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Resumo

Esta tese de mestrado teve como principal objetivo a otimizacdo do crescimento e
desenvolvimento de éfiras até a fase adulta da espécie Chrysaora chesapeakei (Papenfuss,
1936), envolvendo duas dietas distintas. Realizaram-se ensaios laboratoriais com parametros
idénticos que decorreram em aquarios tipo Kreisel, a uma salinidade de 18 e a uma
temperatura controlada de 20°C. As dietas testadas consistiram em metanauplios de artémia
recém-eclodidos (Dieta Controlo), e preparados de medusa Catostylus tagi (Haeckel, 1869)
(Dieta 1) e de pescada Merluccius capensis (Castelnau, 1861) (Dieta 2). Em ambas as dietas
1 e 2, foram fornecidos metanauplios de artémia duas vezes ao dia e o preparado ao final do

dia. A dieta de controlo consistiu em artémia fornecida trés vezes ao dia.

Os resultados obtidos com este ensaio, indicaram que medusas desta espécie
necessitam na sua dieta, para além de artémia, de um suplemento adicional. Existiram
diferencgas estatisticamente significativas (ANOVA p-value<0,05), entre a dieta 1 e o controlo,
sugerindo assim que esta dieta proporcionou um melhor crescimento, em termos do aumento

do didmetro da umbela, da medusa Chrysaora chesapeakei em condi¢des de laboratdrio.

Também se verificou algumas diferengcas morfologicas entre as duas dietas. Por
exemplo, o desenvolvimento dos tentaculos mais rapido na dieta do preparado de medusa
que na dieta do preparado de pescada. Por sua vez, o desenvolvimento dos bracos orais foi

mais pronunciado nos individuos alimentados com a dieta de pescada.

Com os resultados obtidos, concluiu-se que as medusas desta espécie podem ser
mantidas com uma dieta em metanauplios de artémia (média de incremento do diametro da
umbela 13,08 mm por més), no entanto, ttm um melhor crescimento (média de incremento
do didmetro da umbela 25,82 mm por més) quando fornecidas com uma dieta com medusas

de outra espécie.

Palavas chave: Aquacultura, ornamental, éfira, tratamentos, medusa, Kreisel.
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Abstract

This master's thesis main objective was the optimization of the growth and development
of post-ephyrae to the adult stage of the species Chrysaora chesapeakei, involving two distinct
diets and a control group. Laboratory trials were carried out that took place in Kreisel-type
aquariums, at a salinity of 18 and at a controlled temperature of 20°C. The diets tested
consisted of newly hatched artemia metanauplii (Control Diet), and preparations of the jellyfish
Catostylus tagi (Diet 1) and hake (Merluccius capensis) (Diet 2). In both diets 1 and 2,
metanauplii of artemia were provided twice a day and the prepared at the end of the day. The

control diet consisted of artemia supplied three times a day.

The results obtained with this assay indicated that jellyfish of this species need a
supplement in their diet, in addition to artemia. There were statistically significant differences
(ANOVA p-value<0.05) between diet 1 and the control diet, thus suggesting that this diet
provided a more efficient growth of the bell of the Chrysaora chesapeakei jellyfish under

laboratory conditions.

There were also some morphological differences between the two diets, which are
described in detail in the discussion of this thesis. For instance, the development of the
tentacles, which was faster in diet 1 than in diet 2. Also, a more pronounced development of

the oral arms, were observed in individuals fed diet 2.

With the obtained results, we can conclude that jellyfish of this species can be kept
using metanauplii of artemia (average increase in bell diameter 13,08 mm per month),
however, have an optimized growth (average increase in bell diameter 25,82 mm per month)
when provided with a diet containing other jellyfish species. Further studies with species
belonging to the genus Chrysaora, and potentially with further variations in the type of food
supplied and the duration of the trial, will be needed to understand the growth of this jellyfish

species.

Keywords: Aquaculture, ornamental, ephyra, treatment, medusa, Kreisel
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1. Introdugao

1.1. O que é uma medusa?

O Filo Cnidaria € composto por um grupo de animais com uma estrutura corporal
relativamente simples com simetria radial (Ceh et al., 2015). O corpo destes organismos &
formado por duas camadas de tecido, uma interna denominada de gastroderme e uma
externa, a epiderme, separadas por mesogleia, um liquido com um teor de cerca de 95% de
agua. Os cnidarios partilham uma caracteristica Unica, pois possuem organelos
especializados chamados cnidécitos, que contém no seu interior nematocistos, os quais
possuem uma mistura complexa de diversas toxinas e dao aos cnidarios o seu nome. Quando
uma presa ou predador se aproxima, os cnidécitos sdo ativados e os nematocistos

descarregadas como resposta a um estimulo fisico e quimico.

As classes presentes neste filo incluem: Anthozoa, Cubozoa, Hydrozoa, Myxozoa,
Polypodiozoa, Scyphozoa e Staurozoa (WoRMS, 2023). Os cnidarios sao encontrados em
muitos ambientes aquaticos, podendo tolerar aguas com baixa salinidade (Dumont, 1994;
Purcell et al., 1999), desde as aguas frias do Artico até ao Equador, desde as pogas de maré

até ao fundo do oceano profundo, existindo também em agua doce.

Variam bastante em tamanho, como é o caso da chamada Lion’s Mane (Cyanea
capillata (Linnaeus, 1758)), a maior medusa do mundo podendo atingir, até 36 metros de
comprimento com 1 metro de diametro (Trevett et al., 2019). Como também podem ser muito
pequenas, como é o caso de algumas espécies de Box Jellyfish como a Chironex fleckeri

(Southcott, 1956) e a Carukia barnesi (Southcott, 1967) que podem ser fatais para humanos.

Os cnidarios da classe Scyphozoa sao tradicionalmente agrupados nas seguintes
caracteristicas: possuem simetria radial, quatro bragos orais, grandes, em torno de uma boca
central; se presentes, tentaculos localizados na periferia da umbela ou subumbela (Straehler-
Pohl, 2011). Apesar destas medusas nao possuirem sistema circulatério nem respiratorio,
possuem quatro cavidades gastrovasculares presente na umbela. E com a contragdo da

musculatura da umbela que estes organismos se movimentam na coluna de agua.

As cifomedusas, conhecidas como as “medusas verdadeiras”, sdo provavelmente os
predadores invertebrados mais comuns em ecossistemas marinhos (Dawson, 2003)
Representam uma componente bastante visivel do plancton, especialmente durante os meses
de verao (Brodeur et al., 2002; Barz et al., 2007). Estas medusas também variam muito em
formato e em cor, sendo organismos extremamente apelativos, tanto no mundo da aquariofilia
ornamental, tanto doméstica como para exposigdbes em aquarios publicos. A anatomia das

medusas (Figura 1) é altamente adaptada para uma alimentacgao eficiente. Sdo predadores
1



nao visuais que capturam presas por contacto direto (usando nematocistos), permitindo-lhes
alimentar-se em aguas escuras ou turvas. Devido ao seu alto teor de agua, as medusas
podem crescer muito rapidamente, permitindo-lhes capturar mais alimentos com os seus

grandes corpos (Aciua et al., 2011).

Cavidade gastrica Epiderme

Exumbela
Mesogleia

Canal radial
Gastroderme

Canal circular

Gonadas
Tentaculos
Ropalio 1 Boca
Braco oral
Subumbela

Figura 1: A cifomedusa Aurelia aurita (Linnaeus, 1758) (ordem Semaeostomeae). Esquema adaptado
de Kavanau (2006) retirado de Duarte (2018).

1.2. Ciclo de Vida das medusas

A maioria das espécies de medusas, que pertencem a classe Scyphozoa, tém duas
fases no seu ciclo de vida (Figura 2), sendo este designado por ciclo bifasico: fase pelagica
(medusas ou cifomedusas) e fase bentdnica séssil (pdlipos ou cifistomas). A fase bentdnica
séssil é passada em estado de pdlipo, enquanto a fase pelagica é mével, comegando com o
estado de éfira até chegar ao estado de medusa adulta. Através de um estimulo do meio
ambiente, como a alteragéo de temperatura, salinidade, entre outros, os pélipos (benténicos)
iniciam um processo denominado de estrobilagdo e é neste que se vai originar o primeiro
estagio da fase pelagica denominado de éfira. Com alimentacéo e tempo estas vao crescer
até pos-éfiras, juvenis, até atingirem o ultimo estagio do seu ciclo de vida de medusa. Tornam-
se em medusas adultas apds um periodo de crescimento relativamente curto, geralmente de
2 a 3 meses (Prieto et al., 2010).



O ciclo de vida destas medusas inclui tanto reprodugcao sexuada como assexuada. A
reproducdo sexuada ocorre entre duas medusas adultas, macho e fémea, através da
libertacdo de gametas para a coluna de agua que, apds a sua fecundacao, originam larvas
plancténicas que posteriormente se fixam ao substrato marinho, e se transformam em pdélipos.
A reproducado assexuada pode ocorrer, por exemplo, por gemulagao, quando os pdlipos
produzem gomos que posteriormente se tornam em novos polipos, ou por estrobilacao,
quando os pdlipos sofrem metamorfose da sua cavidade oral e produzem uma (monodisco)
ou mais éfiras (polidisco) (Arai, 1997; Duarte, 2018). Estas éfiras vao, entdo, desenvolver-se
em medusas. Quando todas as éfiras se libertam do corpo, o pélipo regenerado, mais curto,

retoma a alimentacéo (Loeb & Hayes, 1981).

1. Planulae
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290 80:%
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Figura 2: Representagédo esquematica do ciclo de vida de Rhizostoma pulmo (Macri, 1778). Legenda:
(1) Larvas planctonicas; (2) Pdlipo principal assente no substrato; (3) Pdlipo totalmente desenvolvido;
(3a) Reprodugdo assexuada por gemulagdo; (4) Estrobilacdo; (5) Efira; (6) Meta-éfira; (7) Medusa
adulta. Imagem de Fuentes et al., (2011), obtida em Purcell et al., (2013).

1.3. Comportamento alimentar

As medusas tém uma unica abertura, a boca, que também funciona como anus. Ao
seu redor estdo 4 a 8 bragos orais que sdo usados para transportar alimentos capturados
previamente pelos tentaculos. Todos os cnidarios sdo carnivoros (Hale, 1999) e muitas
espécies de medusas capturam o seu alimento imobilizando a sua presa através de veneno.
Este esta contido em estruturas especializadas, chamadas nematocistos, os quais sao
formados por uma capsula de natureza proteica contendo um fio (cnidocilio) embrulhado e em
espiral que, apds a estimulagao quimica ou mecanica, é rapidamente projetada injetando o

veneno na presa ou no agressor (Mariottini & Pane, 2010).



Apds o contato, a maioria das presas é retida para ingestdo. No entanto, a
probabilidade de ocorrer um contato depende de varios fatores, incluindo morfologia da

superficie de captura, tamanho e comportamento da presa (Wagner et al., 2020).

Existem também outras espécies que sdo conhecidas por absorver nutrientes
diretamente da agua do mar (Edwards & Breazeale, 2012). O desenvolvimento e distribuicao
de certos tipos de nematocistos e a injegcdo de compostos bioativos sdo um fator crucial para

a captura e digestao de presas por cnidarios (Kintner et al., 2005).

A sua alimentagdo no meio selvagem provém sobretudo de pequenos crustaceos
pertencentes ao zooplancton, maioritariamente copépodes (Raskoff et al., 2003), ou de outras
espécies de medusas (Purcell, 1992), podendo também alimentar-se de ovos, larvas e peixes
pequenos. No entanto, as alteragdes sazonais de parametros ambientais (como a
temperatura, salinidade, luz e disponibilidade de alimento) e a sua migragao e deslocagao nas
correntes ou mesmo a migragao das proprias presas, podem provocar modificagées na sua
dieta (Gordon & Seymour, 2012).

1.4. Aquacultura de medusas
Devido a mudancgas drasticas no nimero de individuos nas populagdes de medusas,
tem havido um aumento de interesse nestas, especialmente tendo em consideragdo que
podem transmitir um forte controlo sobre a dindmica do plancton marinho (Richardson et al.,
2009; Robinson et al., 2014). Como organismos com taxas de alimentagcido, em termos de
eficiéncia de assimilagao, altamente eficientes, as medusas podem ter impactos substanciais

nas populagdes que sao predadas por estes (Tay, 2020).

As cifomedusas competem com muitas espécies de peixes por alimento e alimentam-
se das larvas e ovos dos seus competidores (Barz & Hirche, 2007; Sabatés et al., 2010), mas
adquirir conhecimentos sobre a dinamica do ciclo de vida das medusas n&o se revela
importante apenas na sua vertente ecoldgica. Blooms de medusas afetam também a
aquacultura (Mills, 2001; Purcell et al., 2007; Purcell, 2012), a pesca (Lynam et al., 2006), o
turismo e operagdes de centrais elétricas (por exemplo, ao obstruirem o fornecimento de agua

dos sistemas de refrigeragéo) (Lesniowski et al., 2015).

Existe um mercado crescente na procura de medusas na industria alimentar,
farmacéutica e outros sectores relacionados, no entanto existem poucos estudos sobre a
ecologia e biologia das medusas, pouca informacgédo esta disponivel sobre a reproducéo,

nutricio e manutengdo das mesmas. O conhecimento atual esta claramente atrasado



comparando com outros animais de aquacultura comuns, como camardes e peixes (You et
al., 2007).

As medusas sdo uma iguaria popular nos paises do sul e leste da Asia com uma
elevada procura principalmente no mercado Chinés e Japonés (Omori & Nakano, 2001; Hsieh
et al., 2001; You et al., 2007; You et al., 2016). As pescarias de medusas para consumo
humano sao significativamente elevadas, com, recentemente, desembarques a nivel global
superiores a 1 milhdo de toneladas (Brotz 2016; Brotz & Pauly, 2016; Brotz et al., 2017)

No entanto, apenas certos tipos de medusas sdo considerados adequadas para
consumo humano, como por exemplo a espécie Rhopilema esculentum (Kishinouye, 1891)
da subordem Daktyliophorae, ordem Rhizostomeae, classe Scyphozoa (Purcell et al., 2013).
Estas medusas sao caracterizadas por uma textura firme, com altos teores de proteina
(colagénio) (Hsieh et al., 2001). As qualidades mais valiosas sdo uma textura crocante-

elastica e cor branca.

Para além de valores dietéticos e medicinais, algumas medusas também sdo usadas
para fins ornamentais, quer em aquarios domésticos, quer em aquarios publicos. Alguns
exemplos populares, incluem medusa-Lua (Aurelia aurita) que é, muito provavelmente, a
medusa mais popular no ramo da aquariofilia ornamental e, também, a medusa-de-pintas
(Phyllorhiza punctata (von Lendenfeld, 1884)).

Mais recentemente, preocupagdes nos setores publicos, industriais e governamentais,
foram crescendo devido aos problemas causados por medusas, como acidentes em praias
publicas devido ao seu veneno e o desaparecimento de algumas zonas pesqueiras devido ao
seu numero de individuos, estarem aparentemente a aumentar (Purcell et al., 2007; Purcell,
2012). Consequentemente, torna-se importante o estudo e a compreensédo da biologia e
ecologia destes organismos para uma melhor compreensao destes fendmenos. No entanto,
cultivar espécies de medusas € ainda um desafio para investigadores e aquaristas. Para se
conseguir a reproducdo destas é necessario: conhecimentos sobre a historia e ecologia da
espécie; aquarios adequados para cada estagio do organismo (desde pélipo até pequenas ou
grandes medusas), ter em consideragao o volume, fluxo e corrente da agua; caracteristicas
da agua proéprias para a espécie (filtracdo, temperatura e salinidade); dieta adequada e

captura e transporte cuidadosos (Purcell et al., 2013).

Por fim, devido ao facto de as medusas proporcionarem exposicdes deslumbrantes
em aquarios, e porque as suas populagcdes e os problemas que causam aos humanos
parecem estar a aumentar em todo o mundo, o interesse em estudar, cultivar e exibir medusas

em aquarios publicos provavelmente vai continuar a aumentar (Purcell et al., 2013).
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1.4.1. Tipo de aquarios

Manter medusas em cativeiro coloca alguns problemas. Em primeiro lugar, elas nao
estdo adaptadas a espacgos fechados, uma vez que dependem das correntes maritimas para
as transportar e Ihes fornecer alimento. Para compensar, os aquarios que as mantém, sao
tipicamente circulares para evitar que os animais fiquem presos num canto e tém um
mecanismo que proporciona um movimento circular da agua. Em aquarios publicos, existe
geralmente um fundo azul ou preto, com iluminagéo lateral para maior contraste, uma vez
que, em condicdes naturais, muitas medusas sao tao transparentes o que as torna invisiveis

se uma iluminagéao correta nao for aplicada.

Apesar das variagdes existentes entre aquarios do tipo Kreisel, a maioria dos designs
baseia-se nos mesmos principios basicos, nomeadamente ao possuirem uma estrutura de
tanque circular ou semicircular, uma parte traseira e frontal planas e entradas e saidas de
agua, separadas por uma tela de drenagem; estas caracteristicas criam um fluxo de agua
difuso, que permite aos organismos nadarem livremente sem perigo de serem sugados e
minimiza o contacto destes com as paredes dos tanques (Duarte et al., 2021). A Figura 3
representa quatro tipos de aquarios tipicamente utilizados no seu cultivo. Estes devem permitir
um movimento livre dos organismos. Os que possuem tentaculos mais longos podem precisar

de aquarios de maiores dimensdes.

O tanque mais conhecido para manter medusas € o tanque Kreisel (Figura 3a). Este é
em forma de circulo, o0 que ajuda a agua a fluir constantemente num movimento circular. Com
a sua entrada e saida de agua unicas, o sistema de filtragao utiliza crivos de malha variada,

para evitar que as medusas sejam sugadas para fora do tanque.

O Kreisel foi modificado pela primeira vez pelo Aquario de Monterey Bay para criar o
pseudo-Kreisel (Figura 3b) que é facil de construir e provou ser versatil e satisfatério para
varias espécies de medusas. Este tanque segue o mesmo principio de um Kreisel e é

basicamente um tanque quadrado com cantos curvos (Purcell et al., 2013).

Independentemente do design do tanque, a combinacdo de entrada e saida de agua
deve fornecer um loop de Hartford, de modo a garantir que o tanque nao fique abaixo do
compartimento de pulverizagéo, (se posicionado perto do topo), para evitar a formagéao de
bolhas de ar, que podem facilmente ficar presas na umbela das medusas e danificar
seriamente individuos juvenis e adultos (Raskoff et al., 2003; Widmer et al., 2008; Crow et al.,
2013; Duarte et al., 2021)



(c) (d)

Figura 3: Tipos de aquarios utilizados em aquacultura de medusas. (a) Aquario Kreisel; (b) Pseudo-
Kreisel; (c) Tanque rectangular; e (d) tanque cilindrico. Legenda: A — Saida da agua; B — Crivos; C —
Entrada de agua. Imagem de Purcell et al., 2013



1.5. Género em estudo Chrysaora

Tipicamente conhecidas como urtigas do mar (sea nettles), as medusas Chrysaora
(Péron & Lesueur 1810) é um género de medusas maioritariamente marinho, pertencente a
classe Scyphozoa (Filo Cnidaria), que pode ser encontrado em todos os mares temperados e
tropicais (Ras et al, 2020). E o género com mais diversidade dentro da subclasse
Discomedusae, com 15 espécies validas atualmente reconhecidas, com muitas outras nao
formalmente descritas. O género é amplamente distribuido por todos os oceanos costeiros
(Morandini & Marques, 2010), e contém alguns membros muito abundantes e ecologicamente
importantes, que podem influenciar o funcionamento do ecossistema e os fluxos tréficos (Ras
et al., 2020).

A maior parte do ciclo de vida das espécies pertencentes ao género Chrysaora ocorre
no estado de pdlipo com 0,5 a 3 mm de comprimento. No seu habitat natural, os pdlipos
alimentam-se de varios tipos de pequenos invertebrados (Cargo & Schultz, 1966) os quais
séo capturados com nematocistos, os organelos urticantes, presentes nos tentaculos. O seu
comportamento alimentar € semelhante aos individuos pertencentes ao género Hydra
(Lenhoff, 1961) e em varios outros cnidarios (Fulton, 1963; Mariscal & Lenhoff, 1968;
Lindstedt, 1971; Reimer, 1971) e geralmente podem ser descritos da seguinte forma: apds a
estimulagao, os tentaculos contraem-se e dobram-se em dire¢ao a boca. Esta, entdo, abre-se
€, na maioria dos casos, os tentaculos passam pela boca, abrindo e entrando na cavidade

gastrointestinal (Figura 4) (Loeb & Blanquet, 1973).

Figura 4: Comportamento alimentar em pdlipos de Chrysaora; (A) pdlipo com boca fechada e tentaculos
estendidos antes da introdugdo do estimulante alimentar; (B) pdlipo apés exposicdo. A maioria dos
tentaculos foram omitidos dos desenhos para maior clareza. Imagem de Loeb & Blanquet, (1973).
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1.6. Espécie em estudo: Chrysaora chesapeakei (Papenfuss 1936)
Pertencente a classe Scyphozoa do filo Cnidaria, Chrysaora chesapeakei (Papenfuss
1936) (Figura 5) é uma espécie pertencente ao grupo das “urtigas-do-mar” a qual possui o
nome comum em inglés de Bay nettle. E maioritariamente encontrada no estudrio
Chesapeake (Estados Unidos da América), dai a origem do seu nome. Pode também ser

encontrada em aguas abertas, salobras e estuarinas.

Dependendo da sua localizagdo no estuario Chesapeake, estas podem apresentar
diferentes coloracdes. As que sao encontradas nas mais a montante do estuario, apresentam
uma coloragdo branca “leitosa”. Aquelas que se encontram na mais a jusante, onde a
salinidade é mais alta, podem apresentar riscas vermelho-acastanhadas e até roxas. Uma
espécime adulta pode apresentar uma umbela com um didmetro de aproximadamente 20
centimetros e a sua “picada” é considerada moderada, mas nao é perigosa. Membros desta
espécie tém uma média de vinte e quatro tentaculos, mas este nimero pode variar. Ocorre
também em aguas estuarinas do Atlantico Noroeste e em aguas costeiras ao largo do Golfo

do México (Virginia Institute of Marine Science, 2023).

Figura 5: Chrysaora chesapeakei. Foto por Miguel Serrao.

Esta medusa consegue capturar presas usando tanto a umbela como os tentaculos e
bragos orais. Uma vez preso a medusa, o alimento é transferido para os bracos orais, onde é
envolvido pelas dobras labiais presentes nestes. Estes movimentam a presa o mais proxima
possivel através de contragdes musculares e, se a presa for demasiado grande para entrar

no estdbmago, é digerida dentro dos bragos por enzimas proteoliticas extracelulares (Larson,



1986). A sua dieta inclui plancton, pequenos invertebrados como crustaceos, larvas de

mosquito, ovos de peixes e até outras medusas.

C. chesapeakei também pode reproduzir-se rapidamente em condi¢des favoraveis,
mas esta espécie alterna entre a reproducéo sexuada e assexuada. Quando a temperatura
da agua excede os 17°C na primavera (Cargo & King, 1990), os pdlipos bentdnicos
reproduzem-se assexuadamente através de estrobilagao, libertando éfiras. A produgao destas
€ maior quando a salinidade esta entre 9 e 25 (Purcell et al., 1999; Stone et al., 2019). A
medusa é geralmente gonocoérica e, apés a maturagao, machos e fémeas libertam os seus

gametas da cavidade gastrovascular e saem pela boca (Medina, 2018).

A espécie Chrysaora chesapeakei tem muitos aspetos em comum com a urtiga-do-
mar, Chrysaora quinquecirrha (Desor, 1848), que, até 2017, pensou-se que as duas fossem
apenas uma espécie. Embora estas espécies se sobreponham nas suas distribuicoes
geograficas, deve notar-se que C. chesapeakei aparenta ser uma espécie em grande parte
estuarina, enquanto C. quinquecirrha é predominantemente costeira, com areas limitadas de
sobreposigao entre as duas (Bayha et al., 2017, Ras et al., 2020). Foram diferenciadas através
de analises genéticas ao DNA nuclear e mitocondrial, juntamente com varias medidas
morfoldgicas (Bayha et al., 2017). A sua diferenciacdo morfolégica é baseada principalmente
no numero de tentaculos, forma dos septos radiais, ordem de desenvolvimento dos tentaculos,
coloragao e medi¢des dos nematocistos (Morandini & Marques, 2010). A diferenciacao visual
mais Obvia entre as espécies pode ser feita através do numero de tentaculos entre ropalios.
No caso da C. quinquecirrha, esta apresenta cinco tentaculos entre cada ropalio, enquanto a
C. chesapeakei apresenta apenas trés. Esta também possui uma umbela menor e bragos

orais mais alongados. Todas estas observag¢des podem ser confirmadas na Figura 6.

Sea Nettle Jellyfish (East Coast and Gulf of Mexico)

Nettle

Figura 6: Representacdo das diferengas entre as espécies Chrysaora chesapeakei (Bay Nettle) e
Chrysaora quinquecirrha (Sea nettle). Imagem de Smithsonian insider.
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1.7. Objetivo
A aquacultura de medusas € crucial para varios tipos de mercados como o
farmacéutico no desenvolvimento de novos medicamentos e também de antivenenos, no
mercado para consumo humano que € mais comum em paises asiaticos € no mercado
ornamental, em que exposi¢coes com varias espécies de medusas podem ser apreciadas em

aquarios publicos e domésticos por todo 0 mundo.

Pouco é conhecido sobre a nutricido da espécie em estudo e, de acordo com a
pesquisa efetuada, ndo existem muitos ensaios experimentais de nutricdo em espécies do
género Chrysaora. Assim, o objetivo desta tese de mestrado foi avaliar e otimizar o
crescimento e o desenvolvimento de individuos da espécie Chrysaora chesapeakei, desde a
fase juvenil até a fase adulta, recorrendo a dietas diferentes, em condi¢cdes de laboratdrio, em
sistemas de recirculagdo (RAS). Para tal foram realizadas medigbdes no didametro da umbela
e foram também feitas anotagdes nas diferengas morfoldgicas dos individuos das diferentes

dietas ao longo do tempo.
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2. Materiais e Métodos

Os ensaios experimentais realizaram-se nos laboratérios do Edificio CETEMARES,
Centro I&D, Formagao e Divulgagao do Conhecimento Maritimo, do Instituto Politécnico de
Leiria e Sede do MARE- IPLeiria (Peniche, Portugal).

2.1. Cultivos auxiliares
2.1.1. Artémia (Artemia franciscana (Kellog, 1906))

Os cistos utilizados durante o ensaio foram da referéncia “EG Artemia” da INVE
Aquaculture (https://www.inveaquaculture.com/). Estes foram descapsulados e postos a
eclodir em garrafas préprias (Figura 7b) num periodo de 24 horas, com arejamento forte, a
uma temperatura ambiente de 25°C e a uma salinidade de 34. Tanto na alimentagao dos
polipos como das éfiras foram fornecidos metanauplios recém-eclodidos. Numa fase inicial
efetuaram-se diversas contagens para acertar a concentragdo de artémia e esta foi sempre

fornecida a uma concentragéo de aproximadamente 120 metanauplios ml™.
2.1.2. Rotiferos (Brachionus plicatilis (Muller, 1786))

Os rotiferos foram mantidos num tanque cilindro-cénico 20 L (Figura 7a) com
arejamento fraco a uma temperatura de 25°C e a salinidade 24. Estes foram alimentados duas
vezes por semana com uma mistura de 1 L de duas microalgas, Nannochloropsis gaditana
(L.M.Lubian, 1982) e Tetraselmis chuii (Butcher, 1959), a uma concentragédo de
aproximadamente 10° células mL™'. Uma vez por semana o tanque era limpo (troca de agua

parcial), e foram também feitas contagens para garantir que o cultivo se encontrava saudavel.

Figura 7: Cultivo de rotiferos (a) e garrafas para eclodir cistos de artémia (b). Fotos por Miguel Serrao
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2.2. Manutencao dos polipos

Os polipos (Figura 8) foram mantidos em goblets de 500mL a uma temperatura de
20°C e a uma salinidade de 18 com fotoperiodo de 12:12. Foram fornecidos 3 mL de artémia
a 120 metanauplios mL" e 3 mL de rotiferos a 205 rot mL"' duas vezes por semana e foram
efetuadas trocas de agua parciais de 50% também duas vezes por semana para controlo da
qualidade da agua e salinidade. No inicio da estrobilagéo foi fornecido arejamento a colénia,

para que as éfiras nao ficassem depositadas no fundo do goblet.

Figura 8: Foto de um Pdlipo de Chrysaora chesapeakei tirada a lupa binocular. Consegue-se observar
reproducao assexuada pela formagéo de dois pdélipos mais pequenos. Foto por Miguel Serréo.

2.2.1. Indugdo da estrobilagao

A estrobilagdo foi induzida através do choque de temperatura que nesta espécie, é
feita através do aumento desta. Os pdlipos que se encontravam a uma temperatura controlada
de 20°C, foram colocados numa sala a 25°C. Uma vez que nao se observou estrobilagdo com
este aumento, os pdlipos foram entdo colocados numa camara climatica a temperatura de
14°C. Assim, quando fossem colocadas de novo na sala a 25°C, a diferenga de temperatura
fosse maior. Com este aumento dos 14°C para os 25°C a indugao da estrobilacao foi realizada

Ccom Sucesso.
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Durante este periodo os pdlipos foram alimentados de igual forma e foram realizadas
trocas parciais de dgua de 50%, também duas vezes por semana, em que se teve o cuidado
de manter a agua para efetuar as trocas num goblet de vidro, dentro da mesma camara
climatica, para que esta esteja a mesma temperatura que a agua dos pélipos na altura das

trocas.
2.3. Manutencao das éfiras

Numa fase inicial as éfiras (Figura 9) foram colocadas em goblets de 1 L (Figura 10) a
uma concentragdo de 6 ind L', com arejamento para impedir estas de ficarem no fundo. Os
goblets foram colocados numa sala com uma temperatura controlada de 20°C, a uma
salinidade de 18. No inicio foram alimentadas diariamente, apenas com 15 mL rotiferos a uma
concentragdo de aproximadamente 100 ind mL™". Apds 15 dias iniciou-se a administragdo de
5 mL de artémia a uma concentragdo de 120 metanauplios mL', também diariamente, pois
foi na altura que as éfiras desenvolveram os seus bragos orais o suficiente, para conseguirem
capturar a artémia. Passados 30 dias as pds-éfiras foram transferidas para aquarios tipo

Kreisel para dar inicio ao ensaio. Foram efetuadas trocas parciais de agua de dois em dois

dias.

Figura 9: Fotos de éfiras de Chrysaora chesapeakei tiradas a lupa binocular. Fotos por Miguel Serrao

Figura 10: Goblets com arejamento nos quais foram mantidas as éfiras. Foto por Miguel Serédo
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2.4. Desenho experimental

Devido a insuficiéncia de éfiras obtidas numa primeira estrobilagao, este ensaio foi
conduzido em duas etapas, de modo a obter resultados mais fidedignos. Assim, induziram-se
duas estrobilagdes e realizaram-se dois ensaios experimentais em alturas diferentes e os

resultados foram analisados como um todo.
2.4.1. Tratamentos

O objetivo deste ensaio foi avaliar o efeito de duas dietas diferentes e um grupo de
controlo no crescimento de éfiras da espécie Chrysaora chesapeakei em laboratério. As dietas
testadas consistiram em metanauplios de artémia e preparados de medusa e de peixe, da
espécie Catostylus tagi e de Merluccius capensis, respetivamente. A primeira dieta (D1)
consistiu em 4 mL de metanauplios de artémia, a mesma concentragdo que a fornecida aos
polipos e as éfiras, administrados duas vezes por dia e 0,36g L' de preparado de medusa (C.
tagi) por aquario. A dieta 2 (D2) consistiu em 4 mL de metanauplios de artémia duas vezes
por dia e de 0,045g L™, de preparado de pescada (M. capensis). As éfiras foram alimentadas
as 9, 13 e 17 horas, sendo que a ultima alimentagéo foi de preparado. Foi feito também um
grupo de controlo (C) em que foi alimentado apenas com artémia, com as mesmas dosagens

e as mesmas horas.

Para cada tratamento com preparados foram feitas 4 réplicas denominadas de D1.1.;
D1.2; D1.3; D1.4 e D2.1; D2.2; D2.3; D2.4. Quanto ao controlo foram feitas 8 réplicas para se
obter um mesmo numero de individuos submetidos a preparado e submetidos a apenas
artémia, denominadas de C1; C2; C3; C4; C5; C6; C7; C8. Cada réplica foi composta por

quatro individuos.
2.4.1.1. Preparados

Foram administrados dois tipos de preparados, um composto pela medusa do Tejo
Catostylus tagi, capturada no seu meio ambiente, em que apenas a campanula foi triturada
até o preparado estar com uma consisténcia de “papa”, com pedacos de tamanho muito
reduzido. O preparado resultante foi, entdo, pesado e congelado em cuvettes de gelo, de
forma que cada cubo correspondesse a uma dose diaria a ser administrada para todos os
aquarios. Assim, cada divisoria da cuvette foi preenchida com 0,72 g de preparado. O segundo
preparado foi composto por lombo de pescada (Merluccius capensis), pré-congelado
adquirido no supermercado. Este foi triturado e congelado de forma idéntica ao primeiro

preparado em que cada cuvette foi preenchida com 0,09 g.
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As doses iniciais de cada preparado foram baseadas na tese de mestrado de Duarte
(2019). Foram também realizados pré-ensaios para determinara a quantidade certa de

preparado a administrar e acertou-se a dose para os valores descritos anteriormente

Para administrar os preparados, estes foram colocados em recipientes com 120 mL
de agua proveniente da sump de cada sistema RAS, homogeneizou a solugéo e colocou-se

30 mL desta em cada um dos aquarios, de modo a fornecer a mesma dose a cada répilca.

2.4.1.2. Composigao nutricional das dietas

As Tabela 1, representa as composi¢des nutricional dos alimentos que compuseram
as dietas deste ensaio. Estes incluem metanauplios de artémia Artemia franciscana (Fonte:
Léger et al., 1987), a medusa Catostylus tagi (Fonte: Morais et al., 2009) e pescada Merluccius

capensis (Fonte: Marques et al., 2009).

Tabela 1: Composic¢ao nutricional dos alimentos utilizados neste ensaio

Artémia (%) C. tagi(g/100g) M. capensis (g/100g)

Proteina 52,2 1,85 17
Lipidos 18,9 0,22 0,8
Hidratos de Carbono 14,8 - 0

Cinza 9,7 18,85 1,3

2.4.2. Sistema RAS

Pelo facto de as medusas da espécie Chrysaora chesapeakei ndo serem organismos
filtradores e, uma vez que ao controlo apenas foi fornecido artémia, foram usados apenas dois
sistemas RAS (Figura 11) distintos para D1 e D2, e as réplicas de controlo foram distribuidas
entre os dois sistemas como esta representado na Figura 13, em que as réplicas da dieta de
medusa foram colocadas na prateleira de baixo, juntamente com metade do grupo de controlo

e as da dieta de pescada na prateleira de cima com as restantes réplicas do controlo.
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Figura 11: Fotos dos aquarios tipo Kreisel onde foram realizados os ensaios. Fotos por Miguel Serrao

Cada sistema RAS consistia de aquarios tipo de Kreisel, com um volume util de 1,5L.
Cada sistema RAS tinha duas bombas (Eheim 1262), uma que bombeava agua da sump para
o sistema e a outra da sump para um chiller (HAILEA modelo: HC — 500 A), de volta para a
sump, para manter a temperatura do sistema estavel. Em termos de filtracdo, continha um
filtro UV (Vecton V2 600), sacos com biobolas e um escumador de proteina (TMC, Reef-Skim

1000). Cada aquario continha também dois crivos com malha de 125 um nos préprios tanques.

O sistema foi mantido a uma temperatura de 20°C a uma salinidade de 18. A salinidade
e temperatura forma medidas todos os dias, parametros, como nitritos, nitratos, aménia e pH

foram medidos uma vez por semana.

Figura 12: (a) Foto da sump contendo biobolas, filtro UV, escumador de proteinas e bombas de
recirculagdo. (b) Chiller. Fotos por Miguel Serrao
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Os sistemas de suporte de vida foram desenhados de raiz, no entanto as tubagens,
circuito hidraulico e distribuicdo dos aquarios foi desenhada pela equipa do CETEMARES. As
figuras 13 e 14, representam os esquemas com a organizac¢ao do sistema do ensaio e o fluxo

de agua do sistema de suporte de vida (respetivamente).

e Temperatura: 20°C
Salinidade: 18
4 individuos por Kreisel

Prateleira de cima

D2 + Controlo

Artémia + Preparado M. capensis

|

Prateleira de baixo

D1 + Controlo

Artémia + Preparado C. tagi

| EEEEEEEE

Figura 13. Esquema com a representagao visual do desenho experimental.

Chiller

Retorno

Figura 14. Esquema com a representagéo do circuito de agua dos sistemas.
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2.4.3. Parametros avaliados

Ao longo do ensaio foram efetuadas 4 medigbes, sendo que estas foram distribuidas
por quatro semanas, ou seja, 1 medigao por semana. De todas as réplicas foram selecionados
2 individuos e, uma vez que cada réplica continha 4 individuos e atendendo a grande diferenca
de tamanhos nos individuos em cada réplica, optou-se por apenas medir os 2 individuos
maiores de cada réplica e posteriormente foram seguidos sempre estes individuos. Foram
medidas a 2, 9, 16 e 23 de Novembro.

Para este ensaio optou-se por medir o didmetro da umbela (em milimetros) como esta
representado na Figura 15a. No inicio, as éfiras foram medidas recorrendo-se a uma lupa
binocular (ZEISS Stemi 305) e ao programa ZEN 2.1 (blue edition). No entanto, devido ao
elevado crescimento das medusas, no final do ensaio teve de se recorrer a papel milimétrico,
colocando a medusa numa placa de petri e medir o didametro a olho nu recorrendo a papel

milimétrico (Figura 15b).

L e \"ml p
i | .,‘ % ||’

(a)

Figura 15: Exemplos visuais para demonstragdo de como foram feitas as medi¢gdes com recurso a (a)
Lupa binocular e (b) Papel milimétrico. Fotos por Miguel Serrao

Para além das medigOes descritas anteriormente, também foram feitas observacoes
visuais nas diferencas morfoldgicas entre as medusas de cada dieta ao longo do tempo, tais

como o comprimento dos tentaculos e bragos orais.
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2.4.4. Analise estatistica

Para este ensaio experimental foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) de um
fator, com o intuito de avaliar o efeito das diferentes dietas no crescimento das medusas da
espécie Chrysaora chesapeakei, através do incremento do didmetro da umbela. Os
pressupostos (normalidade dos dados e homogeneidade de variancias) foram devidamente

validados.

Quando aplicavel, os resultados apresentam-se na forma de média + desvio-padrao
(DP). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando a versédo R 4.2.1 (R
Development Core Team, 2022), tendo sido aplicado um nivel de significancia de 5%, ou seja,

sempre que p-value < 0,05, as diferencas eram consideradas estatisticamente significativas.

2.5. Identificagao da espécie

Apods o término do ensaio, as medusas foram mantidas em aquarios tipo Kreisel de
maiores dimensdes, para fins recreacionais, para capturar as fotografias apresentadas na
Figura 5 e também para ter a confirmacdo que esta espécie é, de facto, a Chrysaora
chesapeakei, através da contagem do numero de tentaculos (trés entre cada ropalio). Ja na
sua fase adulta, as diferencas morfoldgicas como o comprimento dos tentaculos e a grossura
dos bragos orais, entre os individuos das duas dietas e do grupo de controlo foram sendo

cada vez menos evidentes a medida que estas cresciam.
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3. Resultados
3.1. Crescimento

Com a analise das figuras 16 e 17 foi possivel observar-se que com as dietas de
medusa e pescada (D1 e D2), as medusas apresentaram um crescimento mais elevado,

comparativamente ao grupo de controlo.
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Figura 16: Representagdo da média dos incrementos no didmetro da umbela das medusas, para as 3
dietas, nos quatro dias de medigdes. C=dieta controlo; D1=dieta de medusa; D2=dieta de pescada.
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Figura 17: Grafico de barras da média e desvio-padrao dos incrementos no didmetro da umbela das
medusas, nos quatro dias de medigédo. C=dieta controlo; D1=dieta de medusa; D2=dieta de pescada.
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Foi possivel observar que as medusas alimentadas com a dieta de C. tagi,
apresentaram valores mais elevados no incremento do didmetro da umbela, em relagéo a D2
e também em relagdo ao grupo de controlo. No final do ensaio, a média dos didmetros da
umbela para cada tratamento foram: 15.54 + 4,69 mm para o grupo de controlo, 28,52 + 3,01
mm para a D1 e 20,46 + 9,98 mm para a D2. Em relagdo ao didmetro maximo registado,
obtiveram-se em D1 (1.4) um individuo com 35 mm de didmetro em D2 (2.2), um individuo

com 30 mm e no grupo de controlo (C2) com 22,5 mm.

3.3. Incrementos totais

As éfiras utilizadas neste ensaio, apresentavam um tamanho médio inicial de 2,70
+ 0,59 mm para D1, 2,53 + 1,00 mm para D2 e 2,46 + 0,86 mm para a dieta controlo, ndo
existindo diferencas estatisticamente significativas entre o tamanho médio inicial para os
diferentes tratamentos (ANOVA p-value > 0,05).

Analisando da Figura 18 e a Tabela 4 (em anexo), onde se pode observar o incremento
do didametro da umbela, podemos concluir que o maior incremento foi registado em D1, réplica
1.3 com um incremento de 28,03 mm. Em D2 o maior foi na réplica 2.1 com 27,00 mm e o no

grupo de controlo na réplica C2 com 19,17 mm.
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Figura 18: Representagao grafica da média dos incrementos no didmetro da umbela (mm), no ultimo
dia de medicdo. C — dieta controlo, D1 — dieta de medusa, D2 — dieta de pescada.
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Observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre a dieta controlo e a
dieta de medusa (ANOVA p-value<0,05). No entanto, ndo se obtiveram diferengcas nem entre
a dieta de medusa e dieta de pescada nem entre o controlo e a dieta de pescada (Tabela 5

em anexo).

Analisando a Figura 19 que representa a média dos incrementos ao longo de todos os
dias de ensaio, podemos observar um declinio no incremento a partir do terceiro dia em D1 e
D2, sendo que este foi mais evidente em D1. No entanto, o mesmo nao se verifica no grupo

de controlo.
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Figura 19: Média e desvio padrédo dos incrementos do didmetro da umbela nos dias 2, 3 e 4 de
medigao.

3.4. Alteragoes morfolégicas

Ao longo deste ensaio foram feitas varias observagbes na morfologia tais como
comprimento e didmetro dos tentaculos e bragos orais, ao longo do desenvolvimento das
medusas nos diferentes tratamentos. Passados seis dias, desde o comecgo do ensaio, notou-
se que os individuos maiores de D1 apresentavam tentaculos mais alongados que D2, no
entanto, os bragos orais de D2 eram maiores e mais robustos. Ao final de doze dias
verificaram-se as mesmas diferencgas. Isto pode ser explicado devido ao facto de que D2 era
composta por pedacos de alimento de maiores dimensbées que D1. Finalmente, passados
dezassete dias, os individuos de D1 comegaram a desenvolver mais pares de tentaculos na

sua umbela, ao contrario dos de D2.
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Ja na sua fase adulta, quando foram mantidas para fins recreacionais, as diferencas
morfolégicas como o comprimento dos tentaculos e a grossura dos bragos orais, entre os
individuos das duas dietas e do grupo de controlo foram sendo cada vez menos evidentes a

medida que estas cresciam.
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4. Discussao
4.1. Viabilidade do ensaio

Segundo Larson (1986), tendo em conta a sua morfologia (tentaculos e bragos orais
compridos), a medusa Chrysaora chesapeakei aparenta estar mais adaptada a uma
alimentagdo em macrozooplancton como ctendéforos o que coincide com os resultados deste
estudo, em que se obtiveram diferengas estatisticamente significativas entre o controlo e a
dieta de preparado de medusa, no incremento do didmetro da umbela. No entanto, medusas
do género Chrysaora sao conhecidas por se alimentarem numa ampla variedade de tanto
macro como microzooplancton e sdo conhecidas por serem oportunistas, alimentando-se
numa grande variedade de presas (Larson,1986). Ao terem este comportamento oportunista,
as medusas deste ensaio aceitaram o preparado de medusa como alimento, no entanto, n&o
se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre as duas dietas e entre o grupo

de controlo.

Em laboratério medusas do género Chrysaora ja foram mantidas com sucesso, tanto
com dietas de outras medusas (Delap, 1901), como outros tipos de presas (por exemplo
ctendforos e poliquetas, Cargo & Schultz, 1966, 1967; Miller, 1974), em que se obteve

crescimentos mais elevados quando fornecidas medusas.

Larson (1986) afirma que medir apenas variagdes no didmetro da umbela, em espécies
do género Chrysaora, nao € um bom indicador de crescimento porque diferengas em
biomassa podem ocorrer com pequenas ou henhumas mudangas no diametro da umbela. As
observacgoes feitas neste ensaio, verificaram um desenvolvimento mais acentuado dos bragos
orais em medusas alimentadas com pescada. Isto pode ser explicado porque D2 era
composta por pedagos de alimento de maiores dimensdes que a D1. Em futuras experiéncias,
seria importante, efetuar pesagens ou realizar outros tipos de medi¢gdes como distancia de
ropdlio a ropalio de modo a garantir a viabilidade dos resultados obtidos em termos de

crescimento.

4.2. Crescimento

Larson (1986) realizou um estudo em que trés medusas pertencentes a espécie
Chrysaora quinquecirrha (25, 150 e 300 g peso humido ou 55, 125, e 150 mm em didmetro)
foram mantidas numa dieta de Cassiopea frondosa (Pallas, 1774) durante 60 dias de modo
que o crescimento e eficiéncia de crescimento pudessem ser medidos. Os espécimes mais
pequenos mostraram crescimento rapido com uma média de aumento de peso humido de 4

e 8 g (respetivamente) por dia. O individuo maior, uma fémea sexualmente madura, aumentou
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apenas 1,5 g de peso humido por dia. Durante este periodo, a alteragao do maior espécime
foi de apenas 5 mm, sugerindo que, alteragdes no didmetro da umbela ndo € um indicador
adequado de crescimento. Neste trabalho, observou-se um grande incremento (13,15 mm)
com a dieta de medusa em apenas uma semana, indicando que este tipo de dieta podera

potenciar um crescimento otimizado nestas espécies de medusas.

Cruz (2015) testou trés dietas diferentes, Artemia salina (Linnaeus, 1758), Acartia grani
(Sars G.O., 1904) e Aurelia aurita no crescimento de éfiras de Chrysaora quinquecirrha, e
verificou que a dieta que obteve uma maior taxa de crescimento foi a de Aurelia aurita. Estes
dados vao de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, em que se obteve uma taxa
de crescimento mais elevada com o fornecimento de organismos gelatinosos. Purcell (1992)
examinou conteudos estomacais e concluiu que todas as espécies de medusas, examinadas
até a data, consomem uma grande variedade de zooplancton, consumindo frequentemente
organismos gelatinosos. E também prudente anotar que nem a medusa utilizada na
alimentacido dos espécimes deste ensaio (Catostylus tagi) nem a usada por Cruz (2015),
Aurelia aurita, fazem parte da alimentagao natural de C. chesapeakei e C. quinquecirrha

(respetivamente).

Neste ensaio, notou-se que sobrava sempre artémia nos aquarios do grupo de
controlo, mas no caso da dieta de medusa, a partir do terceiro dia de medi¢gado nao sobrava
nem artémia nem restos de preparados. Em algumas réplicas de D2, reparou-se que havia
bastantes restos de preparado no fundo do aquario, provavelmente por causa do peso dos
pedacos, 0 que nos leva a concluir que estas alimentavam-se maioritariamente de
metanauplios de artémia, dai a taxa de crescimento ao longo do ensaio (Figura 16) e o
incremento do didmetro da umbela (Figura 18) ser mais reduzido comparativamente a D1.
Purcell et al. (2013) afirmam que metanauplios de artémia recém-eclodidos sao usados para
alimentar a maioria das medusas. Estes servem bem como base durante todo o ciclo de vida;
no entanto, suplementos nutricionais sdo necessarios. Sem suplementos a sua dieta,
medusas mantidas em cativeiro podem ficar deformadas e nao atingirem um tamanho

desejavel.

Neste trabalho, foi possivel observar-se um declinio no incremento de crescimento do
terceiro para o quarto dia de medi¢gdo em D1 e D2, enquanto no caso do grupo controlo, este
manteve-se sempre a aumentar durante o ensaio, o que podera significar que, nesta fase de

desenvolvimento, as medusas necessitavam de um aquario tipo Kreisel maior.

Outro fator que provavelmente interferiu na captura do alimento das medusas da dieta
de pescada foi o design do aquario tipo Kreisel. Estes aquarios, onde se realizou o ensaio,
tém as saidas de agua inseridas no proprio aquario apontadas para a parede criando um

efeito de corrente circular para a manutencao deste tipo de animais. O que se observou,
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constantemente, foi que as medusas conseguiam captar um pedaco de preparado, no entanto
ao se posicionarem a frente da saida de agua, a forga desta muita das vezes era suficiente,
para que o preparado fosse retirado dos bragos da éfira. Quando as medusas se tornaram
maiores, isto deixou de ser um problema visto que ja possuiam, ndo sO bragos orais mais
robustos, como também tentaculos mais alongados. Kreps et al. (1997), afirmam que, em
experiéncias laboratoriais, pequenos individuos da espécie Chrysaora quinquecirrha
(diametro de 20 mm) consumiram parcialmente ctenéforos maiores que as proprias medusas.
Confirmando assim que, a partir de um certo tamanho, as medusas ficam aptas a captar
alimento de maiores dimensdes. Concluindo entdo, que o preparado de pescada so se torna
eficiente, quando as medusas forem maiores, ou entdo sera importante triturar mais o

preparado em estagios iniciais.

Segundo Larson (1986), as taxas de alimentacao de espécies do género Chrysaora
com ctenoforos (Miller 1974) sdo cerca de 14 vezes maiores do que as taxas de alimentacgao
com nauplios de artémia (Feigenbaum et al., 1982). Além disso, as taxas de alimentagao de
Chrysaora quinquecirrha alimentanda com copépodes podem ser menores do que as
alimentadas com nauplios de artémia, devido a maior mobilidade dos copépodes (Clifford &
Cargo, 1978). A mobilidade do alimento também tem de ser levada em consideragao, no
entanto, como os tratamentos deste ensaio foram realizados, em parte, com alimento inerte,
e considerando o reduzido espaco do aquario, este problema apenas foi mais evidente numa

fase inicial, com o fornecimento de artémia, quando as éfiras eram mais pequenas.

Bamstedt et al. 2001, realizaram um ensaio com medusas-lua (Aurelia aurita) em que
testaram dietas com metanauplios de artémia e com mexilhdo (Mytilus edulis (Linnaeus,
1758)), variando também a temperatura. As medicbes efetuadas foram o didmetro da umbela
e a distancia entre os ropalios opostos. Os autores chegaram a concluséo de que se obtiveram
melhores resultados no que toca ao crescimento quando se fornecia mexilhdo em vez de

apenas artémia.

Segundo Cargo & Schultz (1966) as medusas sao seletivas no seu alimento. Estes
autores forneceram peixes cortados em pedacgos, peixes pequenos e poliquetas vivas
(Glycera dibranchiata) como alimento a medusas da espécie Chrysaora quinquecirrha. Nem
todos os alimentos foram aceites pelas medusas; por exemplo, alimentos invulgares como as
poliquetas, apesar de no inicio serem captadas, foram rapidamente rejeitadas, antes de
ocorrer a digestao. Apesar de as medusas da espécie Chrysaora chesapeakei aceitarem o
preparado de pescada e apresentarem um bom crescimento, podemos concluir que este ndo

é o ideal.
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Algumas espécies de medusas alimentam-se de outras na natureza. Isto é importante
porque espécies que se alimentam de outras medusas, ndo vao crescer corretamente sem
outras medusas na sua dieta (Purcell et al., 2013). Esta afirmacédo confirma-se com os
resultados obtidos nestes ensaios nutricionais. Nao s6 se obtiveram diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo de controlo e D1, como também se verificaram
diferengas morfoldgicas entre tratamentos, como o desenvolvimento de bragos orais mais
pronunciados nos individuos de D2 comparativamente aos de D1 e do grupo de controlo. Isto
pode ser explicado devido ao facto de que D2 era composta por pedacos de alimento de
maiores dimensdes que a D1. De facto, as dietas de medusas, pertencentes ao filo
Scyphozoa, como a Chrysaora quinquecirrha, contém muitos organismos gelatinosos como
suas presas. A selecdo de presas gelatinosas aparenta ser previsivel devido ao tamanho

elevado das presas, protegao pobre e natagéo fraca (Kreps et al., 1997).

Numa review realizada por Purcell (1991), o autor descreve e enumera diversas
presas de cnidarios, inclusive algumas espécies do género Chrysaora. A sua pesquisa revelou
que a espécie Chrysaora hysoscella (Linnaeus, 1767) se alimentava de medusas
pertencentes a classe Hydromedusae como a Amphinema dinema (Péron & Lesueur, 1810),
Clytia gregari (Agassiz, 1862), Cosmetira pilosella (Forbes, 1848), Obelia spp. Também o caso
da Chrysaora melanaster (Brandt, 1835) que se alimentava de Eutonina indicans (Romanes,
1876) e o caso de Chrysaora quinquecirrha que se alimentava do ctenéforo Mnemiopsis leidyi.
O autor também apresentou espécies que se alimentam de outras Cifomedusas como é o
caso de Cyanea capillata que se alimenta de Aurelia aurita e também de Chrysaora
melanaster. Revelando que a predacao de medusas por outras é, de facto, uma ocorréncia

natural e essencial para a sua nutricdo e desenvolvimento.
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5. Conclusao

Ensaios nutricionais com a espécie do género Chrysaora chesapeakei sdao muito
escassos, sendo necessario mais estudos com espécies deste género. Neste trabalho,
apenas foram testadas duas dietas (mais um grupo de controlo), em que ambas eram
compostas por organismos que ndo sdo encontrados no habitat natural da espécie em estudo,

logo ndo sdo consumidas por esta.

Com este estudo foi possivel comprovar que um alimento adicional, para além de
artémia, é essencial para o crescimento de individuos da espécie Chrysaora chesapeakei,
uma vez que houve diferengas estatisticamente significativas entre o controlo, em que apenas

foi fornecido artémia, e a dieta em que foi administrado preparado de Catostylus tagi.

Também foi possivel concluir que entre os preparados utilizados, os individuos desta
espécie apresentaram um crescimento mais acentuado com o preparado de C. tagi, em
comparagao com o controlo e com a dieta de M. capensis. Foi notério também, que os
individuos expostos ao tratamento com C. tagi desenvolveram os tentaculos mais depressa
do que com o tratamento com M. capensis. Em contrapartida, os individuos expostos a dieta

de pescada desenvolveram os bragos orais mais cedo.

No caso de D2, notou-se no inicio que as éfiras tiveram dificuldades em capturar os
pedacos de preparado devido ndo s6 ao seu tamanho, como também devido ao
funcionamento de um aquario tipo Kreisel. Concluindo assim, que, numa fase inicial de
crescimento, a dieta de pescada ndo ¢é ideal para esta espécie, mas tem efeitos positivos

quando as medusas apresentam maiores dimensoes.

Apenas se obtiveram diferengas estatisticamente (ANOVA p-value<0,05) significativas
entre D1 e o grupo de controlo, demonstrando, assim, que das dietas testadas nesta tese, a
mais adequada para o crescimento desta espécie €, de facto, metanauplios de artémia recém-
eclodidos e o preparado de Catostylus tagi o que, sendo esta espécie conhecida por predar
outras medusas, € um resultado esperado. No entanto, é importante ndo menosprezar o
fornecimento de metanauplios de artémia, que também sdo essenciais para o crescimento

destas medusas, especialmente no inicio do seu desenvolvimento.
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5.1. Pontos a melhorar no futuro

e Prolongar o tempo do ensaio de maneira que os individuos possam crescer ainda mais
e, eventualmente, transferi-los para aquarios Kreisel de maiores dimensbes de

maneira a poderem ser obtidos resultados mais robustos e fidedignos.

¢ Outro fendmeno que se observou foi a redugao de alimento presente nos aquarios de
um dia para o outro, a medida que os individuos aumentavam de tamanho. Deste
modo era também interessante aumentar a dose de alimento fornecido a medida que

os espécimes fossem crescendo.
¢ Como foi apontado na discussao desta tese, espécies do género Chrysaora tém uma

dieta muito variada, de maneira que, testar outros tipos de alimentos como ctenéforos,

mexilhao e até outras espécies de medusas, como Aurelia aurita, pode ser relevante.
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7. Anexos

7.1. Medigoes

7.1.1. Primeira etapa

Tabela 2: Médias de medi¢des das medusas em milimetros e incremento de crescimento do didmetro
da umbela, da primeira etapa.

Dieta Réplica Dia Medicao Medicao Incremento (mm)
Controlo 1 2/nov 2,94
Controlo 2 2/nov 3,85
Controlo 3 2/nov 3,33
Dieta 1 1 2/nov 3,73
Dieta 1 2 2/nov 2,94
Dieta 2 1 2/nov 4,28
Dieta 2 2 2/nov 3,00
Controlo 1 9/nov 5,06 2,12
Controlo 2 9/nov 6,16 2,30
Controlo 3 9/nov 5,61 2,28
Dieta 1 1 9/nov 10,56 6,83
Dieta 1 2 9/nov 8,35 5,41
Dieta 2 1 9/nov 11,07 6,79
Dieta 2 2 9/nov 7,91 4.9
Controlo 1 16/nov 9,71 4,65
Controlo 2 16/nov 12,02 5,86
Controlo 3 16/nov 10,21 4,60
Dieta 1 1 16/nov 23,00 12,44
Dieta 1 2 16/nov 21,50 13,15
Dieta 2 1 16/nov 21,50 10,43
Dieta 2 2 16/nov 19,50 11,59
Controlo 1 23/nov 19,25 9,54
Controlo 2 23/nov 22,50 10,49
Controlo 3 23/nov 20,00 9,79
Dieta 1 1 23/nov 30,00 7,00
Dieta 1 2 23/nov 29,25 7,75
Dieta 2 1 23/nov 30,00 8,50
Dieta 2 2 23/nov 29,00 9,50
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7.1.2. Segunda etapa

Tabela 3: Médias de medi¢des das medusas em milimetros e incremento de crescimento do didametro
da umbela, da segunda etapa.

Dieta Réplica Dia Medicao Medicao Incremento (mm)
(mm)
Controlo 4 27/dez 1,77
Controlo 5 27/dez 1,88
Controlo 6 27/dez 1,47
Controlo 7 27/dez 1,99
Dieta 1 3 27/dez 1,97
Dieta 1 4 27/dez 2,54
Dieta 2 3 27/dez 2,12
Dieta 2 4 27/dez 1,36
Controlo 4 07/jan 3,02 1,25
Controlo 5 07/jan 4,78 2,90
Controlo 6 07/jan 3,24 1,78
Controlo 7 07/jan 5,55 3,56
Dieta 1 3 07/jan 11,50 9,54
Dieta 1 4 07/jan 16,21 13,68
Dieta 2 3 07/jan 5,49 3,37
Dieta 2 4 07/jan 3,06 1,69
Controlo 4 14/jan 6,15 3,13
Controlo 5 14/jan 7,15 2,37
Controlo 6 14/jan 5,27 2,02
Controlo 7 14/jan 9,03 3,48
Dieta 1 3 14/jan 22,67 11,16
Dieta 1 4 14/jan 30,00 13,79
Dieta 2 3 14/jan 8,74 3,26
Dieta 2 4 14/jan 4,89 1,84
Controlo 4 21/jan 9,80 3,65
Controlo 5 21/jan 12,96 5,81
Controlo 6 21/jan 7,96 2,69
Controlo 7 21/jan 16,33 7,30
Dieta 1 3 21/jan 24,33 1,67
Dieta 1 4 21/jan 30,50 0,50
Dieta 2 3 21/jan 15,36 6,62
Dieta 2 4 21/jan 7,49 2,59
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7.1.3. Incrementos totais

Tabela 4: Médias de medigbes + desvio-padrdao das medusas em milimetros e incremento de
crescimento do didmetro da umbela entre o primeiro e ultimo dia em ambos os ensaios.

Dieta Réplica Dia Medicéao Medigéo * Desvio Incremento

padrédo (mm) (mm)

Controlo C1 4 19,25 £ 0,35 15,86
Controlo C2 4 22,50 + 3,54 19,17
Controlo C3 4 20,00+0 16,62
Controlo C4 4 9,80 £ 1,94 8,03
Controlo C5 4 12,96 + 7,48 11,08
Controlo C6 4 7,96 £ 1,80 6,49
Controlo C7 4 16,33 £ 4,16 14,34
Dieta 1 D.1.1 4 24,33+5,13 21,39
Dieta 1 D.1.2 4 30,50 + 6.36 27,16
Dieta 1 D.1.3 4 30,00 + 1,41 28,03
Dieta 1 D.1.4 4 29,25+ 1,77 26,71
Dieta 2 D.2.1 4 30,00 + 1,41 27,00
Dieta 2 D.2.2 4 29,00 + 1,41 25,36
Dieta 2 D.23 4 15,36 + 4,68 13,24
Dieta 2 D.2.4 4 7,49 £ 0,51 6,12

Tabela 5- Analise de variancia (ANOVA) de um fator entre as 3 dietas

diff lwr upr p adj
D1-C 12,738214  2,408746 23,067682 0,0164747
D2-C 4,845714 -5,483754 15,175182 0,4473932
D2-D1 -7,8925 -19,545712 3,760712  0,2088864
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7.2. Parametros fisico-quimicos
7.2.1. Primeira etapa

Tabela 6: Pardmeros fisico-quimicos da agua do sistema que continha D1, C1 e C2.

D1/C1eC2
Data Temperatura Salinidade NH3 NO2 NO3 pH
03/nov 19,8 17 0 0 0 8,01
04/nov 19,8 18
05/nov 19,8 18
06/nov 19,8 18
07/nov 19,6 19
08/nov 19,7 18
09/nov 19,7 18
10/nov 19,7 19 0 0 0 8,1
11/nov 19,7 18
12/nov 19,7 18
13/nov 19,7 18
14/nov 19,9 19
15/nov 19,8 18
16/nov 19,8 19
17/nov 19,8 18 0 0 0 8,13
18/nov 19,9 18
19/nov 19,8 19
20/nov 19,9 18
21/nov 19,7 18
22/nov 19,8 19 0 0 0 8,22
Média 19,77 18,25 0 0 0 8,115
D1/CleC2
25
20 0-0-0-0-2-0-0-2-0-0-0-9-0-9-0-0-90-0-0-9
15 —8—Temp
Sal
10
—0—pH

0
31/out 05/nov 10/nov 15/nov 20/nov 25/nov

Figura 20: Representacao grafica dos parameros fisico-quimicos da agua do sistema que continha
D1, C1e C2.
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Tabela 7: Parameros fisico-quimicos da agua do sistema que continha D2, C3 e C4.

D2/C3 e C4

Data Temperatura Salinidade @ NH3 NO2 NO3 pH
03/nov 19,7 18 0 0 0 8,13
04/nov 19,7 18

05/nov 19,8 18

06/nov 20,2 21

07/nov 20 17

08/nov 20 18

09/nov 20 18

10/nov 20 18 0 0 0 8,24
11/nov 19,8 19

12/nov 19,8 19

13/nov 19,9 18

14/nov 20 18

15/nov 19,9 18

16/nov 19,9 18

17/nov 19,8 18 0 0 0 8,29
18/nov 19,8 18

19/nov 19,7 19

20/nov 19,8 18

21/nov 19,9 17

22/nov 20 18 0 0 0 8,22
Média 19,885 18,2 0 0 0 8,22

D2/C3 e C4
25
20 0-0-07/%0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0
15 —@—Temp
Sal
10
pH

5

0

31/out 05/nov 10/nov 15/nov 20/nov 25/nov

Figura 21: Representacao grafica dos paradmeros fisico-quimicos da agua do sistema que continha
D2, C3 e C4.
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7.2.2. Segunda etapa

Tabela 8: Pardmeros fisico-quimicos da agua do sistema que continha D1, C5 e C6.

D1/C5 e C6
Data Temperatura Salinidade NH3 NO2 NO3 pH
27/dez 19,5 19 0 0 0 8,17
28/dez 19
29/dez 19
30/dez 18
31/dez 19
01/jan 19,5 18 0 0 0 8,16
02/jan 18
03/jan 18
04/jan 19,8 19 0 0 0 7,99
05/jan 18
06/jan 19
07/jan 18
08/jan 19,8 18 0 0 0 8,22
09/jan 18
10/jan 18
11/jan 18
12/jan 19
13/jan 18
14/jan 19,6 18 0 0 0 8,17
15/jan 18
16/jan 18
17/jan 18
18/jan 18
19/jan 18
20/jan 18
21/jan 19,6 19 0 0 0 8,22
Média 19,63 18,31 0 0 0 8,16
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Tabela 9: Parameros fisico-quimicos da agua do sistema que continha D2, C7 e C8.

D2/C7 e C8
Data Temperatura Salinidade NH3 NO2 NO3 pH
27/dez 19,7 20 0 0 0 8,16
28/dez 19
29/dez 19
30/dez 18
31/dez 20
01/jan 19,8 18 0 0 0 8,18
02/jan 18
03/jan 19
04/jan 20 18 0 0 0 8,05
05/jan 19
06/jan 18
07/jan 18
08/jan 19,6 18 0 0 0 8,11
09/jan 19
10/jan 18
11/jan 19
12/jan 18
13/jan 18
14/jan 19,6 18 0 0 0 8,17
15/jan 19
16/jan 18
17/jan 18
18/jan 18
19/jan 18
20/jan 18
21/jan 19,8 19 0 0 0 8,19
Média 19,74 18,46 0 0 0 8,13
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D1/C5 e C6

25
20 ° ° °
15 —@—Temp
—@—Sal
10
° o o ° ° ° —®—pH
5
0

25/dez 30/dez 04/jan 09/jan 14/jan 19/jan 24/jan

Figura 22: Representacao grafica dos paradmeros fisico-quimicos da agua do sistema que continha

D1, C5e C6.
D2/C7 e C8
25
20 [ ] o Y Y
15 —@—Temp
—@—Sal
10
° o o ° ° ° —o—pH
5
0

25/dez 30/dez 04/jan 09/jan 14/jan 19/jan 24/jan

Figura 23: Representagao grafica dos parameros fisico-quimicos da agua do sistema que continha
D2, C7 e C8.
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