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RESUMO

A producdo de pescado no Brasil cresce em ritmo acelerado, devido principalmente ao
desenvolvimento da aquicultura. No entanto, alguns setores da aquicultura, como a larvicultura,
ainda apresentam entraves que limitam a producdo de espécies promissoras para o cultivo. Dentre
0s problemas a serem solucionados é possivel citar a demanda por alimento vivo ou inerte para
aprimorar a producdo durante a fase de larvicultura. A espécie Dendrocephalus brasiliensis tem
sido alvo de estudos que objetivam conhecer mais detalhadamente o ciclo de vida para a sua
utilizacdo como alimento vivo e/ou inerte para o cultivo de organismos aquaticos buscando
abordagens que promovam a eficiéncia de eclosdo dos nduplios. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a producdo de cistos em condi¢es experimentais e a acdo enzimatica da quitinase
comparado com tratamentos quimicos tradicionais no processo de eclosdo de nauplios de
branchoneta (D. brasiliensis). No ensaio experimental 1, foram testadas concentracdes de
0,02mg/mL, 0,Img/mL e 0,2mg/mL de quitinase comercial em 20 mg de cistos, obtendo a
concentragdo ideal de eclosdo a 0,2mg/mL com 88% de eficiéncia de eclosdo. Assim, esta
concentracgdo foi utilizada no ensaio experimental 2 e consistiu de um controle (com agua destilada)
e cinco tratamentos com trés réplicas: submetido a quitinase (T1), Hidroxido de célcio (T2), acido
ascorbico (T3), hidréxido de calcio e &cido ascérbico (T4) e com hidroxido de célcio, acido
ascorbico e quitinase (T5). As concentracfes de hidroxido de calcio (HC) e &cido ascérbico (AA)
foram estabelecidas de acordo com os resultados de melhor taxa de eclosdo relatados na literatura.
O T5 apresentou maior eficiéncia de eclosao (96%) estatisticamente, quando comparado aos demais
tratamentos, possibilitando o uso desta enzima juntamente com HC e AA para elaboracdo de um
protocolo de eclosdo eficiente. Os resultados deste estudo certamente criardo mais subsidios
tecnoldgicos para o estabelecimento da branchoneta como alimento vivo em cultivos de animais

aquaticos.

Palavras chave: Aquicultura, Alimento vivo, Larvicultura, Enzima, quitina.



ABSTRACT

The fisheries production in Brazil grows in a fast pace due to the aquaculture development.
However, some aquaculture sectors, such as the larviculture, have presented some issues which
affect the production of species that are really valuable to the cultivation. Among the problems to be
solved, it’s possible to mention the live or inert food demand used to improve the production during
the larviculture stage. The Dendrocephalus brasiliensis has been the subject of some recent studies
that aim to find out its biology and use as live and/or inert food to cultivate aquatic organisms. One
of the studied approaches is to increase the efficiency of the nauplii hatching which presents the
major delicate lifespan factor of this animal. Therefore, the purpose of this paper was to evaluate the
enzymatic action of the chitinase when compared with traditional chemical treatments in the
brachoneta nauplii (D. brasiliensis) hatching process. In the first test, it was tested concentrations of
0.02mg/mL, 0.1mg/mL e 0.2mg/mL of commercial chitinase in 20mg of cyst, which resulted the
ideal concentration to hatch at 0.2mg/mL with 88% of hatching efficiency. Thus, this concentration
was used in the second test and consisted of a control (with distilled water) and five treatments with
three replicas: subjected to chitinase (T1), calcium hydroxide (T2), ascorbic acid (T3), calcium
hydroxide and ascorbic acid (T4), and calcium hydroxide, ascorbic acid and chitinase (T5). The
concentrations of the calcium hydroxide (HC) and ascorbic acid (AA) were established according to
the results of best hatching rate described in the literature. The T5 presented a higher hatching
efficiency (96%) statistically, when compared to only the use of chitinase, enabling the use of this
enzyme combined with HC and AA for the development of an efficient hatching protocol. The
results of this study willcreate more technical supportfor the establishment of branchoneta as live

feed in cultivations of aquatic animals.

Key words: aquaculture, live food, Larviculture, Enzyme, chitin.
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1. INTRODUCAO

A producéo de pescado no Brasil vem crescendo em ritmo acelerado quando comparado a
qualquer outro setor de producao de alimentos de origem animal (FAO, 2014). A aquicultura figura
como uma das principais responsaveis por esse desenvolvimento, uma vez que supre a demanda por
produtos pesqueiros e da pesca extrativa, que se aproxima do limite de extracdo para muitas
espécies. No entanto, alguns setores da aquicultura como, por exemplo, a larvicultura, ainda
apresenta alguns entraves que limitam a producdo de algumas espécies promissoras para o cultivo.
Dentre os problemas a serem solucionados € possivel citar a demanda de alimento vivo ou inerte
(biomassa congelada) para aprimorar a producéo durante a fase de larvicultura (CAMARA, 2000;
LOPES et al., 2007).

Atualmente, o microcrustdceo Artemia sp. € o principal alimento vivo de sustentacdo na
larvicultura, devido ao dominio de técnicas que favorecem elevada taxa de eclosdo dos nauplios.
No entanto, seu elevado custo de producdo de cistos e escassez no mercado restringe sobremaneira
o cultivo de peixes e camardes (CAMARA, 2000). Assim, novos estudos sd0 necessarios para
viabilizar o cultivo de organismos e que possam agregar valor contribuindo para o avango da
larvicultura e proporcionando expansdo, de maneira mais vidvel economicamente, rentavel e de

facil acesso.

O microcrustaceo Dendrocephalus brasiliensis, conhecido popularmente como branchoneta
é uma espécie que apresenta dimorfismo sexual de facil identificacdo, crescendo em torno de 1 mm
ao dia ap06s o terceiro dia de vida até atingir um comprimento médio entre 3 e 3,5 cm. Séo
essencialmente filtradores, alimentando-se de microalgas, protozoarios, metazoarios e matéria
organica. Este microcrustaceo tem sido alvo de estudos que objetivam conhecer o seu
comportamento, reproducdo, producdo de cistos e utilizacdo na dieta de peixes carnivoros e
ornamentais (CARNEIRO, 2000; LOPES, 2002), sendo mais recentemente introduzido em cultivos
de engorda de camardes marinhos (YFLAAR e OLIVEIRA, 2003). Entretanto, outros estudos tém
buscado aumentar a eficiéncia de eclosdo dos nauplios, pois este € um dos principais obstaculos a
sua utilizacdo em substituicdo a artémia (SILVA, 2000; YFLAAR e OLIVEIRA, 2003; LOPES,
2007).

O semi-arido apresenta condicdo climética favoravel ao cultivo da branchoneta, uma vez que
é caracterizado por periodos de estiagem que propiciam a secagem dos cistos no substrato e
posteriores periodos chuvosos, quando é possivel a eclosdo dos nduplios e crescimento até atingir a
fase adulta, iniciando a liberacdo de novos cistos. A liberagéo de cistos continua a ocorrer na fase
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adulta do organismo com duracdo de aproximadamente trés meses, e diminuindo a liberacdo para 0s
meses seguintes. Os cistos podem posteriormente ser recolhidos e comercializados ap6s a total
secagem do substrato. Segundo Lopes et al (2007) e Medeiros (2003), cada grama de cisto gera
380.000 nauplios de Branchoneta, e na fase adulta, cada fémea libera no substrato em torno de 150
a 200 cistos por deposicdo. De acordo com estes dados, é possivel obter em média 2 kg de

cistos/ha/ano ao se inocular 2g de cistos em um viveiro de 2000 m?.

O gargalo da producdo em larga escala esta relacionado principalmente a reduzida taxa de
eclosdo e sobrevivéncia dos nauplios, devido a escassez de estudos e técnicas que propiciem o
conhecimento da estrutura do cisto, eclosdo e sobrevivéncia de nduplios. Diante deste problema, é
indiscutivel a necessidade de pesquisas que otimizam a eclosdo, sendo primordial o conhecimento
da atividade enzimatica envolvida neste processo, como por exemplo a a¢do da enzima quitinase,
que hidrolisa a quitina presente nos cistos de microcrustaceos e também o uso de reagentes capazes
de inativar o estado de laténcia dos cistos por meio de liberagdo de ions e desfosfoliracdo

enzimatica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Aquicultura no contexto geral

Aquicultura é a producdo de organismos aquaticos em cativeiro, desde seu estagio inicial
(larval), até a fase adulta (fase de engorda) para fins comerciais. Nesta atividade é necessario um
manejo produtivo, que vise 0 uso sustentavel da atividade aquicola (VALENT]I, 2002). O Sistema
aquicola pode ser denominado de diferentes formas: pelo sistema de cultivo extensivo, intensivo e
semi-intensivo; organismos cultivados (algas, peixes, moluscos e crustaceos); 0 meio em que se
cultiva (dgua doce, salobra, salgada); ou outras caracteristicas (cultivo de agua quente, agua fria,
cultivo costeiro, em estuarios, em ambiente fechado e com reaproveitamento de agua) (YFLAAR e
OLIVEIRA 2003).

O cultivo de organismos aquaticos € uma area jovem em compara¢do com as outras
atividades de producdo, como a pecuéria. Teve inicio praticamente em 1950, na década de 70 foi
responsavel por menos de 1% da producdo mundial de pescado para consumo humano, e seguiu
crescendo, em média 8,7 % ao ano. De acordo com dados da FAO, em 2013 foram capturados 160
milhdes de toneladas de pescado, contra 158 milhdes do ano anterior (2012), na qual dos quais
136,2 milhdes de toneladas foram utilizados no consumo humano. Desses 136 milhdes de
toneladas, 69,6 milhdes de toneladas (51,1%) tiveram origem na pesca, enquanto 66,6 milhGes
(48,9%) de toneladas tiveram origem na aquicultura (FAO, 2014). Assim, proporcionando a

atividade pesqueira e a aquicultura a um novo recorde mundial.

O Brasil em producdo aquicola estd em 12°, na qual teve um crescimento de 8,6% em 22
anos, chegando a 66, 6 milhdes de toneladas/ano. Entre o periodo de 2000 e 2012 a producdo de
pescado em cativeiro foi de 6,7% quando comparado a producdo de carne bovina (FAO, 2014). Para
Aquicultura, a regido Nordeste foi a maior produtora em 2013, com 140.748 toneladas de pescado,
seguida pela regido Sul, com 107.448 toneladas. Em 3° lugar veio a regido Centro-Oeste, com
105.010 toneladas; em 4° lugar a regido Norte, com 73.009 toneladas. Em 5° e ultimo lugar
apareceu a regido Sudeste, com 50.297 toneladas (MPA, 2015). O sucesso da fauna aquatica e
regionalizagdo da Aquicultura brasileira se deve aos mais de 8,5 milhdes de quilémetros de litoral,
clima favoravel e dispondo de um quinto da reserva de agua doce do planeta (Figura 1) (YFLAAR e
OLIVEIRA 2003).
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@ Fonte: MPA, 2015

Figura 1: Regionalizacdo da Aquicultura Brasileira e principais espécies cultivadas em cada regido.

Em termos de consumo humano direto, no ano de 2014, a producao de peixes ultrapassou os
capturados, em grande parte decorrente da reducdo de residuos, bem como melhores equipamentos
reduzindo capturas indesejadas e melhoria na gestdo das pescas (FAO, 2014; AQUAFEED, 2015).
O consumo global de peixe per capita aumentou de 9,9 kg em 1970 para 19,2 kg em 2015, embora
as taxas variem substancialmente em algumas regides (AQUAFEED, 2015; FAO,
2014). Entretanto, embora o Brasil concentre tantas caracteristicas favordveis, o consumo per
capita de peixe, aumentou de 4 kg/ano para 10,63 kg/ano nos ultimos anos, sendo baixo para 0s
padr@es exigidos pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS). De acordo com a OMS é
recomendado o consumo per capita de 12 kg de peixe por ano por habitante. A média global de
consumo per capita € de 18 kg/ano, porém a meédia para a América Latina e Caribe é de 9kg/ano
(FAO, 2014).

O setor de aquicultura vem demonstrando avangcos no aumento da producdo de pescado no
mundo. E a FAO em projecao na publicacdo Fish to 2030 estima que em 2030 a aquicultura sera
responsavel por mais de 60% da producdo mundial de pescado para consumo humano (FAO, 2014).
Assim, mostra o continuo crescimento da aquicultura como sendo a maior atividade responsavel por
atender a demanda de pescado em nivel mundial. Porém para a producdo aquicola continuar neste

ritmo € necessario que entraves para desenvolvimento total da atividade sejam solucionados.
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O gargalo da producédo de peixes e camardes estd na fase de larvicultura das espécies para
proporcionar um bom desenvolvimento inicial das larvas (TESSER et al., 2005; AYRES, 2006).
Estes alimentos podem ser na forma de alimento vivo (nauplios, larvas, zooplancton ou larvas de
outros peixes), liquido, encapsulado, biomassa congelada ou racdo balanceada, porém o alimento

vivo vem mostrando maior eficacia ha décadas (LOPES et al., 2007).

2.2. Uso de alimento vivo na Aquicultura

Na larvicultura, a alimentacéo inicial das espécies tem sido o fator determinante para o0 bom
desenvolvimento inicial das larvas (TESSER et al., 2005; AYRES, 2006), sendo esta alimentacéo
inadequada, podera ocasionar elevadas taxas de mortalidade e redugdo nos parametros de
desenvolvimento (NASCIMENTO, 1989; HUNG, 1989). As larvas da maioria das espécies de
peixes e camardes aceitam ou ndo as dietas artificiais, porém muitas ndo conseguem apresentar
indices de crescimento satisfatorios. Assim, a maioria das larvas dependem da disponibilidade de
organismos Vvivos para apresentar um 6timo desenvolvimento (HUNG, 1989).

Kubitza (1997) descreveu a importancia do alimento vivo na fase de larvicultura, e que os
peixes em ambientes naturais conseguem balancear suas dietas, escolhendo itens que melhor
supram suas exigéncias. Porém, quando o cultivo é realizado em cativeiro, ha necessidade de
selecionar um alimento que satisfaca estas exigéncias. Isto se d& pelo fato do alimento natural
contribuir com alto teor proteico e nutrientes essenciais para 0 crescimento e sobrevivéncia, uma
vez que, as larvas dos organismos aquaticos ndo possuem sistemas digestorio e enzimatico
completamente desenvolvidos. Desta forma, a disponibilidade de alimentos vivos com alto valor
nutritivo, caracteristica da maioria dos organismos plancténicos, é de grande importancia para
assegurar éxito nestes parametros durante a fase inicial (FURUYA et al., 1999).

De acordo com Lopes et al. (1996), para a utilizacdo de alimento vivo em cultivo de larvas
de animais aquéticos, existem duas restricdes basicas: qual espécie é a mais indicada na alimentacao
e como realizar a cultura destas espécies propriamente ditas. Assim, pesquisadores vém realizando
experimentos que busquem dietas naturais que supram as exigéncias nutricionais desde 0s primeiros
dias de vida para organismos aquéaticos e, o uso de nauplios de Artemia na larvicultura vem
trazendo bons resultados de desempenho e sobrevivéncia das larvas de varias espécies (DANIELS
& HODSON, 1999; JOMORI, 1999; TESSER et al., 2005). Porém, um dos grandes problemas da
utilizacdo dos nauplios de Artemia (animal de agua salgada) na larvicultura de agua doce, é a falta
de sucesso em cultivos de animais dulcicolas, uma vez que devido ao choque osmético, o animal

morre, ndo se tornando atrativo para o organismo cultivado por um periodo prolongado. Portanto,
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s80 necessarias pesquisas que busquem alimentos vivos dulcicolas que supra a demanda em
larviculturas de agua doce. Nessa mesma linha, outro problema é a quantidade do produto no
mercado, pois a producdo de cisto, dependente das variacdes ambientais (CAMARA, 2000). A
utilizacdo do zooplancton, como rotiferos, copépodos e claddceros na larvicultura intensiva também
é citada na literatura (TAKATA, 2007; HAMRE et al., 2002). Este pode ser obtido de maneira
natural atraves da fertilizacdo dos viveiros (HAMRE et al., 2002; AYRES, 2006) ou produzidos em
laboratério (SIPAUBA-TAVARES, 2004). Mas pesquisas sobre sua utilizagdo na larvicultura
intensiva ndo tem demonstrado resultados satisfatorios, uma vez que pode ocorrer predagdo por
esses organismos a larvas de peixes, o teor nutricional para algumas espécies pode ser variavel e a
possibilidade do zooplancton e de seus metabdlitos piorar a qualidade da dgua exigira maior cuidado com a
limpeza e manutencdo dos tanques de criacdo (JOMORI et al., 2003; AYRES, 2006; TESSER et. al.,
2013).

Outra fonte de alimento vivo é o fitoplancton que é de importancia tanto nas fases iniciais
como na engorda de alguns peixes e camardes marinhos. A produgdo em massa de organismos
plancténicos, utilizados como alimento na fase larval, a qual é considerada o periodo critico
(GERKING, 1994), vem sendo indicada como o procedimento mais adequado para proporcionar
melhores indices de crescimento e sobrevivéncia destes, ja que o plancton é de alto valor nutritivo,
rico em proteinas e nutrientes essenciais (LUBZENS et al., 1984; LUBZENS et al., 1987;
HAYASHI et al., 1993; SIPAUBA-TAVARES et al., 1994; PORTELLA et al., 1997; SOARES et
al., 1997; PENA et al., 1998; FURUYA et al., 1999). Entretanto, em excesso o fitoplancton causa
deplecédo de oxigénio dissolvido juntamente com bactérias decompositoras aerdbias prejudicando a
respiracio dos organismos presente no meio (SA, 2012).

Em busca de alternativas para melhorar a sobrevivéncia e crescimento de animais aquaticos
nas fases iniciais e engorda, estudos vem sendo desenvolvidos com a espécie Denrocephalus
brasiliensis. Este microcrustaceo de agua doce pode ser mais uma importante fonte alternativa de
alimento de larvas e alevinos das diversas espécies de peixes carnivoros, pois tambem possui
valores protéicos similares e/ou superiores aos de outros organismos utilizados em grande escala na
larvicultura mundial (LOPES et al., 1998).

2.3.Generalidades da espécie em estudo Dendrocephalus brasiliensis (PESTA, 1921)

O filo Arthropoda constitui um grande grupo do reino animal composto por 5 subfilos, na
qual encontra-se o subfilo Crustacea. De formas aquaticas e vidas livre, este subfilo possui a classe
Branchiopoda, que é composta por 4 ordens, sendo uma delas a ordem Anostraca. A fauna dos
anostracas € composta por 258 espécies e 7 subespécies organizada em 21 género, registrados
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mundialmente até 31 de dezembro de 1993. O género dominante € o Streptocephalus, seguido por
Chirocephalus com 58 e 43 espécies descritas, respectivamente. Em sequéncia tem-se Branchinecta
(35 espécies) e Branchinella (33 espécies) (BELK & BRTEK, 1995; RUPPERT, 2005). Sao
confirmadas 8 familias, na qual a maior parte, cinco delas se encontram na regido Neotropical, séo
elas: Artemidae, Branchinectidae, Streptocephalidae e Thamnocephalidae. Nesta regido, os estudos
sdo limitados pela vasta area ainda a ser explorada, mas acredita-se que deverd existir um maior
numero de familias (LOPES, et al., 1998).

Outro género da ordem anostraca € o Dendrocephalus e se encontra distribuido entre as
espécies Dendrocephalus geayi, D. spartaenova, D. venezuelamus e D. affinis, na Venezuela
(PEREIRA, 1983, 1984); D. argentinus, na Argentina e paises limnitrofes (PEREIRA & BELK,
1987); D. conosuris, em Venado Tuerto, provincia de Santa Fé na Argentina (PEREIRA; RUIZ,
1995); D. goiasensis, na regido Centro-Oeste do estado de Goiés, Brasil (RABET; THIERY 1996) e
D. brasiliensis, em que a ocorréncia vai da Argentina ao estado do Piaui, no Brasil (CESAR, 1989,
apud LOPES, 2002). A classificacdo sistematica da espécie D. brasiliensis € (BOWMAN &
ABELE, 1982):

Reino: Animalia
Filo: Crustacea (Pennant, 1777)
Classe: Branchiopoda
Subclasse: Sarsostraca (Tasch, 1969)
Ordem: Anostraca (Sars, 1867)
Familia: Thamnocephalidae (Simon, 1886)
Género: Dendrocephalus (Latreille, 1817)
Espécie: Dendrocephalus brasiliensis (Pesta, 1921)

O primeiro registro do género Dendrocephalus ocorreu no nordeste brasileiro pelo médico
Dr. Adolfo Lutz em 1928, no municipio de Macaiba, estado do Rio Grande do Norte, cuja cor
brilhante, fez com que Lutz, o reconhecesse como uma nova espécie, a D. ornatus (LUTZ, 1929).
Entretanto, foi verificado que esta espécie, era na verdade D. brasiliensis, que o pesquisador Otto
Pesta havia coletado em 1921 nos estados da Bahia e Piaui. Em outros estados, como no Cear3,

foram coletados exemplares no rio Jaguaribe. Atualmente, a espécie é encontrada em regides do
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interior do estado do Rio Grande do Norte, devido ao clima favoravel e estacdo climéatica bem
definidas (LOPES, 2007).

Popularmente conhecida como branchoneta, camardozinho ou artémia de agua doce, a
espécie Dendrocephalus brasiliensis (Fig. 2) € um microcrustaceo dulcicola. Um animal de facil
identificacdo (fémea e macho) (Fig. 3a e 3b), formam cistos (ovos), apresenta grande atratividade e
atende os requerimentos nutricionais de espécies de peixes carnivoros, ornamentais e camardes
valorizando a sua grande importancia como alimento natural (LOPES et al., 1998; ZANANDREIA,
2010). Possui um ciclo reprodutivo bastante curto, mas ndo se sabe ao certo o tempo de vida deste
organismo. Porém na auséncia de predacdo e enquanto houver disponibilidade de alimento, ha

relatos de sobrevivéncia de até quatro meses com producédo continua de cistos.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL

Fig. 2: Espécie Dendrocephalus brasiliensis em fase Juvenil.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL

Fig. 3: Exemplar fémea (a) e macho (b) na fase adulta.
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A regido Nordeste se destaca como uma das regides do Brasil com grande potencial de
exploragdo de D. brasiliensis, isto se deve a temperatura favoravel e elevado nimero de
ecossistemas temporarios nesta regido. Varias areas com condi¢des climatoldgicas e hidroldgicas
favorecem o desenvolvimento e a producdo de cistos e biomassa de Branchoneta (OLIVEIRA et al.,
2000). Esta habita tipicamente lagoas temporarias de dgua doce, pocas, acudes e riachos formados
durante a estagdo chuvosa em todo o Brasil. O ciclo de vida da branchoneta se resume em ovo (Fig.
4a), nauplio (Fig. 4b), juvenil (Fig. 4c) e adulto (Fig. 4d). A espécie se reproduz de forma sexuada,
com a liberacdo de cistos, em condicdes ideais de temperatura em torno de 28° a 30°C, oxigénio
dissolvido na faixa de 4 a 8 mg/L e pH entre 7.5 a 8.0 (dados adquiridos no Laboratério de
Limnologia EAJJUFRN em experimento realizado) além da abundancia de microalgas na sua
alimentacdo. O desenvolvimento da espécie é rapido, crescendo em torno de 1mm apds o terceiro
dia, chegando a aproximadamente 3,5cm com um més de cultivo, em ambiente com elevada
disponibilidade de alimento. As branchonetas apresentam alta capacidade de filtracdo, sendo a gua
de tanques de engorda e bercérios de larviculturas, serem as melhores fontes para alimentagdo

massiva para esses organismos (HIGA, 2015).

Fonte: ARQUIVO PESSOAL

i
LR

Fig. 4: Fases de vida de Dendrocephalus brasiliensis: Ovo (a), nauplio (b), jovem (c) e adulto (d).

Os machos apresentam coloragéo variando de branco a azul, sendo esta quando estd em seu
periodo reprodutivo; h& presenca de um apéndice vertical (Fig. 5a) na regido da cabega. Ja as
fémeas apresentam coloracdo transparentes com caudas avermelhadas, e uma coloracdo marrom
quando inicia seu periodo de reproducdo, além da presenca de um ovissaco (Fig. 5b), estrutura

responsavel para armazenar o0s Cistos.
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Fonte: ARQUIVO PESSOAL

Fig. 5: Individuo macho com apéndices (a) e fémea com ovissaco (b).

Na natureza, o aparecimento de adultos ocorre com 10 dias ap0s a eclosao dos cistos, onde
iniciam o seu periodo reprodutivo (reproducdo sexuada) para desova de novos ovos. Durante o
periodo de chuvas, ocorre a hidratacdo dos cistos que eclodem na forma de nauplios, estes sdo
parecidos em formato com nauplios de artémia (Fig. 6a e 6b). Os ovos que sdo liberados pelas
fémeas vao para o fundo, e precisam desidratar na estacdo seca para garantir a continuidade da
espécie na proxima estacdo chuvosa (HIGA, 2015). Diferentemente das Artémia sp., que se
reproduzem por ovoviviparidade (liberacdo de nauplios) em condicBes tolerantes e oviparidade
(liberacdo de cistos) quando o ambiente estd desfavoravel ao crescimento da espécie, as
branchonetas apenas se reproduzem por oviparidade (LOPES, 2002; IGARASHI, 2008).

Fonte: ARQUIVO PESSOAL

Fig. 6: Nauplio de Artémia (a) e de Branchoneta (b) ap6s 24 horas da ecloséo.

A branchoneta possui habito gregario, formando aglomerados de individuos, nadando em
todas as direcdes, e muitas vezes no sentido vertical de cabeca para baixo, em outras nadam sobre o
proprio dorso com os filopddios para cima. Sdo organismos que apresentam telotaxia ventral, ou
seja, nadam em direcdo a luz no ambiente em que se encontram. Por isso, a visualizagdo dos
nauplios, apds a eclosdo é facilitada por esta atracdo luminosa, quando é colocado luz em um Unico

ponto e os individuos se direcionam para esse foco (LOPES, 2007).
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O interesse por este animal e especificamente sua utilizacdo na aquicultura, teve inicio
quando foi testado como alimento vivo para Astronotus ocellatus, Lophiosilurus alexandre e Cichla
ocellaris em pesquisas desenvolvidas por Lopes (1998), que verificou um incremento no
crescimento e sobrevivéncias superiores a 200% quando comparados com outros alimentos
convencionais a exemplo de peixes e ragdes balanceadas.

Em estudos por Lopes et al (2007), a branchoneta e o anelidio enquitréia (Enchytraeus
albidus) foram utilizados na alevinagem do niquim (Lophiosilurus alexandri) sendo observado
diferenca significativa no comprimento, com uma grande superioridade para o tratamento com
biomassa de branchoneta. Carneiro et al (2004), avaliou a Branchoneta, seca e triturada como
atrativo na racdo comercial oferecida a alevinos de tucunaré (C. ocellaris), e mostrou-se pouco
eficaz como atrativo e baixo condicionamento alimentar de alevinos de tucunaré para o consumo de
racdo comercial. Porém, Moura et al (2000) relata a hipdtese de que devido ao habito alimentar
carnivoro, o tucunaré ndo aceitaria voluntariamente dietas secas. Outras pesquisas mostram bons
resultados de desempenho, metamorfose, crescimento em peso e comprimento e sobrevivéncia com
introducdo de Branchoneta na forma congelada na alimentacdo de larvas e pds-larvas de
Litopenaeus vannamei (YFLAAR; OLIVEIRA, 2003). Lopes et al., (2007) realizou experimento
testando racdo floculada e branchoneta na alimentacdo das espécies Astronotus ocellatus (apairi) e
Pterophylum scalare (acard bandeira). Para ambas as espécies a branchoneta apresentou resultados
satisfatorios na sobrevivéncia, comprimento e peso médio, ficando claro a importancia da
branchoneta como alimento vivo para peixes ornamentais.

A espécie Dendrocephalus brasiliensis apresentam, em média, 67,05% de proteina bruta e
comprimento médio de 3,5cm, superando os da Artémia sp., com valores médios de 61,6% e 11,0
mm, respectivamente (SILVA, 2000; LOPES, 2007). Portanto, o seu alto valor nutricional,
atratividade para os organismos aquaticos (peixes e camardes), bons resultados na introducdo na
forma de alimento vivo e congelado foi percebido a possibilidade de realizar a producdo deste
microcrustaceo em pequenas escalas. Em 2010 foi iniciada a producéo de branchoneta para ofertar a
peixes ornamentais em um estabelecimento comercial situado em Mogi das Cruzes, S&o Paulo a
partir de um projeto coordenado por Fabio Higa, Engenheiro de pesca. Resultados obtidos ao final
de 2012, mostraram que as branchonetas proporcionaram uma Otima taxa de crescimento para
alevinos de peixes ornamentais, principalmente carnivoros nacionais e importados, comercializados
no Brasil.

As branchonetas se enquadraram na alimentacdo de organismos aquaticos e se tornaram
alvos de novas pesquisas como incremento para toda a cadeia da aquicultura continental,

piscicultura e carcinicultura. A possibilidade de melhorar o cultivo de D. brasiliensis utilizando a
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agua de rejeito (drenagem), o desenvolvimento de estratégias de eficiéncia de liberagdo e eclosdo do
cisto sdo objetivos a serem atingidos para atender a demanda do setor aquicola de forma sustentével
(HIGA, 2015).

Assim, a branchoneta vem se tornando um alimento viavel e de alto teor proteico para a
aquicultura, porém com alguns entraves relacionados a eclosdo de cisto e a sua producgdo, que
limitam a sua producdo e dificultam o desenvolvimento desta atividade entre os produtores

aquicolas.
2.4.Uso de diferentes métodos para eficiéncia de ecloséo de cistos de anostraca

A grande maioria dos crustaceos da ordem Anostraca, adaptado a vida em ambientes
aquaticos temporarios, evoluiram para ciclos de vida curtos e fases de laténcia resistentes a
dessecacdo, sob a forma encapsulada, chamados de cistos ou ovos (BERNICE, 1972). Para estes
organismos reiniciarem o ciclo precisam hidratar seus cistos para posterior eclosdo. Porém, a

eclosdo ocorre de forma parcelada e desigual e o periodo de eclosdo dependera de cada espécie.

Os diferentes aspectos da biologia dos anostracas, o estudo de ecloséo e desenvolvimento
tem atraido a atencdo de poucos pesquisadores. Portanto, o efeito da secagem e limpeza sobre a
eclosdo dos ovos/cistos tem sido uma das abordagens a ser investigada (HAY & HAY, 1889;
BOND, 1934; DEXTER, 1946). Poucos estudos relatam a importancia de metodologias para
melhorar a eficiéncia de eclosdo destes cistos, sendo os trabalhos mais recentes relatados por Lopes

et al., (2007) e Pereira & Neto (2010), este com o uso de produtos quimicos.

Os ovos de anostracas podem ser de dois tipos, estes podem se desenvolverem sem secagem
e em condicdes de dissecacbes a temperaturas extremas do meio (COTTARELLI, 1966). Os cistos
de microcrustaceos sdo do tipo que resistem a dessecagdo e a temperaturas externas e voltam a sua
forma ativa quando no ambiente as condigdes sdo favoraveis para eclosdo e desenvolvimento do
nauplio. Castle (1938) e Avery (1939) registraram a eclosdo dos ovos da espécie Eubranchipus
vernalis depois de permanecer na 4gua durante um ano. Hall (1953) fez observacdes sobre a ecloséo

dos ovos de Chirocephalus diaphanus em relacdo a temperatura, profundidade e secagem.

Bernice (1972), relata a influéncia da secagem na eclosdo, onde em experimento relatou que
ovos coletados e imersos em agua destilada sem secagem ndo eclodem, sendo necessario um
periodo de quatro meses de dorméncia ap0s o procedimento de secagem. Ja o0s ovos desidratados
imersos em agua destilada eclodem mais cedo e em maiores percentuais (MOORE, 1957; BAQAI,
1963; BERNICE, 1972). Hall (1953) e Pai (1958) descobriram que os ovos eclodem mais rapido em
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agua de lagoa do que em &agua destilada. Outros experimentos como o de Lake (1969) ndo
demonstraram taxas de eclosdes significativas usando agua da torneira envelhecida (agua dormida)

para a eclosdo de Chirocephalus diaphanus.

Para a Artémia, a eclosdo dos nauplios depende absolutamente de fatores fisico-quimicos
durante o periodo de incubacéo, tais como temperatura (25-35°C), salinidade (15-35 ppt) e pH (em
torno de 8,0) (LAVENS; SORGELOOS, 1996). Condicdes ideais para produgdo de nadplios de D.
brasiliensis sdo descritas por Lopes (2007), na qual os cistos devem ser de boa procedéncia, 12
horas de pré-hidratacdo seguido de uma desidratacdo e incubagdo por 24 horas com a temperatura
da agua entre 26 a 30°C, pH em torno de 8,0 e luminosidade de 1500 lux, sendo esta variavel
indispensavel para ativacdo do processo enziméatico de eclosdo. Entretanto, em experimentos
realizados no laboratério de Limnologia da Escola Agricola de Jundiai (UFRN) mostraram que a
eclosdo de D. brasiliensis ocorre de maneira mais simples, com a coleta, limpeza e secagem dos
cistos, estes apOs secos devem passar por um periodo de dorméncia de 10 dias com a eclosdo dos

cistos em 48 horas com condigdes ideias temperatura (26 — 30 °C) e pH (7 — 8,5).

Os aspectos bioguimicos que envolvem a quebra do estado de dorméncia de cistos é
verificado por Dumont et al., (1992), na espécie de agua doce, Thamnocephalus platyurus. Este
autor utilizou o Acido Retindico como um agente morfogénico e uma fonte de fon Calcio (Célcio
Inoférico) na reativacdo do cisto. Na qual testou a influéncia individual, e conjunta, destes
reagentes, a uma mesma concentracao, 0,5x10-7 M (Molar). A influéncia do acido Ascorbico e ions
Célcio na eclosdo de Dendrocephalus brasiliensis foi verificada por Pereira & Santos-Neto (2010).
Em dois experimentos, o primeiro foi testado a influéncia da concentracdo de acido ascérbico (AA)
na eclosdo dos nauplios, para uma concentracdo constante de hidroxido de calcio (HC) e o segundo,
avaliou a influéncia da concentragio dos ions Ca*?, do HC, para uma mesma concentragdo de AA
obtida do primeiro experimento. Os resultados mostraram que os dois produtos quimicos

apresentam uma forte influéncia na aceleragéo e eficiéncia de ecloséo de cistos na espécie proposta.

Trabalhos tém buscado diversas técnicas na eficiéncia de eclosdo dos nauplios de
Anostracas e poucos envolvem metodologias que descrevam a atividade enzimatica. Portanto,

reduzidos estudos séo descritos nesta linha de pesquisa necessitando novas buscas.

2.5.Quitina

O termo “quitina” ¢ derivado da palavra grega “khiton”, que significa carapaca ou caixa de

revestimento, uma vez que sua funcdo na natureza é de revestimento e protecdo de invertebrados
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(ROSA, 2008). Este polimero, foi isolado por Braconnot em 1881, trinta anos antes do isolamento
da celulose, mas a falta de conhecimento basico sobre suas propriedades, incluindo a reatividade
quimica, limitou severamente suas aplicacdes industriais até o inicio dos anos 1970 (CAMPANA
FILHO et al., 2007).

A quitina é um polissacarideo encontrado em mais de 300 fontes comerciais de diferentes
animais, constituindo o exoesqueleto de insetos, carapaca de crustaceos, em concha de moluscos,
diatomaceas, fungos, bactérias e insetos. Este polimero é insollvel em &gua, solventes organicos,
acidos diluidos pois apresenta microestrutura predominantemente cristalina e a inviabilidade de
dissolucdo um dos maiores problemas relacionado ao seu uso. Estruturalmente, é semelhante a
celulose (Figura 7a e 7b) substituindo-se os grupos OH do carbono-2 de cada unidade glicosidica da
celulose por grupos acetilados (-NHCOCH?3). Logo, a quitina € um polissacarideo linear contendo
cadeias de residuos [-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. A quitina € descrita como 0
biopolimero mais abundante da natureza depois da celulose. (THARANATHAN, et al., 2003;
ANTONINO, 2007).

Fonte: CAMPANA FILHO, 2007
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Figura 7: Estrutura da quitina (a) e celulose (b).

A quitina pode ocorrer em trés formas, o, B ¢ y (Figura 8), dependendo de sua estrutura. A
forma o ¢ a mais abundante, estando presente em estruturas rigidas e resistentes como parede
celular de fungos, krill, lagostas, tenddes e carapaca de caranguejos, cascas de camardo e cuticulas
de inseto. A forma - e y-quitina € a mais rara, encontradas em estruturas menos rigidas, porem
mais resistentes, apresentando grau de cristalinidade de aproximadamente 72% (CAMPANA
FILHO et al., 2007). E ainda encontrada no esqueleto calcario de alguns organismos marinhos
(microalga, Thalassiosira fluviatilis, por exemplo), ou onde uma certa flexibilidade é necessaria,
como nos gladios dos cefalopodes (TOLAIMATE et al., 2000). A B € mais reativa que a a, sendo
esta uma importante propriedade relacionada as transformacdes enzimaticas e quimicas da quitina
(RINAUDO, 2006).
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Figura 8: Representacdo das estruturas de quitina, na qual as setas representam as cadeias

poliméricas no sentido terminal ndo-redutor.

Este polissacarideo apresenta caracteristicas interessantes para aplicacfes biotecnologicas e
biomédicas (CAHU, et al., 2012). Portanto, pesquisas que envolvam a quitina tém sido
desenvolvidas e demonstrado a presenca deste polissacarideo nos cistos de Artémia, que pode ser
hidrolisada pela enzima quitinase, degradando-a e resultando na producdo de oligdmeros e
mondmeros de N-acetilglicosamina (PARISER; LOMBARDI, 1989; PAGEL, 1999; BARATTO,
2005, ULHOA; PEDERBY, 1991). Outros estudos estimam a producgéo deste polimero em machos,
fémeas e cistos em alguns crustaceos da ordem anostraca. Os niveis de quitina variam de fémea
para macho nos estagios de juvenis, sendo nos machos geralmente encontrados os maiores valores;
e entre juvenis e adultos (Tabela 1) (CAUCHIE, et al., 1997).

Tabela 1: Quitina de cistos, juvenis e adultos de espécies de anostracas.

Chitin content

Species Sex or developmental stage  n (mg chitin (g dry mass) 1
Streptocephalus dichotomas males 3 29.2+20
females 3 26.8x7.2
adults (males = females) 6 28.0+4.9
Streptocephalus proboscdeus males 4 22.7+6.2
females 3 193122
adults (males = females) 7 21.2+4.9
Streptocephalus simplex males 3 32727
females 3 312122
adults (males = females) 6 320+24
larvae 2 13.7+44
Streptocephalus torvicornis adults (males = females) 2 21.3+0.2
Tramnocephalus platyurus males 4 25.7+23
females 5 254+1.6
adults (males = females) 9 25.6+1.8
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Continuacao da Tabela 1: Quitina de cistos, juvenis e adultos de espécies de anostracas

cysts 1 114
Dendrocephalus males 3 149+0.6
females 3 151+1.1
adults (males = females) 6 15.0+£0.8
Chirocephalus diaphanus males 4 21.0+13
females 5 11.3+1.9
adults (males = females) 9 145+7.1
Artemia salina males 3 21.0+2.6
females 3 9.2+0.9
adults (males = females) 6 15.1+£6.7
larvae 3 5.6 +0.7
cysts 3 180+15
Branchipus schaefferi males 3 21.3+4.9
females 3 15127
adults (males = females) 6 18.2+49

Fonte: CAUCHIE, et al., 1997

Em cistos, os niveis de quitina variam de 5.6-18.0 mg quitina (g de massa seca) nos
anostracas. Para as espécies Thamnocephalus platyurus e Artemia salina o teor de quitina nos cistos
é de 11.4 mg e 18.0 +1.5 respectivamente (Tabela 2) (CAUCHIE, et al., 1997). Assim, o baixo teor
de quitina de cistos de anostracas reflete a localizacdo da quitina, que é apenas encontrado na
cuticula do embrido e na membrana cuticular interior do cisto (FUNKE & SPINDLER, 1987).
Poucos sdo os estudos relacionados aos niveis de quitina nos cistos em espécies de crustaceos,

entretanto, sabe-se da existéncia deste polimero na composi¢do dos ovos.
2.6. Enzimas

Enzimas sdo proteinas essenciais que atuam como catalizadores biologicos e séo produzidas
por células, estimulando ou desencadeando rea¢Ges quimicas importantissimas para a vida, que
dificilmente se realizam sem a presenca delas. A sua descoberta reporta-se ao inicio do século XIX
e avangos em experimentos iniciais sobre as enzimas foi a partir do isolamento e a cristalizagédo da
uréase, em 1926, por James Sunner. Em estudo, Sunner, descobriu que os cristais de uréase
consistiam inteiramente de proteina, entdo relatou que todas as enzimas seriam proteinas. Porém,
somente em 1930, com o incremente de novas pesquisas, com a cristalizacdo da pepsina, tripsina, e
outras enzimas digestivas, a ideia de James foi completamente aceita (CUNHA-SANTINO, 2003;
LEHNINGER, 2008).
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As enzimas atuam como catalizadoras a altas velocidades em condi¢bes de baixa
necessidade energética. A sua atividade catalitica depende da integridade de sua conformacéo
proteica nativa. Portanto, as estruturas protéicas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria séo
esséncias para a sua atividade. Para serem ativadas, algumas enzimas nao requerem nenhum outro
grupo quimico além dos seus residuos de aminoacidos. Outras requerem componentes quimicos
adicionais chamados de cofatores. Um cofator pode ser um ou mais ions inorganicos, tais como
Fe?*, Mg?*, Mn?* ou Zn?*, ou uma molécula organica complexa chamada de coenzima (AEHLE,
2004; VIEIRA, 2013; JUNIOR, 2014).

Esses biocatalizadores organicos sdo produzidos pelas células, mas podem evidenciar a sua
atividade intra ou extracelular. A caracteristica principal da acdo enzimatica sobre o0 organismo € a
sua especificidade. Cada tipo de enzima atua sobre um composto ou substrato associado, cuja
estrutura deve se encaixar a enzima de modo que 0s centros ativos coincidam perfeitamente
(modelo chave-fechadura). O complexo enzima-substrato, modelo proposto por Adolphe Wurtz em
1880 foi fundamental para a a¢do das enzimas, tornando-se o ponto de partida para os tratamentos
matematicos que definem o comportamento cinético das reacdes catalisadas por enzimas, como
também as descri¢bes tedricas dos mecanismos enzimaticos (LEHNINGER, 2008; AEHLE, 2004;
JUNIOR, 2014).

As enzimas apresentam uma eficiéncia catalitica extraordinaria, em geral muito maior que a
dos catalisadores sintéticos ou inorganicos e sua grande utilidade ocorre pela ampla gama de
substratos que as enzimas atuam, e rea¢cdes complexas que as enzimas catalisam em rotas onde a
geracdo de residuos e subprodutos é reduzida. E € devido a sua acdo como catalisador, que as
enzimas possuem também importancia em varios setores, produtivos, dentre os quais destacam-se a
industria alimenticia, farmacéutica, cosmética, limpeza e de quimica, ainda no tratamento de
efluentes e producio de biodiesel (DEVAUX-BASSEGUY et al, 1997; LEHNINGER, 2008). O
mercado de utilizacdo de enzimas como ferramentas biotecnoldgicas estd em ampla expansao e

atualmente é estimado em U$$ 2,3 bilhdes. Dentre estas enzimas tem-se as quitinases.
2.6.1. As Quitinases

O conjunto de enzimas envolvidas na degradacdo da quitina é denominado quitinase. Estas
estdo presentes em uma gama de organismos, inclusive os que ndo contém quitina, tais como
bactérias, virus, plantas e animais desempenhando importantes papeis fisioldgicos e ecoldgicos

(GODONE, 2011). As quitinases sdo endoglicosil-hidrolases que clivam de forma especifica as
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ligacbes O-glicosidicas da quitina, entre os carbonos Cl e C4 dos residuos de [-1,4-N-
acetilglucosamina (GIcNACc).

As quitinases estdo distribuidas por entre trés numerosas familias das 90 existentes de
glicosil-hidrolases, 18, 19 e 20 que diferem em relacdo as suas estruturas primarias e terciarias
(HENRISSAT, 1991) e a0 mecanismo de catalise (KOGA, et al., 1999). As quitinases da familia 18
sdo encontradas em virus, bactérias, fungos filamentosos ou leveduriformes, plantas e animais
superiores. Formam produtos f-anoméricos, através de um mecanismo de retencdo. Enquanto as
enzimas da familia 19 sdo quase que exclusivas de plantas e formam produtos a-anoméricos, por
um mecanismo de inversao (SINNOTT, 1990; PERRAKIS et al.,1994). Esta familia apresenta um
dominio catalitico em forma de estrutura bilobada e presenga de a-hélices. A familia 20 consiste em
N-acetil-B-D-hexosaminidase ou N-acetil-B-D-glucosaminidases de bactérias, fungos e seres
humanos (HORSCH et al., 1997; KITTL & WITHERS, 2010; SEIDL, 2008).

As quitinases podem ainda ser classificadas, quanto ao seu modo de agdo sobre o substrato.
Assim as enzimas se classificam em dois grupos: as endoquinases, que catalizam a hidrolise
randémica de ligagdes B-1,4 de N-acetilglucosamina (GlcNac) liberando produtos soliveis como
quitotetraoses, quitotriose e diacetilquitobiose; e as N-acetilglucosaminidases, conhecidas como
exoquinases, que clivam a quitina em mondmeros N-acetilglucosamina. Ainda dependendo do seu
padrdo de clivagem, as quitinases podem ser divididas em: endoquitinases, exoquitinases e N-acetil-
B-D-glucosaminidases. As endoquitinases clivam as ligagdes [3-1,4 da quitina em qualquer ponto da
cadeia polimérica liberando oligossacarideos de varios tamanhos. J& as exoquitinases atuam na
porcao nao-redutora da cadeia e seus produtos sdo geralmente dimeros de N-acetil-B-glucosamina
(GlcNac)2 (SAHAIL;, MANOCHA, 1993; SEIDL, 2008). As N-acetil-p-D-glucosaminidases
hidrolisam componentes O-glicosidico, removendo residuos terminais nao-redutores de N-acetil-f-

D-glucosamina, sendo considerada uma enzima exoglicosidase (HORSCH et.al., 1997) (Figura 9).
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Fonte: GODONE, 2011, modificado de SEIDL, 2008

Figura 9: PadrBes de clivagem de quitinases. Em azul claro sdo representadas as subunidades da
cadeia de quitina e o acUcar redutor em azul escuro. As acbes enzimaticas sdo mostradas em

tesoura.

Diversos estudos apontam o papel fisioldgico das quitinases. Nos insetos as quitinases estao
diretamente relacionadas com o desenvolvimento, ou seja, na regulacdo da sintese e degradacéo da
quitina, que é o principal componente do exoesqueleto. Em crustaceos, estas enzimas sdo associadas
a degradacdo parcial do exoesqueleto durante o desenvolvimento do animal, por um mecanismo que
estd sobre controle hormonal. Além do papel no desenvolvimento, as quitinases também exercem o
papel de defesa contra patdgenos em outros invertebrados (GODONE, 2011; SPINDLER-BARTH,
1993). As quitinases ainda estdo presentes em fungos e em alguns organismos que ndo apresentam
quitina a sua constituicdo, como nematddeos, plantas e bactérias. Em fungos, estas enzimas
parecem ser um fator primordial na colonizacdo e predacdo para obtencdo de alimentos (BISHOP
et. al.,2000). Ja em nematddeos, as quitinases estdo presentes na casca do ovo e contribuem na sua

integridade.

Nas plantas, as enzimas estdo associadas a defesa contra patdégenos e fazem parte do grupo
de proteinas denominadas PR (Pathogenesis Related Proteins), que sao proteinas capazes de induzir
a resisténcia local ou sistémica ao ataque de fungos e outros fitopatdégenos. Em bactéria com a do
género Streptommyces, sua funcdo estd relacionada a nutricdo. Dessa forma a hidrolise de uma
variedade de quitinas encontradas na natureza permite o organismo utilizar esses polimeros como
fonte de energia (COLLINGE et. al., 1993; KUPIEC & CHET, 1998).

A quitinase isolada da bactéria Streptommyces griseus (E.C. 3.2.1.14) é um complexo de

enzima extracelular com uma massa molecular de aproximadamente 30 kDa, que degrada quitina.
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Foi detectado em muitos microrganismos e também no trato digestivo de muitos animais que se
alimentam de organismos que contem quitina. A hidrélise enzimatica da quitina a N-acetil D-
glucosamina é realizada por duas reacGes enzimaticas consecutivas. O primeiro, chitodextrinase-
quitinase é um poli (1,4-B- [2-acetamido-2-desoxi-D-glucosido]) - glicanohdrolase (CE. 3.2.1.14),
que remove unidades de quitobiose da quitina. A segunda é a N-acetilglucosaminidase-chitobiase,
que cliva os dissacarideos a suas subunidades monoméricas, N-acetil D-glucosamina. A reacdo atua
a uma temperatura o6tima de 37 ° C (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, EUA). Portanto, a quitinase
comercial de Streptommyces griséus pode atuar na hidrolise da quitina presente nos cistos de
microcrustaceos, modificando a estrutura do cisto, ou seja, levando a sua eclosdo e
consequentemente melhorando a eficiéncia de eclosdo do nadplio, como também o0 uso de outros

produtos quimicos.
2.7.Hidréxido de Calcio e Acido Ascérbico

O Hidréxido de Célcio (HC) conhecido também por Cal Hidratada é uma base forte,
derivado do sal carbonato de célcio encontrado na natureza, cuja a formula quimica é Ca (OH)2, que
libera ions de Ca*2. As propriedades do hidroxido de célcio derivam de sua dissociacdo em fons
calcio (Ca™) e hidroxila (OH"). Portanto, 0 HC é um p6 branco, que apresenta baixa solubilidade
em é&gua, elevado pH e é insolivel em solu¢bes como o alcool (FAVA; SAUNDERS, 1999;
QUIDUTI, 2014).

Para a obtencdo do hidréxido de calcio, o carbonato de célcio é aquecido a uma temperatura
entre as faixas de 900 a 1200°C, por reacdo quimica. Este sal se dissocia em 6xido de calcio e gas
carbdnico (CaCOz — CaO + COy). A partir da hidratacdo do Oxido de célcio, obtém-se, entdo, 0
hidréxido de célcio (CaO + H20 — Ca(OH).) (QUIDUTI, 2014)

Na eclosdo, este produto quimico funcionard na reativagdo dos cistos devido ao processo de
desfosforilacdo de enzimas latentes, através da via calmodulina (proteina acidica capaz de ligacao
com ions de calcio, extremamente conservada ao longo da escala zooldgica e essencial para a
atuacdo de diversos hormoénios) (DUMONT et al., 1992). A calmodulina apresenta quatro sitios
ativos na qual se ligam os jons Ca*? (Figura 10a). A ligagdo do célcio a calmodulina, forma o
complexo célcio-calmodulina quinase Il que permite que ela faca uma mudanca conformacional,
ativando-a e permitindo estimular uma variedade de enzimas (Figura 10b). Nos anostracas, a
proteina calmodulina funciona como um ativador da maquinaria celular enzimatica que esta inativa
durante o processo de dorméncia dos cistos (DUMONT et al., 1992; LODISH et al., 2014,
NELSON E COX., 2014)
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O é&cido Ascorbico (vitamina C) é hidrossoluvel, essencial para a sintese de coladgeno e
reparacdo de tecidos (RUSSO; HOEFLER, 2013). Nos cistos, funciona como agente morfogénico,
na diferenciacdo dos tecidos atuando no amadurecimento e desenvolvimento dos nauplios. Estes
dois produtos sdo de facil aquisi¢cdo no mercado e de preco acessivel e que apresentam influencia na
aceleracdo e eficiéncia de eclosdo do nalplio de microcrustdiceos (DUMONT et al., 1992;
PEREIRA, D. C. & SANTOS-NETO, 2010).

Fonte: NELSON E COX., 2014

Figura 10: (a) Estrutura cristalina da proteina calmodulina e os quatro sitios de ligacdo de afinidade
ocupados pelo célcio (Purpura). (b) Calmodulina associada com o dominio helicoidal (vermelho) da
enzima quinase Il dependente de calmodulina curvada sobre si mesma ao se ligar ao dominio

helicoidal do substrato.
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4. OBJETIVOS

4.3.Geral

Avaliar a acdo enzimatica da quitinase no processo de eclosdo de nauplios de branchoneta

(Dendrocephalus brasiliensis).

4.4 Especificos

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

e Determinar a atividade da quitinase comercial sobre a quitina de camardo e nos
cistos de Dendrocephalus brasiliensis (Branchoneta);

e Avaliar o efeito de concentracdes de célcio na atividade da quitinase;

e Avaliar a eficicia do método de eclosdo de cistos de branchoneta com uso de

quitinase, hidroxido de calcio e acido ascorbico.

50



ARTIGO CIENTIFICO



5. ARTIGO CIENTIFICO

Acéo da quitinase na eclosdo de nauplios de branchoneta Dendrocephalus brasiliensis
(Pesta, 1921)

Este artigo sera submetido a Revista internacional “Aquaculture”

ISSN: 0044-8486

Fator de Impacto: 1.878
Qualis: A2

52



Acdo da quitinase na eclosdo de nauplios de branchoneta Dendrocephalus brasiliensis (Pesta,
1921)

Leila Laise S. Santos'®, Thiago Barbosa Cah(?, Fabio M. Higa?, Darlio Inacio Teixera®, Karina

Ribeiro®, Fabiana R. A. Camara®", Ranilson de Souza Bezerral

! Laboratério de Enzimologia (LABENZ), Departamento de Bioquimica, Universidade Federal
de Pernambuco, Rua Prof. Nelson Chaves, Cidade Universitaria, 50670-901, Recife, PE, Brasil

2Engenheiro de Pesca, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)

3Estacdo de Aquicultura, Unidade Académica Especializada em Ciéncias Agrarias (EAJ),
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, RN 160 - Km 03, Distrito de Jundiai, 59280-
000, Macaiba, RN, Brasil

53



Resumo

Na aquicultura, o microcrusticeo de 4&gua doce conhecido como Branchoneta
(Dendrocephalus brasiliensis), tem sido alvo de estudos de comportamento, reproducdo, producao
de cistos e técnicas de eficiéncia de eclosdo dos nauplios, sendo este Gltimo o grande entrave a sua
utilizacdo em substituicdo a artémia. Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar a acdo enzimatica
no processo fisiologico de amadurecimento e eclosdo do nauplio de branchonetas. No ensaio
experimental 1, foram testadas concentracfes de 0,02mg/mL, 0,1mg/mL e 0,2mg/mL de quitinase
comercial em 20 mg de cistos, resultando na concentracao ideal de 0,2mg/mL para uma eficiéncia
de eclosdo de 88%. Esta concentracdo foi utilizada como base para 0 ensaio experimental 2 que
consistiu de um controle e quatro tratamentos com quatro réplicas. Para o T1 o cisto foi submetido a
quitinase, T2 a hidréxido de célcio, T3 a &cido ascérbico, T4 hidroxido de calcio e acido ascorbico e
em T5 com hidroxido de célcio, acido ascérbico e quitinase. As concentracGes de Hidroxido de
Célcio (HC) e Acido Ascorbico (AA) foram estabelecidas de acordo com os resultados de melhor
taxa de eclosdo relatados na literatura. O uso da quitinase possibilitou um aumento na taxa de
eclosdo de Dendrocephalus brasiliensis, e que com a adicdo de hidroxido de calcio e &cido
ascorbico promove uma maior eficiéncia de eclosdo dos nadplios (96%).

Palavras chave: Aquicultura, Microcrustaceo, Hidrolise, Nauplio, Ecloséo de cisto

Abstract

In aquaculture, the freshwater microcrustacean Branchoneta (Dendrocephalus brasiliensis)
has been the subject to studies of behavior, reproduction, production of cysts, and techniques of
nauplii hatching efficiency. Hatching is known to be the major obstacle for brabchoneta use as a
substitute for artemia. Thus, the aim of this study was to evaluate the enzymatic action in the
physiological process of maturation and hatching of the Branchoneta nauplii. In the first
experimental trial, the concentrations tested were 0.02mg/ml, 0.1mg/ml, and 0.2mg/ml of
commercial chitinase in 20mg of cysts, which resulted in the ideal concentration of 0.2 mg/ml for a
hatching efficiency of 88%. This concentration was used as the basis for the experimental test 2,
which consisted of a control treatment and five experimental treatments with three replicas per
treatment. For T1, the cysts were subjected to chitinase; T2 to calcium hydroxide; T3 to ascorbic
acid; T4 to calcium hydroxide and ascorbic acid; and T5 to calcium hydroxide, ascorbic acid, and
chitinase. The concentrations of calcium hydroxide (HC) and ascorbic acid (AA) were established
according to the results of the best hatching rate described in the literature. The use of chitinase

demonstrated an increase in the hatching rate of the Dendrocephalus brasiliensis, and the addition
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of calcium hydroxide and ascorbic acid further increased the hatching efficiency of the nauplii
(96%).

Key words: Aquaculture, Microcrustacean, hydrolysis, Nauplii, cyst hatching

1. Introducgéo

A producéo de pescado no Brasil vem crescendo em ritmo acelerado quando comparado a
qualquer outro setor de producdo de alimentos de origem animal (FAO, 2014). No entanto, alguns
setores da aquicultura como, por exemplo, a larvicultura, ainda apresenta alguns entraves que
limitam a producdo de algumas espécies promissoras para o cultivo. Dentre 0s problemas a serem
solucionados é possivel citar a demanda de alimento vivo ou inerte (biomassa congelada) para
aprimorar a producdo durante a fase larval.

Atualmente, a Artemia sp. € o principal alimento vivo de sustentacdo de espécies aquaticas,
devido ao dominio de técnicas que favorecem a elevada taxa de eclosdo dos nauplios. Estes tém
sido utilizados com éxito como alimento inicial na larvicultura de camardes e peixes (NAESS et
al.,1995; CAMARA, 1996; DAY et al., 1997; GALLOWAY et al., 1999; BRITT, 2001; CIBELE
& ANDREATTA, 2003). A artémia é uma espécie de microcustaceo de agua salgada, e portanto,
ndo permanece atrativa por muito tempo quando utilizada como alimento para espécies de agua
doce. Sendo necessarios estudos que viabilizam o cultivo de outros organismos que agregam valor
ao avanco da larvicultura.

Dendrocephalus brasiliensis, conhecido popularmente como Branchoneta, é um
microcrustaceo de &gua doce, similar a artémia de &gua salgada. Habita pocas temporérias,
pequenos acudes e riachos, formados durante a estacdo chuvosa em todo o Brasil. Constitui uma
espécie que apresenta sexos separados e de fécil identificagdo, crescendo em torno de 1mm ao dia,
atingindo a fase adulta em 6 dias; e podendo chegar ao comprimento em torno de 3,5cm. Séo
essencialmente filtradores, alimentando-se de microalgas, protozoarios, metazoarios e materia
organica. Em ambiente natural o cisto depositado pela branchoneta adulta deve passar por uma
secagem natural, que ocorre no periodo de estiagem, para que ocorra a eclosdo do nauplio na
préxima estacdo chuvosa (LOPES, 1998; LOPES, 2007; HIGA, 2015).

Pouco se sabe a respeito desta especie, quando se fala de sua biologia e eficiéncia de
eclosdo. Portanto, este microcrustaceo, na aquicultura, tem sido alvo de alguns estudos que
objetivam conhecer o seu comportamento, reproducdo, producdo de cistos e utilizacdo na dieta de
peixes carnivoros, camarfes e peixes ornamentais (CARNEIRO, 2000; LOPES, 2002). Outros
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estudos tém buscado aumentar a eficiéncia de eclosdo dos nauplios, um dos obstaculos a sua
utilizacdo em substituicdo a artémia (SILVA, 2000; YFLAAR et al., 2003; LOPES, 2007).

Buscando otimizar as taxas de eclosdo dos nauplios foram observados por Dumont et al.,
(1992) aspectos bioguimicos que envolvem a quebra do estado de dorméncia dos cistos na espécie
de &gua doce, Thamnocephalus platyurus. Este autor utilizou a influéncia individual e conjunta do
acido retindico como um agente morfogénico e o célcio ionoférico na reativacdo do cisto. Para a
espécie Dendrocephalus brasiliensis, Pereira & Santos-Neto (2010) verificaram a influéncia do
acido Ascorbico e ions de Calcio na ecloséo.

Os cistos dos anostracas sdo formados por um polissacarideo denominado quitina, onde os
niveis variam de 5.6 a 18.0 mg quitina/g. Para as espécies Thamnocephalus platyurus e Artemia
salina o teor de quitina nos cistos é de 11.4 mg e 18.0 +1.5 respectivamente (CAUCHIE, et al.,
1997). A quitina é hidrolisada por um sistema hidrolitico classificado em: Endo-quitinases, Exo-
quitinases e b-N-acetilglucosaminidase. Nos crustdceos, as quitinases estdo diretamente
relacionadas com a regulacdo da sintese e degradacdo da quitina podendo promover atividade
bioldgica inativando o estado de laténcia de cistos e promovendo possivelmente uma melhor
eclosdo de nauplios (SPLINDER-BARTH, 1993).

Estudos de técnicas que viabilizam a ampliacdo da producédo de cistos, nduplios e biomassa
inerte de D. brasiliensis, com manutencdo das caracteristicas zootécnicas e nutricionais agregam
valor e caracterizam um avanco consideravel na larvicultura de peixes e camardes, podendo tornar-
se um elo na carcinicultura e piscicultura com potencial de expansao inicialmente no semi-arido
nordestino. Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar a acdo da quitinase facilitando o processo
fisiolégico de amadurecimento e eclosdo do nduplio de branchonetas.

2. Material e Métodos

2.1 Producéo de branchonetas e cistos (Dendrocephalus brasiliensis)

A producdo de Branchonetas e cistos foi realizada na Escola Agricola de Jundiai, Unidade
Académica Especializada em Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
localizada na cidade de Macaiba/RN.

Inicialmente 5g de cistos para eclosdo foram mantidos na proporcdo de 1g/L de agua em
garrafas pet. Apos 24h os nauplios eclodidos foram aclimatados para caixas de 1000L adaptadas

para 0 cultivo da espécie. A alimentacdo das branchonetas consistiu em fitoplancton com
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dominancia de cloroficeas unicelulares proveniente de tanques de producdo de til&pia. Trocas de
agua e a limpeza das caixas foram realizadas a cada coleta de cistos.

Os cistos foram coletados por método de sifonagem, limpos a jatos d’agua em uma sequéncia
de malhas de 600, 300 e 75um, ficando retidos nesta ultima. Os cistos foram submetidos a um
processo de secagem em placa aquecedora a 45°C por 2 semanas e em seguida selecionados com
uso de malha de 150pm para maximizar a retirada de impurezas e ap6s o periodo de dorméncia (10
dias) submetidos a eclosao (Figura 1). Os cistos produzidos foram armazenados em frascos de vidro

em dessecador até o inicio do experimento.
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A—Produgdo de cistos padronizada

Eclosdo (1 g para 2 L de agua)

!

Individuos adultos transferidos para caixas
de 1000L

B - Otimizacdo da produgdo

Eclosdo com Quitinase e aditivos

t

v

Sifonagem das caixas e limpeza
em uma sequéncia de malhas de
600, 300 e 75um

|

Secagem em placa
aquecedora a 45°C

Periodo de dormencia (10 dias) |

0,11 m mol/L deAA-: 1,3 m mol/L de HC
diluidos em 1L de agua

Nauplios (24 horas) | K
| EE——
Jovem (96 horas) | ‘

| [

Adulto (168 horas)

t

Volume para 200ml com
a diluicao dos aditivos

t

| Banho Maria a 37°C (1h) |

Meio
| BT

Ensaio com Quitinase: 20 mg de cistos
+

0.2ml (0,2mg/mL) de quitinase (pH 6.,0)

Figura 1: Fluxograma de producdo e eclosdo de cistos (A) e eclosdo utilizando quitinase, &cido ascorbico e hidroxido de calcio (B),

correspondente ao tratamento com maior eficiéncia de eclosdo para a espécie D. brasiliensis.
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2.2 Determinacao de Quitina nos Cistos de Branchonetas

2.2.1 Atividade de Quitinase

A quitinase comercial de Streptomices griseus (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi utilizada
para tratamento dos cistos e sua atividade determinada usando a quitina extraida da carapaca de
camardo (cabeca e cefalotorax) de acordo com metodologia proposta por Cahu et al., 2012. Foram
utilizadas 125 pL de quitina hidratada, 125uL de tampé&o fosfato (0.02 M e pH 6.0) e 25 L de
quitinase 1 mg/mL. Posteriormente as amostras foram incubadas em banho maria a 37°C,
centrifugadas e retirado o sobrenadante para determinacdo de acUcares redutores pelo método do
acido dinitro salicilico (DNSA), aquecido a 100°C por 15 minutos e realizado leitura em
espectrofotdmetro a 670 nm. Os cistos foram utilizados como substrato para determinagdo da
atividade enzimatica da quitinase (U. mL™?), na qual em 1 ml de amostra tem-se o valor em unidade

(V) da proteina quitinase quantificada.

2.3 Delineamento experimental
2.3.1 Ensaio Experimental 1: Quitinase

Os cistos foram submetidos a trés tratamentos e trés réplicas com diferentes concentracdes
de quitinase. Inicialmente foi preparada uma solucdo matriz com concentracdo de 1mg/mL
utilizando tampdo fosfato (0,02 M a pH 6,0) e quitinase. A partir desta solu¢do foram preparadas
solucdes intermediarias com concentracgOes diluidas de 0,1mg/mL, 0,5mg/mL e 1mg/mL, das quais
foram retiradas 0,2mL inseridos em 0,8mL de tampao, correspondendo aos tratamentos finais, T1
com [0,02mg/mL], T2 [0,dmg/mL] e T3 [0,2mg/mL], onde os cistos foram submetidos. O
tratamento controle (C) foi caracterizado pela auséncia de quitinase conforme protocolo descrito por
Sorgeloos & Kulakarapandian (1984), ajustado por Silva (2000) para D. brasiliensis.

Em cada tratamento foram utilizados 20 mg de cistos submetidos & incubagdo em banho
maria a 37°C por 1 hora, possibilitando a agdo enzimética. Apds a atividade enzimatica o volume
foi completado para 200mL de &gua destilada e verificada a taxa de eclosdo apos 24hs. O célculo
para determinar a Eficiéncia de Eclosdo foi realizado a partir da formula:

EE = NE X 100
" NC

Onde:
EE = Eficiéncia de Ecloséo;
NE = Nauplios eclodidos na amostra;

59



NC = N° total de cistos na amostra.

2.3.2 Ensaio Experimental 2: Hidroxido de Calcio, Acido Ascorbico e Quitinase

O Ensaio experimental 2 iniciou-se a partir da determinagdo da melhor eficiéncia de ecloséo
observada no Ensaio 1. Desta maneira foi possivel observar se a acdo enzimatica é catalisada pela
adicdo de acido ascorbico e hidroxido de célcio para a eclosdo de nauplios. O ensaio consistiu de
um controle e quatro tratamentos com trés réplicas, onde em T1 foram ultilizados [0,2 mg/L] de
quitinase, T2 [1,3 m mol/L] hidréxido de célcio, T3 [0,1 m mol/L] &cido ascorbico, T4 [1,3 m
mol/L] hidréxido de célcio + [0,1 m mol/L] &cido ascérbico e em [1,3 m mol/L] hidréxido de célcio
+ [0,1 m mol/L] &cido ascorbico + [0,02 mg/L] quitinase. O tratamento controle foi caracterizado
somente pela adicdo de agua destilada. As concentracbes de Hidroxido de Calcio (HC) e Acido
Ascorbico (AA) foram estabelecidas de acordo com os resultados de melhor taxa de eclosdo
determinada por Dumont et al. (1992) modificado por Pereira & Santos-Neto (2010).

Os cistos do tratamento 1 foram previamente submetidos a acdo da quitinase como descrito
no ensaio experimental 1. Para os tratamentos 2 e 3 contendo os reagentes HC e AA,
respectivamente, as concentracdes foram diluidas para 1L de agua e desta retirado 200ml para cada
réplica. No tratamento 4 foram utilizadas as concentracbes de HC e AA em conjunto diluidas em
agua destilada. Para tratamento 5, os cistos foram previamente submetidos a acdo da quitinase em
banho maria a 37°C por 1 hora. Em seguida o volume foi completado para 200mL de solugédo
contendo os reagentes HC e AA (Figura 1). Foram usados 20 mg de cistos de Branchoneta para
cada tratamento e eficiéncia de eclosédo foi verificada de acordo com a mesma metodologia descrita
no Ensaio experimental 1.

2.3.3 Parametros fisicos e quimicos da agua

O oxigénio dissolvido (mg/L) e temperatura (°C) foi medido pelo oximetro, modelo MO-
900. Os valores de pH foram obtidos pelo medidor de pH, modelo mPA-210. A condutividade
elétrica foi expressa em mS.com™ e mensurada pelo Condutivimetro CD-860. A determinagéo de
alcalinidade da &gua foi realizada seguindo a metodologia de Washington, 1985.

2.3.4 Andlise Morfologica

A analise morfoldgica seguiu a metodologia proposta por BERNICE, 1972 adaptada para a
espécie Dendrocephalus brasiliensis utilizando o microscopio 6ptico do modelo Nikon Eclipse
E200. Esta anélise foi realizada para verificar alteracdes morfoldgicas para cada tratamento com o

uso de produtos quimicos que interferissem o desenvolvimento da espécie D. brasiliensis.
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2.4 Anélise Estatistica

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

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

3. Resultados e Discusséo

Aproximadamente quatro dias ap6s a eclosao dos nauplios, os individuos ja haviam atingido
a forma juvenil com definicdo de estruturas reprodutivas. A fase adulta foi atingida com sete dias
iniciando a producéo e liberacdo de cistos de cor escura e forma oitavada. Foram produzidos 8g de
cistos durante o periodo de dois meses de cultivo, contabilizando 91.650 cistos/g apds o processo de
limpeza e secagem. Estudos tem demonstrado que cada fémea pode liberar de 100 a 230 cistos por
desova (LOPES, 1998).

Diversos Anostracas apresentam quitina em sua composi¢do, com variacdo inter e
intraespecifica sendo encontrado conteudo significativo em Dendrocephalus brasiliensis e cistos de
Artémia salina (CAUCHIE et al., 1997). A quitinase exerce influéncia na quebra de cadeias de
quitina e possivelmente sobre o estado de dorméncia do cisto de D. brasiliensis. Esta enzima
apresenta atividade otima a partir de 37°C e sdo importantes componentes do arsenal de proteinas
de defesa das plantas, catalisam a hidrdlise dos principais carboidratos da parede celular dos fungos
e cistos de microcrustaceos (CHET, 1993; AGRIOS, 1997; GOMES et al., 2010). Foi observado
que a atividade da quitinase numa concentracdo de 1mg/mL obteve atividade média calculada em
153 mU.mL! para a quitina de residuos de camaréo e 132 mU.mL™! para a quitina presente no cisto
de D. brasiliensis, ndo apresentando diferenca significativa de acordo com o teste de Student-
Newman-Keuls (p>0,05).

Os nauplios de branchoneta eclodiram nas primeiras 48hs em concentracdo de quitinase de
0,2mg/ml, com média de eclosdo de 1620,66 nauplios, enquanto que em 0,1mg/mL, houve eclosao
parcelada em 72hs totalizando uma média 1312,33 nauplios para 20 mg de cistos. O tratamento com
menor concentracdo de quitinase (0,02mg/ml) ndo apresentou diferenca estatistica com o controle,
ndo sendo suficiente para melhorar a eficiéncia de eclosdo do nauplio de D. brasiliensis (Figura
2A). Alguns fatores influenciam na atividade catalitica das enzimas, tais como, concentragdo
enzimatica, concentracdo do substrato, pH e temperatura, de modo que a relacdo enzima substrato
exerce influéncia na velocidade da reacdo (BIASUTTI, 2006). Portanto, 0 método de eclosédo com

uso da quitinase demonstra que a a¢do enzimatica em maior concentracdo promove a eclosdo em
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menor tempo. Além de otimizar o tempo de eclosdo, concentracdes 0,2mg/mL de quitinase
proporciona uma taxa de ecloséo de 88% em aproximadamente 1800 cistos de branchonetas. A
partir destes resultados foi verificada a acdo do acido ascérbico e hidroxido de célcio como agentes
catalisadores da eclosdo em concentracao de 0,2 mg/mL de quitinase.

Nos microcrustaceos, os nduplios presentes nos cistos encontram-se na fase final de gastrula,
caracterizada pela formac&o do corpo e diferenciacdo primaria das estruturas, entretanto, o processo
de desenvolvimento se encontra inativo (FAUTREZ-FIRLEFYN, 1951; BENESCH, 1969;
DUMONT et al., 2002). O acido ascérbico tem a propriedade de ativar a diferenciacdo celular
embrionaria dos organismos vivos, atuando como agente morfogénico em substituicdo do acido
retindico presente no interior do cisto (PEREIRA & SANTOS-NETO, 2010). Outros autores citam
gue o acido retindico, ndo funciona como agente morfogénico primario, mas atua na diferenciacéo
de células especificas do tecido (WANEK et al, 1991; NOJI et al, 1991; DUMONT et al., 2002).

O hidroxido de calcio fornece fons de Ca*? que facilita a quebra da camada mais externa do
cisto, denominada coérion reativando os cistos devido ao processo de desfosforilagdo de enzimas
latentes, através da via calmodulina (DUMONT et al., 1992). A calmodulina (proteina essencial
para a atuacdo de diversos horménios) apresenta quatro sitios ativos na qual se ligam os fons Ca*2.
A ligacdo do célcio a calmodulina, forma o complexo célcio-calmodulina quinase Il que permite
que ela faga uma mudanca conformacional, ativando-a e permitindo estimular uma variedade de
enzimas que irdo atuar em diferentes processos desde a quebra do cisto até o amadurecimento do
nauplio. Assim, a proteina calmodulina inicialmente funciona como um ativador da maquinaria
celular enziméatica que esta inativa durante o processo de dorméncia dos cistos de anostracas
(Dumont et al., 1992; LODISH et al., 2014).

No presente estudo, a acdo combinada de &cido ascorbico, hidroxido de célcio e quitinase
apresentaram resultados de maior eficiéncia de eclosdo dos nauplios de branchonetas, com valor

médio de 96,6%, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 2B).
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Figura 2: Numero de nauplios eclodidos em 20 mg de cistos. (A) Em [0,02 mg/L], [0,1 mg/L], [0,2
mg/L] de quitinase, onde neste corresponde a 100% da eclosdo com 1620 nauplios. (B) Em [0,2
mg/L] de quitinase, [1,3 m mol/L] hidroxido de calcio, [0,1 m mol/L] acido ascorbico, [1,3 m
mol/L] hidroxido de célcio + [0,1 m mol/L] acido ascérbico, [1,3 m mol/L] hidréxido de célcio +
[0,1 m mol/L] &cido ascérbico + [0,02 mg/L] quitinase, onde neste corresponde a 100% da eclosédo
com 1771 nauplios. *Letras iguais ndo diferenciam os tratamentos pelo teste Student-Newman-
Keuls (p<0,05).
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Modificagcbes morfoldgicas no estagio larval 2 de D. brasiliensis foram observadas com o
uso isolado de &cido ascorbico e hidroxido de calcio. Nos demais tratamentos, o nauplio apresentou
morfologia semelhante ao desenvolvimento do nauplio de outro anostraca da espécie
Streptocephalus dichotomus (Figura 4 e 5). Para esta espécie, o estagio larval 2 apresenta cinco
segmentos desenvolvidos na regido posterior mandibular; sendo os dois primeiros, rudimentos que
dardo origem aos segmentos superiores e 0s outros trés sao rudimentos dos segmentos toracicos. Na
parte antero-lateral da cabeca, rudimentos de olhos compostos sdo visualizados e a primeira e
segunda antena se encontram alongadas. As espinhas caudais fazem sua aparicdo em ambos 0s
lados do anus (BERNICE, 1972). Assim, pode-se verificar que as caracteristicas morfoldgicas da
espécie em estudo estdo dentro do padrdo de desenvolvimento da ordem Anostraca, exceto para 0s

tratamentos utilizando individualmente o hidréxido de calcio e o 4cido ascérbico.
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Figura 3: Ac¢do da quitinase e aditivos na morfologia do estagio larval 1 (A) e estagio larval 2 (B)
para a espécie D. brasiliensis. I. [0,02 mg/L], II. [0,1 mg/L], II. [0,2 mg/L] de quitinase, IV. [1,3 m
mol/L] hidroxido de célcio, V. [0,1 m mol/L] acido ascérbico, VI. [1,3 m mol/L] hidréxido de
calcio + [0,1 m mol/L] acido ascorbico, VII. [1,3 m mol/L] hidréxido de calcio + [0,1 m mol/L]
acido ascérbico + [0,02 mg/L] quitinase e VIII. Morfologia da espécie Streptocephalus dichotomus
(BERNICE, 1972). Olho mediano (ME), Primeira antena (1A), Secunda antena (2A), Antena (P),
Mandibula (MD), Primeira maxila (MX1), Secunda maxila (MX2), Segmentos toraxicos (TAB),
Seta anal (AS), Inicio da abertura anal (Al). * Individuos apresentaram deformagdes durante o

estagio larval dois.

Alguns autores afirmam que a eclosdo e sobrevivéncia de nauplios de anostracas depende
dos fatores fisicos e quimicos da agua (LAVENS & SORGELOOQS, 1996; VINATEA, 1997;
PEREIRA & SANTOS-NETO, 2010). Os valores ideais para o cultivo de branchonetas deve ser
acima de 5mg/L de oxigénio dissolvido (LOPES, 2002). Durante todas as fases experimentais o
oxigénio dissolvido variou de 5,6 a 8,1 mg/L, mantendo-se dentro dos limites estabelecidos para a
espécie em estudo. Os valores de temperatura permaneceram estaveis e aceitaveis para organismos
aquaticos variando de 25,9 a 28°C. Sipauba-Tavares e Rocha (2001) e Lopes (2007) relataram que
para a mesma espécie ocorreu um 6timo desenvolvimento com a temperatura entre 26°C e 28°C. A
alcalinidade recomendada para dgua doce em aquicultura é de 20 a 150 mg/L CaCOs. No presente
estudo a alcalinidade variou entre 80 e 127 mg/L CaCOs durante a eclosdo dos nauplios,
permanecendo dentro dos valores ideais de desenvolvimento para crusticeos (S&, 2012). As aguas

na maioria das vezes apresentam uma composicdo quimica constituida de sais de calcio, magnésio,
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sodio e potassio nas formas de cloretos, sulfato, carbonatos e bicarbonatos (ARRAES et al., 2009).
Apb6s a adicdo do acido ascorbico e hidroxido de calcio houve elevacdo dos valores de
condutividade elétrica, o que indica que o uso dos aditivos influencia na concentracdo de ions
presente na agua. No presente estudo, a condutividade elétrica variou de 100 a 310 puS.cm™ apds a
adicdo dos produtos ndo se mostrando prejudicial a cultivos de organismos aquéaticos. Analises dos
parametros fisicos e quimicos sdo necessarias, pois além da influéncia da enzima e produtos
quimicos que melhorem a eficiéncia de eclosdo de nauplios, a boa qualidade de &gua afeta
positivamente a eclosdo e a sobrevivéncia do nauplio ap0ds a eclosdo. Portanto, os baixos (5,0) e
altos valores (10,2) de pH nos tratamentos apenas com &cido ascorbico e hidroxido de célcio,
respectivamente, pode ter afetado o desenvolvimento do nauplio apds a eclosdo em decorréncia da
acidez e basicidade da agua ap6s o uso destes produtos. Para os demais tratamentos, os valores de
pH variaram de 7,5 a 8,0. Sipauba-Tavares e Rocha (2001) e Lopes (2007) relatam que para espécie

em estudo ocorreu um 6timo desenvolvimento com pH em torno de 6,5 e 8,5.

4. Conclusdo
A quitinase tem atividade enzimatica sob o cisto de D. Brasisliensis e sua acdo aumenta a
taxa de eclosdo de nauplios de branchonetas. Esta atividade é intensificada com a adicdo de
hidréxido de célcio (reativador enzimatico) e acido ascérbico (agente morfogénico), o que promove

uma maior eficiéncia de eclosdo dos nauplios.
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