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RESUMO

O microcrustdceo Dendrocephalus brasiliensis, conhecido popularmente como
branchoneta, apresenta rapido crescimento, podendo contribuir para insercdo na alimentacéao
de organismos aquéticos na forma viva, inerte ou adicionada na formulacdo de racdes,
apresentando perfil bioquimico com potencial nutricional para aquicultura. Entretanto, a falta
de conhecimento, quando se fala na eficiéncia de eclosdo e sobrevivéncia, consolidacdo da
cadeia produtiva e sanidade fazem com que o cultivo de branchoneta D. brasiliensis ndo seja
praticado dentre os produtores de organismos aquaticos. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi
desenvolver tecnologia para a producdo de biomassa e cistos da branchoneta, fornecendo
subsidios cientificos e tecnoldgicos para a aplicacdo deste microcrustaceo na aquicultura. No
Capitulo 1, foi avaliado a acdo enzimatica da quitinase em diferentes concentracdes e o seu
efeito associado ao hidroxido de célcio e &cido ascorbico na ecloséo de cistos de branchoneta.
Os resultados mostraram que o uso de quitinase aumenta a taxa de eclosdo, que é intensificada
com a adicdo de hidréxido de célcio e acido ascorbico alcancando 96%. No Capitulo I, foi
avaliado o desempenho zootécnico e reprodutivo a partir da padronizacdo do grau de
melanizacdo em branchoneta com o uso de probidtico. O Experimento consistiu no
Tratamento EM, em que as branchoneras foram alimentadas com a espécie de microalga
Scenedesmus quadricauda (2x10° cel.mL™), Tratamento EMP com S. quadricauda (2x10°
cel.mLY) e probidtico comercial (0,2g/m%) e Tratamento EME com S. quadricauda (1x10°
cel.mL?) e Racdo comercial a base de probiético e Vpak® (aumenta a resisténcia a doencas)
(1,5mL/dia). Os resultados demonstraram a presenca de melanose nas branchonetas apenas no
Tratamento EM, e auséncia nos demais, indicando que o uso de probidtico proporcionou
melhor sanidade e desempenho reprodutivo da branchoneta. No Capitulo 111, foi avaliado o
desempenho zootécnico da branchoneta em diferentes densidades de estocagem, propondo
uma metodologia de producdo sustentavel utilizando um sistema com reuso de agua. Os
tratamentos consistiram na inoculacdo de 1g, 2g e 3g de cistos de branchoneta em caixas de
1000 litros com alimentacdo de microalga Scenedesmus quadricauda e uso de probiotico. Ao
final de 60 dias foi verificada a sustentabilidade do sistema a partir do reuso de agua e
diminuicdo de descarte de matéria organica no meio ambiente. Os resultados mostraram que a
producdo de biomassa e cistos de branchoneta aumenta em funcdo da inoculacdo de cistos
quando inoculados até 3g/1000L chegando a uma producgdo de 180,15g e 7,83g de biomassa e
cistos, respectivamente ao final de 30 dias de cultivo. A qualidade nutricional e a



produtividade obtida neste sistema pode viabilizar o0 uso desta espécie como alimento vivo

durante a engorda de peixes e camardes, alem de possibilitar a comercializagdo de biomassa e

cistos.

Palavras-chave: Microcrustaceo. Alimento vivo. Branchoneta. Eficiéncia de ecloséo.



ABSTRACT

The microcrustacean Dendrocephalus brasiliensis, popularly known as branchoneta,
has potential for aquaculture by presenting rapid growth, contributing to the insertion in
aquatic organisms food as in living form, inert or added in artificial feedings, presenting wide
nutritional potential for aquaculture. However, the lack of knowledge of the species, when
referring to hatching efficiency and survival, productive chain and the sanity of the species,
turning branchoneta cultivation not practiced among the producers of aquatic organisms.
Thus, this work aimed to develop technology for the production of biomass and branchoneta
cysts enabling scientific and technological bases to an application of this microcrustacean in
aquaculture. In Chapter 1, it was evaluated the effect of chitinase enzymatic action under
different concentrations, and its effect associated with calcium hydroxide and ascorbic acid on
the outbreak of branchoneta cysts. Results have shown chitinase usage increases hatching,
which is intensified with the addition of calcium hydroxide and ascorbic acid reaching 96%
hatching rate. In Chapter Il the zootechnical performance was evaluated by standardizing the
melanization degree in branchoneta supplemented with probiotic. The experiment consisted in
treatment EM, which branchoneta were fed with microalgae species Scenedesmus
quadricauda (2x10° cel.mL™); treatment EMP consisting of S. quadricauda (2x10° cel.mL™)
with commercial probiotic (0.2g/m?); and treatment EME consisting of S. quadricauda (1x10°
cel.mL?) with commercial feeding containing probiotic Vpak® (increases resistance against
diseases) (1.5mL/day). The results demonstrated the presence of branchial melanosis only in
treatment EM, and the absence in the remaining ones, indicates the use of probiotic provided
for branchoneta a better sanity and reproductive performance. In Chapter Ill, it was evaluated
the branchoneta zootechnical performance at different stock densities, proposing a sustainable
production methodology, using a system with reuse of water. The treatments consisted of
inoculating 1g, 2g and 3g of Branchoneta cysts in 1000 liter boxes supplemented with
Scenedesmus quadricauda microalgae and probiotic. At the end of 60 days it was verified the
sustainability of the system from the water reuse and reduction of disposal organic matter in
the environment. The results showed that the biomass production and branchoneta cysts
increase as a function of cyst inoculation up to 3g/1000L reaching a total production of
180.15g and 7.83g of biomass and cysts, respectively by the end of 30 days culture. The

nutritional quality and productivity obtained from this system may enable the use of this



species as live food during fattening stage for shrimp and fish farming, besides allowing the

commercialization of biomass and cysts.

Keywords: Microcrustacean. Live food. Branchoneta. Hatching efficiency.
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1 INTRODUCAO

Aquicultura é reconhecidamente uma atividade que consiste na producdo de
organismos aquaticos em cativeiro, desde seu estagio inicial (larval), até a fase adulta (fase de
engorda), visando fins comerciais. A atividade aquicola cresce em ritmo acelerado quando
comparado a qualquer outro setor alimenticio, superando o ritmo do crescimento populacional
nas ultimas cinco décadas. No entanto, alguns setores da aquicultura como, por exemplo, a
larvicultura, ainda apresentam alguns entraves que limitam a produgdo de algumas espécies
promissoras para o cultivo. E é na fase de larvicultura, onde ocorre a alimentacéo inicial das
espécies que ocorre o fator determinante para o bom desenvolvimento inicial das larvas
(TESSER et al., 2005; FAO, 2018).

Dentre os problemas a serem solucionados é possivel citar a demanda de alimento
vivo ou inerte (biomassa congelada) para aprimorar a producéo durante a fase de larvicultura.
Atualmente, o microcrustaceo Artémia sp. € o principal alimento vivo de sustentacdo na
larvicultura comercial, devido a valores nutricionais e elevada taxa de eclosdo dos nauplios,
entretanto este organismo atua como vetor de doencas infecciosas, que comprometem a saude
dos sistemas aquicolas com um todo. A sua producdo anual, decorre exclusivamente de
atividades extrativistas, que abastace o consumo pelo mercado da aquariofilia, larvicultura de
camarao marinho e piscicultura (BOGLINO et al., 2012; HAMZA et al., 2018; JAMALI et
al., 2019). Entretanto, sdo necessarios estudos que viabilizem a producdo de outras fontes de
alimentos que possam contribuir para o avanco da larvicultura de maneira mais rentavel, livre
de patdgenos e de facil acesso.

O microcrustdceo Dendrocephalus brasiliensis, conhecido popularmente como
branchoneta, constitui uma espécie de agua doce, didica de fécil identificagdo, crescendo em
torno de um milimetro ao dia apds o terceiro dia de vida até atingir um comprimento medio de
15-25mm. S&o essencialmente filtradores, alimentando-se de microalgas, protozoarios,
metazoarios e matéria organica. No ambiente natural, as fémeas adultas depositam os cistos
no substrato durante o periodo de chuva, 0s quais somente eclodem ap6s um periodo de
estiagem, quando o substrato for seco e posteriormente hidratado (MEDEIROS, 2003;
LOPES et al., 2007).

Entretanto, a branchoneta ainda é pouco utilizada como alimento vivo de organismos
aquaticos, pois a cadeia produtiva ainda ndo esta consolidada, apesar de existir diversos
trabalhos a respeito de sua biologia, tais como comportamento, reproducdo, producdo de
cistos e utilizacdo na dieta de camardes e peixes (CARNEIRO, 2000; LOPES et al., 2007).
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Outros estudos que tém buscado aumentar a eficiéncia de eclosdo dos nduplios,
desenvolvimento e sobrevivéncia do animal, sendo estes os principais obstaculos ao seu uso
em substituicdo da artémia (YFLAAR E OLIVEIRA, 2003; LOPES et al., 2007; SANTOS et
al., 2019).

Entretanto, o gargalo da producdo em larga escala esta relacionado principalmente a
reduzida taxa de ecloséo e sobrevivéncia dos nauplios, devido a escassez de estudos e técnicas
que propiciem o conhecimento da estrutura do cisto, eclosdo e sobrevivéncia. Diante deste
problema, sdo necessarias pesquisas que proporcionem uma intervencao eficaz na eclosdo dos
nauplios e determinem técnicas de producdo de cisto e biomassa com qualidade nutricional e
livre de patdgenos capazes de atender a demanda por alimento vivo.

Portanto, o presente estudo testa a utilizacdo de quitinase que hidrolisa a quitina do
cisto e reagentes quimicos que inativam o estado de laténcia dos nauplios por meio da
liberacdo de ions e desfosforilagdo enzimatica, como alternativas para melhorar a taxa de
eclosdo e técnicas para producdo de biomassa e cistos de forma sustentavel. Desta forma, este
trabalho contribui através do desenvolvimento de novas tecnologias para a producdo da
branchoneta, fornecendo subsidios cientificos e tecnoldgicos a aplicacdo deste microcrustaceo

na aquicultura.
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1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo geral
Desenvolver técnicas que otimizem a producéo de biomassa e cistos da branchoneta

(Dendrocephalus brasiliensis).

1.1.2 Objetivos especificos

e Padronizar um protocolo de eclosdo de cistos de Dendrocephalus brasiliensis
(Branchoneta);

e Verificar o efeito de probiético na otimizacdo da producdo de branchoneta
Dendrocephalus brasiliensis;

e Desenvolver um sistema sustentavel de producdo de branchoneta Dendrocephalus
brasiliensis em reuso de agua;

e Avaliar o desempenho zootécnico e reprodutivo, composicdo centesimal e perfil
protéico no cultivo de branchoneta Dendrocephalus brasiliensis em sistema de reuso

de &gua e probidtico.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Uso de alimento vivo na Aquicultura

Na larvicultura, algumas especies de peixes e camardes ndo aceitam dietas artificiais, e
0 uso de racdo nesta etapa tem proporcionado além de altas taxas de mortalidade, indices de
crescimento insatisfatérios, pois as larvas dos organismos aquaticos ndo possuem sistemas
digestorio e enzimatico completamente desenvolvidos. A alimentacdo inicial (quantidade,
qualidade e frequéncia alimentar do alimento) tem sido o fator determinante para o bom
desenvolvimento das larvas, e quando administrada de forma inadequada, pode causar
elevadas taxas de mortalidade e baixo crescimento (TESSER et al., 2005; YENAS-ROCA et
al., 2018; EDWARD et al., 2019).

Kubitza (2003) descreveu a importancia do alimento vivo na fase de larvicultura, e que
0S organismos aquaticos em ambientes naturais conseguem balancear suas dietas, escolhendo
itens que melhor supram suas exigéncias nutricionais. Porém, quando o animal é confinado
em cativeiro, ha necessidade de selecionar um alimento que satisfaca estas exigéncias. Desta
forma, o uso de alimentos vivos com alto valor proteico e nutrientes essenciais, caracteristica
da maioria dos organismos plancténicos, é de grande importancia para assegurar éxito no
desenvolvimento do animal durante a fase inicial. De acordo com Lopes et al. (1998), para a
utilizacdo de alimento vivo em cultivo de larvas de animais aquaticos, existem duas restricdes
basicas: qual espécie € a mais indicada na alimentacdo e como realizar o cultivo destas
espécies. Assim, pesquisadores vém realizando experimentos que busquem dietas naturais que
supram as exigéncias nutricionais desde os primeiros dias de vida de peixes e camardes
(Lopes et al., 1998).

A demanda de alimento vivo na aquicultura é atendida através do cultivo de
microalgas, zooplancton e microcrustaceos em instalacdes especiais designadas para este
propoésito. Atualmente, € utilizado naduplios de Artémia e rotiferos enriquecidos na
larvicultura, com bons resultados de desempenho e sobrevivéncia das larvas de varias
espécies. Porém, um dos grandes problemas da utilizacdo de nauplios de artémia na
larvicultura de agua doce é por ser um animal de agua salgada, ndo se tornando por muito
tempo atrativo para animais dulcicolas. Desta forma, optando-se pelo uso da biomassa
congelada. Também € citada na literatura, a utilizacdo de zooplancton, como rotiferos,
copépodos e cladoceros em complemento ao uso da Artémia na larvicultura intensiva
proporcionando boas taxas de sobrevivéncia devido ao alto teor lipidico (BLANCO et al.,

2016; REIS et al., 2017). Estes organismos podem ser obtidos de maneira natural através da
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fertilizacdo dos viveiros ou produzidos em laboratorio. Outra fonte de alimento vivo é o
fitoplancton e varios estudos se concentram nas cloroficeas, que é de extrema importancia na
sobrevivéncia e desenvolvimento nas fases iniciais e como complemento da racdo na fase de
engorda de espécies aquicolas. O fitoplancton também é utilizado na alimentacdo de
zooplanctons e microcrustaceos que sdo ofertados como alimento vivo na aquicultura. Em
laboratorios de larvicultura, o fitoplancton € cultivado em meio composto por nutrientes
essenciais para o seu desenvolvimento, e cada espécie fitoplanctdnica requer nutrientes e
condicdes especificos para o crescimento saudavel. Ja em viveiros de engorda é obtido a partir
da fertilizacdo direta na &gua. Entretanto, em excesso, o fitoplancton causa deplecdo de
oxigénio dissolvido juntamente com bactérias decompositoras aerébias podendo prejudicar a
respiracdo da espécie cultivada (SA, 2012; YANG et al., 2019).

Chlorophyceae é uma das classes de algas verdes mais abundantes e diversificadas em
ndmero de espécies planctdnicas em &guas continentais brasileiras. H& bastante tempo as
espécies dos géneros Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus e Chlamydomonas vém sendo
muito utilizadas na aquicultura para alimentacdo de animais de &gua doce, principalmente
para microcrustaceos zooplancténicos (RODRIGUES et al., 2010; XUWANG et al., 2011).
Dentre as microalgas mais utilizadas e faceis de cultivar, se destacam as espécies do género
Chlorella, a exemplo de Chlorella vulgaris, que sdo excelentes fontes de proteinas, de lipidios
e sais minerais como fosforo, ferro, manganés, cobre, zinco, magnésio e célcio. Outro
exemplo de microalga é a do género Scenedesmus, considerada como bom alimento rico e de
alto teor nutritivo, principalmente em lipidios. E mais recentemente, a espécie
Haematococcus pluvialis vem sendo utilizada como fonte natural de axtaxantina na
intensificacdo da pigmentacdo de crustaceos, peixes ornamentais e salmonideos, e
suplementacédo para alimentos vivos na aquicultura (HARDY E CASTRO, 2000; PHUKAN et
al., 2011; INFANTE et al., 2012; LI E LIU, 2019).

Alguns estudos realizados com Anostracas de agua doce como Streptocephalus
dichotomus, S. mackini, S. rubricaudatus, S. torvicornis, S. sirindhornae e Dendrocephalus
spartaenovae, também utilizados como alimento vivo, apresentaram um rapido
desenvolvimento quando submetidos a dietas com as microalgas verdes Chorella sp.,
Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp. e Pseudokirchneriella subcapitata. Atualmente, poucos
trabalhos sdo descritos a respeito da alimentacdo ideal pela espécie Dendrocephalus
brasiliensis, como também outras caracteristicas que possa a vir otimizar o desempenho
zootécnico e a qualidade nutricional da espécie (SRIPUTHORN E SANOAMUANG, 2010;
BRITO et al., 2011; AMARAL, 2013).
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Este microcrustaceo de 4gua doce pode ser mais uma importante fonte alternativa de
alimento de larvas de diversas espécies de camardes de agua doce e salgada, como também na
larvicultura de peixes, pois também possui valores protéicos similares e/ou superiores aos de
outros organismos utilizados em grande escala na larvicultura mundial (LOPES et al., 1998;
YFLAAR E OLIVEIRA, 2003; GAVIAO et al., 2016).

2.2 Espécie em estudo Dendrocephalus brasiliensis (Pesta, 1921)

O filo Arthropoda é composto por cinco subfilos, em que se destaca o Crustacea.
Neste, a classe Branchiopoda é composta por quatro ordens, sendo uma delas a ordem
Anostraca. A fauna dos anostracas é composta por 284 espécies e quatro subespécies
organizada em 23 género, registrados mundialmente até 31 de dezembro de 2002. O género
dominante é o Streptocephalus, seguido por Chirocephalus com 63 e 45 espécies descritas,
respectivamente. Em sequéncia tem-se Branchinecta (40 espécies) e Branchinella (34
espécies) (BELK E BRTEK, 1995). Sdo confirmadas oito familias, que sdo Artemidae,
Branchinectidae, Branchipodidae, Chirocephalidae, Parartemiidae, Streptocephalidae,
Tanymastigiidae e Thamnocephalidae.

Outro género da ordem Anostraca é o Dendrocephalus e se encontra distribuido entre
14 espécies: D. cervicornis, no norte da Argentina (WELTNER, 1980); D. geayi (DADAY,
1908), D. spartaenova (MARGALEF, 1961), D. venezuelamus (PEREIRA, 1984) e D. affinis
(PEREIRA, 1984), na Venezuela; D. argentinus, na Argentina e paises limnitrofes (PEREIRA
E BELK, 1987); D. sarmentosus, na ilha de Santa Cruz, llhas Galapagos e Equador
(PEREIRA & BELK, 1987); D. cornutus, na Libéria, Costa Rica e na América
Central (PEREIRA & BELK, 1987); D. conosuris, em Venado Tuerto, provincia de Santa Fé
na Argentina (PEREIRA E RUIZ, 1995); D. goiasensis, na regido Centro-Oeste do estado de
Goiés, Brasil (RABET E THIERY 1996); D. orientalis, no litoral da Paraiba, Brasil (Rabet
& Thiery, 1996); D. thieryi (RABET, 2006); D. carajaensis, na Serra dos Carajas, estado
do Para, Brasil (ROGERS et al., 2012), e D. brasiliensis (PESTA, 1921), em que a
ocorréncia vai do estado do Piaui, no Brasil até a Argentina. A classificacdo sistematica da
espécie D. brasiliensis é descrita a seguir (BOWMAN E ABELE, 1982):

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
SubFilo: Crustacea (Brunnich, 1972)
Classe: Branchiopoda (Latreille, 1817)


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-64972016000100205#B20
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Subclasse: Sarsostraca (Tasch, 1969)
Ordem: Anostraca (Sars, 1867)
Familia: Thamnocephalidae (Simon, 1886)
Género: Dendrocephalus (Latreille, 1817)
Espécie: Dendrocephalus brasiliensis (Pesta, 1921)

No nordeste brasileiro, o género Dendrocephalus, foi registrado por Luiz (1929) no
municipio de Macaiba no estado do Rio Grande do Norte, cuja cor brilhante fez com que o
reconhecesse como uma nova espécie, classificada como Dendrocephalus ornatos. Linder
(1941), logo mais tarde verificou que a espécie descrita por Luiz, era a D. brasiliensis, que
Pesta havia coletado em 1921 nos estados da Bahia e Piaui.

Popularmente conhecida como branchoneta, camardozinho ou artémia de agua doce, a
espécie Dendrocephalus brasiliensis (Fig. 1) € um microcrustaceo dulcicola, apresenta
dimorfismo sexual que facilita a diferenciacdo entre macho e fémea (Fig. 1) e formam cistos
(ovos). Apresenta grande atratividade e atende os requerimentos nutricionais de espécies de
peixes carnivoros e ornamentais, e camardes valorizando a sua grande importancia como
alimento natural (LOPES et al., 1998). Possui um ciclo reprodutivo bastante curto, mas néo se
sabe ao certo o tempo de vida deste organismo. Porém na auséncia de predacdo e enquanto
houver disponibilidade de alimento, ha relatos de sobrevivéncia de até quatro meses com

producéo continua de cistos.

Figura 1: Adultos da espécie Dendrocephalus brasiliensis durante periodo reprodutivo com coloragdo e
morfologia diferenciada para (I) fémea (alaranjada e/ou marrom) apresentando o ovissaco preenchido de cistos e
(1) macho (azulado) com presenca de apéndice bucal na regido da cabeca.

Fonte: Autor
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A Dbranchoneta habita tipicamente lagoas temporarias de dgua doce, pocas, agudes e
riachos formados durante a estacdo chuvosa em todo o Brasil. O ciclo de vida da branchoneta
se resume em ovo (Fig. 2a), nauplio (Fig.2b), juvenil (Fig.2c) e adulto (Fig.2d). A espécie se
reproduz de forma sexuada, com a liberacdo de cistos, em condicGes ideais de temperatura em
torno de 28° a 30°C, oxigénio dissolvido na faixa de 5 a 8 mg/L e pH entre 7.5 a 8.0 (dados
adquiridos no Laboratorio de Produgdode Alimentos Vivos da EAJJUFRN em experimento
realizado) além da abundancia de microalgas na sua alimentacdo. O desenvolvimento da
espécie € rapido, crescendo em torno de 1mm apds o terceiro dia, chegando a
aproximadamente 2,5cm, em ambiente com elevada disponibilidade de alimento. As
branchonetas apresentam alta capacidade de filtracdo, sendo a 4gua de tanques de engorda e
bercarios de larviculturas, serem as melhores fontes para alimentacdo massiva para esses
organismos, em decorréncia da alta carga de microalgas.

Figura 2: Fases de vida da branchoneta Dendrocephalus brasiliensis nos estagios de (a) ovo, (b) nadplio eclodido

apos 24h (x10), (c) jovem com quatro dias de vida (4x) e (d) adulto fémea em fase reprodutiva apés 7 dias de

vida.

Fonte: Autor

Os machos apresentam coloragdo variando de transparente a azul, e quando adultos é
observado a presenca de um apéndice vertical (Fig. 3a) na regido da cabeca, responsavel por
abracar a fémea durante o acasalamento. Ja as fémeas apresentam coloragdo transparentes a

marrom quando inicia seu periodo de reproducdo, além da presenca de um ovissaco (Fig. 3b),
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estrutura responsavel para armazenar o0s cistos. Ambos 0s sexos apresentam a nadadeira

caudal alaranjada (Figura 1).

Figura 3: (a) Branchoneta macho com apéndices frontais e (b) fémea com ovissaco preenchidos com cistos (x4).

Fonte: Autor

Figura 4: Nauplio de artémia (a) e de branchoneta (b) ap6s 24 horas da ecloséo (x10).

Fonte: Autor

Na natureza, o aparecimento de adultos ocorre com 10 dias ap6s a eclosdo dos cistos,
onde iniciam o seu periodo reprodutivo (reproducdo sexuada). Durante o periodo de chuvas
ocorre a hidratagdo dos cistos que eclodem na forma de nauplios, sendo parecidos em formato
com nauplios de artémia (Fig. 4). Os ovos que sdo liberados pelas fémeas nédo eclodem e véo
para o fundo, onde precisam desidratar na estacdo seca para garantir a continuidade da espécie
na proxima estacdo chuvosa (LOPES et al., 2008).

Para simular a condi¢cdo de desenvolvimento que ocorre em ambientes naturais, 0S
sistemas convencionais de producdo da branchoneta em cativeiro necessita proporcionar a
limpeza para a retirada de matéria orgénica e secagem dos cistos para a desidratacdo, de modo
a possibilitar a eclosdo. O processo consiste em passar o cisto coletado em uma sequéncia de
malha de 600, 300 e 75um, ficando retidos nesta Gltima. Os cistos sdo submetidos a um

processo de limpeza e secagem ao sol (SANTOS et al., 2019) (Figura 5).
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Figura 5: Processo de Coleta, limpeza e secagem de cisto de branchoneta.

600um ﬁ

300um Limpeza em malha
de 150pum

¥ i
Processo de limpeza

* Cistos
= Matéria organica
Matéria organica

Fonte: Autor

A branchoneta possui habito gregario, formando aglomerados de individuos, nadando
em todas as direcdes, e muitas vezes no sentido vertical de cabeca para baixo, em outras
nadam sobre o proprio dorso com os filopddios para cima. S0 organismos que apresentam
telotaxia ventral, ou seja, nadam em direcdo a luz no ambiente em que se encontram. Por isso,
a visualizacdo dos nauplios, apds a ecloséo é facilitada por esta atracdo luminosa (LOPES et
al., 2007). O interesse por este animal e especificamente sua utilizacdo na aquicultura, teve
inicio quando foi testado como alimento vivo conseguindo um incremento no crescimento e
sobrevivéncia para as espécies Astronotus ocellatus, Lophiosilurus alexandre e Cichla
ocellaris, quando comparados com outros alimentos convencionais a exemplo de peixes e
racdes balanceadas (Lopes, 1998).

Lopes et al., (2007) realizou experimento testando racdo floculada e a branchoneta na
alimentacdo das espécies Astronotus ocellatus (apairi) e Pterophylum scalare (acara
bandeira). Para ambas as espécies a branchoneta apresentou resultados satisfatérios na
sobrevivéncia, comprimento e peso médio.

Assim, o seu alto valor nutricional, atratividade para 0s organismos aquaticos (peixes e
camardes), bons resultados na introducdo na forma de alimento vivo e congelado despertou o
interesse de estudos de pesquisadores e a possibilidade de realizar a producgdo deste
microcrustaceo. As branchonetas se enquadram na alimentagdo de organismos aquéticos e se
tornam alvos de novas pesquisas como incremento para toda a cadeia da aquicultura
continental, piscicultura e carcinicultura, principalmente para a criacdo de L. vannamei em
agua doce.

Na atualidade, a introducéo de D. brasiliensis como forma de alimento vivo no cultivo
de camardo em agua doce esta em fase de experimento. A ideia principal do uso desta espécie

nos viveiros de engorda de camarao e peixes € produzir cistos que serdo depositados no fundo
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do viveiro, e secos no solo durante o periodo de limpeza e intervalo entre os cultivos e
hidratados com o enchimento dos viveiros (ciclo continuo), com a eclosdo dos nauplios para
alimentar as larvas de camardes e branchonetas na fase adulta para serem consumidas durante
a fase de engorda; melhorar a condicao da agua, reduzindo os impactos de dgua verde sobre 0
cultivo e sobre o camardo. Assim, a branchoneta pode vir a se tornar um alimento viavel e de
alto teor proteico para a aquicultura, porém com alguns entraves relacionados a eclosdo de
cisto e a sua producdo, pois ainda é uma atividade em crescimento e ndo praticada por
produtores do setor de Aquicultura.

A branchoneta apresenta teor de proteina bruta de 67,05% (peso seco), perfil
aminoacidico e possui altissima palatibilidade e digestibilidade, capazes de suprir as
necessidades protéicas dos organismos aquaticos em qualquer fase de desenvolvimento
superando em valores nutricionais de outros animais utilizados na alimentacdo de organismos

aquéticos, com excessdo da Daphinia sp (Tabela 1 e 2).

Tabela 1: Valor nutricional de D. brasiliensis em relagdo a outros organismos.

Alimentos Vivos Matéria seca (%) Proteina bruta (%) P(%) Ca (%) Cinza (%)

D. brasiliensis 67,05 0,54 1,71 14,82
Artemia sp. 11,00 61,6 10,1
Daphnia sp. 70,1 1,46 0,21

Moina sp. 59,12 1,32 0,16
Brachionus plicatilis 56,92 1,42

Fonte: Lopes et al. (1998) (Adaptada)

Tabela 2: Perfil de Aminoacidos encontrados em cultivo de branchoneta D. brasiliensis com alta e baixa

disponibilidade de alimento.

ALTA DISPONIBILIDADE DE BAIXA DISPONIBILIDADE DE

ALIMENTO ALIMENTO

Molécula % Molécula %

Acido Glutamico 16,82 Acido Glutamico 20,37

Leucina 12,54 Leucina 12,17

Alanina 10,70 Alanina 9,79

Glicina 8,26 Glicina 9,26

Prolina 6,73 Prolina 7,41
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Fenilalanina 6,73 Valina 6,35
Isoleucina 5,81 Fenilalanina 6,08
Acido Aspartico 4,89 Isoleucina 5,82
Tirosina 4,89 Acido Aspartico 3,97
Histidina 4,28 Histidina 3,44
Lisina 3,98 Metionina 2,65
Arginina 3,06 Tirosina 2,38
Treonina 2,75 Lisina 2,38
Serina 2,45 Serina 1,85
Valina 1,83 Arginina 1,59
Triptofano 1,53 Treonina 1,59
Cistina 1,22 Triptofano 1,32
Taurina 0,92 Taurina 0,79
Metionina 0,61 Cistina 0,79

~ Fonte: Silva, 2016

2.3 Quitina

O termo “quitina” ¢ derivado da palavra grega “khiton”, que significa carapaga ou
caixa de revestimento, uma vez que sua funcdo na natureza € de revestimento e protecdo de
invertebrados (ROSA, 2008). Este polimero, foi isolado por Braconnot em 1881, trinta anos
antes do isolamento da celulose, mas a falta de conhecimento béasico sobre suas propriedades,
incluindo a reatividade quimica, limitou severamente suas aplica¢des industriais até o inicio
dos anos 1970 (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

A quitina é encontrada principalmente no exoesqueleto de crustaceos, cuticulas de
insetos, na parede celular de fungos e em outros materiais bioldgicos. Este polimero é
insolivel em &gua, solventes organicos, acidos diluidos, pois apresenta microestrutura
predominantemente cristalina. Sendo a inviabilidade de dissolugdo um dos maiores problemas
relacionada ao seu uso. Estruturalmente, € semelhante a celulose (Figura 6a e 6b)
substituindo-se os grupos OH do Carbono-2 de cada unidade glicosidica da celulose por
grupos acetilados (-NHCOCHs3). Logo, a quitina € um polissacarideo linear contendo cadeias
de residuos B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. A quitina é descrita como o biopolimero
mais abundante da natureza depois da celulose (ANTONINO, 2007; HAMED, et al. 2016).
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Figura 6: Estrutura da quitina (a) e celulose (b).

OH

b H OH H

Cellulose

Fonte: CAMPANA-FILHO et al., 2007

A quitina pode ocorrer em trés formas, a, 3 ¢ y (Fig. 7), dependendo de sua estrutura.
A forma o ¢ a mais abundante, estando presente em estruturas rigidas e resistentes como
parede celular de fungos, cuticulas de inseto, krill, lagostas, cascas de camardo, carapaca de
caranguejos e microcrustaceos. A forma B- e y-quitina € a mais rara, encontradas em
estruturas menos rigidas, porém mais resistentes, apresentando grau de cristalinidade de
aproximadamente 72%. E ainda encontrada no esqueleto calcario de alguns animais marinhos
(microalga, Thalassiosira fluviatilis, por exemplo), ou onde uma certa flexibilidade é
necessaria, como nos gladios dos cefalopodes. A B ¢ mais reativa que a a, sendo esta uma
importante propriedade relacionada as transformagfes enzimaticas e quimicas da quitina
(TOLAIMATE et al., 2000; RINAUDO, 2006; CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Figura 7: Representacdo das estruturas de quitina, na qual as setas representam as cadeias poliméricas no sentido

terminal ndo-redutor.

a-OUTTINA B-OUTTINA, r-OUTTINA

Y Y Y & & & & & - & &

Fonte: CAMPANA-FILHO, 2007
Este polissacarideo apresenta caracteristicas interessantes para aplicagdes
biotecnoldgicas e biomédicas (CAHU, et al., 2012). Portanto, pesquisas que envolvam a

quitina tém sido desenvolvidas, como a estimativa de producdo deste polimero em machos,
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fémeas e cistos em alguns crustidceos da ordem anostraca. Os niveis de quitina variam de
fémea para macho nos estagios de juvenis, sendo nos machos geralmente encontrados 0s
maiores valores (Tabela 3) (CAUCHIE, et al., 1997).

Em cistos, os niveis de quitina variam de 5,6-18,0 mg de quitina por g de massa seca
nos anostracas. Para as espécies Thamnocephalus platyurus e Artemia salina o teor de quitina
nos cistos é de 11,4 mg e 18,0 +1,5 respectivamente (Tabela 2). Poucos sdo os estudos
relacionados aos niveis de quitina nos cistos em espécies de crustaceos, entretanto, sabe-se da
existéncia deste polimero na composic¢do do cérion, parte externa dos ovos, para a protecdo
interna (do animal) contra a dessecacdo em periodos adversos. Este polimero apresenta papel
bioldgico na eclosdo dos ovos, que em condicdes ideais, a maquinaria do cisto libera enzimas
para a quebra da quitina, ativando uma cadeia de reagcdes enzimaticas permitindo a ecloséo.
Portanto, a aceleracdo da quebra do periodo de dorméncia sé é possivel com o uso quimico e
enzimatico, uma vez que, o processo de eclosdo nao foi naturalmente ativado (LODISH, et
al., 2014).

2.4 Métodos de eclosdo e mecanismos de acdo no estado de dorméncia de cistos de Anostraca

A grande maioria dos crustaceos da ordem Anostraca, adaptado a vida em ambientes
aquaticos temporarios, evoluiram para ciclos de vida curtos e fases de laténcia resistentes a
dessecacdo, sob a forma encapsulada, chamados de cistos ou ovos (BERNICE, 1972). Para
estes organismos reiniciarem o ciclo reprodutivo precisa que haja hidratacdo dos cistos para
posterior eclosdo. Porém, a eclosdo ocorre de forma parcelada, desigual e o periodo de
ecloséo dependera de cada espécie.

De todos os diferentes aspectos da biologia dos anostracas, o estudo de ecloséo e
desenvolvimento tem atraido a atencdo de poucos pesquisadores. Assim, o efeito da secagem
e limpeza sobre a eclosdo dos ovos/cistos tem sido uma das abordagens pouco investigada
(HAY E HAY, 1889; BOND, 1934; DEXTER, 1946). Poucos estudos relatam a importancia
de metodologias para melhorar a eficiéncia de eclosdo destes cistos, se destacando 0s
trabalhos relatados por Dumont e Casier (1992), Lopes et al., (2007), Pereira e Neto (2010) e

Santos et al., (2019) com o uso de produtos quimicos.



Tabela 3: Quitina de cistos, juvenis e adultos de espécies de Anostracas.
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Sexo ou estadio de

Teor de quitina

Especies desenvolvimento n (mg de quitina/g
de massa seca)

Streptocephalus

dichotomas Machos 3 29.2+2.0
Fémeas 3 26.8+7.2
Adultos (machos = fémeas) 6 28.0+49

Streptocephalus

probposcd(gus Machos 4 22.7+£6.2
Fémeas 3 193+2.2
Adultos (machos = fémeas) 7 21.2+49

Streptocephalus

simpplex P Machos 3 327427
Fémeas 3 31.2+22
Adultos (machos = fémeas) 6 320+x24
Larval 2 13.7+4.4

Streptocep halus Adultos (machos = fémeas)

torvicornis 2 21.3+0.2

Tramnocephalus

platyurus P Machos 4 25.7+2.3
Fémeas 5 25.4+1.6
Adultos (machos = fémeas) 9 25.6+1.8
Cistos 1 11.4

Dendrocephalus Machos 3 149 +0.6
Fémeas 3 151+£1.1
Adultos (machos = fémeas) 6 15.0+0.8

Chirocephalus

diaphanEs Machos 4 21.0+1.3
Fémeas 5 113+19
Adultos (machos = fémeas) 9 145+7.1

Artemia salina Machos 3 21.0+2.6
Fémeas 3 9.2+09
Adultos (machos = fémeas) 6 15.1+6.7
Larval 3 5.6+0.7
Cistos 3 18.0+15

Branchipus schaefferi Machos 3 21.3+49
Fémeas 3 15.1+27
Adultos (machos = fémeas) 6 18.2+4.9

Fonte: CAUCHIE, et al., 1997

Os ovos de anostracas podem se desenvolver sem secagem e em condicOes de

dissecacfes a temperaturas extremas do meio (COTTARELLI, 1966). Os cistos de

microcrustaceos sdo do tipo que resistem a dessecacdo e a temperaturas externas e voltam a
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sua forma ativa quando no ambiente as condi¢bes sdo favordveis para eclosdo e
desenvolvimento do nadplio. Para a Artémia, a eclosdo dos nauplios depende absolutamente
dos fatores fisicos e quimicos durante o periodo de incubacéo, tais como temperatura (25-
35°C), salinidade (15-35 ups) e pH (em torno de 8,0) (LAVENS E SORGELOOS, 1996).
Condicdes ideais para producdo de nauplios de D. brasiliensis ocorre com a coleta, limpeza e
secagem dos cistos, estes ap0s secos devem passar por um periodo de dorméncia de 10 dias.
Assim, os cistos eclodem com 24 horas em condicdes ideias temperatura (26 — 30 °C) e pH (7
—8,5) (SANTOS et al, 2019).

Os aspectos bioquimicos que envolvem a quebra do estado de dorméncia de cistos é
verificado por Dumont e Casier (1992), na espécie de dgua doce, Thamnocephalus platyurus.
Estes autores utilizaram o &cido retindico como um agente morfogénico e uma fonte de ion
calcio (Calcio Inofdrico) na reativacdo do cisto. Na qual testou a influéncia individual, e
conjunta, destes reagentes. Pereira e Santos-Neto (2010) verificaram a influéncia do acido
Ascorbico e ions Célcio na eclosdo de Dendrocephalus brasiliensis, e observou que os dois
produtos quimicos apresentam uma forte influéncia na aceleracéo e eficiéncia de ecloséo de
cistos na espécie proposta. Alguns trabalhos tém buscado diversas técnicas na eficiéncia de
eclosdo dos nduplios de Anostracas e poucos envolvem metodologias que envolvam a
atividade enzimética. O mais recente trabalho descrito por Santos et al. (2019), mostrou que a
eclosdo de cistos de D. brasiliensis pode ser acelerada pela acdo individual da enzima
quitinase e associada ao hidroxido de célcio e acido ascorbico proporcionou uma eficiéncia de
eclosdo de 96% em 24h.

A caracteristica da acdo enzimatica sobre 0 organismo € a sua especificidade, em que o
conjunto de enzimas envolvidas na degradacdo da quitina s@o quitinases. As quitinases séo
endoglicosil-hidrolases que clivam de forma especifica as ligacdes O-glicosidicas da quitina,
entre os carbonos Cl e C4 dos residuos de [-1,4-N-acetilglucosamina (GIcNAc). Em
crustaceos, estas enzimas sdo associadas a degradacdo parcial do exoesqueleto durante o
desenvolvimento do animal, por um mecanismo que estd sobre controle hormonal, ja& em
cistos de microcrustdceos pode atuar na hidrolise da quitina presente nos mesmos,
modificando sua estrutura, ou seja, levando a sua eclosdo e consequentemente melhorando a
eficiéncia de eclosdo (GODONE, 2011; SANTOS et al., 2019).

Na eclosdo, o hidroxido de célcio atua na reativacdo dos cistos devido ao processo de
desfosforilacdo de enzimas latentes, através da via calmodulina (proteina capaz de ligacdo
com ions de célcio, extremamente conservada ao longo da escala zooldgica e essencial para a
atuacdo de diversos hormoénios (DUMONT E CASIER, 1992). A calmodulina apresenta
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quatro sitios ativos na qual se ligam os fons Ca*?, a ligagdo do calcio a calmodulina, formando
o complexo calcio-calmodulina quinase Il permite que ela faca uma mudanca conformacional,
ativando-a e permitindo estimular uma variedade de enzimas. Assim, a proteina calmodulina
funciona como um ativador da maquinaria celular enzimatica que esta inativa durante o
processo de dorméncia dos cistos de anostracas. J& o &cido ascérbico funciona como agente
morfogénico, na diferenciacdo dos tecidos atuando no amadurecimento e desenvolvimento
dos nauplios. Estes dois produtos sdo de facil aquisicdo no mercado e de preco acessivel e que
apresentam influencia na aceleracdo e eficiéncia de eclosdo do nauplio de microcrustaceos
(DUMONT E CASIER 1992; PEREIRA E SANTOS-NETO, 2010; LODISH et al., 2014).

2.5 Modelos de producdo em aquicultura

Aguicultura é a atividade que visa o cultivo de organismos aquaticos, como algas,
peixes, moluscos, crustaceos, anfibios e répteis, em ambiente aquéatico controlado ou
semicontrolado. E para atender o crescimento acelerado da atividade e os requerimentos
nutricionais dos animais, além do uso da racdo para alimentacdo, é necessario o uso de
alimento vivo, principalmente nas fases iniciais de cultivo. Entretanto, a producéo de alimento
vivo, ou cultivo de invertebrados aquaticos sempre foi um fator limitante nas praticas de
aquicultura (TAKAHASHI et al., 2010).

Dentro da aquicultura hd modelos de cultivos que vém sendo bastante utilizados para
elevar a producdo de peixes e crustaceos. Porém, a atividade aquicola gera consideravel
volume de residuos, sendo necessario uma demanda maior de agua para a manutencdo e
renovacdo da dgua de producdo. Desta forma, a implementacdo de sistemas de producdo e
técnicas de manejo que presam pelo uso racional da dgua e reducéo das descargas de efluentes
(sistemas de recirculacdo de agua) é importante. A classificagdo dos modelos de producéo
pode ser feita de varias maneiras, e dentre elas se tem a classificacdo baseada no uso da &gua,
classificando os sistemas como aberto, quando ndo ha reutilizacdo da &gua efluente, semi-
fechado quando uma parte da agua retorna através de bombeamento, e fechado quando toda a
agua passa por um processo de tratamento e é reutilizada, necessitando de rigor nos
pardmetros de sustentacdo econdmica, social e ambiental (SILVA, 2019).

O desenvolvimento de métodos de cultivo no setor, como reuso de agua, proporcionou
o0 maior controle do ambiente aquéatico, que se traduziu em ganhos de produtividade e
qualidade no cultivo de moluscos, algas, peixes e camardes. A atividade passou a apresentar

beneficios ambientais relevantes, & medida que comegou a ser praticada em pequenas areas,
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reduzindo-se, assim, o numero de hectares para producdo de uma maior quantidade de
proteinas, usando menos agua de que outros sistemas e contribuindo para a redugdo da
pressdo antropica do ambiente. Porém, o sistema fechado em que se recircula a mesma agua
varias vezes pelo cultivo precisa de um controle maior nos parametros, tratamento de residuos
e doencas (MARTINS et al. 2009; BLIDARIU E GROZEA 2011).

A flora microbiana em sistema de recirculacdo de agua inclui as bactérias benéficas,
porém algumas sdo patdgenos obrigatorios ou facultativos e podem causar doencas, pois as
cargas bacterianas no sistema de recirculagdo podem ser altas. Devido a recirculagdo, as
doencas podem se espalhar facilmente de um tanque para outro e a qualidade da 4&gua muda
com severo impacto a saude do animal cultivado (MARTINS et al., 2009; STEENFELDT
2015). Desta forma, um modelo e técnicas de manejo capaz de promover bom desempenho
zootécnico, sanidade animal e sustentabilidade pode ser proposto para o cultivo de qualquer
organismo aquético.

Estudos sobre eficiéncia do sistema de producao e técnicas utilizadas leva a eficientes
resultados produtivos de biomassa, taxa de crescimento, producdo de cistos (ovos) e valor
nutricional, como também o conhecimento da produtividade méxima em que pode se chegar
em cultivos de qualquer organismo aquatico em diferentes estruturas de producdo.
Atualmente, as avaliacfes de producdo em sistemas aquicolas se restringem a cultivos de
camardes, peixes e rés, ndo havendo dados de sistema de producdo para animais utilizados

como alimento vivo na aquicultura (ARAUJO et al., 2018).

2.6 Doencas em animais aquicolas cultivados

A maioria das doencas que causa prejuizo aos produtores de organismos aquéticos é
provocada por agentes infecciosos, como resultado da incidéncia de bactérias, fungos e virus,
sendo as doencgas virais e bacterianas apontadas como o principal desafio enfrentado pelos
produtores aquicolas em todo o mundo, causando grandes perdas anuais. A Organizacao
Mundial da Saiude Animal, divulgou recentemente a lista de patdgenos causadores de doencas
infecciosas em crustaceos, com maior ocorréncia e nimero de notificacbes para o0s virus da
Necrose Infecciosa Hipodermal e Hematopoiética (Penaeus stylirostris densovirus - PStDNV),
0 virus causador da Mionecrose Infecciosa (Infectious myonecrosis virus - IMNV) e o virus
da mancha branca (WSSV) considerado o mais difundido e desastroso em cultivo de
camardes pela sua alta morbidade e mortalidade (VALDEZ et al., 2014; ROCHA, 2017; OIE,
2019) (Tabela 4).
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Além dos camardes, zooplanctons (PORCHAS-CORNEJO et al. 2018) algumas
poliquetas (vermes aquéticos) (VIJAYAN et al., 2005), caranguejos (DING et al., 2015; DAS
et al., 2016), lagostas (MUSTHAQ et al., 2006), lagostim (HUANG et al., 2015) e copépodes
(ZHANG et al., 2008) foram identificados como possivel fonte de infeccdo por WSSV na
carcinicultura. No microcrustaceo artémia, ja se sabe que pode ser um vetor e hospedeiro
horizontal da mancha branca (L1 et al., 2003; ZHANG et al., 2010).

Tabela 4: Patogenos incluidos na lista de notificagdo obrigatéria da OIE (2019) reconhecidos como causadores
de doencas infecciosas em crustaceos.

Patdgeno Doenca Etiologia

Aphanomyces astaci Praga da Lagosta ou Praga do Lagostin ~ Flngica
Doenca da Necrose Hepatopancreatica

Vibrio parahaemolyticus Aguda Bacteriana
Hepatobacter penaei Hepatopancreatite Necrosante Bacteriana
Penaeus stylirostris densovirus Necrose Infecciosa Hipodermal e

(PstDNV) Hematopoiética Viral

Infectious myonecrosis virus
(IMNV) Mionecrose Infecciosa Viral

Macrobrachium rosenbergii

nodavirus Doenca da Cauda Branca Viral
Taura syndrome virus (TSV) Sindrome da Taura Viral
White spot syndrome virus (WSSV) Sindrome da Mancha Branca Viral

Yellow head virus genotype 1
(YHV1) Doenca da Cabeca Amarela Viral

A manutencdo de altas densidades de populagbes em é&reas limitadas favorece o
surgimento e a propagacdo de doencas responsaveis por grandes mortandades e perdas
econémicas significativas. Além disso, a combinacdo do manuseio inadequado, tanto em
sistemas intensivos quanto semi-intensivo, promove uma redugdo na qualidade da agua, o que
leva as mudancas ambientais que geram estresse em animais com alteracGes no sistema
imune, o0 que pode resultar em grandes perdas na produgdo (ABRAHAM E SASMAL, 2009).

O aumento da atividade aquicola nos corpos de agua doce também trouxe como
consequéncia, o risco de outras doencas causadas por bactérias patogénicas, que constituem o

grupo de agente etiolégico economicamente mais significante depois dos virus. Algumas
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bactérias, como as dos géneros: Aeromonas, Cytophaga, Mycobacterium e Pseudomonas
estdo sempre presentes nos tanques, e associadas a presenca de fatores estressantes pode
desencadear o aparecimento de doencas (KLOSTERHOFF, 2017).

Bactérias oportunistas em geral da ordem das Vibrionaceas, do género Vibri, e bem
como Aeromonas e Pseudomonas, acometem com frequencia a produgdo de camardo. Os
sinais tipicos de vibriose incluem septicemia, hemorragia e Ulceras na superficie corporal
(EKELEMU et al., 2016; HAMZA et al., 2018). Em exemplares de Litopenaeus vannamei e
L. Stylirostris analizados por Alvarez et al., (2003) foram encontradas regiées melanizadas no
exoesqueleto relacionadas com a presenca de vibrios spp e Vibrio harveyi que prejudicou o
desenvolvimento dos camarfes. Da mesma forma, as bactérias pertencentes ao género
Pseudomonas também sdo significativas em contribuir para a mortalidade de espécies
cultivadas. Resultados relatados por Hamza et al., (2018) para Artemia salina, mostraram
resultados positivos para presenca de Pseudomonas, quando observados movimentos lentos,
descoloragdo nas superficies corporais, retardo de crescimento e redugdo da atividade
alimentar pela espécie.

Prevenir e controlar doencas bacterianas sdo, portanto, uma questdo importante em
ambientes da aquicultura. Desta forma, séo utilizados microorganismos biorremediadores e
probidticos com a finalidade de matar ou inibir o crescimento de agentes patogénicos e
equilibrar o meio, combatendo a mortalidade excessiva dentro da producéo. O sucesso deste
tipo de atividade também depende da implementacédo de boas praticas de manejo nos sistemas
de producédo, como controle da qualidade da agua, fornecimento de alimentacéo equilibrada e
de qualidade, garantindo assim a salde dos animais e consequentemente a prevencao de
doengas (GASTALHO, 2014; STALIN E SRINIVASAN, 2016).

2.6.1 Definicio de probidtico e seu mecanismo de acéo

Em definicdo geral, probiotico sédo suplementos de microrganismos vivos capazes de
colonizar, estabelecer-se e multiplicar-se no intestino do hospedeiro contribuindo para o
equilibrio da flora intestinal e na prevencdo de doengas através da estimulacdo do sistema
imune (NAYAK, 2010; ANDRADE E AZEVEDO, 2018). Na aquicultura, probidticos séo
usados na alimentacdo ou diretamente na &gua de cultivo, e ao serem ingeridos, 0s
microorganismos entram no trato gastrointestinal e sdo mantidos vivos com o objetivo de

fortalecer o sistema de defesa dos animais. Desta forma, ocorre melhor aproveitamento de
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nutrientes e um ambiente saudavel para os animais (AKHTER et al., 2015; DAWOOD et al.,
2019; ELSABAGH et al. 2018).

As pesquisas sobre o uso de probioticos em organismos aquaticos iniciaram-se no final
da década de 1980, e o0 seu uso tem sido uma alternativa na aquicultura em melhorar o
desempenho dos animais cultivados com resultados promissores para peixes e larvas de
crustaceos. E como produto promotor de crescimento, deve possuir algumas caracteristicas,
tais como, conseguir sobreviver ao trato gastrointestinal, aderir células da parede intestinal,
reduzir ou prevenir patdgenos, ndo ser patogénico ao hospedeiro, além de sobreviver a longos
periodos de estocagem e armazenagem (VINE et al., 2006; CHANTHARASOPHON et al,
2011).

Dentre 0os microorganismos ja testados como probidticos na aquicultura estdo,
Lactobacillus sp., Enteroccus sp, Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. cereus, Saccharomyces
sp., e até mesmo algumas especies do género Aeromonas e outros grupos de bifidobactérias.
Parte dessas bactérias sao conhecidas como acido laticas (BALS), como as espécies Bacillus
subtilis e Bacillus cereus, que sdo 6timos candidatos a probidticos utilizados em organismos
aquaticos. Essas espécies sao bactérias que podem ser liofilizadas e, portanto, sdo capazes de
sobreviver a altas temperaturas, como, por exemplo, apds o processo de peletizacdo, podendo
ser armazenadas em temperatura ambiente sem qualquer efeito deletério, resistindo ao baixo
pH chegando intactos ao intestino delgado (CUTTING, 2011; HAI, 2015; SHI et al., 2016).

E importante que as bactérias sejam hospedeiro-especificas para que um melhor efeito
seja obtido, uma vez que em locais especificos no trato gastrointestinal estdo presentes grupos
de microrganismos caracteristicos, como bactérias bifidas predominantes no cdélon e
lactobacilos predominantes no intestino delgado, que modulam a microbiota, através de seus
produtos metabdlicos. Portanto, 0s probidticos podem apresentar composicdes e
caracteristicas distintas, mesmo aqueles pertencentes a mesma espécie de microrganismos e
de diferentes cepas (TINH et al., 2008; VILLASENOR et al., 2012; AKHTER et al., 2015).

Os microrganismos que compdem 0s probidticos, aléem de proteger o epitélio, evitam
que os patdgenos utilizem aminoacidos, minerais e carboidratos para a fermentacdo de
toxinas. Os organismos vivos também atuam na competicdo pela absor¢do de ferro,
imunoestimulagéo e disponibilidade de enzimas digestivas, proporcionando maior capacidade
de captura e metabolizacdo de nutrientes presentes no Iimen do que os patogénicos que nao
estdo aderidos (FULLER, 1989; ROTH, 2000; BANERJEE E RAY, 2017).

O uso de probidticos vem promovendo grande interesse da industria da aquicultura.

Desta forma, é de fundamental a realizacdo de estudos que avaliem o uso de probioticos na
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larvicultura de espécies comerciais de camardes, peixes, e outros animais aquaticos.
Avaliando seus beneficios quando adicionados a dieta, que sdo melhorar a qualidade da &gua,
absorcdo de nutrientes, sistema imunoldgico, e as taxas de sobrevivéncia e desempenho
zootécnico, como ganho de peso e crescimento dos animais cultivados (CHITMANAT, 2002;
HAY, 2015; BANERJEE E RAY, 2017).

2.6.2 Probiotico na aquicultura

A intensificacdo da préatica aquicola tem proporcionado aumento do estresse animal
e ambiental trazendo como consequéncias 0 aumento da ma qualidade da agua (pela grande
guantidade de alimento utilizado e producdo de fezes de animais) e surtos de doencas que
enfraguecem a producao e a sustentabilidade da atividade. Desta forma, o sucesso em cultivo
de organismos aquaticos depende da implementacdo de boas praticas de manejo,
principalmente o controle de qualidade da agua, realizacdo de quarentena e aquisi¢cdo de
novos lotes geneticamente resistentes a patdégenos, fornecimento de alimentacéo de qualidade
e balanceada, para garantir a salde dos animais e, conseqliente prevencdo de doencas
(TAVECHIO et al., 2009; OLMOS et al., 2019).

As espécies de bacteérias E. coli, Salmonella, Pseudomonas, Streptococcus e Vibrio
(Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. campbellii), s&o mais comuns em cultivos de
camarbes e de peixes pela intensificacdo da atividade e aumento das atividades
antropogénicas proximo as fazendas. As espécies patogénicas sdo adaptadas e produzem
metabdlitos tdxicos inseguros que ameacam a sanidade dos animais cultivados (ROY et al.
2013; LIU et al. 2015).

Para controlar as doencas do ambiente aquatico foram realizados testes com
antibioticos, entretanto sua aplicacdo resultou em resisténcia antimicrobiana entre bactérias
patogénicas causando muitos problemas e riscos que afetaram negativamente o ambiente e a
salde do hospedeiro. Em alternativa, atualmente o uso de probiético tem sido utilizado como
meio sustentavel, seguro e ndo convencional com capacidade de melhorar o crescimento,
eficiéncia e a satde de animais cultivados. Desta forma, probidticos tem sido alvo de varios
estudos englobando bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, microalgas e leveduras. Os
microrganismos mais utilizados como probidticos sdo as espécies Lactobacillus acidophilus,
L. casei, Bacillus sp., Bifidobacterium bifidum, Lactococcus lactis, Streptomyces e também a
levedura Saccharomyces cerevisiae. Os probioticos sdo aplicados através de cepas isoladas ou

combinadas, vivas ou inativas como aditivo a agua, associados (bioflocos) e nas formulacGes
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de dietas de varias espécies de animais aquaticos cultivados, sendo encontrados resultados
mais eficazes com o uso de cepas combinadas. (HAY, 2015; DAWOOD E KOSHIO, 2016;
DAWOOD et al., 2019).

O uso de probidticos abriu uma nova era na producdo aquicola industrializada e seu
uso ganhou crescente interesse cientifico e comercial sendo ultilizados em alimentos que
promovem a salde através de suplementos terapéuticos, profilaticos e de crescimento. Dietas
suplementadas com probidticos sdo digeridas e absorvidas de forma mais eficiente devido a
capacidade dos probidticos de produzir enzimas digestivas (amilases, proteases e lipases,
etc.), metabdlitos secundarios e fornecerem nutrientes (vitaminas, &acidos graxos
aminoacidos), que podem contribuir para o processo de digestdo, bem como na assimilacdo
dos componentes da dieta, que resulta em melhoria da sadde geral, condicdo e desempenho de
crescimento de animais aquaticos. Estudos também tem avaliado os efeitos
imunomoduladores induzidos por probidtico na aquicultura (HOSEINIFAR et al., 2016;
DAWOOD et al., 2019).

Probiodticos tem se tornado efetivas estratégias de controle de doencas em
aquicultura. Espécies como tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), salmdo do Atlantico
(Salmo salar L.) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas com dietas
suplementadas com probi6ticos aumentaram sua resisténcia contra infecgBes de patdgenos
bacterianos (Edwardsiella sp., Aeromonas sp., Flavobacterium sp., Photobacterium sp. e
Vibrio spp.) (HOSEINIFAR et al., 2016; DAWOOD et al., 2019). Em estudo realizado por
Mello (2013), os resultados demonstraram que o percentual de sobrevivéncia relativa dos
peixes foi maior (89,47%) com a adi¢do de probidtico em relacdo ao grupo controle (76,61%).
E 0 uso de probidtico ainda proporcionou o aparecimento de bactérias benéficas (B. cereus e
B. subtillis) no trato intestinal como um maior nimero de unidades formadoras de colénias.

Ja em trabalhos com camardes, Li et al. (2009) relataram que a suplementagdo
alimentar com B. megaterium influenciou o equilibrio microbiano do intestino, a resposta
imune e a resisténcia a doencgas pelo virus da sindrome da mancha branca. Tan et al., (2016)
descreve a importancia do género Streptomyces na formulagdo de probidtico, pois é uma
espécie que exibe atividade antiviral, especificamente contra o virus da WSSV, além da
atividade de antiviruléncia em Vibrio sp e outros patdgenos bacterianos, produzindo
compostos inibidores e metabodlicos envolvidos na formagéo de biofilme.

Nimrat (2011), descreve que as composicdes de probiodticos afetaram
significativamente o crescimento e a sobrevivéncia de pds larva de Litopenaeus vannamei

quando foram administrados com bactérias e leveduras ou bacteérias, leveduras e Chaetoceros.
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Isto indicou que as duas combinagdes de probioticos foram igualmente eficazes no aumento
do crescimento e sobrevivéncia das pos larvas. Outro estudo demonstrou que em camardes da
espécie L. vannamei foi verificado o aumento da sobrevivéncia e o 6timo desenvolvimento
em larvas, com o uso de Bacillus sp, que modulou a microbiota intestinal em camardes. Desta
forma, 0 manejo das combinacdes adequadas de isolados de Bacillus selecionados é uma boa
opcdo para melhorar a saude, a taxa de desenvolvimento e a sobrevivéncia no camarao
(VILLASENOR et al., 2012).

No trabalho realizado por Costa et al., (2016), utilizando dois tipos de probidticos
combinados com varias cepas (P1 contendo Bacillus subtilis, B. licheniformis, Lactobacillus
acidophilus, B. pumilus e Saccharomyces cerevisiae e P2 com uma mistura de B. subtilis, B.
licheniformis, Pediococcus acidilactici) para a espécie L. vannamei em sistema de larvicultura
comercial, 0 uso de P2 apresentou melhores resultados do que com o uso do P1 para os
estagios de PL 1 e PL 5. Entretando, em PL10, os pardmetros de crescimento (comprimento,
peso, taxa de crescimento especifico e ganho de peso) avaliados ndo diferiram entre os dois
tratamentos. Desta forma, a escolha a partir da viabilidade e facilidade de obtencdo do
produto deve ser levado em consideracdo. Outros estudos com uso de probioticos sdo
descritos para avaliar o crescimento e sobrevivéncia de pds-larvas de Macrobrachium
rosenbergii (VENKAT et. al., 2004) e no desenvolvimento inicial de juvenis de robalo-peva
(SOUZA et al., 2017).

Para os microcrustaceos, como Artémia, probidticos tem proporcionado aumento da
sobrevida em nauplios apds desafios com espécies de Vibrios (GIARMA et al., 2017,
ZOUMPOURTIKOUDI et al., 2018). Ferreira (2017) enriqueceu artémia com probiético e a
utilizou como alimento para juvenis de cavalo-marinho Hippocampus reidi e verificou valores
positivos no aumento do desempenho zootécnico.

Além de atuar no desenvolvimento e imunidade contra patégenos dos animais
aquaticos, as bactérias presentes nos probidticos podem atuar na biorremediacdo da agua,
oxidando materia organica e CO> particulado. Varias pesquisas destacaram que probioticos
incluindo bactérias e leveduras, proporcionam um ambiente de cultivo de organismos
aquaticos através da reducdo da proliferacdo de bactérias patogénicas e fitoplancton
prejudiciais, bem como via biorremediacdo de residuos organicos na agua de criacdo
(BANERJEE E RAY, 2017; ELSABAGHET et al., 2018).

Foram relatadas duas tentativas de tratamentos bacterianos para melhorar a qualidade
de &gua e rendimento da producdo de Penaeus monodon, em que biofiltros flutuantes pre-

inoculados com bactérias diminuiu as concentracGes de amonia e nitrito na agua de cultivo e
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aumentou a sobrevivéncia do camardo (PORUBCAN, 1991a). A espécie Bacillus sp., tem se
mostrado um importante microorganismo que pode melhorar a qualidade de &gua, e sua
introducdo em cultivo de camardo reduziu a demanda quimica de oxigénio, e aumentou a
sobrevivencia da espécie (PORUBCAN,1991b). Queiroz e Boyd (1998) também descreveram
que a espécie Bacillus sp. proporcionou resultados satisfatérios com o aumento da
sobrevivéncia e producdo de bagres, porém ndo houve interferéncia nos pardmetros de
qualidade da &gua.

A adicdo de probioticos com a espécie Bacillus em diferentes formas e modo de
aplicacdo as fases de larva e pés-larva de camardo foi associado a niveis significativamente
reduzidos de amonia, nitrito e pH. A formacdo da amonia, ocorre como resultado da
decomposicdo aerobia e anaerdbia da matéria organica oriunda de resto de racdo e fezes dos
cultivos. Desta forma, o papel das bactérias, € realizar a conversao da amonia e do nitrito em
nitrato envolvendo reacdes de oxidacdo e sintese com consumo de oxigénio e formacgdo de
acido carbbnico, e consequentemente, levando a uma redugdo do pH (LAKSHMANAN E
SOUNDARAPANDIAN, 2008; NIMRAT et al., 2011).

Outros estudos mostraram que 0 uso de probidticos ndo afetam valores de
temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, nitrato e fosfato na dgua de cultivo. No entanto,
0 uso de probidticos liofilizados diretamente na dgua teve uma influéncia notavel nos valores
de pH, amonia e nitrito. (NIMRAT et al., 2012).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The freshwater microcrustacean Dendrocephalus brasiliensis, known as branchoneta, has been considered for use
as an alternative live feed for commercial aquatic organisms during larval development. However, there are
limited studies on techniques to improve nauplii hatching. Thus, the aim of this work was to develop a method
for reproduction and cyst recovery, following a new process for nauplius production by the enzymatic action of
chitinase and/or chemical treatment. The physical and chemical water parameters and hatching rate were
maaitored, while morphological changes on nauplii were evaluated after enzyme and chemical treatment by
Scanning Electron Microscopy. A hatching protocol was developed for the use of Ca(OH),, ascorbic acid and
enzyme, wherein the most efficient concentration of enzyme for hatching cysts was determined. The con-
centrations of commercial chitinase tested were 0.008 UmL~*, 0.08 UmL~" and 0.16 UmL " in 20 mg of cysts,
which resulted in the ideal concentration of 0.16 UmL ™" yielding 88% hatching efficiency. Therefore, the
concentration of 0.16 UmL ™" was used for the second experimental test, which consisted of a control and five
experimental treatments with three replicates. In T1, the cysts were subjected to chitinase, T2 to calcium hy-
droxide, T3 to ascorbic acid, T4 to cakium hydroxide and ascorbic acid and TS to calcium hydroxide, ascorbic
acid and chitinase. The use of the enzyme showed an increase in the hatching rate of the branchoneta, and the
addition of calcium hydroxide and ascorbic acid further increased the hatching efficiency of the mauplii (96%).
At the naupliar stage one, the treatment with the use of chitinase, calcium hydroxide and ascorbic acid did not
present morphological alterations in nauplii. In larval stage two, nauplii already initiate alterations in the region
of the abdomen with TS, with segments developed for the naupliar stage. Therefore, the use of enzyme asso-
ciated with chemicals promotes an increase in hatching when compared to the traditional hatching process.
Moreover, this treatment also promotes a reduction of hatching time, as > 80% of total hatching was observed
on the first day. The proposed protocol could be used for the hatching of branchoneta cysts for the use of nauplii
offered as food until naupliar stage 2 in fish and shrimp larviculture.

Keywords:
Microcrustacean
Chitinase
Nauplit

Cyst hatching
Branchoneta

1. Introduction

Fishery production in Brazil has been increasing at an accelerated
rate when compared to any other food-producing sector of animal
origin (FAO, 2016), and aquaculture is a major contributor to this
growth. Some sectors of aquaculture, such as larviculture, still come
across obstacles that limit the production of potential farming species.

* Corresponding author.

Among the problems to be solved, the demand for live or inert feed
(frozen biomass) is pivotal to improve production during the larval
phase (Lopes et al., 2011).

Currently, Artemia sp. is the main living food for nourishing aquatic
species, due to the use of techniques that favor the high hatching rate of
nauplii and their nutritional value. This microcrustacean has been
successfully used as an initial feed for shrimp and fish larvae (Galloway
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et al., 1999; Britt et al., 2001; Cibele and Andreatta, 2003). Artemia is a
saltwater species, and when used as food for freshwater systems, it does
mot remain active for long, kecause of the csmotic shock that ccours due
to the difference in salinity (Beux and Zaniboni Filho, 2006). Therefore,
further studies are necessary to enable the cultivation of other organ-
isms that add value to the advance of freshwater larviculture.

The species Dendrocephalus brasiliensis, regionally known as bran-
choneta, 5 an Anostraca freshwater microcrustacean of the Family
Thamnocephalidae, with wery little known about its biology and
hatching efficiency. Few studies have focused on branchoneta utiliza-
tion in the aguaculire industry, as well the behavior, reproduction,
cyst production and dietary wtilization for camivorous farmed fish,
shrimp and omamental fish (Lopes et al, 2008). Other studies have
attempted to increase the efficiency of nauplii hatching, one of the
obstacles to their use in replacement to Artemia, but with little success
(Lopes et al., 20117 Pereira and Santos-Neto, 2010).

In general, the cysts of the Anostraca, are formed of chitin, and the
levels wvary from 56 to 18.0mg chiting ! For the species
Thammaocephalus planyurus and Arfemia saling the content of chitin in the
cysis is 11.4 and 18.0 mg-g ~ ! respectively (Cauchie et al., 1997). Chitin
is cleawved by a hydrolytic system classified as endo-chitinases, exo-
chitinases and B-N-acetylglucosaminidase. In crustaceans, chitinases
are directly related to the regulation of the synthesis and degradation of
chitin tegument. Chitinase degrades the chitinous walls present in cysts,
thus promoting biological activity by inactivating the latency and
possibly stimulating a better hatching of nawplii (Splinder-Barth, 1993)

The considerable advance in fish and shrimp larviculture, being able
to become a link in the farming of shrimp and fish, may represent an
advance in aquaculture development. Therefore, the objective of this
work was to develop a method for reproduction and cyst recovery in
culture tanks, following a new process for D brosiliensis nauplius pro-
duction by the effect of enzymatic action of chitinase and/or chemical
treatment on the hatching of the cysts.

2. Material and methods
2 1. Production of branchonenas and cyses

The production of branchonetas and cysts was carried out at the
Agricultural  School of Jundiaf, Specialized Academic Unit in
Agricultural Sciences of the Federal University of Rio Grande do Norte,
located in the city of Macalba/RN.

Initially, 5g of hatching cysts were maintained in the ratio of
1gL~"! of water in 2L PET bottles. After 24 h the hatched nauplii were
acclimatized to 500 L (height 0.58 m, base diameter 0.95m and top
diameter 1.22 m) still water tanks with aeration until they reached
ovisac formation, and then transferred to 1000 L (height .76 m, hase
diameter 1.16 m and top diameter 1.51 m) tanks adapted for the col-
lection of cysts. The feeding of the branchonetas consisted of phyto-
plankton with a dominance of unicellular Chlorophyceae (Scenedesmus
spp., Chiorella sp. and Peepdokirchneriella sp.). The microalgae were
cultured in laboratory conditions in photobioreactors with continuously
bubbling air to create a flow. Water exchanges and cleaning of the tanks
were performed weekly, along with collection of cysts. The water
parameters were constantly monitored and kept at 28 £ 1°C
pHE = 0.5 and DO E.E-mg-L'l. Alkalinity and hardness values were
45 and B0 mgl !, respectively.

The cysts were collected by the siphoning method, cleaned by water
jets in a sequence of sieves of 600, 300 and 75 pm mesh, being retained
in the latter. The cysts were submitted to a drying process on a hotplate
at 45°C for 2weeks and then selected with a mesh of 150 pm to max-
imize the removal of impurities, and after the dormancy period
(10 days) were again submitted to hatching (Fiz. 1). The cysts produced
were stored in glass vials in & desiccator until the beginning of the
experiment.
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22 Ewtraction of chitin and evalwation of chitinase activity on branchoneta
cysts

221, Extraction of chitin

The cysts were dried and treated with 18 HCl and 1 M NaOH to
remove minerals and proteins, respectively, during 30 min of shaking (4
times) at room temperature. Depigmentation was performed with 0.1 M
sodium hypochlorite solution and the chitin flakes were washed with
large amounts of distilled water and oven dried at 45 °C, according to
the methodology proposed by Cahd et al, 2012,

222 Chitinese activity

The enzymatic activity was performed in the Laboratory of
Enzymology of the Federal University of Permambuco. Commercial
chitinase from Srrepromyces griseus (Sigma-Aldrich, St Lowis, USA) was
used to treat cysts. Chitinase activity was also evaluated wsing chitin
extracted from the shrimp shell (head and cephalothorax) according to
the methodology proposed by Cahd et al, 2012 Then, chitin suspen-
sion was prepared by solubilizing in 2 M NaOH containing 0,66 M urea,
according to Hu et al. (2007). In tiplicate, a 125 pL aliquot of hydrated
chitin, 125pL of phosphate buffer (0.02M and pH&.0) and 25 pL of
chitinase (1 mgmL~ ') were used. The samples were then incubated in a
37 °C water bath, centrifuged and the supernatant was removed for
reducing sugars using the dinitro-salicylic acid (DNS) method (Miller,
1959), heated at 100 °C for 15min and read with a spectrophotometer
at 570 nm. A standard curve of N-acetyl-glucosamine was carried out in
arder to quantify the hydrolysis. The branchoneta cysts were also used
as a substrate for evaluation of the enzymatic activity of chitinase.
Chitin extracted from cysts were hydrated similarly to shrimp chirtin,
and incubated with chitinase as described to analyze the formation of
reducing sugar by the DMNS method.

2.3 Experimental design

231, Experimental design 10 chitinase

Dried cysis were submitied to three treatments in triplicate with
different concentrations of chitinase, corresponding to treatments E1,
E2 and E3, respectively with 0.008 UmL ', 00&8UmL ' and
0.16UmL"*. The control treatment (C) was characterized by the ab-
sence of chitinase and cysts hatched with distilled water in a volume of
200 mlL.

In each treatment, 20 mg of cysts in 15mlL were incubated in tri-
plicate in a water bath at 37 °C for 1 h. After determination of enzymatic
activity, the volume was filled to 200 mL with distilled water and the
hatching rate was verified after 24 h. Determination of the Hatching
Efficiency was made with the formula

HE('%) = NH{NC x 100

where:
HE({%) = Hatching Efficiency;
NH = Mauplii hatching in the sample;
NC = Total number of cyste in the sample.

232 Experimental design 2 caleium hydroxide, ascorbic acid and
Chitimase

From the determination of the best hatching efficiency observed in
Test 1, the experimental Test 2 was performed (Fig. 1). The assay
consisted of & control and four treatments with three replicates, where
in T1 the cyst was submitted to chitinase, T2 to calcium hydroxide, T3
to ascorbie acid, T4 ascorbic acid and caleium hydroxide and TS in
calcium hydroxide, ascorbic acid and chitinase. The control treatment
(C) was characterized only by the additon of distilled water. The
concentrations of calcium hydroxide (1.3 moll ™ ") and ascorbic acid
(AA, 0011 moll™ lj were followed according to Dumaont ef al. (1992), as
modified by Pereira and Santos-Meto (2000).

In T1 cysts were previously exposed to chitinase as described in
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2 - Optimization of production
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\\

Chitimase assy: 20mg of cysts +
02ml (0.2emg/ml.) in chatissse (pH 6.0)
[0:16 Unl']

Fig. 1. Flowchart of cyst production (1) and hatching using chitinase, ascorbic acld and calaum hydroxide (2), correspanding to the treatment with greater hatching

effictency for [ brasifiensis. AA (Ascarbic acld), Ca(OH),.

Experiment 1. For Treatments 2 and 3 containing the Ca(OH), and AA,
respectively, the concentrations were diluted to 1L of water and
200 mL was withdrawn for each replicate. In T4, the concentrations of
Ca(OH); and AA together were diluted in distilled water. Finally for TS,
the cysts were previously submitted to chitinase in a water bath at 37 °C
for 1 h. The volume was then filled to 200 mL of solution containing Ca
(OH), and AA (Fig. 1). A 20 mg sample of branchoneta cysts was used
for each treatment and hatching efficiency was checked according to
the same methodology described before.

2.3.5. Physical and chemical parameters of water

The dissolved oxygen (mg-L") and temperature ('C) were mea.
sured by a model MO-900 aximeter (Instrutherm, S3o Paulo, Brazil).
The pH values were obtained by a model mPA-210 pH meter (MS
Tecnopon, Piracicaba, Brazil). Alkalinity and bardness of water was
determined following the methodology of APHA, 1585,

2.3.4. Morphological analysis

The morphological characterization of 24 h and 48 h old nauplii was
performed for all treatments and control by scanning electron micro-
scopy (SEM). The nauplii were sampled and fixed with 2.5% glutar.
aldehyde and 4% formaldehyde in a 0.1 M sodium cacodylate buffer
(pH7.2) for 12h at room temperature, Thereafter, samples were wa-
shed in the same buffer and post fixed with 1% OsO4 (w/v) ina 0.1 M
sodium cacodylate buffer (pH7.2) for 1h at room temperature.
Specimens were then dehydrated with increasing concentrations of
ethanol (30, 50, 70, 90 and 100%) for 10min each step. After dehy-
dration, the critical point for the substitution of ethanol with carbon
dioxide was obtained, drying the material and mounting it on metallic
stubs wing double-sided carbon tape. Metallization was then performesd
by covering the material with a thin kayer of gold for visualization and
analysis on a JEOL JSM.5600 LV scanning electron microscope.
Similarly, the produced cysts (dried) were also analyzed with SEM.

2.4. Swtistical analysis

The results were statistically analyzed using SigmaStat software
version 3.5. One-Way ANOVA was applied to verify if there was a
significant difference between the means of the treatments, with the
difference confirmed, the Student-Newman-Keuls (SNK) multiple com-
parison test was applied, with a significance level of p < .05,

3. Results and discussion

About four days after the hatching of the nauplii, the individuals
had already reached the juvenile form. The adult phase was reached
after seven days with the definition of reproductive structures, in-
itiating the production and release of cysts of dark color and octagonal
shape. A total of 9.5g of cysts were produced during the two-month
culture period, accounting for 91,650 cystsg " after the cleaning and
drying process. Studies have shown that each gram may contain
380,000 cysts (Lopes et al,, 2007).

The branchoneta cyst is characterized by a spherical shape whose
surface presents uneven border and smoothly rounded regions, in
which eight points intersect forming polygonal regions (Fig. 2). When
compared to other species of the genus Dendrocephalis, it is possible to
visualize a greater distance between grooves and depressions. In addi-
tion, the depressions are somewhat funnel-shaped due to the reduced
circular background (Mura, 1992). Its size is approximately 269 um
when dehydrated and under conditions for hatching.

Several members of Anostraca present chitin in their compasition,
with significant inter- and intraspecific variation being found in cysts of
Artemia salina and Dendrocephalus brusiliensis (Cauchie et al, 1997),
Chitinase exerts an influence on chitin chain breakdown and possibly
on the dormancy state of the D. brusilienss cyst. This enzyme has ex-
cellent activity from 37 "C and is an important component of the arsenal
of plant defense proteins, by catalyzing the hydrolysis of the main

Fig. 2. Cyst of Dendrocephalus brasiliensts under scanning electron micrascopy.
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carbohydrates of the cell walls of fungi and cysts of microcrustaceans
(Agrios, 1997; Gomes et al., 2010). It was observed that the cyst of D.
brasdliensis presents chitin in ite composition through the activity of the
chitinaze ar a concentration of 1 mg-ml l, obtaining average activicy
caleulated in 132mUmL ", when compared to chitin of shrimp re-
sidues that presented 153mUmL~" (p = _05). The high chitinase ac-
tivity in the branchoneta cyst can be related to the high content of
9.4 mg chiting " in the eyst.

The branchoneta nauplii hatched in the first 48 h at a concentration
of chitinase of 0.16UmL~', with a harching average of
1620.66 + 134.6 nanplii, whereas at 0.08 UmL ™', there was hatching
in 72h, totaling a mean of 131233 + 442 pauplii for 20 mg of cysis.
The treatment with lower concentration of chitinase (0.008 UmL™ ")
did not present a statistical difference from the control and was not
enough to improve the hatching efficiency (Fig. 3A) The higher
hatching rate observed in the treatment with the higher concentration

of chitinase can be explained by the high content of chitin present in the
cyst, showing that the higher the concentration of chitinase, the specific
enzyme to break chitin, the higher the hatching rate.

In order to optimize the hatching rates of the nauplii, Dumont et al.
[1992) observed biochemical aspects invelving the breakdown of cyst
dormancy in the freshwater species Thammocepholus plafyures. This
author used the individual and combined influence of retinoic acid as a
maorphogenic agent to stimulate the development of nauplii and cal-
cium ionophore (a stable Ca* * carrier complex) on cyst activation. For
the species Dr brasiliensis, Pereira and Santos-MNeto (2010) verified the
influence of ascorbic acid and caleiom ions on hatching efficiency, who
acted on the differentiation the tisswe-specific cell (nauplii morphology]
and activation of the enzyme, which act as much in the morphology of
the nauplii as in the hatching, respectively.

Zome factors influence the catalytic activity of enzymes, such as
efizyme concentration, substrate concentration, pH and temperature, so
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Fig. 4. Action of chitinase and additives on the morphology of larval stage 1 (a) and larval stage 2 (b) for D. brusiliensis species. L Coatrol treatment, 11 [0.16 UmL "]
chitinase (T1), lIL [1.3 moll '] calcium hydroxide (T2), IV. [0.1 m mol'L~?] ascorbic acid (T3), V. [1.3 molL "] calcium hydroxide + [0, 1 mol'L '] ascorbic acid
(T4), VL. [1.3mol L") calcium hydroxide + [0.1 mol L™ '] ascorbic acid + [0.16 UmL™ "] chitinase (TS). Antenna filaments (FL) first antenna (1A), second antenna
(2A), antenna (P), mandible (MD), first maxilla (MX1), second maxilla (MX2), anal opening (AL).

that the substrate enzyme relationship influences the reaction rate
(Koga et al., 1999). Therefore, the hatching method using chitinase
demonstrates that the enzymatic action at higher concentrations pro-
motes hatching in a shorter time. In addition to optimizing hatching
time, 0.16 UmL ' chitinase concentrations provide a hatching rate of
88%. From these results the action of ascorbic acid and calcium hy-
droxide as hatching catalysts at a concentration of 0.2 mgmL ' chit-
inase (Fig. 3B) was verified.

In the microcrustacean cysts, the nauplii before hatching are in the

final stage of gastrulation, characterized by the formation of the body
and primary differentiation of the structures, however, the develop-
ment process is inactive (Dum et al,, 1992). Ascorbic acid has the
property of activating the embryonic cell differentiation of living or-
ganisms, acting as a morphogenic agent to replace the retinoic acid
present inside the cyst (Pereira and Santos-Neto, 2010). Other authors
mention that retinoic acid does not function as a primary morphogenic
agent, but it acts on the differentiation of tissue-specific cells (Wanek

et al., 1991; Noji et al., 1991).
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Caleium hydroxide provides Ca+ 2 lons that facilitate the break-
down of the outermost layer of the cyst, called the chorion, reactivating
the cysis due to the process of dephosphorylation of latent enzymes, via
the calmodulin pathway (Dumont et al., 1992). Calmodulin (an essen-
tial protein for the action of several hormomnes) presenis four active sites
in which the Ca+2 ions bind. The binding of calcium to calmodulin
forms the calcium-calmodulin kinase Il complex that allows it to make a
conformational change, activating it and allowing the stimulation of a
variety of enzymes that act in different processes from the breakup of
the cyst to the maturation of the nauplii. Thus, the calmodulin protein
initially functions as an activator of the enzymatic cellular machinery
that is inactive during the dormancy process of Anostraca cysts
(Dumont et al., 1992 Stressmann et al., 2004: Lodish et al., 2014).

In the present study, the combined action of ascorbic acid, calcium
hydroxide and chitinase presented higher efficlency results in the
hatching of branchoneta nauplii, with an average value of 96.6%, dif-
fering statistically from the other treatments. The increase inm this
hatching rate can be explained by increased chitinase activity and the
influence of cations present in caleium hydroxide. The individual and
combined use of the products and enzyme provided significant hatching
efficiency for some treatments, but with morpholegical changes in
nauplii.

Some authors have stated that the hatching and survival of
Anosiraca nauplii depends on the physical and chemical factors of the
water (Lavens and Sorgeloos, 1996; Pereira and Santos-Meto, 20100
Analysis of the physical and chemical parameters of water is necessary
because, besides the influence of the enzyme and chemical products
that improve the efficiency of hatching of nauplii, good water guality
positively affects hatching and survival of naoplii after hatching.
Therefore, low (5.0) and high (10.2) pH values in the treatments with
asoorbic acid and caleium hydrovide, respectively, may have affected
the development of nauplii after hatching due to the acidity and basi-
city of water after the use of these products. Corroborating the findings
of Sipaliba-Tavares and Rocha (2001) and Lopes et al (2007), the
species under study here showed the greatest development with pH
around 6.5 and 8.5.

At the naupliar one stage, the individual should have a dorsal
medial eye, the first antenna with a distal end, and three sensory spines.
The second antenna and the mandible are swimming organs in nauplii.
The post-cephalic region is without segmentation and appendages, in
which there iz an anal opening (Bernice, 1972) The changes in the
larval one stage are shown in Fig. 4a where it is possible to observe the
loss of the antigen in the treatments with chitinase (T1), calcium hy-
droxide (T2) and ascorbic acid (T3). For the treatment with only as-
corbic acid, the nauplii presented smaller size in relation to the other
treatments and the control, and rugosity in the region of the abdomen,
which was also verified in the treatment with caleium hydroxide and
asporbic acid (T4). In the control treatment, there is an absence of these
mentioned deformations, therefore showing that the use of such pro-
ducts causes morphological deformations from stage one. For the
treatment with the use of chitinase, caleium hydroxide and ascorbic
acid (T3], nauplii appeared & in the control treatment, showing that
the action of the three products together did not affect this naupliar
stage. The anal opening is present in all treatments and the labrom
region is similar to the control treatment.

The nauplii stage two should present five segments developed in the
posterior mandibular region; being the first two, mudiments that will
give rise to the upper segments and the other three are rudiments of the
thoracic segments. In the anteralateral part of the head, composite eye
rudiments are visualized and the first and second antenna are elon-
gated. Caudal spines make their appearance on both sides of the anus
(Bernice, 1972). The treatments with caleium hydrosxide (T2), ascorbic
acid with calcium hydroxide (T4) and hydroxide, ascorbic acid with
chitinase (T5) presented a rough abdomen. 'With the use of chitinase
(T1), there was morphological alteration in animal's body, in which its
specimens were destroyed or partially destroyed. For all treatments the
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labrum region is differentiated when compared to the control. The loss
of the anal arrow was verified for the treatments with the iselated use of
caleium hydroxide (T2) and ascorbic acid (T3). For the treatments T4
and TS there is the development of the second antenna, mandible, jaws
one and two and the thoracic segments. However, for the treatment
using only ascorbic acid, alteration was observed in the second antenna
(Fig. 4b).

In the treatment in which there was the greatest hatching (T5S), the
nauplii presented deformities in the abdomen region, but with segments
developed for the naupliar stage two. In this way, the branchoneta up to
this stage may be offered in the larviculture with the use of the treat-
ment 5. However, further studies should be carried out to evaluate the
zoatechnical performance of fish and shrimp larvae when fed with
branchoneta nawplii after treatment with products that may cause
morphological changes in animal development.

4. Conclusion

Branchoneta biomass production is poorly exploited, mainly due to
the limited hatching efficiency. The resulis here presented suggest that
cyst hatching can be significantly improved wsing chitinase action with
Ca(0OH), and ascorbic acid. From the new protocol for reproduction and
hatching of branchoneta (Dendrocephalus brasiliensis) cysts using en-
zymes and chemical products, it was possible to conclude that chitinase
enzymatic activity on the cyst of [. brasisliensis increases the hatching
rate of nauplii. This activity is intensified with the addition of caleium
hydroxide (enzymatic activator) and ascorbic acid (morphogenic
agent), which promotes greater efficiency in the hatching of naupli.
However, morphological changes were observed in the naupli from
stage two, when the cyst was submitted to the joint action of the en-
zyme, caleium hydrocide and ascorbic acid. Thus, branchoneta may
represent a potential alternative live-feed for Artemia in fish and shrimp
aguaculture.
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Resumo

Os produtores de organismos aquaticos tém se preocupado com 0 bem-estar e sanidade
do alimento vivo. Estes devem ser livres de microorganismos patogénicos que ndo vetorizem
doencas para a espécie cultivada. Um dos problemas que tem dificultado o desenvolvimento
saudavel da branchoneta e a produc¢éo de cistos é o surgimento de enfermidades. Desta forma,
0 objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico e reprodutivo da branchoneta a
partir da padronizagdo do grau de melanizacdo em branchoneta com o uso de probiédtico. O
Experimento consistiu no Tratamento EM, em que as branchonetas foram alimentadas com a
espécie de microalga Scenedesmus quadricauda (2x10° cel.mL™?), Tratamento EMP com S.
quadricauda (2x10° cel.mL™) e probidtico comercial (0,2g/m®) e Tratamento EME com S.
quadricauda (1x10° cel.mL?) e Ragdo comercial a base de probidtico e Vpak® (aumenta a
resisténcia a doencas) (1,5mL/dia). Foram avaliados o desempenho zootécnico e reprodutivo,

sanidade dos animais e parémetros fisicos e quimicos da adgua. O uso de probiotico e racao
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comercial a base de probidtico e Vpak® possibilitou uma producdo de 57.996, 22.079 e
14.960 cistos de branchonetas para os Tratamentos EMP, EME e EM, respectivamente ao
final de 30dias, mostrando bons resultados para o desempenho reprodutivo. Esta eficiéncia
reprodutiva foi estabelecida a partir dos resultados da ocorréncia de melanizacdo no
Tratamento apenas com uso de microalgas (EM), em que foi possivel estabelecer um
indicador do estado patologico do animal a partir do grau de melanizacdo (Processo de
cicatrizacdo em resposta a um dano tecidual, infec¢des bacterianas e fungicas).

Palavras-chave: Branchoneta, bactéria, sanidade animal, probidtico.

Abstract

Aguatic animal producers have been concerned about the sanity of living food, which
should be free of pathogenic microorganisms and not functioning as a disease source for the
cultivated species. The emergence of diseases has hampered the development of the
branchoneta as live food and the production of cysts. Thus, this work aimed to evaluate the
zootechnical and reproductive performance of branchoneta by standardizing the melanization
degree in branchoneta supplemented with probiotic. The experiment consisted in treatment
EM, which branchoneta were fed with microalgae species Scenedesmus quadricauda (2x10°
cel.mLY); treatment EMP consisting of S. quadricauda (2x10° cel.mL™) with commercial
probiotic (0.2g/mq); and treatment EME consisting of S. quadricauda (1x10° cel.mL?) with
commercial feeding containing probiotic Vpak® (increases resistance against diseases)
(1.5mL/day). Zootechnical and reproductive performance, animal health and physical and
chemical parameters of water were evaluated. The use of probiotic and EZ Larva feed allowed
a production of 57,996; 22,079 and 14,960 branchoneta cysts for the treatments EMP, EME
and EM, respectively by the end of 30 days, exhibiting consistent results for reproductive

performance. This reproductive efficiency was established from the results melanization
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occurrence only on the treatment supplemented with microalgae (EM), which it was possible
to establish an indicator of animal pathological state from the melanization degree (healing
process response to tissue damage, bacterial and fungal infections).

Keywords: Fairy-shrimp, bacteria, animal health, probiotic.

1. Introducéo

A branchoneta (Dendrocephalus brasiliensis) é um microcrustaceo filtrador que
apresenta ciclo de vida curto podendo chegar a um comprimento médio de 2,5 cm. O periodo
de reproducdo se inicia na vida adulta a partir do sétimo dia apds a eclosdo com facil distingédo
entre macho (formacdo de apéndice vertical na regido da cabeca) e fémea (desenvolvimento
do ovissaco) com producdo de cistos. Para a aquicultura, a branchoneta é capaz de suprir as
necessidades proteicas de qualquer animal aquético cultivado, pois apresenta elevado teor
protéico (67,05% PB) mostrando potencial no uso como alimento vivo (Lopes et. al., 2007).

Além da qualidade nutricional, os produtores de animais aquaticos tém se preocupado
com a sanidade do alimento vivo, que deve ser livre de microorganismos patogénicos e que
ndo funcionem como vertor de doencas. O sistema imunoldgico de crustaceos aquaticos pode
ser desafiado por agentes bacterianos e virais, 0 que pode ocasionar infeccdes. E entre as
bactérias patogénicas mais frequentes, estdo as do género Vibrio spp. e Pseudomonas spp. Ja
para doencas virais se destacam PstDNV (Penaeus stylirostris densovirus), IMNV (Infectious
myonecrosis virus), TSV (Taura syndrome virus), YHV1 (Yellow head virus genotype 1) e
WSSV (White spot syndrome virus) apontadas como o principal desafio para a carcinicultura
(Vazquez et al., 2009; Niu et al., 2014; OIE, 2019).

O conhecimento da microbiota do intestino e habitat torna possivel a aplicacdo de
medidas a fim de evitar um indice elevado de bactérias e virus patogénicos, eliminando o

risco da ma qualidade e mortalidade do animal cultivado. Dentre as préticas utilizadas que
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minimiza as acOes de infeccbes pelas bactérias patogénicas estdo o uso de probidticos com o
objetivo de reduzir a acdo de patogenos através da exclusdo competitiva por populacdes
desejaveis no trato gastrointestinal dos organismos aquaticos melhorando a salde dos
animais. Desta forma, eliminando o desenvolvimento excessivo de vibrios patogénicos, que
contribuem para a manifestacdo do virus da mancha branca no camaréo cultivado (Gatesoupe,
1999; Ribeiro et al., 2008; Vazquez et al., 2009; Niu et al., 2014).

Um dos problemas que tem dificultado o desenvolvimento saudavel da branchoneta e
a producdo de cistos é o surgimento de enfermidades bacterianas, que apresentam entre 0s
sinais clinicos a melanizacdo (Processo de cicatrizacdo em resposta a um dano tecidual,
infeccdes bacterianas e fungicas) em carapaca, seguido de morte, tornando limitado o uso da
branchoneta em escala massiva. Além disso, ndo ha estudos que comprovem que a
branchoneta atua como vetor de virus, assim como ocorre com a artémia em relacdo ao virus
da mancha branca (Goncalves, 2004; Ribeiro et al., 2008; Parente et al., 2011).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico e reprodutivo,
e a sanidade a partir da padronizacdo do grau de melanizacdo em branchoneta com o uso de
probidtico

2. Material e Métodos
2.1 Delineamento Experimental
O Delineamento experimental foi realizado no Laboratorio de Produgdo de

Alimentos Vivos da Escola Agricola de Jundiai (UFRN) com duragdo de 30 dias. O
experimento consistiu no Tratamento EM, a qual foi ofertada para as branchonetas a
microalga Scenedesmus quadricauda (2x10° cel.mL?), Tratamento EMP com S. quadricauda
(2x10° cel.mL™?) e probidtico comercial (0,2g/m®) e Tratamento EME com a oferta de S.
quadricauda (1x10° cel.mL?) e Rag&o comercial a base de probidtico e Vpak® (aumenta a

resisténcia a doencas) (1,5mL/dia). A racdo comercial foi diluida em tubo de ensaio de 10mL
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na proporcdo de 1:9 (racdo: dgua), e as concentracdes algais ofertadas foram preestabelecidas
em experimento piloto. A cepa da microalga Scenedesmus quadricauda D115 foi isolada e
cedida pelo Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia de Microalgas da
Universidade Federal da Paraiba (LARBIM/UFPB) e o cultivo foi mantido em meio Chu
(Chu, 1942) no Laboratdrio de Producao de Alimento Vivo da EAJ.

Para cada Tratamento trés réplicas, totalizando 9 aquarios com 15 L de volume util
de agua contendo 50 nauplios. Os nauplios eclodidos ap6s 24 horas foram distribuidos nos
aquarios e a partir do terceiro dia alimentados conforme os Tratamentos. A agua dos aquarios
foi filtrada em malha de 20 um e diariamente 20% do volume foi retirado e realizada imediata
reposicdo com oferta de alimento, sempre verificando a compatibilidade de pH e temperatura

entre a 4gua de reposicdo e a do aquario.

2.2 Parametros fisicos e quimicos da agua

Os parametros fisicos e quimicos da agua, pH, alcalinidade (mgCaCO3 L), dureza
(mgCaCOs L) e amonia toxica (mg L) foram mensurados em dias alternados pelo o horério
das 9h da manha. O valor de pH foi obtido a partir do pHmetro de bancada, modelo mPA-
210, a alcalinidade e dureza da agua seguindo a metodologia descrita em Apha (1985) e
amoOnia toxica a partir da metodologia de Golterman et al., (1978) para amonia total em
funcdo do pH e temperatura. Ja o oxigénio dissolvido (mg L) e temperatura (°C) foram

mensurados diariamente com o auxilio do oximetro, modelo MO-900.

2.3 Desempenho Zootécnico
Foram determinados o crescimento, biomassa final e sobrevivéncia das branchonetas
em cada réplica dos tratamentos. Para o crescimento (cm) e peso semanal (g) foram

mensurados aleatoriamente 25 individuos de cada réplica com auxilio de paquimetro digital
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fibra de carbono, modelo NOVES54. Os organismos foram secos com auxilio de papel toalha
para a retirada do excesso de umidade e pesados em balanca analitica (Shimadzu AY 220)
para a obtencdo do peso individual por semana e da biomassa final. O numero total de

individuos foi contabilizado para calculo de sobrevivéncia.

2.4 Desempenho Reprodutivo e Producéo de Cistos

A partir da presenca de cistos no ovissaco, a agua foi retirada diariamente para a
reposicdo de alimento e armazenada para a contabilizacdo dos cistos e ao final do
experimento submetida a uma malha de 75 pum para a reten¢do dos mesmos. A limpeza foi
realizada com jatos d’agua em uma sequéncia de malhas de 600, 300 e 75um, ficando retidos
nesta Ultima. Os cistos foram submetidos a um processo de secagem ao sol em recipientes
plasticos por 15 dias e em seguida selecionados com uso de malha de 150um para maximizar
a retirada de impurezas (Santos et al., 2019).

O desempenho reprodutivo foi avaliado a partir da quantificacdo de cistos totais e
namero de cistos por fémeas ao término do experimento para cada unidade experimental. O
peso total de cistos (g) foi verificado em balanca analitica e para a contagem foi utilizada uma
média de trés amostras de 0,02 gramas cistos e o resultado foi extrapolado para o peso total da
amostra. J& para a contabilizacdo de cistos por fémea, foram retirados 6 exemplares de cada
Tratamento e com o auxilio de Lupa, o ovissavo foi dessecado, contabilizado o nimero de
cistos e realizada média amostral. Os cistos produzidos foram armazenados em frascos de

vidro em dessecador para posteriores eclosdes.

2.5 Avaliagao dos niveis de melanizagio
Para cada tratamento, todas as branchonetas foram avaliadas todos os dias, e as que

apresentaram pontos de melanizacdo durante e ao final do experimento foram retiradas e



151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

62

examinadas imediatamente seguindo uma escala visual e devolvidas aos aquarios. Para avaliar
0 estagio de melanizacdo foi desenvolvido uma escala de 0 a 3 (Adaptado de Morales, V. y J.
Cuellar-Anjel, 2014). Em que:

0 = ausente;

1 = leve (uma area do individuo afetada);

2 = moderada (duas a trés areas do individuo afetada);

3 = grave (Intestino vazio e melanizacdo no aparelho reprodutor com consequente auséncia de

producdo de cistos).

2.6 Analise bacteriologica e Coloracdo de GRAM

Ao final do experimento, as branchonetas e a agua de cultivo de cada tratamento
foram utilizadas para a realizacdo da andlise bacterioldgica. As branchonetas foram
maceradas na proporcao de 1g de amostra para 10 mL de agua destilada para cada tratamento,
e obtidas diluicbes de 107 102, 103, 10* e 10°. Do homogeneizado de branchoneta e de dgua
do cultivo foram retirados 0,1 mL de cada diluicdo semeados em placas de Petri estéreis
contendo Agar TCBS (Tiossulfato Citrato Bile Sacarose) e Agar Cetrimide (BD Pseudosel
Agar), e incubadas por 24h a 37-40°C. Para cada diluicdo e amostra de dgua foram semeadas
em triplicata totalizando 36 placas. As colonias bacterianas, de acordo com suas
caracteristicas visuais e morfoldgicas a olho nu, foram contadas e multiplicadas pelo fator
diluicdo e posteriormente, uma coldnia foi isolada em Iamina e foi realizado o teste de Gram
através do método de coloracdo de Gram (1884). A leitura das laminas foi realizada em

microscopio optico (Nikon Eclipse E200).
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2.7 Extracdo de DNA e CondicGes de PCR para identificacdo do WSSV

As branchonetas da espécie (D. brasiliensis obtida apds o experimento foram
transportadas vivas para o Laboratério de Biologia Molecular Aplicada (LAPLIC) localizado
na Universidade Federal do Rio Grande do Norte para a extracdo de DNA. O DNA total foi
extraido de trés pools (R1, R2 e R3) com trés branchonetas em cada, utilizando o PureLink
Genomic DNA Mini Kit da Invitrogen de acordo com as instru¢des do fabricante.

O método de deteccdo do WSSV foi o nested-PCR recomendado pela Organizacao
Mundial da Saude Animal (OIE) (OIE, 2018). As reagdes de PCR foram realizadas em um
volume final de 25ul, contendo 1ul de DNA total, 0,25 uM de cada primer (146F1 e 146R1),
tampdo de reacdo 1X, 2,5 mM de MgClI2, 0,2 mM de cada dNTP e 1,0 U de DNA polimerase
(Promega). A amplificacdo foi conduzida usando o Life Touch Thermal Cycler TC-96
(BIOER) e o seguinte ciclo térmico para os dois passos da PCR: desnaturacdo inicial a 94 °C
por 2 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55
°C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos, com extensdo final a 72 °C por cinco
minutos. A PCR aninhada foi realizada com as mesmas condigdes, usando 1,0ul do primeiro
passo como molde e utilizando os primers 146F2 e 146R2. Os tamanhos esperados dos
amplicons foram de 1447 e 941 pares de bases, respectivamente. Além disso, foram utilizadas
amostras de DNA total de camardes infectados com WSSV como controle positivo e com
agua como controles negativo. Para verificar a eficiéncia da extracdo de DNA das amostras,
foi utilizado um par de primers amplificando um gene para a ordem decapoda (143F e 145R),
que amplifica um fragmento de 848 pb. Os produtos da amplificagdo foram visualizados em

gel de agarose 1%, na presenca de brometo de etidio, utilizando um transluminador UV.
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2.8 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente através do programa SigmaStat versao
3.5. Foi aplicado o teste One Way ANOVA para verificar se houve diferenca significativa
entre as médias dos tratamentos. Confirmada a diferenca, foi aplicado o teste de comparacao

multipla de Student-Newman-Keuls (SNK), com significancia p<0,05.

3. Resultados e Discusséo
Para os paramentros de qualidade de agua ndo houve diferenca significativa

entre os tratamentos (ANOVA, p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros fisicos e quimicos da agua em experimento de D. brasiliensis cultivadas
em aquéarios com alimentacdo a base de microalgas (EM), microalgas e uso de probioticos

(EMP) e microalgas e racdo comercial a base de probiotico e Vpak® (EME).

Tratamentos
Parametros fisicos e quimicos
EM EMP EME
Temperatura (°C) 24,13 +0,15a 24,33+0,28a  24,16%0,20a

Oxigénio Dissolvido (mg L™?) 5,11+0,06a 5,11+0,11a 5,17+0,29a
pH 7,6+0,09a 7,7+0,33a 7,7£0,07a
Amonia Toxica (mg L) 0,009+0,01 0,001+0,0 0,006%0,0
Alcalinidade (mgCaCOs L) 100,20+4,02a 102,82+2,24a  96,68+5,46a

Dureza (mgCaCOs L?) 64,08+2,23a 67+2,40a 62,57+£7,04a

Os resultados referentes ao uso de probiotico no cultivo das branchonetas
demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para a

sobrevivéncia, crescimento e biomassa (ANOVA, p<0,05) (Tabela 2).
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O numero de cistos total e por fémea foi significativamente menor no Tratamento
apenas alimentados com microalga S. quadricauda (EM) e alimentados racdo comercial e
microalga S. quadricauda (EME) (ANOVA, p<0,05). Braga et al., (2018) descrevem que
infeccdes bacterianas em camarfes promovem um processo de degeneracao do espermatoforo
nos machos com a presenca de melanizacdo, que tem sido frequentemente relacionada a
ocorréncia de vibrios, pseudomonas e micobactérias, afetando o desempenho reprodutivo das
fémeas. Além disso, infeccdes pela espécie Vibrio sp., também afetam o desenvolvimento de
ampolas terminais de Litopenaeus stylirostris, fechando-a e consequentemente impedindo a
liberacdo do espermatoforo causando falha no acasalamento da espécie (Braga et al., 2018).

A administracdo de probidtico durante o cultivo de branchonetas proporcionou
melhor desempeho reprodutivo e evitou o aparecimento de sinais clinicos que indicassem a
presenca de bactérias patogénicas na branchoneta no Tratamento EMP. J& no Tratamento
EME houve apenas um individuo com melanizacédo nos filopddios (grau de melanizacdo 1).
Neste tratamento ndo foi usado probidtico na mesma concentracdo do Tratamento EMP,
porém foi administrado na composicao da ragdo comercial, assim podendo explicar o0 menor
indice de melanizacdo. O probi6tico reportado para o cultivo de animais aquaticos tem como
principais objetivos melhorar o crescimento, a sobrevivéncia, a atividade enzimética
digestiva, resposta imune, como também melhorar a qualidade de agua do cultivo através da
manipulacdo da microbiota com a colonizacdo de microrganismos benéficos (Vine et al.,

2006; Maia et al., 2013; Costa et al., 2016).
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Tabela 2: Desempenho zootécnico das branchonetas cultivadas durante 30 dias em aquarios
com alimentacdo a base de microalgas (EM), microalgas e uso de probidticos (EMP) e

microalgas e racdo EZ Larva a base de probiotico e Vpak® (EME).

Dezempenho Tratamentos

zootécnico/reprodutivo EM EMP EME
Sobrevivéncia (%) 80+£15,0a 100 £ 0,0a 98+2,0a
Comprimento final (cm) 2,29+0,47a 1,81+0,10b 1,73+£0,01b
Peso final () 0,057+0,005a 0,052+0,009b 0,051+0,13b
Biomassa final (g) 2,22+0,29a 2,59+0,45a 2,52+0,68a
Cisto Total (g) 0,084+0,025a 0,103+0,007b 0,067+0,021c
Cisto (unid) 14.960+4808,81a  57.996+8885,21b  22.079+9516,02c
Cisto/Fémea 690+18,19a 2.096+48,01b 988+6,55¢

Entretanto, foi observado melanizagéo no aparelho reprodutor do macho (Figura la
e 1b), e da fémea com auséncia de cistos no ovissaco (Figura 1c), filopddios (Figura 1d),
apéndice reprodutor (Figura le) e auséncia de alimento no intestino (Figura 1f) das
branchonetas no Tratamento EM e grau de melanizagédo que variou de 0 a 3 (Tabela 3). Foram
observados 10 individuos em processo de melanizagéo a partir do 15° dia de Experimento em
uma sequéncia de eventos: presenca de pontos de melanizacéo, intestino parcialmente cheio,

intestino vazio, auséncia na producéo de cisto e natacéo erratica.
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Figura 1: Regides do aparelho reprodutor do macho (a e b) e da fémea sem producao de cistos
(c), filopddios responsaveis pela natacdo da branchoneta (d), apéndice reprodutor do macho
localizado na cabeca (e) e auséncia de alimento no intestino (f) que apresentaram melanizacéao

no Tratamento EM durante um més de cultivo (4x).

Em crustéceos, a presenca de doencas bacterianas resulta em sinais clinicos internos
e externos. E quando atingidos por bactérias do género Pseudomonas, Vibrio e Aeromonas, 0s
crustaceos apresentam manchas escuras na regido do exoesqueleto, abdome, rostro, urépodes,
pereidpodos e nas pingas, processo conhecido como melanizagdo, em que graves infeccoes
podem levar os organismos a morte. Alem destes sintomas, infeccbes por bactérias podem
causar doenca vermelha (avermelhamento do animal), sindrome da concha solta (estrutura do
exoesqueleto solta sobre a musculatura abdominal do animal) e doenca branca do intestino,
fazendo com que o individuo nédo se alimente ou perca sua capacidade natatdria e reprodutiva,
podendo chegar a morte (Jayasree et al., 2006; Joseph et al., 2014; Lai et al., 2015;
AftabUddin et al., 2018).

No Tratamento EM em que houve a presenca de melanizacdo, ap6s 48h foi

evidenciado o crescimento de colbnias em meio Agar TCBS (seletivo para vibrios) nas
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branchonetas e na agua (Tabela 4). Foram observadas colbnias pequenas, brilhantes,
luminescentes e que submetidas ao teste de Gram, apresentaram forma caracteristicas de
vibrionaceas e cor pdrpura caracteristica. Os resultados da coloracdo de gram para as colénias
crescidas em Agar TCBS mostraram a presenca de bactérias do tipo Gram-negativa. Para 0s
tratamentos EMP e EME néo houve o desenvolvimento de colonias em meio TCBS.

O agar Cetrimide € um meio seletivo para o isolamento e contagem de Pseudomonas
aeruginosa. Apds 24h em meio Cetrimide, nas amostras de branchonetas do Tratamento EM
foi observada formacdo >200 UFC/g colénias com coloracdo amarelo e cinza leitosa (Tabela
5) e na avaliacdo de microscopia Optica apresentaram forma de bacilo, cor purpura e Gram-
negativa, caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa. Para os Tratamentos EMP e EME
houve a formacédo de coldnias também confirmando a presenca de Pseudomonas aeruginosa,
porém o desempenho reprodutivo e zootécnico nao foi afetado pela presenca desta bactéria.
De acordo com os resultados, o desempenho zootécnico das branchonetas no Tratamento EM
foi afetado pela presenca de bactérias do género Vibrio.

A contagem de colénias na agua para ambos 0s meios foi menor quando comparadas
as andlises realizadas com as branchonetas (Tabela 4 e 5). A menor contagem de col6nias
encontrada em agua ndo necessariamente esta relacionada com a contagem encontrada nos
animais, uma vez que, a agua é um elemento constantemente renovavel, o que nao ocorre com

0s animais (Mendes et al., 2009).
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Tabela 3: Avaliacdo externa da area afetada a partir do 15° dia de cultivo e grau de melanizagdo em branchoneta D. brasiliensis cultivadas em

aquarios com alimentacdo a base de microalgas (EM).

Area afetada

Ovissaco vazio (Cooloragao
Intestino vazio Filapodios Aparelho reprodutor  Cabeca
esbranquicada

Individuo/Sexo Grau de melanizacéo

1. Fémea + + + 3 (Grave)
2. Fémea + + + 3 (Grave)
3. Fémea + + + 3 (Grave)
4. Fémea + 1 (Leve)
5. Fémea + 1 (Leve)
6. Macho + + + 3 (Grave)
7. Macho + + 3 (Grave)
8. Macho + + 3 (Grave)
9. Macho + + 2 (Moderada)

10. Macho + + 2 (Moderada)
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Tabela 4: Contagem de colbnias de Vibrio spp. em branchoneta D. brasiliensis e na agua de
cultivo em aquarios com alimentacdo a base de microalgas (EM), microalgas e uso de

probidtico (EMP) e microalgas e racdo comercial a base de probiotico e Vpak® (EME).

Contagem Meio TCBS (UFC/mL )

Amostras

EM EMP EME
Colbnias Verde Amarela Verde Amarela Verde Amarela
Agua 2x10° 2,4x 10% AUSENTE AUSENTE
Branchoneta 4,3x10°  4x10° AUSENTE AUSENTE

Tabela 5: Contagem de Pesudomonas aeruginosa em branchoneta D. brasiliensis e na agua de
cultivo dos aquarios com alimentacdo a base de microalgas (EM), microalgas e uso de

probidtico (EMP) e microalgas e racdo comercial a base de probiotico e Vpak® (EME).

Contagem Meio Cetrimide (UFC/mL 1)

Amostras
EM EMP EME
Coldbnias Amarela Cinza Amarela Cinza Amarela Cinza
Agua 2x104 9,6x104 AUSENTE >200 AUSENTE 4,9X103

Branchoneta >200 >200 AUSENTE >200 AUSENTE >200

A incidéncia de bactérias e virus durante o cultivo de organismos aquaticos pode
proporcionar desequilibrio entre o ambiente, animal cultivado e o patogeno (Triade

epidemioldgica) de modo a afetar a producdo aquicola em termos de qualidade (Carvalho et
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al., 2015; Nunes e Feijo, 2017). Portanto, este trabalho demonstra que a utilizacdo de
probidticos reduz a incidéncia de prejuizos causados por algumas bactérias patogénicas.
Alguns virus, tais como 0 WSSV que acomete o cultivo de camardo Litopenaeus
vannamei sdo vetorizados por diversos organismos, inclusive por alguns utilizados em sua
alimentacéo, tais como biomassa de artémia. A branchoneta tem sido alvo de estudo para uso
como alimento vivo ou inerte adicionada na formulacdo de racdo para a alimentacdo de
camardo, no entanto deve haver cuidados referentes aos riscos sanitarios durante o cultivo,
uma vez que o alimento ofertado vivo ou inerte pode ser portador de doencas para animais
cultivados. Neste trabalho, resultado da PCR foi negativo para a presenca do virus da mancha

branca nas branchonetas para todos os tratamentos.

4. Concluséo

O uso de probiotico e racdo comercial possibilitou a inibicdo de espécies do género
Vibrio favorecendo um maior desempenho reprodutivo e sanidade da espécie D. brasiliensis
em condicBes naturais. E possivel que a capacidade de ades&o e consequente colonizagéo de
bactérias benéficas no trato gastrointestinal favoreceram maior producdo de cistos, que por
competicdo evitaram a colonizacdo de bactérias patogénicas (naturalmente encontradas no
ambiente de cultivo). Desta forma, o uso de probiodtico demonstrou eficiéncia no controle de
enfermidades bacterianas em branchonetas em condi¢des experimentais. Esta eficiéncia foi
estabelicida a partir dos resultados da ocorréncia de melanizagdo, em que foi possivel

estabelecer um indicador do estado patoldgico do animal a partir do grau de melanizacao.
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Resumo

A branchoneta (Dendrocephalus brasiliensis) € um microcrustadceo com potencial
nutricional para alimentacdo de peixes e camardes. Entretanto, um dos gargalos do seu uso
como alimento vivo € a eficiéncia de eclosdo de cistos e auséncia de um modelo de producéo
consolidado. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico da
branchoneta e sua qualidade nutricional em diferentes densidades, propondo uma metodologia
de producdo com uso de probiotico em sistema de reuso de dgua. O método de cultivo em
diferentes densidades foi proposto para testar a melhor condicdo e maior producdo dentro do
sistema e teve duracdo de 60 dias. Foram testadas inoculagdes de 1,2 e 3 gramas de cistos de
branchoneta, para os Tratamentos 1G, 2G e 3G, respectivamente em caixas de 1000 litros,
totalizando 9 caixas de producdo. Os individuos foram alimentados com Scenedesmus
quadricauda nas concentrages de 8,5x10° cel.mI™ no Tratamento 1G, 13,5x10° cel.ml* no

Tratamento 2G e 23,5x10° cel.ml! no Tratamento 3G, proporcionais as inoculagdes de cistos.
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Dados mostraram também que o Tratamento 3G possibilitou uma produgdo maior biomassa e
cisto dentro do sistema. O Tratamento com inoculacdo de 1 grama/m3 € interessante para 0s
produtores aquicolas que desejam utilizar um alimento vivo maior, uma vez que neste 0s
individuos apresentaram maior tamanho quando comparado as demais inoculacdes. Ja o
tratamento com inoculacdo de 3 gramas/m3 é interessante para quem deseja produzir bastante
cisto. Entretanto, sdo necessarios mais testes com inoculacbes maiores para verificar a
capacidade suporte do sistema de recirculacdo de agua com o uso de probiético. E diante da
boa qualidade nutricional e a producdo de biomassa e cistos produzidos, a branchoeneta pode
ser utilizada como fonte de alimento vivo, podendo atender a pequenos produtores de peixes
ornamentais a partir da producdo de biomassa e producdo de cistos para venda.

Palavras-chave: Alimento vivo; Branchoneta; Recirculacdo de agua.

Abstract

Branchoneta (Dendrocephalus brasiliensis) is a microcrustacean with nutritional
potential for fish and shrimp feeding. However, one of the bottlenecks of its use as a live food
is cyst hatching efficiency and the absence of a consolidated production model. Thus, this
work aimed to evaluate branchoneta's zootechnical performance and its nutritional quality at
different cultivation densities, proposing a production methodology using probiotic in water
reuse system. The method of cultivation at different densities was proposed to test the best
condition and highest yield within the system, taking 60 days of duration. It was tested
inoculations of 1, 2 and 3g of branchoneta cysts for the treatments 1G, 2G and 3G,
respectively in 1000 liter boxes, a total of 9 production boxes. The individuals were fed with
Scenedesmus quadricauda at the concentrations of 8.5x10° cel.ml™ in treatment 1G; 13.5x10°
cel.mlt in treatment 2G; and 23.5x106 cel.ml in 3G, proportional to cysts inoculation ratio.

Data also demonstrated treatment 3G enabled a greater biomass and cyst production in the
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system. The treatment containing 1g/m? is relevant for aquatic producers who expect to
achieve larger live food, which was a substantial increase, obtained in comparison to the
others inoculations treatments. On the other hand, treatment 3 g/m3 is relevant for higher
cysts productions amounts. However, further testing with larger inoculations is required to
verify the carrying capacity of the water recirculation system using probiotics. And given the
good nutritional quality and the biomass and cysts production, branchoeneta may be used as a
source of live food, being suitable to small producers of ornamental fish based from biomass
and cysts production and for sale.

Keywords: Live Food; Fairy-shrimp; Water recirculation.

1.  Introducdo

O alimento vivo na aquicultura contribui com nutrientes essenciais para o crescimento
e sobrevivéncia de peixes e camardes. E a utilizacdo de alimentos vivos € uma das formas
mais eficientes, em termos de custo/beneficio, para diminuir o custo e os impactos ambientais
da aquicultura (Kubitza, 2003; Brito et al., 2009).

A branchoneta (Dendrocephalus brasiliensis) € um microcrustaceo com potencial uso
como alimento vivo na aquicultura, por apresentar elevado teor protéico (67,05% PB),
podendo chegar a um comprimento médio de 2,5 cm e, sendo capaz de suprir as necessidades
protéicas de peneideo, alevinos de espécies onivoras e carnivoras, ou qualquer outro animal
aquatico com potencial para o cultivo durante todas as fases de vida (Lopes et. al., 2007). E
uma espécie que habita tipicamente lagoas temporarias de agua doce, pocas, acudes e riachos
formados durante a estacdo chuvosa e seu ciclo de vida curto, que se resumo consiste em ovo
(cisto), nauplio, metanauplio, juvenil e adulto. Na natureza, os adultos com 10 dias apos a
ecloséo dos nauplios, iniciam o periodo reprodutivo (reproducdo sexuada) com producdo de

cistos em desovas parceladas. Os cistos sdo liberados pelas fémeas e permanecem
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sedimentados no fundo de lagos temporarios. Durante o periodo de estiagem, passam por um
processo de desidratacdo e, durante o periodo chuvoso, sdo reidratados proporcionando a
eclosdo dos nauplios e continuidade da espécie (Lopes et al., 2008). Regides com baixa
umidade relativa do ar, baixa precipitacdo pluviométrica e elevadas temperaturas do ar, criam
microhabitats de pocas temporarias favorecendo o desenvolvimento e a producédo de biomassa
e cistos de branchoneta (Oliveira et al., 2000; Marengo, 2008).

Em cativeiro é necessario simular as condi¢cdes ambientais favoraveis para o
desenvolvimento da espécie. Desta forma, € possivel realizar a producédo de biomassa e cistos
ndo necessitando realizar a extracdo da branchoenta no habitat natural. Para uma producéo em
larga escala, é necessario que haja disponibilidade de elevados volumes de dgua doce, uma
vez que o manejo alimentar e a coleta de cistos requerem diarias reduc6es no nivel de agua
dos tanques. Portanto, o reuso da agua é primordialmente abordado como uma técnica que
possibilita uma producdo sustentavel quanto a disponibilidade de agua, evitando o seu gasto
excessivo, e que vem sendo difundido de forma crescente na aquicultura (Faggion et al.,
2009; Macedo e Sipauba-Tavares, 2010).

O uso da branchoneta como alimento é limitado pela auséncia de um modelo de
producdo em larga escala. O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico da
branchoneta e sua qualidade nutricional quando cultivada a diferentes densidades em sistema
de recirculagao.

2.  Material e Métodos

O experimento teve duracdo de 60 dias e foi realizada no Laboratorio de Producéo

de Alimentos Vivos da Escola Agricola de Jundiai, Unidade Académica Especializada em

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
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2.1 Sistema de cultivo

O sistema de cultivo da branchoneta foi mantida em fotoperiodo natural 12:12h
(luz:escuro) e temperatura ambiente e consistiu de 12 caixas de 1000 litros (CP) com saida de
agua no centro com malha de 800 um para trocas de agua e realizacdo da coleta de cistos, de
modo a evitar que as branchonetas escapassem durante 0 manejo. A tubulacéo de entrada (TE)
funcionou a partir de uma bomba no tanque de cultivo de microalgas (CM) responsavel pela
alimentacdo dos animais e da caixa reserva (CR) para reposi¢do por evaporacdo. Em cada
caixa foi inserido um registro para controlar a saida de agua, que por gravidade chegava ao
sistema de tratamento através da tubulacdo de saida (TS). A qualidade da agua apds o uso foi
mantida, a partir de um sistema de tratamento composto por uma caixa de decantacdo (CD) e
outra de filtracdo mecanica (CF). Em seguida, por controle de nivel a 4gua entrava na caixa de
cultivo de microalgas (CM) para fertilizacdo. Nesta, recebia tratamento com cloro, posterior
descloracdo com tiossulfato de sodio e fertilizacdo com nutrientes inorganicos; em seguida,
era adicionado 20L do indculo da microalga Scenedesmus quadricauda. A microalga foi
mantida em fase de crescimento exponencial através da adicdo periddica de nutrientes, e
bombeada diariamente para as caixas de producdo (CP) para alimentacdo das branchonetas
(Figura 1).

A coleta dos cistos e troca de agua ocorreu por meio do registro localizado na parte
inferior de cada caixa de producdo, onde era acoplado um coletor com malha de 75um para

retencédo dos cistos.
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Figura 1: (a) Desenho esquematico do Sistema de cultivo de branchoneta Dendrocephalus
brasiliensis. CD: Caixa de decantacdo; CF: Caixa de filtracdo; CM: Cultivo de Microalgas;
CP: Caixa de producdo; TS: Tubulacdo de saida; TE: Tubulagdo de entrada; TA: Tubulacao
de &gua reserva; CR: Caixa reserva. (b) Layout do Sistema de cultivo de branchoneta

Dendrocephalus brasiliensis.

2.2 Delineamento Experimental

O ensaio experimental foi realizado na estrutura de producéo descrita anteriormente. O
uso de probidtico foi definido a partir dos resultados obtidos em experimentos piloto, que
mostrou efeitos positivos na sanidade em cultivo de branchoneta. O experimento consistiu
em trés tratamentos e trés réplicas, com inoculacdo de 1g (Tratamento 1G), 2g (Tratamento
2G) e 3g (Tratamento 3G) de cistos de branchoneta, aproximadamente com 8.100, 36.200 e
54.300 cistos cada m?3, respectivamente.

A densidade de microalgas (cél.ml™) utilizada na alimentacdo das branchonetas foi
definida de acordo com os resultados obtidos em teste piloto para avaliar a taxa de ingestao e
filtracdo. O alimento foi bombeado da caixa de cultivo de microalgas inserida no sistema de

producdo para as caixas das branchonetas de modo a obter 8,5x10° cel.mI no tratamento 1G,
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13,5x10° cel.mI no tratamento 2G e 23,5x10° cel.ml no tratamento 3G. Foi utilizado
probidtico DB-AQUA (0,2g/m®) e administrado duas vezes por semana, apds a troca de agua.
A cepa da microalga Scenedesmus quadricauda D115 foi isolada e cedida pelo
Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia de Microalgas da Universidade Federal da
Paraiba (LARBIM/UFPB) e o cultivo foi mantido em meio CHU (Chu, 1942) no Laboratorio
de Producdo de Alimento Vivo da EAJ. Ap6s atingir em laboratorio o volume de 20L, foi
transferida para a caixa de cultivo inserida no sistema de reuso de agua e fertilizada com ureia
e fosfato na propor¢do 10:1. Os cistos utilizados no ensaio experimental foram provenientes

de cultivos anteriores realizados na Escola Agricola de Jundiai.

2.3 Parametros fisicos e quimicos da agua

Para todos os tratamentos, 0s parametros fisicos e quimicos foram monitorados duas
vezes por semana. O oxigénio dissolvido (mg L) e temperatura (°C) foram medidos com
oximetro, modelo MO-900, diariariamente pela manha e tarde. Os valores de pH, alcalinidade
(mgCaCOs L7), dureza (mgCaCOs L) e amonia (mg L™) toxica foram mensurados duas
vezes por semana, sendo o pH obtido a partir do pHmetro de bancada, modelo mPA-210, a
alcalinidade e dureza da &gua seguindo a metodologia descrita em Apha, 1985 e amonia
toxica a partir da metodologia de Golterman et al., (1978) para amonia total em funcéo do pH

e temperatura.

2.4 Dezempenho Zootécnico

Foram determinados a taxa de crescimento semanal, biomassa final, numero de
individuos e quantificagdo de cistos em cada unidade experimental. Para verificar a taxa de
crescimento foram retirados aleatoriamente 50 individuos por semana e mensurado o

comprimento com auxilio de um paquimetro digital fibra de carbono, modelo NOVE54. Ao
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término do periodo experimental o total de individuos foi concentrado em um balde com 11
litros de agua e retiradas trés amostras com becker de 500ml para a contagem e realizacdo da
média amostral. O maximo da umidade dos organismos foi removida e pesados em balanca
analitica (Shimadzu AY 220) para a obtencdo da biomassa final.

Nas caixas de producdo, os cistos foram coletados duas vezes por semana durante a
troca parcial de 4gua em cada caixa de producéo e retidos em coletor com malha de 75 pm. A
limpeza dos cistos foi realizada com jatos d’agua em uma sequéncia de malhas de 600, 300 e
75um, ficando retidos nesta ultima. Os cistos foram submetidos a um processo de secagem ao
sol em bacias plasticas durante 15 dias e em seguida selecionados com uso de malha de
150um para maximizar a retirada de impurezas (Santos, et al., 2019).

A producdo e contagem de cistos total foi quantificada no final para cada unidade
experimental. O peso total de cistos (g) foi verificado em balanca analitica e para a contagem
foi utilizada uma média de trés amostras de 0,02 gramas cistos e o resultado foi extrapolado
para o peso total da amostra. Os cistos produzidos foram armazenados em frascos de vidro em

dessecador para posteriores eclosoes.

2.5 Taxa de filtracdo e ingestéo

A taxa de filtracdo e ingestdo foram calculadas durante o periodo experimental para
verificar se a quantidade de microalga fornecida como alimento foi suficiente para promover
um adequado desempenho zootécnico das branchonetas. Para isto, a cada 24 h, foi realizada
analise quantitativa das microalgas presentes na agua antes e apos a oferta de alimento, com o
auxilio da Camera de Newbauer.

A taxa de filtracdo (mL ind™* hora™) foi definida como o volume de agua que é
separado das particulas em suspensdo pelo aparato filtrante dos organismos filtradores por

unidade de tempo. Expressa pela equacédo proposta por Wetzel e Likens (2000):
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G =V (In Co-InCt)/(tN)

Onde,
G = taxa de filtracdo (mL individuo-1 hora-1);
V = volume da amostra na unidade experimental;
N = ndmero de individuos no frasco;
t = duracdo do experimento em horas;
Co = concentracdo inicial da alga;
Ct = concentracdo final da alga;
Ln = logaritmo neperiano (usado para valores que evoluem de maneira exponencial).

A taxa de ingestdo de S. quadricauda pelas branchonetas foram calculadas e expressas
como o nimero médio de células algais ingeridas (cels ind™* hora™) a cada 24h, durante todo o
periodo de duracdo do experimento. Sendo utilizada, a seguinte equacdo, proposta por
Paffenhoffer (1971):

| =V (Co-Ct)/(tN)

Onde,

| = A taxa de ingestdo (cels ind-1 hora-1);

V = volume da amostra no recipiente teste;

CO0 = concentracéo inicial da suspenséo algal;

Ct = concentracdo final da suspenséo algal nos frascos experimentais;
t = tempo de duragédo do experimento (em horas);

N = numero de branchonetas.
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2.6 Composicao centesimal/Quimicas

As analises de composicdo centesimal/Quimicas das branchonetas foram realizadas no
Laboratorio Multiusuario de Nutricdo Animal da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, Escola Agricola de Jundiai pelo Manual de Métodos para analise de Alimentos — INCT
Ciéncia Animal (2012). Apos a finalizagcdo do Experimento, os animais de cada réplica foram
armazenados em sacos etiquetados e mantidas em freezer (-5 a -10 °C) para posterior analise.
Para cada réplica dos tratamentos foram realizadas em triplicata as analises de umidade e peso
seco (Avaliacdo da secagem definitiva utilizando estufa sem circulacdo forcada de ar),
Proteina Bruta (Método de Kjeldahl, 1883), Extrato Etéreo pelo Método de Goldfisch (Silva e
Queiroz, 2002), Carboidratos totais (Sniffen et al., 1992) e Poder calorifico (Oxygen Bomb

Calorimeter).

2.7 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente através do programa SigmaStat
versdo 3.5. Foi aplicado o teste One Way ANOVA para verificar se houve diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos. Confirmada a diferenca, foi aplicado o teste de

comparacao multipla de Student-Newman-Keuls (SNK), com significancia p<0,05.

3. Resultados e Discusséo
Os parametros zootécnicos da branchoneta ndo foi interferido pela qualidade de
agua do cultivo, uma vez que ndo houve diferenca significativa para os parametros analisados
(ANOVA, p>0,05), exceto para oxigénio dissolvido, que reduziu significativamente com o
aumento da densidade (ANOVA, p<0,05). A tabela 1 demonstra a média dos valores dos

parametros fisicos e quimicos da agua durante o periodo de cultivo, sendo considerados
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dentro da faixa de conforto para a espécie D. brasiliensis (Kubitza, 2003; Lopes et al., 2008;

S&, 2012).

Tabela 1: Parametros fisicos e quimicos nos com inoculacdes de 1,2 e 3 gramas por m3

durante 60 dias de cultivo da espécie D. brasiliensis.

Tratamentos

Média/DV 1G 2G 3G
Amonia Toxica (mg L™?) 0,01 £0,01a 0,004 £ 0,002a 0,007 + 0,008a
Dureza (mgCaCOs L?) 106,85+ 3,52a 118,92 +9,57a 117,48 +2,98a
Alcalinidade (mgCaCOs L) 67,66 £10,92a 68,59 +10,50a 61,25+ 2,43a
Temperatura (°C) 27,704 £0,45a 27,407 £0,51a 27,63 £0,45a
Oxigénio dissolvido (mg L™?) 6,3+ 0,2a 4,667 +0,20b 4,067 £ 0,05¢c
pH 7,06 £ 0,18a 7,03+0,04a 6,98 +£0,09a

O desempenho zootécnico das branchonetas em sistema de reuso de agua, com

relacdo a biomassa produzida e quantidade de cistos, foi significativamente mais elevado no

Tratamento com maior inoculagdo de cistos (ANOVA, p<0,05) (Figura 2 e 3).
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280

281 Em estudo realizado por Lopes et al. (2007) a producdo média de cistos de
282  branchonetas em viveiros escavados sem renovagdo de agua foi de 20,75g e de biomassa

283  18,63kg durante 15 dias em 1.600m?3, com inoculacéo de 2g de cistos e alimentacéo natural.
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No presente estudo, ap6s 60 dias de cultivo foi obtida producdo de aproximadamente
5,39+0,43g de cistos (21.333cistos/g) e 0,09831kg de biomassa em cada caixa d’agua de 1m?,
a partir da inoculacdo de 2g de cisto. Portanto, uma ampliacdo deste sistema de producéo para
1.600m3, possibilitaria a producio de 8.624g de cistos e 157,2kg de biomassa, quando
inoculados 2g de cistos; e quando inoculados 3g, a producdo estimada seria de 12.528g de
cistos (26.894 cistos/g) e 288kg de biomassa.

Em todos os tratamentos, houve crescimento significativo das branchonetas até a
terceira semana de cultivo (ANOVA, p<0,05) (Figura 4). No entanto, o tamanho dos
individuos foi significativamente diferente entre os tratamentos, com valores de 1,22 + 0,03
cm, 1,04 £ 0,01cm e 0,98 £ 0,02cm para os tratamentos 1G, 2G e 3G, respectivamente,
demonstrando que uma maior densidade de cultivo resulta em individuos de menores
tamanhos ao final do experimento (ANOVA, p<0,05). Estes resultados corroboram com
Lopes et al. (2011), que verificaram menores tamanhos das branchonetas em alta densidade de
estocagem. Segundo Bittencourt et al. (2010), a densidade de estocagem interfere
significativamente no desempenho zootécnico e na composicao centesimal dos crustaceos.

Diante destes resultados, a depender do tamanho da branchoneta que se deseja
ofertar na alimentagdo de peixes e camarBes pode-se optar por uma das densidades de
inoculaces testadas. Assim como, se o interesse for a comercializagdo de cistos, optando-se
pela inoculagdo de 3 gramas por m3, ja que quanto maior a inoculagédo foi obtido um nimero

maior de cistos.



304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

91

=
00

,_.
o
-

_ 14 ?
E : I ¢ @
Z 12
E 1 i é ‘I‘ + B
S o038 % =
Q
= bS
Z 06
g A

04 =

02

o &
0 1 2 3 a 5 6 7 8

Semanas

Wlg A2g O3g

Figura 4: Crescimento semanal (cm) com inoculacdes de 1,2 e 3 gramas por m3 durante o

ciclo produtivo de 60 dias de D. brasiliensis.

A composicdo centesimal apresentou relacdo inversamente proporcional entre a
biomassa produzida e o teor de proteina, e relacdo diretamente proporcional entre a biomassa
e o teor de lipidio, havendo diferenca significativa entre os tratamentos (ANOVA, p < 0,05)
(Tabela 2). O perfil lipidico pode indicar a relacdo fisiolégica entre um organismo e seu
ambiente, sendo as gorduras o principal substrato energético em crustaceos (Allen, 2000;
Pond et al., 2000; Rosa e Nunes, 2003). Allen et al. (2000) observaram maiores reservas
lipidicas em camardes da espécie Nematocarcinus Gracilis, Rimicaris exoculata e Alvinocaris
markensis resultante de baixos teores de oxigénio dissolvido. Molina et al., (2017) verificou
aumento nos valores de triacilglicerois em Litopenaeus vannamei em condi¢fes de alta
densidade.

No presente trabalho, 0 aumento do teor de lipidio e reducdo de proteina ocorre em
condicdes de estresse, ocasionado pela maior densidade e baixo teor de oxigénio. Deste modo,
a branchoneta parece preferencialmente usar proteina para a manutencdo da homeostase
energética (producédo de ATP) através da Gliconeogénese (Chittd et al., 2009; Martins et al.,

2011). Em contrapartida, ocorre sintese de lipidio, e estas reservas parecem ser utilizadas
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qguando ocorre melhora nas condi¢des de cultivo, como menor densidade e niveis mais
elevados de oxigénio dissolvido. Em trabalhos relacionados ao metabolismo energético de
crustaceos, os valores dos teores de lipideos e proteinas sdo inversamente proporcionais em
situacOes de reproducdo e manutencdo de energia (apenas para a sobrevivéncia do animal)

(Braghirolli, 2015).

Tabela 2: Composicdo centesimal com inoculacdes de 1,2 e 3 gramas por m® durante o ciclo

produtivo de 60 dias de D. brasiliensis.

Tratamentos

Composicéo (%) 1G 2G 3G

Umidade 92,71+ 0,010a 92,03+ 0,037a 94,79+ 0,05b
Matéria Seca 7,31+ 0,015a 7,94+ 0,005b 5,21+ 0,022c
Proteina Bruta 73,39+ 0,005a 66,33+ 0,010b 65,74+ 0,04b
Extrato etéreo 5,42+ 0,005a 5,66+ 0,057b 8,91+ 0,010c
Carboidratos totais 14,52+ 0,025a 20,59+ 0,005b 17,78+ 0,016¢
Poder colorifico (Kcal/g) 4,10+ 0,00a 3,15+ 0,001b 4,092+ 0,00b

As taxas de filtracdo tendem a diminuir com a redugdo do teor de oxigénio e o
aumento da densidade dos animais e estresse como mecanismo de adaptacdo para diminuir a
demanda energética e consequentemente o consumo de oxigénio. Em aguas correntes ou em
ambiente com movimentacdo de &gua por aeracdo, o aumento do fluxo exige maior atividade
natatoria contra a correnteza e, consequentemente, maior taxa de filtracdo (Bernice, 1971;
Brito et al., 2010; Silva-Castiglioni et al., 2012). Durante o presente estudo, a taxa de filtracéo
diminuiu com o aumento da densidade e reducdo no teor de oxigénio dissolvido, apresentando

valores de 129 mL.ind%.h?, 91 mL.ind.ht e 48 mL. ind*.h"'para os Tratamentos 1G, 2G e
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3G, respectivamente (Figura 5a). No entanto, a taxa de filtracdo ndo influenciou na taxa de
ingestdo com média de 9,9x10° cel.ind™X.h para o tratamento 1G, 10x10° cel.indX.h* para o
tratamento 2G e 7,6x10° cel.ind.h"! no tratamento 3G (Figura 5b).

A partir do 6° dia de cultivo as branchonetas ja se encontram na fase adulta com
diferenciacdo de macho e fémea. Até o 13° dia ocorre aumento da taxa de ingestdo, que volta
a cair no 14° dia e em seguida se mantém estavel com pequenas oscilacdes durante toda a fase

de producéo de cistos.

a b
160 3500000
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- 120 . 2500000
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4 80
5 60 3 1500000
40 1000000 - \ G
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500000 \3/

2000000
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Figura 5: (a) Taxa de Filtracdo (G) e (b) ingestdo (I) diaria com inoculacfes de 1,2 e 3 gramas

por m3 durante 60 dias de cultivo da espécie D. brasiliensi.

4.  Conclusao

A producdo de biomassa de branchonetas e cistos apresentou viabilidade produtiva
no sistema de reuso de agua com maior facilidade de manejo em vista do menor espago de
producdo, quando comparado a viveiros. Além disso, o sistema proporciona uma redugéo do
descarte de matéria organica no meio ambiente. Neste sistema, a quantidade de cistos
inoculados influencia na produtividade final de biomassa e cistos. Porém, sdo necessarios
estudos para avaliar a capacidade suporte do sistema, de modo a verificar o platd em que se
pode inferir a biomassa final e a quantidade de cistos produzidos, em funcdo do nimero de

cistos inoculados. A comercializacdo de cistos de branchoneta é escassa e de biomassa
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inexistente, devido a sistemas de producdo ndo consolidados e baixa taxa de eclosdo de

nauplios. Diante da produtividade obtida e boa qualidade nutricional da branchoneta cultivada

neste sistema, a mesma pode ser facilmente produzida e utilizada como fonte de alimento

Vivo.
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6 CONCLUSAO

O trabalhou realizado gerou dados importantes para a cadeia produtiva da Aquicultura.
Os experimentos mostraram ser possivel acelerar a eclosdo do néuplio, e a realizagdo do seu
cultivo através de um modelo de producdo com o uso de probidtico, que possibilitou gerar
dados sobre a producdo de cistos e biomassa de Branchoneta. O sistema ainda proporcionou o
reuso de agua, diminuindo desta forma o desperdicio, como também o descarte de matéria
organica no meio ambiente. A branchoneta que apresenta habito filtrador, teve seu
desempenho zootécnico e reprodutivo influencido pela densidade de estocagem e uso do
probidtico, respectivamente. Outrossim, a biomassa de Branchoneta gerada durante o0s
experimentos apresentou significativo teor de proteina, que podera ser aplicado na formulacéo
de ragcBes como substituicdo da farinha animal, na forma de biomassa congelada ou viva, em
qualquer fase de seu cultivo, a depender da necessidade nutricional e do tamanho do animal
cultivado. Desta forma, este trabalho contribuiu através do desenvolvimento de novas
tecnologias para a producdo da branchoneta, fornecendo subsidios cientificos e tecnoldgicos a

aplicacdo deste microcrustaceo na aquicultura.
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