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“PROCESSO MELHORADO PARA CULTIVAR E PROPAGAR ORGANISMOS
AQUATICOS”

Campo e histdédrico da invencgdo

[001] A presente invencdo refere-se a aquacultura e, mais
particularmente, a um método de armazenamento de
disponibilidade imediata de nematddeos enriquecidos

utilizados na alimentagdo de organismos de aquacultura, tais
como larvas de peixe e camardo.

[002] Um dos principais inconvenientes ao bem sucedido
cultivo de peixe marinho com potencial de comercializacdo é a
preparagdo dos primeiros estagios de desenvolvimento das

larvas. Durante este periodo, a mortalidade pode variar de

cerca de 60-100%, frequentemente devido a nutrigédo
insuficiente ou deficiente. Por exemplo, as chocadeiras

dependem da provisdo de rag¢do viva ou de zoopldncton para as
larvas tais como rotiferos (Brachionus plicatilis ou outro
Brachianus sp.) e camardo de agua salgada (Artemia sp.).
Estes zooplédnctons ndo representam a dieta natural, mas séo
relativamente de facil cultivo em grandes quantidades e
prontamente aceitos pelas larvas. Por outro lado, a cultura
destes =zoopladnctons requer um investimento consideravel em
infraestrutura (tanques, bombas de ar e &gua, tratamento de
adgua) bem como energia e méo-de-obra. Além disso, a racgéo
viva ndo pode ser armazenada ou € deficiente em acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa especificos (PEFA), tal como o
dcido docosahexaendico (DHA) e Acido eicosapentaendico (EPA)
que sdo necessarios na dieta para crescimento rapido das
larvas que podem mostrar diariamente um taxa de crescimento
relativo (RGR) de 25-50% (Koven, W., Tandler, A., Kissil,

G.Wm., Sklan, D.1992 - A importédncia de &cidos graxos n-3
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altamente insaturados no crescimento de Sparus aurata larval
e seu efeito sobre a sobrevivéncia, composicdo lipidica e
distribuicdo de tamanho) Aquaculture 104, 91-104). 1Isto
também é verdade no que diz respeito ao &cido araquiddnico
(ArA) que foil recentemente reconhecido como desempenhando um
papel central no aumento de resisténcia ao estresse (Koven,
W., Barr, Y., Lutzky, S., Ben-Atia. I., Weiss, R., Harel, M.,
Behrens, P., Tandler, A. 2001. O efeito do &cido araquiddnico
(20:4 n-6) sobre o crescimento, sobrevivéncia e resisténcia
ao estresse de manejo em larvas de Sparus aurata de cabeca
dourada. Aquaculture 193, 107-122}). Consequentemente,
rotiferos e Artemia devem ser enriquecidos com estes PUFA,
alimentando-os com prepara¢des comerciais de DHA e EPA, antes
de serem oferecidos as larvas de peixe.

[003] Sistemas de cultura de racdo viva sdo
frequentemente prejudicados por um suprimento inconsistente
de =zooplédnctons que possuem um teor nutricional varidvel e
que sdo suscetiveis a repentinas quedas populacionais. Assim,
por exemplo, uma interrupcdo no fornecimento e/ou uma
inconsisténcia na qualidade nutricional de racdo fornecida as
larvas pode reduzir drasticamente sua taxa de crescimento,
aumentando o tempo de permanéncia na chocadeira ou resultando
na transferéncia ao viveiro de larvas menores € menos
robustas, o0 que resultaria em redug¢do no crescimento e
sobrevivéncia. Além disso, a alimentacdo precadria pode causar
estresse, resultando em resisténcia reduzida as doencas. Em
anos recentes, principalmente devido a exploragdo excessiva,
houve um rapido declinio na disponibilidade mundial de cistos
de Artemia resultando em precos flutuantes e qualidade

reduzida do cisto, o que compde o0s problemas no fornecimento



3/20

destes zoopldnctons.

[004] Uma clara wantagem no usce de nematédecs como ragao
reside no fato de que os nematddeos podem ser armazenados num
estado inativo-dessecado apds enriguecimento. Eles podem ser
encapsulados e revivificados num estdgic posterior para
alimentar as larvas. Esta conveniéncia de disponibilidade
imediata prové um suplemento alimentar segure £ consistente
do ponto de vista nutricicnal para as larvas e gue pode ser
provido com mencr investimento em relagdc a outra espécie de
racido viva convenclonal.

[0O5] Acidos graxos essenciails para larvas marinas, tal
Como Q Acido docosahexaendico {(22:60-3), Acido
eicosapentaendicao {20:5n-3) e Acido araguiddnico {(20:4n-6)
podem ser oferecides aos nematddecs através de diversas
emulsdes em o&leo. Estudos antericores demonstraram gue oS
nematdHdeos filtram imediatamente as micelas das emulsées em
¢leo. Estudos recentes demonstraram que o uso de lipossomas
para alimentar nematodeos € um métocdoe promissor para ampliar
a faixa de aditivos alimenticios gue poderiam ser utilizados
para  enriguecimento. Lipossomas sd0 pegquenas  vesiculas
lipidicas (0,025-1 =) consistindo de um  volume agquoso
contornado  por uma membrana bilamelar fosfolipidica. E
relativamente facil incorporar vitaminas soldveis em agua,
sais minerais, proteinas e aminocacidos no volume agueso e/ou
nutrientes solavels em lipldeos tais como lipideos, wvitaminas
& plgmentcs na membrana fosfolipidica do lipossoma {Koven,
W., Barr, Y.,Hadas, E., Bem-Atia., I., Chen, Y., Weizs, RE.,
Tandler, A.192%. 0O potencial de lipossomas como suplemento
nutricional na primeira alimentacdo de larvas de peixe

marinho. Agquaculture Nutrition o, 251-258).
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[006] Um estudo recente mostrou que os lipossomas
poderiam ser utilizados para enriquecer nauplios de Artemia
com aminodcido metionina livre (Tonheim, S.K., Koven, B,
Ronnestad, I.2000. Enriquecimento de Artemia com metionina
livre. Aquaculture 190, 223-235). Este zooplédncton ¢é
geralmente deficiente neste aminodcido e seu enriquecimento
pode contribuir para uma sintese mais eficiente de proteina.
Este método foi recentemente ampliado para incluir o
enriquecimento de nematddeos com este e outros aminocidcidos
livres, bem como A&cidos graxos livres, gque estimulam os
horménios digestivos das larvas, tais como colecistocinina
(CCK). A CCK é um fator importante na liberac&o de enzimas
pancredticas, resultando em digestdo aumentada e assimilacgéo
de nutrientes dietéticos. Além disso, os lipossomas
oferecidos a nematddeos contendo imunoestimulantes, vacinas e
outros farmacos podem estimular a resisténcia a doencas e
estresse nas larvas, resultando em qualidade melhorada de
peixe larval e juvenil.

[007] A patente americana No. 5183950 de Popiel e outros,
descreve um método de armazenamento e despacho comercial de
nematbédeos entemdédgenos (parasiticos a insetos). Refere-se a
métodos para dessecar, embalar, armazenar e despachar
nematbédeos parasiticos a insetos em pequenas e grandes
quantidades, enquanto se mantém sua viabilidade e
patogenicidade a insetos. O método de Popiel ndo menciona o
enriquecimento de nematdédeos antes do armazenamento.

[008] A patente americana No. 5042427 de Bedding descreve
um método para armazenar e transportar nematddeos
enteropatogénicos utilizando argila para secar os nematddeos,

que sdo revivificados quando dispersos em agua. O método de
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Bedding n&do menciona enriquecimento de nematdédeos antes do
armazenamento.

[009] A dessecacdo de nematdédeocs é também descrita por
Solomon e outros (Solomon A., Paperna I., Glazer I.1999 -
Sobrevivéncia por dessecacdo do nematddeo entomopatogénico
Steinernema feltiae : indug8o de anidrobiose Nematologia I
(1), 61-68) bem como por Perry (Perry R. 1999 Scobrevivéncia
por dessecacdo de nematddeos parasiticos. Parasitologia 119,
S19-530) . Aqui, novamente, nao héa mencao sobre o
enriquecimento de nematddeos antes da dessecacéo.

[0010] A patente WWO No. 95/18527 da Agricultural Genetics
Company LTD descreve o enriquecimento de nematdédeos com
diversos aditivos, tais como diversos 6leos e pigmentos para
uso como racgdo viva para larvas. Este método ilustra as
vantagens de alimentar as larvas com nematdédeos enriquecidos,
porém ndo hd qualquer mengdo de armazenamento dos nematddeos
a longo prazo.

[0011] 0 nematdédeo ndo-parasitico (de existéncia
independente) Caenorhabditis elegans (C.elegans) foi
utilizado como organismo genético modelo e foi objeto de
analise molecular e genética intensiva (Jorgensen EM., e
Mango SE.2002. A arte e projeto de identificacgtes genéticas:
Caenorhabditis elegans. Nature Reviews Genetics 3:356-369;
The C.elegans Sequencing Consortium. 1998. Sequéncia genémica
do nematbédeo C(C.elegans: uma plataforma para investigacéo
biolbégica. Science 282:2012-2018; Ridle D.L., Blumenthal, T.,
Meyer, BJ., e Priess, JR. C(C.elegans II. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York, 1997). Nido ha, porém, nenhuma
mencdo quanto ao enriquecimento, preservagdo ou armazenamento

de C.elegans para uso imediato em aquacultura.
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[0012] Sendo assim, ha uma necessidade amplamente
reconhecida e seria altamente vantajoso ter um processo para
preservar e armazenar nematddeos com um valor alimenticio
aumentado isento das limita¢des acima.

Sumario da invencédo

[0013] De acordo com um aspecto da presente invencgédo, é
provido um processo para preservar nematddeos com um valor
alimenticio aumentado. O processo compreende as etapas de
enriquecer nematddeos com aditivos alimenticios para
aquacultura e dessecar nematddeos enriquecidos.

[0014] De acordo com outro aspecto da presente invencédo, é
provido um método melhorado de aquacultura. O método

compreende as etapas de enriquecer nematdédeos com aditivos

alimenticios para aquacultura, dessecar nematddeos
enriquecidos, armazenar 0s nematddeos enriquecidos
dessecados, reidratar e revivificar os nematddeos

enriquecidos dessecados, e alimentar um organismo cultivado
na aquacultura com nematddeos enriquecidos reidratados.

[0015] De acordo com outro aspecto da presente invencdo é
provido um método melhorado de aquacultura. O método
compreende as etapas de dessecar nematdéddeos, armazenar oS
nematddeos enriquecidos, reidratar e revivificar 0S8
nematdéddeos dessecados, enriquecer nematddeos com aditivos
alimenticios para aquacultura e alimentar um organismo
cultivado em aquacultura com nematdédeos enriquecidos
reidratados.

[0016] De acordo com outro aspecto da presente invencédo, é
provido um processo para manter nematddeos com um valor
alimenticio aumentado, para uso em agquacultura. O processo

inclui as etapas de enriquecer nematdédeos com aditivos
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alimenticios de aquacultura e preservar nematddeos
enriquecidos.
[0017] De acordo com outro aspecto da presente invencdo, é

provido um método melhorado de aquacultura. O método inclui
as etapas de enriquecer nematdé4deos com aditivos alimenticios
para aquacultura; preservar nematddeos enriquecidos;
armazenar nematddeos enriquecidos dessecados; reidratar e
revivificar ditos nematdédeos enriquecidos dessecados; e
alimentar um organismo cultivado na aquacultura com
nematdédeos enriquecidos reidratados.

[0018] De acordo ainda com outro aspecto da presente
inveng¢do, ¢é provido um método melhorado de aquacultura. O
método inclui as etapas de preservar nematddeos; armazenar
ditos nematdédeos dessecados; reidratar e revivificar ditos
nematdéddeos dessecados; enriquecer nematddeos com aditivos
alimenticios; e alimentar um organismo cultivado em
aquacultura com nematdédeos enriquecidos reidratados.

[0019] De acordo com outras caracteristicas das
concretizacdes preferidas da invencdo abaixo descritas, o
processo compreende ainda a etapa de cultivar nematddeos.
[0020] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizagdes preferidas descritas, o processo compreende
ainda a etapa de armazenar os nematddeos dessecados.

[0021] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizacdes preferidas descritas, 0os nematddeos sdo
nematdédeos ndo-parasiticos.

[0022] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizagdes preferidas descritas, 0s hnematdéddeos ndo-
parasiticos sdo da espécie Panagrellus.

[0023] De acordo ainda com outras caracteristicas das
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concretizacgdes preferidas descritas, 0os nematdéddeos néo-
parasiticos sdo da espécie Caenorhabditis elegans.

[0024] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizagdes preferidas descritas, a etapa de enriquecer
nematdéddeos inclui prover pelo menos um aditivo enriquecedor
selecionado do grupo consistindo de acidos graxos essenciais,
vacinas, horménios, imunoestimulantes, atraentes, nutrientes
e pligmentos.

[0025] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizagdes preferidas descritas, a etapa de dessecar os
nematdédeos é realizada induzindo-se um item selecionado do
grupo consistindo de anidrobiose e osmobiose quiescente.
[0026] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizagdes preferidas descritas, a etapa de enriquecer
nematdéddeos inclui manipulagdo genética do nematddeo.

[0027] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizacgdes preferidas descritas, a etapa de enriquecer é
efetuada alimentando-se os nematdédeos com lipossomas contendo
aditivos enriquecedores.

[0028] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizacgdes preferidas descritas, a etapa de preservar os
nematddeos inclui dessecar os nematddeos.

[0029] De acordo ainda com outras caracteristicas das
concretizagdes preferidas descritas, a etapa de preservar
nematdéddeos inclui reduzir significativamente o metabolismo
dos nematddeos, reduzindo-se a temperatura dos nematddeos.
[0030] Entre as vantagens da conveniéncia de
disponibilidade imediata, citamos:

a) A habilidade de armazenar nematddeos garante constante

suplemento alimentar para as larvas. Devido a répida taxa de
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crescimento larval didria (RGR de 25-50%), a interrupcgdo de
suplemento alimentar, como resultado de falha de equipamento,
quebras nas culturas de rotiferos e algas e baixas taxas de
chocagem em cistos de Artemia de baixa qualidade, podem
traduzir-se em crescimento e sobrevivéncia larval menor que
6tima.

b) Uma vez que os lotes de nematdéddeos enriquecidos podem ser
testados quanto ao teor de nutrientes antes do armazenamento,
a qualidade nutricional consistente pode ser assegurada antes
de se alimentar as larvas.

c) A habilidade de se produzir um produto para armazenamento
significa que reservas suficientes podem ser formadas. Isto é
vantajoso porque, de outra forma, seria necessdario mais
investimento em infraestrutura, mido-de-obra e energia, em
comparag¢do com qualquer outro método de suplemento alimentar
tradicional.

d} A habilidade de se armazenar nematddeos enriquecidos é
base para um produto comercial que poderia concorrer com OS
cistos de Artemia, que é uma fonte prejudicada por suprimento
inconsistente, qualidade varidvel, contaminag¢do ocasional com
pesticidas, altos precgos flutuantes, sendo também uma fonte
ndo-sustentavel.

e} A composicdo de corpo de Artemia recentemente chocado pode
refletir somente processos naturais do meio ambiente no qual
a ninhada de Artemia viveu. A postura de cisto sendo um
processo natural ndo confere nenhum controle sobre a
qualidade dos ndupliocs chocados em termos de composicéo
corporal. Por outro lado, os nematddeos, que se aplicam a
larvas do mesmo tamanho, podem ser enriquecidos antes de sua

encapsulagdo para armazenamento a longo prazo.
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[0031] A presente invencéao trata com éxito das
desvantagens das configuracgdes atualmente conhecidas,
provendo um Pprocesso para preservar e armazenar nematddeos
com um valor nutricional aumentado para uso posterior,
conforme necessdrio para alimentar organismos de aquacultura.

Breve descricdo dos desenhos

[0032] A invencdo é aqui descrita, para fins de exemplo
apenas, com referéncia aos desenhos anexos. Com especifica
referéncia agora aos desenhos detalhados, salienta-se que as
particularidades mostradas s&o apenas para fins de exemplo e
de discussdo ilustrativa das concretizagdes preferidas da
presente invencdo, sendo apresentadas com a finalidade de
prover o que se acredita ser a descrigdo mis Gtil e entendida
dos principios e aspectos conceituais da invengdo. Neste
aspecto, nenhuma tentativa é feita no sentido de mostrar
detalhes estruturais da invencgdo além do necessdrio para um
entendimento fundamental da invencdo, a descricdo juntamente
com o desenho sendo evidentes aos habilitados na técnica de
que maneira as diversas formas da invengdo podem ser
incorporadas na préatica.

[0033] Nos desenhos:

[0034] A Figura 1 é um fluxograma de um método melhorado
de aquacultura.

Descricdo das concretizacles preferidas

[0035] A presente invencdo refere-se a um método de
aquacultura que pode ser usado para alimentar larvas.
Especificamente, a presente invencdo pode ser usada para
preservar e armazenar nematddeos dessecados enriquecidos, de
forma que eles possam ser imediatamente retirados do estoque,

ser reidratados e revivificados para uso, conforme



11/20

necessirio. Este método omite a necessidade de racdo viva
para aquacultura, tal como Artemia, rotiferos, copépodes,
etc.

[0036] Os principios e a operagdo de um método de
aquacultura, de acordo com a presente invengdo, podem ser
melhor compreendidos com referéncia ao desenho e descrigdes
em anexo.

[0037] Antes de explicar pelo menos uma concretizagdo da
invencdo em detalhes, fica entendido que a invencgdo ndo se
restringe, em sua aplicag¢do, aos detalhes de construgdo e a
disposigdo de componentes estabelecidos na descrig¢do seguinte
ou i1lustrados no desenho. A invencdo é capaz de outras
concretizagdes ou de ser praticada ou executada de diversas
formas. Também, fica entendido que a fraseclogia e
terminologia empregada na presente invengdo é para fins de
descricdo, ndo devendo ser considerada como restritiva.
[0038] Para fins da presente especificacéo e das
reivindicacdes em anexo, o termo "nematddeo" refere-se a
todos os tipos de nematddeos. Embora os métodos da presente
invengdo sejam praticavels com todos os nematddeos, eles séo
preferivelmente praticados com nematéddeos de existéncia
independente (isto é, né&do-parasitico), mais preferivelmente
com as espécies Panagrellus, bem como C.elegans.

[0039] Para fins da presente especificacgéo e das
reivindicacbes em anexo, o termo "dessecacdo" refere-se a
remogcdo de éagua de um organismo por evaporacgdo, através de
pressdo osmdética ou por qualquer outro meio que sirva para
tal fim.

[0040] Para fins da presente especificacéo e das

reivindica¢des em anexo, o termo "aquacultura" refere-se ao
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cultivo e propagac¢do de qualquer organismo aquatico.

[0041] Para fins da presente especificacéo e das
reivindicacdes em anexo, o0 termo "enriquecer" refere-se a
substdncias providas a nematddeos através de sua dieta, meio
ou de outra forma, para aumentar o nivel da respectiva
substédncia no corpo do nematdédeo antes de ser suprido ao
organismo alvo, e pode incluir, porém n&o se restringe a
acidos graxos essenciais, vacinas, hormdénios,
imuncestimulantes, atraentes, nutrientes e pigmentos.

[0042] Com referéncia agora ao desenho, a Figura 1 é um
fluxograma ilustrando o método 10 para preservar nematddeos
com um valor alimenticio aumentado. O método 10 inclui a
etapa de cultivar nematdédeos 12. O cultivo de nematddeo é
conhecido pelos habilitados na técnica de nematologia. Os
nematédeos podem ser alimentados com leveduras, bactérias
atuando como mediadores para liberar alimento aos nematddeos.
Alternativamente ou adicionalmente, o0s nematédeos podem ser
cultivados em escala industrial com o uso de fermentadores.
[0043] De acordo com o método 10 da presente invencédo,
nematdédeos sdo "enriquecidos" com aditivos alimenticios para
aquacultura 14 pouco antes ou alternativamente apbds a
colheita. Os nematdédeos sdo enriquecidos com pelo menos um
aditivo, tal como 4dcidos graxos essenciais, vacinas,
horménios, imunoestimulantes, atraentes, nutrientes ou
pigmentos, que ¢é adicionado a racdo dos nematdédecs. Um
mediador que tem sido utilizado com éxito para suprir os
aditivos aos nematdéddeos ¢é penetrando-se os aditivos em
lipossomas e entdo alimentando os nematédeos com o0s
lipossomas. Acidos graxos essenciais para larvas marinhas,

tal como o) adcido docosahexaendico (22:6n-3), acido
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eicosapentaendico (20:5 n-3) e Aacido araquiddénico (20:4n-6)
podem ser providos aos nematddeos através de diversas
emulsdes em 6leo. Além disso, lipossomas contendo
imuncestimulantes e vacinas podem ser supridos aos
nematédeos, o que pode melhorar a resisténcia a doengas das
larvas que deles se alimentam. Além disso, nematddeos podem
ser alimentados com lipossomas contendo aminodcidos livres
(FAA) e Acidos graxos livres (FFA) especificos que estimulam
horménios digestivos nas larvas, tais como colecistocinina
(CKK). A CKK é um fator importante na liberacdo de enzimas
pancredticas resultando em digestdo aumentada e assimilacgéo
de nutrientes dietéticos. Outros FFA podem ser incorporados
aos lipossomas para estimular o apetite ou para melhorar a
sintese de ©proteina larval, provendo uma composicdo de
aminodcido mais balanceada.

[0044] Em concretizagdes preferidas alternativas, o}
enriquecimento de nematdéddeos com aditivos alimenticios para
aquacultura (l4) é executado através de um método diferente.
Nestas concretizagdes preferidas, o enriquecimento é
realizado através de manipulagcdo genética do genoma de
nematédeo. Este método ¢é facilitado utilizando-se um
nematdédeo, tal como o bastante estudado nematdédeo C.elegans.
O genoma do C.elegans foi inteiramente sequenciado (C.elegans
Sequencing Consortium. 1998 Sequéncia gendmica do nematddeo
C.elegans: uma plataforma para investigacdo Dbioldgica.
Science 282: 2012-2018). Utilizando-se técnicas bioldgicas
moleculares padrdo, diversos genes e sequéncias genéticas de
C.elegans podem ser manipulados (inclusive tanto os elementos
reguladores como o0s genes estruturais) para aumentar a

expressdo de diversos compostos e componentes nutrientes
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intrinsecos & espécie. Alternativamente, novas sequéncias
genéticas podem ser introduzidas no genoma do nematddeo para
enriquecer o teor nutricional do nematdéddec ou para produzir
outros compostos do tipo biofarmacéutico, inclusive, porém
ndo limitados a &cidos graxos essenciais, vacinas, horménios,
fatores de crescimento, imunoestimulantes, atraentes,
nutrientes ou pigmentos.

[0045] A introdug¢do de material genético pode utilizar
diversas técnicas para produzir nematdéddeos transgénicos
inclusive, como exemplos ndo restritivos; mutagénese
selecionada por alvo e manipulacdo e mobilizacdo de elementos
transponiveis conhecidos (ex; Tcl) bem como diversas técnicas
padrdo para introducdo genética em C.elegans, incluindo
microinjecdo (Riddle D.L., Blumenthal, T., Meyer, BJ., and
Priess, JR. C(C.elegans 1II. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York, 1997).

[0046] Linhagens transgénicas de C.elegans s&o geradas por
transformagdo de C.elegans com microinjegdo de vetores
transportando sequéncias de DNA para dentro de ovarios
sinciciais de hermafroditas adultos. As formas de DNA
injetadas formam conjuntos multimerizados em tandem de DNA
transportados como conjuntos extracromossomails semi-estdveis
ou integrados dentro de um cromossoma hospedeiro, formando
uma linhagem transgénica integrada estavel. Incluindo
marcadores genéticos apropriados com o DNA injetado, pode-se
identificar animais que transportam o transgene. As vezes
pode ocorrer a integracdo cromossomal do DNA introduzido, ou
um conjunto extracromossomal existente pode ser integrado
apbds irradiacdo de uma linhagem transgénica. Consulte Riddle

D.L., Blumenthal, T., Meyer, BJ., and Priess, JR. C.elegans
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II. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1997;
Hashmi, S., G.Hashmi & R.Gaugler. 1995. Transformacéao
genética de um nematdédeo entomopatogénico através de
microinjecgdo. J.Invertebr. Pathol. 66:293-6; Methods in Cell
Biology Vol 48 Caenorhabditis elegans -Andlise Bioldbgica
moderna de um organismo, Eds. Epstein and Shakes, Academic
Press, 1995; Kwa MS., Veenstra, JG., Van Dijk, M., and Roos,
MH. 1995 Genes Dbetatubulinicos do nematdédeo parasitico
Haemonchus contortus modulam a resisténcia & droga em
Caenorhabditis elegans - J.Mol.Biol. 246 (4):500-10; Fire, A.,
1986. Transformacdo integrativa de Caenorhabditis elegans.
EMBO J 5:2673-2680 por exemplo.

[0047] Apbs alimentar 0s nematddeos com o aditivo
enriquecedor, os nematdédeos enriquecidos estdo prontos para
servir de alimento as larvas de criacdo ou s&o dessecados 16
para futuro uso em disponibilidade imediata. Varios métodos
anteriores de dessecacdo sdo discutidos acima na introducédo e
sdo conhecidos pelos habilitados na técnica de nematologia.
Um método preferido de dessecacdo é executado induzindo-se
uma anidrobiocse ou osmobiose quiescente. A
anidrobiose/osmobiose ou desidratacdo dos nematddeos é
otimamente uma anidrobiose quiescente. A gquiescéncia é uma
resposta reversivel espontdnea a condig¢des ambientais
desfavordveis imprevisiveis e a 1liberacdo da quiescéncia
ocorre quando do retorno as condig¢des favoraveis. Os
nematddeos dessecados e enriquecidos sdo entdo armazenados
18, estando disponiveis num estado desidratado para uso
imediato conforme necessario em data futura.

[0048] Em concretizac¢cdes preferidas alternativas do método

da presente 1invencdo, em lugar da dessecacdo (16), outras
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técnicas para preservar nematddeos enriquecidos podem ser
empregadas. Por exemplo, apds enriquecimento, os nematddeos
enriquecidos podem ser preservados para futuro uso imediato,
reduzindo-se a temperatura dos nematddeos enriquecidos para
interromper ou reduzir significativamente o metabolismo dos
nematdédeos enriquecidos. Antes do uso, os nematddeos podem
ser restaurados e revivificados elevando-se a temperatura dos
nematdédeos preservados até uma temperatura normal.

[0049] A Figura 1 ilustra ainda um método melhorado 10 de
aquacultura. O método inclui a etapa de cultivar nematddeos
12. A cultura de nematddeos é conhecida pelos habilitados da
técnica de nematologia. Os nematdédeos podem ser alimentados
com leveduras e bactérias dque atuam como mediadores para
fornecer alimento aos nematdédeos. Alternativamente ou
adicionalmente, os nematédeos podem ser cultivados em escala
industrial com o uso de fermentadores.

[0050] De acordo com o método 10 da presente invencdo,
apobs um periodo de tempo antes da colheita ou
alternativamente apbs a colheita, 0s nematdéddeos sdo
enriquecidos com aditivos alimenticios para aquacultura 14.
Umn meio novo de incorporar aditivos alimenticios aos
nematdédeos é utilizando um mediador. Um mediador que tem sido
utilizado com sucesso para alimentar os nematddeos com
aditivos alimenticios sdo lipossomas contendo aditivos
alimenticios. Alternativamente ou adicionalmente, outros
mediadores podem ser utilizados para esse fim.

[0051] Apbs alimentar 0s nematddeos com aditivo
enriquecedor, os nematdédeos enriquecidos estdo prontos para
alimentar as larvas de criagdo ou s&o dessecados 16 para uso

futuro. Diversos métodos anteriores de dessecacdo sdo
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discutidos acima na introduc&o e conhecidos pelos habilitados
na técnica de nematologia. Os nematdédeos enriquecidos
dessecados sdo entdo armazenados 18, estando disponiveis num
estado desidratado para uso imediato conforme necessario em
data futura.

[0052] Antes do uso, os nematddeos enriquecidos dessecados
sdo reidratados e revivificados 20. Apbdés a reidratacgdo, os
nematdédeos reidratados enriquecidos sdo oferecidos como
alimento a um organismo cultivado em aquacultura 22.

[0053] Numa concretizacgdo alternativa da presente
invengdo, nematddeos que foram cultivados s&o dessecados e
entdo armazenados. Antes do uso, os nematdédeos dessecados sdo
reidratados e revivificados e entdo enriquecidos com aditivos
alimenticios e oferecidos como alimento a um organismo
cultivado em aquacultura.

[0054] Em concretizagdes preferidas alternativas da
presente invencéo, 0 enriquecimento de nematdéddeos com
aditivos alimenticios para aquacultura (14) antes da
preservagdo é realizado através de manipulag8do genética do
genoma de nematddeo, conforme descrito acima. Em outras
concretizacdes alternativas, em lugar da dessecacgdo, o0s
nematdédeos enriquecidos sdo preservados reduzindo-se a
temperatura dos nematdé4deos enriquecidos para interromper ou
reduzir significativamente o metabolismo dos nematddeos
enriquecidos. Antes do uso, 0s nematddeos podem ser
restaurados e revivificados elevando-se a temperatura dos
nematédeos preservados até uma temperatura normal, sendo
entdo oferecidos como alimento a um organismo cultivado em
aquacultura.

[0055] Geralmente, a nomenclatura aqui utilizada e os
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procedimentos laboratoriais utilizados na presente invencgéo
incluem técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas e
de DNA recombinante. Essas técnicas sdo explicadas
extensamente na literatura. Consulte, por exemplo, "Clonagem
Molecular: A laboratory Manual”™ Sambrook et al., (1989) ;
"Protocolos correntes em Biologia Molecular"™ Volumes I-ITT
Ausubel, R.M., ed (1994); Ausubel et al., "Protocolos
Correntes em Biologia Molecular”™, John Wiley and Sons,
Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "Um Guia Pratico de
Clonagem Molecular", John Wiley & Sons, New York (1988);
Watson et al., "DNA Recombinante", Scientific American Books,
New York; Birren et al (eds) "Andlise de Genoma:: A
Laboratory Manual Series", Vols. 1-4, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York (1998); metodologias conforme
indicadas nas patentes americanas Nos. 4.666.828; 4.683.202;
4.801.531; 5.192.659 e 5.272.057; "Biologia Celular: A
Laboratory Handbook", Volumes I-IIT Cellis, J.E., ed. (1994);
"Cultura de Células Animais - Manual de Técnica Bésica" por
Freshney, Wiley-Liss, N.Y. (1994), Third Edition; "Sintese de
Oligonucleotideo" Gait, M.J., ed (1984); "Hibridizag¢do de
Acido Nucléico" Hames, B.D. and Higgins S.J., eds. (1985);
"Transcrigdo e Translagdo" Hames, B.D., and Higgins S.J. eds.
(1984); "Cultura de Célula Animal"™ Freshney, R.I., Ed.
(1986); "Células e Enzimas Imobilizadas"™ IRL Press (1986);
"Um Guia Pratico de Clonagem Molecular" Perbal, B., (1984) e
"Métodos de Enzimologia" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR
Protocols: Um Guia de Métodos e Aplicacdes", Academic Press,
San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Estratégias de
Purificacdo e Caracterizac&do de Proteina - A Laboratory

Course Manual" CSHL Press (199¢); Riddle D.L., Blumenthal,
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T., Meyer, BJ., and Priess, JR. C(C.elegans 1II. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York, 1997; Hashmi, S., G.
Hashmi & R.Gaugler. 1995. Transformagdo Genética de um
nematdédeo entomopatogénico através de microinjecéo. J.
Invertebr.Pathol. 66:293-6; Métodos de Biologia Celular- Vol
48 Caenorabhditis elegans - Andlise Bioldégica Moderna de um
Organismo, Eds Epstein and Shakes, Academic Press, 1995; Kwa
MS., Veenstra, JG., Van Dijk, M., and Roos, MH.1995 Genes
betatubulinicos do nematdédeo parasitico Haemonchus contortus
modulam a resisténcia a droga em Caenorhabditis elegans -
J.Mol.Biol. 246(4):500-10; Fire, A., 1986. Transformacédo
integrativa de Caenorhabditis elegans. EMBO J 5:2673-2680;
Jorgensen EM., and Mango SE. 2002. A arte e projeto de
triagens genéticas: Caenorhabditis elegans. Nature Reviews
Genetics 3: 356-369 e C.elegans Sequencing Consortium. 1998
Sequéncia gendmica do nematdédeo C.elegans: uma plataforma
para investigagdo Dbiolégica. Science 282:2012-2018; todos
aqui incorporados por referéncia. Outras referéncias gerais
sdo fornecidas em todo este documento. Presume-se gque oOS
procedimentos ali contidos sdo bastante conhecidos no estado
da técnica e fornecidos para conveniéncia do leitor. Todas as
informa¢des ali contidas sdc incorporadas a este documento
por referéncia.

[0056] Embora a inveng¢do tenha sido descrita em conjunto
com concretizagdes especificas da mesma, fica claro que
muitas alternativas, modificacdes e variacdes serdo evidentes
aos habilitados na técnica da nematologia. Consequentemente,
pretende-se que a invencdo abranja todas essas alternativas,
modificagdes e variag¢des enquadradas no espirito e amplo

escopo das reivindicag¢des em anexo.
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[0057] Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patente
mencionados na presente especificacdo s&o aqui incorporados
em sua totalidade por referéncia na especificag¢do, na mesma
extensdo como se cada publicacdo, patente ou pedido de
patente individualmente fosse especifica e individualmente
indicado como sendo incorporado por referéncia no presente
documento. Além disso, a citacgdo ou identificacdo de qualquer
referéncia neste pedido ndo deverd ser interpretada como uma
admiss&do de que tal referéncia estd disponivel como estado da

técnica em relacdo a presente invencéo.
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REIVINDICACOES

1. Processo melhorado para cultivar e propagar organismos

aquaticos, dito método caracterizado pelo fato de compreender

as etapas de:

(a) enriquecer nematddeos vivos-livres com aditivos
alimenticios para aquacultura;

(b) dessecar 0s referidos nematddeos vivos-livres
enriquecidos;

(c) armazenar os referidos nematddeos dissecados:;

(d} reidratar e reviver os referidos nematddeos vivos-livres
enriquecidos dissecados; e

(e) alimentar o referido nematdédeo reidratado revivido
enriquecido para um organismo sendo cultivado em aquacultura,
onde a etapa de enriquecer é efetuada através da alimentacédo
de ditos nematdédeos com lipossomas contendo aditivos
enriquecedores.

2. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a etapa de enriquecer os nematddeos incluir pelo
menos a provisdo de um aditivo enriquecedor selecionado do
grupo consistindo de é&cidos graxos essenciais, vacinas,
horménios, imunoestimulantes, atraentes, nutrientes e
pigmentos.

3. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de a etapa de enriquecer nematddeos incluir
manipulag¢do genética do nematddeo.
4, Processo melhorado para cultivar e propagar organismos

aquaticos, dito método caracterizado pelo fato de compreender

as etapas de:
(a) dessecar nematddeos vivos-livres;

(b) armazenar os ditos nematddeos dessecados:
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(c) reidratar e revivificar ditos nematddeos dessecados;

(d) enriquecer 0os referidos nematddeos reidratados e
revivificados com aditivos alimenticios; e

(e) alimentar organismos cultivados em aquacultura com o0S
referidos nematddeos enriquecidos reidratados e
revivificados, sendo que a etapa de enriquecer é efetuada
através da alimentagdo de ditos nematddeos com lipossomas
contendo aditivos enriquecedores.

5. Processo, de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado

pelo fato de a etapa de enriquecer nematddeos incluir pelo
menos a provisdo de um aditivo enriquecedor selecionado do
grupo consistindo de A&cidos graxos essenciais, vacinas,
horménios, imunoestimulantes, atraentes, nutrientes e
pigmentos.

6. Processo, de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado

pelo fato de a etapa de enriquecer nematddeos incluir

manipulacdo genética do nematddeo.
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RESUMO

“PROCESSO MELHORADO PARA CULTIVAR E PROPAGAR ORGANISMOS
AQUATICOS”

Processo para preservar e armazenar nematdéddeos com um valor
alimenticio aumentado para uso posterior, conforme
necessario, na alimentacdo de organismos de aquacultura.
Neste processo, nematdéddeos sdo enriquecidos com um aditivo
tal como &cidos graxos essencilais, vacinas, horménios,
imunoestimulantes, atraentes, nutrientes, e pigmentos.
Lipossomas podem servir como meio para alimentar os
nematdéddeos com aditivos. Os nematdédeos enriquecidos sdo entéo
dessecados induzindo-se uma anidrobiose (desidratacéo)
guiescente e armazenados para uso imediato conforme
necessario. Quando necessarios para alimentacdo, oS
nematbddeos dessecados enriquecidos sdo reidratados e

fornecidos aos organismos de aquacultura.
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