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Resumo

Um Meio de Cultivo de Ciliados e Nematddeos - MCCN foi desenvolvido
para produzir massivamente comunidades de flagelados, ciliados e
nematodeos de forma econdmica, para sua posterior utilizagdo como alimento
Vivo.

Apos o desenvolvimento desta metodologia de producéo, (Capitulo 1)
foram realizados dois experimentos onde ciliados (Capitulo 2) e nematddeos
(Capitulo 3) produzidos foram oferecidos a larvas do camardo branco
Litopenaeus vannamei (PL 8) nas fases inicial, intermediaria e final de cultivo.
Os primeiros resultados obtidos utilizando o MCCN como fonte de alimento vivo
mostraram que a preferéncia alimentar das pés-larvas de Litopenaeus
vannamei variou de acordo com a fase de seu desenvolvimento. Na fase inicial
de cultivo, as pos-larvas capturaram preferencialmente ciliados e rotiferos, ja os
nematodeos foram efetivamente predados nas 3 fases analisadas.

O peso final dos camarbdes cultivados no sistema BFT (“Biofloc
Technology”) enriquecido com nematddeos foi significativamente maior do que
o obtido pelos camardes cultivados no tratamento controle BF, indicando o
grande potencial destes organismos para o aumento da produtividade dos

cultivos super-intensivos de camardes marinhos.



Abstract

The Ciliate and Nematodes Culture Medium - CNCM, was designed to
produce massive communities of flagellates, ciliates and nematodes in an
economical way for their subsequent use of these organisms as live food.

After the production of these organisms (Chapter 1), two experiments
were carried out in which ciliates (Chapter 2) and nematodes (Chapter 3)
produced were offered to larvae of the white shrimp Litopenaeus vannamei in
the initial, intermediate and final phase of culture. The first results obtained
using the CNCM as a source of live food showed that the preference of post-
larvae of Litopenaeus vannamei varied according to its development phase. In
the initial stages, the post-larvae captured preferentially ciliates and rotifers,
however nematodes have been preyed effectively at the three phases of
culture.

The promising results obtained in relation to the final weight and survival
of cultured shrimp in the system (BFT "Biofloc Technology") enriched with
ciliates and nematodes indicate the great potential of the Protozoan and

Nematodes Culture Method to increase the productivity of marine shrimp ponds.
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Introducao Geral

O fitoplancton representa a base alimentar em ambientes marinhos,
sendo indispensaveis nos cultivos comerciais de varias espécies marinhas,
como fonte de alimento em todos os estagios de desenvolvimento de moluscos
bivalves, estagios larvais de algumas espécies de crustaceos e peixes
(Coutteau 1996).

Entre as dietas vivas utilizadas na aquicultura os rotiferos sao
conhecidos pelo sucesso como alimento vivo na aquicultura, devido seu
tamanho reduzido e pela velocidade de nado, tornando-os uma presa
adequada para organismos cultivados recém eclodidos (Dhert 1996). Ja os
nauplios de Artemia sao amplamente utilizados, principalmente pela habilidade
deste pequeno crustaceo em formar embrides dormentes, chamados de cistos,
que explica sua designagdo como excelente alimento vivo para larvas (Van
Stappen, 1996). Igualmente as microalgas, rotiferos e Artemia os ciliados
(Stoecker & Capuzzo 1990) e nematddeos sdo importantes presas para larvas
de peixes (Sautter et al. 2007) e crustaceos (Biedenbach et al. 1989; Focken et
al. 2006).

Nos ultimos anos algumas espécies de copépodos tém sido empregadas
como alimento para larvas de peixes e camardes (Schipp et al. 1999, Payne et
al. 2001, McKinnon et al. 2003). Para manter alta biomassa de copépodos
como o Calanoida Acartia tonsa, Maeda (2002) indica o uso de ciliados a uma
concentracdo de 1.10° cels/L. Da mesma forma, para aumentar a producio de
ovos do copépodo Scottolana canadensis, utilizou-se ciliados como alimento,

possibilitando reduzir o uso de microalgas.
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A utilizagdo de microorganismos na aquicultura tem sido apontada como
uma maneira de se estabelecer sistemas de cultivo mais produtivos e com
menor impacto ambiental (Moriarty 1987, 1997; Maeda 2002). Sistemas
intensivos de producdo de camardes marinhos dependem de uma saudavel e
diversificada comunidade microbiana para incrementar o crescimento,
sobrevivéncia e manter a qualidade de agua em condi¢des adequadas
(Thompson et al. 1999, Moss 2002, Wasielesky et al. 2006).

O uso de microorganismos na aquicultura deve se basear em conceitos
ecologicos que permitam a melhor compreensdo e manuseio dos fluxos de
matéria e energia nos sistemas de cultivo. Neste sentido, Pomeroy (1974) e
Azam et al. (1983) documentaram a importdncia dos microorganismos na
transferéncia de matéria e energia, através da cadeia alimentar microbiana em
ambientes oceanicos. Novos conceitos propostos por estes autores mostraram
que a fragdo dissolvida da matéria organica torna-se disponivel aos niveis
troficos superiores das cadeias alimentares, através de sua absorgdo pelas
bactérias e o consumo destas, pelos organismos do protozooplancton. Estas
interagdes troficas entre microorganismos recebeu a denominagdao de Alga
Microbiana, ou “Microbial loop” (Azam et al. 2002). Da mesma forma que na
natureza, os microrganismos sao encontrados em grande numero em
ambientes de cultivo e sdo presas naturais de larvas de moluscos, crustaceos e
peixes (Horowitz & Horowitz 2002).

De acordo com Stolp (1988) a matéria seca de microorganismos
eucariontes € composta por 50% de proteinas, 10% de lipideos, 10-20% de

RNA e 3-4% de DNA. Ja as bactérias sdo pobres em acidos graxos de cadeia
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longa (PUFA), porém sdo importante fonte de outros nutrientes essenciais
especificos como vitaminas do complexo B.

Estudos realizados por Tacon et al. (2002) apontaram que dietas
formuladas para camardes Litopenaeus vannamei cultivados em sistemas sem
renovagdo de agua, nao necessitam de suplementacdo com vitaminas e
minerais, devido a habilidade dos camarbes em obter nutrientes adicionais,
capturando microrganismos produzidos no proprio sistema, conhecido como
Biofloc Technology System, ou sistema BFT. Segundo Hargreaves (2006) o
principio basico do sistema BFT, se baseia na retengao dos residuos solidos
nos viveiros de cultivo, mantendo-os em suspensao. A conversdo deste
material organico em flocos bacterianos se da em decorréncia da aeragéo
vigorosa da coluna de agua, além da adicdo de fontes de carbono, que
induzem a multiplicagdo das bactérias aerdbicas heterotroficas responsaveis
pela decomposi¢cao da matéria organica (Hargreaves 2006; Avnimelech 2009).

Como informado acima, as bactérias servem de alimento para os
protozoarios que além de possuirem tamanho adequado para consumo pelas
larvas de organismos cultivados, apresentam também importante qualidade
nutricional (Phillips 1984; Horowitz & Horowitz 2002). Além disto, os
microorganismos podem servir de alimento para pequenos animais que, por
sua vez, sao utilizados para alimentar os organismos alvo na aquicultura.
Estudos indicaram que microorganismos podem alimentar o copépodo
Calanoida Acartia tonsa, que é utilizado como alimento vivo em larviculturas de
peixes e crustaceos (Atkinson 1996; Moriarty 1997; Zhucova & Kharlamenko,

1999; Maeda, 2002).
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A forma de alimentagdo e os aparatos alimentares dos organismos
culivados na aquicultura, variam de acordo com a espécie e sua fase de
desenvolvimento. Desta forma, torna-se necessario disponibilizar alimento vivo
com diferentes classes de tamanho no decorrer do cultivo buscando melhorar o
indice de sobrevivéncia das larvas cultivadas (Stoecker & Capuzzo 1990;
Fernandez-Diaz et al. 1994; Genodepa et al. 2004; Dunphy et al. 2006).

Para Umesh et al. (1999) substratos biodegradaveis como bagaco de
cana-de-agucar possuem grande potencial para a colonizagdo microbiana
quando comparados com substratos menos degradaveis, como bambu ou
plasticos. Alguns autores recomendam substratos vegetais como farelo de trigo
e alfafa, entre outros, para serem utilizados na colonizagdo por
microrganismos, com o objetivo de enriquecer as dietas dos organismos
cultivados (Umesh et al. 1999; Ramesh et al. 1999).

Martinez-Cordova (2002) afirma que a utilizagdo de um composto
utilizando feno de alfafa, associado as leveduras Saccharomyces cerevisiae em
viveiros de cultivo semi-intensivo de camardes, torna possivel manter a
comunidade zooplanctdnica mais abundante durante o ciclo de cultivo de
camaroes.

Loureiro (2006) observou o desenvolvimento de comunidades de
microrganismos em meios de cultivo experimentais, utilizando como substratos
biodegradaveis a alfafa, casca de soja e o bagaco de cana-de-agucar
associados as leveduras Saccharomyces cerevisiae. Neste estudo a alfafa
proporcionou maior biomassa de bactérias livres e aderidas; o maior numero de

bactérias gerou um aumento na abundancia de flagelados e nematddeos.
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Em decorréncia do potencial da alfafa para o desenvolvimento de uma
cadeia alimentar microbiana e a possibilidade da utilizagdo destes organismos
como alimento vivo, foram realizados experimentos para estabelecer um
protocolo de produgdo massiva de microorganismos utilizando insumos de
baixo custo. Desta forma, a técnica de Martinez-Cérdova (2002) foi adaptada
para a producdo massiva de ciliados e nematdédeos em um procedimento
preliminar chamado de “Meio de Cultivo de Ciliados e Nematédeos - MCCN".

Através do MCCN ¢é possivel produzir massivamente ciliados e
nematddeos utilizando ingredientes de baixo custo, para enriquecer o floco
microbiano em tanques bercario do camardo Litopenaeus vannamei,
contribuindo para o maior ganho de peso dos camardes ao final do cultivo.
Entretanto, este meio precisa ser aprimorado no que se refere a sua
composicao e procedimentos de cultivo.

Para tornar possivel a utilizacdo dos ciliados e nematédeos produzidos
pelo MCCN como alimento vivo, uma série de testes preliminares foram
realizados objetivando: A) determinar a relagdo entre os ingredientes que
compde o MCCN que aliasse produtividade e facilidade de manejo B)
determinar a temperatura mais adequada para a maximizar a produtividade de
ciliados e nematédeos no MCCN e C) minimizar a geracdo de metabdlitos
toxicos para os organismos cultivados como por exemplo 0s compostos
nitrogenados.

No Capitulo 1 da Tese séo apresentados os detalhes do Meio de Cultivo
de Ciliados e Nematoédeos. Posteriormente, no Capitulo 2 e 3 sao

apresentados os resultados de estudos onde, ciliados e nematddeos
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produzidos através do MCCN, foram adicionados ao biofloco para o cultivo de

camardes Litopenaeus vannamei na fase de bercgario.
Objetivos

Objetivo Geral

Desenvolvimento de um meio de cultivo de ciliados e nematddeos para
utilizagdo destes organismos como elementos enriquecedores do floco
microbiano, utilizando ingredientes de baixo custo e contribuindo desta

maneira, para o maior crescimento do camarao cultivado em meio a bioflocos.

Objetivos Especificos

- Estabelecer o protocolo de producdo massiva de ciliados e nematédeos
utilizando ingredientes de baixo custo.

- Avaliar o efeito da complementagao do biofloco com ciliados produzidos pelo
Meio de Cultivo de Ciliados e Nematdédeos, na sobrevivéncia e peso final dos
camardes Litopenaeus vannamei.

- Avaliar o efeito da complementacdo do floco microbiano com nematédeos
produzidos pelo Meio de Cultivo de Ciliados e Nematddeos, na sobrevivéncia e

peso final dos camardes L. vannamei.
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Abstract

The microorganisms in aquaculture systems are natural preys for reared organisms, have a size
spectrum suitable for the consumption of fish and crustacean larvae also have a good nutritional
quality. The Ciliate and Nematode Cultivation Medium — CNCM, was intended to produce
massive amount of flagellates, ciliates and nematodes to be used as live food. The medium is
based on alfalfa, molasses, Saccharomices cerevisiae, fish oil and ascorbic acid kept under
controlled temperature (38°C) and aeration. High abundances of flagellates (range 14 um),
ciliates (range 20 — 80 ym) and nematodes (range 200 - 1000 um) were obtained after the
consumption of bacteria and Saccharomices cerevisiae. The protozoan succession was marked
by the emergence of flagellates (Bodonidae) followed by the ciliates Uronema sp., and Euplotes
sp. The nematode Rhabditis sp. appeared in the CNCM 10 days after the beginning of the
culture. One potential problem in the PNCM is the high total ammonia concentration at the end
of the study (69.35 mg L'1). However, this problem can be surpassed with the drainage of
CNCM with nets of different mesh sizes and dilution of concentrated protozoan and nematodes.
The CNCM seems to be an effective method to produce live food of different size class in an
unexpensive way.

Key words: Microorganism massive production; Flagellate; Ciliate, Alfalfa; Sugarcane

molasses; Saccharomyces cerevisiae
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Introdugao

A necessidade de se produzir alimento para consumo humano,
proporciona um incentivo para o desenvolvimento e aprimoramento das
técnicas de cultivo na aquicultura, visando ndo s6 expandir a quantidade
produzida, mas também buscando proporcionar o aproveitamento racional dos
recursos naturais (Gomes 2000).

A utilizagdo de microorganismos tem sido apontada como uma maneira
de se estabelecer sistemas de cultivo mais produtivos e com menor impacto
ambiental (Moriarty 1987, 1997, Maeda 2002). Moss (2002) afirma que
sistemas intensivos de produgdo de camarbes marinhos dependem de uma
saudavel e diversificada comunidade microbiana para incrementar o
crescimento, sobrevivéncia e manter aceitavel a qualidade de agua.

Os organismos cultivados na aquicultura como crustaceos, peixes e
moluscos, possuem distintos aparatos destinados a alimentagcdo exigindo,
portanto, alimentos de diversos tamanhos ao longo de sua producao
(Berggreen et al. 1988; Stoecker & Capuzzo 1990; Fernandez-Diaz et al. 1994;
Genodepa et al. 2004; Dunphy et al. 2006). Sabe-se que 0os microorganismos
encontrados em viveiros de cultivo sdo presas naturais para os organismos
cultivados (Horowitz & Horowitz 2002) complementando a alimentagdo em
sistemas intensivos e permitindo a reducdo do valor protéico das racgdes,
considerendo o valor nutricional destes microorganismos.

De acordo com Stolp (1988) a matéria seca de microorganismos
eucariontes € composta por 50% de proteinas, 10% de lipideos, 10-20% de

RNA e 3-4% de DNA. Ja as bactérias sdo pobres em acidos graxos de cadeia
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longa (PUFA), porém sdo importante fonte de outros nutrientes essenciais
especificos como vitaminas do complexo B. Estes microorganismos servem de
alimento para os protozoarios que, além de possuirem tamanho adequado para
consumo por larvas de organismos cultivados, apresentam também importante
qualidade nutricional. Os microorganismos eucarioticos (protozoarios), por
exemplo, contém esterdis e grande parcela destes sido convertidas em
colesterol ou em outras formas caracteristicas de lipideos (Phillips 1984;
Horowitz & Horowitz 2002; Zhukova & Kharlamenko 1999).

Da mesma forma, os microorganismos tem sido utilizados como
alimento para o copépodo Calanoida Acartia tonsa, utilizado como alimento
vivo em muitas larviculturas (Moriarty 1997; Zhucova & Kharlamenko, 1999;
Maeda, 2002; Treece 2002), mas normalmente empregado em larviculturas de
peixes e crustaceos (Payne et al. 2001; McKinnon et al. 2003). De acordo com
Maeda (2002) é possivel manter a producéo de A. tonsa alimentando-os com
ciliados e a producado de ovos do copepodo Scottolana canadensis também
aumenta quando alimentado com estes protozoarios.

A Artemia e rotiferos sdo amplamente utilizados como alimento vivo na
aquicultura, especialmente em larviculturas de muitas espécies de peixes e
crustaceos (Watanabe et al. 1983; Haché & Plante 2011). As espécies de
rotiferos de maior interesse para a aquicultura sao Brachionus plicatilis e B.
rotundiformis, medindo de 130-340 pm e 100-210 um de comprimento,
respectivamente (Hagiwara et al. 2001), enquanto o nauplio de Artemia sp.
pode mede de 400 a 500 um (Van Stappen 1996). Apesar de possuir elevado

preco comercial, foi observado que nauplios de Artemia adicionados aos
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tanques, podem ser vetores para organismos patogénicos (Thompson et al.
1999).

Em ambientes aquaticos, com o acumulo de moléculas organicas em
qualquer superficie submersa, inicia a formacao do biofilme e sua colonizacao
por microorganismos representados pelas bacterias, flagelados, ciliados,
rotiferos e nematdédeos. Estes microorganismos mostraram ser importante
alternativa para cultivos intensivos do camardo marinho Farfantepenaeus
paulensis, auxiliando na mantencéo da qualidade de agua, além de servir como
fonte de alimento suplementar para as larvas (Thompson et al. 2002; Silva et
al. 2008, Ballester et al. 2010).

Entre os substratos biodegradaveis, o bagag¢o de cana-de-agucar tem
maior potencial para colonizagdo por microorganismos que outros, como
bambu ou plasticos, menos degradaveis (Umesh et al. 1999). Entretanto,
outros estudos confirmaram a efetividade do farelo de trigo, alfafa e outros
materiais organicos utilizados como substrato para microorganismos,
enriquecendo a dieta de organismos cultivados (Umesh et al. 1999; Ramesh et
al. 1999, Ballester et al. 2010).

Martinez-Cordova et al. (2002) reportaram que, ao utilizar feno de alfalfa
associado com leveduras Saccharomyces cerevisiae em viveiros de cultivo
semi-intensivo de camardes, houve significativo aumento na biomassa de
alguns organismos zooplanctonicos durante o ciclo de cultivo. Além disso,
dados relacionados a produtividade de microorganismos em diferentes
substratos como: feno de alfafa, casca de soja e bagago de cana-de-agucar

associados a leveduras S. cerevisiae, demonstraram a maior efetividade da
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alfafa para estimular grande biomassa de bactérias livres e aderidas. A maior
abundancia de bactérias repercutiu no incremento de flagelados e nematodeos
no sistema (Loureiro 2006).

Estas informagdes indicam que a produgdao massiva de microrganismos
com diferentes classes de tamanho é possivel, o que podera reduzir a
dependéncia de alimentos vivos caros e muitas vezes dificeis de se obter,
como € o caso da Artemia, rotiferos e copépodos.

Neste estudo foi proposto um método de producdo massiva de
flagelados, ciliados e nematddeos utilizando feno de alfafa associado a outros
componentes. Esta técnica é designada como: Meio de Cultivo de Ciliados e
Nematdédeos - MCCN.

Os dados apresentados neste trabalho mostram os resultados obtidos
em uma investigacdo onde foi testada a produtividade do MCCN utilizando
diferentes relagdes entre os ingredientes, bem como, diferentes condigbes de
temperatura e salinidade do cultivo, objetivando aliar produtividade, facilidade
de manejo e a redugdo dos metabdlitos toxicos como amdnia — NAT gerados

pelos processos se maturacido do MCCN.

Material e métodos

Local de estudo

O estudo foi realizado na Estagdo Marinha de Aquicultura - EMA/FURG
na Praia do Cassino — Rio Grande — RS, iniciando no dia 27 de maio de 2010 e

durou 24 dias.
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Unidades Experimentais

Foram utilizados 5 tanques de fibra de vidro com capacidade para 50
litros cada, adaptados com sistema de aeracao e aquecedores para manter a
temperatura da agua proxima a 38°C. A agua marinha utilizada (salinidade 35)

foi filtrada em filtro de areia e posteriormente por filtros cartucho (5um) Cuno®.

Inéculo inicial

A metodologia de Martinez-Cordova (2002) foi utilizada para a formagéao
de um banco de microorganismos que posteriormente foram inoculados no
MCCN. Um inéculo de agua estuarina foi adicionada a formulagéo de infusério
para induzir o aparecimento de microorganismos de ocorréncia natural no
estuario da regido onde o estudo foi realizado.

Para prevenir a introdugdo de organismos tdéxicos para os organismos
cultivados aos meios de cultivos, amostras de agua estuarina foram coletadas,
fixadas com solugdo de Lugol 2% e analisadas em camaras de sedimentagao
(v:v) com volume de 2,1 mL (Throndsen 1978).

Em dois tanques de fibra de vidro foram adicionados 50 litros de agua
marinha filtrada com salinidade de 33, 2,5 litros de agua estuarina (fonte de
microorganismos) coletada na Lagoa dos Patos (sul do Brasil) e previamente
aclimatada as condi¢gbes de salinidade, 30 Kg de feno de alfafa, 300 gr de
Saccharomyces cerevisiae, 750 mL de oleo de pescado, 3 Kg de melago de
cana-de-agucar e 25 g de vitamina C. Todos os ingredientes foram mantidos
sob aeragido e temperatura de 38° C durante os 10 dias que antecederam o

inicio do experimento, passado este periodo, o MCCN foi inoculado.
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Meio de Cultivo de Ciliados e Nematéodeos - MCCN

Para a formagcdo do MCCN os seguintes componentes foram
adicionados & 50 litros de agua marinha filtrada: 50 mL L™ de indculo inicial de
microorganismos (descrito anteriormente), 50 mL L de melaco de cana-de-
agucare 3 g L' de S. cerevisiae. As quantidades descritas para levedura e
melaco foram divididas em 2 aplicacbes com intervalos de 48 horas. Na
segunda aplicacdo também foram adicionados: 300 g L™ de feno de alfafa, 0,2
g L™ de vitamina C e 4 mL L' éleo de pescado.

Os 3 tanques contendo o MCCN permaneceram sob aeragao durante 3
dias. A partir este dia, a aeracéo foi diminuida gradativamente para facilitar a
precipitacdo do material mais pesado proveniente do feno de alfafa como
torres de terra, insetos mortos e outras impurezas. Este material permaneceu
concentrado no fundo do tanque cilindro-cénico e posteriormente foi
descartado.

Na fase inicial de cultivo a agua apresentou-se bastante turva em
consequéncia da adi¢ao dos ingredientes. Passados aproximadamente 10 dias,
a agua do MCCN encontrava-se translucida e colonizada por diferentes grupos

de microrganismos.

Amostragem de Microorganismos e Analise da Concentragdo de Amédnia

Para o acompanhamento da sucessao dos protozoarios e nematddeos
no MCCN durante um ciclo de cultivo de 24 dias, as amostras de agua foram
coletadas a cada 48 horas. Solugdo de Lugol 2% (v:v) foi utilizada para a
fixagdo do material que foi estocado em frascos ambar (50 mL) para posterior

analise. Aliquotas de 2,1 mL de cada amostra foram analisadas em camaras de
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sedimentacao (Throndsen 1978).

Para a quantificagdo, os microorganismos foram categorizados em
diferentes faixas de tamanho (Sieburth 1978). A classe dos nematddeos
medindo de 200 a 1000 pm foram quantificados utilizando objetiva com
magnificacdo de 100X, os ciliados medindo de 20 a 80 um foram quantificados
utilizando objetiva com magnificacdo de 200X e os flagelados medindo até
14um foram quantificados utilizando objetiva com magnificacdo de 400X
(Utermohl 1958) utilizando um microscopio invertido Axiovert 135 (ZEISS). Para
garantir a contagem minima de 100 células/individuos, foram contadas 3 faixas
para cada classe de tamanho de microorganismos.

Para a determinagdo da concentragao da aménia total - NAT (UNESCO
1983), a cada 5 dias as amostras coletadas passavam por filtros com tamanho
de malha de 50um e posteriormente encaminhadas para o Laboratério de

Quimica da Estagdo Marinha de Aquicultura.

Separagao dos microorganismos produzidos

Para coletar os diferentes microorganismos produzidos no MCCN, foi
construido um conjunto de filtros de nylon com tamanho de malha variando de
30 a 1000 um. Estes filtros também foram utilizados para drenar a agua rica em
compostos nitrogenados.

Inicialmente a agua passava por filtros com tamanho de malha de 1000
e 500 ym para separar as particulas maiores. Os nematddeos foram retidos
nos filtros com tamanho de malha de 300, 200 e 150 uym, enquanto os ciliados
e flagelados foram concentrados nos filtros com tamanho de malha variando de

100, 85, 65, 50, 40 e 30 um. Os organismos concentrados nestes filtros eram
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posteriormente ressuspendidos em agua marinha previamente filtrada e

prontos para serem quantificados e utilizados como alimento vivo.

Resultados e Discussao

A sucessao dos protozoarios no MCCN foi marcada inicialmente pelo
surgimento de flagelados (Bodonidae) com tamanho aproximado de 14 ym e a
breve aparigcdo do ciliado Uronema sp. (ca. 20 um) (Fig. 1). Este ciliado
permaneceu no cultivo durante os primeiros 4-6 dias de cultivo. Apds, um
segundo grupo de ciliados foi observado, Euplotes sp. medindo entre 30 e 80
pum. O nematdédeo Rhabditis sp., medindo entre 200 e 1000 um de
comprimento, foi primeiramente quantificado no MCCN apds 10 dias apds o

inicio do cultivo e permaneceu em alta concentragao até o final do experimento

(Fig. 1).
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Figura 1: Abundéncia de microorganismos (MD + DP) no Meio de Cultivo de Ciliados e

Nematddeos durante 24 dias de cultivo. A) flagelados, B) ciliados e C) nematédeos.

A maior abundancia de flagelados (Fig. 1A) foi registrado no dia décimo
sexto dia de cultivo (2,58 x 107 = 6,29 x 10° células L™). O primeiro pico de
crescimento de ciliados no décimo dia de cultivo (4 x 10° = 1,42 x 10° células L
') foi seguido por acentuado declinio na sua abundancia (3,41 x 10° = 1,13 «x

10° células L") no décimo quarto dia de cultivo (Fig. 1B). Este declinio foi
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provavelmente causado pela competicdo com os nematddeos por alimento
(Ruppert et al. 2005, Warwick, 1987, Delbare & Dhert, 1996), cujo grupo
aumentou apds o décimo segundo dia de cultivo (7,45 x 10° = 4,05 x 10°
células L.

A reducdo na abundancia dos ciliados refletiu diretamente sobre os
flagelados, que aumentaram sua populagao até o décimo sexto dia. Entretanto,
o segundo aumento na abundancia de ciliados (2,96 x 10° = 9,17 x 10° células
L'1), composto principalmente por Euplotes sp., exerceu forte pressao de
predagcdo sobre os flagelados, que foram totalmente dizimados a partir do
décimo sexto dia de cultivo. Este fato indica que ciliados atuaram como agente
controlador sobre o grupo dos flagelados no MCCN, como observado por
outros pesquisadores (Sherr & Sherr 2002).

Decamp et al. (2003) observaram que em viveiros de cultivo de
camardes sem renovagao de agua, a concentragcdo média de ciliados é de 1,17
e 1,51 x 10° células L. Considerando a abundancia de ciliados alcangada no
MCCN, seria necessaria a adicdo de 350 mL de MCCN em 1 litro de agua
filtrada para alcangar abundancia similar de ciliados, porém estudos futuros
poderdo proporcionar o aumento da produtividade de ciliados do MCCN e
diminuir este volume. De acordo com Zhukova & Kharlamenko (1999), os
flagelados e ciliados sdo capazes de sintetizar acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) que sao importantes para os organismos cultivados.

No MCCN os nematdédeos alcancaram a maior abundancia no décimo
segundo dia de cultivo (7,45 x 10° = 4,05 x 10° organismos L"), possivelmente

devido a adigao de leveduras. Este fato foi comprovado pela observacao de S.
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cerevisiae no trato digestorio destes metazoarios. Em outros experimentos
(dados nao apresentados) nos quais S. cerevisiae foi adicionada mais
frequentemente ao cultivo, foram observadas maiores abundancias de
nematodeos. Isto mostra o seu comportamento alimentar oportunista,
sugerindo que altas concentracbes de nematédeos podem ser obtidas mesmo
com menores concentragdes de bactérias no meio.

Ballester et al. (2010) analisaram a abundéncia de nematédeos no
sistema conhecido como Biofloc-technology aplicado ao sistema de cultivo
intensivo de camardes, reportando que eles aparecem proximo ao trigésimo dia
de cultivo e alcangam 5 x 10° nematédeos L. Silva et al. (2008) observaram
que nematddeos, juntamente com as diatomaceas, sdo responsaveis pela
maior parte das proteinas e dos lipidios que compde o biofilme.

Os nematddeos alimentam-se de bactérias e possuem grande
importdncia na cadeia alimentar microbiana (Ruppert et al. 2005). Analises
bioquimicas realizadas em nematdédeos apontaram 48,3 % de proteina, 17,3 %
de lipidios e 31,3 % de carboidratos sobre o seu peso seco (Biedenbach et al.
1989; Watanabe & Kiron 1994). Rouse et al. (1992) reportaram que o conteudo
de acidos graxos essenciais eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA) em nematddeos, pode ser superior ao encontrado na Artemia.

Silva et al. (2008), encontraram uma abundancia de aproximadamente
1,4 x 10" nematdédeos por m? de biofilme. Para cobrir o mesmo metro quadrado
de biofilme com esta quantidade de nematddeos produzidos no MCCN, e
considerando as mesmas concentracbes de nematdédeos obtidas neste

experimento, seriam necessarios 20 L de MCCN.
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Alguns estudos tem demonstrado a importéncia em se oferecer alimento
vivo de diferentes tamanhos para o melhor crescimento dos organismos
produzidos na aquicultura. Por exemplo, diferentes estudos utilizando larvas do
peixe Sparus aurata (Fernandez-Diaz et al. 1994), o caranguejo Scylla serrata
(Genodepa et al. 2004) e moluscos como a Ostrea chilensis (Dunphy et al.
2006) demonstraram que estes organismos ingerem particulas de tamanho
variando de 0,2 a 600 ym. As diferengas de tamanho das particulas ingeridas
sdao atribuidas aos aparatos destinados a alimentacdo, que sofrem
transformagdes durante o ciclo de vida destes organismos, exigindo desta
maneira, o consumo de alimentos de diferentes tamanhos ao longo dos cultivos
(Fernandez-Diaz et al. 1994; Genodepa et al. 2004; Dunphy et al. 2006).
Apesar da ampla utilizagcao da Artemia sp. e dos rotiferos como alimento vivo
em larviculturas, estes organismos sao muitas vezes dificeis de serem
capturados e ingeridos por larvas de pequeno porte, devido ao tamanho
inadequadamente grande, resultando em mortalidade por inanigdo (Treece
2002; Holt 2002).

Em contrapartida, os organismos produzidos no MCCN em diferentes
fases de cultivo apresentam tamanhos diferentes, podendo desta maneira,
satisfazer a necessidade em termos de tamanho 6timo de particula para
ingestao, pelas espécies ao longo das fases do ciclo de vida. Cabe ressaltar
que, protozoarios e nematdédeos possuem alto valor nutricional, podendo
otimizar o crescimento dos organismos cultivados.

Diferentes faixas de tamanho de microorganismos podem ser obtidos no

MCCN coletando-os em diferentes periodos de cultivo, ou utilizando filtros para
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selecionar organismos do tamanho desejado. Neste estudo, nematddeos foram
coletados utilizando uma combinacgao de filtros, no qual filtros com 300 e 200
pum de abertura de malha capturaram formas adultas de nematdédeos, enquanto
filtros com abertura de malha de 150 um capturaram nematddeos jovens. Os
flagelados e ciliados foram capturados utilizando-se malhas com tamanho
variando de 30 a 100 um. Filtros com tamanho de malha de 1000 e 500 um
foram utilizados para eliminar particulas maiores das amostras. Filtros com 85,
65, 50, 40 e 30 um foram também utilizados para selecionar os flagelados e
ciliados de acordo com o tamanho desejado. Os organismos concentrados nos
filtros foram rapidamente transferidos para menores volumes de agua filtrada.
Um problema em potencial observado no MCCN ¢é a alta concentracao
de amoénia medida neste meio. Os valores de amoénia total - NAT variaram
entre 1,43 + 0,04 mg L™, na primeira amostragem até 69,26 = 9,12 mg L™ no

vigésimo dia de cultivo (Fig. 2)
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Figura 2: Concentragdo de Amdnia - NAT (MD £ DP) medida no MCCN nos dias 5, 10, 15, 20 e
24 de cultivo.

Sabe-se que a adi¢cao de altas concentragdes de ambnia em sistemas
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de cultivo influencia os processos inerentes a fosforilacdo oxidadativa, afetando
a conversao da energia do alimento em ATP. Neste caso, a sobrevivéncia e
crescimento de camarbes e peixes em ambientes de cultivo serao
comprometidos (Arana 1997; Arana 2002).

Este problema pode ser resolvido de duas formas: a) pela drenagem da
agua rica em amonia, utilizando os mesmos filtros mencionados acima. Uma
vez realizada a drenagem dos microorganismos, a agua retornaria aos tanques
contendo MCCN e seria reutilizada em outros ciclos de cultivo; b) ou pela
adicao de fontes de carboidratos com por exemplo o melaco.

Esta fonte de carbono é prontamente disponibilizada para as bactérias e
beneficia assim a conversédo do nitrogénio dissolvido em proteina microbiana,
estimulando o incremento na abundancia das bactérias nitrificantes. Sabe-se
que a presenca destas bactérias em viveiros de cultivo de camardes, aumenta
a eficiéncia da conversado protéica por estes crustaceos (Avnimelech, 1999,
2006, 2009, Hari et al. 2006, Samocha 2007,).

Em resumo, com base nos resultados obtidos durante este estudo,
pode-se afirmar que o MCCN representa uma alternativa viavel para se
produzir alimento vivo com diferentes faixas de tamanho utilizando ingredientes

de baixo custo de forma eficiente.
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Resumo

O Meio de Cultivo de Ciliados e Nematédeos — MCCN, possibilita a produgao de
microrganismos a baixo custo para a utilizagdo como alimento vivo em cultivos de camardes
marinhos. Ciliados produzidos no MCCN foram testados como alimento vivo para pés-larvas de
camardes em um experimento com quatro tratamentos: BFT - somente biofocos; BFT 10 - 10
mL de MCCN diluido no biofloco; BFT 100 - 100 mL de MCCN diluido no biofloco; e BFT 1000 -
1000 mL de MCCN diluido no biofloco. Os microrganismos foram analisados nas fases inicial,
intermediaria e final do experimento, realizado durante 30 dias. A andlise do conteudo
estomacal dos camardes indicou a predagao de ciliados pelas pds-larvas. Na maioria dos
tratamentos, o periodo inicial foi marcado pelo incremento dos flagelados, a fase intermediaria
foi marcada pela redugdo na abundancia de ciliados e a fase final foi representada pelo
aumento na abundéancia de ciliados e rotiferos. Em nenhum dos tratamentos foram observados
nematddeos nas amostras das fases de cultivo analisadas, sugerindo que estes organismos
foram efetivamente predados pelos camardes. Este estudo indicou que ciliados, rotiferos e
nematoddeos, desempenham importante papel como alimento vivo, principalmente pelo seu

tamanho reduzido, valor nutricional e atratividade exercida sobre as pés-larvas.
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Abstract

The Ciliate and Nematodes Culture Medium — CNCM, enable the inexpensive production of
microorganism to be used as live food in shrimp culture. It was tested the ciliates produced by
CNCM as live food for shrimp larvae in an experiment with four treatments: BFT - only biofloc
medium; BFT 10 - 10 mL of CNCM culture diluted to biofloc; BFT 100 - 100 mL of CNCM
culture diluted to biofloc; and BFT 1000 - 1000 mL of CNCM culture diluted to biofloc. The
microorganisms were analyzed at the beginning, intermediate and final phases of the
experiment which lasted 30 days. The analysis of shrimp gut contents indicated their predation
on the ciliates. In most treatments, the initial period revealed significant increase of flagellates,
the intermediate phase was marked by the ciliates decrease, and during the final period the
abundance of the ciliates and rotifers increased. Nematodes were absent at the end of the final
phase in all treatments, suggesting that these organisms were effectively preyed by shrimps.
This study indicates that ciliates, rotifers and nematodes play an important role as live food in
hatcheries mainly due to their small size, nutritional value and atractivity exerted on shrimp

post-larvae.

Introducao

A técnica conhecida como Biofloc-Technology (BFT) tem como
caracteristicas principais 0 aumento na bioseguranga nos cultivos, a redugéo
nos custos com alimento artificial e troca de agua, além de tornar a atividade
mais sustentavel e ambientalmente correta (Tacon et al. 2002). Neste método
de cultivo, existe a produgcdo de macroagregados ou “bioflocos” formados
durante o ciclo de producao, que podem servir como alimento complementar
para camardes (Avnimelech 2009, Tacon et al. 2002). O biofloco é composto
primeiramente por bactérias, cianobactérias, algas, protozoarios, pequenos
metazoarios, formas larvais de invertebrados, fezes e organismos mortos
(Burford et al. 2003, Wasielesky et al. 2006, Avnimelech 2009). Alguns destes
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microorganismos (bactérias heterotréficas) sado capazes de assimilar
compostos nitrogenados resultantes da excrecao dos camardes, bem como, da
decomposicdo da matéria organica (sobras de ragdo) melhorando, desta
maneira, a qualidade de agua de cultivo (Avnimelech 2009).

As espécies que compdem a comunidade microbiana influenciam a
composi¢ao bioquimica do biofloco, seu valor nutricional e possivelmente a sua
palatabilidade. Protozoarios como os flagelados e ciliados contem esterdis em
sua composi¢cao quimica e grande parte é convertida em colesterol ou outras
formas de lipidios. Além disso, a biomassa seca dos organismos eucarioticos é
composta por 50% de proteina, 10% de lipidios, 10 - 20% de carboidratos, 3 -
4% de RNA e DNA (Stolp 1988). Da mesma forma, analises bioquimicas dos
nematodeos apontaram 48,3 % de proteina, 17,3 % de lipidios e 31,3 % de
carboidratos sobre o seu peso seco (Biedenbach et al. 1989; Watanabe & Kiron
1994) mas estes niveis sdo estritamente dependentes da qualidade nutricional
do substrato onde os nematddeos s&o cultivados.

Desta forma, a adicdo de microorganismos cultivados no sistema BFT,
especialmente os ciliados e nematdédeos podem incrementar a disponibilidade
de proteinas e lipidios, melhorando o crescimento dos organismos cultivados
(Phillips 1984; Stolp 1988, Biedenbach et al. 1989, Decamp et al. 2002, Focken
et al. 2006) e reduzindo a utilizagdo de proteina procedente do alimento
comercial (Samocha et al. 2004).

Utilizando conceitos propostos por Martinez-Cordova (2002)
desenvolveu-se o meio de cultivo de ciliados e nematédeos - MCCN, uma

técnica de produgdo massiva de microorganismos que possibilitou fornecer um
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outro tipo de alimento vivo ao cultivo de camardes. Este método utiliza feno de
alfafa e melaco de cana-de-acgucar, entre outros, para estimular o crescimento
de microrganismos (Loureiro et al. em preparagdo). As bactérias atuam na
decomposigcdo da matéria organica utilizando o carbono como fonte de energia
e O nitrogénio para formar sua estrutura celular, através da sintese de
proteinas. O crescimento bacteriano permite o estabelecimento de uma cadeia
alimentar microbiana composta por: flagelados, ciliados e nematddeos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da complementagdo do
sistema BFT com ciliados produzidos pelo MCCN, sobre a sobrevivéncia e no

peso final dos camardes Litopenaeus vannamei.
Material e Métodos

Local de estudo

Este estudo foi realizado na Estagdo Marinha de Aquicultura -
EMA/FURG na Praia do Cassino — Rio Grande — RS. O experimento iniciou em

1 de fevereiro de 2010, com a duracgao de 30 dias.

Meio de Cultivo de Ciliados e Nematéodeos - MCCN

Para produzir os microorganismos que posteriormente enriqueceram o
biofloco durante os 30 dias de experimento, foram utilizados 6 tanques cilindro-
cbnicos com capacidade para 50 L, equipados com sistema de aeracido e
aquecimento para manter a agua com temperatura proxima a 38 °C.

Para estimular o crescimento dos microorganismos foram adicionados
em 50 litros de agua marinha filtrada (filtros cartucho 5 ym Cuno®), 20 g L™ de

melago de cana-de-acucar (aplicados durante 3 dias consecutivos), 18 mL L
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de 6leo de pescado, 2 g L™ de Saccharomyces cerevisiae, 0,2 g L™ de vitamina
C e 100 g L de feno de alfafa (Loureiro et al., em preparacdo). Como indculo
de microorganismos foi utilizado 50 mL L™ de agua (salinidade 20) coletada no
estuario da Lagoa dos Patos. Todos os ingredientes foram misturados e

mantidos sob aeragdo com temperatura préoxima a 38 °C.

Unidades experimentais - UEs

Para o cultivo de camardes em meio a bioflocos enriquecidos com
microorganismos, foram utilizados como unidades experimentais 16 frascos
plasticos com volume util de 4 litros, equipados com sistema de aeracao

individual.

Delineamento experimental

Este experimento foi dividido em 4 tratamentos: a) somente biofloco
(BFT); b) 10 mL de MCCN adicionado ao biofloco (BFT 10); c) 100 mL de
MCCN adicionado ao biofloco (BFT 100) e d) 1000 mL de MCCN adicionado ao

biofloco (BFT 1000).

Biofloco - BFT

O BFT utilizado durante o experimento foi coletado de um tanque de
engorda de juvenis de L. vannamei, pertencente as estruturas da Estagao
Marinha de Aquicultura — EMA/FURG.

Durante o estudo, as unidades experimentais (UE) permaneceram em
Banho-Maria com temperatura controlada (28 °C) e aeragao constante. Cada
UE recebeu 50 pos-larvas L™ de L. vannamei (PL 8) com peso médio de 0,006
+ 0,003 g, as pos-larvas utilizadas neste estudo foram obtidas na larvicultura da

48



Estacdo Marinha de Aquicultura - EMA/IO-FURG. A taxa de sobrevivéncia foi

estimada pela contagem dos camardes no inicio e ao final do experimento.

Manutencgéo das unidades experimentais

A agua nas UEs foi renovada a cada 48 horas (ciclo de renovagao)
através do sifonamento de aproximadamente 90% do volume total, para manter
as mesmas caracteristicas do biofloco em todos os tratamentos durante o
experimento. O volume original foi restabelecido pela adi¢do de agua com BFT

e a mesma quantidade pré-estabelecida de MCCN foi adicionada em cada UE.

Analise dos microorganismos

Em consequéncia do grande numero de amostras e a impossibilidade de
todas as amostras serem analisadas, foi estabelecido trés fases durante o
cultivo para a quantificagdo e qualificagdo dos microorganismos. As analises
foram relaizadas na fase inicial de cultivo que corresponde o periodo entre os
dias 7/2 e 9/2, na fase intermediaria entre os dias 17/2 e 19/2 e na fase final de
culivo entre os dias 27/1 e 1/1 (Tabela 1). Desta forma, foi possivel analisar as
variagoes quali-quantitativas das comunidades de microorganismos dentro das
48 horas correspondentes.

Para isso, uma aliquota de 50 mL de agua de cultivo foi coletada de
cada UE logo apds a renovagao de agua e adicdo do MCCN. A segunda

amostra foi coletada apds 48 horas e momentos antes da préxima renovacgao.

Tabela 1: Amostragens nas diferentes fases de cultivo para quantificagéo e
qualificacdo das comunidades de microorganismos adicionadas ao biofloco

Fase inicial Fase intermediaria Fase final

7/2 e€9/2 17/2 € 19/2 27/12e1/3
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As amostras coletadas foram preservadas em solugédo de Lugol 2% (v:v)
e estocadas em frascos ambar (50 mL) para posterior analise. Aliquotas de 2,1
mL de cada amostra foram analisadas em camaras de sedimentacao
(Throndsen 1978).

Para a quantificagdo, os microorganismos foram categorizados em
diferentes faixas de tamanho (Sieburth 1978). A classe dos nematddeos
medindo de 200 a 1000 pm foram quantificados utilizando objetiva com
magnificacdo de 100X, os ciliados medindo de 20 a 80 um foram quantificados
utilizando objetiva com magnificacdo de 200X e os flagelados medindo até
14um foram quantificados utilizando objetiva com magnificacdo de 400X
(Utermodhl 1958) utilizando um microscépio invertido Axiovert 135 (ZEISS). Para
garantir a contagem minima de 100 células/individuos, foram contadas 3 faixas

para cada classe de tamanho de microorganismos.

Parametros fisico-quimicos

Um sensor da marca YSI™ mod. 556 foi utilizado para realizar as
medidas diarias de temperatura da agua, salinidade, pH e oxigénio dissolvido.
Os sélidos em suspensdo e a concentragcdo da amoénia total — NAT foram
determinados (UNESCO, 1983) ao final de cada fase de cultivo (inicial,
intermediaria e final). O cone Imhoff foi utilizado para determinar o volume de
material em suspensdo acumulado no fundo do cone 15 minutos apds a

amostragem (Avnimelech 2007).

Alimentacgao das pos-larvas

A alimentacao era realizada 3 vezes ao dia, com a racéo inicial (Guabi -
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Active 38% CP) triturada em granulometria aproximada de 300um e
equivalente a8 50% da biomassa de camardes em cada UE (0,15 g dia™). A
partir do quarto dia de cultivo o fornecimento de ragdo passou a ser ajustado
diariamente, considerando a sobra de racao no fundo das UEs resultante da

ultima alimentacéo.

Analise do contetido estomacal dos camaroes

Estas analises foram realizadas em 5 camardes coletados nas trés fases
de cultivo. Utilizando bisturi e agulhas de dissecgao o compartimento estomacal
dos camardes era extraido e colocado sobre lamina. Um corte transversal era
realizado para obter a porgéo anterior deste 6rgao.

A parte anterior do estdbmago era corado (solugéo de Lugol - 2%) e o
conteudo extravasado entre lamina e laminula para analise qualitativa sob um

microscépio optico Axiovert 135 (ZEISS), nos aumentos de 100X, 200X e 400X.

Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA - unifatorial) foi aplicada para detectar
diferencas significativas entre as taxas de sobreviéncia, peso final dos
camardes, oxigénio dissolvido, concentragcdo de amoénia - NAT e abundancia
inicial e final de microrganismos. Diferengas significativas (p<0,05) foram

determinadas utilizando o teste de Tukey (Zar 1999).

Resultados

indices Zootécnicos

A taxa de sobrevivéncia e peso final dos camardes estao apresentados
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na tabela 2. Os camardes apresentaram maior sobreviéncia nos tratamentos
BFT 100 e BFT 1000 quando comparados com o tratamento controle (BFT). O
maior valor para o peso final dos camardes foi observado no tratamento BFT

10 seguido pelo tratamento BFT.

Tabela 2: indices zootécnicos finais (Md + Dp) das pds-larvas de Litopenaeus vannamei
submetidos aos tratamentos BFT, BFT 10, BFT 100 e BFT 1000. Diferentes letras indicam
diferencga significativa entre os tratamentos (p <0,05).

Variaveis BFT BFT 10 BFT 100 BFT 1000
Sobrevivéncia (%) 44226 ° 42+32° 53,5+4,2 " 54+3.4°
Peso final (g) 0,068+0,003°  0,085:0,003°  0,059:0,002°  0,048+0,002 °

Parametros de Qualidade de agua

Como mostrado a seguir (Tab. 2), as concentra¢gdes de oxigénio
dissolvido nos tratamentos BFT e BFT 10 durante o experimento foram maiores
e estatisticamente diferentes dos demais tratamentos; o mesmo foi observado
para os valores da aménia — NAT. Os dados referentes a temperatura,
salinidade, pH e sodlidos sedimentaveis nao apresentaram diferencas

significativas durante o experimento (Tabela 2).
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Tabela 2: Parametro de qualidade de agua (MD+DP) nos tanques de cultivo de Litopenaeus
vannamei submetidos aos tratamentos BFT, BFT 10, BFT 100 e BFT 1000 durante o cultivo.
Diferentes letras indicam diferenga significativa entre os tratamentos (p < 0,05).

Variaveis BFT BFT 10 BFT 100 BFT 1000

Oxigénio Dissolvido (mg L")  7,29+0,32° 724+0,41° 6,35+0,36° 4,60+1,35°

Temperatura (°C) 28,02+0,37 2812+0,26 28024037 28,12+0,27
Amonia Total - NAT (mg L) 0,79£0,19% 0,30+£0,14 ° nd nd
Salinidade (%) 32,6+0,5 32,6+05 32,6+05 32,6+05
pH 7,9+0,18 7,9+0,22 8,1+0,17 8,2+0,14
Cone Imhoff (ml L™ 87+4.2 9,9+3,8 9658 77%55

Analise dos microorganismos

A abundancia de flagelados, ciliados, rotiferos e nematdédeos na fase
inicial (7 de Fevereiro) estd apresentada na figura 1. Neste periodo do
experimento houve incremento significativo de flagelados na maioria dos
tratamentos, exceto no tratamento BFT 100 (Fig. 1B). De modo geral as
populagcbes dos organismos maiores como os rotiferos e nematddeos,
apresentaram declinio principalmente nos tratamentos BFT 100 e BFT 1000,

respectivamente (Figuras 1F e 1H).
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Figura 1: Abundancia de Flagelados (A-B), Ciliados (C-D), Rotiferos (E-F) e Nematédeos
(G-H) no inicio (7 de Fevereiro) e término (9 de Fevereiro) da fase inicial de cultivo. A
letra a sobre as barras (figuras do lado direito) indicam diferenca significativa (p<0,05)
entre as concentragodes inicial e final.

O aumento significativo na abundancia de flagelados 48 horas apos a
adicao de MCCN também foi observado na fase intermediaria de cultivo (17 de
Fevereiro), nos tratamentos BFT 10 e BFT 1000 (Fig. 2B). Entretanto, notou-se
o significante declinio na populagdo de ciliados nos tratamentos: BFT 100 e

BFT 1000 (Fig. 2D). Igualmente como observado na fase inicial, a abundancia
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de rotiferos na fase intermediaria declinou (Fig. 2F) e os nematddeos estiveram

ausentes ao final da fase intermediaria (Fig. 2H).
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Figura 2: Abundancia de Flagelados (A-B), Ciliados (C-D), Rotiferos (E-F) e
Nematdédeos (G-H) no inicio (17 de Fevereiro) e término (19 de Fevereiro) da fase inicial
de cultivo. A letra a sobre as barras (figuras do lado direito) indicam diferenca
significativa (p<0,05) entre as concentragdes inicial e final.

Os flagelados aumentaram ao término da fase final somente no
tratamento BFT 10 (Fig. 3B). Por outro lado, a fase final (27 de Fevereiro) foi

representada pelo incremento na abundancia de ciliados nos tratamentos BFT
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10 e BFT 1000; a abundancia de rotiferos foi incrementada na maioria dos

tratamentos, exceto no tratamento BFT (Fig. 3F). Apesar da presenca de

nematddeos no tratamento BFT 1000, ndo foram observados estes organismos

nos demais tratamentos ao término da fase final.
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Figura 3: Abundancia de Flagelados (A-B), Ciliados (C-D), Rotiferos (E-F) e Nematédeos
(G-H) no inicio (27 de Fevereiro) e término (1 de Margo) da fase inicial de cultivo. A letra
a sobre as barras (figuras do lado direito) indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as
concentracdes inicial e final.
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Analise do contetido estomacal dos camaroes

Embora os ciliados e rotiferos observados no estdtmago dos camardes
encontraram-se parcialmente digeridos, foi possivel observar sua presenga
principalmente nas fases inicial e intermediaria, indicando a predacédo destes

organismos preferencialmente nos primeiros estagios de vida.

Discussao

O Promotor da Produtividade Natural - PPN foi desenvolvido por
Martinez-Cordova (2002) como estratégia para incrementar a abundancia de
organismos zooplanctdénicos em cultivos extensivos de camardes. Estes
autores verificaram que o PPN favorece o crescimento de microorganismos
benéficos ao ambiente de cultivo e aos organismos cultivados (Martinez-
Cordova 2002; Martinez-Cordova et al. 2002). Algumas adaptagbes nesta
técnica como por exemplo a utilizacdo de aquecedores de agua e aeradores,
levou ao desenvolvimento do MCCN, que promove o desenvolvimento de uma
cadeia alimentar microbiana, originalmente representada por espécies de
flagelados, ciliados como Uronema sp., Litonotus sp. seguidos por Euplotes sp.
e finalmente pelos nematdédeos (Rhabditis sp.) (Loureiro et al. em preparagao).

Estes microorganismos sao importante fonte de lipidios, proteinas e
vitaminas para os organismos cultivados (Biedenbach et al. 1989; Moriarty
1997; Stoecker & Capuzzo 1990; Zhukova & Kharlamenko 1999; Thompson et
al. 2002; Decamp et al. 2002; Horowitz & Horowitz 2002). Além de servir como
fonte direta de nutrientes para o camardo, existem evidéncias de que
flagelados, ciliados e nematddeos também exercem efeito positivo sobre a

atividade enzimatica digestiva dos camardes, bem como, sobre a microflora
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intestinal destes crustaceos (Moss et al. 2001). Contudo, neste trabalho a
aplicagdao de maiores volumes de MCCN nos tratamentos BFT 100 e BFT
1000, nao refletiu no maior crescimento dos camardes. Ao final do experimento
os camardes cultivados nos tratamentos BFT 10 e BFT apresentaram o maior
peso, provavelmente devido a menor sobrevivéncia nestes tratamentos (Tab.
1).

As anadlises qualitativas e quantitativas das populagdes de
microorganismos heterotréficos adicionados ao BFT, revelaram que ciliados e
rotiferos foram predados principalmente nas fases inicial e intermediaria de
cultivo (Figs. 1, 2 e 3). Acredita-se que a menor relacdo de tamanho entre
presa e predador nestas fases tenha sido o fator preponderante, permitindo
que estes microorganismos tenham sido diretamente predados pelos
camaroes. Estes resultados foram comprovados por analises do conteudo
estomacal dos camardes, onde ciliados e rotiferos foram encontrados somente
nas fases inicial e intermediaria de cultivo. Outros pesquisadores também
comprovaram a importancia dos ciliados (Thompson et al. 2002; Decamp &
Nagano 2004) e rotiferos, especialmente nos primeiros estagios de vida dos
organismos cultivados, devido ao seu tamanho reduzido e conteudo protéico
(Furuya 2001, Ribeiro 2001a). E interessante notar que na fase final do
experimento, quando os camardes se encontravam maiores, a abundéancia de
ciliados aumentou 48 horas apds a sua adi¢ao, indicando que os camardes
passaram a selecionar presas maiores como, por exemplo, os nematédeos.

Os nematddeos, por outro lado, foram praticamente dizimados em todas

as fases de cultivo, sugerindo uma possivel pressdo de predagao dos
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camardes sobre os metazoarios, provavelmente devido a este organismo ser
mais atrativo aos seus predadores, como reportado por Biedenbach et al.
(1989). Analises bioquimicas realizadas em nematdédeos apontaram niveis de
proteina, lipidio e carboidrato de 48.3%, 17.3% e 31.3% respectivamente, do
peso seco, niveis estes que variam de acordo com a qualidade nutricional do
substrato utilizado como meio, onde séo cultivados (Biedenbach et al. 1989;
Focken et al. 2006).

Embora a abundéncia de microorganismos ndo tenha apresentado
diferencga significativa entre os tratamentos € provavel que o grande numero de
microorganismos nos tratamentos BFT 100 e BFT 1000 concomitante a maior
sobrevivéncia dos camardes neste tratamentos, tenham contribuido para os
menores valores de DO, devido ao suposto aumento da respiracdo no sistema
de cultivo (Moriarty 1987). Alguns estudos indicam que o oxigénio dissolvido é
o principal fator limitante para o crescimento de camarbes peneideos,
mostrando que a queda nos niveis de OD nos viveiros de cultivo pode inibir seu
crescimento e consequentemente a acdise (Clark 1986). O consumo de
oxigénio é uma importante via do equilibrio bioenergético do camaréo,
interferindo no fluxo de energia que é direcionada ao metabolismo basal.
Apesar de nao atuar diretamente no crescimento ou digestibilidade do alimento,
o OD pode limitar o consumo alimentar e consequentemente as taxas de
crescimento do camarao (Lucas 1993; Rosas et al. 1998). Ambientes de cultivo
com baixos niveis de OD, resultaram em baixo peso final dos camardes (Rosas
et al. 1998; Arana 1997; Ribeiro 2001b, Li et al. 2006). Contudo, acredita-se

que o baixo peso final dos camardes nos tratamentos BFT 100 e BFT 1000,
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ocorreram pela falta de alimento artificial nestes tratamentos, onde a
sobrevivéncia foi em torno de 10% maior.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que: ciliados e nematddeos
produzidos massivamente no MCCN, podem tornar-se eficiente fonte de
alimento vivo para o cultivo de camardes devido a facilidade de cultivo e valor
nutricional. No entanto, mais estudos devem ser realizados a fim de melhorar a
sobrevivéncia dos camardes cultivados sob altas densidades, utilizando o

MCCN como elemento enriquecedor do biofloco.
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Capitulo Ill — Cultivo de Camardes Litopenaeus vannamei na fase de
bercario em Meio a Bioflocos enriquecido com Nematédeos Rhabditis sp.
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Resumo

Neste estudo, o cultivo de camardes Litopenaeus vannamei em meio a bioflocos foi enriquecido com 1000, 5000
e 10000 nematodeos L™ (tratamentos N1, N5 e N10, respectivamente). Os camardes cultivados nestes
tratamentos apresentaram maior peso final (0,15; 0,14 e 0,13 g, respectivamente) em comparagdo com
camardes do tratamento controle (0,09 g) (BFT - apenas biofloco). A sobrevivéncia dos camarbes ao final do
experimento foi significativamente maior no tratamento N5 (94 + 5 %). Os rotiferos presentes no meio BFT
também sofreram reducdo em praticamente todas as fases de cultivo analisadas. A analise do conteudo
estomacal dos camardes confirmou que rotiferos e nematdédeos foram consumidos. O enriquecimento do BFT
com nematdédeos se mostrou uma alternativa para aumentar a produtividade dos camardes de maneira
econdmica.

Palavras-chave: biofloco, alimento vivo, cultivo de microorganismos, metazoarios

Abstract

In this study, the shrimps Litopenaeus vannamei was cultured in biofloc based medium. The biofloc was enriched
with 1000, 5000 and 10000 nematodes L (treatments N1, N5 and N10, respectively). In these treatments the
shrimps showed higher final weight (0.15, 0.14 and 0.13 g, respectively) when compared with shrimp reared in
the control treatment (0.09 g) (BFT - just biofloc). The survival of shrimp at the end of the experiment was
significantly higher in the treatment N5 (94 + 5%). The rotifers in the biofloc have declined in all stages analyzed
during this experiment. The stomach contents analysis of shrimps confirmed that rotifers and nematodes were
consumed. The biofloc enrichment with nematodes showed a way to increase the productivity of shrimp by the
economical way.

Keywords: biofloc, live feed, culture of microorganisms, metazoan

Introducao

O rapido crescimento da aquicultura nas ultimas décadas possibilitou o aumento na
producdo mundial de pescados provenientes desta atividade, na qual larvas de peixes,

moluscos e crustaceos sdo produzidas em laboratério (Schlechtriem et al. 2002). Porém, esta
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producao requer a utilizagcdo de organismos como alimento vivo; e a produgao de alimento
vivo por sua vez, requer instalagdes préprias e conhecimento técnico (Schlechtriem et al.
2002).

Em laboratdorios de producdo comercial, uma das dificuldades encontradas na
producgao de larvas de peixes e crustaceos é a dependéncia destes organismos pelo alimento
vivo durante suas fases larvais (Lavens & Sorgeloos 1996; Sorgeloos et al. 2001).

Larvas de espécies aquaticas possuem reservas nutricionais limitadas e sua
sobrevivéncia depende da disponibilidade de alimento exdgeno. Sob condigdes de cultivo,
normalmente elas sdo alimentadas com duas ou trés espécies de alimento vivo para garantir
seu potencial de crescimento e sobrevivéncia (Izquierdo 2004).

As microalgas e copépodos sao dominantes no plancton e formam a base alimentar de
muitas formas larvais de organismos marinhos. Outro item alimentar de larvas aquaticas sao
nematddeos (Hall et al. 2004). A produgao de nematdédeos se tornou uma area de interesse
no sentido de torna-los um alimento que possa substituir a Arfemia, que € amplamente
utilizada como alimento vivo para larvas de espécies cultivadas (Hall et al. 2004), porém,
possuem alto custo e sazonalidade na producao.

O alimento vivo precisa ser de facil obtengao, reproducéo e preferencialmente deve ser
produzido de forma econémica (Watanabe & Kiron, 1994) diminuindo desta forma, o seu custo
de producdo. Como nao existe uma formulacao artificial para substituir a Artemia, o alimento
vivo ainda é essencial para o desenvolvimento da aquicultura. Contudo, a qualidade
nutricional das linhagens de Artemia disponiveis comercialmente sdo pobres em acido
eicosapentaendico EPA, 20:5n-3. e, também o acido graxo docosahexaendico DHA, 22:6n-3.
(Sorgeloos & Candreva 2001).

Ja foi observado que o nematddeo terrestre de vida livre Panagrellus redivivus pode

67



ser utilizado como fonte de alimento vivo para larvas de peixes e crustaceos, representando
uma alternativa para substituicdo da Artemia nas larviculturas destas espécies (Sautter et al.
2007). Com tamanho reduzido e forma alongada, estes metazoarios servem de alimento vivo
para larvas de peixes e camarbdes peneideos. Entretanto, estes nematdédeos nao sao
utilizados na aquicultura comercial devido a dificuldade de produgao (Sautter et al. 2007).

A produgdo massiva de nematédeos é possivel utilizando-se o meio de cultivo de
ciliados e nematddeos — MCCN (Loureiro et al., em prep). Esta técnica utiliza o feno de alfafa
e 0 melago de cana-de-agucar como meio para estimular o crescimento de flagelados, ciliados
e nematdédeos da espécie Rhabditis sp. que €& espontaneamente induzido pelo MCCN
(Loureiro et al. em preparacédo). O nematdédeo Rhabditis sp. apresenta distribuicao
cosmopolita e comumente estd associado a decomposi¢do de algas marinhas e a matéria
organica dos mangues (Warwick 1987).

Ballester, et al. (2010) promoveram o desenvolvimento de flocos microbianos na coluna
de agua de cultivo (Biofloc technology - BFT) de juvenis de Farfantepenaeus paulensis,
utilizando altas taxas de aeragao e fertilizagdo com farelo de trigo e melago. Os flocos foram
constituidos por material organico e colonizados por bactérias heterotréficas, flagelados,
ciliados, rotiferos e nematdédeos. Este mesmo autor analisou a abundéncia de nematdédeos no
sistema BFT em cultivo intensivo de camardes, reportando que nematédeos surgiram no
sistema apenas no trigésimo dia de cultivo, alcangando 5 x 10° organismos L.

Silva et al. (2008) observaram que os maiores niveis de proteina e lipidio encontrados
no biofilme, estavam relacionados aos periodos quando os nematddeos foram mais
abundantes.

Com base nestes resultados, acredita-se que o enriquecimento do sistema BFT com

nematodeos desde o inicio do cultivo dos camardes, podera incrementar o crescimento e
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sobrevivéncia dos camardes cultivados.
Neste trabalho avaliou-se o efeito do enriquecimento do sistema BFT com nematddeos
Rhabditis sp., produzidos no MCCN, sobre a sobrevivéncia e peso final dos camardes

Litopenaeus vannamei cultivados neste sistema.

Material e métodos

Este estudo foi realizado nas dependéncias da Estacdo Marinha de Aquicultura —
EMA/IO-FURG, localizada na Praia do Cassino - Rio Grande — RS. O experimento foi

realizado entre os meses de marco e abril de 2010, durante o periodo de 18 dias.

Desenho experimental

Para a execucao deste trabalho foram utilizados 12 frascos com volume util de 4 litros
(unidades experimentais - UEs), divididos em 4 tratamentos: (BF) biofloco, (N1) biofloco
acrescido de 1000 nematdédeos L™, (N5) biofloco acrescido de 5000 nematédeos L™, (N10)
biofloco acrescido de 10000 nematédeos L™.

Durante o estudo as UEs permaneceram em banho-maria com temperatura controlada
(28° C) e aeragao constante. Cada réplica recebeu 6 pés-larvas (PL 45) camarbes da espécie

Litopenaeus vannamei L™, com peso médio inicial de 0,0645 = 0,0147 g.

Fornecimento de racao

Para todos os tratamentos a ragao inicial (Guabi - Active 38% CP) foi triturada e
oferecida em uma granulometria aproximada de 300um e equivalente a 50% da biomassa de
camardes em cada UE (0,19 g dia™). A partir do quarto dia de cultivo o fornecimento de rago
passou a ser ajustado diariamente, considerando a sobra de ragdo no fundo das UEs

resultante da ultima alimentacgao.
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Biofloco (BFT)

O BFT utilizado durante o experimento era coletado de um tanque de producgao de
camaroes localizado na Estacdo Marinha de Aquicultura — EMA/IO-FURG com o auxilio de
baldes de 20 litros. Os ciclos de renovagédo de agua das UEs eram realizados a cada 72
horas, com a substituicdo de aproximadamente 90% do volume das UEs, mantendo desta

forma, as mesmas caracteristicas do biofloco em todas as UEs durante o experimento.

Meio de Cultivo de Ciliaodos e Nematédeos (MCCN)

Para a producdo massiva de nematdédeos aplicou-se a técnica desenvolvida por
Loureiro et al. (em preparagédo), em tanques de fibra de vidro com volume util de 50 litros,
agua marinha filtrada em filtro de areia e posteriormente por filtros cartucho (Cuno - 5 pm). Os
tanques foram equipados com sistema de aeragdo e aquecimento de agua para manter o
sistema com temperatura préxima a 38° C.

Com a agua na temperatura desejada foram adicionados: 50mL L' de MCCN em
producdo (indculo de microorganismos), 50 mL L™ de melago de cana-de-actcar e 3gr L™ de
levedura Saccharomyces cerevisiae. As quantidades descritas para melago e levedura foram
divididas em 2 aplicagbes com intervalo de 48 horas. Na segunda aplicagdo, adicionou-se

também: 300gr L' de feno de alfafa, 0,2 gr L™ de acido ascorbico e 4mL L™ éleo de pescado.

Nematodeos

Para a obtencdo dos nematdédeos fornecidos como complemento alimentar durante o
experimento, filtrava-se o MCCN maturado (apds aproximadamente 10 - 12 dias) utilizando
um conjunto de separagdo com 3 diferentes tamanhos de malha. Nos 2 primeiros filtros
utilizou-se tamanho de malha igual a 1 mm e 500 um para a retirada dos fragmentos de alfafa

e outras impurezas. O terceiro tamanho de malha, igual a 300 um, reteve as formas adultas
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dos nematddeos produzidas. Os animais separados eram concentrados em Beckers (2 litros)

com agua marinha para posterior quantificagao.

Quantificagdao dos nematodeos e enriquecimento do biofloco

Apds a concentrar dos nematodeos, realizava-se a quantificagdo da solugao estoque,
bem como, dos nematdédeos que colonizavam originalmente o biofloco utilizando um
microscépio optico invertido Axiovert 135 (ZEISS) com magnificagdo de 100X.

As amostras eram coradas com solugédo de Lugol a 2% e colocadas em camaras de
sedimentagdo (UTERMOHL) de 2,1 mL (Throndsen, 1978). Passados aproximadamente 5
minutos para precipitagdo dos organismos iniciava-se a quantificagdo. A contagem de duas
faixas utilizando a objetiva citada anteriormente, era o suficiente para garantir a contagem
minima de 100 individuos por amostra. Para a determinagdo do volume de nematddeos
necessario para enriquecer o BFT nas concentragcbes pré-estabelecidas para cada

tratamento, utilizava-se o fator de diluicdo (C;V; = CoV)).

Analise dos microorganismos

Para analisar os microrganismos durante o cultivo, amostras de agua das UEs foram
coletadas logo apds o indculo dos nematédeos e uma segunda amostragem era realizada
apos 72 horas, momentos antes da realizagao da renovagao da agua do cultivo com biofloco.

Para estas analises foram selecionados 3 fases durante o estudo: a) fase inicial
corresponde as amostras coletadas nos dias 29/03/10 e 01/04/2010; b) fase intermediaria
corresponde as amostras coletadas nos dias 05/04/10 e 08/04/2010; c) fase final corresponde

as amostras coletadas nos dias 12/04/10 e 15/04/2010.

Analise do conteudo estomacal

Estas analises foram realizadas em 3 camarodes coletados nas trés fases de cultivo.
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Utilizando bisturi e agulhas de dissecgdo o compartimento estomacal dos camardes era
extraido e colocado sobre lamina. Um corte transversal era realizado para obter a porgéo
anterior deste 6rgao.

A parte anterior do estdbmago era corado (solugdo de Lugol - 2%) e o conteudo
extravasado entre lamina e laminula para analise qualitativa sob um microscopio O6ptico

Axiovert 135 (ZEISS), nos aumentos de 100X, 200X e 400X.

Analise da qualidade de agua

Oxigénio dissolvido, Ambnia — NAT, Temperatura e pH

Um sensor da marca YSI™ mod. 556 foi utilizado para realizar as medidas diarias de
temperatura da agua, pH e oxigénio dissolvido. O oxigénio dissolvido e temperatura foram
analisados duas vezes ao dia, nas primeiras horas da manha e ao final da tarde (8 e 18
horas), o pH foi analisado diariamente no inicio da manha.

A concentracdo da amonia total foi determinada a cada 72 horas, sempre nas primeiras
horas do dia e antes de cada ciclo de renovacéo, utilizando o método proposto por UNESCO

(1983).

Solidos sedimentaveis

Este parametro foi determinado ao final de cada ciclo de renovagao, o cone Imhoff foi
utilizado para determinar o volume do material em suspensdo acumulado no fundo do cone

apos 15 minutos apds a amostragem (Avnimelech 2007).

Analise estatistica

Os dados relacionados ao peso final dos camardes, sobrevivéncia, oxigénio dissolvido,

temperatura da agua e amoénia - NAT foram submetidos a analise de variancia - ANOVA (Zar,

72



1999). Quando detectadas diferengas significativas (P<0,05) o teste Tukey foi aplicado (Zar,
1999).

Os dados referentes a abundancia das populagbes de microrganismos durante o
experimento foram submetidos ao teste-t pareado, para determinar as diferengas significativas
entre as populacdes inicial e final em cada tratamento nas fases: inicial, intermediaria e final

de cultivo (Zar, 1999).

Resultados

Os valores do oxigénio dissolvido medidos durante o experimento indicam o
comportamento similar deste parametro entre os tratamentos. Ja a concentracido de amoénia —
NAT medida durante o cultivo apontou diferenga significativa entre os tratamentos, com as
maiores concentragbes (média + dp) nos tratamentos BF, N1 e N5. No tratamento N10 a
concentragcdo de amdnia permaneceu proxima a zero durante o estudo. Os valores medidos
de temperatura, salinidade, pH e sodlidos sedimentaveis nao apresentaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos durante o todo o experimento, como mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Parametros de qualidade de agua durante o cultivo nos tratamentos BF, N1, N5 e N10. Diferentes
letras sobrescritas indicam diferengas significativas entre as médias.

Tratamentos
Parametros hidrobiolégicos
BF N1 N5 N10
Oxigénio dissolvido (mg/L) 5,86 + 0,35 5,98 + 0,44 6,23+0,4 597 £ 0,47
Ambnia - NAT (mg/L) 07140122 043+0,10° 026+006°¢ 0,04+0,119
Temperatura (°C) 26,07+047 2577+043  2597+0,6 26+0,6
Salinidade (%o) 33 33 33 33
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pH 8,3+0,27 8,29 £ 0,21 8,38 £ 0,17 84+0,2

Sdlidos sedimentaveis (mg/L) 8,2+3,9 9,5+4,3 10+0,2 9,27 £ 5,53

O peso final dos camarbes cultivados nos tratamentos N1, N5 e N10 foram
significativamente maiores (0,15 = 0,02 g; 0,14 = 0,02 g; 0,13 + 0,03 g respectivamente) do
que o peso final obtido pelos camardes cultivados no tratamento controle BF (0,09 = 0,03 g),

como mostrado na tabela 2.

Tabela 2: indices zootécnicos finais (Md + Dp) das pos-larvas de Litopenaeus vannamei submetidos aos
tratamentos BFT, BFT 10, BFT 100 e BFT 1000. Diferentes letras indicam diferenga significativa entre os
tratamentos (p <0,05).

Bf N1 N5 N10
Peso final 0,09+0,032(0,15+0,02°| 0,14 +0,02° | 0,13+0,03°
Sobrevivéncia | 39+9,8° 61+29,6° 95+4,6°2 64 +12,7°

Ao final do experimento os camardes cultivados no tratamento N5 apresentaram maior
indice de sobrevivéncia (94 + 5 %). Comparados aos camardes cultivados nos tratamentos
BF, N1 e N10, que apresentaram valores de 39 + 10 %, 61 + 29 % e 64 + 13 %
respectivamente (tabela 2).

A abundancia de flagelados e ciliados apresentou aumento significativo nas 3 fases
analisadas (29/3, 5/4 e 12/4), principalmente nos tratamentos (BF e N1) como observado nas

figuras 1,2 e 3.
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Figura 1: Abundéancia de flagelados, ciliados, rotiferos e nematédeos na fase inicial de cultivo que teve inicio no
dia 29/3 e término em 1/4. A letra a sobrescrita indica diferenca significativa entre as populag¢des inicial e final
(p<0,05).
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Os rotiferos sofreram significativa reducédo em todas as fases de cultivo (29/3, 5/4 e
12/4), porém, no tratamento BF este resultado foi mais contundente, especialmente na fase

inicial de cultivo, que corresponde ao dia 29/3 como mostrado na figura 3.
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Figura 2: Abundancia de flagelados, ciliados, rotiferos e nematdédeos na fase inicial de cultivo que teve inicio no

dia 5/4 e término em 8/4. A letra a sobrescrita indica diferenga significativa entre as populagdes inicial e final
(p<0,05).
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A abundancia de nematédeos durante este estudo permaneceu praticamente estavel
durante as fases analisadas (29/3, 5/4 e 12/4) em quase todos os tratamentos, como

observado nas figuras 3, 4 e 5.
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Figura 3: Abundéancia de flagelados, ciliados, rotiferos e nematédeos na fase inicial de cultivo que teve inicio no
dia 12/4 e término em 15/4. A letra a sobrescrita indica diferencga significativa entre as populagdes inicial e final
(p<0,05).

A tabela 3 mostra na integra dos resultados obtidos com a quantificacdo dos

flagelados, ciliados, rotiferos e nematédeos (MD+DP) nas diferentes fases de cultivo.
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Analise do contetido estomacal

Durante as analises foi observada a presenca de ciliados, rotiferos e nematédeos no

estdbmago das pés-larvas cultivadas nos tratamentos N5 e N10, coletadas na fase final de

cultivo. Flagelados ndo foram avistados nas amostras, provavelmente pela fragilidade da

estrutura destes organismos, perante os processos digestivos dos camaroes.

Tabela 3: Abundéncia das diferentes classes de microrganismos (org./L) ao inicio e final dos tempos 29/3, 5/4 e
12/4. A letra a indica diferenca significativa entre as populagdes inicial e final.

BF N1 N5 N10
27.mar Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final
Média + Desvio Padrdo  Média + Desvio Padrdo  Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo  Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo
flagelados 218745 + 76982 92350 + 20169,5 a 166084,1 £ 51573,9 422007 +89737,7 a 127196,1 + 64445,7 461795 + 173667,7 a 205782,3 £ 49540,9 216314,5 £ 67057,1
ciliados 30786,3 + 11365,5 51040,5 £ 16195,2 275456 + 20315,6 70484,5 £ 15600,7 53471 +29488,3 63193 + 28344,3 62382,8 £ 17232,0 146640,1 £ 32156,6
rotiferos 30786,3 £ 5887,0 zer0? 25115,1 + 12830,3 9722 £4347,8 22684,6 £ 12168,7 zer0° 22684,6 £ 7318,5 210
nematodeos zero 9722 +9203,1 a 12152,5 + 6700,4 16203,3 £ 10501,0 7291,5 £ 4067,0 4050,8 £ 4779,3 10532,1 + 7155,2 12962,6 + 5020,4
BF N1 N5 N10
05.abr Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final
Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo  Média + Desvio Padrdo
flagelados 2114535 £ 45262,1 1251707,5 + 145789,5 a 305432,8 £ 129832,1 8628275 + 242402,6 a 849864,8 £ 329063,7 1160158,6 + 356873,8 738872 + 294032,2 728339,8 £ 241771,4
ciliados 30786,3 £ 117739 149070,6 + 514134 a 193629,8 £ 79543,3 201731,5 + 64543,4 298141,3 £ 81378,8 192819,6 + 83895,1 146640,1 + 64225,3 163653,6 + 25289,7
rotiferos 48610 + 23006,5 16203,3 £ 7937,0 a 25115,1 £7155,1 43749 + 34918,1 29976,1 £ 20718,7 21874,5 £ 16768,7 44559,1 + 16097,7 15303,1 # 7155,2 a
nematodeos zer0 10532,1 £ 6461,0° 6481,3 + 2510,2 218745 £ 11807,3° 4050,8 £ 4779,3 218745 £ 219015 11342,3 £ 9558,6 15393,1 £ 6461,0
BF N1 N5 N10
12.abr Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final Abundancia Inicial Abundancia Final
Média + Desvio Padrdo  Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo  Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo ~ Média + Desvio Padrdo
flagelados 274646,5 £ 40757,1 1178792,5 + 207849,7 a 303812,5 + 80917,8 827990,3 £ 160182,1 a 849864,8 £ 141066,7 8482445 £ 221924,7 738872 + 167715,1 605194,5 £ 2114339
ciliados 77776 £ 74991,9 130436,8 + 207849,7 186338,3 £ 68722,0 166894,3 £ 55053,2 298141,3 £ 119096,2 149070,6 + 110961,5 135297,8 £ 485533 63103 £ 17117,3°
rotiferos 36457,5 £ 11807,3 16203,3 + 10041,8 a 30786,3 £ 10501,0 10150,5 + 5953,5 a 29976,1 £ 6461,0 17823,6 + 17300,4 22684,6 £ 14310,4 12152,5 + 5098,3
nematddeos 4050,8 £ 3659,2 9722 £ 6874,5 6481,3 £ 5020,4 170135 + 11400,1 8101,6 £ 2510,2 20254,1 £ 11261,0 14583 + 8695,6 12152,5 + 4067,0
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Discussao

A utilizagdo de nematddeos Panagrellus redivivus como alimento
para algumas espécies de interesse para a aquicultura tem sido testado
com sucesso. As espécies testadas foram os camardes Crangon crangon,
Penaeus blebejus e Litopenaeus vannamei, bem como, o catfish
Synodontis petricola e as carpas comum Cyprinus carpio e prateada
Hypophthalmichthys molitrix (Delbare & Dhert, 1996; Focken et al. 2006;
Jurgen et al. 2007)

Analises bioquimicas dos nematédeos mostraram que o peso seco
€ formado por aproximadamente 48,3% de proteina, 17,3 % de lipidios e
31,3 % de carboidratos (Biedenbach et al. 1989). Contudo, substratos
com maiores niveis de nitrogénio disponivel na matéria organica resultam
em populag¢des de nematdédeos com ainda maior valor protéico (Findlay,
1982).

Nos tratamentos N1, N5 e N10 onde os nematdédeos foram
adicionados ao sistema BFT, o peso final (md + dp) dos camardes foi
significativamente maior (0,15; 0,14 e 0,13 g respectivamente) quando
comparados ao tratamento controle BF (0,09 g). As contagens de
nematdédeos durante o experimento (tabela 3), ndo apontaram diferenga
significativa na abundancia desta classe de microorganismos entre os
tratamentos. Mas considerando a diferenga significativa observada entre o
peso final dos camardes cultivados no tratamento controle e os demais

tratamentos, acredita-se que a adicao de Rhabditis sp. ao sistema BFT,
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tenha sido fator preponderante para o maior peso final dos camardes nos
tratamentos N1, N5 e N10. Estes resultados sugerem a efetividade destes
organismos quando utilizados como elemento enriquecedor do valor
nutricional do floco microbiano produzido pelo sistema BFT.

O enriquecimento do sistema BFT com 1000 nematddeos L™ (N1),
levou a um incremento significativo do peso final dos camardes cultivados
neste tratamento (0,15 = 0,02 g), apresentando praticamente o dobro do
peso final obtido pelos camardes cultivados no tratamento controle BF
(0,09 + 0,03 g). Por outro lado, os camardes cultivados no tratamento N5
apresentaram o melhor indice (md = dp) de sobrevivéncia (94 = 5 %)
diferenciando estatisticamente dos tratamentos BF (39 = 10 %), N1 (61 =
29 %) e N10 (64 = 13 %). Cruzando os valores obtidos no tratamento N5
para peso final (0,14 g) e sobrevivéncia (94 + 5 %), este tratamento
destaca-se dos demais. Desta forma a concentracdo de nematddeos
aplicada no tratamento N5 (5000 nematddeos L") apresentou os
melhores resultados zootécnicos para o camardo L. vannamei,
melhorando as condigdes para seu crescimento no sistema BFT, que ja
apresenta excelentes resultados para cultivo super-intensivo deste
crustaceo.

Os dados referentes a qualidade de agua reunidos na tabela 1,
mostram uma reduc¢ao significativa dos niveis da amodnia total — NAT nos
tratamentos: N1, N5 e N10 (0,43 + 0,10; 0,26 + 0,06 e 0,04 + 0,11 mg L™
respectivamente) quando comparados com o tratamento controle BF (0,71

+0,12mg L.
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O melago de cana-de-agucar adicionado ao meio de cultivo de
nematddeos para manutencdo deste sistema, era carreado as unidades
experimentais em decorréncia da adicdo de nematdédeos. Segundo
Avnimelech (1999, 2006) a consequéncia da adigdo de carboidratos em
sistemas de cultivo é a redugao dos niveis de amdnia e outras formas de
nitrogénio inorganico dissolvido, devido a multiplicacdo das bactérias
heterotréficas, tornando o ambiente de cultivo mais favoravel para os
organismos cultivados e menos impactante ao meio ambiente.

Sabe-se que bactérias e outros microorganismos utilizam
carboidratos (agucares, amido e celulose) como alimento, gerando
energia para o crescimento celular, através da imobilizagédo do carbono e
nitrogénio dissolvidos na coluna de agua, realizando desta maneira a
sintese de proteina microbiana (Avnimelech 2009), e tornando os
nutrientes disponiveis para seus predadores (Pomeroy 1974; Azam et al.
1983).

Os nematdédeos da espécie Rhabditis sp. sao organismos
bacteriofagos, oportunistas e de alta fecundidade, além de possuirem
ciclo de reproduc¢ao curto que varia de 5 — 7 dias (Warwick, 1987; Delbare
& Dhert, 1996). Devido ao provavel aumento da biomassa bacteriana no
sistema BFT em decorréncia da adicdo de nematddeos ao sistema de
cultivo, a classe dos nematdédeos nao sofreu redugcdo em sua abundancia
durante todo o cultivo. Porém, analises do conteudo estomacal dos
camarodes puderam comprovar que os nematodeos fizeram parte da dieta

dos camardes. Avnimelech (2006) afirma que da porgdo diaria de
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nitrogénio assimilada pelos camardes, aproximadamente 18 — 29 % ¢é de
origem microbiana.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a hipétese de que o
enriqguecimento do biofloco com nematédeos produzidos pelo MCCN

incrementa o crescimento dos camaroes cultivados
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Discussao Geral

As estratégias para manipulagdo das comunidades de microorganismos
em viveiros de cultivo, podem ser agrupadas em 3 categorias: a)
suplementadores nutricionais e/ou controladores, b) expansédo de habitats e c)
microorganismos cultivados (Browdy et al. 2001).

A comunidade microbiana presente em sistemas de cultivo com troca de
agua reduzida, além de servir como suplemento nutricional, mantém a
qualidade de agua e controla o acumulo de residuos nestes sistemas.

Os organismos aquaticos assimilam aproximadamente 20-30% dos
nutrientes adicionados aos sistemas de cultivo na forma de alimento formulado.
Para a preservacdo da saude animal, € de suma importancia que estes
nutrientes sejam removidos. Os microorganismos sao capazes de purificar o
meio de cultivo de maneira mais eficiente, que a geragao destes metabdlitos,
tornando-os novamente disponiveis na cadeia tréfica dos viveiros.

A abundancia dos microorganismos varia de acordo com as condi¢des
do ambiente de cultivo, desta forma, a produgdo de microorganismos em
laboratdrio, seria uma importante ferramenta para auxiliar na manutencao das
comunidades benéficas aos sistemas com troca de agua reduzida.

Estes resultados indicam a importadncia da adicdo de ciliados e
nematdédeos no sistema BFT, com a \utlizacGio do MCCN estes
microorganismos sao produzidos massivamente utilizando ingredientes de
baixo custo, podendo enriquecer a comunidade de microorganismos no

biofloco. Contudo, estudos ainda devem ser realizados para melhorar os
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indices de sobrevivéncia dos camardes cultivados no sistema BFT enriquecido
com ciliados e nematédeos produzidos no MCCN, bem como, para melhorar o
entendimento das interagdes entre os microorganismos obtidos pelo MCCN
adicionados ao sistema BFT e o biofloco

Os estudos apresentados nesta tese, apontam os primeiros resultados
obtidos com a suplementacdo do sistema BFT, com microorganismos
produzidos em laboratério como alimento vivo complementar para camardes

cultivados.

Conclusao Geral

Os resultados obtidos durante estes estudos indicam que o consumo de
protozoarios e nematdédeos pelos camardes, esta fortemente relacionado com o
crescimento destes crustaceos, ou seja, com a relagado de tamanho entre presa
e predador. Pois observou-se que ciliados e rotiferos foram consumidos nas
fases inicial e intermediaria de cultivo, ja os nematddeos foram consumidos em
todas as fases analisadas, apontando sua importancia como alimento vivo para
a aquicultura. O enriquecimento do sistema BFT com protozoarios e
nematoddeos produzidos pelo MCCN, pode contribuir para a melhora dos
indices zootécnicos obtidos pelos camardes cultivados, bem como, para

auxiliar na manutencgao da qualidade de agua de cultivo.

Perspectivas de Futuros Estudos

Estudos deverao ser realizados objetivando: a) aumento na produgao de

protozoarios e nematdédeos, b) formas de estocagem dos microorganismos
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produzidos pelo MCCN, c) determinacdo do valor nutricional de ciliados e
nematddeos d) utilizagado de flagelados, ciliados e nematédeos para producao
de organismos com potencial para utilizagdo como alimento vivo na aquicultura;
como exemplo pode-se citar o poliqueta Laeonereis acuta, por se tratar de uma
presa natural de camardes e ser densamente encontrada em estuarios na
Argentina, Uruguai e no sul do Brasil (Orensanz & Gianuca 1974, Bemvenuti,

1998, Omena & Amaral 2000).
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