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ABSTRACT. The effect of abiotic factors on the hatching of Brachionus calyci-
Slorus Pallas (Monogononta, Ploima) resting eggs. The factors involved in the
induction of resting eggs development and hatching are poorly understood for Brachi-
onus calyciflorus populations of South Hemisphere. The role of some abiotic factors
in controlling the hatching rates of B. calyciflorus resting eggs was investigated.
Determination of optimum hatching conditions would be important in developing the
use of this species as food for fish larvae in aquaculture. Resting eggs were exposed
to different treatments in the laboratory, and monitored for hatching over a period of
five days. Optimum hatching conditions were: pH 5-9, water ionic concentrations from
220 to 880 mg.l'l of selected salts, temperature 25 — 30°C, photoperiod eight or more
hours light per day, and light intensity equal to or greater than 850 lux.
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A diversidade de tipos de reprodugdo, que variam da partenogénese a
reprodugdo sexuada, bem como a produgdo de ovos de repouso, sdo os aspectos
bioldgicos mais marcantes do ciclo de vida de alguns organismos zooplanctonicos.
Os ovos dormentes, ou embrides encistados, que podem permanecer em repouso
por longos periodos, sdo estudados por pesquisadores que procuram entender seu
significado ecoldgico e as caracteristicas biologicas da espécie que os produz
(GILBERT 1974; KING 1980; POURRIOT & SNELL 1983). Os ovos dormentes, ou
embrides encistados, que podem permanecer em repouso por longos periodos, sdo
estudados por pesquisadores que procuram entender seu significado ecolégico e as
caracteristicas bioldgicas da espécie que os produz (GILBERT 1974; KING 1980;
POURRIOT & SNELL 1983), e sua produgdo em massa para utilizagdo na aqiiicultura
(HAGIWARA (1994).

Os fatores que determinam a interrup¢do do repouso e a eclosdo de ovos
dormentes ainda necessitam ser melhor investigados, principalmente se levar em
consideragdo as diferentes linhagens zoogeograficas. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi verificar se hd qualquer relagdo entre pH, concentragdo de ions dissol-
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vidos, temperatura, fotoperiodo e intensidade luminosa e a eclosdo de ovos dormen-
tes de uma populagao do rotifero Brachionus calyciflorus Pallas, 1776, procurando
subsidiar a defini¢do de técnicas de eclosio.

MATERIAL E METODOS

Os rotiferos foram coletados em viveiros de criagdo de peixes, em Piras-
sununga (21°58’S, 47°26’W), Sdo Paulo, Brasil.

As populagdes foram mantidas em aquarios contendo 30 a 40 litros de dgua,
instalados em laboratério (climatizado a temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 14
horas e intensidade luminosa de 500 lux com ldmpada fluorescente). Semanalmente,
dois tergos da agua dos recipientes de cultivo era renovada. A dgua reposta provinha
de uma caixa de fibro-cimento (mil litros de capacidade) colocada externamente ao
laboratério e contendo plantas aquéticas (Elodea sp.) e peixes (Poecilia sp.). O nivel
da 4dgua desta caixa era mantido principalmente com agua pluvial. Antes de ser
utilizada nos recipientes de cultivo, a dgua era filtrada mecanicamente em rede de
plancton de 30 um e aerada por 24 horas.

Os rotiferos, alimentados “ad libitum” duas vezes ao dia, recebiam, pela
manhd, levedura de panificagdo (Saccharomyces cerevisiae) e, ao final da tarde,
microalgas (Chlorella homosphaera e/ou Scenedesmus ecornis e/ou Kirchneriella
lunaris e/ou Chlamydomonas sp. e/ou Nephrocylium lunatium) cultivadas em meio
de cultura W.C. (GUILLARD & LORENZEN 1972) e centrifugadas durante a fase
exponencial de crescimento antes de serem utilizadas. Para produg@o das algas foi
utilizada metodologia semelhante a descrita por PORTELLA et al (1997), cllue
obtiveram concentra¢des de Chlorella homosphaera de até 5 X 10° células.ml”

A produgdo de ovos dormentes pelas populagdes de B. calyciflorus, cultlva-
das em laboratério, foi espontinea. Semanalmente, o fundo dos recipientes de
cultivo era inspecionado e, ao se constatar a presenga de um niimero suficiente de
ovos para montagem de um experimento, estes eram coletados por sifonagem e
mantidos em dgua a temperatura de 5+1°C, em um refrigerador. Ap6s um periodo
minimo de 15 dias, os ovos eram testados para verificar a ocorréncia ou nio de
eclosdo (perda de dorméncia) e, posteriormente, serem utilizados nos testes.

Os experimentos, com duragdo de cinco dias, foram realizados em vidros de
relogio (7 cm de didmetro) contendo 7 ml de 4gua.

Para os testes de eclosdo de ovos nos experimentos 1, 3, 4 e 5 foi utilizada
uma mistura de dgua do filtro bioldgico e dgua destilada (1:1), previamente aerada
por 12 horas. Para o preparo das solugdes do experimento 2 foi utilizada agua
deionizada, também aerada pelo mesmo periodo, antes do experimento.

Durante os experimentos a 4gua era trocada diariamente para monitoramento
ou corre¢do do pH e da condutividade.

No primeiro experimento os ovos foram expostos aos valores de pH 3 a 12.
Para ajuste do pH foram utilizadas solugdes de hidréxido de sodio (NaOH) e de
acido cloridrico (HCI).

No segundo experimento os ovos foram mantidos em meios contendo
diferentes concentragdes dos principais ions que ocorrem no ambiente aquético. A
composi¢do destes meios € apresentada em AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIA-
TION (1989) como apropriada para ensaios de laboratério (Tab. I).
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Tabela I. Tipos e composi¢cao dos sais empregados no experimento 2. Além destes tratamen-
tos, foi aplicado outro com agua deionizada.

Tipo de agua Concentragao de sais utilizada (mg.I"")
NaHCO3 CaS0s4 . 2H20 MgSO4 KCI
Muito mole 12,0 ;5 75 05
Mole 48,0 30,0 30,0 2,0
Moderadamente dura 96,0 60,0 60,0 4,0
Dura 192,0 120,0 120,0 8,0
Muito dura 384,0 240,0 240,0 16,0

No terceiro experimento, realizado em cdmara de germinag@o, os ovos foram
mantidos nas temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40£1°C. A intensidade
luminosa no interior da cdmara (650 lux com ldmpada fluorescente) foi semelhante
a utilizada no laboratério para a realizagdo dos experimentos 1 e 2.

No quarto experimento os ovos foram submetidos, na cdmara de germinagao,
adiferentes fotoperiodos: 0, 8, 12, 16 ¢ 24 horas. A temperatura utilizada foi 25+1°C
e a intensidade luminosa, quando necessaria, 650 lux.

No quinto experimento, realizado em cdmara de germinagdo, os ovos foram
submetidos a diferentes intensidades luminosas: 0, 650, 850, 1350 ¢ 2000 lux. A
temperatura foi mantida em 25+1°C e o fotoperiodo foi de 12 horas, com excegdo
do tratamento em que 0s 0VOS permaneceram no escuro.

Para cada experimento e/ou réplica todos os ovos utilizados, foram produ-
zidos por uma mesma populagdo e em uma mesma época.

Cada experimento teve uma réplica. Cada tratamento de cada experimento
teve 10 repeti¢des, utilizando-se 10 ovos em cada uma. Portanto, para cada trata-
mento de cada experimento foram feitas 20 repeti¢des com total de 200 ovos. Para
todos os experimentos foram utilizados 6600 ovos.

Para verificagdo do efeito dos fatores estudados na taxa de eclosio dos ovos,
aplicou-se a Andlise de Variancia (ANOVA) para experimentos inteiramente casua-
lizados, considerando-se as 20 repeti¢des de cada tratamento em nivel de confianga
de 95%. Como complementagdo a esta analise, nos casos em que o resultado foi
significativo aplicou-se o teste de Tukey (p<0,05), para agrupamento de médias
significativamente iguais (SNEDECOR & COCHRAN 1971).

RESULTADOS

Os ovos dormentes de B. calyciflorus apresentaram tamanho médio de
166,20+15,51 X 111,56+11,86 pm; para n=100.

Os resultados obtidos com os ovos dormentes de B. calyciflorus expostos a
diferentes valores de pH indicam que eles eclodem em uma ampla variagdo deste
fator (Fig. 1). Observa-se que ndo existem diferengas significativas entre os resul-
tados obtidos em valores de pH de 5 a 9 (ATukey=1,596; p<0,05). Fora desta faixa
de pH também ocorreu eclosdo, mas em menores porcentagens. A eclosdo sé ndo
ocorreu em valores de pH extremos: pH3 e 12.

Na tabela II sdo apresentados os resultados de eclosdo dos ovos expostos a
diferentes concentragdes de ions na dgua. Observa-se que ndo existem diferengas
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significativas (ATukey=1,286; p<0,05) entre os tratamentos em que se utilizaram
agua mole, dura, muito dura e moderadamente dura. Entretanto, os resultados dos
tratamentos em que se utilizaram dgua muito mole e mole ndo fazem parte do mesmo
agrupamento de médias, apesar de representarem o ambiente onde o rotifero foi
coletado.

Tabela Il. Taxa de eclosdo (média e erro padrdao) dos ovos dormentes de B. calyciflorus
submetidos a diferentes concentragdes de ions na dgua. As letras a, b, ¢, agrupam as médias
significativamente iguais. As médias sem diferenca significativa possuem letras iguais.

Tipo de 4gua Ecloséo total Erro padrao Variagéo de pH* Variagéo da condutividade
(%) (nS.cm™)
Deionizada 675¢c 491 7,21-8,59 8- 108
Muito mole 72,5 bc 369 6,66 - 8,28 38- 179
Mole 870a 219 6,72-797 137 - 274
Moderadamente dura 83,0ab 242 6,82 -8,07 235 - 449
Dura 84,5ab 1,70 7,40 -8,37 400 - 795
Muito dura 84,5ab 2,76 7,86 - 8,63 692 — 1223

(*) As variagoes de pH e condutividade apresentadas representam o menor e o maior valor
registrado dentre todos os recipientes de um mesmo tratamento, durante os cinco dias de
experimentagao.
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Fig. 1. Taxa de eclosdo dos ovos dormentes de B. calyciflorus em fungédo de diferentes valores
de pH. As letras a, b, ¢, d, e, agrupam as médias significativamente iguais. As médias sem
diferenca significativa possuem letras iguais.

Para os ovos submetidos a diferentes temperaturas observa-se (Tab. III) que
ndo foram detectadas diferengas significativas (ATukey=0,974; p<0,05) entre os
resultados obtidos as temperaturas de 25 ¢ 30°C (eclosdo de 88 ¢ 83%, respectiva-
mente). Fora desta faixa a porcentagem de eclosdo decresceu.

Em relagdo ao fotoperiodo e a intensidade luminosa, os resultados indicam
que os ovos dormentes da populagdo estudada eclodem em grandes variagdes destes
pardmetros. Para o fotoperiodo, o resultado do teste de Tukey agrupa os tratamentos
em que se utilizaram 8, 12, 16 e 24 horas de exposi¢do a luz, e para a intensidade
luminosa foram reunidos aqueles em que se empregaram 850, 1350 ¢ 2000 lux (Tab.
V).
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Tabela Ill. Taxa de eclosdo (média e erro padrdo) de ovos dormentes de Brachionus
calyciflorus submetidos a diferentes temperaturas. As letras a, b, ¢, agrupam as médias
significativamente iguais. As médias sem diferenca significativa possuem letras iguais.

Temperatura Eclos&o (%) Erro padrao
(°C)
Segundo dia Terceiro dia Quarto dia Quinto dia Total

10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0d 0,00
15 25 16,0 22,0 135 540c 328
20 42,0 23,0 2,0 0,0 67,0b 3,17
25 58,5 29,0 0,5 0,0 880a 213
30 70,5 11,5 1,0 0,0 830a 2,72
35 35,0 20,5 0,5 0,0 56,0¢c 2,34
40 00 0,0 0,0 0,0 0,0d 0,00

Tabela IV. Taxa de eclosdo (média e erro padrao) dos ovos dormentes de B. calyciflorus
submetidos a diferentes fotoperiodos e intensidades luminosas. As letras a e b agrupam as
meédias significativamente iguais. As médias sem diferenca significativa possuem letras iguais.

Fotoperiodo Intensidade Eclosao (%) Erro padrao
(Horas)*  luminosa (Lux) **
Segundo dia Terceirodia  Quarto dia Quinto dia Total
0 0 42,0 85 1,0 0,1 525b 3,76
8 650 335 22,0 3,0 0,1 59,5 ab 3,36
12 650 38,0 13,0 3.5 0,0 54,5 ab 276
16 650 29,5 15,0 1.0 2,0 54,0 ab 3,03
24 650 46,0 14,5 6.5 0,0 67,0a 371
0 0 19,0 435 1.0 0,0 640b 413
12 650 46,5 18,0 45 0,0 69,0 b 369
12 850 61,5 215 4,0 0,0 875a 2,28
12 1350 78,0 85 05 0,0 87,0a 2,19
12 2000 62,5 26,0 0,0 0,0 885a 1,96

(*) Fotoperiodo: Atukey = 1,320; p<0,05; (**) Intensidade Luminosa: Atukey = 1,177; p<0,05.

Para os experimentos relativos a temperatura, fotoperiodo e intensidade
luminosa, os valores de pH estiveram ao redor da neutralidade (6 a 8) ¢ os de
condutividade apresentaram variagdo semelhante aquela verificada no tratamento
em que se utilizou dgua muito mole do experimento sobre concentra¢do de sais(38
al79 uS.cm'l).

DISCUSSAO

Com o procedimento utilizado na alimentagao de B. calyciflorus procurou-se
eliminar a probabilidade de a dieta estar influenciando a viabilidade dos ovos
dormentes, pois os organismos, estando suficientemente bem nutridos, devem gerar
ovos energeticamente ricos (GILBERT 1980; HAGIWARA & HINO 1990).

A produgdo de ovos dormentes pelas populagdes cultivadas foi considerada
espontdnea e ocorreu sincronicamente durante curtos periodos. Foram testados
diferentes fatores de indugdo da produgdo destes ovos, mas os resultados positivos
foram eventuais, ndo sendo possivel indicar um pardmetro que, efetivamente,
induzisse sua obtengdo. Estes testes incluiram o aumento da temperatura da dgua,
em um periodo de 24 horas, de 20 a 30+3°C; a manutengao das populagdes no escuro
¢ em fotoperiodo de 24 horas e a utilizagdo de intensidades luminosas de 500 e 2000
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lux. Outras tentativas de indugdo a produgdo de ovos dormentes foram realizadas
com diferentes manejos alimentares relativos a qualidade (oferecimento de cultura
unicelular ou uma mistura de espécies de algas) e a quantidade de alimento (grande
disponibilidade e interrup¢do da alimentag@o). Na pratica, as populagdes foram
mantidas em aquarios, até o0 momento em que entravam em intensa e sincronizada
produgdo de ovos. O periodo entre uma produgdo de ovos e outra nunca foi o mesmo
ou seja, ndo houve coincidéncia nos estdgios parentais. Futuros trabalhos devem ser
desenvolvidos na tentativa de indicar os fatores que induzam a formagdo de ovos
dormentes de rotiferos de regides tropicais. Estas tentativas sdo de vital importancia,
pois 0 ndo conhecimento desses fatores constituiu uma das maiores dificuldades
para a realizac¢do deste trabalho.

Influéncia do pH

Durante as 24 horas decorridas entre as trocas de dgua, verificou-se que em
alguns tratamentos ocorreram variagdes de até duas unidades de pH. Em virtude
desta variagdo empregou-se o termo “exposi¢do dos ovos”, e ndo “manuten¢do dos
ovos” a diferentes valores de pH. A “manuten¢@o” dos ovos em um determinado
valor de pH exigiria a utilizagdo de tampdes apropriados, que introduziriam no meio
outras variaveis, como teor de sais. Assim, a substitui¢do diaria da dgua, por outra
com o pH ajustado, sujeitava os ovos a brusca variagdo deste pardmetro, principal-
mente em valores extremos de pH.

Niao foram encontradas, na bibliografia consultada, informagdes sobre a
influéncia do pH na eclosio de ovos dormentes de rotiferos.

A taxa de eclosdo dos ovos dormentes desta espécie, em valores de pH
extremos, demonstra que eles teriam condigdes de, quando presentes no sedimento
dos viveiros de criagdo de peixes, resistir aos processos de calagem. Estes procedi-
mentos sdo comumente utilizados em aqiiicultura, e causam grandes variagdes de
pH da dgua. Além disso estes ovos também seriam capazes de resistir s acentuadas
alteragdes de pH e condutividade da agua observadas diariamente, principalmente
quando a 4dgua dos viveiros esta eutrofizada, permanecer viaveis e produzir alguns
jovens que recolonizariam o ambiente.

Como ndo foram observadas diferencas significativas de taxa de eclosio,
entre os valores de pH de 5 a 9, é provavel que a variagdo verificada nos valores de
condutividade entre estes tratamentos (86 a 830 uS.cm'l), ndo tenha influenciado o
resultado obtido.

Influéncia da concentragao de ions

Durante as tentativas de cultivo de B. calyciflorus foi empregado meio de
cultura artificial, proposto por GILBERT (1970). No presente trabalho, este procedi-
mento ndo apresentou resultados satisfatérios, provavelmente por ter sido, original-
mente, desenvolvido para populagdes de regides temperadas do hemisfério norte
onde, em geral, as 4dguas possuem maiores concentragdes de ions. Este fato,
demonstrando a necessidade de se desenvolver um meio de cultura para populagdes
de regides tropicais, em que as aguas sdo menos “duras”, motivou a realizagio deste
experimento.
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Apesar de ndo existirem diferengas significativas entre os resultados dos
tratamentos em que se utilizaram dgua mole, moderadamente dura, dura e muito
dura, observou-se maior atividade dos organismos que eclodiram nos tratamentos
com dgua muito mole e mole. Nos demais tratamentos, o comportamento do rotifero
ndo foi “normal”. No tratamento com agua deionizada, por exemplo, o rotifero
ficava praticamente parado, isto €, ndo apresentava os movimentos normais de
natagdo observados nos tratamentos com dgua muito mole e mole. J4, nos tratamen-
tos com agua dura e muito dura, apds o nascimento apresentavam comportamento
aparentemente normal mas, quando deixados no recipiente de eclosdo, morriam
apos algumas horas.

Como foi constatado no experimento anterior, em que os ovos de B. calyci-
florus eclodiram satisfatoriamente na faixa de pH de 5 a 9, as diferencas entre os
valores de pH, observadas neste experimento, provavelmente ndo influiram nos
resultados obtidos. Quanto a variagdo da condutividade, os resultados demonstram
que os ovos dormentes deste rotifero, apesar de necessitarem de quantidades
minimas, eclodem em diferentes concentragdes dos ions utilizados.

Os valores de pH e as concentragdes de sais, que proporcionaram os melhores
resultados de eclosdo de ovos nos respectivos experimentos anteriores, indicam que,
quando o embrido entrou em contato com o meio externo, seu sistema osmorregu-
lador teve a capacidade de executar varias compensagdes, que permitiram o término
do desenvolvimento embriondrio e o nascimento do jovem rotifero.

Influéncia da temperatura

Na literatura encontram-se referéncias a diferentes valores de temperatura,
que proporcionam bons resultados de eclosdo de ovos dormentes de rotiferos do
género Brachionus Pallas, 1776 ¢ que, normalmente, sdo semelhantes aos do
ambiente em que vive a populagdo. POURRIOT ef al. (1981) observaram eclosdo de
ovos de B. rubens Ehrenberg, 1838 nas temperaturas de 15 ¢ 19°C, com taxas de
eclosdo de 70 e 90%, respectivamente. Para B. calyciflorus, 85% dos ovos do clone
Cr79 eclodiram na temperatura de 5°C e 100%, na de 14°C, enquanto para os do
clone SR80, nos mesmos valores de temperatura, as taxas foram 8,7 e 51,6%,
respectivamente (POURRIOT ef al. 1982). Quanto aos ovos do rotifero marinho B.
plicatilis Miiller, 1786 MINKOFF et al. (1983) observaram que a eclosio ocorre em
uma faixa de temperatura de 10°C (68% de eclosio) a 30°C (6% de eclosdo) e que
os ovos submetidos a certas temperaturas eclodem ap6s dois dias de incubagdo,
como também foi observado neste trabalho. Da mesma forma, para a populagdo de
B. calyciflorus estudada, os melhores resultados de eclosdo de ovos foram registra-
dos em valores de temperatura que comumente ocorrem no ambiente natural da
espécie (88% de eclosdo a 25°C e 83% a 30°C). Verificou-se eclosdo destes ovos as
temperaturas de 35 e 15°C (56 e 54%, respectivamente). Em valores mais extremos
(temperaturas de 10 e 40°C) ndo se observou eclosdo.

Influéncia do fotoperiodo e da intensidade luminosa

Relativamente ao fotoperiodo, POURRIOT ef al. (1981) ¢ BLANCHOT &
POURRIOT (1982b) estudaram a influéncia deste parametro (fotoperiodos de 0, 8 ¢
16 horas) sobre os ovos de B. rubens ¢ B. plicatilis, respectivamente. Estes autores
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observaram que, quando os ovos sdo expostos a fotoperiodo (8 ou 16 horas) e
temperatura adequada, pode ocorrer taxa de eclosdo entre 70 ¢ 100% mas, na
auséncia de luz, ndo ocorre eclosdo de ovos de nenhuma das espécies. De maneira
semelhante, POURRIOT et al. (1982) utilizaram ovos de dois clones de B. calyciflorus
cultivados no escuro ou com fotoperiodo de oito horas. Os autores observaram para
o clone Cr79 que, quando produzidos por populagdes cultivadas no escuro, 100%
dos ovos eclodem na presenga ou auséncia de luz e, para o clone SR80, quando
cultivado com fotoperiodo de 8 horas, 84,6% dos ovos eclodem na presenga de luz,
e 57,1%, no escuro. Neste trabalho, em que B. calyciflorus foi cultivado com
fotoperiodo de 14 horas, obtiveram-se taxas de eclosdo de 59,5% para os ovos
submetidos a fotoperiodo de oito horas e 52,5% para os ovos mantidos no escuro.
Isto demonstra que a necessidade de luz para eclosdo de ovos de repouso também
¢ caracteristica intrinseca das populagdes estudadas, pois o fotoperiodo adequado
promoveu melhores resultados de eclosdo, ndo sendo, entretanto, fundamental.

Nao foram encontrados na literatura pertinente trabalhos relacionando eclo-
sdo de ovos dormentes de Brachionus a diferentes intensidades luminosas. Resul-
tados interessantes, no entanto, foram apresentados por BLANCHOT & POURRIOT
(1982a), estudando eclosdo dos ovos de B. rubens em fungdo de diferentes compri-
mentos de onda do espectro visivel (branco/62% de eclosio; azul/62%; verde/12%;
amarelo/20% e vermelho/2%), concluindo que a fotossensibilidade maxima dos
embrides desta espécie estd situada entre comprimentos de onda de 400 a 480 nm.
Estes autores estudaram a influéncia da qualidade da luz e ndo da intensidade.
Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho, para os ovos de B. calyciflorus
expostos a diferentes intensidades da luz branca, demonstram que este parimetro
também ¢ importante para ativagdo de ovos de rotiferos.

Observa-se que o fotoperiodo e a intensidade luminosa, quando utilizados
de maneira adequada, promovem melhores resultados de eclos@o total € em um
periodo de tempo menor. Assim, verifica-se um numero maior de rotiferos eclodin-
do no segundo dia de manutengdo dos ovos, & medida que o fotoperiodo ¢ a
intensidade luminosa aumentam.

Para as condigdes em que todos os experimentos foram realizados, os
melhores resultados de eclosdo dos ovos dormentes do rotifero B. calyciflorus foram
obtidos com valores de pH da dgua de 5-9, concentragdo idnica de sais selecionados
de 220 a 880 mg.l'l, temperatura de 25-30°C, fotoperiodo igual ou superior a oito
horas por dia e intensidade luminosa de 850 a 2000 lux.
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