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Crescimento populacional de
rotiferos Brachionus plicatilis Mdller,
1786, alimentados com microalgas e
dieta formulada

RESUMO

Em funcéo do proposto no presente estudo, avaliou-se o crescimento populacional de Brachionus
plicatilis alimentados com microalgas e dieta formulada em dois experimentos. No experimento 1,
cada unidade experimental foi estocada com 50 rotiferos mL1, utilizando-se a microalga Isochrysis galbana
nas densidades celulares de 50x10% cél mL?1 e 500x10* cél mL1, e uma dieta formulada Culture Selco®
Plus. Nao houve diferenga significativa nas densidades diarias dos rotiferos porém a densidade final
mais alta ocorreu com rotiferos alimentados com microalga na densidade de 50x10cél mL1 (268 roti-
feros mL1); ja no experimento 2, as unidades experimentais foram estocadas com 200 rotiferos mL? e
a alimentacdo realizada com as microalgas |. galbana e Nannochloris sp., ambas com densidades celu-
lares de 50x10% cél mL1 e dieta formulada. Neste experimento se observou a maior densidade final
(402 rotiferos mL1) quando os rotiferos foram alimentados com a dieta formulada, mas a diferenca foi
significativa (p<<0,05) no crescimento populacional diario dos rotiferos. B. plicatilis alcancam densida-
de populacional mais alta e apresentam multiplos ovos quando alimentados com dieta formulada (CSP).
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Population growth of the rotifer Brachionus
plicatilis Muller, 1786, fed on microalgae and
formulated diet

ABSTRACT

The present study evaluated the population growth of the Brachionus plicatilis fed with microalgae and
formulated diet in two experiments. In experiment 1, each experimental unit was stored with 50 rotifers
mL1, using the microalga Isochrysis galbana in the cellular densities of 50x10* cells mL™ and 500x10*
cells mL2, and formulated diet Culture Selco® Plus (CSP). There were no significant differences in the
rotifers daily densities, however the highest final density occurred with rotifers fed with microalga in the
density of 50x104 cells mL? (268 rotifers mLL). In experiment 2, the experimental units were stored with
200 rotifers mL1 and the feeding was based in the microalgae I. galbana and Nannochloris sp., both with
the cellular density of 50x10* cells mL1 and formulated diet. In this experiment, the highest final density
(402 rotifers mL1) was observed when the rotifers were fed with formulated diet. However, there were
significant difference (p<<0.05) in the daily population growth of the rotifers. B. plicatilis reach the highest
population density and showed multiple eggs when fed with formulated diet (CSP).
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INTRODUCAO

Experiéncias na aquicultura tém mostrado que juvenis e
adultos de peixes e crustaceos podem ser produzidos com
base apenas em dieta formulada, embora haja vantagens no
fornecimento de alimento vivo; todavia, as fases iniciais da
maioria dessas espécies ainda dependem quase que exclusi-
vamente do fornecimento de alimento vivo (Pillay, 1990).

Durante anos, rotiferos e nauplios de Artemia tém sido
utilizados como alimento inicial para larvas de peixes marinhos.
Os nauplios de Artemia também sdo utilizados comercialmen-
te para cultivar larvas de camardo marinho e peixes de agua
doce. Outros zooplanctontes como copépodos, protozoas e
larvas de ostras também sdo utilizados, porém rotiferos e cla-
ddceros tém provado ser mais eficientes para as larviculturas
(Hoof & Snell, 2004).

A espécie de rotifero Brachionus plicatilis é indispensa-
vel na larvicultura de uma grande quantidade de peixes mari-
nhos devido a caracteristicas outras, como pequeno tamanho
(120 - 300 pm), reduzida mobilidade e permanéncia na coluna
d’agua, capacidade de producdo em larga escala, facilidade
de manejo em termos de assimilacdo de substancias enrique-
cedoras e bactericidas e ampla faixa de tolerancia a mudan-
¢as no meio de cultivo (Giliberto & Mazzola, 1981; Hirayama,
1985; Sorgeloos & Léger, 1992; Hoof & Snell, 2004).

Vérios estudos foram realizados de forma a melhorar a
qualidade e a producdo de rotiferos, enfocando a utilizagao
de emuls®es de lipidios, microalgas, leveduras e vérias dietas
inertes (Mourente et al., 1993; Lie et al., 1997; Kostopoulou
et al., 2006). A espécie de microalga utilizada na alimentacédo
de B. plicatilis pode afetar sua qualidade nutricional, inclu-
indo seu tamanho, composic¢ao quimica e nas condi¢des mi-
crobiologicas do cultivo (Reitan et al., 1997).

Dhert et al. (2001) afirmam que quando microalgas de boa
qualidade s&o disponibilizadas em grandes quantidades, elas
se constituem em excelente dieta para os rotiferos, principal-
mente por fornecerem altos niveis de &cidos graxos essenci-
ais. Dentre as varias espécies de microalgas, o contetdo es-
pecifico de &cidos graxos essenciais DHA 22:6 -3 em
Isochrysis galbana, e seu relativamente facil cultivo em larga
escala, fazem-na ser um atrativo em laboratérios comerciais
(Lubzens et al., 1985; Whyte & Nagata, 1990; Sukenik &
Wahnon, 1991; Mourente et al., 1993, apud Dhert et. al., 2001).
Na maior parte do tempo, porém, a producéo de algas deman-
da muito trabalho, ndo sendo economicamente viavel para a
alimentacéo do rotifero (Coutteau & Sorgeloos, 1997).

Propds-se, neste trabalho, estudar o crescimento popula-
cional de rotiferos B. plicatilis através das taxas de cresci-
mento especifico e reprodutiva e produgdo de ovos alimenta-
dos com dieta formulada e microalga em diferentes
densidades.

MATERIAL E METODOS
Realizaram-se, no Laboratério de Producdo de Alimento
Vivo (LAPAVI) do Departamento de Pesca e Aqlicultura da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, dois experimen-
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tos com rotiferos Brachionus plicatilis alimentados com di-
ferentes dietas monoalgais (alimento vivo) e uma dieta for-
mulada (CSP - Culture Selco®Plus, INVE N.V., Bélgica).

A cepa de B. plicatilis foi obtida no Laboratério de Pisci-
cultura Marinha (LAPMAR) da Universidade Federal de San-
ta Catarina (UFSC), e mantida no LAPAVI para fins experimen-
tais.

No experimento 1, com duragdo de quatro dias, os rotife-
ros foram alimentados com microalga I. galbana, em duas
diferentes densidades, e com a dieta formulada Culture (CSP).
Trés tratamentos foram entéo estabelecidos: I. galbana, nas
concentragdes de 50x10* cél mL (Tratamento 1) e de 500x10*
cél mL (Tratamento 2) e CSP (Tratamento 3). A dieta formu-
lada foi fornecida de acordo com as especificacfes do fabri-
cante, ou seja, 0,7, 0,5 e 0,4 g de CSP para cada milhdo de
rotiferos, nos dias 1, 2 e 3, respectivamente. A densidade ini-
cial de rotiferos foi de 50 rotiferos mL™.

No experimento 2, realizado durante cinco dias, os trata-
mentos foram Nannochloris sp. na densidade de 50x10* cél
mL (Tratamento 1), I. galbana, na concentracdo de 50x10*
cél mL? (Tratamento 2) e CSP, nas mesmas quantidades do
experimento 1 (Tratamento 3). Neste experimento, as unida-
des foram, inicialmente, inoculadas com 200 rotiferos.mL™.

Em ambos os experimentos os rotiferos foram cultivados
em recipientes plasticos transparentes cilindro-conicos, com
volume util de 1,5 L. Uma pedra porosa, colocada no centro
de cada recipiente, forneceu aeragdo constante. Lampadas
fluorescentes proviam cerca de 3000 lux, em um fotoperiodo
de 24 h de luz. A 4gua do mar, com salinidade 34, foi previa-
mente filtrada em areia e em filtro tipo cartucho, com porosi-
dade de 3 um.

As microalgas provieram do banco de cepas do LAPAVI,
onde sdo rotineiramente mantidas utilizando-se o tipo de cul-
tivo semi-continuo com meio Conway (Walne, 1974). As mi-
croalgas utilizadas nos dois experimentos se encontravam na
fase exponencial de crescimento. Em cada unidade experimen-
tal a quantidade residual de microalgas (ndo consumidas pe-
los rotiferos) foi estimada diariamente a partir do segundo dia
de cultivo, com uma cdmara de Neubauer. Desta forma e atra-
vés da determinagdo da densidade celular, calculou-se o vo-
lume do meio de cultivo de microalga a ser adicionado em
cada uma das unidades de cultivo de rotiferos.

Para avaliar o crescimento populacional de B. plicatilis,
foram realizadas contagens didrias dos individuos de cada
unidade experimental, em camara de Sedgewick-Rafter, atra-
vés de uma subamostra, fixada em formalina a 4%, oportuni-
dade em que também se estimou a quantidade de ovos de cada
rotifero para analisar o estado da populacéo, o qual é verifi-
cado por meio da produc¢do de multiplos ovos.

A taxa de crescimento especifico (r) foi estimada pela equa-
cdo: r = (InNy — InNp)/t (Omori & lkeda, 1984), em que Ng =
densidade inicial de rotiferos (individuos mL1), N; = densi-
dade de rotiferos apds o periodo de cultivo (t) e t = periodo
de cultivo (dias). O tempo de duplicacéo (d) foi calculado de
acordo com a equacdo: d = In2/r e a taxa reprodutiva (O/F)
pela relagdo de ovos por fémea.

Diariamente, foram mensuradas as varidveis oxigénio dis-
solvido e temperatura com um analisador multi-parametro (YSI
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55, EUA), enquanto a salinidade e o pH foram medidos com
refratdbmetro (Atago, S10-E) e medidor de pH eletrénico (pH
Meter Tec-2, Tecnal), respectivamente.

Em ambos os experimentos, se aplicou o delineamento in-
teiramente casualizado, com trés tratamentos e quatro repeti-
¢Oes. Os resultados foram tratados estatisticamente através
do teste de Kolmogorov-Smirnov para normalidade, teste de
Cochran para homogeneidade e, em seguida, anéalise de va-
riancia - ANOVA. Diferencas significativas entre as médias
(p < 0,05) foram testadas pelo teste de Duncan.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das taxas de crescimento especifico e repro-
dutiva, tempo de duplicacéo e producdo de ovos, estdo des-
critos a seguir. As variaveis hidroldgicas salinidade, tempera-
tura, pH e oxigénio dissolvido, ndo apresentaram variagdes
significativas (p > 0,05) ao longo desses experimentos.

N&o se encontraram diferencas significativas na densida-
de de rotiferos entre os tratamentos (p > 0,05), todavia, nu-
mericamente a densidade final mais alta ocorreu quando a
alimentacdo foi realizada com a microalga Isochrysis galba-
na na densidade de 50x104cél mL, alcancando 268 rotife-
ros mL™. As médias de densidade populacional de Brachi-
onus plicatilis ao longo do experimento 1, estdo
representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Média e desvio padréo da densidade populacional (rotiferos mLt) de
B. plicatilis alimentados com diferentes dietas em ambos experimentos*

Table 1. Mean and standard deviation of the population density of the B. plicatilis
fed with different diets in both experiments*

. Dia
Dieta
1 2 3 4
Experimento 1
T1 - Isochrysis galbana (50) 38+7,9a 127+289a 268+88,2a

T2 - Isochrysis galbana (500)  46+18,4a 107+52,7a 199+58,3a

T3 - Culture Selco® Plus 59+9,1a 156+21,0a 228+46,0a

Experimento 2
210+66,3a 177+151a 199+29,7a 182+1214b

T1 - Isochrysis galbana (50)
T2 - Nannochloris sp. 167476,3a 112422,7b 130+212a 154+145b
T3 - Culture Selco® Plus 168+63,8a 207+456a 196+68,6a 401+116,3a

* Dentro de cada experimento, letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
* Different letters in the same column within each experiment, indicate significant differences

Durante o primeiro e terceiro dias do experimento 2, ndo
se constataram diferencas significativas entre os tratamentos
(p > 0,05)mas, por outro lado, foram identificadas diferengas
significativas (p<0,05) para o 2° e 4° dias.

No segundo dia os rotiferos alimentados com |. galbana e
Culture Selco®Plus (CSP) apresentaram um crescimento popu-
lacional maior em relagdo aos alimentados com Nannochloris
sp. (p=0,0053); ja no quarto dia a densidade do tratamento de
rotiferos alimentados com CSP indicou diferenca significativa
em relacdo aos demais tratamentos (p = 0,0111) (Tabela 1).

De acordo com Dhert et al. (2001), a alimentacéo e o con-
seqliente enriquecimento nutricional de rotiferos se baseiam
na administracdo continua de compostos nutricionais essen-
ciais durante o seu cultivo. Rotiferos alimentados seguindo
essa estratégia, sdo nutricionalmente mais estaveis e liberam
suas reservas mais vagarosamente; trata-se da estratégia de
alimentagao mais comum em cultivos continuos ou em siste-
mas de recirculacéo.

O modelo japonés de producdo de rotiferos faz uso da
pasta de Chlorella condensada suplementada com vitaminas
e Hufa (Fu et al., 1997 apud Dhert et al. 2001), enquanto o
modelo europeu trabalha com uma dieta completamente for-
mulada.

Culture Selco®é a dieta mais usada mundialmente em cul-
tivo de rotiferos devido a sua excelente composi¢do de aci-
dos graxos essenciais, particularmente acidos graxos altamen-
te poliinsaturados (HUFA) (Léger et al., 1989 apud Dhert et
al. 2001). Segundo o fabricante, CSP tem 15,6 mg g de maté-
ria seca de HUFA (»-3).

As médias das densidades diarias de B. plicatilis durante
0 experimento 2 (Tabela 1), apontaram que a maior densidade
final do cultivo (401 rotiferos mL™1) ocorreu quando os rotife-
ros foram alimentados com CSP; esse resultado foi alcanca-
do, possivelmente, devido a composicdo deste alimento a qual
preencheria, de forma mais satisfatoria, as exigéncias nutrici-
onais resultando em um crescimento maior da espécie aqui
estudada.

O tipo de alimento afeta a estrutura da populagdo de B.
plicatilis, culminando em significativas diferencas na taxa de
crescimento (Kostopoulou et al., 2006). Essas diferencgas tam-
bém foram observadas no experimento 1, no qual a taxa de
crescimento foi numericamente superior quando do uso de
alimento vivo (Tabela 2). Porém, no experimento 2, observou
-se que Culture Selco® proporcionou taxa de crescimento mais
elevada que as microalgas, as quais resultaram em valores
negativos (Tabela 2).

O crescimento de animais alimentados com uma mistura de
varias espécies de microalgas, é freqlientemente superior ao

Tabela 2. Média e desvio padréo das taxas de crescimento especifico e tempo
de duplicag&o de B. plicatilis alimentados com diferentes dietas*

Table 2. Mean and standard deviation of the specific growth rate and duplication
time of the B. plicatilis fed with different diets*
Taxa de crescimento
especifico
(duplicacéo/dia)

Experimento 1

Tempo de
duplicacao
(dias/duplicacéo)

Dieta

T1 - Isochrysis galbana (50) 0,41+0,09a 1,81+0,57a

T2 - Isochrysis galbana (500) 0,34+0,08a 2,14+0,51a

T3 - Culture Selco® Plus 0,38+0,04a 0,34+0,18b
Experimento 2

T1 - Isochrysis galbana (50) -0,05+0,11b -43,55+74,03b

T2 - Nannochloris sp. (50) -0,05+0,02b -14,9946,77b

T3 - Culture Selco® Plus 0,13+0,06a 7,1345,47a

* Dentro de cada experimento, letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
* Different letters in the same column within each experiment, indicate significant differences
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dos alimentados com apenas uma espécie (Coutteau, 1996);
assim, a utilizacdo, neste estudo, de dietas monoalgais, pode
ter afetado o crescimento populacional dos rotiferos sendo,
inclusive, uma possivel explicacdo para as taxas negativas de
crescimento.

Utilizando um sistema de recirculacéo, Suantika et al.
(2003) encontraram taxas de crescimento especifico de ro-
tiferos alimentados com Culture Selco® de 0,50. Essas ta-
xas de crescimento foram superiores as encontradas no
presente estudo em razdo, possivelmente, da densidade
inicial de rotiferos no cultivo, as quais foram 500 e 50
rotiferos mL-1, no experimento de Suantika et al. (2003) e
neste, respectivamente.

Durante a fase exponencial do cultivo, uma taxa reprodu-
tiva abaixo de 0,25 indica que o cultivo ndo esta em boas con-
dicBes e, sem dulvida, se mantera estavel ou havera uma que-
da na densidade populacional e isto, em geral, esta associado
a mé qualidade ou a baixa quantidade de alimento ou, ainda,
as condicdes ambientais desfavoraveis (Arancibia & Medel,
2005). No experimento 1 a taxa reprodutiva foi superior a 0,25
em todos os tratamentos, indicando que a alimentagéo e as
condi¢des ambientais foram favoraveis ao cultivo (Tabela 3).

Kostopoulou et al. (2006) analisaram as mudancas na es-
tratégia reprodutiva de B. plicatilis sob diferentes regimes ali-
mentares, comparando o uso de Culture Selco® em relacdo a

Tabela 3. Média e desvio padrao da taxa reprodutiva de B. plicatilis alimentados
comdiferentes dietas*

Table 3. Mean and standard deviation of the reproductive rate of the B. plicatilis
fed with different diets*

Dieta Taxa reprodutiva (ovos/fémea)

Experimento 1

T1 - Isochrysis galbana (50) 0,45+0,03a

T2 - Isochrysis galbana (500) 0,45+0,09a

T3 - Culture Selco® Plus 0,38+0,03a
Experimento 2

T1 - Isochrysis galbana (50) 0,14+0,01a

T2 - Nannochloris sp. (50) 0,09+0,03b

T3 - Culture Selco® Plus 0,25+0,04a

* Dentro de cada experimento, letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
* Different letters in the same column within each experiment, indicate significant differences

levedura de pdo Saccharomyces cerevisiae, ambos asso-
ciados a microalga Tetraselmis suecica e observaram que
a densidade e a taxa reprodutiva foram mais altas com le-
vedura, enquanto a taxa de crescimento especifico foi
mais alta com Culture Selco®; ja no experimento 1, embo-
ra ndo havendo diferencas significativas, a taxa reprodu-
tiva foi mais alta numericamente quando os rotiferos fo-
ram alimentados com I. galbana do que com CSP (Tabela
3), enquanto no experimento 2, com exce¢do dos rotife-
ros alimentados com CSP, as taxas reprodutivas foram in-
feriores a 0,25 (Tabela 3), sobretudo com o uso de Nan-
nochloris sp., podendo ser resultado da quantidade ou
qualidade desta microalga.
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Figura 1. Porcentagem de B. plicatilis com e sem ovos no Experimento 1. A:
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Figure 1. Percentage of B. plicatilis with and without eggs in the Experiment
1. A: Treatment 1; B: Treatment 2; C: Treatment 3

Kostopoulou et al. (2006) afirmaram que rotiferos alimen-
tados com levedura e Culture Selco® possuiam um ndmero
maior de fémeas com multiplos ovos, fato também notado no
experimento 1, tanto no tratamento com microalga quanto com
CSP (Figura 1) porém fémeas com multiplos ovos no experi-
mento 2, também foram observadas no tratamento com CSP
(Figura 2).
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Figure 2. Percentage of B. plicatilis with and without eggs on the Experiment
2. A: Treatment 1;B: Treatment 2; C: Treatment 3

Segundo Martinez-Fernandez et al. (2006), I. galbana pos-
sui alto teor de lipidios. Patil et al. (2007) estudando a com-
posi¢do de &cidos graxos de 12 microalgas com possivel uso
na aquicultura, reportaram que a microalga I. galbana possui
alto teor de DHA nos &cidos graxos poliinsaturados. No pre-
sente trabalho esses altos teores de lipidios e DHA refletiram
no bom desempenho reprodutivo dos rotiferos alimentados
tanto com a espécie de microalga citada quanto com a dieta
formulada.

CONCLUSAO

A dieta formulada Culture Selco®Plus (CSP) interfere posi-
tivamente nas taxas de crescimento especifico e reprodutiva
e na producao de ovos de rotiferos Brachionus plicatilis,
cujos resultados sdo devido ao melhor valor nutricional que
CSP proporciona aos rotiferos.
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