alimento, de temperatura, pH, O, ¢
salinidade). O cultivo € realizado em ambicntes internos ¢ fechados.
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E uma técnica complexa e de custo elevado devido 4 necessidade de equipamentos
mas apresenta vantagens como: suprimento continuo de rotifcros de alta qualidade; controle
da contaminacio da dgua; nccessidade de pequenos volumes de dgua ¢ microalgas;
automagio com conscqiiente economia de mio-de-obra; obtengio de taxas altas de
produgao por um periodo longo; e pode ser executada continuamente por virios meses
sem problemas.

A produtividade num cultivo continuo é consideravelmente mais alta que num con-
vencional. JAMES e ABu-RizEQ (1989) obtiveram uma producio de 318,84 x 10°ind/m*/dia a
um fluxo de microalgas de 6 L/h em um tanque de 100 L, ¢ de 261,21 x 10° ind/m’/dia a
um fluxo de 40 L/h em unidades de 1 n?’.

3.4 - Retroalimentagao (“feedback”)

Restos da cultura sdo tratados por bactéria e as substincias liberadas sio usadas
para nutrir as microalgas, que sio cultivadas num tanque separado. As algas, por sua
vez, sio utilizadas para alimentar os rotiferos.

4 - Equipamentos e suprimentos

Recipicntes e tanques de diferentes formas e tamanhos sio empregados, com
volumes variando de | La 400 m*, O tamanho do recipiente depende da escala de produgio,
do sistema (intensivo ou extensivo), da técnica utilizada (bateria, semi-continuo ou
continuo) e da finalidade da criagio (pesquisa, produgio comercial).

A agua do mar deve passar por um sistema de tralamento adequado, a fim de
evitar a presenca de agentes contaminantes e de matéria orginica em suspensdo. Um
processo de decantagao, seguido por fi Itragem com filtros de diferentes porosidades e
esterilizagdo da dgua por meio de limpada ultra-violeta, podem garantir uma boa qualidade
de dgua (Figura 7).

150 50 25 10 5

Até 201
C > —>( )

Bomb

Filtros tipo CUNO

Caixa de PISCIng  pecervaisrio
decantagio

Figura 7 - Esquema do sistema de tratamento de agua utilizado no laboratério do Instituto de
Pesca, situado em Cananéia
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A aeracio pode ser feita utilizando-se compressores de ar ou sopradores radiais.
Pequenas bombas de ar podem ser cmpregadas cm pequenos recipientes para producio
em escala experimental. Os dispersores de ar devem ser distribuidos nos tanques de modo
a haver uma boa circulacio de dgua.

A iluminagiio pode ser natural ou artificial. Para ambientes com luz artificial deve-
se usar preferencialmente limpadas fluorescentes brancas (luz do dia).

Aquecedores devem ser empregados, quando a temperatura atinge valores
inferiores a 20°C ou quando se pretende um controle rigoroso deste parimetro.

Para a coleta dc rotiferos, sio necessdrias redes com abertura de malha em torno
de 60 pm. Coletores automiticos, utilizando o fluxo gravitacional, permitcm coletar
facilmente grandes quantidades em curto intervalo de tempo.

Para o controle da cultura ¢ monitoramento da qualidade da dgua sao necessirios
microscdpio estercoscopico, contador manual, termométro, peagimetro, oxigenémetro,
kit para determinagao de NH,, NH, e NO,. Materiais como recipientes plasticos,
mangueiras, bequers, pipetas, placas de petri ¢ outros sdo indispensdveis.

5 . Monitoramento

O monitoramento é essencial para se avaliar o desenvolvimento populacional ¢ a
condigdo fisiologica da cultura. [ recomendivel monitorar diariamente a densidade
populacional. Para tanto, podem ser utilizados os seguintes métodos:

a) Retirar uma ou mais amostras do tanque de cultivo, apés homogeneizagio.
Fixar a amostra em formalina a 4%. Homogeneizar e retirar subamostras de 1 ml com
uma pipeta. Distribuir o conteido numa placa quadriculada ¢ contar o nimero de
individuos sob lupa. Acima de 200 ind.ml, diluir a amostra;

b) Retirar uma ou mais amostras do tanque de cultivo. Homogeneizar e retirar
subamostras de 1 ml com pipeta. Contar sob microsopio esteroscdpico na prépria pipeta.
Neste caso, pode-sc utilizar amostras fixadas ou nio. No caso de nio ter sido feita a
fixagio, apds a contagem a amostra pode retornar ao tanque de cultivo. Em densidades
superiores a 200 ind.ml", usar pipeta de 0,1 ml. Em densidades superiores a 2.000 ind.ml"
diluir na proporgio de 1:10 (v:v).

O monitoramento didrio permite definir a quantidade de alimento a ser fornecida
¢ o momento da colheita, Além disso, a taxa reprodutiva pode ser usada como um indicativo
da condigio fisiologica da cultura.

Existem duas técnicas para se avaliar a condicio fisioldgica da cultura (HoFF e
SneLL, 1997):

a) Determina-se a alividade natatoria, observando-se, por um certo tempo, o rotiferc
colocado sobre uma placa com uma grade milimetrada. Lenta atividade nataidria € a
primeira indicagio de estressc fisiolégico;

b) Determina-se a relagio de ovos, isto é, 0 nimero médio de ovos carregados por
cada fémea. Quando cssa relagdo ¢ inferior a 0,13, ¢ indicio que a populagio estd cm
declinio.
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Um outro indicador de estresse ¢ a medida da atividade de certas enzimas
digestivas, que sio inibidas por compostos téxicos. Usando-se substratos fluorescentes
a atividade enzimitica é detectada in vivo ¢ quantificada com um fluorimetro. Vinte a
quarenta individuos sdo removidos dos tanques de cultivo e expostos por 5 a 10 min a
um. Os animais sio entdo lavados e colocados numa cubeta para determinagio de sua
fluorescéncia. A intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional ao nivel de
atividade enzimdtica (SNeLL, 1991).

Medidas de pH, oxigénio dissolvido, temperatura, salinidade, concentragio de
amonia e densidade de microalgas devem ser efetuadas regularmente, para manter esses
parametros em niveis pré-determinados e favoriveis i cultura.

6 - Sanidade

As culturas de rotiferos estio sujeitas a quedas bruscas da populagio (“crashs™), o
que pode comprometer todo um sistema de producdo de larvas. Tais colapsos sio
resultantes do estresse fisiolégico, que pode ser causado por diversos fatores como:
qualidade da dgua, declinio da temperatura da dgua, presenca de agentes contaminantes,
deficiéncia nutricional, reprodugio mictica, infecgao viral, presenca de toxinas produzidas
por bactérias.

A decomposigao bacteriana de alimentos ndo consumidos e os produtos de excregio
animal contribuem para a degradacio da dgua. Esse problema ¢ agravado em culturas
com alta densidade populacional em que o alimento € a levedura,

A deficiéncia de vitamina B, também restringe o desenvolvimento da cultyra,
Quedas bruscas na temperatura podem provocar decréscimo na populagio. A reproducio
sexuada e a formacio de ovos de diapausa reduzem o crescimento populacional.,

Uronema sp Euplotes sp

Ostracoda

Figura 8 - Agentes contaminantes enconlrados em culturas de rotiferos
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Dentre os agentes contaminantes mais comuns destacam-se os ciliados Uroneima
sp e Euplotes sp ¢ o microcrusticeo Ostracoda (Figura 8). Esses contaminantes podem
ser descartados com a utilizagdo de uma pencira ou rede com malha de 50-90 pm onde
ficam retidos os rotifcros, que sio transferidos para um novo meio de cultura. Recomenda-
se, ainda, a lavagem com dgua doce para desalojar proviveis ciliados aderidos aos rotiferos
(HoFF e SNELL, 1997).

RoTiisARD (1975) testou o uso de formalina para o controle de Euplotes em tanques
de Chlorella sp usada como alimento B. plicatilis. O autor verificou que concentragoces
de 20— 30 mg/l de formalina (37%) no tanque de Chlorella destréi quase toda a populagio
dc Euplotes, sem afctar a Chlorella. Um dia apés o tratamenlo, este meio pode ser usado
para o cultivo de Brachionus sp sem causar danos ao seu desenvolvimento.

Algumas medidas podem ser tomadas para evitar um colapso das culturas: ajuste
da taxa de alimentagio ou mudanga no tipo de alimento para reduzir a quantidade de
restos de matéria organica; abaixamento do pH ¢ da temperatura para alterar o equilibrio
quimico de NH, para NH_*; trocas de dgua para diluir os metabdlitos toxicos; redugio do
tempo de cultivo (SNELL, 1991).

Outra medida que pode ser adotada para melhorar a qualidade da dgua € a remogao
de detritos. Esta medida também, permite reduzir o entupimento das redes durante a colheita.

7 - Condi¢coes ambientais
7.1 - Temperatura

A temperatura 6tima, ou scja, aquela na qual a taxa de crescimento ¢ mixima,
depende da espécic ¢ da linhagem que estd sendo cultivada. B. rotundiformis desenvolve-
se melhor em temperaturas mais altas (28°C a 35°C), B. plicatilis tolera ampla variagao
de temperatura, estando a mais adequada cntre 18°C e 25°C. Os limites inferiores de
temperatura séo para B. rotundiformeis e B. plicatilis, 20"C e 10°C, respectivamente (Fu,
HirayAMA, NATSUKARI, 1991a).

Normalmente, temperaturas muito abaixo do 6timo resultam em menor
crescimento populacional e as mais altas podem causar estresse térmico e queda na
producio. A estabilidade do cultivo em massa & mais facil de ser mantida cm temperaturas
intermediarias.

7.2 - Salinidade

B. plicatilis tolera ampla variacio de salinidade (1 a 60%o0), embora a salinidade
que promove melhor crescimento esteja cntre 10 ¢ 20%o. 14, B. rowndiformis suporta
uma amplitude menor de salinidade (Horr ¢ SNELL, 1997).

Mudancas bruscas na salinidade ¢ temperatura alteram o metabolismo podendo
resultar em imobilidade parcial ou completa dos animais, isto porque esses animais usam
grandc parte de sua energia metabolica para locomogdo (OElE ¢ OLSEN, 1993).
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A taxa de filtracio diminui em exemplares mantidos em salinidadc alta. Portanto,
€ necessdrio cuidado ao alimenti-los com culturas de microalgas marinhas ajustando a
salinidade de acordo com aquela onde vivem (HiRAYAMA e OGAwA, 1972).

A transferéncia de rotiferos para dgua com salinidade muito supcrior ou inferior
aquela na qual estao sendo criados, pode provocar a sua morte. Por isso, essa transferéncia
deve ser feita gradualmente para permitir que se adaptem a nova salinidade. Assim, se os
rotiferos sao cultivados, por exemplo, a 20%o ¢ forem utilizados em criacio de larvas
mantidas em dgua doce, devem, primeiramente, ser colocados em dgua na salinidade de
10%o, por 1 dia, antes de serem fornecidos is larvas. Se, caso contririo, forem utilizados
para alimentar larvas mantidas a 40%o devem passar, antes, em salinidade de 30%o
(Lupzens, 1987).

7.3 - Oxigénio dissolvido

Os rotiferos podem multiplicar-se bem em meio com baixo nivel de O, (2 mg/L).

A intensidade de acragdo necessdria para manter um nivel 6timo de oxigénio
dissolvido depende da temperatura, densidade populacional ¢ tipo de alimento. Em geral,
se as microalgas sdo usadas como tinica fonte de alimento, a aeracio pode ser mais fraca
do que com levedura. Isto, porque as algas sob iluminacio suficiente produzem oxigénio,
cnquanto a levedura e as bactérias associadas somente o consomenmn.

O consumo de O, pelos rotiferos aumenta com a temperatura, sendo em torno de
7.07 x 10° ml O /dia a 20°C, 10,4 x 10° ml/dia a 25'C ¢ 16,48 x 107 ml/dia a 30°C
(Fukustio, 1989).

7.4 - Luz

A condigao 6tima de luz para criaciio de rotiferos ainda nio foi bem definida.
Naio se verifica nenhum efeito direto signiticativo da luz sobre o crescimento populacional.
Um efeito secundirio parcce ser mais importante, pois a luz favorece o desenvolvimento
de organismos sensiveis 2 ela como Nannochloropsis.

Recomenda-se intensidade de luz entre 2.000 ¢ 5.000 lux a fotoperiodo de 18

horas (Horr ¢ SnELL, 1997).
7.5 -pH

O rotifero tolera uma ampla variagio de pH (5-10), no entanto, a amplitude étima,
deve cstar entre 7,5 ¢ 8,5 (HorF e SNELL, 1997). O pH influencia indiretamente o
crescimento populacional pelo seu efeito sobre a quantidade de amdnia (NH, ) na dgua da
cultura. YosmMurA et al. (1995) reduzindo o pH do meio com HCI, diminuiram a
concentracao de amonia, o que resultou na obtencio de altas densidades.
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7.6 - Ambnia (NH,)

O rotifero apresenta certa toleriincia a altos niveis de amdnia. No entanto, quando
esta atinge niveis muito elevados, pode constituir fator limitantes ao desenvolvimento
dos rotiferos causando, até, a queda brusca da populago.

A concentragio letal dec amdnia, que reduz a taxa de crescimento para 50%, é de
13,2 mg/l. Mesmo & concentragio de 2,1 mg/l, hd redugdo significativa na taxa de
crescimento (Yu e Hiravama, 1986). HOFF e SNELL (1997) recomendam que as
concentragoes de amonia ndo devem exceder a 1 mg/l (1 ppm).

A ambnia (NH,) ¢ produzida pela decomposigio de material organico pelas
bactérias. Alimento nao consumido e produtos de excregao levam ao aumento do nivel
de aménia. Metade dos residuos nitrogenados sio excretados sob forma de fon am6nio
(NH,?), ndo téxico, e metade em uréia, de baixa toxicidade. Dependendo da temperatura,
salinidade ¢ pH, o ion aménio (NH *) pode ser convertido em amdnia nao ionizada (NH,),
téxica (SNELL, 1991). O efeito da ambnia ¢ mais problematico em culturas em que se usa
como alimento levedura Saccharomyces cerevisiae.

Yostmura et al. (1995) verificaram que a concentragio de aménia num meio que
foi mantido em pH 6, foi de apenas 2 mg/L, mesmoa cultura tendo atingido altas densidades
populacionais. O crescimento populacional de B. rotundiformis neste meio foi extremamente
ativo, alcancando densidades de até 34.000 ind.mI"' em volumes de 1 L, demonstrando
que a manutengao a um pH baixo permite que a densidade populacional atinja valores
dez vezes superiores aquele obtido num pH tipico da dgua do mar (em torno dc 8).

8 - Alimentagao

8.1 - Tipos de alimentos

O rotifero é um animal filtrador ¢ pode ingerir uma grande variedade de tipos de
alimento, incluindo algas, leveduras, bactérias, alimentos inertes ¢ detritos. Os alimentos,
normalmente mais utilizados para a produgio em massa de rotiferos sdo microalgas ¢ a
levedura de panificacdo Saccharomyces cerevisiae. Pode ingerir particulas de até 30
um; no entanto, o tamanho mais comumente oferecido é de 2a 3 pum, correspondente a0
tamanho dc Nannochloropsis oculata (Fuxkuso, 1989).

a) Microalgas

Existc uma variedade de algas utilizadas para a alimentagio de rotiferos, tais como
aquelas dos géneros: Nannochloropsts, Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis ¢ Chaetoceros.
A escolha da espécic de microalga depende da disponibilidade, da facilidade de cultivo
sob as condigdes  locais ¢ das exigéncias nutricionais dos rotiferos ¢ das espécies alvo
(Furks e Ma, 1991).

A espécic mais utilizada € a N. oculata, devido a sua composicao em écidos
graxos altamente insaturados da séric n-3, essenciais para o desenvolvimento de larvas
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de peixes marinhos. As espécics do género Tetraselmis também apresentam caracteristicas
nutricionais favordveis e sao bastante empregadas. Outras cspécies podem ter qualidades
nutricionais superiores para certas larvas de peixes. Horr e SNELL (1 997) sugerem que a
utilizagao de uma combinagio de microalgas é vantajosa quando se busca uma dieta para
larvas de espécies ainda pouco conhecidas.

O cultivo de microalgas ¢é bastante laborioso e ocupa um grande espago das
instalagoes de um criadouro. O volume de dgua necessdrio para o cultivo de microalgas,
dependendo da concentragio a ser alcangada, € cerca de 5 a 10 x superior ao da cultura
de rotifero. A utilizagao exclusiva de microalgas como alimento torna a produgiao em
massa muito cara e, até mesmo, proibitiva. Assim, as pesquisas buscam melhores opcoes
de alimento, que sejam de baixo custo e de ficil obtengio.

Recentemente, Chlorella regularis, uma cspécic de dgua doce ¢ que pode
propagar-se heterotroficamente ¢ é comercializada na forma concentrada tem sido usada
no lugar de N, oculata.

E possivel substituir Nannochloropsis fresca congelada, sob a forma concentrada
como concentrada tnica concentrada, fonte de alimento ou como um tratamento de
enriquecimento antes de os rotiferos serem fornecidos as larvas. A cultura de algas é
centrifugada, produzindo-se uma pasta com 30 a 40% de sélido, a qual pode ser congclada
a—=20°C ou —70°C. Apés o descongelamento, a microalga ¢ suspensa em dgua do mar, A
biomassa algal descongelada pode ser conservada a 4°C, por 7 dias c utilizada para a
alimentacio sem efeito adverso no contetido de dcidos graxos (LUBZENS et al., 1995).

Algas liofilizadas e alimentos sintéticos vém sendo pesquisados na tentativa de
encontrar outras fontes de alimento vidveis e de baixo custo. Chlorella, Spirulina e
Platymonas suecica liofilizadas vém sendo testadas; no entanto, nesses Cas08, 0
crescimento da populagdo dc rotiferos tem sido inferior aquele obtido com alimentos vivos.

b) Leveduras

A levedura de panificagio S. cerevisiae ¢ amplamente empregada. No entanto, o
valor nutritivo dos rotiferos alimentados com esta levedura ¢ baixo devido a deficiéncia
em dcidos graxos altamente insaturados (HUFA), que sdo essenciais ao desenvol vimento de
larvas de peixes marinhos. No Japdo, desenvolveu-sec um novo tipo de levedura, denominada
de “w-yeast”. Este tipo de levedura é produzido pela adigio de dleo de peixe ou Gleo de
figado de molusco como suplemento ao meio de cultura de S, cerevisiae, resultando numa
levedura com alto teor de lipidios ¢ HUFA (IMADA et al., 1979). Os rotiferos alimentados
com essa levedura apresentam, conseqiientemente, um valor nutritivo mais elevado.

Tcenicas alternativas foram também desenvolvidas para enriquecer os rotiferos
alimentados com levedura, que consiste em adicionar lipidios emulsificados ou microalgas
dirctamente na cultura de rotifero, antes de serem fornecidos as larvas de peixe (WATANAEE,
Kitanma, Fuiria, 1983, WATANABE, 1987).

Pesquisas tém mostrado que a vitamina B,, é essencial ¢ que o enrriquecimento da
levedura S. cerevisiae com esta vitamina promove um maior descnvolvimento da cultura
(HiravAMA € FUNAMOTO, 1983).
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A dosagem de levedura empregada em cultivos em massa, normalmente, é de 1-2
g.10* individuos, que deve ser parcelada em virias vezes ao dia.

Alguns produtos comerciais foram também desenvolvidos, como, por exemplo, a
mistura de levedura fortificada chamada Roti-Rich, produzida pela Florida Aqua Farms.
Este produto contém aminodcidos especificos, dcidos graxos essenciais e vitaminas que
promovem o aumento populacional (HOFF e SNELL, 1997).

Leveduras marinhas tém sido consideradas como possivel fonte de alimento para
organismos zooplanctdnicos marinhos. B. plicatilis, quando alimentado com Candida sp
e Saccharomyces sp, apresentou taxa de crescimento superior aquela de rotiferos
alimentados com S. cerevisiae (SATurmo ¢ HIRAYAMA, 1989).

c) Bactérias

Em tanques de cultivo existe uma densidade relativamente alta de bactérias, que
podem servir como alimento para o rotifero e contribuir para a sua reproducao.

O uso de alimentos derivados de bactérias vém sendo pesquisado. A bactéria ¢
muito pequena, mas em condigoes adequadas de cultivo formam flocos ou se fixam aos
detritos alcancando um tamanho suficientc para serem ingeridas (HiNo, 1993).

Dentre as vérias linhagens de bactérias estudadas para 0 cultivo de B. plicatilis,
apenas 2 linhagens de Pseudomonas mostraram resultados satisfatdrios. A populagao
aumentou cerca de 4 — 6,5 vezes em 2 a 3 dias (YASUDA € ATAGA, 1980).

Estudos tém demonstrado que na auséncia de bactérias a levedura nao tem nenhum
valor. A bactéria natural fornece certos nutrientes e contribui diretamente para o
crescimento populacional de rotiferos (HIRAYAMA € Funamoto, 1983, Yuetal., 1988 ¢ 1989).

A vitamina B,,, por exemplo, ¢ um fator limitante na produgio em massa. O
crescimento populacional de rotiferos alimentados com levedura ou Nannochloropsis ¢
maior quando as culturas sao complementadas com bactérias que produzem vitamina
B,.- Um répido crescimento pode ser observado quando células bacterianas, que produzem
vitamina B,,, sdo fornecidas em concentragio de 107 - 10" células/ml, demonstrando a
importéncia das bactérias na suplementagio desta vitamina. (Yu et al., 1988).

8.2 - Qualidade de alimento, taxa de ingestao e filtragao

A taxa reprodutiva e a sobrevivéncia dependem da concentragiio de alimento no
meio de cultura. A quantidade a ser fornecida, por sua vez, depende da densidade
populacional, salinidade, temperatura ¢ tipo de alimento.

A taxa de ingestdo varia com o tipo de alimento, principalmente devido a
scletividade exercida pelo rotifero a qual pode ser influenciada pelo tamanho, concentragao
¢ estimulantes quimicos do alimento (FUNAMOTO © HiravaMa apud Fukusio, 1989).

A taxa de filtragio varia com a temperatura, clorinidade, pH e concentragio de
alimento. HIRAYAMA & OGAwa (1972) obtiveram maiores taxas de filtragao a temperatura de
25°C. clorinidade de 7,8%e, pH 8,0 c na concentragio de N. oculata de 2,13 x 10° células/ml.
Nesta concentragio de microalga, o animal alcanga uma condicao de sacicdade. Acima
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deste valor, ha um decréscimo na taxa de filtraciio, filtrando apenas a quantidade necessiria
para encher seu estdmago. A taxa de ingestio, por outro lado, tende a aumentar em
concentracio de até 2,13 x 10° células.ml”', mantendo-se praticamente constante acima
desse nivel, com um valor de cerca de 200 células.min”.ml". Os autores concluem que
para a produgio em massa, o meio de cultura deve ser mantido nas condicoes acima
citadas, quando a atividade fisiolSgica estd em nivel mais alto.

No entanto, as algas sio consumidas em menos de 1 hora em culturas mantidas a
uma densidade de 200 ind.ml”, mesmo em concentragoes de 2,13 x 10° células.ml-'. Por
isso, 0 alimento deve ser fornecido inicialmente a uma concentragao muito mais alta ou,
entao, vdrias vezes ao dia, preferivelmente de forma continua, a fim de suportar altas
densidades populacionais.

GALvAO et al. (1994) observaram que B. plicatilis atingiram densidades
populacionais mais elevadas quando a dosagem de Chlorella sp oferecida como alimento
era superior a 5 x 10* células.individuo™. A quantidade total dc microalgas necessdria é
calculada diariamente em funcio do nimero de rotiferos na cultura, devendo ser fornecida
parceladamente ao longo do dia.

9 - Valor nutricional
9.1 - Composigao bioquimica

A composic¢io bioquimica dos organismos zooplanctdnicos depende da espécie,
da origem, das condicdes ambientais e do alimento.

Os rotiferos representam cxcelente fonte de proteina para larvas de peixes. O teor
de dcidos graxos nos rotiferos, que depende da composicao de seu alimento, mostrou ser
o principal fator que determina o seu valor como dieta.

As exigéncias nutricionais das larvas em relacdo aos dcidos graxos essenciais
diferem de espécic para espécic. Peixes marinhos exigem dcidos graxos altamente
insaturados da série n3 (HUFAR-3), tais como o EPA (dcido eicosapentacndico = 20:5n-3) ¢
0 DHA (dcido docosahexacnéico = 22:6n-3), enquanto os peixes de dgua doce cxigém
outros acidos graxos como o dcido linoleico (18:2n-6) e 0 4cido linolénico (18:3n-3). As
larvas de peixes marinhos, quando alimentadas com dietas pobres em HUFAnR-3,
apresentam alta taxa de mortalidade, menor crescimento, pouca resisténcia ¢ deformidades.

Os rotiferos alimentados com a levedu ra S. cerevisiae apresentam baixo
conteddo de HUFAR-3 como 0 20:5n-3 ¢ alto contetido de dcidos graxos monoendicos
tais como o 16:1 ¢ 18:1. Aqueles alimentados com N. oculata apresentam alto
contetido de 20:5n-3, enquanto os alimentados com levedura e N. oculata apresentam
valores médios. Quando alimentados com Chlorella de dgua doce apresentam alto
teor de 18:2n-6 € 18:3n-3 ¢ baixo em HUFAnR-3, nio sendo, portanto, indicados para
peixes marinhos.

Um outro ponto a ser considerado refere-se is enzimas digestivas dos organismos-
alimento, as quais tém um importante papel no processo de digestio das larvas. Virios
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estudos demonstram que as enzimas existentes no zooplincton podem contribuir para a
atividade enzimatica do trato digestivo das larvas, principalmente nas fases iniciais de
desenvolvimento, quando o estdmago ainda ndo estd formado (Laurr ¢ Horer, 1984,
MuNILA-MORAN, STARK, BARBOUR, 1990).

9.2 - Técnicas de enriguecimento

A dentre as técnicas empregadas para o enriquecimento de rotiferos, pode-sc citar:

a) Cultivo secundario com N. oculata

Os organismos alimentados com levedura apresentam um aumento no nivel de
HUFAn-3, quando submetidos a um cultivo secunddrio com N. oculata. Esse aumento
é proporcional ao tempo de cultivo, devido i incorporagio de 20:5n-3 da microalga,
alcangando uma concentragio maxima de 28% apés 2 dias de alimentagio com
N. oculata.

b) Método direto
Neste método, os lipidios contendo HUFAn-3 sao homogeneizados com uma
pequena quantidade de gema deovocruae dgua, resultando numa emulsio que ¢ utilizada

vitaminas solaveis em dgua (10 g)
gema de ovo crua (1 g)
agua destilada (100 ml)

Verificar a condigfio de homoge-
neidade das particulas sob mi-
croscopio

Figura 9 - Esquema do preparo da emulsao (Waranase, 1988)
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para alimentar dirctamentc os organismos-alimento junto com a levedura de panificacio.
Vitaminas soliveis em dgua ¢ outras soliveis em gordura podem ser adicionadas i
emulsio antes da homogeneizagio. A Figura 9 mostra o preparo da emulsio.

Ao se utilizar a emulsio deve-se, antes, agitar vigorosamente, pois pode ocorrer a
separacao da dgua e dos lipidios durante a estocagem.

Existem alguns 6leos ricos em EPA, DHA e vitaminas que siio comercializados ¢
que podem ser facilmente adquiridos, tais como o SELCO, SUPERSELCO e outros
produtos comerciais.

c) Método indireto

Bascia-sc na alimentagio com “w-yeast” (S. cerevisiae cultivada em meio contendo
lipidios), levedura produzida comercialmente no Japio, rica em HUFAn-3. E chamado
de método indireto, porque os organismos-alimento sio enriquecidos com HUFAp-3
através da levedura, enquanto no método direto eles sio alimentados diretamente com

lipidios ricos em HUFAn-3. No entanto, a disponibilidade de “w-yeast” ¢ limitada; ji o
método direto pode ser aplicado em qualquer lugar (WAaTANABE, 1988).

10 - Preservaciao e estocagem

De acordo com FuLks ¢ MAIN (1991), dentre as razées para a estocagem de rotiferos
incluem-se: manutengio ¢/ou transporte de culturas estoques; preservacio por curto prazo
para serem usados como organismos vivos; ¢ preservacao por longo prazo de animais
mortos a serem usados como alimento.

A manutengio dc certos clones ou populagdes para pesquisa ou para agiiicultura
requer um esforco rotineiro considerdvel. A estocagem pode reduzir esse esforgo. Os
organismos preservados podem, ainda, ser utilizados como alimento alternativo em casos
de perdas da cultura imprevisiveis

Para a preservagiio sao considerados quatro métodos: refrigeragio, congelamento,
crioprescrvagio e estocagem de ovos de dorméncia. Estes métodos podem ser aplicados
a trés distintos estidios do ciclo de vida dos animais: fémeas amicticas, ovos
partenogenéticos ¢ ovos de dorméncia (HAGIWARA ¢ HirAvAma, 1993).

10.1 - Refrigeracao

As fémeas partenogenéticas podem ser estocadas a 4*C, a uma densidade de
2.000 ind.mI" mantendo-sc vivas por cerca de 22 dias No entanto, os organismos tém
que ser alimentados, a dgua trocada a cada 4-8 dias, a cultura aerada e mantida no escuro.
Os rotiferos assim estocados podem ser usados dirctamente, apds cnriquecimento com
dcidos graxos, como alimento para larvas de peixes ou para iniciar novas culturas, Este
método permite a estocagem por curto prazo de animais excedentes e/ou a estocagem em
antecipacio a altas demandas num “hatchery” (Lupzens et al., 1990).
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10.2 - Congelamento

Os rotiferos, apés serem concentrados, podem ser congelados em dgua do mar
com baixa salinidade (7%o). Antes do congelamento, sdo alimentados com microalgas ¢
outros nutrientes como dcidos graxos e vitaminas. O congelamento provoca a morte dos
organismos. Apés o descongelamento, eles podem ser fornecidos as larvas. No entanto,
o0s animais mortos afundam rapidamente na coluna d’dgua e, conseqiientemente, deve-sc
promover boa circulagio de dgua para que eles se mantenham em suspensdo para sercm
vistos e capturados pelas larvas de peixe.

10.3 - Criopreservacao

Os ovos partenogenéticos podem ser preservados em nitrogénio ligiiido a—196°C
(OkamoTO et al., 1987, ToLEDO ¢ KUROKAWA, 1990). Esta técnica requer o uso de
crioprotetor nos ovos antes do congelamento e s6 pode ser efetuada em pequena escala.
E relativamente cara ¢ pode ser empregada para preservar clones isolados por longos
periodos de tempo.

ToLepo ¢ Kurokawa (1990) descrevem um método para separagio c
criopreservagiio de embrides de B. plicatilis. Os embrioes foram separados do corpo do
adulto por agitagio vigorosa durantc 10 a 15 min. O melhor resultado foi obtido com
embrioes no estagio 111 (estdgio de simetria) incubados em DMSO 10% por 30 min ¢
congelados a—196°C. As taxas de sobrevivéncia apés o descongelamento foram de 63%,
62%. 53% e 55% para 3,7, 15 e 30 dias de estocagem em N liquido, respectivamente.

E possivel, ainda, a criopreservagido de neonatas, juvenis e fémeas ovigeras de B.
plicatilis a temperatura abaixo de _40°C. No entanto, a sobrevivéncia é muito baixa,
sendo a de neonatas e juvenis superior a de fémcas ovigeras (KiNG e al., 1983).

10.4 - Estocagem de ovos de dorméncia ou diapausa

Os ovos de dorméncia (Figura 10) permanecem num estado de laténcia enquanto
persistem as condicoes ambientais inibitérias para a cclosio, tais como baixa temperatura,
auséncia de luz ¢ dessecacio. Através da manipulagao desses pardmetros, 0s ovos podem
ser estocados ou colocados para eclodir quando for necessario iniciar uma producio em
massa ou para fornecer neonatas diretamente as larvas de peixes. O comprimento da
I6rica de neonatas recém-cclodidos de B. rotundiformis varia entre 80 ¢ 130 mm_ Estes
neonatas podem ser utilizados para larvas de peixes cuja boca scja muito pequena.

Ha dados de produgiio em massa de ovos de diapausa em lanques de 50 m?, cujos
valores variam de 0,95 a 4,25 x 10" ovos/tanque. Esscs resultados mostram um avanco
para a aplicagao desses OvVOs COMO uma forma de prescrvagio em massa de rotiferos
(Haciwara et al., 1993).

Os ovos de dorméncia podem ser estocados por longo periodo de tempo em
refrigerador. PIMENTEL, GALVAO, Y AMANAKA (1990) verificaram que ovos de B. plicatilis
podem cclodir apés 9 anos de estocagem.
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Figura 10 - Ovo de dorméncia (=)
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