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RESUMO

Uma das maiores limitacGes para o desenvolvimento do cultivo do polvo
comum (Octopus vulgaris) é a falta de uma dieta que possa ser empregada em
larga escala e que reduza as altas taxas de mortalidade registradas durante a
larvicultura. Devido a elevada taxa metabdlica, as paralarvas de polvo requerem
alimento vivo de qualidade nutricional ideal. Dietas baseadas unicamente em
nauplios de artémia ndo foram adequadas para promover o crescimento das
paralarvas. O oferecimento de presas naturais, como 0S copépodes, em
combinacdo com nauplios de artémia parece ser uma alternativa viavel e que
merece ser avaliada. Os objetivos deste trabalho foram obter as taxas de primeira
alimentacdo em paralarvas de Octopus vulgaris de diferentes idades quando
submetidas a diferentes dietas, possibilitando comparacdes entre as idades, entre
dietas e entre idades e dietas. Também foram comparados os valores das taxas
de alimentacdo obtidos neste estudo com os estimados através do modelo
proposto por O’Dor & Wells (1987). A obtencéo das taxas de primeira alimentagéo
envolveu o cultivo simultaneo de trés grupos de paralarvas de O. vulgaris
submetidas a diferentes dietas em um periodo de 24 horas: (1) copépodes; (2)
nauplios de artémias; (3) mista (50% copépodes + 50% nauplios de artémias), em
uma densidade de 60 presas L. Esse delineamento foi repetido para 3 idades
diferentes (2; 3 e 5 dias). Os resultados mostraram que os valores meédios das
taxas de primeira alimentagdo oscilaram entre 2,7 e 3,7 presas.h? para as
diferentes idades e dietas e foram mais elevadas durante as primeiras seis horas
para todas as dietas. Houve diferencas significativas (p<0,05 ANOVA) entre os
tempos, mas nao houve interacdo deste com nenhum dos outros dois fatores;
houve pouca diferenca entre as idades. J4 a diferenca entre as dietas nao foi
significativa a nivel de p<0,05, mas a nivel de p<0,1 (0,089). A reducao
progressiva das taxas de ingestdo pode estar associada a diminuicdo da
densidade de presas (ind.L™) ao longo das 24h de experimento, a saciedade das
paralarvas e ao fato de que, como predadores visuais, reduzem suas taxas de
alimentacdo durante a noite. As taxas de alimentacdo, de crescimento e taxa
metabdlica observadas no presente trabalho, tanto para nauplios de artémias
como para copépodes, ndo permitiram uma comparacao concreta com os valores
observados pelo modelo, pois nenhum dos valores se aproximaram ao que seria
ideal para o cultivo das paralarvas de O. vulgais. Os valores estimados pelo
modelo indicam que o consumo de copépodes aporta duas vezes mais calorias
para as paralarvas do que nauplios de artémias. E possivel concluir que retardar
a primeira alimentacdo reduz o tempo de contato entre paralarvas e presas,
exercendo efeitos deletérios, tanto para o sucesso de captura, quanto para as
taxas de sobrevivéncia.

Palavras-chave: alimentacdo; copépode; dieta; nauplio de artémia;
Octopus vulgaris; paralarva.



ABSTRACT

One of the main limitations to the development of common octopus
(Octopus vulgaris) mass culture is the lack of adequate diets that provide low
mortality rates in large-scale larvicultures. Previous trials using diets based
exclusively on artemia nauplii were not able to promote significant octopus
paralarvae growth since they require live food of higher nutritional quality. The
supply of natural prey such as copepods, in combination with artemia nauplii
seems to be a viable alternative and deserves more attention. The objective of this
work was to obtain information about the first feeding rates of Octopus vulgaris
paralarvae of different ages when submitted to different diets, allowing
comparisons among ages, among diets and among ages and diets. The feeding
rates values obtained in this study were also compared with those estimated using
the model proposed by O'Dor & Wells (1987). Obtaining the first feeding rates
involved the simultaneous cultivation of three groups of O. vulgaris paralarvae
submitted to different diets in a 24-hour period: (1) copepods; (2) artemia nauplii;
(3) mixed (50% copepods + 50% artemia nauplii), in a density of 60 prey L. This
experimental design was repeated for 3 different ages (2, 3 and 5 days). The
results showed that mean values of first feeding rates ranged from 2.7 to 3.7
prey.h-1 for different ages and diets and, were highest, during the first six hours
for all diets. There were significant differences (p <0.05 ANOVA) between the
times, but there was no interaction of this with any of the other two factors; There
was little difference between the ages. However, the difference between the diets
was not significant at p <0.05, but at p <0.1 (0.089). The progressive reduction of
ingestion rates may be associated to three different factors: 1. a decrease in prey
density (ind.L?) over the 24-hour experiment. 2. The satiety of the parallels. 3. As
visual predators, they would reduce their feeding rates during at night. The feeding,
growth and metabolic rates observed in the present study, for both artemia and
copepods, did not allow a concrete comparison with the values observed by the
model, since none of the values approached what would be ideal for the cultivation
of O. vulgaris paralarvae. The values estimated by the model indicate that the
consumption of copepods provides twice as many calories to the paralarvae when
compared to artemia based diet. It is possible to conclude that delaying the first
feeding reduces the contact time between paralarvae and prey, exerting
deleterious effects, both for success of capture and for survival rates.

Key-words: artemia nauplii; copepod; diet; Octopus vulgaris; paralarvae.
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1. INTRODUCAO

A oferta mundial de pescado cresceu consideravelmente gracas ao vigoroso
crescimento da aquicultura e a melhorias na gestdo de pesca. Os moluscos
representam 11% dos organismos produzidos comercialmente através da
aquicultura. Dentre eles, a classe Cephalopoda se destaca em termos de
desembarque, valor comercial e mercado em expansdo (FAO, 2016). Porém,
estudos indicam que, apesar do ciclo de vida do Octopus vulgaris Curvier, 1797 ser
bem compreendido, o cultivo da espécie sé € possivel atualmente a nivel
experimental, devido as altas taxas de mortalidade que ocorrem durante a
larvicultura (lgarashi, 2010).

VariacBes anuais no recrutamento do polvo comum, O. vulgaris, podem
causar grandes e imprevisiveis flutuacdes nos estoques desta espécie (Koueta et
al., 2000; Vaz-Pires et al., 2004; Mazon et al., 2007). Estimativas de sobrevivéncia e
crescimento durante as fases iniciais do ciclo de vida podem contribuir para melhor
compreensao da dinamica populacional e dos fatores que regulam o recrutamento
da espécie (Koueta et al., 2000; Vaz-Pires et al., 2004; Vidal et al., 2014). E, por
possuir potencial para cultivo, o desenvolvimento de tecnologias depende,
basicamente, do aprimoramento das técnicas de larvicultura, a fim de se obter
juvenis bentdnicos, cujos parametros de crescimento sdo conhecidos e podem
favorecer o cultivo integral da espécie (lglesias et al., 2007).

Apesar dos cefalépodes possuirem desenvolvimento direto, Young & Harman
(1988) sugeriram o uso do termo “paralarva”, para designar um cefalépode, que apos
eclodir € plancténico e ocupa um habitat diferente do adulto bentdnico (Haug et al.,
2012).

A duracdo da fase planctonica em paralarvas de O. vulgaris, depende
diretamente da temperatura, variando em torno de 47 a 57 dias a 21,2°C e 30 a 35
dias a 23°C (Imamura, 1990; Villanueva, 1995). As paralarvas nadam ativamente,
possuem altas taxas metabdlicas e requerem grandes quantidades de alimento vivo
com qualidade nutricional ideal (Villanueva, 1995; Parra et al., 2000; Vidal et al.,
2014). Durante esta fase, passam por modificacbes morfolégicas, sendo o
comprimento relativo dos bracos (CB) uma das mais significativas. Estas alteracoes
representam etapas criticas do desenvolvimento e estdo diretamente relacionadas
ao comportamento predatorio e ao sucesso na captura de presas, bem como a

sobrevivéncia durante a fase plancténica. Deste modo, seria importante conhecer as
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taxas de alimentacdo das paralarvas de O. vulgaris durante a larvicultura, tendo
como base suas presas naturas como larvas de crustaceos decapodes e outros
organismos plancténicos abundantes, como copépodes (Navarro & Villanueva, 2000,
2003).

Octopus vulgaris € um predador generalista tanto na fase juvenil como na fase
adulta, alimentando-se de uma variedade de organismos (Roura et al., 2012),
principalmente dentro das classes Crustacea, Gastropoda, Lamelibranchiata,
Osteichthyes, Ophiuroidea, Polychaeta e Cephalopoda (Nigmatullin & Ostapenko,
1976; Guerra, 1978; Smale & Buchan, 1981; Nixon, 1987; Mather, 1991), como
também foi observado por Passarela & Hopkins (1991) e Vecchione (1991). Uma
analise filogenética feita por Roura et al. (2012) acerca das presas ingeridas por
paralarvas selvagens de O. vulgaris indicou a presenca de 12 familias de crustaceos
(11 pertencentes a ordem Decapoda e 1 a ordem Euphasiacea) e duas familias de
peixes (Gobiidae e Carangidae).

Vidal & Haimovici (1999) analisando a dieta de paralarvas de lulas (llex
argentinus) mostraram que 11,4% dessa dieta sdo representados por copépodes.
Estes, sdo considerados organismos predominantes no zooplancton de &guas
costeiras e tropicais e representam um importante elo entre o fitoplancton e os niveis
troficos superiores (Mann & Lazier, 1991; Weber & Roff, 1995; Hopcroft & Roff, 1996,
1998).

Em revisdo sobre o cultivo de paralarvas de O. vulgaris, Iglesias et al. (2007)
mencionam a nutricdo como o fator determinante da mortalidade e recomendam,
como alternativa, a busca por novas presas com conteudo nutricional adequado e
relativa facilidade de producédo, como Artemia spp. que tem sido a principal presa
oferecida (Fuentes, 2011). Porém, apesar de algumas experiéncias com paralarvas
de polvo alimentadas por artémias terem sido bem-sucedidas (Hamazaki et al., 1991,
Iglesias et al., 2000), a mortalidade na larvicultura ainda é alta e imprevisivel, sendo
o grande gargalo para o desenvolvimento do cultivo de polvos.

O comportamento de captura de presas é relativamente complexo em
paralarvas de cefalopodes, sendo, provavelmente, uma combinagdo entre o
comportamento inato e aquele dependente da experiéncia adquirida logo apés a
eclosdo (Wells, 1962, Chen et al., 1996; Messenger, 1977). No entanto, a

importancia relativa desta experiéncia € pouco conhecida entre os polvos, embora
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sejam fundamentais para se compreender 0s processos envolvidos na captura e
selecéo de presas durante a larvicultura.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estimar as taxas de primeira
alimentacdo em paralarvas de O. vulgaris de diferentes idades e submetidas a
diferentes dietas por um periodo de 24h, possibilitando comparacdes entre os fatores
envolvidos: periodo, idade e dieta e assim determinar como cada dieta podera
influenciar nas taxas de primeira alimentacdo. Ainda comparar os valores das taxas
de alimentac&o observadas com as estimadas pelo modelo de O’'Dor & Wells (1987),
para permitir estimativas tedricas.

O conhecimento destes componentes possibilitaria uma melhor compreenséo
dos fatores envolvidos na captura de presas por paralarvas de O. vulgaris, visto que
ao eclodir as paralarvas possuem reservas vitelinicas e combinam a alimentacéo

enddgena com a exdgena (Vidal et al., 2002; Vidal & Boletsky, 2014).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta e manutencéo dos reprodutores

Os reprodutores (trés fémeas e um macho) foram coletados através de
mergulho autdbnomo, na Praia de Bombinhas — Santa Catarina (27°14'22”S;
48°51°01"W). O comprimento do manto (CM) dos exemplares foi medido no local de
coleta a fim de verificar a maturidade sexual. Estes foram devidamente
acondicionados em sacos plasticos individuais com agua do local e forte aeracéo,
para transporte até o Laboratorio de Cultivo de Cefalépodes e Ecologia Experimental
(LaCCeph), no Centro de Estudos do Mar — Universidade Federal do Parana
(CEM/UFPR).

No LaCCeph, os animais foram aclimatados a temperatura de 24+1°C e
salinidade de 34+2, em um sistema de cultivo formado por trés linhas paralelas. A
linha 1 foi destinada aos reprodutores e era formada por um biofiltro composto por
conchas maceradas, com dimensdes de 1,80 x 0,60 x 0,30 m e volume aproximado
de 325 L e por dois tanques com capacidade de 300L cada (diametro de borda de
1,04 m, didametro da base de 0,75 m e profundidade de 0,55 m) e um tanque circular
com capacidade para 500 L (diametro de borda de 1,22 m, fundo de 0,95 m e
profundidade de 0,64 m), totalizando um volume de, aproximadamente, 1100 L. Na

saida de agua dos tanques havia um espesso filtro de malha de acrilico e uma
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camada de carvao ativado, para filtragem. Na base do biofiltro foram colocadas duas
bombas Resun®, modelo SP 9000, 60 HZ de frequiéncia, 130 W de poténcia e vazao
de 3.500 L/H para bombear 4gua do biofiltro, a qual passava por um filtro ultravioleta
(UV) antes de chegar aos tanques.

As fémeas foram colocadas individualmente em cada um dos trés tanques
com tocas artificiais (tubos de PVC em formato de T), proporcionando condi¢cdes
proximas a ideal, para a postura dos ovos. O macho foi mantido em contato com
cada fémea a fim de garantir a cépula com todas.

As linhas 2 e 3 foram destinadas a manutencdo das paralarvas e também
possuiam biofiltro com dimenséo de 0,60 x 1,50 x 0,50 m e volume médio til de 330
L. Em cada biofiltro foram conectados 3 tanques circulares de 0,80 m de altura x 0,60
m de didmetro e capacidade util de 200 L, totalizando um volume médio util de 930
L em cada linha de larvicultura, ja incluso seu respectivo biofiltro. O diferencial destas
linhas foi a utilizacdo de mais carvao ativado, uma vez que as paralarvas sdo mais

sensiveis a qualidade da agua do que os adultos.

2.2 Qualidade da agua

Durante a manutencao dos reprodutores, foram realizadas, a cada dois dias,
medicdes dos parametros fisico-quimicos: salinidade (refratbmetro Impac IPS-10T),
temperatura (termdmetro de mercurio), oxigénio dissolvido (multiparametro Horiba®),
pH e compostos nitrogenados (nitrito, nitrato e amoénio — Kit Colorimétrico Sera®), a
fim de monitorar a qualidade da agua.

Os tanques foram limpos diariamente e sifonados para a retirada de particulas
em suspensao, restos de alimentos e excretas dos animais. E feita a reposicao de

agua necessaria.

2.3 Desova

Os primeiros cachos de ovos foram observados dentro da toca,
aproximadamente, 35 dias apds a copula e o desenvolvimento embrionario durou
cerca de 33 a 34 dias. A ecloséo durou 19 dias com variagdes na quantidade de
paralarvas eclodidas.

Os ovos foram mantidos no mesmo tanque da fémea e conforme as

paralarvas eclodiam, eram transferidas para as linhas 2 e 3 e separadas conforme
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os tratamentos. A temperatura foi mantida em torno de 23+1°C e salinidade de 34+1,

a mesma do periodo de incubacéo dos ovos.

2.4 Alimento vivo
2.4.1 Copépodes

Foram coletados a cada dois dias no Complexo Estuarino de Paranagua
(CEP) — Parana/Brasil (25°29°55"S;48°17°30°"W) e mantidos em laboratorio. Os
arrastos foram feitos com uma rede cilindro-conica modelo WP-2 com 0,5 m de
diametro de boca e malha de 200 um. Simultaneamente aos arrastos coletava-se
agua do local (40 — 60 L) com concentracdes de fitoplancton para ser utilizado como
alimento natural do zooplancton. Logo apds as coletas, os organismos eram
transferidos para galfes plasticos de 20 L e transportados até o laboratorio, onde
eram aclimatado em tanques de 40 L com aeracdo leve, salinidade de 35 e
temperatura de 23+1°C. Para alimentacdo do zooplancton, eram filtrados (malha de
20 um) diariamente de 3 a 5 L de fitoplancton natural.

Os copépodes foram selecionados em triagem sob microscépio
estereoscopico e rapidamente transferidos para os recipientes onde 0s experimentos
foram conduzidos. Dentre as espécies utilizadas, as mais importantes em termos de
frequéncia e abundancia foram Acartia spp., Pseudodiaptomus richardi e
Paracalanus spp.

O tamanho médio dos copépodes foi de 0,94 mm (0,74 — 1,42 mm) e obtido a

partir da selecdo aleatoria de 39 exemplares dentre espécies utilizadas.

2.4.2 Nauplios de artémia

Para a eclosdo dos nauplios de artémia foi utilizado um galdo de 20L com
salinidade de 35 e temperatura controlada em torno de 27+1°C, com o0 uso de
aguecedores de 300W, e oxigenacdo constante, com auxilio de compressor de ar
(Boyu Acg-001). Para a eclosao das artémias foi utilizado o protocolo de Dhont &
Lavens (1996).

Foram utilizadas artémias recém-eclodidas por um periodo de 24 h apés a
eclosdo. O tamanho médio foi de 0,54 mm (0,34 — 0,72 mm) obtido a partir de 34

exemplares.

2.5 Cultivo das paralarvas

16



Apoés a eclosdo, as paralarvas foram transferidas para as linhas 2 e 3, com
temperatura de 23+£1°C e salinidade de 34+1, assim como durante a incubacao dos
OVOS.

O nudmero de paralarvas em cada tanque foi cerca de 1000 individuos,
correspondendo a uma densidade de 5 paralarvas.L. Nestes tanques, as paralarvas
foram mantidas sem alimento até atingirem 2, 3 ou 5 dias, de acordo com 0s
tratamentos a serem submetidas. Apés estes periodos, o alimento foi disponibilizado
a cada 3 h, sendo composto por artémias e/ou copépodes.

O peso de eclosao das paralarvas foi obtido a partir de 25 exemplares coletados
de forma aleatoéria dos tanques de larvicultura, distribuidos igualmente em 5 cadinhos
de aluminio (5 paralarvas por cadinho) e levadas para uma estufa a 60°C durante 24
h. Entéo, os cadinhos foram colocados em um dissecador por 30 minutos e por fim,
pesados em uma balangca Ohaus com precisdao de 0,00001 g, o que permitiu a
obtencéo do peso seco de 5 paralarvas, tornando possivel calcular o peso individual.
O comprimento do manto foi obtido com a coleta aleatéria de 7 paralarvas que foram
fotografadas com uma camera digital Olympus DP71 acoplada a um microscépio
estereoscopico Olympus SZX16 e medidas com o auxilio do Adobe Photoshop CS2.

2.6 Protocolo Experimental
2.6.1 Taxas de Alimentacéao

Este experimento ocorreu para as idades 2, 3 e 5 dias, respectivamente. O
protocolo experimental envolveu o cultivo simultaneo de trés grupos de paralarvas
de O. vulgaris, os quais foram submetidos a diferentes dietas (presas): (1)
copépodes; (2) artémias; (3) mista (50% nauplios de artémias e 50% copépodes).
Para cada tratamento foram utilizados 16 recipientes cilindricos de vidro transparente
com volume (til de 1 L, resultando em uma densidade de 60 presas.L! e a cada 6 h,
durante 24 h, eram coletadas 4 réplicas. No centro de cada recipiente foi instalado
um suporte cilindrico plastico (diametro de 4,5 cm) e envolto por uma tela de 150 pm,
contendo uma mangueira de aeracdo com uma pedra porosa na extremidade. Em
cada recipiente foi colocada 1 paralarva e 60 presas (Figura 1).

A temperatura foi mantida a 23 + 1°C e foto periodo natural.
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Figura 1 — Desenho esquematico do protocolo experimental para obtencdo das taxas de ingestdo em
paralarvas de Octopus vulgaris. Cada cilindro representa uma réplica (repetida 16 vezes) contendo
uma paralarva e 60 presas (nauplios de artémia e/ou copépodes), coletada a cada 6 horas ao longo
de 24 horas.

2.6.1.1 Avaliacdo da taxa de alimentacao observada

A cada 6h as presas nao ingeridas de cada réplica foram coletadas e
contadas. O conteudo das réplicas foi retido em peneiras de 150 um, concentrado
em placas de Petri e transferidos para frascos tipo Eppendorf que continham alcool
(70%) para a fixacdo. No final de 24 h, um total de 48 amostras foi obtido para cada
idade avaliada. A partir do nimero de presas nao ingeridas foi possivel gerar nimero
de ingestéo de presas por paralarva por dia (presa.paralarva.dia)

ApOs 0s experimentos, o conteudo de cada Eppendorf foi transferido para uma
placa de Petri quadriculada, sob um microscopio estereoscopico para a contagem.

O numero de presas ingeridas permitiu estimar a taxa de alimentacdo para

cada uma das idades (2, 3 e 5 dias) avaliadas nos experimentos deste estudo.

2.7 Analise dos dados

A partir do nimero obtido de presas ingeridas (presa.paralarva™.d!), foram
realizadas as analises estatisticas, possibilitando a comparacao entre as meédias das
diferentes idades, dietas, tempos e entre todos os fatores.

Diferencas entre as médias foram verificadas pela Andlise de Variancia

(ANOVA) e teste post-hoc de Tukey. Os pressupostos da ANOVA, normalidade e
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homocedasticidade, foram testados pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente. Quando algum dos pressupostos ndo foi obedecido, aplicou-se o
logaritmo para a transformacao dos dados. E se mesmo assim o pressuposto nao foi
obedecido, foi realizado um Box-Cox para minimizar o problema da normalidade.

Todos os testes estatisticos foram realizados no programa R verséao 3.0.3.

2.8 Estimativas de taxas de alimentacdo, metabdlicas e de crescimento

A estimativa dessas taxas foram necessérias para que pudessem ser feitas
comparacdes com as taxas de alimentacéo observadas.

O peso seco das paralarvas, entre 1 e 50 dias de idade, obtido em Navarro e
Villanueva (2000) foi utilizado para estimar suas taxas metabdlicas, de alimentacao
e de crescimento através do modelo proposto por O’'Dor & Wells (1987) para uma
amplitude de temperatura de 12 a 28°C, como segue:

MR = awPcT

MR é a taxa metabdlica expressa em kcal.d*; W é o peso seco da paralarva
emg; T é atemperatura em °C e a, b e ¢ sdo constantes derivadas de uma regressao
linear maltipla, onde a = 0,0043, b =0,96 e c = 1,187.

FR = awPcT

FR é a taxa de alimentacdo expressa em kcal.dl; W é o peso Umido da
paralarva em g; T é a temperatura (°C) e a = 0,058, b = 0,79 e ¢ = 1,082. Taxas de
crescimento foram obtidas a partir da subtracdo entre MR e FR (Gr = FR — MR).

O peso seco das paralarvas foi obtido a partir da relacdo apresentada por
Navarro & Villanueva (2000) de que o peso seco das paralarvas equivale a,
aproximadamente, 21,4% de seu peso umido. Sendo assim, os valores de peso seco
foram obtidos a partir do peso umido apresentados por Villanueva (1995) desde o
dia 1 ao dia 50 apos a eclosdo (Tabela 1), periodo que engloba todo o
desenvolvimento plancténico até o assentamento ao bentos. Cabe salientar que 0s
valores de peso seco praticamente ndo sofrem variagdes consideraveis durante os
primeiros 5 dias de vida (Vidal et al., 2002), assim foi considerado que a taxa
metabdlica ndo apresenta varia¢des significativa entre os dias 1 e 5 ap0s a ecloséo.
Portanto, os valores do dia 1 foram usados como referéncia para os dias 2, 3 e 5

apos a eclosao.
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Tabela 1: Conversdo do peso Umido das paralrarvas por Villanueva (1995), exceto para idade 1

(obtida neste presente estudo), em peso seco, segundo Navarro e Villanueva (2000).

Peso umido das paralarvas (mg) Peso seco das paralarvas (mg)

Idade
(Dias) (Villanueva 1995) (21,4% do peso umido - Navarro e Villanueva 2000)

1 1,38 0,29

10 2,7 0,58

20 55 1,18

30 17,5 3,73

40 40,3 8,62

50 62,4 13,35

As taxas de alimentacdo estimadas pelo modelo foram comparadas com as
taxas de alimentacdo observadas durante os experimentos deste trabalho e
inferéncias colocadas em relagc&o ao potencial de crescimento das paralarvas dentro
da amplitude de temperatura avaliada.

O peso seco de nauplios de artémia foi retirado de Liéger et al. (1987),
variando entre 1,61 - 3,33 pug (média=2,47 pg ou 0,002 mg). Para os dados em
calorias, Liéger et al. (1987) afirma que o conteldo energético individual de um
nauplio de artémia esta entre 0,0366 — 0,0725 J (média=0,055 J). Sendo assim, a
partir do principio de que 1 caloria equivale a, aproximadamente, 4,2J, foi possivel
estimar que o valor em calorias de um nauplio de artémia é de 0,013 cal.nauplio ou
6,54 cal.mg™.

Para os copépodes, valores de peso seco foram obtidos para os Calanoidas
através do modelo de Dumont et al. (1975), a partir da equagéo para 0 peso seco
dado em miligramas:

W =0,0077L233

Onde, W € o peso seco e L € a média do comprimento total.

Laurence (1976) afirmou, a partir do peso seco, que 0s copépodes
apresentam 5251 cal.gl. Sendo o valor médio do peso seco individual igual a 6 ug
(~0,006 mg), segundo este trabalho, entdo a estimativa de calorias foi de 0,03

cal.copépode ou 5 cal.mg™.

3. RESULTADOS
3.1.Taxas de alimentacdo em paralarvas de O. vulgaris com diferentes idades

e dietas
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Em termos gerais, considerando os valores médios de consumo por dieta e
por idade ao longo das 24h de experimento, foi observado que para a idade de 2
dias as paralarvas de O. vulgaris consumiram em média 3,57+0,91 copépodes.h;
3,14+0,69 artémias.h™* e 2,78+0,87 presas mistas.h’l. Para a idade de 3 dias o
consumo foi de 2,69+1,04 copépodes.h; 3,62+0,64 artémias.h* e 3,40+0,75 presas
mistas.hl. E para a idade de 5 dias as paralarvas consumiram 3,68+0,60
copépodes.h?; 3,70+0,32 artémias.h* e 3,53+0,48 presas mistas.hL.

Para todas as dietas avaliadas, pode-se observar que a taxa de ingestao foi
mais elevada durante as primeiras 6h e um decréscimo continuo no decorrer de 24h
ap0s o primeiro contato com a presa, culminando com 0s menores valores

observados nas ultimas horas (Figura 2).
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Figura 2 — Comparacao entre as taxas de ingestéo de presas (copépodes, nauplios de artémia e mista) em nimero
por hora e por paralarvas de O. vulgaris, num periodo de 24 horas. Letras diferentes representam diferencas

significativas, sendo que a, b, c e d sdo diferengas entre os tempos; x e y sdo diferencas entre as idades.
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Ao comparar os tratamentos entre si, a ANOVA (Tabela 2) indicou que houve
uma diferenca muito significativa entre os tempos, mas ndo houve interacao deste

com nenhum dos outros dois fatores.

Tabela 2: ANOVA. Comparacéo entre os fatores tempo, dieta e idade de paralarvas
de O. vulgaris. A — Copépodes; B — Nauplios de artémias; C — Mista.
Média Média dos
Df dasoma quadrados Fvalor Pr (>F)

Tempo 3 0,06007 | 0,020025 93,545 | <2e-16 ***
Idade 2 1,00168 | 0,000840 3,926 0,0226 *
Dieta 2 0,00106 | 0,000529 2,471 0,0893
Tempo:ldade 6 0,00173 | 0,000288 1,344 0,2440
Tempo:Dieta 6 0,00032 | 0,000054 0,252 0,9575
Dieta:ldade 4 0,00289 | 0,000721 3,370 0,0122 *
Tempo:ldade:Dieta| 12 0,00350 | 0,000291 1,361 0,1961
Residual 108 | 0,02312 | 0,000214

Os resultados estatisticos mostraram que houve pouca diferenca entre as
idades. Ja a diferenca entre as dietas nao foi significativa a nivel de p<0,05, mas a
nivel de p<0,1 (0,089), onde a maior diferenca foi entre copépodes e artémias com
p<0,079. Sendo assim, pode-se dizer que a taxa de ingestao varia entre as idades
de acordo com a dieta.

O teste post-hoc de Tukey apresentou as maiores diferencas entre todos os
tempos (p-valor<0,05) (Figura 3) e entre as idades de 5 e 2 dias (p-valor=0,033). Na
interacdo idade:dieta, as maiores diferencas foram apenas entre 3C — 32 (p-
valor=0,007); 3C — 5A (p-valor=0,003) e 5C — 3C (p-valor=0,013) (Figura 4). Porém
nao podemos analisar separadamente pois um fator variou diretamente em funcéo
do outro.

As interacbes tempo:idade, tempo:dieta e tempo:idade:dieta ndo foram

significativas e por isso ndo foram analisadas separadamente.
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Figura 4 - Boxplot da taxa de ingestdo em relacdo a interacdo entre os fatores
idade e dieta.

3.2. Taxa metabolica baseada no consumo de calorias
3.2.1. Peso seco e valor caldrico

Através dos célculos e estimativas descritos anteriormente foi possivel obter
os valores de peso seco em mg para as idades de 1 a 42 dias. E para as presas
(nauplios de artémias e copépodes adultos) foi possivel estimar o peso seco em mg

e em calorias, como apresentado na Tabela 3:
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Tabela 3: Peso Uumido, seco e em calorias de paralarvas de O. vulgaris, nauplios de artémia e
copépodes. Os valores para as paralarvas foram obtidos de Villanueva (1995), Navarro & Villanueva
(2000) e Parra et al. (2000); para os nauplios de Artemia spp. de Liéger et al. (1987) e para copépodes
de Dumont et al. (1975) e Laurence (1976).

Valor
, P_eso Peso calorico Peso Va}lqr Peso seco Vqlqr
Umido O. seco O. seco caldrico . caldrico
. ; . . ~ . Copépodes .
vulgaris vulgaris . Artémia Artémia Copépodes
(mg) (mg) VU91S Timg)  (cay (MY (cal)

|dade (Cal)
(dias)

1 1,38+0,11 0,29 0,0013 0,002 0,013 - -
10 2,72+0,49 0,58 0,0045 - - 0,006 0,03
20 5,52+1,07 1,18 0,0092 - - - -
30 17,45+4,73 3,73 0,0290 - - - -
42  40,26+7,81 8,62 0,0669 - - - -

3.2.2. Taxas metabdlica, de alimentacdo e crescimento estimadas para as
paralarvas de O. vulgaris

Como esperado, 0 aumento nestas taxas foi proporcional ao peso da
paralarva e a temperatura considerada.

Em relacdo as taxas metabdlicas, os valores estimados foram menores que 5
cal.dia! para paralarvas até 30 dias de idade. Observa-se que cada incremento de
4°C na temperatura produziu um aumento constante na taxa metabdlica, sendo mais
evidente em temperaturas acima de 20°C (Figura 5A).

Em comparacao as taxas metabdlicas, as linhas de tendéncia para as taxas
de alimentacdo mostraram curvas menos acentuadas e com valores mais elevados,
valores estes, necessarios para proporcionar crescimento diante do aumento de
temperatura. E possivel observar também que as taxas de alimentacdo aumentam
proporcionalmente a temperatura para todas as idades (Figura 5B).

Para as taxas de crescimento, novamente se observa um aumento
proporcional ao aumento da temperatura, porém, diferentemente da tendéncia
observada nas taxas metabdlicas e de alimentag&o obtidas, as taxas de crescimento
apresentaram uma desaceleracdo em temperaturas mais elevadas (20 a 24°C),
especialmente evidente para as idades de 40 e 50 dias (Figura 5C).

Os dados produzidos a partir do modelo de O’Dor & Wells (1987), indicaram

um pequeno aumento nas taxas metabdlicas em paralarvas recém eclodidas (0-10
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dias). Porém, com o crescimento das paralarvas esse aumento torna-se exponencial,

em relacdo ao aumento produzido pelas taxas de alimentacdo, uma vez que a

paralarva se alimenta de um nimero maior de presas, podendo ser representada por

curvas menos acentuadas (Figuras 5A e 5B).

Com relacdo ao consumo de presas em 24h de experimento a tendéncia

positiva esperada so pode ser observada utilizando dados para as idades de 1 a 50

dias presentes em Villanueva (1995) (Tabela 4).
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Figura 5 — (A) Taxa Metabdlica; (B) Taxa de Alimentagdo; (C) Taxa de Crescimento
estimadas, em paralarvas de Octopus vulgaris do dia 1 ao 50 de idade entre as
temperaturas de 12 a 28°C. Note as diferentes escalas.



Tabela 4: Consumo médio observado de presas em namero, peso seco e calorias. Taxa metabdlica estimadas de paralarvas de Octopus vulgaris através do modelo de O’Dor &

Wells (1987) para as idades de 2, 3 e 5 dias no periodo de 24 horas. DP = Desvio Padréo.

Consumo em nimero de presas (n.d?)

Consumo em peso seco (mg.d?)

Consumo em calorias (kcal.d)

Taxas metabdlicas
das paralarvas a

24°C
Copépodes Artémias Copépodes Artémias Copépodes  Artémias Mista
I(?ii’fse) Copépodes Artémias Copépodes Artémias Copépodes Artémias kcal.dia?®
2 42,5 41,0 24,0 17,0 0,255 0,082 0,144 0,034 0,00128 0,00053 0,00072 0,00022 0,0802
3 30,5 44,8 21,5 21,5 0,183 0,090 0,090 0,043 0,00092 0,00058 0,00065 0,00028 0,0802
5 43,3 48,5 20,8 22,8 0,260 0,097 0,097 0,046 0,00130 0,00063 0,00062 0,00030 0,0802
Média 38,8 44,8 22,1 20,4 0,233 0,090 0,090 0,041 0,00116 0,00058 0,00066 0,00027
DP 7,2 3,8 1,7 3,0 0,043 0,008 0,008 0,006 0,00021 0,00005 0,00005 0,00004
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E relevante observar que a importancia do consumo de copépodes se
torna evidente, pois a taxa de alimentacao observada em relagdo aos copépodes
aporta quase 2 vezes mais kcal.d! do que a taxa de alimentacéo observada em
relacdo as artémias (Tabela 5).

Tabela 5: Valores médios observados e esperados das taxas de alimentacéo de paralarvas de
0. vulgaris a 24°C. Estimativa do consumo em numero e calorias de copépodes no periodo de
24 horas, para as idades de 2 a 50 dias.

Taxa de Taxa Consumode Consumo de
Taxa de alimentagcdo  alimentacao metabdlica copépodes  copépodes
observada (kcal.d?) estimada a estimada a em nimero em calorias
242°C (kcal.d') 242C (kcal.d?) (n.d?) (kcal.d?)
Idade
Artémi .
(dias) rtémias Copépodes
2 0,0008 0,0014 0,146 0,0816 43 0,003
10 - - 0,2507 0,1565 425 0,029
50 - - 2,9792 3,1685 2125 0,145
4. DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho a estimar as taxas de ingestdo em paralarvas
de Octopus vulgaris utilizando suas presas naturais, os copépodes. Os
resultados obtidos serdo Uteis para que se possa melhor compreender a ecologia
trofica das paralarvas e suas necessidades nutricionais durante a fase de
larvicultura, que continua representando o maior gargalo no cultivo de polvo, pois
o oferecimento de um alimento vivo adequado e em grandes quantidades €&
considerado economicamente inviavel (Fuentes et al., 2011). Por este motivo,
até o momento, as paralarvas de polvo somente foram cultivadas em escala
experimental (Itami et al., 1963; Hamazaki et al., 1991; Villanueva, 1995;
Villanueva et al., 2002; Iglesias et al., 2007; Villanueva & Norman, 2008; Seixas
et al., 2010; Fuentes et al., 2011).

Os valores das taxas da primeira alimentacdo obtidos neste estudo foram
superiores aos observados por Marques et al. (2007), que reportaram taxas de
ingestdo diarias maximas de 16 nauplios artémia.d! (0,85mm). Porém, estes
autores utilizaram uma temperatura de 20°C, inferior a utilizada no presente
trabalho e mantiveram presas e paralarvas em um volume muito reduzido (9 ml),

0 qual pode ter afetado no comportamento de natacao das paralarvas.
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A reducdo progressiva das taxas de ingestdo observadas no presente
estudo pode estar associada a diminuicdo da densidade de presas (ind.L) ao
longo das 24h de experimento. Ou seja, apds algumas horas se alimentando de
forma intensa, o nimero de presas diminuiu e, consequentemente, o numero de
capturas por paralarva. E interessante notar que a reducéo ocorreu de forma
gradual e continua, porém houve grande diferenca entre as taxas de consumo
iniciais e finais, com maior variabilidade nas primeiras 6 horas.

A variabilidade na captura pode estar diretamente relacionada com o
apetite do organismo, 0 sucesso de ataques, além de outros fatores. Hurley
(1976) observou que o sucesso de uma sequéncia de atagues em paralarvas de
L. opalescens, depende da idade da paralarva, do tamanho e espécie da presa
e da experiéncia adquirida ao longo do desenvolvimento da paralarva; atribuindo
a variabilidade nas taxas de sucesso de captura a diferentes “estados
motivacionais” das paralarvas de lulas. Tal variabilidade também foi reportada
para larvas de diferentes espécies de crustaceos, resultando em diferencas
individuais na capacidade de detectar ou perseguir presas ou da fase do ciclo de
muda (Barros & Valenti, 2003); peixes pertencentes a uma determinada faixa de
comprimento (Salvanes & Hart, 1998) e para adultos de Octopus joubini (Mather,
1980). Por estas razdes, as taxas de consumo de alguns predadores ndo podem
ser inteiramente explicadas apenas pelas taxas de ingestdo (Marquéz et al.,
2007). De acordo com Dickel, et al. (1997) a variabilidade no desenvolvimento
do cérebro durante o crescimento embrionario também pode causar disparidade
no sucesso da primeira alimentacao.

Outro fator que pode afetar as taxas de captura € a condi¢cdo visual para
deteccdo de presas. Marquez et al. (2007), investigaram a taxa de consumo e
sucesso alimentar de paralarvas recém eclodidas de O. vulgaris sobre nauplios
de artémias em relacdo a intensidade da luz, cor de fundo e densidade de
presas. Observaram que a taxa de ingestao variou significativamente entre as
diferentes condi¢des de iluminacao e densidade de presa, sendo que a taxa de
ingestao de presas foi 3 vezes menor durante o periodo escuro, o que faz certo
sentido, uma vez que os polvos séo considerados predadores visuais (Villanueva
& Norman, 2008). Sugerindo que o fotoperiodo tem um efeito importante nas

taxas de alimentacdo das paralarvas. Para Villanueva & Norman (2008), a

30



fototaxia positiva parece ser resposta comum das paralarvas de polvo, incluindo
diversas espécies.

No entanto, os resultados do presente trabalho n&o apresentaram
diferenca significativa nas taxas de ingestéo obtidas na presenca e na auséncia
de luz, houve um decréscimo continuo no consumo de presas durante o periodo
de 24 h, independentemente da idade da paralarva e da presa oferecida. E
possivel que durante as primeiras horas do experimento o primeiro contato com
a presa tenha sido mais importante do que a luminosidade. Desta forma as
paralarvas nao teriam reduzido as taxas de captura até atingirem certo conforto
alimentar, ou seja, até ficarem saciadas. Sendo assim, fica evidente a
necessidade de novos estudos que avaliem de forma mais concreta o
comportamento predatério das paralarvas de O. vulgaris expostas a diferentes
condicbes de iluminacdo, sobretudo estudos comparativos considerando
populacdes de diferentes latitudes. Segundo Villanueva & Norman (2008) ha
uma grande necessidade de estudos mais detalhados, pois as informacdes
sobre o tema sdo extremamente escassas na literatura.

Os cefalopodes sao organismos possuidores de um complexo sistema
nervoso e o fato de possuirem um cérebro relativamente bem desenvolvido os
torna aptos para importantes adaptacbes comportamentais. A partir dai, o
comportamento predatorio em cefalépodes recém-eclodidos provém tanto de um
comportamento inato quanto daquele dependente da experiéncia adquira logo
apos a eclosao (Wells, 1992; Dickel et al., 1997; Messenger, 1977; Chen et al.,
1996). Em um estudo de laboratério realizado com Sepia officinalis, Dickel et al.
(1997), observaram que o desenvolvimento cerebral esti relacionado com a
visualizagcao das presas e a necessidade de persegui-las. Portanto, sugerem que
a exposicdo as presas imediatamente apO0s a eclosdo € essencial para o
desenvolvimento e aperfeicoamento dos processos de memoaria de curto prazo.
Tal fato indica que retardar o oferecimento de presas as paralarvas pode ter um
efeito deletério sobre o sucesso de captura de presas durante a primeira
alimentacdo. Isto é, quanto antes as paralarvas forem expostas a presas
potenciais, mais rapido poderdo desenvolver estratégias de captura eficientes
com base no aprendizado proveniente da visualizacdo e contato com as

mesmas.
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No presente estudo, as paralarvas somente foram expostas a presas
depois de 2, 3 e 5 dias apoés a eclosao, o que pode ter influenciado para que as
taxas de ingestdo diminuissem conforme o atraso no oferecimento da primeira
alimentacao. Sob o ponto de vista da aquicultura, o oferecimento tardio de presas
represente uma reducdo consideravel nos custos de producéo, visto que, nos
dois primeiros dias de vida as paralarvas consomem principalmente suas
reservas vitelinicas (Vidal et al., 2002; Lenz et al. 2015). Porém, estudos prévios
mostraram que o oferecimento de uma ampla variedade de presas, com diversos
tamanhos e formas, imediatamente apds a ecloséo, favorece elevadas taxas de
sobrevivéncia em paralarvas de lulas (Vidal et al., 2002; Vidal & Boletzky, 2014).
Para as paralarvas de polvo o mesmo parece ser verdadeiro e retardar o
oferecimento de presas influenciaria tanto no sucesso de captura quanto nas
taxas de mortalidade. Portanto, tal fato ndo causaria uma redugéo, mas um
aumento nos custos de producao durante a larvicultura.

Com referéncia a utilizagcdo do modelo proposto por O’'Dor & Wells (1987),
verificou-se que 0 mesmo projetou um aumento consideravel, para as diferentes
idades e temperaturas, nas taxas metabdlica, de alimentacéo e de crescimento.
Quando se compara os dados observados no presente trabalho com os
estimados pelo referido modelo, observa-se que a taxa de alimentacéo
observada tanto para as artémias como para o copépodes é inferior ao valor
estimado pelo modelo a 24°C, assim como em relacdo a taxa metabdlica
estimada. Também, ao se comparar as taxas de alimentacédo observadas entre
copépodes e artémias, € importante salientar que o consumo de copépodes
aporta quase 2 vezes mais calorias ao dia que o de artémias, confirmando sua
importancia como presa nas fases iniciais do ciclo de vida dos cefalopodes (Vidal
& Haimovici, 1999). Como a paralarva é um predador generalista (Roura et al.,
2012), uma alimentacéo baseada somente em artémias e/ou copépodes, a longo
prazo, ndo seria ideal para suprir as taxas metabdlicas e de alimentacéo, que
sdo representadas por um aumento consideravel e evidente a partir da idade de
10 dias, e entdo promover o crescimento.

As taxas metabdlicas esperadas aumentaram exponencialmente com o
aumento da temperatura e isso ficou mais evidente para as temperaturas mais
elevadas (>20°C). As taxas de alimentacdo estimadas pelo modelo seguiram

uma tendéncia menos acentuada com o aumento da temperatura, semelhante a
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tendéncia apresentada pelas taxas metabdlicas, uma vez que a manutencao das
elevadas demandas metabdlicas requer também elevadas taxas de alimentacao
(O’Dor & Wells, 1987). Ja a taxa de crescimento, mostrou curvas de tendéncia
mais suaves, especialmente acentuadas a partir de temperaturas mais elevadas
(24 — 28°C), como esperado, afinal, se o alimento ndo é o fator limitante, a
temperatura se torna o fator-chave que influencia nas taxas de crescimento dos
cefalépodes, particularmente durante as fases iniciais de crescimento (Forsythe,
1993).

Por fim, é possivel concluir que o comportamento predatério das
paralarvas envolve algumas habilidades especificas, sendo dificil associar os
comportamentos observados com as experiéncias especificas adquiridas pelas
paralarvas, indicando que ha outras variaveis envolvidas e que devem ser
consideradas, como: aidade em que a paralarva € submetida ao primeiro contato

com a presa, o tempo de contato com a presa e o tipo de presa.
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