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RESUMO

O presente trabalho consta de dois experimentos os quais avaliaram o cultivo do rotifero Brachionus plicatilis através da
densidade populacional, taxas de crescimento e reprodutiva e produgdo de ovos. O experimento 1 foi realizado com trés tratamentos:
diferentes espécies de microalgas: Chaetoceros calcitrans, na densidade de 2,5 x 10* cél.mL, Isochrysis galbana e Nannochloropsis
sp., na densidade 5 x 10* cél.mL™ para ambas as espécies. Apesar de ndo haver diferengas significativas entre os tratamentos com as
diferentes espécies de microalgas, pode-se concluir que a microalga 1. galbana é mais eficaz no cultivo de rotiferos. No experimento 2,
com dieta formulada Culture Selco®Plus (CSP) as densidades iniciais de rotiferos foram: 250, 150 e 50 rotiferos.mL", tratamentos 1, 2
e 3, respectivamente. Observou-se maior densidade populacional ao final do cultivo (média de 122 rotiferos.mL?) quando a densidade
inicial foi 250 rotiferos.mL? (p<0,05). No tratamento 3, a taxa de crescimento populacional e taxa de duplicagio obtiveram valores
positivos (0,11£0,09). A taxa reprodutiva foi superior a 0,25 nos tratamentos 2 e 3. A média dos valores de amonia ao final do
experimento 2 foram inferiores ds recomendadas pela literatura. As densidades iniciais de rotiferos no cultivo influenciam a densidade
populacional, e taxas de crescimento e reprodutiva do rotifero B. plicatilis alimentado com CSP.

Palavras-chaves: rotifero, Brachionus plicatilis, cultivo, microalgas, dieta formulada, Culture Selco Plus.

ABSTRACT

The present study with two experiments evaluated the Brachionus plicatilis rotifer culture through population density,
growth and reproductive rate and egg production. The experiment one was carried out with three microalgae species: Chaetoceros
calcitrans, in density of 2.5 x 10* cells.mL", and Isochrysis galbana and Nannochloropsis sp., in density of 5 x 10* cells.mL
for both species. There was not statistically-significant difference between treatments with the microalgae species so that microalgae
L. galbana was shown to be more efficient in rotifer culture. In experiment two, with formulated feed Culture Selco®Plus (CSP), the
initial rotifer densities were 250, 150 e 50 rotifers.mL, treatments 1, 2 and 3, respectively. The highest final density (mean 122 rotifers.
mL) was recorded when the initial density was 250 rotifers.mL (p<0.05). In treatment 3, the rate of population growth rate and
duplication received positive values (0.11+0.09). The rate was higher at 0.25 reproductive treatments 2 and 3. Mean values of ammonia
at the end of experiment 2 were lower than those recommended by literature. The initial densities of rotifers in the culture influence in
population density and rates of growth and reproduction of rotifers B. plicatilis fed CSP.

Key words: rotifer, Brachionus plicatilis, cultivation, microalgae, formulated feed, Culture Selco Plus.
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INTRODUCAO

Durante anos, rotiferos e nauplios de Artemia
vém sendo utilizados como alimento inicial para lar-
vas de peixes marinhos. Os nduplios de Artemia tam-
bém sdo utilizados comercialmente para cultivar lar-
vas de camarao marinho e peixes de d4gua doce. Out-
ros zooplanctontes como copépodos, protozodarios e
larvas de ostras também sao utilizados, porém rotif-
eros, claddceros e microcrustaceos tém-se mostrado
mais eficientes (Hoff & Snell, 2004).

O rotifero Brachionus plicatilis é indispensavel
na larvicultura de uma grande variedade de peixes
marinhos devido a caracteristicas como pequeno
tamanho (120-300 pm), reduzida mobilidade e per-
manéncia na coluna d’dgua, capacidade de produgdo
em larga escala, facilidade de manejo em termos de
assimilacdo de substancias enriquecedoras e bacte-
ricidas, e ampla faixa de tolerdncia a mudancas no
meio de cultivo (Giliberto & Mazzola, 1981; Hiraya-
ma, 1985; Sorgeloos & Léger, 1992; Lubzens et al.,
2001; Hoff & Snell, 2004).

Dhert et al. (2001) afirmam que as microal-
gas de boa qualidade, quando disponibilizadas em
grandes quantidades, constituem-se numa excelente
dieta para os rotiferos, principalmente por fornecer-
em altos niveis de dcidos graxos essenciais. Dentre as
varias espécies de microalgas, o contetido especifico
de acidos graxos essenciais DHA 22:6 @-3 em Isochry-
sis galbana, e seu relativamente facil cultivo em larga
escala a faz ser um atrativo em laboratérios comer-
ciais (Lubzens et al., 1985; Whyte & Nagata, 1990;
Sukenik & Wahnon, 1991; Mourente et al., 1993, apud
Dhert et al., 2001). Porém, na maior parte do tempo,
a producdo de algas demanda muito trabalho, ndo
sendo economicamente vidveis para a alimentagdo
de rotiferos (Coutteau & Sorgeloos, 1997).

A dieta formulada mais freqiientemente usa-
da na Europa para o cultivo de rotiferos é Culture
Selco® utilizavel na forma seca. Ela tem sido formu-
lada como um completo substituto para microalga
viva e a0 mesmo tempo garante a incorporacao de
altos niveis de EFA (acidos graxos essenciais) e vi-
taminas nos rotiferos. A composicdo bioquimica
da dieta formulada Culture Selco® consiste de 45%
de proteinas, 30% de carboidratos, 15% de lipideos
(33% dos quais sao (w-3) HUFA - 4cidos graxos alta-
mente insaturados), e 7% de cinzas. As caracteristi-
cas fisicas sdo 6timas para a tomada pelos rotiferos:
a particula, tendo 7 pym de tamanho, permanece em
suspensdo na coluna d’dgua com uma relativamente
forte aeragdo e ndo lixivia (Dhert, 1996).

Vérios estudos foram realizados de forma
a melhorar a qualidade e a produgdo de rotiferos,
enfocando a utilizacao de emulsdes de lipidios, mi-
croalgas, leveduras e varias dietas inertes (Mourente
et al., 1993; Lie et al., 1997; Kostopoulou et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo
avaliar o cultivo de rotiferos Brachionus plicatilis,
alimentados com microalgas e dieta formulada,
através do crescimento populacional, taxas de
crescimento e reprodutiva, tempo de duplicagao e
producao de ovos.

MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram realizados com
rotiferos B. plicatilis alimentados com trés espécies
de microalgas e com dieta formulada (CSP - Culture
Selco® Plus, INVE N.V., Bélgica). O experimento 1
foi conduzido no Laboratério de Maricultura Susten-
tavel (LAMARSU) e o experimento 2, no Laboratério
de Producdo de Alimento Vivo (LAPAVI), ambos
pertencentes ao Departamento de Pesca e Aqiiicul-
tura da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
A cepa de B. plicatilis foi obtida no Laboratério de
Piscicultura Marinha (LAPMAR) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), sendo mantida no
LAPAVI para fins experimentais.

No experimento 1, com duragdo de 15 dias em
béqueres de 250 mL, os rotiferos foram alimentados
com trés espécies de microalgas: Chaetoceros calci-
trans, na densidade de 2,5 x 10* cél.mL! (tratamento
1), Isochrysis galbana (tratamento 2) e Nannochlorop-
sis sp. (tratamento 3) na densidade 5 x 10* cél.mL*
para ambas as espécies. A iluminacdo foi mantida
constante e a temperatura se manteve em 21+1°C. A
densidade inicial foi de 5 rotiferos.mL?. A agua do
mar, previamente filtrada em areia e em filtro tipo
cartucho com porosidade de 3 pm, possuia salini-
dade inicial de 34+1.

As microalgas foram provenientes do banco
de cepas do LAPAVI, onde sdo rotineiramente man-
tidas utilizando o tipo de cultivo semi-continuo com
meio Conway (Walne, 1974). As microalgas utiliza-
das no experimento se encontravam na fase exponen-
cial de crescimento. Em cada unidade experimental,
a quantidade residual de microalgas (ndo consumi-
das pelos rotiferos) foi estimada diariamente a partir
do segundo dia de cultivo com uma camara de Neu-
bauer. Desta forma, através da determinacdo da den-
sidade celular, foi calculado o volume do meio de
cultivo de microalga a ser adicionado em cada uma
das unidades de cultivo de rotiferos.
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No experimento 2, os rotiferos foram alimen-
tados com dieta formulada CSP durante trés dias,
sendo estabelecidas trés diferentes densidades inici-
ais como tratamentos: 250 rotiferos.mL (Tratamento
1); 150 rotiferos.mL! (Tratamento 2) e 50 rotiferos.
mL? (Tratamento 3). A dieta formulada foi fornecida
de acordo com as especificagdes do fabricante, ou
seja, 0,7, 0,5 e 0,4 g de CSP para cada milhao de rotif-
eros nos dias 1, 2 e 3, respectivamente. No quarto dia
de experimento foi realizada a tltima contagem da
densidade populacional e coleta dos rotiferos.

Os rotiferos do experimento 2 foram cultiva-
dos em recipientes plasticos transparentes cilindri-
co-cOnicos, com volume util de 1,5 L. Uma pedra po-
rosa, colocada no centro de cada recipiente, fornecia
aeracao constante. LAimpadas fluorescentes proviam
cerca de 3000 lux, num fotoperiodo de 24 h de luz
diarias. A dgua do mar, com salinidade original de
34 e previamente filtrada em areia e em filtro tipo
cartucho com porosidade de 3 pm foi misturada a
dgua destilada para obter salinidade de 20, de acor-
do com o protocolo de cultivo de rotiferos com CSP.

Amostras da 4gua do mar do primeiro e do ul-
timo dia do experimento 2 foram obtidas para poste-
rior analise dos compostos nitrogenados: nitrogénio
amoniacal (NH,+NH,) segundo Koroleff (1976), ni-
trito (NO,) e nitrato (NO,) de acordo com Mackerett
& Heron (1978).

Para avaliar o crescimento populacional de B.
plicatilis foram feitas contagens didrias dos indivi-
duos de cada unidade experimental, em cadmara de
Sedgewick-Rafter através de uma sub-amostra, fixa-
da em formalina a 4%, de cada unida-

de pH eletronico (pH Meter Tec-2, Tecnal), respec-
tivamente.

Foi aplicado o delineamento estatistico in-
teiramente casualizado da Anélise de Variancia
(ANOVA), com trés tratamentos e trés repeti¢des,
precedida dos testes recomendaveis, através do Pro-
grama Statistic 6.0. Diferencas significativas entre as
médias (p<0,05) foram avaliadas pelo teste de Dun-
can. Para valores com distribui¢do ndo-paramétrica,
utilizou-se teste de Kruskal-Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relativos a taxas de crescimento
populacional e reprodutiva, tempo de duplicacao,
producao de ovos e qualidade de agua, estao descri-
tos a seguir. As varidveis hidroldgicas salinidade,
temperatura, pH e oxigénio dissolvido nao apre-
sentaram variagoes significativas ao longo dos dois
experimentos.

Pode-se observar um crescimento discreto na
curva da densidade populacional do experimento 1,
nos sete primeiros dias, periodo correspondente a
fase lag que, segundo Pousdo-Ferreira (1995), indica
uma adaptacdo dos organismos ao meio. A partir
do 8° dia de cultivo, os rotiferos alimentados com
Isochrysis galbana conseguiram manter as mais altas
densidades (p<0,05) com maxima de 599 + 59,2 rotif-
eros.mL?, no 11° dia de cultivo (Figura 1). Gallardo
et al. (2000), em experimento realizado durante 16
dias com acido gama-aminobutirico (GABA), encon-
traram densidades de cerca de 200 rotiferos.mL.

de experimental. Nesta oportunidade
também foi estimada a quantidade de
ovos para analisar a producdo de mul- 700 4
tiplos ovos.

A taxa de crescimento popula-
cional (r) foi estimada pela equacdo:
r = (InN, - InN )/t (Omori 7 Ikeda,
1984), onde N, = densidade inicial in-
dividuos.mL™), N, = densidade final;
t = periodo de cultivo (dias). O tempo
de duplicacdo (d) foi calculado de
acordo com a equagdo: d = In2/r e a
taxa reprodutiva em ntmero de ovos 100
por fémea (O/F).

Diariamente, foram mensura- 0 -
das as varidveis oxigénio dissolvido e !
temperatura com um analisador multi-
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parametro (YSI 55, EUA), enquanto a
salinidade e o pH foram medidos com
refratdmetro (Atago, S10-E) e medidor
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Figura 1 - Densidade populacional de Brachionus plicatilis durante o cultivo com
diferentes espécies de microalgas. Cada ponto representa a média de quatro réplicas
e desvio padrao (experimento 1).



Com relagdo a densidade populacional de
rotiferos no experimento 2, houve diferencas signifi-
cativas entre os tratamentos (p<0,05) e o tratamento
1 obteve densidade mais alta (122+35,0 rotiferos.
mL7) (Tabela I).

Embora a densidade populacional final mais
alta tenha ocorrido no tratamento 1, de acordo com
as especificagdes do produto utilizado neste experi-
mento (Culture Selco® Plus), quando inoculados com
250 rotiferos.mL (dia 0), as densidades deveriam ser
de 400 rotiferos.mL™ no dia 1, de 700 rotiferos.mL"
no dia 2 e de 1200 rotiferos.mL" no dia 3, desde que
as variaveis ambientais estivessem de acordo com as
especificadas no produto. Ao contrério do padrdo de
densidade esperado, os tratamentos 1 e 2, ao final do
experimento, encontraram-se com a metade da den-
sidade populacional inicial (Tabela I).

Tabela I - Densidade populacional final (rotiferos.mL-1) de
Brachionus plicatilis alimentados com dieta formulada e cultivados
com diferentes densidades pouplacionais iniciais (experimento 2)
(médiatdesvio padrao).

Densidade inicial de Di
ia
rotifero (rot.mL?) no
dia 0 1 2 3
Tratamento 1 - 250 242+39,5 2 222+14,02 122+35,02
Tratamento 2 - 150 236+36,1 ° 137+99,8 © 80+17,0 &b
Tratamento 3 - 50 61+24,6 ® 55+25,6 ¢ 83+7,5 ab

Observacao: letras diferentes na mesma coluna diferem significa-
tivamente entre tratamentos.

Em geral, os valores de r da maioria das espé-
cies de rotiferos variam de 0,2 a 2 por dia, dependen-
do da espécie e da quantidade de alimento fornecida
(Sarma et al., 2001). Entre as espécies de Brachionus,
B. plicatilis e B. calyciflorus ocorrem taxas de cresci-

A qualidade da agua do cultivo do experi-
mento 1 foi analisada de acordo com os compostos
nitrogenados: nitrogénio amoniacal (NH,+NH,), ni-
trito (NO,) e nitrato (NO,) das amostras coletadas no
final do cultivo. A média dos valores iniciais dess-
es compostos foram 0,00 mg.L! de NH4+NH3; 0,00
mg.L! de NO, e 0,007 mg.L* de NO,.

Altos niveis de amonia ndo-ionizada sao toxicos
para rotiferos, mas, se cultivados em condi¢des com
concentragdes de NH, inferiores a 1 mg.L", parece ser
seguro (Dhert, 1996), com a recomendacdo de que o
nivel de amonia livre (téxica) nos cultivos de rotiferos
ndo exceda 1 mg.L! (Hoff & Snell, 2004). No presente
experimento, nos tratamentos 1 e 3, os niveis de NH,
foram inferiores ao recomendado por esses autores,
visto que a média de NH,+NH, foi de 0,88310,13 e
0,02510,03, respectivamente (Tabela III).

Durante a fase exponencial do cultivo, uma
taxa reprodutiva abaixo de 0,25 indica que o cultivo
nao estd em boas condicdes e provavelmente se man-
tera estavel ou caira. Isto normalmente esta associa-
do a ma qualidade ou a baixa quantidade de alimen-
to, ou ainda, a condicbes ambientais desfavoraveis

Tabelalll- Compostos nitrogenados ao final do cultivo de Brachionus
plicatilis alimentado com dieta formulada (experimento 2) (média
* desvio padrao)

Dens1dad,e inicial NH +NH NO NO
de rotifero (m4 L) 3 m L2'1) m L3-1)
(rot.mL") g (mg. (mg.
Tratamento 1-250 | 0,883+0,13% | 0,005+0,00° | 0,099+0,03 ®
Tratamento 2 - 150 | 1,060+0,09° | 0,003+0,00 > | 0,090+0,02 ®
Tratamento 3 -50 | 0,025+0,032 | 0,001+0,002 | 0,028+0,03 2

Observacio: letras diferentes na mesma coluna diferem significa-
tivamente entre tratamentos.

mento mais altas que 0,5 por dia (Sarma
et al., 2001), mas isto ndo foi observado
nos presentes experimentos (Tabela II).

Utilizandosistema derecirculacao,
Suantika et al. (2003) encontraram taxas
de 500 rotiferos.mL? para individuos
alimentados com Culture Selco de 0,50,
portanto, superiores as encontradas no
presente estudo, possivelmente devido
as taxas iniciais de densidade, que foram
de 250, 150 e 50 rotiferos.mL™. O fato de
um sistema de recirculacdo promover um
cultivo estavel devido a estabilidade das
variaveis hidrolégicas ndo pode ser con-
siderado neste caso, porque no presente
experimento também nao houve variacdo
brusca nas variaveis hidrolégicas.

Tabela II - Taxa de crescimento populacional e tempo de duplicacao de Brachionus
plicatilis alimentados com diferentes espécies de microalgas (experimento 1) e
dieta formulada (experimento 2) (média * desvio padrao)

Taxa de Te mpo de
Tratamentos crescimento duplicacao (dias/
(duplicacao/dia) duplicacao)
Experimento 1 - Microalga
Tratamento 1 - Chaetoceros calcitrans 0,11+0,02 2 11,09+22,91 @
Tratamento 2 - Isochrysis galbana 0,07+0,20 @ 22,88+32,66 P
Tratamento 3 - Nannochloropsis sp. 0,06+0,21 @ -19,30+74,99 ©
Experimento 2 - densidade inicial de rotifero (rot.mL™)
Tratamento 1 - 250 -0,17+0,08 © -4,12+1,42°
Tratamento 2 - 150 -0,17+0,07 ® -4,65+1,76°
Tratamento 3 - 50 0,11+0,09 @ 5,62+0,992

Observagio: letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente nos

diferentes experimentos.
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(Arancibia & Medel, 2005). No experimento 1, as
taxas reprodutivas foram superiores a 0,25 em todos
os tratamentos, enquanto no experimento 2 foram
superiores apenas nos tratamentos 2 e 3 indicando,
de acordo com esses autores, boas condi¢Ges alimen-
tar e ambiental no cultivo (Tabela IV).

Tabela IV - Taxa reprodutiva de Brachionus plicatilis alimentado
com diferentes espécies de microalgas (experimento 1) e com dieta
formulada (experimento 2) (média + desvio padrao)

Taxa
Experimentos reprodutiva
(ovos/fémea)

Experimento 1 - Microalga
Tratamento 1 - Chaetoceros calcitrans 0,30+0,09 2
Tratamento 2 - Isochrysis galbana 0,29+0,15°
Tratamento 3 - Nannochloropsis sp. 0,28+0,13
Experimento 2 - Densidade inicial de rotifero
Tratamento 1 - 250 rotiferos.mL? 0,13+0,07 2
Tratamento 2 - 150 rotiferos.mL? 0,34+0,60 2
Tratamento 3 - 50 rotiferos.mL? 0,4240,39 2

Observacdo: letras iguais na mesma coluna ndo diferem signifi-

cativamente nos diferentes experimentos.

Kostopoulouetal. (2006) afirmaram querotiferos
alimentados com levedura e Culture Selco possuem um
maior ntimero de fémeas com multiplos ovos. Porém,
este fato ndo foi confirmado no experimento 2, visto
que foi observada apenas uma fémea com dois ovos,
no segundo dia do tratamento 1. Entretanto, no
experimento 1, todos os tratamentos apresentaram
fémeas com dois ovos a partir do segundo dia de
cultivo, e nos tratamentos 2 e 3 foram encontradas
fémeas com quatro ovos.

As taxas reprodutivas de rotiferos sdo forte-
mente afetadas pelo alimento oferecido durante o cul-
tivo. O tamanho das particulas e a espécie da microalga
determinam essas taxas em B. plicatilis (Whyte & Na-
gata, 1990; Fulks & Main, 1991; Snell, 1991; Tamaru et
al., 1991; Nagata & Whyte, 1992; Vadstein et al., 1993;
Hansen et al., 1997 apud Lubzens et al., 2001).

CONCLUSAO

A densidade populacional, as taxas de cresci-
mento e reprodutiva, e a produgdo de ovos de rotif-
eros Brachionus plicatilis alimentados com dieta for-
mulada Culture Selco® Plus variam de acordo com
as densidades iniciais de rotiferos no cultivo. A es-
pécie de microalga Isochrysis galbana é mais eficiente
no cultivo de rotiferos.
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