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RESUMO

Informacgdes sobre o desenvolvimento larval do siri Achelous spinimanus s&o
escassas e ndo ha registro do seu desenvolvimento até a fase de juvenil em
laboratério. O presente estudo visou estabelecer as condi¢cdes ideais de
alimentacdo e profilaxia para o desenvolvimento da espécie em laboratorio.
Fémeas ovigeras foram coletadas em llhabela, Sdo Paulo e transportadas para
o Instituto de Pesca da Secretaria de Agricultura do Estado de Sao Paulo,
Brasil. Larvas de zoea | foram mantidas em condicbes controladas de
salinidade de 35, temperatura de 29° C, fotoperiodo de 12 h de luz com
diferentes dietas e tratamentos com antibioticos. Para cada tratamento foram
preparadas dez réplicas. Os controles consistiram de agua do mar irradiada
com lampada ultravioleta mantidos com (Cl) e sem alimentacdo (C2)
constituida de nauplios de artémia. Os tratamentos com antibioticos das larvas
alimentadas somente com artémia consistiram de estreptomicina (T1 = 1,0
mg.L-1) e vancomicina (T2 = 1,0 mg.L-1). Os experimentos de alimentacdo
receberam dietas combinadas que consistiram da microalga Nannochloropsis
oculata e de nauplios de artémia recém eclodidos (Al), do rotifero Brachionus
plicatilis e nduplios de artémia recém eclodidos (A2), e a combinacdo dos trés
(A3). No controle C2 sem alimentacdo houve 100% de mortalidade das larvas
na fase de zoea | apds 4 dias. No controle C1 com artémia, foi observado
desenvolvimento até a fase de megalopa com 30% de sobrevivéncia no 26°
dia. Nas dietas Al (microalgatartémia) e A3 (microalga+trotifero+artémia) foi
observado desenvolvimento até a fase de megalopa com 20 e 50 % de
sobrevivéncia no 25° e 21° dias, respectivamente. Na dieta A2 (rotifero+
artémia) foi observado desenvolvimento até a fase de zoea IV com 50% de
sobrevivéncia no 15° dia. No tratamento com estreptomicina (T1) foi observado
desenvolvimento até a fase de juvenil VI com 20% de sobrevivéncia no 58° dia.
Neste tratamento (T1) foram observadas seis fases de zoea, uma de megalopa
e seis estagios de juvenil. No tratamento com vancomicina (T2) foi observado
desenvolvimento até a fase de zoea IV com 40% de sobrevivéncia no 13° dia.

O tratamento T1 apresentou o melhor desenvolvimento dos organismos. A



alimentacdo apenas com nauplios de artémia mostrou-se adequada para o
desenvolvimento até o estagio de juvenil e o tratamento das larvas com uso
continuo do antibiético estreptomicina foi o U(nico que apresentou o
desenvolvimento até a fase de juvenil VI, evitando possivel contaminacéo

bacteriana.

Termos para indexagdo: Antibidticos; Nannochloropsis oculata; Brachionus

plicatilis; Brachyura; estagios larvais; portunideo.

ABSTRACT

Information on the larval development of Achelous spinimanus crab is scarce
and there is no record of its development until the juvenile stage in the
laboratory. The present study aimed to establish the ideal feeding conditions
and prophylaxis for the development of the species in the laboratory. Ovigerous
females were collected in llhabela, Sdo Paulo and transported to the Institute of
Fisheries of the Department of Agriculture of the State of Sdo Paulo, Brazil.
Zoea | larvae were kept under controlled conditions of salinity of 35,
temperature of 29° C, photoperiod of 12 h of light with different diets and
treatments with antibiotics. Ten replicates were prepared for each treatment.
The controls consisted of seawater irradiated with ultraviolet light maintained
with (C1) and without feeding (C2) constituted of artemia nauplii. The antibiotic
treatments of larvae fed only with artemia consisted of streptomycin (T1 = 1.0
mg.L-1) and vancomycin (T2 = 1.0 mg.L-1). Feeding experiments were fed diets
consisting of the microalgae Nannochloropsis oculata and newly hatched
artemia (Al), rotifer Brachionus plicatilis and newly hatched artemia (A2), and
the combination of the three (A3). In control C2 without feeding there was 100%
mortality of larvae in the zoea | phase after 4 days. In control C1 with artemia,
development until the megalopa phase with 30% survival on the 26th day was
observed. In the diets A1 (microalga + artemia) and A3 (microalga + rotifer +
artemia), development was observed up to the megalopa phase with 20 and
50% survival in the 25th and 21st days, respectively. In the diet A2 (rotifer +

artemia), development was observed until the zoea IV phase with 50% survival



on the 15th day. Treatment with streptomycin (T1) showed development until
the juvenile VI stage with a 20% survival on the 58th day. In this treatment (T1)
six stages of zoea, one of megalopa and six stages of juvenile were observed.
In treatment with vancomycin (T2), development was observed until the zoea IV
phase with 40% survival on the 13th day. T1 treatment showed the best
development of organisms. Feeding only with Artemia nauplii was adequate for
juvenile stage development and treatment of larvae with continuous use of the
antibiotic streptomycin was the only one to present development until juvenile VI

stage, avoiding possible bacterial contamination.

Index terms: Antibiotics; Nannochloropsis oculata; Brachionus plicatilis;

Brachyura; larval stages; portunideo.



INTRODUCAO GERAL

Achelous spinimanus (Latreille, 1819), conhecido no Brasil pelos nomes
populares de “siri candeia” ou “siri canela”, possui ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo no Atlantico Ocidental, de Nova Jersey nos Estados
Unidos até as Guianas, e no Brasil do estado de Pernambuco ao Rio Grande
do Sul, em aguas salobras de canais e baias, em fundos de areia, cascalho,
conchas e lama (Melo, 1996) e a partir de aguas rasas até 550 m de
profundidade (Wiilliams, 1984).

No Brasil, a captura de siris da familia dos portunideos ocorre
praticamente ao longo de toda a costa e apresenta importancia social e
econdbmica, embora grande parte dessa captura ainda seja praticada de forma
artesanal ou como fauna acompanhante, principalmente, na pesca do
camarédo-sete-barbas (Severino-Rodrigues et al., 2001, 2002; Graga-Lopes et
al., 2002; Coelho e Santos, 2004, Scalco et al., 2014). A. spinimanus por
ocorrer em aguas mais profundas também é capturado frequentemente pelas
frotas de arrasto de portas de pequeno e médio porte, dirigidas ao camarao-
sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri), camarbes rosa (Farfantepenaeus
paulensise, F. brasiliensis) e lagostim (Metanephrops rubellus), (Severino-
Rodrigues et al., 2007), bem como pela frota de parelha (De Carli et al., 2014).

Atualmente, tem-se mostrado um grande interesse no cultivo do siri-
mole, utilizando espécies como as do género Achelous (Amancio, 2013), sendo
uma forma alternativa de se obter um alto valor comercial e maior rendimento
através de uma producao sincronizada com o periodo de crescimento e muda
desses organismos. Apresenta também tamanho corporal grande quando
comparado a outros portunideos, carne com sabor adequado ao consumo
(Branco et al., 2002) e uma elevada resisténcia ao estresse resultante da arte
de coleta utilizada, exposi¢cdo ao ar, manuseio e a perda de apéndices (Moreira
et al., 2011).

Mendonga et al. (2010), relataram que o aumento do esfor¢co pesqueiro
em &reas de elevada conservacdo, como no estuario de Cananéia-lguape e

llha Comprida, ou a diversificagdo das capturas, geralmente dirigidas a machos



adultos com maior participacao de fémeas e jovens, representa um risco efetivo
as populacdes destes portunideos.

Diante deste cenario houve um compromisso internacional do Brasil
junto a Convencédo sobre Diversidade Bioldgica, trabalhando com diversos
instrumentos de gestdo ambiental, dentre eles os “Planos de Gestao” para as
espécies de interesse econdmico. No anexo Il estédo incluidos trés braquidros —
Caranguejo-ucéa (Ucides cordatus), Guaiamum (Cardisoma guanhumi) e o Siri-
azul (Callinectes sapidus). O Plano Nacional de Gestdo das trés espécies
também estabelece que sejam estimulados programas especificos de suporte
para as acles, que inclui o Programa de Pesquisa. Esse programa abordara
assuntos de importadncia para o continuo desenvolvimento do planejamento
proposto, como analises de densidade, abundancia e zonacédo; estatistica
pesqueira; estrutura populacional; capacidade de suporte; tamanho de primeira
maturacdo e o repovoamento (Pinheiro e Rodrigues, 2011). Esse Plano de
Gestao foi implementado parcialmente e inclui apenas a espécie de siri C.
sapidus, classificada como dados insuficientes (DD) pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - Centro de Pesquisa e
Conservacao da Biodiversidade Marinha do Sudeste e Sul, pela auséncia de
informacgdes sobre a biologia pesqueira, dados sobre a captura e as condi¢cdes
ambientais das areas onde essa espécie habita. A espécie de siri A.
spinimanus foi classificada como menos preocupante (LC) pelo Plano Nacional
de Gestdo por apresentar ampla distribuicdo, alta taxa de fecundidade,
crescimento rgpido e reproducdo ao longo do ano. Apesar dessas
caracteristicas, a espécie ocupa nichos ecoldgicos restritos, e é explorada
comercialmente como fauna incidental ou direcionada (Santos et al., 1994;
Santos e Negreiros-Fransozo, 1999; Branco et al., 2002a; De-Carli et al., 2016).
De-Carli et al. (2016) observaram em um estudo realizado no litoral do estado
de S&o Paulo, a presenca de fémeas ovigeras em todas as estacfes do ano,
utilizando para a reproducdo areas onde embarcacfes realizam a pesca com
arrasto de parelha.

O conhecimento do ciclo reprodutivo e do desenvolvimento larval de
espécies submetidas a acdo antropica da pesca em seu ambiente natural séo
importantes para que se possa estimar o impacto da atividade sobre essas
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populacdes e consequentemente o estabelecimento de programas de manejo
(Pinheiro e Fransozo, 1998), além de estimar a disponibilidade de reposi¢céo
dos estoques através das fémeas desovantes e larvas vidveis (Arshad et al.,
2015).

Estudos realizados com A. spinimanus por Santos e Negreiros-Fransozo
(1999), na regido de Ubatuba (SP) identificaram que a espécie apresenta
reproducdo continua e desova total, mas com ninhadas sucessivas, que
sugerem uma desova multipla durante o periodo de reproducdo e que
provavelmente lhe proporciona maior capacidade de resiliéncia.

As descricdes e metodologias respectivas ao desenvolvimento larval
com a espécie A.spinimanus sao escassas, com descri¢cdes apenas da fase de
zoea | (Lebour, 1950; Mantelatto et al.,, 2018), da fase de megalopa (
Negreiros-Fransozo et al., 2007) e da fase de juvenil (Junior e Fransozo.,
2016). A limitagdo destes estudos deve-se provavelmente, a dificuldades na
manutencao das larvas pelo desconhecimento da nutricdo correta nas fases
iniciais. Nessas fases do desenvolvimento as larvas sdo organismos que
possuem pouca mobilidade, sendo dispersos pelas correntes oceanicas,
constituindo parte do zooplancton.

Alguns autores obtiveram sucesso em larviculturas de decapodas ao
fornecer dietas mistas compostas por microalgas, rotiferos e nauplios recém
eclodidos de Artemia sp (Cahuich et al., 2002; Canino, 2002; Silva, 2002;
Souza et al., 2006).

Baylon, (2009) estudou o desenvolvimento larval do siri Scylla
tranquebarica utilizando como alimentacdo nauplios recém eclodidos de
artémia ou rotiferos, sendo estes alimentos ofertados em combinacdo ou
separadamente e também em diferentes densidades. Foi observado uma maior
sobrevivéncia, desenvolvimento mais rapido e uma maior incidéncia de larvas
se metamorfoseando para megalopa nos tratamentos que receberam a dieta
combinada de rotiferos e nauplios de artémias. A suplementacdo da
alimentacdo viva utilizando microalgas também é muito estudada. Microalgas
sdo essenciais na criagdo comercial de varias espécies de moluscos,
crustaceos e peixes, pois sdo importantes fontes de proteinas, lipideos, acidos
graxos e acido ascorbico. Quando acrescentadas diretamente nos tanques de
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cultivos de larvas, desempenham papel importante na estabilizacdo da
qualidade da agua e controle microbiano (Lavens e Sorgeloos, 1996).

A microalga Nannochloropsis oculata foi escolhida para o presente
trabalho, pois possui alto contetdo de acido graxo essencial eicosapentaendico
(EPA) e acido docosahexaenoico (DHA), sendo uma excelente dieta para
enriquecimento nutricional de alimentos vivos, como rotiferos. Rotiferos, como
Brachionus plicatilis, possuem um tamanho adequado para captura de
diferentes organismos em fases larvais, sendo seu cultivo simples. Possuem
reproducdo rapida, e podem ser facilmente enriquecidos com microalgas,
conferindo-lhes um maior valor nutricional (Lavens e Sorgeloos, 1996). Hoq et
al. (2014) enrigueceram rotiferos com a microalga Nannochloropsis e nauplios
de artémia com a microalga Chaetoceros para a alimentacdo das fases larvais
do siri Scylla serrata, observando o desenvolvimento até o estagio de juvenil. A
alimentagdo mostrou-se adequada, mas houve mortalidade decorrente de
contaminagao bacteriana. Gunarto e Parenrengi (2016) trabalharam com a
suplementacdo de nauplios de artémia por microalgas Nannochloropsis sp,
oferecendo-as em diferentes fases do desenvolvimento larval do siri Scylla
Olivacea, e concluiram que as larvas do tratamento alimentado a partir da fase
de zoea lll apresentaram um maior indice de desenvolvimento larval e maior
ocorréncia de megalopa.

Para o cultivo das fases larvais do siri Scylla serrata a dieta fornecida
também constitui de rotiferos enriquecidos, antes de serem ofertados, com a
microalga Nannochloropsis e de nauplios de artémia enriquecidos com
Chaetoceros. A alimentacdo mostrou-se adequada, sendo constatada
mortalidade decorrente de contaminacao bacteriana (Hoq et al., 2014).

Os requisitos mais importantes no cultivo durante as fases larvais séo a
disponibilidade de agua e de alimentos de qualidade. A principal dificuldade se
deve a mortalidade decorrente de contaminacao por microorganismos e por
fungos, e o desafio € o desenvolvimento de tratamentos profilaticos para a
prevencao de interacdes microbianas (Hoq et al., 2014).

Kasry (1986) constatou que larvas zoea de Scylla serrata alimentadas
com rotiferos e artémia que receberam banhos profilaticos dos antibioticos
penicilina-G e polimixina-B apresentavam uma elevada taxa de sobrevivéncia.
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Gardner e Northam (1997) testaram diversos tratamentos profilaticos em
seu experimento com larvas do caranguejo Pseuducarcinus gigas. Realizaram
banhos com oxitetraciclina, trifluralina, carbendazim, oxicloreto de cobre, verde
de malaquita e formalina. Observaram melhora na sobrevivéncia no tratamento
com oxitetraciclina, trifluralina, carbendazim e oxicloreto de cobre, porem,
alguns tratamentos apresentaram modificagbes no tamanho e forma das
megalopa.

Azam e Narayan (2013) avaliaram qual a melhor concentracdo e
duracdo no uso seguro da oxitetraciclina no processo de cultivo de larvas de
Scylla serrata, concluindo que as larvas que receberam o tratamento com esse
antibidtico tiveram uma maior sobrevivéncia quando comparada ao controle.
Também observaram que o uso desse antibidtico até o estagio de zoea I
apresentou melhor taxa de crescimento, evitando possiveis contaminacdes
decorrentes da alimentagcdo fornecida de rotiferos nessa fase do
desenvolvimento. O uso estendido do antibidtico até o estagio de zoea IV
resultou na menor porcentagem de larvas realizando metamorfose para
megalopa, devido possivelmente ao surgimento de bactérias resistentes ao
antibiético, resultando a uma desaceleracéo do crescimento larval.

Tratamentos com banhos profilaticos dentre eles o iodo (Silva, 2002) e
0s antibioticos penicilina e estreptomicina (Ali, 1974; Stuck e Truesdale, 1988),
nitrofurazona (Silva, 2002) e clorafenicol (Souza et al., 2006) ja foram testados
em ovos e larvas de organismos cultivados para o controle de bactérias, fungos
e protozoarios (Ally, 1974; Liao et al.,2000; Silva, 2002; Souza et al., 2006).

Hoq et al. (2014) observaram mortalidade na fase critica de metamorfose
para megalopa em seu cultivo com Scylla serrata, administrando o antibiético
furacin em banhos continuos, obtendo bons resultados.

Wan et al. (2011) observaram mortalidade no cultivo de juvenis e
adultos de Portunus trituberculatus e estudaram o efeito do antibiotico
cloridrato de vancomicina em Vibrio metschnikovii isolado dos siris e
observaram sensibilidade moderada da bactéria LGS-1 a este antibidtico.

Agostini et al. (2016) avaliaram o efeito do uso dos antibiéticos penicilina
G, sulfato de estreptomicina e sulfato de neomicina em bactérias livres e de
biofime e sua meia vida em ambiente marinho artificial. Utilizaram como
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bioindicador do efeito toxico dos antibidticos o copépode Acartia tonsa.
Concluiram que a combinacdo dos antibiéticos aplicados na agua do sistema
nao resultou em efeitos letais para o organismo nao alvo, no caso o copépode.
O efeito de inibicdo bacteriana ocorre nas primeiras 6 horas de exposicédo e
reduz a densidade bacteriana em até 93%. No entanto, apresenta meia-vida
curta, exigindo renovacdo da dose apOs 12 horas. A combinacdo dos
antibiéticos e seus efeitos na comunidade bacteriana néo interferiram na

qualidade da agua do cultivo durante o periodo de estudo.



OBJETIVO GERAL

Avaliar quais sdo as condi¢cdes alimentares e de profilaxia adequadas para o
desenvolvimento das fases iniciais do siri candeia Achelous spinimanus em

laboratério.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito de dieta simples (artémia) e combinada (artémia+
microalga; artémia+rotifero; artémia+microalga+rotifero) sobre a
sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas de A. spinimanus até a fase
de juvenil;

2. Avaliar o efeito dos antibidticos sulfato de estreptomicina e cloridrato de
vancomicina no desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas de A.
spinimanus alimentadas com artémia até a fase de juvenil.
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ABSTRACT
Information on the larval development of Achelous spinimanus crab is scarce and there

is no record of its development until the juvenile stage in the laboratory. The present
study aimed to establish the ideal feeding conditions and prophylaxis for the
development of the species in the laboratory. Ovigerous females were collected in
IThabela, Sdo Paulo and transported to the Institute of Fisheries of the Department of
Agriculture of the State of Sdo Paulo, Brazil. Zoea I larvae were kept under controlled
conditions of salinity of 35, temperature of 29° C, photoperiod of 12 h of light with
different diets and treatments with antibiotics. Ten replicates were prepared for each
treatment. The controls consisted of seawater irradiated with ultraviolet light
maintained with (C1) and without feeding (C2) constituted of artemia nauplii. The
antibiotic treatments of larvae fed only with artemia consisted of streptomycin (T1 =
1.0 mg.L-1) and vancomycin (T2 = 1.0 mg.L-1). Feeding experiments were fed diets
consisting of the microalgae Nannochloropsis oculata and newly hatched artemia (A1),
rotifer Brachionus plicatilis and newly hatched artemia (A2), and the combination of the
three (A3). In control C2 without feeding there was 100% mortality of larvae in the
zoea I phase after 4 days. In control C1 with artemia, development until the megalopa
phase with 30% survival on the 26th day was observed. In the diets A1l (microalga +
artemia) and A3 (microalga + rotifer + artemia), development was observed up to the

megalopa phase with 20 and 50% survival in the 25th and 21st days, respectively. In



the diet A2 (rotifer + artemia), development was observed until the zoea IV phase with
50% survival on the 15th day. Treatment with streptomycin (T1) showed development
until the juvenile VI stage with a 20% survival on the 58th day. In this treatment (T1)
six stages of zoea, one of megalopa and six stages of juvenile were observed. In
treatment with vancomycin (T2), development was observed until the zoea IV phase
with 40% survival on the 13th day. T1 treatment showed the best development of
organisms. Feeding only with Artemia nauplii was adequate for juvenile stage
development and treatment of larvae with continuous use of the antibiotic
streptomycin was the only one to present development until juvenile VI stage,

avoiding possible bacterial contamination.

Key words: Antibiotics; Nannochloropsis oculata; Brachionus plicatilis; Brachyura; larval

stages; portunideo.

AVALIACAO DE DIFERENTES DIETAS E MEDIDAS PROFILATICAS SOBRE O
DESENVOLVIMENTO LARVAL DO SIRI CANDEIA Achelous spinimanus
(LATREILLE, 1819) EM LABORATORIO

RESUMO
Informagdes sobre o desenvolvimento larval do siri Achelous spinimanus sao escassas e

ndo ha registro do seu desenvolvimento até a fase de juvenil em laboratério. O
presente estudo visou estabelecer as condicdes ideais de alimentagao e profilaxia para o
desenvolvimento da espécie em laboratério. Fémeas ovigeras foram coletadas em
Ilhabela, Sdo Paulo e transportadas para o Instituto de Pesca da Secretaria de
Agricultura do Estado de Sao Paulo, Brasil. Larvas de zoea I foram mantidas em
condigdes controladas de salinidade de 35, temperatura de 29 C, fotoperiodo de 12 h
de luz com diferentes dietas e tratamentos com antibioticos. Para cada tratamento
foram preparadas dez réplicas. Os controles consistiram de d4gua do mar irradiada com
lampada ultravioleta mantidos com (Cl) e sem alimentagdo (C2) constituida de
nduplios de artémia. Os tratamentos com antibiéticos das larvas alimentadas somente
com artémia consistiram de estreptomicina (T1 = 1,0 mg.L!) e vancomicina (T2 = 1,0
mg.L1). Os experimentos de alimentagao receberam dietas combinadas que consistiram
da microalga Nannochloropsis oculata e de nauplios de artémia recém eclodidos (A1), do

rotifero Brachionus plicatilis e nduplios de artémia recém eclodidos (A2), e a combinacdo
2



dos trés (A3). No controle C2 sem alimentagdo houve 100% de mortalidade das larvas
na fase de zoea I apdés 4 dias. No controle Cl com artémia, foi observado
desenvolvimento até a fase de megalopa com 30% de sobrevivéncia no 26° dia. Nas
dietas Al (microalga+artémia) e A3 (microalga+rotifero+artémia) foi observado
desenvolvimento até a fase de megalopa com 20 e 50 % de sobrevivéncia no 25° e 21°
dias, respectivamente. Na dieta A2 (rotifero+ artémia) foi observado desenvolvimento
até a fase de zoea IV com 50% de sobrevivéncia no 15° dia. No tratamento com
estreptomicina (T1) foi observado desenvolvimento até a fase de juvenil VI com 20% de
sobrevivéncia no 58° dia. Neste tratamento (T1) foram observadas seis fases de zoea,
uma de megalopa e seis estdgios de juvenil. No tratamento com vancomicina (12) foi
observado desenvolvimento até a fase de zoea IV com 40% de sobrevivéncia no 13° dia.
O tratamento T1 apresentou o melhor desenvolvimento dos organismos. A
alimentacdo apenas com nduplios de artémia mostrou-se adequada para o
desenvolvimento até o estagio de juvenil e o tratamento das larvas com uso continuo
do antibidtico estreptomicina foi o tinico a apresentou o desenvolvimento até a fase de

juvenil VI, evitando possiveis contaminag¢des bacterianas.

Palavras-chave: Antibidticos; Nannochloropsis oculata; Brachionus plicatilis; Brachyura;

estagios larvais; portunideo.

INTRODUCAO

No Brasil, a captura de siris da familia dos portunideos ocorre praticamente ao
longo de toda a costa e apresenta importancia social e econdmica, embora grande parte
dessa captura ainda seja praticada de forma artesanal ou como fauna acompanhante,
principalmente, na pesca do camarao-sete-barbas (Severino-Rodrigues et al., 2001,
2002; Graga-Lopes et al., 2002; Coelho e Santos, 2004, Scalco et al., 2014). A. spinimanus
por ocorrer em dguas mais profundas também é capturado frequentemente pelas frotas
de arrasto de portas de pequeno e médio porte, dirigidas ao camarao-sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyeri), camardes rosa (Farfantepenaeus paulensise, F. brasiliensis) e
lagostim (Metanephrops rubellus), (Severino-Rodrigues et al., 2007), bem como pela frota

de parelha (De Carli et al., 2014).



O conhecimento do ciclo reprodutivo e do desenvolvimento larval de espécies
submetidas a acdo antrépica da pesca em seu ambiente natural sdo importantes para
que se possa estimar o impacto da atividade sobre essas populacdes e
consequentemente o estabelecimento de programas de manejo (Pinheiro e Fransozo,
1998), além de estimar a disponibilidade de reposicdao dos estoques através das fémeas
desovantes e larvas viaveis (Arshad et al., 2015).

Achelous spinimanus (Latreille, 1819), conhecido no Brasil pelos nomes populares
de “siri candeia” ou “siri canela”, possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo no
Atlantico Ocidental, de Nova Jersey nos Estados Unidos até as Guianas, e no Brasil do
estado de Pernambuco ao Rio Grande do Sul, em aguas salobras de canais e baias, em
fundos de areia, cascalho, conchas e lama (Melo, 1996) e a partir de dguas rasas até 550
m de profundidade (Wiilliams, 1984). Estudos realizados com A. spinimanus por Santos
e Negreiros-Fransozo (1999), na regidao de Ubatuba (SP) identificaram que a espécie
apresenta reproducdo continua e desova total, mas com ninhadas sucessivas, que
sugerem uma desova multipla durante o periodo de reproducao e que provavelmente
lhe proporciona maior capacidade de resiliéncia.

As descricoes e metodologias respectivas ao desenvolvimento larval com a
espécie A.spinimanus sdo escassas, com descri¢des apenas da fase de zoea I (Lebour.,
1950; Mantelatto et al., 2018), da fase de megalopa ( Negreiros-Fransozo et al., 2007) e
da fase de juvenil (Junior e Fransozo., 2016). A limitacdo destes estudos deve-se
provavelmente, as dificuldades na manutencdo das larvas pelo desconhecimento da
nutrigdo correta nas fases iniciais. Nessas fases do desenvolvimento as larvas sdo
organismos que possuem pouca mobilidade, sendo dispersos pelas correntes
oceanicas, constituindo parte do zooplancton.

Alguns autores obtiveram sucesso em larviculturas de decapodas ao fornecer
dietas mistas compostas por microalgas, rotiferos e nduplios recém eclodidos de
Artemia sp (Cahuich et al., 2002; Canino, 2002; Silva, 2002; Souza et al., 2006).

Baylon, (2009) estudou o desenvolvimento larval do siri Scylla tranquebarica
utilizando como alimentagdo nauplios recém eclodidos de artémia ou rotiferos, sendo
estes alimentos ofertados em combinagdo ou separadamente e também em diferentes
densidades. Foi observado uma maior sobrevivéncia, desenvolvimento mais rapido e
uma maior incidéncia de larvas se metamorfoseando para megalopa nos tratamentos

que receberam a dieta combinada de rotiferos e nduplios de artémias. A suplementacao
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da alimentacdo viva utilizando microalgas também é muito estudada. Microalgas sao
essenciais na criagdo comercial de varias espécies de moluscos, crustaceos e peixes,
pois sdo importantes fontes de proteinas, lipideos, 4cidos graxos e acido ascérbico.
Quando acrescentadas diretamente nos tanques de cultivos de larvas, desempenham
papel importante na estabilizacdo da qualidade da agua e controle microbiano (Lavens
e Sorgeloos, 1996).

A microalga Nannochloropsis oculata foi escolhida para o presente trabalho, pois
possui alto conteido de acido graxo essencial eicosapentaendico (EPA) e acido
docosahexaenoico (DHA), sendo uma excelente dieta para enriquecimento nutricional
de alimentos vivos, como rotiferos. Rotiferos, como Brachionus plicatilis, possuem um
tamanho adequado para captura de diferentes organismos em fases larvais, sendo seu
cultivo simples. Possuem reproducdo rapida, e podem ser facilmente enriquecidos com
microalgas, conferindo-lhes um maior valor nutricional (Lavens e Sorgeloos, 1996).
Hoq et al. (2014) enriqueceram rotiferos com a microalga Nannochloropsis e nduplios de
artémia com a microalga Chaetoceros para a alimentagdo das fases larvais do siri Scylla
serrata, observando o desenvolvimento até o estagio de juvenil. A alimentacdo
mostrou-se adequada, mas houve mortalidade decorrente de contaminacédo bacteriana.
Gunarto e Parenrengi (2016) trabalharam com a suplementacdo de nauplios de artémia
por microalgas Nannochloropsis sp, oferecendo-as em diferentes fases do
desenvolvimento larval do siri Scylla olivacea, e concluiram que as larvas do tratamento
alimentado a partir da fase de zoea III apresentaram um maior indice de
desenvolvimento larval e maior ocorréncia de megalopa.

Para o cultivo das fases larvais do siri Scylla serrata a dieta fornecida foi
constituida de rotiferos enriquecidos, antes de serem ofertados, com a microalga
Nannochloropsis e de nduplios de artémia enriquecidos com Chaetoceros. A alimentacdo
mostrou-se adequada, sendo constatada mortalidade decorrente de contaminacao
bacteriana (Hoq et al., 2014).

Os requisitos mais importantes no cultivo durante as fases larvais sdo a
disponibilidade de 4gua e de alimentos de qualidade. A principal dificuldade se deve a
mortalidade decorrente de contaminagdo por microorganismos e por fungos, e o
desafio é o desenvolvimento de tratamentos profildticos para a prevencdo de interacdes

microbianas (Hoq et al., 2014).



Kasry (1986) constatou que larvas zoea de Scylla serrata alimentadas com
rotiferos e artémia que receberam banhos profilaticos dos antibiéticos penicilina-G e
polimixina-B apresentavam uma elevada taxa de sobrevivéncia.

Gardner e Northam (1997) testaram diversos tratamentos profilaticos em seu
experimento com larvas do caranguejo Pseuducarcinus gigas. Realizaram banhos com
oxitetraciclina, trifluralina, carbendazim, oxicloreto de cobre, verde de malaquita e
formalina. Obtiveram aumento na sobrevivéncia no tratamento com oxitetraciclina,
trifluralina, carbendazim e oxicloreto de cobre, porem, alguns tratamentos
apresentaram modifica¢des no tamanho e forma das megalopa.

Azam e Narayan (2013) avaliaram qual a melhor concentragao e duragado no uso
seguro da oxitetraciclina no processo de cultivo de larvas de Scylla serrata, concluindo
que as larvas que receberam o tratamento com esse antibidtico tiveram uma maior
sobrevivéncia quando comparada ao controle. Também observaram que o uso desse
antibidtico até o estagio de zoea II apresentou melhor taxa de crescimento, evitando
possiveis contaminagdes decorrentes da alimentacdo constituida por rotiferos nessa
fase do desenvolvimento. O uso estendido do antibiético até o estagio de zoea IV
resultou na menor porcentagem de larvas realizando metamorfose para megalopa,
devido possivelmente ao surgimento de bactérias resistentes ao antibiético, resultando
a uma desacelerac¢ao do crescimento larval.

Tratamentos com banhos profilaticos dentre eles o iodo (Silva, 2002) e os
antibiéticos penicilina e estreptomicina (Ali, 1974; Stuck e Truesdale, 1988),
nitrofurazona (Silva, 2002) e clorafenicol (Souza et al., 2006) j& foram testados em ovos
e larvas de organismos cultivados para o controle de bactérias, fungos e protozoarios
(Ally, 1974; Liao et al.,2000; Silva, 2002; Souza et al., 2006).

Hoq et al. (2014) obtiveram mortalidade na fase critica de metamorfose para
megalopa em seu cultivo com Scylla serrata, administrando o antibiotico Furacin em
banhos continuos, obtendo bons resultados.

Wan et al. (2011) observaram mortalidade no cultivo de juvenis e adultos de
Portunus trituberculatus e estudaram o efeito do antibiético cloridrato de vancomicina
em Vibrio metschnikovii isolado dos siris e observaram sensibilidade moderada da
bactéria LGS-1 a este antibidtico.

Agostini et al. (2016) avaliaram o efeito do uso dos antibiéticos penicilina G,

sulfato de estreptomicina e sulfato de neomicina em bactérias livres e de biofilme e sua



meia vida em ambiente marinho artificial. Utilizaram como bioindicador do efeito
toxico dos antibidticos o copépode Acartia tonsa. Concluiram que a combinac¢do dos
antibidticos aplicados na dgua do sistema ndo resultou em efeitos letais para o
organismo ndo alvo, no caso o copépode. O efeito de inibicdo bacteriana ocorre nas
primeiras 6 horas de exposicao e reduz a densidade bacteriana em até 93%. No entanto,
apresenta meia-vida curta, exigindo renovagdao da dose apds 12 horas. A combinacdo
dos antibi6ticos e seus efeitos na comunidade bacteriana ndo interferiram na qualidade
da 4gua do cultivo durante o periodo de estudo.

Informagdes sobre o desenvolvimento larval de A. spinimanus sdo escassas,
deste modo, optou-se por seguir metodologias j4 empregadas no cultivo larval de
outras espécies de portunideos. Diante disto, os objetivos deste trabalho foram avaliar
através da eclosdo e utilizacdo de larvas vidveis, quais alimentos sdao adequados a
sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas até a fase de juvenil, bem como estabelecer
medidas profilaticas para auxiliar na sobrevivéncia dos organismos, contribuindo para

o conhecimento bésico da biologia da espécie.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos organismos

Foram realizadas trés coletas direcionadas a captura de fémeas ovigeras, no
verdo de 2017 e 2018, em Ilhabela, Sdo Paulo, Brasil, nas coordenadas geogréficas
23°47'07.9"S, 45°21'33.6"W. Um total de cinco fémeas foram coletadas. As trés fémeas
coletadas inicialmente foram utilizadas para experimentos piloto, servindo de base
para a metodologia utilizada neste trabalho. Das outras duas, uma foi utilizada para a
realizacdo do experimento utilizando as larvas zoea I, que eclodiram no dia 03 de maio
de 2018 e a segunda foi utilizada para observacdo do periodo embriondrio. Para as
coletas foram utilizadas armadilhas “sirizeira” do tipo pucd, iscadas com carcagas de
peixes, colocadas a profundidade de aproximadamente 3 metros, onde permaneceram
submersas por periodo minimo de 15 minutos. As coletas foram realizadas no horério

noturno, ap6s as 23 horas, mais favoravel a ocorréncia de fémeas ovigeras.

Parametros de qualidade da agua

A temperatura da &gua foi registrada com termoémetro de mercirio no

momento das coletas. Amostras de &gua foram coletadas e transportadas em



reservatorios de polipropileno com volume de 20 1, mantido em temperatura ambiente
até o momento de andlise em laboratério. A salinidade foi medida utilizando-se
refratdbmetro da marca “Atago”. O potencial hidrogenionico (pH), a amoénia téxica
(NHs3) e o nitrito (NO»-) foram analisados utilizando-se testes colorimétricos da marca
“Labcon”. A cada coleta realizada foram observadas e registradas as fases lunares. Os
pardmetros das caracteristicas da agua coletada foram reproduzidos durante a

manutencdo das fémeas ovigeras e das larvas.

Processamento e transporte dos organismos

As fémeas coletadas foram transportadas em caixas térmicas com 15 L de agua
do mar do local de coleta e mantidas com aeracdo constante até o laboratoério

multiusuério do Instituto de Pesca de Sao Paulo.

Manutencao laboratorial

As fémeas ovigeras coletadas foram mantidas inicialmente em aquarios de
vidro com volume de 15L, aeracdo constante e renovagao total didria de &dgua. Os
aquérios foram posteriormente substituidos por tanques redondos com volume total
de 50L de 4gua do mar, com aeracdo e movimentagdo constante e um filtro interno com
vazao de 150L/hora, com sistema de filtragem mecanica e midia biolégica composta de
cascalho de concha triturada j4 maturada anteriormente durante 20 dias, devido a
melhor eficiéncia em manter a qualidade da d4gua durante o periodo de incubacdo. A
salinidade da dgua foi mantida em 35. A temperatura da sala foi mantida a 25°C, com
fotoperiodo controlado de 12 horas-luz, por iluminagdo artificial. Nao foi fornecida
nenhuma alimentacdo para as fémeas ovigeras durante a incubacdo dos ovos.
Diariamente, ap6s a sifonagem do fundo do tanque, o sedimento separado era triado
em busca de ovos que se desprendem da fémea visando a documentacdo da fase
embrionaria.

Ap6s a desova, as larvas foram atraidas com foco de luz, coletadas com
mangueira de silicone e sifonagem suave e separadas em cristalizadores de vidros. Aos
poucos, foi adicionada agua do mar mantida com aeracdo constante, e esterilizada por
radiagdo ultravioleta de 15 watts marca “Minjiang”, salinidade 35. Uma amostra das

larvas de cada desova foi fixada em formol 10 % para identificar a fase larval inicial.



Desenho experimental

Preparo das solugdes de antibioticos

Os antibiéticos sulfato de estreptomicina e cloridrato de vancomicina foram
dissolvidos diretamente em dgua do mar filtrada e esterilizada por luz ultra violeta,
mantida sobre forte aeracdo, através de bombas submersas com vazdo de 150
litros/hora, na proporcao de 0,1 mg. L -* modificado de Stuck e Truesdale (1988) e,
Srinivasan e Ramasamy (2009). Diariamente as solu¢des foram preparadas para as

trocas totais das unidades experimentais de cada tratamento correspondente.

Cultivo da microalga Nannochloropsis oculata

O cultivo da microalga Nannochloropsis oculata seguiu a metodologia de
Azevedo et al. (2012). Para utilizacdo das microalgas na alimentacdo dos rotiferos e
larvas zoea de A. spinimanus, a cultura foi separada em tubos “Falcon” com 50 mL de
volume, e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, utilizando centrifuga de tubos. O
sobrenadante foi descartado, e as microalgas precipitadas foram ressuspendidas em

agua do mar autoclavada, salinidade 35.

Cultivo dos rotiferos Brachionus plicatilis

O cultivo dos rotiferos B. plicatilis foi realizado seguindo metodologia descrita
no “Manual para producdo e uso de alimento vivo para aquicultura” (Lavens e
Sorgeloos, 1996). O cultivo foi mantido em 8 recipientes de vidro, com capacidade de
300 mL cada, utilizando-se agua do mar com salinidade 30 previamente autoclavada a
120°C por 20 minutos. Cada recipiente era mantido com aeracdo e temperatura de 26°
C. Os rotiferos foram alimentados diariamente com solugdo algal de N. oculata, de
modo a tornar a 4gua do cultivo esverdeada. As trocas totais da dgua dos cultivos
foram realizadas a cada duas semanas, utilizando-se malhas de 90 e 120pm para

separacao dos rotiferos da 4gua e demais sedimentos.

Eclosao dos nauplios de artémia

A eclosdao dos nduplios de artémia seguiu os procedimentos descritos em

Lavens e Sorgeloos (1996). A eclosado ocorreu apos cerca de 48 horas, sendo os nauplios



recém eclodidos peneirados e lavados com dgua do mar irradiada por luz Ultra

violeta, para serem utilizados como alimentagdo nos tratamentos correspondentes.
Experimento de sobrevivéncia e desenvolvimento

Foi utilizado um total de 70 larvas para os experimentos. As larvas em fase de
zoea I, diferenciadas da pré zoea (Fig. 1) pela presencga do espinho dorsal proeminente,
foram distribuidas individualmente em recipiente de acrilico transparente, com
volume de 30 mL cada, com 10 réplicas para cada tratamento realizado. A distribuicao
de um individuo por recipiente foi realizada para evitar possivel canibalismo entre as
larvas e facilitar o manuseio. Essa metodologia permite também que seja possivel
observar o desenvolvimento larval através da observagdo de exuvias. No experimento
foi utilizada dgua do mar de Ilhabela do mesmo local de coleta irradiada por lampada
ultravioleta (UV), mantida sob aeracdo até o momento da substituicdo didria. Os
tratamentos com os antibi6ticos e com alimentacdo estdo descritos na Tabela 1. As
unidades experimentais foram mantidas em camara germinadora climatizada em 29°
C, com fotoperiodo controlado 12 h de luz. Diariamente os organismos foram
observados e constatando-se mortes ou exuvias, estas eram conservadas em formol
10% e glicerina para documentacao do estadio de desenvolvimento.

A renovacdo da 4gua total de cada unidade experimental foi realizada
diariamente com a adi¢do dos antibi6ticos nos tratamentos referentes.

A alimentagdo nos tratamentos com antibidticos se deu por meio de nduplios
recém eclodidos de Artemia sp, com excecdo do controle C2, que ndo recebeu nenhuma
alimentagdo. Nos tratamentos com alimentagdo foram fornecidos, além de nauplios
recém eclodidos, uma suspensdao da microalga Nannochloropsis oculata e rotiferos
Brachionus plicatilis, respectivamente em cada tratamento realizado. Para megalopa e
juvenil foram oferecidos, alem de nauplios de artémia recém eclodidos, fragmentos de
peixes. Cada condicdo experimental foi mantida durante todos os dias do experimento.
A alimentagdo foi fornecida ad libitum, de maneira a facilitar a captura pelas zoea. O

experimento teve duragao de 61 dias.
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Tabela 1. Tratamentos com antibidticos e dietas fornecidas as larvas de A. spinimanus
no experimento de sobrevivéncia e desenvolvimento larval.

Tratamentos Caracteristicas do tratamento Réplicas
C1 - Controle Nauplios de artémia 10
C2 - Controle Sem alimento 10
T1 Sulfato de Estreptomicina - 0,1 mg.L- 10
T2 Cloridrato de Vancomicina - 0,1 mg.L 10
Al Nauplios de artémia + Nannochloropsis oculata 10
A2 Nauplios de artémia + Brachionus plicatilis 10
A3 Nauplios de artémia + Brachionus plicatilis+ N. oculata 10

Andlise estatistica
Para a andlise estatistica da probabilidade de sobrevivéncia entre os

tratamentos foi utilizada a curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (KM) (1), e para
testar e comparar uma ou demais curvas, o teste qui-quadrado (2), (Kleinbaum e Klein,
2005), utilizando a seguintes formulas:
S'(t(j)) =S (t(j=1) x P r (T > t(j) | T2 t(j)) (1)
Log- rank statistic = (02 - E2)2/Var(02 - E2) (2)

A férmula geral para a probabilidade de sobrevivéncia KM determina um
tempo de insucesso t(j), e analisa a probabilidade de sobrevivéncia do organismo apés
o tempo de insucesso, t (j-1) ( morte pelo tratamento ), multitplicando pela
probabilidade condicional de sobreviver ao tempo estipulado t(j), dada a sobrevivéncia
no tempo do experimento t(j).

A férmula de variancia envolve o namero no risco definido em cada grupo (ni j)
e o nimero de insucesso em cada grupo (mi j) no momento j. A somatoria é sobre todos
os organismos distintos em um determinado tempo.

Foi utilizado o programa estatistico “Statistica StatSoft ®” para elaboracao dos
testes KM e Qui-quadrado e elaboragdo das curvas. Para elaboracdo dos gréficos de

duracao do desenvolvimento foi utilizado o programa Microsoft Office Excel.
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RESULTADOS

A ocorréncia de fémeas ovigeras nas coletas realizadas durante a noite,
préximas aos periodos lunares intitulados como “lua cheia” foi freqtiente e, também foi
comum a presenca de fémeas ovigeras carregando ovos com coloragdo escura,

proximos da eclosdo. As desovas e eclosao das larvas ocorreram proximas dos dias de

maior visibilidade da lua (Tab 2).

Periodo de desenvolvimento embrionario até eclosao

O periodo embrionédrio observado variou entre 4 e 10 dias. Das fémeas
coletadas, quatro ja apresentavam coloracdo da massa esponjosa laranja escuro no
momento da coleta, levando 4 dias para a desova. Foi observado em uma das fémeas o
periodo de desenvolvimento embriondrio de aproximadamente 10 dias (Tab. 2), com
temperatura de 25°C, a partir da observagao da coloracdo da massa esponjosa de ovos
que a fémea carrega. No inicio da observagdo, apresentavam coloragdo amarelo vivo,
alterando de cor para laranja escuro e por fim, acinzentada. Ao apresentar coloracdo

laranja escura, ja é possivel a observacao de algumas estruturas, como o globo ocular.

Tabela 2. Coloracdo dos ovos das fémeas de A. spinimanus coletadas em Ilhabela, Sao Paulo; pardmetros
ambientais da 4gua no momento da coleta; data de desova/eclosdo e fase lunar observada no momento da
coleta.

Data eclosao/

N°de Coloragdo dos  Temp.  Salinidad Fase
. Data coleta o desova
fémea ovos C e Lunar
larvas*
1 29/12/2017  Laranja escuro 26 35 02/01/2017 Minguante convexa
2 29/12/2017  Laranja escuro 26 35 02/01/2017 Minguante convexa
3 27/01/2018  Laranja escuro 27 36 31/01/2018 Minguante convexa
4 29/04/2018**  Laranja escuro 26,5 35 03/05/2018 Minguante convexa
5 29/04/2018 Amarelo vivo 26,5 35 09/05/2018 Minguante convexa

* coloragdo acinzentada da massa esponjosa no momento da desova/eclosao;
** (desova utilizada no experimento)
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Fases do desenvolvimento observadas

A presenca de larvas em estagio de pré zoea foi observada em algumas desovas
com alta mortalidade de organismos, devido provavelmente ao menor volume de dgua
no aquario onde as fémeas ovigeras foram mantidas, resultando no actmulo de
compostos nitrogenados, mesmo com a troca total de agua diariamente. Nesses casos,
nao foram utilizadas as larvas em fase de zoea I. Apds constatar esse fato, passou-se a
utilizar um reservatério com capacidade de 50 litros, com dgua do mar coletada em
Ilhabela, mantida com aeracao, filtragem mecanica e bioldgica, onde as fémeas foram
mantidas até a eclosao das larvas zoea.

Na fase de zoea |, cerca de 24horas ap6s a eclosao, foi possivel observar as
larvas predando nauplios de artémia recém eclodidos (Fig. 1), demonstrando seu

comportamento predatorio.

=

Y s
Figura 1. Zoea I com coloracao alaranjada no estomago (A) e zoea I predando nauplios
recém eclodidos de artémia, evidenciados pelos circulos em vermelho (B).

Foram observadas 6 fases de zoea, 1 de megalopa e 6 para juvenil, conforme
figuras 2 e 3. Pela metodologia empregada, ficamos limitados a fixagdo e conservacao
apenas dos organismos que vieram a obito durante os experimentos. No caso dos
juvenis, foi realizada a conservacdo das exuvias (Fig. 3), que em alguns casos, ja se
apresentava danificada pelo proprio juvenil, que se alimenta da mesma ap6s algumas

horas da realizacdo da muda.
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Figura 2. Fotos dos estagios larvais de A. spinimanus observados em laboratoério - Pre zoea (A),
zoea I (B), zoea Il (C), zoea II (D), zoea III (E), zoea IV (F), zoea V (G) e Zoea VI (H). A escala
possui 3mm de comprimento.
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Figura 3. Fotos dos estagios de desenvolvimento de A. spinimanus observados em laboratério -
megalopa (A) e juvenil I (B) com escala de 3mm de comprimento. Juvenil II (C) e juvenil III (D)
com escala de 5 mm de comprimento. Juvenil IV (E) e Juvenil V (F) com escala de 9 mm de
comprimento.

Durante a fase de megalopa, foi observado o comportamento de agarramento
(Fig. 4A), onde adicionamos pedagos de 1a acrilica para estimular a muda para o
estagio subsequente. Em nosso experimento, foram observados juvenis se “enterrando”
em areia fina (Fig. 4B).
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Figura 4. Megalopa fixada em um pedaco de 13 acrilica (A) e juvenil semi enterrado no
substrato (B).

No presente estudo, ndo foram verificados casos de supressdo de fases no
desenvolvimento.

O periodo de desenvolvimento de zoea I para megalopa teve duragdo entre 21 e
26 dias ocorrendo nos tratamentos T1 (estreptomicina), C1 (dgua do mar irradiada por
UV mais alimentagdo), Al (Nauplios de artémia + Nannochloropsis oculata) e A3
(Nauplios de artémia + Brachionus plicatilis + Nannochloropsis oculata) (Fig.5e 6).
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Duragao do desenvolvimento em dias

Fases do desenvolvimento

Figura 5. Duracao em dias das fases do desenvolvimento observadas em Achelous spinimanus
nos tratamentos T1 - Estreptomicina, T2 - Vancomicina e C1- controle com artemia .
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Fases do desenvolvimento

Figura 6. Duracao em dias das fases do desenvolvimento observadas nos tratamentos com
alimentagdo A1 (artémia + microalga), A2 (artémia + rotifero), A3 (artémia + microalga +
rotifero), C1 - controle com alimentacdo e C2 - controle sem alimentacao.

O periodo de desenvolvimento da eclosdo até juvenil I observado foi de 30 dias
ocorrendo apenas no tratamento T1 (estreptomicina), (Fig. 5).

Sobrevivéncia das larvas nos tratamentos com alimentacao

As zoea do grupo controle C2 (controle que nado recebeu alimentagao)
sobreviveram até 4 dias. Os grupos controle C1 (com alimentacdo constituida por
artemia) e Al (artémia + N. oculata) sobreviveram durante 35 dias, com sobrevivéncia
de 10% das larvas zoea, com a morte dos ultimos organismos no 36° dia nesses
tratamentos. No tratamento A2 (artémia + B. plicatilis) as larvas sobreviveram durante
34 dias. As larvas do tratamento A3 (artémia + B. plicatilis + N. oculata) sobreviveram
durante 34 dias. Os valores observados pela analise estatistica para a comparagao entre
estes cinco tratamentos apresentaram o seguinte valor:

Chi? = 17.8818 e p = .00130, apresentando diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos (Fig. 7).
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Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Figura 7. Probabilidade de sobrevivéncia em dias para os tratamentos com alimentacdo Al
(artémia + Nannochloropsis oculata), A2 (artémia + Brachionus plicatilis), A3 (artémia + Brachionus
plicatilis + Nannochloropsis oculata), C1(nduplios de artémia) e C2 (sem alimento). O simbolo “O”
representa mortes, o simbolo “+” representa as larvas sobreviventes.

Sobrevivéncia das larvas nos tratamentos com antibiético -T1 e T2

Observamos o desenvolvimento até a fase de juvenil VI no tratamento T2 -
Estreptomicina, com sobrevivéncia de 20% dos organismos (Fig.8), levando 58 dias da
eclosdo até juvenil VI. No tratamento T2 (Vancomicina), o tempo de sobrevivéncia foi
de 21 dias, inferior ao controle C1 (controle com alimentagado), que foi de 35 dias. No
controle sem alimentagdo (C2), as larvas sobreviveram durante 4 dias. A andlise
estatistica comparando os tratamentos T1, T2 , C1 e C2 apresentaram o seguinte valor :

Chi? = 14.6866 e p = .00211, apresentando diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos.
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Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Figura 8. Probabilidade de sobrevivéncia em dias para os tratamentos controle C1(agua do
mar UV + nduplios de artémia), C2 (4gua do mar UV sem alimentacao), T1- Estreptomicina e
T2- Vancomicina. O simbolo “O” representa mortes, o simbolo “+” representa as larvas
sobreviventes.

DISCUSSAO
Manutengao das fémeas ovigeras e momento da desova

As condigdes adotadas para a manutengao das fémeas ovigeras em laboratério
até a desova das larvas zoea mostraram-se adequadas e eficientes apds a modificacao
do tamanho do reservatério onde as fémeas eram mantidas e a inclusao de sistema de
filtragem mecanica e bioldgica da dgua. Estas melhorias, além do nao fornecimento de
alimento, manutencdo da temperatura em 25° C e salinidade em 35 resultaram na
desova e sobrevivéncia das larvas zoea utilizadas neste experimento.

A sobrevivéncia das cinco fémeas ovigeras contendo massa esponjosa com
coloracdo diferenciada possibilitou estimar o tempo de duragdo do desenvolvimento
embriondrio de A. spinimanus de acordo com as mudangas de cor da massa ovigera que
passa de amarelo vivo para laranja escuro até o marrom acinzentado, quando surge o
aparecimento dos olhos dos embrides. Estas mudangas de cor estdo relacionadas ao
contetido de vitelo que vai sendo absorvido e possibilita o desenvolvimento do
embrido. Outros autores trabalhando com decapodos portunideos obtiveram duracdo
do desenvolvimento embriondrio entre 8 e 9 dias para Callinectes sapidus a

temperaturas variando entre 25 a 28°C e salinidade entre 27 e 35 (Cahuich et al., 2002),
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enquanto Schemy (1980) descreveu o desenvolvimento embriondrio de Callinectes danae
e observou 8 fases embrionarias que demoraram 16 dias até a eclosao, em temperatura
abaixo de 25° C e salinidade de 35.

Os ciclos reprodutivos de brachiuros sao muitas vezes sincronizados com fases
lunares. Silva (2002) estudou o ciclo reprodutivo de Ucides cordatus, observando que as
fémeas ovigeras realizavam a desova em dias préximos da lua nova ou cheia, o que
seria uma estratégia para aumentar a dispersdo das larvas para dreas de maior
salinidade, fora do estuario. Skov et al. (2005) observaram populacdes africanas de
caranguejos do manguezal e também observou forte influéncia das fases lunares com

os periodos de desova.

Desenvolvimento

Durante a realizacdo dos experimentos iniciais, foi observada a eclosdao de
larvas na fase de pré zoea, seguida de grande mortalidade. Esses eventos ocorreram
com as fémeas 1 e 2 (Tab. 2) mantidas, sem alimentacdo, em aquérios com menor
volume e renovagao de dgua total apds 24 horas, sem sistema de filtragem. Silva (2002)
observou a presenca de pré zoea de U. cordatus em condi¢cdes ambientais
desfavoréveis,sendo raras em ambiente natural. Canino (2002) observou em laboratério
que as pré zoea de C. sapidus mantidas em salinidade inferior a 22 morriam antes de
passar para o primeiro estagio de zoea. Desta forma, no presente estudo a manutencao
e controle dos pardmetros da dgua onde as fémeas ovigeras foram mantidas foram
rigorosos, evitando alimentagdo nesse periodo e mantendo temperatura constante.

Bookhout e Costlow (1974), observaram para a espécie Achelous spinicarpus, 7
fases de zoea. Para Arenaeus cribrarius, Stuck e Truesdale (1988) observaram 8 fases de
zoea. Lim e Hirayama, (1991), para Portunus trituberculatus; Josileen e Menon (2004) e
Arshad,et al. (2006) para P. pelagicus, identificaram 4 fases de zoea, e um de magalopa.
Para Callinectes danae foi observado apenas a fase de zoea I por Schemy, (1980) e
Sankarankutty et al. (1999). Em Callinectes sapidus, Cahuich et al. (2002) e Canino, (2002)
observaram 6 fases de zoea. No presente estudo, foi observado 6 fases de zoea para A.
spinimanus.

Bookhout e Costlow (1974) observaram em A. spinicarpus, de 49 a 63 dias entre a
eclosdo e a metamorfose para juvenil I, com as larvas se desenvolvendo mais rapido

em temperatura de 25° C e maior sobrevivéncia em salinidade de 35 e 40.

20



Cahuich et al. (2002) em seu experimento com C. sapidus constatou que a
duracdo do desenvolvimento de zoea I para juvenil I levou de 27 & 35 dias, Valores
estes, mais proximos dos observados no presente trabalho. Lim e Hirayama (1991)
estudando o P. trituberculatus observaram uma duracdo de 14 a 22 dias entre zoeal e o
primeiro juvenil. Para P. pelagicus, Arshad et al. (2006) e Josileen e Menon (2004)
observou duragao de 3-4 dias, cada um dos dois primeiros estagios de zoea e 2 a 3 os
seguintes dois estagios e megalopa 3-4 dias, completando o ciclo em 15-18 dias.
Considerando que Portunus é o género originalmente descrito para Achelous, o
desenvolvimento larval desse grupo parece ser semelhante.

Takeshima et al. (2017), observaram que as megalopa sdo mais ativas, sendo
estimuladas pela movimentagao e agitacdo da agua, se agarrando em substratos como
algas, antes de realizar a muda para juvenil

Na fase de juvenil, os organismos possuem tendéncia maior a agarrar-se a
diferentes substratos, ou mesmo, se enterrar ao fundo de areia. Essa seria uma
estratégia de sobrevivencia chamada de “pegar carona”, onde individuos jovens se
agarram e se desenvolvem em substratos flutuantes no oceano.

Comportamento semelhante foi observado no presente estudo em que as
megalopas se agarravam em substratos como la de acrilico e, quando estimuladas, com
a movimentacdo produzida pela pipeta durante a troca didria de agua, nadavam
ativamente. Na fase de juvenil,também foi observado a tendéncia de se agarrar a
substratos e se enterrar no fundo de areia, principalmente durante as trocas diarias de
agua. No momento da alimentagdo, os juvenis mostravam-se bem ativos, predando

rapidamente nduplios fornecidos.

Temperatura e o desenvolvimento

Canino (2002) conclui em seu trabalho que o nivel 6timo de temperatura para C.
sapidus variou entre 26,2 a 28,4 °C. Cahuich et al. (2002) observou que em maiores
temperaturas a sobrevivéncia foi maior e o tempo de muda entre estagios foi menor.
No presente trabalho, a salinidade foi mantida a 35 durante todo o experimento, sendo
a mesma salinidade encontrada nos pontos de coleta das fémeas ovigeras (Tab. 2),
proximo dos valores observados por outros autores. [Ikhwanuddin et al. (2016), para
P. pelagicus observou que a salinidade de 30 foi a que apresentou maior

sobrevivéncia de larvas e Bryars e Havenhand (2006) utilizou 36 a 38.
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A temperatura foi mantida em 29 °C durante todo o experimento, sendo
proxima da temperatura observada nos locais de coleta que variou entre 26°- 27°C no
periodo noturno (Tab. 2), dentro dos valores observados como 6timo pelos outros
autores. Segundo Bryars e Havenhand (2006) a temperatura é considerada um fator
critico para o desenvolvimento de larvas de invertebrados marinhos. Observacdes
feitas em P. Pelagicus identificaram que no desenvolvimento larval da espécie,
temperaturas em torno entre 22,5 e 22,8, apresentaram sobrevivéncia larval maior que
temperaturas mais baixas considerando porem que as larvas no ambiente natural
(regido costeira) estdo expostas a temperaturas sazonalmente variaveis, em vez de

constantes.

Tratamentos com diferentes dietas

As zoea que ndo receberam alimentacdo no tratamento C2, sobreviveram
durante 4 dias, demonstrando que possuem uma reserva vitelinica limitada, e a
alimentagdo nas fases inicias de zoea I sdo importantes para o desenvolvimento para
estagios subsequentes (Fig 7 e 8).

Giménez, 2002 estudou o desenvolvimento larval do caranguejo estuarino
Neohelice granulata, observando o ponto de ndo retorno (PNR) em diferentes fases do
desenvolvimento e sob diferentes salinidades. Em seu experimento, constataram que
nenhuma larva atingiu a fase de zoea II quando privadas de alimento logo apds a
eclosdo, sendo a sobrevivéncia maior e a duracdo do desenvolvimento mais curto a
medida que o periodo de alimentagao se estendeu. Apds 2 dias ou mais da privagdo de
alimentagdao, ouve um aumento da mortalidade. O PNR100 (ponto de nao retorno que
causou 100% de mortalidade) para N. granulata variou entre 4 a 7 dias, dependendo
das condi¢des da ninhada antes da ecloséo .

Foi observada diferenca significativa entre os tratamentos Al, A2, A3, Cl e C2
realizados fornecendo diferentes dietas (Fig. 7), porem, nenhum destes tratamentos
apresentou organismos atingindo a fase de juvenil. Gunarto e Parenrengi (2016),
estudaram a melhoria na qualidade da alimentacdo no cultivo larval de Scylla olivacea,
trabalhando com a combinagao de dietas: rotiferos e nduplio de Artémia enriquecido
com microalga Nannochloropsis oculata. Nos tratamentos realizados, ofertaram esses
alimentos vivos em determinadas fases do desenvolvimento larval, observando que o

fornecimento de nduplios de artémias enriquecidas com microalgas a partir de zoea III
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apresentaram os melhores indices de desenvolvimento larval e maior ocorréncia de
megalopas. Baylon (2009) conclui em seu estudo com o siri Scylla tranquebarica, que as
larvas do tratamento que receberam a alimentacdo composta por nduplios e rotiferos,
entre as fases larvais de zoea I a zoea III, apresentaram desenvolvimento mais rapido e
maior ocorréncia de metamorfose para megalopa. A partir de zoea IV, a alimentacdo
fornecida poderia ser apenas de nauplios de artémia. No caso dos tratamentos que
foram alimentados exclusivamente com rotiferos, todas as larvas morreram no estagio
zoea V, enquanto aquelas alimentadas apenas com nauplios de artémia sobreviveram
até o estagio de megalopa. Em nosso experimento, o controle C1 recebeu apenas
néduplios de artémia recém eclodidos, e este tratamento apresentou o desenvolvimento
até megalopa. Os demais tratamentos receberam, alem de nduplios de artémia,
microalga e rotiferos, e ndo apresentaram desenvolvimento alem da fase de megalopa,
corroborando com o observado por esse autor.

Os tnicos tratamentos que apresentaram larvas realizando metamorfose para
megalopa foram A1, A3 e C1. A utilizagdo dos alimentos vivos e da microalga foi uma
possivel fonte de contaminagdes, impedindo o desenvolvimento na critica fase entre
megalopa e juvenil. Estudos realizados por Ikhwanuddin et al. (2016), em larvas de P.
pelagicus utilizando diatoméceas, nauplios de artémia e rotiferos, com vistas a estimar
a taxa de sobrevivéncia e tempo de muda do estddio larval zoea I até a fase juvenil,
demonstraram que a escolha do tipo de alimento ndo afeta apenas a taxa de
sobrevivéncia, mas também o crescimento das larvas e concluiu que a dieta combinada
de rotiferos e nauplios de artémia por si s6 é suficiente para manter as larvas até a fase
megalopa, uma vez que a adicdo de diatoméceas, ndo aumentou a taxa de

sobrevivéncia.

Tratamentos com antibiéticos

As larvas do tratamento T2, que receberam &gua tratada com o antibiético
Sulfato de Estreptomicina nas unidades experimentais, foram as unicas que
apresentaram organismos realizando muda para o estdgio de juvenil. Um total de 20%
se desenvolveu até a fase de juvenil VI. A analise estatistica comprova que existe
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos T1,T2,C1 e C2 (Fig. 8). Ali
(1974) e Stuck e Truesdale (1988), além de realizarem a filtragem mecanica da agua

com papel filtro, aplicaram uma combinagao de penicilina e estreptomicina a fim de
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evitar possiveis infecgdes bacterianas no cultivo, obtendo bons resultados com essa
combinacdo. Silva (2002) observou em seu trabalho com o cultivo larval em larga escala
do U. cordatus, mortalidade decorrente por contaminagdes por vibrio luminescente,
adicionando nitrofurazona encapsulada em rotifero como parte da dieta e observando
uma diminuicdo na mortalidade.

As larvas do tratamento T2, com agua tratada pelo antibidtico Cloridrato de
Vancomicina, se desenvolveram apenas até a fase de zoea IV, sendo, possivelmente,
afetadas negativamente pelo antibiético ou por bactérias resistentes ao mesmo.
Srinivasan e Ramasamy (2009) observaram no cultivo do camardo Penaeus monodon
bactérias, como Vibrio spp, sendo normalmente encontradas em ovos, larvas saudaveis
ou debilitadas e nostanques de cultivo de poés larvas, sendo raras nos tanques dos
adultos. Essa bactéria em especificoapresenta resisténcia a diversos antibiéticos, dentre
eles,aVancomicina.

Mortalidades entre a fase de megalopa e juvenil sdo comuns. Zhang (2014)
estudou o surto de mortalidade em megalopas no cultivo do siri Portunus
trituberculatus, ocasionado pela bactériaVibrio harveyi. Realizando experimentos com
desafio em larvas e juvenis, constatou-se que cepas dessa bactéria foram letais para
megalopas saudaveis e juvenis. As doengas causadas por microorganismos em P.
trituberculatus foram bem estudadas, e as bactérias Vibrio alginolyticus e V. metschnikovii
tambémforam identificadas como responsaveis por essas enfermidades (Wan et al.,
2011). No entanto Nogami e Maeda (1992), aventaram a possibilidade de tratamento
biolégico com a adigdo de cepas da estirpe bacteriana PM-4, no controle do Vibrio
anguillarum. Observaram que producdo de larvas do siri pela adigdo dessa estirpe
bacteriana a 4gua da cultura foi grandemente aumentada de forma a que o niimero de
Vibrio spp diminuiram ou até se tornaram indetectdveis na 4gua do mar

Kanazawa et al. (1983), em ensaios para o cultivo de larvas de Portunus
trituberculatus, obtiveram sucesso utilizando dieta artificial no crescimento das larvas
de zoea I ao estdgio juvenil. No entanto, as taxas de sobrevivéncia com estas dietas
foram menores que as das larvas que receberam racdes vivas (rotifero + nauplios de
Artémia). Tais conclusdes reforgam a idéia de que estudos com dietas artificiais devem
ser incrementados visando aumentar a viabilidade do desenvolvimento larval de
crustdceos. A dieta criada por Kanazawa et al. (1983), era constituida por

microparticulas de ulato, proteina de nylonmicro encapsulada (MED), goma gelatina-
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arabica-MED, cholester, microtratilhada com ol-lecitina (MCD) e dieta microbiana de

carragenina (MBD).

Sobrevivéncia dos organismos

Bookhout e Costlow (1974) obtiveram em seu experimento com A. spinicarpus,
total de 2% de juvenis, apenas utilizando d4gua do mar filtrada. Lim e Hirayama (1991)
em seu experimento com o cultivo de P. trituberculatus observaram sobrevivéncia entre
0,9 a 48,3% até a fase de juvenil. Cahuich et al. (2002), obteve com C. sapidus, uma
sobrevivéncia de 10% até juvenil. Canino, (2002) obteve um total de 7,7 4 8,4 % de
organismos atingindo a fase de juvenil

As fontes de contaminacdes para as larvas podem ter diversas origens, desde a
agua do cultivo, o préprio organismo ou mesmo a alimentagao fornecida em cultivos
experimentais. O maior desafio para o cultivo larval de siris é o desenvolvimento de

tratamentos profilaticos para a prevencdo de interagdes microbianas (Hoq et al., 2014).

CONCLUSAO

A manutencdo das fémeas ovigeras no laboratério através da metodologia
desenvolvida foi eficiente, pois alem de permitir o desenvolvimento do presente
estudo, ndo foi constatado a presenca de pré zoea ou mortalidades apés a desova.

A alimentagao fornecida apenas com nduplios de artémia mostrou-se adequada
para o desenvolvimento até a fase de juvenil. As larvas zoea I possuem reserva
vitelinica limitada, e a observacdo de zoea I predando nduplios recém eclodidos
demonstra a necessidade de alimentacdo nas fases inicias.

O wuso do antibiético Estreptomicina teve um efeito positivo no
desenvolvimento dos organismos evitando possiveis contamina¢des durante o
experimento, sendo as larvas deste tratamento, as unicas que apresentaram
desenvolvimento até a fase de juvenil VL.
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CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia utilizada para a coleta demonstrou-se satisfatoria, sendo
frequente a ocorréncia de fémeas ovigeras no periodo noturno, nas fases de
lua cheia. Fazem-se necessarios mais estudos para que seja possivel a
elaboracdo de um protocolo de coleta para essa espécie em particular.

A metodologia utilizada neste estudo para a manutencédo das larvas mostrou-se
adequada para o desenvolvimento de todos o0s estagios iniciais de A.
spinimanus em laboratério e em pequena escala. Fazem-se necessarias mais
pesquisas para viabilizagdo do cultivo em larga escala, bem como a adog¢ao de
medidas profilaticas alternativas ao uso de antibidticos.

31



