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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver estrutura para cercamento
e captura de reprodutores em tanque de maturagdo com sistema de
bioflocos, bem como avaliar a viabilidade e o desempenho nos
parametros reprodutivos, de qualidade de dgua e hemato-imunolégicos
da insercdo do sistema de bioflocos na maturacdo em cativeiro do
camardo marinho Litopenaeus vannamei. No primeiro trabalho, foi
proposto o uso de uma estrutura moével para concentracdo e suspensao
das matrizes a fim de contornar a falta de limpidez da 4gua para a
separacdo de fémeas copuladas. Estratégias adaptadas de manejo
alimentar e qualidade de agua também sdo aplicadas. Os rearranjos
foram avaliados quanto aos valores de pH, oxigénio dissolvido,
temperatura, solidos suspensos, alcalinidade, amonia total, nitrito e
nitrato, além do nimero de copulas com desova, nimero de ovos/fémea,
nimero de nauplios/fémea e taxa de eclosdo de ovos observados durante
0 periodo de analise. Detectou-se que os resultados de desempenho
reprodutivo e dos parametros fisico-quimicos de qualidade de agua sdo
compativeis com a espécie cultivada, indicando a possibilidade de
utilizacdo do sistema de bioflocos na maturacdo em cativeiro de
Litopenaeus vannamei. No segundo trabalho foram aplicados dois
tratamentos, com trés repeticfes cada: um teste (Bioflocos - BFT) e um
controle (Agua Clara — AC). Os tratamentos foram avaliados quanto aos
parametros fisico-quimicos de agua, parametros reprodutivos e hemato-
imunoldgicos. Com excecédo da viabilidade espermatica e sobrevivéncia,
nos quais o tratamento AC alcangou melhores resultados, ndo houve
diferenca significativa no desempenho reprodutivo dos tratamentos
aplicados (p>0,05). J& em relacdo aos pardmetros fisico-quimicos de
agua, exceto para o pH, houve diferenga significativa (p<0,05) em todos
0s parametros avaliados; tendo o tratamento BFT alcancado resultados
melhores e mais homogéneos ao longo do periodo experimental. Por
fim, sobre os resultados dos parametros hemato-imunoldgicos, o
tratamento BFT alcancou desempenho melhor em relagdo a contagem
total de hemdcitos; contudo, em ambos os tratamentos, os resultados da
fenoloxidase sugerem que a condicdo de estresse em que 0S MesMOs se
encontravam € atribuida aos eventos fisiolégicos da reproducdo. A
auséncia de deteccdo de efeito significativo dos tratamentos aplicados
sobre o desempenho reprodutivo e o perfil imunolégico dos organismos
avaliados, em conjunto com o melhor desempenho do tratamento BFT
nos parametros fisico-quimicos de agua, sugerem ser possivel a insergdo
da tecnologia de bioflocos no sistema de maturacdo em cativeiro sem



maiores comprometimentos ao desempenho reprodutivo e imunold
de Litopenaeus vannamei em cativeiro.

Palavras-chave: Aquicultura; cultivo heterotréfico; reproducdo em
cativeiro; camardo branco do Pacifico; hemato-imunologia.



ABSTRACT

The goals of this study were to develop a framework for breeders
fencing and capture in reproductive system with bioflocos technology,
as well as to evaluate the feasibility and reproductive, water quality and
hemato-immunological performance of using bioflocs system in marine
shrimp Litopenaeus vannamei broodstock. In the first study, it was
proposed to use a movable structure to concentration and suspension
arrays in order to overcome the lack of water clarity for the separation of
females copulated. Adapted strategies for feed management and water
quality are also applied. Rearrangements were evaluated for pH,
dissolved oxygen, temperature, suspended solids, alkalinity, total
ammonia, nitrite and nitrate, and the number of copulations with
spawning, egg number / female, number of nauplii / female and hatching
rate of eggs observed during the analysis period. It was found that the
results of reproductive performance and physicochemical parameters of
water quality are compatible with the cultivated species, indicating the
possibility of using the bioflocs system with maturation in captivity of
Litopenaeus vannamei. In the second study were applied two treatments
with three replicates each: a test (Bioflocos - BFT) and a control (Water
Clara - AC). The treatments were evaluated for physicochemical
parameters of water, reproductive and hemato-immunological
parameters. Except for sperm survival and viability, in which the AC
treatment achieved better results, there was no significant difference in
reproductive performance of the applied treatments (p> 0.05). In relation
to the physical-chemical parameters of water, except for the pH, a
significant difference (p <0.05) was detected in all parameters; having
BFT treatment achieved better results and more homogeneous
throughout the experimental period. Finally, on the results of hemato-
immunological parameters, the BFT treatment achieved better
performance in relation to the total count of hemocytes; However, in
both treatments, of phenoloxidase results suggest that the stress
condition in which they are found is attributed to physiological events of
reproduction. The lack of significant effect detection of the treatments
on reproductive performance and the immune profile of this body,
together with the best performance BFT treatment in the physico-
chemical water parameters suggest that is possible the insertion of
bioflocs technology in the captive maturation without major
compromises the reproductive and immune performance of Litopenaeus
vannamei.



Keywords: aquaculture; heterotrophic culture; broodstock; Pacific
white shrimp; hemato-immunology.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas do in6culo de bioflocos
utilizado em tanque de reproducdo de camardo marinho Litopenaeus
VANMNAIMEH ...ttt ettt et b e bbb e st sbe e s
Tabela 2 Caracteristicas fisico-quimicas do in6culo de bioflocos
utilizado em tanques de reproducdo de camardo marinho
Litopenaeus vannamei submetidos ao tratamento experimental:
BIiOflOCOS (BFT) ..o e
Tabela 3 Resultados de parametros fisico-quimicos de qualidade de
agua (média + e.p) em tanques de reproducdo de camardo marinho
Litopenaeus vannamei submetidos aos tratamentos experimentais:
Bioflocos (BFT) e Agua Clara (AC). ......c.ccvveeervveeeieieesessessenienesnenees
Tabela 4 Desempenho reprodutivo (média + e.p) de camardo
marinho Litopenaeus vannamei submetidos aos tratamentos
experimentais: Bioflocos (BFT) e Agua Clara (AC).........co.ccovvrevrvenen.
Tabela 5 Resultados médios de Contagem Total de Hemocitos
(CTH), Quantificacdo de anion superéxido (ROIS), Titulo
Aglutinante, Proteinas Totais do Soro (CP) e Atividade da
Fenoloxidase (PO) (média + e.p) de reprodutores de camardo
marinho Litopenaeus vannamei submetidos aos tratamentos
experimentais: Bioflocos (BFT) e Agua Clara (AC)........cc.cceeureunenne.

62






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Estrutura armada utilizada para captura de reprodutores de
Litopenaeus vannamei em tanque de cultivo inoculado com
bioflocos: A) Gaiola movel; B) Tela mdvel destacavel; C) Roldanas
para suspensao da estrutura COMPIEta. ........cccvvveieriinierieere e
Figura 2 Comportamento dos niveis de aménia total (AT-N - A),
nitrito (N-NO; - B) e nitrato (N-NO; - C) em tanque de reprodutores
de Litopenaeus vannamei inoculado com bioflocos ao longo do
periodo de analises (QUALI0 SEMANAS). .......covevrerrervereeesreriesieesreseeseeneas
Figura 3 Esquema de armagdo movel utilizada em tanques de
maturacdo de L. vannamei para captura de reprodutores do
tratamento Bioflocos (BFT). 1A: gaiola no tanque; 1B: tela mdvel......
Figura 4 Comportamento de parametros fisico quimicos:
Temperatura (A); Oxigénio Dissolvido (B) e Consumo semanal de
agua (C) em tanques de reproducdo de camardo marinho
Litopenaeus vannamei submetidos aos tratamentos experimentais:
Bioflocos (BFT) e Agua Clara (AC). ......c.ceevcereeerereieeseeseeerieneeneenas
Figura 5 Comportamento de parametros fisico quimicos de
gualidade de agua: Fosfato (A); Amonia (B), Nitrito (C), Nitrato
(D), Alcalinidade (E) e pH (F) em tanques de reproducdo de
camardo marinho Litopenaeus vannamei submetidos aos
tratamentos experimentais: Bioflocos (BFT) e Agua Clara (AC). ........

40

44

66

67






SUMARIO

(O T 1 (1] [0 18 SRS 23
Revisdo: Carcinicultura em sistema de bioflocos, maturacdo em

cativeiro e sistema imunoldgico de Crustaceos..........ccocuvererenerieriennnne. 23
1 INEFOTUGED ... 24
1.1 Carcinicultura Marinha..........cccoooeieriiinineese e 24
1.2 Carcinicultura no sistema de bioflocos (BFT)........c.ccecvvvervrnnnne 25
1.3 Maturacdo em cativeiro: caracteristicas, entraves e estratégias.. 27
1.4 Sistema imunoldgico de CrustaCeos.......cocvvvvrvevvriererereeesesieenns 28
2 JUSEITICALIVA ... 31
3 ODBJBLIVOS ...ttt 33
Bl GErAl i s 33
3.2 ESPECITICOS...ciiiiiicici et s 33
4 Formatag@o doS ArtigOS.........ccoeeviieeriieerseiseee s 33
(O Vo1 (1] [0 10 1 RSSO 35

PRIMEIRO RELATO DA INS~ER(;AO DO SISTEMA DE
BIOFLOCOS NA MATURACAO EM CATIVEIRO DO

CAMARAO MARINHO Litopenaeus vannamei .............c..c..cceervenen. 35
5 RESUMO ... 36
6 ADSLIACT ... s 36
7 INEFOAUGAD ..ottt 37
8 Material € MELOOS..........covurierirriereee e 38
8.1 Local de execucdo e material biolOgiCo .........ccovvvvvvvcniniennne 38
8.2  Ambiente de MaturaGho. .........cccoverirueiirieensiensee e 38
8.3 Manejo alimentar........ccccooeieiiereneese e s 39
8.4  Estratégia para manejo e captura de reprodutores...........cc.e...... 39
8.5  Inoculagdo de biofloCoS..........ccvveveviiiiec e 40
8.6 Manejo de qualidade de AQUa ..........ccceoereeriieninccnee e 41
8.7  Desempenho reprodUtiVO.........ccveverieierecie e 41
9 RESUITAAOS ..o 42
9.1  Qualidade de AQUA........ccceveeveieercieieieseseeeeeee e 42
9.2 Desempenho reprodULiVO.........ccocervrieerieeniniensieesee e 42

10 DHSCUSSAD ...ttt ettt et et et et et e e e e enns 43



11 CONCIUSAD ...ttt 46

12 AQradeCimentoS ........cccooviieviviiiiiieeeieeee e 46
13 Referéncias BibliografiCas ... 46
CAPITUIO T 51

AVALIACAO DAJNSERCAO DO SISTEMA DE BIOFLOCOS
NA MATURACAO EM CATIVEIRO DO CAMARAO

MARINHO Litopenaeus VanNamei ............ccceeererereeienesesieiesesesieeas 51
14 RESUMO...ccciiieiiiiii bbb 52
15 INEFOTUGED ..o i 53
16 Material € MELOAOS. .......c.euieeeriieieenes st 54
16.1 Material DIOIOGICO ......cveeieiiieice e 54
16.2 Delineamento e ambiente experimental .............cccccocvverienene 55
16.3 Manejo alimentar...........oocvi 55
16.4 AQUa A CUIIVO ..o 55
16.5 Manejo de qualidade de 4gua.........ccccevvveieeieieiecieces 56
16.6 Estratégia para manejo e captura de reprodutores................ 57
16.7 Desempenho reprodutivo ........cccovveeeeviiieseese e 57
16.7.1  Produgdo de 0V0S € NAUPIIOS .......c..cerveerreerienieneeeieeenees 57
16.7.2  Viabilidade eSpermatiCa.........c.cccoorrrrrrrnensneneeseeenieens 58
16.8 Parametros Hemato-imunolOgiCos .........cccevvveverieienenienienas 58
16.8.1  Coleta de hemolinfa para contagem total de hemocitos e

quantificacdo da producdo intracelular de &nions superéxido ................. 59
16.8.2  PreparaGio d0 SOT0 ........coorrireeereereeneinieeeeseesesseseeseeeeseeseeeseees 59
16.8.3  Determinagdo do titulo de aglutininas/lectinas do soro .......... 59
16.8.4  Concentracdo das proteinas totais do soro (CP).........c..cccco.ee. 60
16.8.5  Atividade da fenoloxidase (PO)........c.cccocouveiviicneiiieiens 60
16.9 ANAlise StAtiSICA ........cvveerereirec e 60
17 ResUltad0S € dISCUSSAD...........ccevierrrieririeriiinieisieisssesseesseessseseseens 60
17.1 Parametros fisico-quimicos de qualidade de 4gua................ 60
17.2 Desempenho reprodutivo ........ccoceveeeeieie s 64
17.3 Parametros Hemato-imunolOgiCos .........cccevvvevevieienieseniennas 68

17.3.1  Contagem total de hem6citos (CTH) ... 68



17.3.2 Quantificagdo da producdo intracelular de anions

SUPETOXIAO. ......cocviiieiieiei ettt 70
17.3.3  Titulo aglutinante...........ccccoveeueieiciccecceeceee e 70
17.3.4  Concentragdo das proteinas totais do soro (CP).........ccccco.u... 71
17.3.5  Atividade da fenoloxidase (PO).......ccccovuvvrrnireisnnieiesnnnnns 71
18  CONCIUSDES.......cooviircieiriritieies sttt 72
19 AQradeCimentos ........ccccoviiueiiiiiieieieieiee et 72
20  Referéncias Bibliograficas............ccocevvieiiiieicseeeeeees 72
CONCLUSOES.......coiiiiieiriieiiesiss s 83
ULTIMAS CONSIDERAGOES E RECOMENDAGOES..........cccoonn.. 85

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DA INTRODUCAO................. 87






23

CAPITULO |

REVISAO: CARCINICULTURA EM SISTEMA DE
BIOFLOCOS, MATURACAO EM CATIVEIRO E SISTEMA
IMUNOLOGICO DE CRUSTACEOS.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carcinicultura Marinha

Os crustaceos constituem um dos mais importantes grupos
zoologicos da natureza. E chamado de carcinicultura marinha o cultivo
de crustaceos de aguas marinhas e salobras, sendo que, dentre estes, 0s
camard@es se destacam devido ao fato do seu ciclo produtivo ser rapido e
em larga escala, 0 que proporciona grandes possibilidades de lucros
(BARRACCO et al., 2008). A carcinicultura teve seu inicio no Sudeste
da Asia, mediante abastecimento dos viveiros com os regimes de marés
(ANDREATTA; BELTRAME, 2008; BARRACCO et al., 2008). Na
década de 1930 iniciou-se a chamada carcinicultura moderna, com o
inicio das primeiras larviculturas de Marsupenaeus japonicus no Japéao,
enquanto que a partir das décadas de 1970 e 1980 a atividade sofreu
uma grande expansdo em decorréncia do incremento da producgdo de
pos-larvas em cativeiro (RONNBACK, 2002), concomitantemente a
estagnacdo da pesca e maior intensificagdo dos cultivos (FAO, 2014).

No Brasil, esta atividade se iniciou na década de 1970 com os
cultivos dos camardes das espécies Farfantepenaeus paulensis e
Marsupenaeus japonicus, sendo que sua ascensdo foi possivel a partir
do final da década de 1990, devido principalmente & introdugdo da
espécie exdtica Litopenaeus vannamei, aliada a fatores tais como grande
disponibilidade de agua e clima favoravel (ROCHA; MAIA, 1998;
RESENDE, 2009). Globalmente falando, este é um ramo de importancia
expressiva na Asia e na América Latina, tendo sido responsavel pela
producdo aproximada de 4,45 milhdes de toneladas de camardes em
2013 (ANDREATTA; BELTRAME, 2008; FAO, 2015).

Tendo em vista a sempre crescente demanda dessa atividade, a
expansdo e intensificacdo do seu cultivo sdo altamente necessarias
(CRAB et al.,, 2012). Contudo, apesar da carcinicultura ser menos
danosa ao ambiente quando comparada a outras atividades comerciais
humanas classicas tais como a agropecuaria e a industria (PAEZ-
OSUNA, 2001), o significativo crescimento da atividade trouxe uma
série de questionamentos relacionados principalmente a sustentabilidade
do setor. Em primeiro lugar, a carcinicultura tem grande dependéncia do
ambiente de entorno. Essa dependéncia se da tanto como elemento de
absorcao dos efluentes gerados quanto como fonte de matéria prima para
a elaboragdo de ragdes comerciais. E, levando-se em conta a evidéncia
de que para cada quilo camardo despescado sdo necessarios 1,4 quilos
de organismos pescados (Sheperd, 2005; Tacon; Metian, 2008), essa
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dependéncia traz como consequéncias, além do impacto aos
ecossistemas marinhos naturais, o encarecimento da atividade (FOLKE
etal., 1998; EMERENCIANO, 2012).

Adicionalmente, os efluentes gerados pela atividade
caracterizam-se pela sua alta carga de matéria organica, em decorréncia
dos restos da racdo oferecida aos organismos cultivados e dos
compostos nitrogenados oriundos nos excretas dos mesmos. Esses
efluentes, além de possivelmente ocasionarem a eutrofizagdo do
ambiente de entorno e 0 escape de espécies exdticas para 0 ambiente,
constituem um desperdicio de potenciais fontes de alimento ao camarédo
estocado e provavel veiculo de dispersdo de patdgenos (KINNE et al.,
2001; MOSS et al., 2001; AVNIMELECH, 2007).

Na Gltima década o cultivo de camardes marinhos foi seriamente
afetado pela dispersdo horizontal (tanque a tanque ou fazenda a fazenda)
ou vertical (animal-animal) de doencas tais como a Mancha branca, a
Sindrome de Taura, a Infeccdo hipodermal e Necrose hematopoiética,
dentre outras, causando grandes mortalidades, produtividades
significativamente menores e, consequentemente, grandes perdas
financeiras (MOSS et al, 2001, 2012; LIGHTNER, 2003;
WASIELESKY et al., 2006; MISHRA et al., 2008; EMERENCIANO,
2012).

Portanto, para que a carcinicultura seja realmente vantajosa no
sentido mais amplo da palavra, faz-se necesséria, além da diminuicao da
dependéncia da pesca, a amplificagdo de praticas para a prote¢do do
ambiente costeiro em conjunto com o estabelecimento de sistemas de
cultivo que proporcionem uma relagdo custo/beneficio que possibilite
uma crescente sustentabilidade dos mesmos (NAYLOR et al., 2000;
CRAB et al., 2012).

1.2 Carcinicultura no sistema de bioflocos (BFT)

Como estratégia para driblar estas problematicas, surgem novos
conceitos de sistemas produtivos sem renovagdo de 4gua
(AVNIMELECH, 2009; BALLESTER et al., 2010; EMERENCIANO,
2012). Nestas modalidades as comunidades microbianas e
fitoplanctbnicas desempenham um papel fundamental na transformacéo
dos nutrientes da dgua de cultivo em biomassa celular. Assim, 0 que o
sistema produz de catabdlitos é reciclado no proprio tanque e a biomassa
da microbiota produzida é diretamente utilizada pelos camarbes como
alimento de alta qualidade, o que reduz os gastos com racao.
Adicionalmente, esse sistema € caracterizado por apresentar alta
produtividade, podendo chegar a 10 kg de camardo por metro ctbico de
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dgua (FERNANDES DA SILVA et al., 2008; AZIM; LITTLE, 2008;
FROES et al., 2013; SCHVEITZER et al., 2013).

Neste aspecto encontra-se o sistema de bioflocos (BFT), ou
cultivo heterotréfico (EMERENCIANO et al., 2007; SCHVEITZER et
al., 2008; AVNIMELECH, 2009). Os primeiros conceitos dessa
modalidade de cultivo foram desenvolvidos no inicio da década de 1970
com diferentes espécies de camarBes peneideos (Penaeus monodon,
Fenneropenaeus merguiensis, Litopenaeus vannamei e Litopenaeus
stylirostris), concomitantemente com o desenvolvimento de sistemas de
cultivo de camardo com bactérias nitrificantes mantidas no escuro
aplicados nos Estados Unidos e Tahiti. Entre os anos 1980 e 1990, Israel
e EUA iniciaram cultivos com tilapia e L. vannamei, enquanto que no
ano 2000 o sistema foi implementado com sucesso em Belize, seguido
da Indonésia e Australia. Hoje, essa modalidade de cultivo é aplicada na
Asia, América Central, América do Sul e Estados Unidos da América
(Jatoba, 2014; Emerenciano et al., 2013b; Taw, 2010).

Os bioflocos consistem agregados microbianos formados por
bactérias heterotrdficas, microalgas, fungos, fezes, protozoarios, restos
de racdo e exoesqueletos, dentre outros, que sdo constituidos mediante
adicdo de fontes de carbono concomitante com aeragdo constante e
vigorosa da agua do viveiro. (WASIELESKY et al., 2006; CRAB et al.,
2007; AZIM; LITTLE, 2008). Uma vez estabelecidos, estes agregados,
através de processo heterotréfico, controlam o acimulo de compostos
nitrogenados através da sua imobilizacdo durante o metabolismo do
carboidrato utilizado para a formagdo de proteinas celulares para
crescimento. (AVNIMELECH, 1999; LARA et al., 2013).

Desta forma, o sistema de bioflocos possibilita uma série de
vantagens. Em primeiro lugar, a atividade microbiana resulta na
assimilacdo dos compostos nitrogenados presentes na dgua, o que ndo so
evita 0 acimulo dessas excretas no ambiente de cultivo como também
faz com que os mesmos sejam convertidos em proteina microbiana, a
qual, por sua vez, pode fazer parte da alimentacdo dos organismos
estocados. Além do mais, os agregados organicos presentes nesse
sistema caracterizam-se por serem fonte de acidos graxos, aminoécidos
e minerais, além de possuir alguns aminodcidos essenciais tais como
treonina, lisina, valina, configurando, desta forma, um excelente
suplemento alimentar disponivel 24 h por dia (DE SCHRYVER et al.,
2008; LARA et al., 2013; JATOBA, 2014).

Essa assimilacdo, por sua vez, permite que o sistema opere em
reduzidas ou nulas taxas de renovacdo da agua de cultivo, permitindo
uma economia substancial com bombeamento, tratamento e
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aquecimento de agua. Adicionalmente, esse sistema também possibilita
uma maior estabilidade dos parametros fisico-quimicos de qualidade de
agua, 0 que permite um ambiente de cultivo com mais conforto aos
organismos estocados. Todas essas vantagens, quando associadas, tem
como consequéncias a possibilidade de ciclos de cultivo com maior
densidade de estocagem em uma menor area de cultivo, além de reduzir
0s riscos de introdugdo de patdgenos ao meio e de escapes de animais
exoticos ao ambiente de entorno, melhorando, desta forma, a
biosseguranca da atividade. (WASIELESKY et al., 2006; PANJAITAN,
2010; GAO et al., 2012; EMERENCIANO et al., 2013).

Adicionalmente, a observacdo de sua aplicacdo ndo sé nos
tanques de engorda, mas também nos bercérios e pré-maturacdo, indica
a possibilidade de utilizagdo e aprimoramento do mesmo em diferentes
etapas do ciclo produtivo de camarfes marinhos, desde que exista uma
solida compreensdo dos conceitos basicos relativos a esta nova
tecnologia, bem como sejam respeitados os protocolos adequados de
manejo. (TAW, 2010; EMERENCIANO et al., 2013).

1.3 Maturacao em cativeiro: caracteristicas, entraves e
estratégias

Dentre estas etapas do ciclo de cultivo de camardes marinhos
com potencial para insercdo do sistema de bioflocos encontra-se a
maturacdo em cativeiro, que consiste na manutencdo de matrizes em
regime de confinamento para fins de produgdo de larvas. (BRAY;
LAWRENCE, 1992). Tendo em vista a crescente demanda comercial do
setor, faz-se absolutamente necessaria que a reproducdo em cativeiro
tenha producdo constante, em quantidade e qualidade, a fim de garantir
o fornecimento constante e eficaz de pos larvas para as fazendas de
cultivo e assegurar, desta forma a produgdo. (BEARD et al., 1977;
BROWDY, 1998; EMERENCIANO et al., 2014). Adicionalmente, o
uso de reprodutores produzidos em cativeiro possibilita ndo so6 a total
desvinculacdo do ciclo produtivo da carcinicultura dos ecossistemas
naturais, evitando, desta forma, maiores impactos ambientais e
possibilitando uma maior sustentabilidade da atividade, como também a
domesticacdlo e o melhoramento  genético das linhagens.
(EMERENCIANO et al., 2014).

A despeito de sua grande importancia, os atuais sistemas de
maturagdo em cativeiro possuem caracteristicas que vao contra 0s
preceitos da aquicultura sustentdvel. Em primeiro lugar, a maioria dos
empreendimentos de maturacdo em cativeiro adotam elevadas taxas
diérias de renovagdo de agua — entre 100% e 300%. Esse alto percentual
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de troca de agua, além de implicar em altos gastos com seu
bombeamento, acondicionamento e aquecimento, também significa um
alto volume de efluentes a serem descarregados no ambiente e um risco
significativo de dispersdo de possiveis patdgenos. (MENASVETA et al.,
1989; BARBIERI JR; OSTRENSKI NETO, 2001; EMERENCIANO et
al., 2013).

Além do mais, tais empreendimentos costumam empregar baixas
densidades de estocagem nos tanques de cultivo, o que implica na
necessidade de uma grande area coberta e controlada de cultivo a ser
disponibilizada aos mesmos. (BARBIERI JR; OSTRENSKI NETO,
2001; EMERENCIANO et al., 2013). Por fim, para atender as demandas
fisioldgicas relativas ao desenvolvimento gonadal, embrionario e larval
em cativeiro, adota-se um regime alimentar constituido por ragcdes com
alto percentual de proteina bruta associadas a grandes quantidades de
alimento fresco. Esse perfil alimentar acarreta em alto custo para
aquisicdo e armazenamento dos mesmos, grande dependéncia da pesca
como fonte de itens alimentares, bem como em alta carga de matéria
organica nos efluentes gerados (ANDREATTA; BELTRAME, 2008;
EMERENCIANO et al., 2013).

Como alternativa para contornar as problematicas financeiras e
ambientais do sistema e ao mesmo tempo garantir a produtividade e a
biosseguranca da atividade, é fundamental o total fechamento do ciclo
de producdo de matrizes, de forma a se diminuir o fluxo de agua no
sistema (GANDY et al., 2007; SCHVEITZER et al., 2008). A adaptacdo
da maturagdo em cativeiro em sistemas com troca zero de 4gua como
bioflocos pode trazer vantagens tais como o estabelecimento de um
sistema de cultivo com menor variabilidade dos parametros fisico-
guimicos de qualidade de agua. Essa menor variabilidade resulta em
mais conforto ambiental aos organismos estocados e menos gastos com
captacdo e tratamento de agua.

Além do mais, o sistema de maturacdo fechado resulta na
retencdo de ferorménios femininos produzidos durante a coorte e em
menos riscos de introducdo e disseminacdo de patégenos
(MENASVETA et al., 2001; OTOSHI et al.,, 2003; GANDY et al.,
2007; GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2009), garantindo assim a sua
biosseguranca e o aprimoramento de pardmetros hemato-imunolégicos
dos organismos estocados. (EKASARI et al., 2014).

1.4 Sistema imunoldgico de crustaceos
No que diz respeito ao reflexo da condicdo imunolégica de
organismos aquéticos cultivados nos sistemas produtivos, a atividade
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ainda tem como maior fator limitante as patologias em geral e seus
impactos. (RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2000; EKASARI et al.,
2014). Logo, o sucesso da industria camaroneira depende do controle de
patologias e da resisténcia dos organismos cultivados. (RODRIGUEZ;
LE MOULLAC, 2000), os quais, por sua vez, tem ligacdo direta com o
sistema imune dos mesmos.

A primeira barreira imunol6gica dos crustaceos é uma barreira
fisica, constituida pelo exoesqueleto. Esta barreira estende-se por todo o
trato digestivo que, por sua vez, ainda fornece um ambiente acido que
inativa e elimina a maioria dos potenciais invasores. (BARRACCO et
al.,, 2008; VAZQUEZ et al., 2009). O eventual rompimento desta
barreira desencadeia uma série de reacGes com o intuito de neutralizar
ou eliminar os invasores. Adicionalmente, o sistema circulatério dos
crustaceos caracteriza-se por ser aberto, no qual nutrientes, hormonios e
células se distribuem por todo o corpo através da hemolinfa. Seu sistema
imune utiliza mecanismos inatos que atuam na protegdo contra a
invasdo. Essa atuacdo se da mediante coagulacdo, melanizacgdo,
reconhecimento e aglutinacdo celular, fagocitose e encapsulamento e
citotoxicidade (VAZQUEZ et al., 2009; CERENIUS et al., 2010;
FREDRICK and RAVICHANDRAN, 2012), garantindo, assim, sua
integridade fisica e sanitaria.

A auséncia caracteristica de um sistema imune especifico nos
crustaceos faz com que este sistema inato tenha papel fundamental na
sua defesa. Este sistema inclui respostas humorais e celulares, sendo
esta Gltima de responsabilidade dos hemocitos circulantes da hemolinfa.
Os hemdcitos correspondem a barreira celular responsavel pela defesa
contra agentes patogénicos, e sua mensuracdo permite estabelecer uma
relacdo entre os valores alcangados e as condi¢Bes sanitarias dos
organismos avaliados (BACHERE et al., 2004; CERENIUS;
SODERHALL, 2012; EKASARI et al., 2014).

Dentre as respostas humorais, temos a aglutinacdo, a
profenoloxidase e a producdo de ions superéxido. VAZQUEZ et al.
(2009) explicam que a aglutinacéo é resultado da presenca de moléculas
proteicas genericamente chamadas de lectinas. As lectinas s&o
consideradas similares aos anticorpos, e agem reconhecendo
carboidratos de superficie celular, induzindo a aglutinacéo ou fagocitose
de possiveis fatores externos. Portanto, alteragdes nesse parametro
podem estar associadas a fatores tais como niveis de estresse, presenca
de agentes patoldgicos e corpos estranhos em seu sistema circulatério ou
mesmo a qualidade reprodutiva de machos de camardes peneideos
(CUELLAR—ANJEL 2008; PAULEY 1973; PEREZ-JAR et al. 2006).
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No que diz respeito a concentragdo proteica no plasma,
MAGGIONI et al. (2004) e LE MOULLAC; HAFFNER (2000)
explicam que este indice em camarbes podem variar a depender de uma
série de fatores, tais como temperatura, salinidade, concentragcdo de
oxigénio dissolvido e presenca de patdgenos. Este parametro também
pode sofrer influéncia da idade, etapa do ciclo reprodutivo e niveis de
estresse do manejo aplicado (BARRACCO et al. 2008; SCHLEDER et
al. 2008; CUELLAR-ANJEL 2008); adicionalmente, geragdes
sucessivas oriundas de um mesmo grupo de organismos podem resultar
em alteracbes no metabolismo proteico de seus descendentes,
ocasionando possiveis reflexos negativos em seu sistema imune
(PEREZ-JAR et al. 2006).

Outra estratégia imunitaria dos crustaceos envolve a producdo de
compostos reativos intermediarios de oxigénio. Conforme explicam
CUELLAR-ANJEL (2008) e SCHLEDER et al. (2008), a presenca de
particulas estranhas sobre a superficie dos hemocitos acarreta no
incremento da atividade metabdlica dos mesmos, resultando no aumento
do consumo de oxigénio celular através da enzima NADPH oxidase.
Alguns dos compostos reativos formados séo o peréxido de hidrogénio e
0 anion superdxido, que sdo altamente toxicos e estdo relacionados com
atividade antimicrobiana e com a destruicdo de agentes infectantes.
BARRACCO et al. (2008) acrescentam que esses radicais de oxigénio
possuem elétrons livres em sua superficie mais externa, o que lhes da
uma alta capacidade reativa com qualquer estrutura ou composto
circundante, tais como membranas celulares, proteinas e 4acidos
nucleicos.

Portanto, a presenca destes compostos podem causar danos tanto
nos organismos invasores quanto no proprio hospedeiro. Para contornar
esses efeitos, o0 organismo conta com mecanismos de defesa
antioxidantes, tais como as enzimas catalase e glutationa peroxidase, e a
presenga em altas concentracGes dos compostos reativos de oxigénio no
hospedeiro podem indicar baixa capacidade imunoldgica de eliminacédo
dos mesmos (BARRACCO et al., 2008).

J4 a fenoloxidase é uma enzima que atua na oxidagao da tirosina
e L-DOPA gerando intermediérios toxicos e melanina, cuja gama de
fungdes inclui auxilio na cicatrizacdo de injdrias e na regulacdo do
sistema imune adaptativo. (FREDRICK; RAVICHANDRAN 2012).
Sua ativacdo inicia uma sucessdo de eventos proteoliticos que culminam
na melanizacdo de corpos estranhos ao individuo, sendo este processo
um dos mais importantes para o sistema imune de crusticeos
(CERENIUS et al., 2010; EKASARI et al., 2014). VAZQUEZ et al.
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(2009) explicam que a melanina é um pigmento com diversas fungdes
imunoldgicas, tais como inibicdo enzimatica de fungos e bactérias. Os
autores acrescentam que esse processo esta relacionado com a exocitose
de hemdcitos granulares, o qual é induzido por compostos tais como
laminarina, lipopolissacarideos ou parede celular de levedura
(RODRIGUEZ; LE MOULLAC 2000; SCHLEDER et al. 2008;
VAZQUEZ et al. 2009).

Sabe-se que alteragOes significativas dos parametros fisico-
guimicos de qualidade de &agua podem influenciar severamente o
metabolismo, crescimento, muda e sobrevivéncia de organismos em
cativeiro (LE MOULLAC; HAFFNER, 2000), os quais, por sua vez,
interferem no desempenho do sistema imune. Neste aspecto, em relacéo
aos reflexos do sistema de bioflocos no cultivo de camardes, é sabido
gue dentre as suas principais vantagens, além da suplementacdo
alimentar, estd o estimulo da atividade enzimatica do aparelho
digestorio, além de possuir possivel efeito probiético. (XU; PAN, 2013).

Adicionalmente, a presenga do biofloco no trato gastrointestinal
do camardo serve como estimulo as respostas inatas do sistema imune,
além de aumentar a concentracdo dos hemdcitos no sistema circulatério,
mediante presenca de substancias tais como componentes celulares
microbianos e compostos bioativos. (JOHNSON et al., 2008; JU et al.,
2008; XU; PAN, 2013). Por fim, a presenca dos agregados microbianos,
guando bem manejados, pode tanto inibir a proliferagdo de
microrganismos indesejaveis (BRITO et al., 2015), quanto aprimorar a
propriedade antioxidante do plasma e hepatopancreas dos organismos
cultivados (EKASARI et al., 2014).

2 JUSTIFICATIVA

Os sistemas de maturagdo em cativeiro usualmente aplicados
caracterizam-se por utilizarem grandes volumes de 4gua com densidades
de estocagem inferiores a 10 camardes/m?; altas taxas de renovacéo de
agua para garantir a limpeza e facilitar o0 manejo dos tanques e alta
frequéncia de fornecimento alimentar. A aplicacdo do sistema de
bioflocos na maturagdo em cativeiro poderia trazer vantagens tais como
uma maior estabilidade dos pardmetros de qualidade de agua,
possibilitando a troca minima ou zero da mesma e, consequentemente,
maior economia de energia no bombeamento, tratamento e,
especialmente, no aquecimento da agua.

Outra vantagem seria a possibilidade de uma maior densidade de
estocagem nos tanques de maturacdo, 0 que permitiria uma maior
produtividade do setor. Além do mais, a comunidade microbiana
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heterotréfica presente nesse sistema de cultivo apresenta potencial para
manutencdo de uma maior estabilidade dos parametros da qualidade da
agua de cultivo e controle da presenca e da dispersdo de possiveis
patégenos. Adicionalmente, também pode proporcionar melhoria da
retencdo do nitrogénio presente na racdo e dos parametros imunoldgicos
dos organismos. Por fim, a disponibilizacdo de alimento natural rico em
lipidios e proteinas durante as 24 h do dia proporcionaria redugdo nos
gastos com a alimentacdo dos organismos confinados e traria efeitos
benéficos nos processos reprodutivos em cativeiro.

Em Santa Catarina, o Laboratério de Camardes Marinhos (LCM),
localizado em Floriandpolis/SC, iniciou em 1984 estudos sobre a
reproducdo em cativeiro e cultivo do camardo rosa (Farfantepenaeus
paulensis) e do camardo branco nativo (Litopenaeus schmitti). J& em
1998 iniciou-se no Estado um programa de pesquisas para a produgdo
em cativeiro do Litopenaeus vannamei, em decorréncia de seus
excelentes resultados nas unidades de producao.

Desde o final do ano de 2004 o LCM tem feito uso de bioflocos
para producdo de matrizes de camardo marinho da espécie L. vannamei,
como forma de atendimento de requisitos de biosseguranca relacionados
a ISO 14.001. Contudo, apesar dos significativos avancos alcangados
nesta linha, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas até que
seja possivel a real implementacdo e que seja alcancado sucesso desta
modalidade de cultivo na carcinicultura marinha. Dentre estas, encontra-
se 0 conhecimento pleno dos possiveis beneficios que podem ser
proporcionados pelo sistema de bioflocos na maturagdo em cativeiro de
camardes marinhos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Contribuir com os estudos para inser¢do do sistema de bioflocos
na maturacdo em cativeiro do camardo marinho Litopenaeus vannamei.
3.2 Especificos

v Desenvolver estrutura para cercamento e captura de
reprodutores em tanque de maturagdo com sistema de bioflocos;

4 Avaliar a viabilidade técnica da maturacdo em cativeiro do
camardo marinho Litopenaeus vannamei em sistema de bioflocos;

v Avaliar o desempenho reprodutivo em cativeiro do camardo L.
vannamei em sistema de bioflocos;

v Avaliar os reflexos hemato-imunol6gicos e de qualidade de

agua da insercao do sistema de bioflocos na maturacdo em cativeiro do
camarao marinho L. vannamei.

4 FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese esta dividida em trés capitulos. O primeiro é referente a
introdugdo e revisdo de literatura e os demais correspondem cada um a
um artigo. O primeiro artigo esta formatado de acordo com o Boletim do
Instituto de Pesca (Qualis B2) e o segundo esta formatados de acordo
com as normas da revista Aquacultural Engineering (Qualis Al).
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CAPITULO 11
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5 RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver estrutura para cercamento
e captura de reprodutores em tanque de maturacdo com sistema de
bioflocos, bem como avaliar a viabilidade técnica da utilizacdo do
sistema de bioflocos na maturagdo do camardo marinho Litopenaeus
vannamei em cativeiro. Este é o primeiro trabalho de pesquisa para a
insercdo da tecnologia de bioflocos no sistema de maturagdo de
camardes desta espécie em cativeiro. Foi proposto o uso de uma
estrutura movel para concentracdo e suspensdo das matrizes a fim de
contornar a falta de limpidez da agua na ocasido da separacdo das
fémeas copuladas. Estratégias adaptadas de manejo alimentar e
qualidade de agua também foram aplicadas. Os ajustes foram avaliados
guanto aos valores de pH, oxigénio dissolvido, temperatura, sélidos
suspensos, alcalinidade, aménia total, nitrito e nitrato, assim como
guanto a nimero de copulas com desova, nimero de ovos/fémea,
nimero de nauplios/fémea e taxa de eclosdo de ovos observados durante
0 periodo de analise. Detectou-se que os resultados de desempenho
reprodutivo e dos parametros fisico-quimicos de qualidade de agua sdo
compativeis com a espécie cultivada, indicando a possibilidade de
utilizagdo do sistema de bioflocos na maturagéo de camardo marinho da
espécie Litopenaeus vannamei em cativeiro.

Palavras-chave: camardo branco do Pacifico, cultivo heterotrofico;
reproducdo; desempenho reprodutivo.

6 ABSTRACT

The aim of this study was to to develop a framework for breeders
fencing and capture in reproductive system with bioflocos technology,
as well as to evaluate the feasibility of maturation in captivity of marine
shrimp Litopenaeus vannamei in bioflocs system. This is the first
research work with the insertion of bioflocs technology in Litopenaeus
vannamei broodstock. It is proposed to use a portable structure to
concentrate and elevate of the breeders in order to overcome the lack of
transparency of the environment. New feed management and water
quality management strategies in this alternative system are also
proposed. Rearrangements were evaluated for pH, dissolved oxygen,
temperature, suspended solids, alkalinity, total ammonia, nitrite and
nitrate, and the number of spaws, number of eggs/spawn, number of
nauplii/spawn and hatching rate observed during the analysis period. It
turned out that the results of reproductive performance and physico-
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chemical parameters of water quality are consistent with the specific
pattern, indicating the possibility of using bioflocs with Litopenaeus
vannamei broodstock.

Keywords: Pacific white shrimp, heterotrophic culture; broodstock;
reproductive performance.

7 INTRODUCAO

A maturacdo em cativeiro consiste na manutencdo de matrizes de
camardo marinho em regime de confinamento para produgdo de larvas
em laboratério (BRAY; LAWRENCE, 1992), permitindo o
fornecimento constante e eficaz de pds larvas de camardo em quantidade
e qualidade adequadas para fazendas de cultivo (BROWDY, 1998;
ANDREATTA; BELTRAME, 2008). A eficacia desta etapa depende,
dentre outras coisas, da garantia da sua plena biosseguranga, atraves do
fechamento do ciclo de producdo de matrizes, possibilitando a
diminuicéo do fluxo de agua do sistema e, consequentemente, dos riscos
de dispersdo e disseminacdo de doengas (SCHVEITZER et al., 2008;
EMERENCIANO, 2012).

Para um melhor desempenho de sistemas de maturacdo
totalmente fechados, o fator fundamental é uma maior estabilidade do
ambiente de cultivo (WABETE et al., 2006), a fim de garantir maior
conforto aos organismos confinados. Neste aspecto, a aplicacdo de um
sistema com reduzidas taxas de renovacdo de &gua, aliada ao
sombreamento caracteristico do ambiente de reprodugdo em cativeiro,
poderia proporcionar um maior equilibrio de parametros fisico-quimicos
da dgua (CRAB et al., 2009; EMERENCIANO et al., 2012).

Neste contexto encontra-se 0 sistema de bioflocos (BFT), ou
cultivo heterotréfico (EMERENCIANO et al., 2007; DE SCHRYVER
et al., 2008; SCHVEITZER et al., 2008; AVNIMELECH, 2009), que
consiste em agregados microbianos formados pela adi¢do de fontes de
carbono concomitante com aeracdo constante e vigorosa da agua do
viveiro (WASIELESKY et al., 2006; CRAB et al., 2007, 2012; AZIM,;
LITTLE, 2008). Estes agregados assimilam os compostos nitrogenados
presentes na agua, além de servirem como fonte adicional de alimento,
possibilitando um menor percentual de proteina bruta na formulacéo das
racbes, assim como uma maior densidade de estocagem.
(AVNIMELECH, 1999; WASIELESKY et al., 2006; GAO et al., 2012).

A aplicacdo do sistema de bioflocos na maturacdo em cativeiro,
portanto, pode trazer vantagens, tais como menores gastos com
bombeamento e, consequentemente, aquecimento da &gua de cultivo e
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disponibilidade constante de alimento natural de alta qualidade
(SCHVEITZER et al., 2008). Assim, os objetivos deste trabalho foram
desenvolver estrutura para cercamento e captura de reprodutores em
tanque de maturacdo com sistema de bioflocos, bem como avaliar a
viabilidade técnica da maturacdo do camardo marinho Litopenaeus
vannamei em sistema de bioflocos.

8 MATERIAL E METODOS

8.1 Local de execucéo e material bioldgico

Este trabalho foi realizado entre agosto e dezembro de 2013 no
Laboratério de Camardes Marinhos — LCM/UFSC, localizado na cidade
de Floriandpolis (SC). Foram utilizados 45 machos e 45 fémeas do
camardo marinho Litopenaeus vannamei provenientes de cultivo em
bioflocos em estufas localizadas no mesmo laboratério (SCHVEITZER
et al., 2008). Os critérios utilizados para sua selecdo foram: peso de
machos e fémeas (entre 30 e 40 g), integridade dos apéndices, auséncia
de éareas necrosadas no exoesqueleto, estadio do ciclo de muda
(intermuda) e integridade do petasma e dos espermatéforos no caso dos
machos. Apos a selecdo, os reprodutores foram transferidos para o
tanque de maturacdo, na densidade de 8 camardes.m™. Finalizados 0s
ajustes na estratégia de manejo e captura de reprodutores, estes foram
submetidos a um periodo de sete dias de aclimatacdo ambiental e
alimentar, seguida da ablacdo unilateral de peddnculo ocular das fémeas
estocadas. ApoGs esse procedimento, as mesmas foram monitoradas
diariamente para observacdo de sua maturacdo gonadal e da ocorréncia
de copulas.

8.2 Ambiente de maturacéo.

Para este trabalho foi destinado um tanque circular de fibra de
vidro, com 4 m de diametro, dreno central de 60 mm e nivel de agua
mantido em 45 cm, totalizando 5,65 m® de 4gua. Este tanque foi
inicialmente abastecido com agua oceanica, de salinidade entre 33 e
34%o, sendo o fotoperiodo mantido artificialmente com o auxilio de
lampadas fluorescentes de cor branca e incandescentes de cor amarela,
dispostas acima do mesmo. A duracdo do fotoperiodo foi de 12,5 h luz :
11,5 h escuro, controlada através de timer analdgico. A aeracdo da dgua
de cultivo foi constante e mantida por meio de sete “air-lift’s” dispostos
em padrdo circular, além de um dispersor de ar central de mangueira
microperfurada (AeroTubes™). Ja sua temperatura foi mantida entre 28
°C e 29 °C com a utilizagdo de aquecedor de titanio e termostato.
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8.3 Manejo alimentar

Os reprodutores foram alimentados durante todo o periodo
experimental com uma dieta padrdo com uma taxa diaria inicial de 3%
(em matéria seca) da biomassa estocada (LCM, 2007). A composicdo
dessa dieta levou em conta a composicdo bromatoldgica dos itens
alimentares adotados (CARVALHO et al., 2010), sendo constituida de
lula (Loligo sp — Pioneira da Costa S/A) a uma taxa diaria de 42% da
matéria seca alimentar; mexilhdo (Perna perna - Laboratério de
Moluscos Marinhos/UFSC) com taxa diaria de 28% da matéria seca
alimentar; e ragdo comercial (Inve Aquaculture - BREED-S FRESH,
40% proteina bruta; 9,1% gordura), na taxa diaria de 30% da matéria
seca alimentar. Os alimentos foram distribuidos alternadamente a cada
trés horas, em um total de sete refei¢des diarias. A quantidade de cada
item alimentar era monitorada e ajustada através de duas bandejas de
alimentacdo dispostas no tanque.

8.4 Estratégia para manejo e captura de reprodutores

Para superar a falta de limpidez da agua de cultivo com bioflocos,
foi utilizada uma armacdo moével que permitiu a concentragdo e
suspensdo dos reprodutores até uma altura que possibilitasse a
visualizacdo dos mesmos para fins de inspecdo das copulas. Esta
armacao consistiu de uma gaiola mével em formato triangular, com 1,8
x 1,8 x 1 m de dimensdes, constituida por tubos de PVC de 32 mm nas
laterais e 70 mm na porc¢éo central, de forma que a mesma se encaixasse
e evitasse escapes no dreno central de gua (Fig. 1A). A concentracdo
dos reprodutores dentro da estrutura armada era possivel através de uma
tela mdvel retangular armada removivel (Fig. 1B), com 1,8x1 m de
dimensdes, constituida por tubos de PVC de 32 mm de diametro. Ja a
suspensdo da gaiola foi facilitada por roldanas e cordas (Fig. 1C), para a
visualizagdo dos reprodutores.

A gaiola e a tela moével foram revestidas com tela plastica com 2
cm de abertura. A estrutura inteira ocupou uma area de 3,12 m?, ou 25%
do fundo do tanque. Uma vez montada, a estabilidade, a funcionalidade
e a adaptacdo do manejo produtivo a estrutura foram averiguadas no
tanque de cultivo povoado. Essa averiguacdo foi realizada durante um
periodo de quatro meses e meio, em &gua clara, para visualizacdo e
ajustes da mesma.
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Figura 1 Estrutura armada utilizada para captura de reprodutores de Litopenaeus
vannamei em tanque de cultivo inoculado com bioflocos: A) Gaiola mével; B) Tela
movel destacavel; C) Roldanas para suspenséo da estrutura completa.

8.5 Inoculagdo de bioflocos

Nos tanques destinados ao tratamento AC a agua de cultivo foi
mantida durante todo o periodo experimental com uma taxa de troca
diaria de 200%, através de duas modalidades de renovacdo: uma
continua, a um percentual de 150% do volume do tanque, na qual a agua
é continuamente trocada, em pequenos volumes, ao longo de 20 h do
dia; e uma de impacto, a um percentual de 50% do volume do tanque, na
qual a agua é trocada em um espaco de tempo mais curto com o intuito
de retirar fezes, extvias e restos de alimento. Tal protocolo, por sua vez,
é manejo padrdo do LCM/UFSC (LCM, 2004).

Passado este periodo, o tanque foi inoculado com 3m® de agua
com bioflocos oriunda das estufas de bergario do LCM. As
caracteristicas fisico-quimicas do indéculo encontram-se descritas na
tabela 1. Apo6s a inoculacdo, os agregados microbianos foram mantidos
através da propria alimentagdo dos animais e com a adi¢ao de melago de
cana em po6, de forma a se estabelecer uma proporgdo carbono-
nitrogénio (C:N) total ao redor de 20:1 para retirada do nitrogénio na
forma de aménia do meio (AVNIMELECH, 1999; AVNIMELECH,
2009). Essa propor¢do foi medida e mantida levando em conta as
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composicdes bromatolégicas do préprio melago (EMERENCIANO et
al.,, 2007) e de cada item da dieta adotada. (VAN WYK, 2006;
CARVALHO et al., 2010). O material suspenso foi monitorado com
auxilio de tanque de decantacéo de 40 L (SCHVEITZER et al., 2013), e
a salinidade, corrigida através do bombeamento de 4gua doce.

Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas do in6culo de bioflocos utilizado
em tanque de reproducdo de camardo marinho Litopenaeus vannamei
H,PO; (mg.l") | AT-N (mg.1") [ N-NO, (mg.I") | SST (mg.I")
0,1 0,0 154 515

8.6 Manejo de qualidade de agua

Ap6s a inoculagdo da agua com bioflocos, iniciou-se o
monitoramento dos parametros fisico-quimicos de qualidade de agua.
temperatura, salinidade, transparéncia e oxigénio dissolvido (OD) foram
monitorados duas vezes ao dia, nos intervalos entre as renovacgoes,
utilizando-se medidor multiparametro (marca YSI®). Ja as variaveis pH,
s6lidos sedimentaveis (SS), alcalinidade, amonia total (AT-N), nitrito
(N-NOy) e nitrato (N-NO3) foram monitorados duas vezes por semana.
O pH foi monitorado com auxilio de medidor multipardmetros (marca
YSI®), enquanto que os sélidos sedimentaveis foram medidos através da
decantacdo dos flocos em cones Imhoff. (AVNIMELECH, 2009). Por
fim, alcalinidade, AT-N, N-NO, e N-NO; foram avaliados conforme
metodologia da APHA (APHA, 1998).

8.7 Desempenho reprodutivo

Uma vez finalizados o periodo de ajustes da estratégia de manejo
de reprodutores e inoculado o biofloco no tanque de cultivo, 0 mesmo
foi averiguado diariamente para detecc¢do e captura de fémeas copuladas.
Uma vez detectadas, essas fémeas eram retiradas e dispostas
individualmente em caixas de desova de 200 L. Essas caixas eram
abastecidas com agua oceanica clara, com temperatura entre 29 °C e 30
°C e salinidade corrigida para 30%. como forma de favorecer a
fertilizacdo dos évulos (TRUJILLO, 1996). Apds um periodo de quatro
horas, cada fémea era devolvida ao tanque de origem.

Apo6s a devolucdo das fémeas, seus ovos eram sifonados e
transferidos para tanques cilindrico-conicos de incubacdo de 90L
previamente identificados. Apds esse procedimento, eram coletadas 3
amostras de 10mL da agua homogeneizada para quantificagcdo do total
de ovos por extrapolacdo. No dia seguinte, os nauplios eclodidos destes
ovos foram quantificados da mesma forma que os ovos, e seu estado
geral, observado microscopicamente.
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9 RESULTADOS

9.1  Qualidade de Agua

Em relacdo aos pardmetros fisico-quimicos da &gua observados
apos a inoculacdo com bioflocos, o valor médio de temperatura ficou em
28,27 + 0,47 °C (26,6 — 29,3 °C), enquanto o valor do oxigénio
dissolvido foi mantido em 5,13 + 0,47 mg L™ (4,0 - 5,7 mg L™). A
transparéncia, por sua vez, apresentou valor médio de 21,66 + 10,00 cm
(11-40cm).

JA no que diz respeito aos resultados dos parametros de
monitoramento da &gua avaliados semanalmente, o pH da &gua
manteve-se em torno de 7,73 + 0,12 (7,6 — 7,8), enquanto que a
salinidade ficou em 35,67 + 1,15%o (34 — 37%o). O volume médio dos
flocos ficou em 13 + 9,90 mL L™ (4-30 mL L™), enquanto que a
alcalinidade ficou em 211,67 + 86,07 mg L™ (115 — 280 mg L™). A
aménia total do ambiente de cultivo manteve-se em 2,71 + 2,35 mg L™
(0,0 — 5,99 mg L™, enquanto que o nitrito e o nitrato mantiveram-se em
0,95 + 0,11 (0,82 — 1,09) e 86,73 + 49,29 (43,74 — 149,39) mg L™
respectivamente. Vale ressaltar que durante todo o periodo ap6s a
inoculacéo de bioflocos, o tanque de decantacéo foi utilizado somente
uma vez, logo apds a inoculagdo, para corrigir um pico no valor do
volume de flocos (30 mL L™). Adicionalmente, ndo foi necesséria
nenhuma troca de agua no sistema.

A Figura 2 demonstra o comportamento dos niveis de AT-N, N-
NO, e N-NOs ao longo do periodo de analise. Os teores dos compostos
nitrogenados oscilaram ao longo do tempo. Inicialmente, os valores de
amonia total. (Fig 2A) apresentaram comportamento crescente, seguido
de quedas abruptas até estar zerado. Ja o nitrito (Fig. 2B) apresentou
comportamento crescente durante os trés primeiros periodos de coleta,
passando entdo a apresentar uma tendéncia de queda nos seus valores. O
nitrato (Fig. 2C), por sua vez, apresentou uma queda abrupta no segundo
periodo de coleta, seguida de um comportamento crescente nos seus
valores.

9.2 Desempenho reprodutivo

Neste trabalho, durante o periodo de cdpulas e desovas a taxa
média de fémeas maduras no tanque foi de 13,75 + 1,77 % (12,5 —
15%), enquanto que o valor médio do nimero de cpulas com desova no
periodo foi de 1,5 + 0,71 (1 — 2). O nimero médio de ovos por desova,
por sua vez, foi de 185,48 + 32,56 x 10° (150 — 214 x 10%), enquanto que
o nimero de nauplios por desova foi de 99,67 + 874x10%® (90 —
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107x10%), correspondendo a uma taxa média de eclosdo de 54,33 +
5,13% (50 — 60%).

10 DiscussAo

Na presente pesquisa, a ndo necessidade de renovacao da agua de
cultivo para a manutencdo de niveis adequados dos parametros fisico-
qguimicos da &gua demonstra a efetividade do sistema na sua
estabilidade. (EMERENCIANO et al., 2013a; BRAGA et al., 2013).
Adicionalmente, durante todo o periodo experimental, os valores
alcangados encontraram-se adequados para camardes peneideos
(CAVALLI et al., 1998; PEREZ-ROSTRO et al., 2004; BRAGA et al.,
2013).

Os elementos fundamentais para o0 estabelecimento dos
microagregados de bioflocos sdo uma biomassa minima de 300 g de
camardes m?, o ingresso regular de alimento em conjunto com uma
fonte de carbono externa e taxas reduzidas de renovagdo da agua. E
importante que o valor destes solidos ndo ultrapasse o limite de 15 mL
L™, principalmente para individuos com peso corporal acima de 15 g.
(EMERENCIANO et al., 2012; EMERENCIANO et al., 2013a), a fim
de se evitar o entupimento de suas camaras branquiais (TAW, 2010).
Com excecdo do inicio do periodo experimental, onde se observou um
pico de 30 mL L™ os valores médios alcancados neste trabalho
encontraram-se dentro do intervalo considerado adequado para a
modalidade de cultivo (AVNIMELECH, 2009; EMERENCIANO et al.,
2013b; BRAGA et al., 2013), o que indica a possibilidade da sua
insercdo na maturacdo em cativeiro da espécie.
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Figura 2 Comportamento dos niveis de aménia total (AT-N - A), nitrito (N-
NO, - B) e nitrato (N-NO; - C) em tanque de reprodutores de Litopenaeus

vannamei inoculado com bioflocos ao longo do periodo de analises (quatro
semanas).

Nos sistemas aquicolas é fundamental a remocédo do excedente de
amonia e de nitrito do ambiente de cultivo, pois ambos sdo compostos
extremamente toxicos para 0s organismos cultivados. (ARANA, 2010).
No sistema de bioflocos, essa retirada se da através da transformacao
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desses compostos em biomassa celular, possibilitando uma melhor
qualidade do ambiente de cultivo e sua transformacdo em fontes naturais
de alimento, evitando gastos com renovac6es de agua. (AVNIMELECH,
2009; ZHAO et al., 2012; EMERENCIANO et al., 2013a).

Sobre os niveis de AT-N, N-NO, e N-NO; observados nesse
trabalho, enquanto CAVALLI et al. (1998) sugerem que valores de AT-
N em torno de 2,86 mg L™ n&o interferem na sobrevivéncia ou
desempenho reprodutivo de Farfantepenaeus paulensis, LIN; CHEN
(2001) indicam que o nivel de seguranca para juvenis de camardo L.
vannamei a uma salinidade de 35%, é de 3,95 mg L. Neste trabalho, os
valores da aménia total nas duas primeiras semanas ficaram acima do
recomendado para a espécie, tendo sido, contudo, zerado e assim se
mantido nas semanas seguintes, sem a necessidade de renovacdo de
agua. Tal observacdo reforca a aplicabilidade dessa nova modalidade de
maturacao de camarfes marinhos.

Em relacdo aos niveis de nitrito e nitrato para camardes
peneideos, LIN; CHEN (2003) indicam como niveis de seguranca para
juvenis de L.vannamei em salinidade 35%, € de 25,7 mg L Ja TSAI
CHEN (2002) acrescentam que o nivel de seguranca para juvenis de P.
monodon é de 232 mg L™, enquanto BRAGA et al. (2013), em sistemas
de pré-maturacdo de machos de Litopenaeus vannamei em bioflocos,
observaram niveis de N-NOj; entre 28,04 e 30,46 mg L. Os resultados
deste trabalho, portanto, encontram-se dentro dos limites de variacéo
dos niveis considerados adequados para camardes peneideos.

E importante salientar que, embora o periodo de deteccdo de
maturacdo e de desovas tenha sido reduzido, foi observado serem esses
processos possiveis neste novo sistema, o que, aliado a inexpressiva taxa
de renovacdo de agua com que 0 mesmo opera, traz um novo universo
de possibilidades para a maturacdo em cativeiro. Ainda assim, neste
trabalho, o nimero médio alcancado de ovos por fémea encontra-se
dentro do esperado para camarfes peneideos. WOUTERS et al. (2002),
ao avaliar dietas experimentais para reprodutores de L. vannamei,
obtiveram resultados entre 181,6 e 230,8x10° ovos/fémea.

Em relagio ao numero médio de nauplios por desova,
PALACIOS; RACOTTA (2003) determinaram valores médios entre 64
e 93x10° nauplios/fémea para L. vannamei, enquanto BITTENCOURT
(2000), ao avaliar o uso de minhocas terrestres na alimentagdo de
reprodutores, observou valores entre 36 e 50x10° nauplios/fémea. J& no
gue diz respeito a taxa de eclosdo de ovos em nauplios, CHUNG et al.
(2011) alcangaram taxas médias entre 58,8 e 80,5% ao utilizar alginato
de sodio para aprimorar o desempenho reprodutivo e larvario de P.
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monodon, enquanto WOUTERS et al. (2002) obtiveram taxas entre 38,4
e 52,9%. Estes resultados, portanto, corroboram com os obtidos no
presente trabalho.

11 CONCLUSAO

Este é o primeiro trabalho de pesquisa com insercdo da tecnologia
de bioflocos no sistema de maturacdo de Litopenaeus vannamei em
cativeiro. Foi detectada a ocorréncia de maturagcdo neste ambiente,
revelando a possibilidade de insercdo do sistema de bioflocos na
maturacdo de camardes da espécie Litopenaeus vannamei em cativeiro.
Adicionalmente, seus resultados indicam que existe viabilidade no
manejo a ser adotado nesta modalidade alternativa de reproducéo em
cativeiro, assim como a possibilidade de manutencdo dos pardmetros
fisico-quimicos de dgua adequados a espécie em questdo.
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14 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar 0 desempenho reprodutivo e
parametros de qualidade de &gua e hemato-imunoldgicos do uso do
sistema de bioflocos na maturacdo em cativeiro do camardo marinho
Litopenaeus vannamei. Foram aplicados dois tratamentos, com trés
repetices cada: um teste (Bioflocos - BFT) e um controle (Agua Clara
— AC). Os tratamentos foram avaliados quanto aos parametros fisico-
guimicos de é&gua (pH, oxigénio dissolvido, temperatura, solidos
suspensos, alcalinidade, aménia total, nitrito e nitrato), parametros
reprodutivos (percentual de fémeas maduras e copuladas, nimero de
ovos e nauplios/fémea, taxa de eclosdo de ovos e viabilidade
espermatica) e hemato-imunolégicos (contagem total de hemdcitos -
CTH, titulo aglutinante, concentracdo proteica, producdo de &nion
superdxido e atividade da fenoloxidase - PO) observados durante os 44
dias de periodo experimental. Com excecdo da viabilidade espermatica e
sobrevivéncia, nas quais o tratamento AC alcangou melhores resultados
guando comparados com BFT, ndo houve diferenca significativa no
desempenho reprodutivo dos tratamentos aplicados (p>0,05). Exceto
para o pH, houve diferenca significativa (p<0,05) em todos os
pardmetros fisico quimicos de agua; tendo o tratamento BFT alcangado
resultados mais homogéneos ao longo do periodo experimental. Foram
detectadas diferencas significativas nos valores obtidos para CTH, tendo
o tratamento BFT alcancado valores superiores ao AC (p<0,05). Os
resultados da PO em ambos os tratamentos sugere que a condigdo de
estresse em que 0s mesmos se encontram é atribuida aos eventos
fisiolégicos referentes & reproducdo ou a condigdo do sistema. A nédo
detecgdo de efeito significativo dos tratamentos aplicados sobre o
desempenho reprodutivo e o perfil imunoldgico dos organismos
avaliados, em conjunto com o melhor desempenho do tratamento BFT
nos parametros fisico-quimicos de agua, sugerem ser possivel a insergdo
da tecnologia de bioflocos no sistema de maturacdo em cativeiro sem
maiores comprometimentos ao desempenho reprodutivo e imunolégico
de Litopenaeus vannamei em cativeiro.

Palavras-chave: cultivo heterotréfico; reproducdo em cativeiro; camarao
branco do Pacifico; hemato-imunologia.
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15 INTRODUCAO

Os crustaceos constituem um dos mais importantes grupos
zoologicos cultivaveis da natureza. Dentre estes, 0s camardes marinhos
se destacam devido ao fato do seu ciclo produtivo ser rapido e em larga
escala. Adicionalmente, apresentam alto potencial reprodutivo, rapido
crescimento e boa adaptabilidade aos viveiros de cultivo. Essas
caracteristicas, associadas aos seus valores atrativos no mercado,
permitem que a inddstria do cultivo seja lucrativa. Além do mais, a
producdo do camardo em viveiros ajuda a amenizar os esforgos de pesca
no ambiente natural (Barracco et al., 2008).

Contudo, a carcinicultura tem sofrido uma série de
guestionamentos em decorréncia dos impactos ambientais relacionados
a alta carga organica de seus efluentes, a introducdo de espécies exéticas
no meio e as modificacbes no ambiente de entorno. A tudo isto se soma
0s atuais reveses sofridos pelos produtores em decorréncia de doencas
tais como tais como a mancha branca, a sindrome de taura, a infeccéo
hipodermal e necrose hematopoiética, dentre outras, causando grandes
mortalidades e decréscimo na produtividade (Emerenciano, 2012;
Mishra et al., 2008; Moss et al., 2012; Wasielesky et al., 2006).

Dentre as diferentes etapas do ciclo produtivo da carcinicultura
encontra-se a maturagdo em cativeiro, que se destina a producdo de
larvas em laboratério (W A Bray and Lawrence, 1992). Contudo, esta
fase do ciclo caracteriza-se pelas baixas densidades de estocagem
utilizadas (menos de 10 camardes.m™), pelas altas taxas diarias de
renovagdo da agua (acima de 100%) e pelo alto percentual de alimento
natural utilizado (Barbieri Jr and Ostrenski Neto 2001), caracteristicas
essas que estdo na contramao dos conceitos de cultivo sustentavel.

A eficicia da maturacdo depende, dentre outras coisas, da
garantia da sua biosseguranca através do fechamento do ciclo de
producdo de matrizes, possibilitando a diminuicdo do fluxo de agua do
sistema e dos riscos de dispersdo e disseminacdo de doencas (Browdy
1998; Schveitzer et al. 2008; Emerenciano 2012). Para um melhor
desempenho de sistemas de maturacdo totalmente fechados, um fator
fundamental é uma maior estabilidade do ambiente de cultivo (Wabete
et al.,, 2006), a fim de garantir maior conforto aos organismos
confinados.

Para tanto, é fundamental a aplicacdo de um sistema com
reduzidas taxas de renovagdo de dgua, de forma a se proporcionar um
maior equilibrio de parametros fisico-quimicos da agua. Tal
caracteristica, em conjunto com a reciclagem gradual dos compostos
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nitrogenados presentes, podem ser fundamentais para o aprimoramento
do desempenho reprodutivo em cativeiro (Crab et al. 2009; Emerenciano
et al. 2012a).

Dentre as alternativas de fechamento dos cultivos aquicolas,
destaca-se o sistema de bioflocos (Emerenciano et al. 2007; De Schryver
et al. 2008; Avnimelech 2009), que consiste na formacdo de agregados
microbianos pela adicdo de fontes exdgenas de carbono em conjunto
com aeragao constante e vigorosa da agua do viveiro (Wasielesky et al.
2006; Crab et al. 2007; Azim and Little 2008). Tais agregados, além de
assimilar os compostos nitrogenados presentes na agua, podem servir
como potencial fonte adicional de alimento (Avnimelech, 1999; Gao et
al., 2012; Wasielesky et al., 2006), além de possibilitarem menores
gastos com bombeamento e aquecimento da agua de cultivo (Schveitzer
et al., 2008).

Contudo, a despeito deste grande potencial, os efeitos zootécnicos
do uso do sistema de bioflocos na maturacdo de camarbes marinhos
ainda sdo desconhecidos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o desempenho reprodutivo e dos parametros de qualidade de
adgua e hemato-imunoldgicos da maturacdo do camardo marinho
Litopenaeus vannamei em sistema de bioflocos.

16 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado entre maio e julho de 2014 no
Laboratdrio de Camardes Marinhos — LCM/UFSC, localizado na cidade
de Floriandpolis, SC - Brasil.

16.1  Material biolégico

Foram utilizados 600 reprodutores (300 machos e 300 fémeas) de
camardo marinho, Litopenaeus vannamei, provenientes de cultivo em
bioflocos em estufas localizadas no LCM/UFSC (Schveitzer et al.,
2008). Os critérios utilizados para a selecdo dos organismos foram: peso
médio de machos e fémeas (aproximadamente 40 g), a integridade dos
apéndices, a auséncia de areas necrosadas no exoesqueleto, o estadio do
ciclo de muda (intermuda), bem como a integridade do petasma e dos
espermatoforos no caso dos machos.

Apo6s a selecdo, os reprodutores foram transferidos para os
tanques de cultivos, a uma densidade de 8 camardes. m?, através de
pucés e baldes de transporte. Apds a transferéncia os reprodutores foram
submetidos a um periodo de 12 dias de aclimatacdo ambiental e
alimentar, seguida da ablacéo unilateral das fémeas estocadas. Apds esse
procedimento, as mesmas foram monitoradas diariamente durante todo o
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periodo experimental para observagdo da sua maturacdo gonadal e da
ocorréncia de coépulas. Ao final do periodo experimental, a populacdo
final de reprodutores foi averiguada por comparacdo entre a populagéo
total inicial e final por tanque.

16.2  Delineamento e ambiente experimental

Foram utilizados dois tratamentos: um teste (Bioflocos - BFT) e
um controle (Agua Clara — AC). Para cada tratamento foram destinados
3 tanques circulares de fibra de vidro, de com 4 m de didmetro e 0,45 m
de profundidade de &gua, totalizando 5,65m> de volume dtil, e sendo
cada um povoado com 50 fémeas e 50 machos. Estes tanques foram
inicialmente abastecidos com agua oceénica, de salinidade entre 33 e 34
mgL™, e o fotoperiodo artificialmente mantido com o auxilio de
lampadas fluorescentes de cor branca e incandescentes de cor amarela
dispostas acima dos mesmos. A duragdo do fotoperiodo foi de 12,5 h
luz:11,5 h escuro, sendo controlada através de timer analdgico.
(Bittencourt, 2000). Ja a temperatura foi mantida entre 28° e 29°C
através de aquecedor de titanio e termostato.

16.3 Manejo alimentar

Os reprodutores foram alimentados durante todo o periodo
experimental com uma dieta padrdo com uma taxa diaria de 3% (em
matéria seca) da biomassa estocada (LCM, 2007a). A composicdo dessa
dieta levou em conta a composi¢do bromatol6gica dos itens alimentares
adotados (Carvalho et al., 2010), sendo constituida de lula (Loligo sp —
Pioneira da Costa S/A) a uma taxa didria de 42% da matéria seca
alimentar; mexilhdo (Perna perna - Laboratério de Moluscos
Marinhos/UFSC) com taxa diaria de 28% da matéria seca alimentar; e
racdo comercial (Inve Aquaculture - BREED-S FRESH, 40% proteina
bruta; 9,1% gordura), na taxa didria de 30% da matéria seca alimentar.
Os alimentos foram distribuidos alternadamente a cada trés horas, em
um total de sete refeicdes diarias. A quantidade de cada item alimentar
era monitorada e ajustada em todas as repeti¢cfes mediante visualiza¢do
direta nos tanques de tratamento AC ou com auxilio de duas bandejas de
alimentacdo dispostas nos tanques de tratamento BFT.

16.4  Agua de cultivo

Nos tanques destinados ao tratamento AC a agua de cultivo foi
mantida durante todo o periodo experimental com uma taxa de troca
didria de 200%, através de duas modalidades de renovacdo: uma
continua, a um percentual de 150% do volume do tanque, na qual a agua
é continuamente trocada, em pequenos volumes, ao longo de20 h do dia;
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e uma de impacto, a um percentual de 50% do volume do tanque, na
gual a dgua € trocada em um espa¢o de tempo mais curto com o intuito
de retirar fezes, exuvias e restos de alimento. Tal protocolo, por sua vez,
€ manejo padrdo do LCM/UFSC (LCM, 2004).

Ja nos tanques destinados ao tratamento BFT, apds o periodo de
aclimatacéo foram inoculados 3m* de 4gua com bioflocos oriunda das
estufas de bercario do LCM, ap6s a qual foram mantidos com renovagéo
minima de A&gua. As caracteristicas fisico-quimicas do indculo
encontram-se descritas na tabela 1. Em ambos os tratamentos, a aeracao
da &gua foi mantida constante. No tratamento AC esta foi mantida
através de dois “air-lift’s” dispostos em padrio circular, conforme
manejo padrdo do LCM/UFSC (LCM, 2007b), enquanto que no
tratamento BFT esta foi mantida através de seis “air-lift’s” com o
mesmo padrdo circular de distribuicdo, além de um dispersor de ar
central de mangueira microperfurada (AeroTubes™).

Tabela 2 Caracteristicas fisico-quimicas do in6culo de bioflocos utilizado em
tanques de reproducdo de camardo marinho Litopenaeus vannamei submetidos
ao tratamento experimental: Bioflocos (BFT)
H,PO; (mg.I") | AT-N (mg.I?") N-NO, (mg.I'") | SST (mg.I?")
128 0,2 0,1 302

Apos a inoculagdo, os agregados microbianos do tratamento BFT
foram mantidos através da propria alimentacdo dos animais e de melago
de cana em po, de forma a se estabelecer uma proporcdo carbono-
nitrogénio (C:N) ao redor de 20:1 para retirada do nitrogénio na forma
de aménia do meio (Avnimelech 1999; 2009). Essa proporcdo foi
medida e mantida levando em conta as composi¢cdes bromatoldgicas do
préprio melaco (Emerenciano et al., 2007) e de cada item da dieta
adotada (Carvalho et al. 2010; Van Wyk 2006). O material suspenso
excedente foi retirado através de tanque de decantacdo de 40L
(Schveitzer et al., 2013a), a alcalinidade foi mantida com adicéo de cal
hidratada entre as alimentacfes e a salinidade corrigida através de
bombeamento de agua doce.

16.5 Manejo de qualidade de agua

Temperatura, transparéncia e oxigénio dissolvido (OD) foram
monitorados quatro vezes ao dia, nos intervalos entre as renovagoes.
Temperatura e OD foram medidos através de Medidor de oxigénio
marca YSI® modelo 550A, enquanto que a transparéncia era medida
através de Disco de Secchi. J& o pH, os s6lidos sedimentaveis totais
(SST), a alcalinidade, aménia total (AT-N), nitrito (N-NO;) e nitrato (N-
NO;) foram monitorados duas vezes por semana, enquanto que o
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consumo de agua por tratamento foi monitorado uma vez por semana. O
pH foi monitorado através de pHmetro digital Alfakit AT350 pelo
método eletrométrico, enquanto que o consumo semanal de agua
durante as renovacGes estatica e continua foi medido diretamente com
recipientes plasticos graduados. Alcalinidade, SST e N-NO; foram
medidos conforme metodologia de APHA (APHA, 1998), enquanto que
AT-N, N-NO; e foram medidos conforme metodologia de Strickland e
Parsons. (1972).

16.6  Estratégia para manejo e captura de reprodutores

Nos tanques do tratamento AC, as fémeas maduras eram
detectadas e registradas por visualizacao direta e capturadas com auxilio
de pugés no caso de deteccdo de cdpula. J& nos tanques do tratamento
BFT, para superar a falta de limpidez da 4gua com bioflocos, foram
utilizadas armagdes mdveis que permitiram a concentracdo e suspensdo
dos reprodutores até uma altura que possibilitasse a visualizagdo dos
mesmos. Estas consistiram de gaiolas mdveis em formato triangular,
com 1,8 x 1,8 x 1m de dimensdes, constituidas por tubos de PVC de 32
mm nas laterais e 70 mm na por¢do central, de forma que a mesma se
encaixasse e evitasse escapes no dreno central dos tanques. A
concentracdo dos reprodutores dentro da estrutura armada era possivel
através de uma tela mével retangular armada removivel, com 1,8 x 1 m
de dimens0es, constituida por tubos de PVC de 32 mm de diametro. Ja
a suspensdo das gaiolas para a visualizacdo dos reprodutores foi
garantida por roldanas e cordas fixadas no teto da sala. As gaiolas e as
estruturas mdveis foram revestidas com tela plastica com 2 cm de
abertura. A estrutura inteira de cada tanque ocupou uma area de 3,12 m?,
ou 25% do fundo do tanque (Figura 3).

16.7 Desempenho reprodutivo
16.7.1 Producao de ovos e nauplios

Diariamente as fémeas maduras de cada tratamento eram
registradas em planilhas de acompanhamento, enquanto que as fémeas
copuladas eram retiradas e dispostas individualmente em caixas de
desova de 200L. Estas caixas, por sua Vvez, eram previamente
identificadas e abastecidas com 4agua oceénica clara, com temperatura
entre 29° e 30°C e salinidade corrigida para 30mgL™ como forma de
favorecer a fertilizacdo dos ovos (Trujillo 1996). Apds um periodo de 4
h, cada fémea era devolvida ao seu tanque de origem.

Apo6s a devolucdo das fémeas, seus ovos eram sifonados e
transferidos para tanques cilindrico-conicos de incubacdo de 90L
previamente identificados. Apds esse procedimento, eram coletadas 3
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amostras de 10mL da agua homogeneizada, cujo total de ovos era
contado e sua média extrapolada para o volume do tanque. No dia
seguinte, os nauplios resultantes da eclosdo destes ovos eram
quantificados da mesma forma que 0s ovos e seu estado geral observado
microscopicamente.

F‘igura 3 Esdema de ara(;éo movel utilizada em tanques de maturagéo de L.
vannamei para captura de reprodutores do tratamento Bioflocos (BFT). 1A:
gaiola no tanque; 1B: tela movel

16.7.2 Viabilidade espermatica

Apo6s um periodo experimental de 44 dias, foi avaliada a
viabilidade espermatica dos reprodutores por tratamento. Para tanto,
foram coletadas 9 amostras de camarGes machos de cada tanque, que
foram distribuidos em 3 pools de 3 individuos. De cada individuo foram
extraidos manualmente seus espermatéforos maduros e com auséncia de
pontos de melanizagdo, através de pressao na ampola terminal conforme
metodologia de Lezcano et al. (2004). Em seguida, cada um dos pools
de espermatéforos foi agitado mecanicamente em 1mL de solugdo
marinha estéril a 35mg. L™, de forma a se obter uma suspenséo do
esperma fresco (Bhavanishankar and Subramoniam, 1997). A
integridade espermética foi avaliada mediante presenca de estrutura com
formato de espinho através de microscopia Otica (aumento de 400x),
contando-se um ndmero minimo de 100 células por amostra com o
auxilio de camara de Neubauer, sendo expressa como o percentual de
células espermaticas com presenca de espinho sobre o total de células
observadas (com espinho, sem espinho e evertidas) (Lezcano et al.,
2004; Uberti, 2012).

16.8  Parametros Hemato-imunolégicos

Os parametros hemato-imunoldgicos avaliados foram a contagem
total de hemécitos (CTH), a quantificagdo da produgdo intracelular de
anions superoxido (ROIS), o titulo de aglutininas/lectinas do soro, a
concentracdo de proteinas totais do soro (CP) e a atividade da
fenoloxidase (PO). Para tanto, foram utilizados 72 individuos, 36 do
tratamento AC (18 machos e 18 fémeas) e 36 do tratamento BFT (18
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machos e 18 fémeas), sendo estes organizados em 3 pools de 3
individuos por género (macho ou fémea) por tratamento.

16.8.1 Coleta de hemolinfa para contagem total de hemécitos e
guantificacdo da producéo intracelular de anions superoxido

A coleta de hemolinfa foi realizada individualmente com seringa
de 1mL com agulha (13x0,4mm) inserida na porcdo ventral do primeiro
segmento abdominal. Para este grupo de coleta, foram utilizados 3 pools
de 3 machos e 3 pools de 3 fémeas por tratamento.

Para a contagem total de hemacitos, a hemolinfa foi coletada em
solucdo fixadora a uma diluicdo conhecida (4% de formaldeido em
Solucgdo de Alsever Modificada — 336 mM NaCl, 115 mM glicose, 27
mM citrato de sédio, 9 mM EDTA, pH 7,2) e a CTH, entdo, estimada
em camara de Neubauer (Becak and Paulete, 1976).

Ja para a quantificagdo do &nion superoxido, na coleta de
hemolinfa foi utilizada uma solucéo anticoagulante (400 mM NacCl, 100
mM glicose, 30 mM citrato de sodio, 10 mM EDTA, 26 mM é&cido
citrico, pH 5,5). Para esta analise utilizou-se 0 método adaptado de
redugdo do NBT (nitro-blue-tetrazolium) (Guertler et al., 2010), sendo a
laminarina (B-1,3 glicanas, 2mg. mL™) usada como ativador celular. As
analises foram feitas em quintuplicata.

16.8.2 Preparacao do soro

Para a preparagdo do soro, a hemolinfa foi coletada
individualmente com seringa de 1mL com agulha (13x0,4mm) inserida
na porgdo ventral do primeiro segmento abdominal. Foram utilizados 3
pools de 3 machos e 3 pools de 3 fémeas por tratamento. Para a
preparacdo do soro, ap6s a coleta, as amostras de hemolinfa foram
mantidas em temperatura ambiente por 2h para coagular. Em seguida, o
coagulo formado de cada pool por tratamento foi repetidamente
macerado com bastdo de vidro e centrifugado a 6000xg por 10 minutos.
O sobrenadante referente ao soro, com seus respectivos fatores
plasmaticos e celulares, foi removido e congelado a -20°C para os
respectivos ensaios.

16.8.3 Determinacédo do titulo de aglutininas/lectinas do soro
Este ensaio foi realizado em duplicata. 50uL do soro foram
diluidos serialmente com solu¢cdo TBS (50mM Tris, 5 mM MgCl,, 10
mM CaCl,, 150 mM NacCl, pH 7,4) em 96 pogos de microplaca de fundo
em “U”, e entdo incubados por 2h a temperatura ambiente com o mesmo
volume de suspensdo de eritrdcitos caninos a 2% em TBS. O titulo
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aglutinante foi expresso, entdo, como o reciproco da maior diluicdo
ainda com presenca de aglutinacéo.

16.8.4 Concentracao das proteinas totais do soro (CP)

Para a determinacdo proteica foi utilizada a metodologia de
Bradford (1976), sendo a albumina de soro bovino (BSA) utilizada
como proteina padrdo. As analises foram feitas em triplicata.

16.8.5 Atividade da fenoloxidase (PO)

Para esta analise, amostras de 50 plL em triplicata do soro diluido
15x em TBS (50 mM Tris, 5 mM MgCl,, 10 mM CaCl,, 150 mM NaCl,
pH 7,4) foram pré-incubadas em igual volume de tripsina (SIGMA —
1mg mL™) durante 5 minutos a temperatura ambiente em microplaca de
96 pogos de fundo chato. Nos controles o indutor ou o soro foram
substituidos por volume equivalente de TBS. Depois disso, 0s pogos
receberam 50 pL de L-DOPA (3mg mL™), sendo a formagdo do
pigmento DOPA-cromo quantificada em leitor de microplaca (A490
apo6s 5, 10, 15 e 20 minutos), pelo método colorimétrico, mediante
oxidacdo do substrato enzimatico L-DOPA pela PO do soro. A atividade
enzimatica induzida foi expressa pela variacdo da absorbéncia por
minuto por miligrama da proteina, sendo uma unidade de atividade
enzimatica expressa pelo aumento de 0,001 na absorbancia por
miligrama da proteina a 20°C (S6derhall & Hall 1984).

16.9  Andlise estatistica

Antes de serem analisados, os dados do titulo de aglutinacédo
foram transformados em log, (x+1), enquanto que todos os dados
percentuais foram transformados em arcoseno (x). Todos os resultados
de desempenho reprodutivo, parametros fisico-quimicos e consumo de
agua foram submetidos a teste t a um nivel de significancia de 5% para
detecgdo de diferenca significativa entre 0s mesmos, enquanto que 0s
resultados dos parametros hemato-imunoldgicos (por género e por
tratamento) foram submetidos a ANOVA, seguido do teste t a um nivel
de significancia de 5% para separacéo de médias (Zar, 1996).

17 RESULTADOS E DISCUSSAO
17.1  Parametros fisico-quimicos de qualidade de agua

A manutengdo de pardmetros fisico-quimicos de qualidade de
agua adequados a espécie cultivada é pega fundamental no éxito do
cultivo de organismos aquaticos (Arana, 2010; Millamena et al., 1991).
Aliado a este fator, sabe-se que 0s eventos reprodutivos sao
especialmente afetados por niveis letais ou subletais de compostos
toxicos, sendo, portanto, importante ndo sé o alcance, mas também a
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manutencdo dos niveis adequados destes parametros nos sistemas de
maturacéo em cativeiro como um todo (Sprague, 1971).

Neste trabalho, com excecdo do pH, houve diferenca significativa
nos valores de todos os indices de monitoramento de agua (Tabela 2).
Adicionalmente, conforme pode ser observado na Figura 3, o tratamento
BFT ndo sé teve um consumo semanal de éagua significativamente
menor (Figura 3C), mas também apresentou uma maior estabilidade nos
parametros avaliados quando comparado com os perfis alcancados pelo
tratamento AC ao longo do periodo experimental, caracteristica essa
bastante favoravel aos eventos reprodutivos em cativeiro. (Barbieri Jr
and Ostrenski Neto 2001). Gonzalez-Gonzalez et al (2009) e Kautsky et
al. (2000) explicam que quanto menos flutuagdes e mais proximos dos
niveis especificos ideais os parametros abi6ticos do ambiente de cultivo
estiverem, menor a susceptibilidade dos organismos a estresse.

Neste trabalho os valores de alcalinidade observados no
tratamento BFT foram bastante superiores e variaveis quando
comparados ao tratamento AC (Tabela 2 e Figura 4E). Contudo, apesar
dessa disparidade, ndo foram detectadas diferencas significativas entre
os tratamentos em relacdo aos valores de pH apresentados.
Adicionalmente, os resultados médios de pH obtidos por ambos os
tratamentos (Tabela 1) estdo dentro dos niveis aceitaveis para a espécie
(Emerenciano et al., 2014; Gandy et al., 2007; Otoshi et al., 2003).

Tendo em vista o alto custo envolvido com a producéo de larvas
de camardo marinho em cativeiro, € fundamental que o sistema de
cultivo tenha o méaximo de eficiéncia possivel no que diz respeito ao uso
de insumos, de forma a potencializar seus beneficios financeiros e
sanitarios. (Emerenciano et al., 2014; Preston et al., 1999). Neste
trabalho, o tratamento BFT teve um consumo semanal de dgua bastante
inferior ao do tratamento AC (Tabela 2), devendo-se salientar, ainda,
gue durante todo o periodo experimental ndo houve necessidade de
renovacOes de &gua no tratamento BFT, sendo o consumo mensurado
decorrente de reposi¢do pela evaporacdo. Da mesma forma, Otoshi et al
(2003) observaram um consumo médio de agua 40 vezes menor de
sistemas de reproducdo em cativeiro de camardes marinhos em
recirculagdo quando comparados com sistemas usuais em fluxo continuo.

Resultados como esses, portanto, podem ter importantes
repercussfes tanto no aspecto da biosseguranca da modalidade de
cultivo, uma vez que previne a possivel introducdo de patdégenos nos
ambientes de cultivo; quanto no ponto de vista ambiental, ao permitir a
diminuicdo da carga de matéria orgénica a ser langada nos ecossistemas
naturais, ou financeiro, tendo em vista a possibilidade da economia que
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pode ser proporcionada com os custos de captacdo, tratamento e
condicionamento da agua a ser utilizada nos sistemas produtivos.

Para organismos pecilotérmicos como os camarfes marinhos, a
velocidade dos eventos metabdlicos é diretamente proporcional a
temperatura do meio (Van Wyk and Scarpa 1999). No tratamento BFT,
da mesma forma que com Otoshi et al. (2003), Gonzalez-Gonzalez et al
(2009) e Menasveta et al. (1989), em seus trabalhos de reproducéo de
camarfes marinhos em sistema de recirculacdo, a temperatura da agua
se manteve sempre em niveis mais estaveis, enquanto que no tratamento
AC observaram-se valores diarios mais varidveis ao longo de todo o
periodo experimental (Figura 3A), possivelmente devido as taxas de
renovacdo utilizadas (Gandy et al.,, 2007). Contudo, ambos o0s
tratamentos alcancaram valores e intervalos médios adequados ao
sistema de maturacdo para a espécie (Bray and Lawrence 1992).

Tabela 3 Resultados de pardmetros fisico-quimicos de qualidade de agua
(média + e.p) em tanques de reproducéo de camardo marinho Litopenaeus
vannamei submetidos aos tratamentos experimentais: Bioflocos (BFT) e
Agua Clara (AC).

Paramet Tratamento
arametro BET AC
Temperatura (°C)* 28,46 + 0,01 27,87 + 0,04
oD (mg.L™hf 5,10 + 0,03 4,00 +0,03
Fosfato (mg.L™)" 2,87 +0,16 0,39 +0,18
Nitrito (mg.L™)" 0,72 +0,03 0,06 + 0,01
Nitrato (mg.L™)" 17,35+ 1,31 2,27 +0,12
Aménia (mg.L ™) 0,58 + 0,07 0,93 +0,09
Alcalinidade (mg.L™)" 226,50 + 14,20 | 141,00 + 5,59
pH 8,07 +0,10 7,87 +0,03
Consumo semanal de agua (m®) ¥ 0,13+0,10 50,00 + 5,90
SST (mg.L™h* 390,60 + 18,44 0,00 + 0,00
Transparéncia (cm) ' 20,10 + 0,20 45,00 + 0,00

™ presenca de diferenca significativa.

O mesmo comportamento descrito para temperatura foi observado

nos dados de oxigénio dissolvido (OD) deste trabalho. O tratamento BFT
ndo s6 alcancou concentracdes superiores, mas também maior estabilidade
ao longo dos horarios de medicdo quando comparado ao tratamento AC
(Tabela 1 e Figura 3B). Sobre o OD, Madenjian et al (1987) explicam
gue este é um dos fatores que mais afetam as espécies aquicolas de
interesse comercial, e que niveis abaixo de 2 mg.L™ podem acarretar em
estresse ou mesmo morte em massa dos organismos cultivados.
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Ja Barbieri Jr and Ostrenski Neto (2001) explicam que, em
ambientes de maturacdo em cativeiro, o OD deve ser mantido acima de
5,0 mg.L™, tendo em vista que esses niveis se assemelham ao que o
organismo encontraria no ambiente marinho. Conforme pode ser visto
na tabela 2, o tratamento BFT esteve dentro do nivel aceitavel para a
matura¢do, enquanto que o tratamento AC esteve abaixo do
recomendado. Gandy et al (2007) alcangaram concentragdes médias de
5,76 + 0,51 mg.L™ para este parametro em seus trabalhos de reproducéo
de F. aztecus selvagens em sistema de recirculacdo, enquanto que
Otoshi el al (2003) obtiveram concentracdes de 6,5 e 6,4 mg.L™ em
ensaios de reproducdo em cativeiro de L. vannamei em sistemas de
recirculagéo.

Conforme se vé na tabela 2, os valores de sdlidos totais,
transparéncia, fosfato, nitrito e nitrato do tratamento BFT foram
superiores aos alcancados pelo tratamento AC. Krummenauer et al
(2012), Menasveta et al (1989) e Colt (2006) explicam que esta
diferenca é prevista e decorrente da baixa ou ausente renovacao da agua
de sistemas fechados, o que provoca o acimulo de compostos organicos
nitrogenados e fosfatados no ambiente de cultivo. Os resultados de
transparéncia e sélidos totais estdo dentro dos niveis adequados para a
espécie (Avnimelech, 2009; Schveitzer et al., 2013b). Sobre o nitrito,
Arana (2010) e Cheng and Chen (2001; 2002) argumentam que este
composto, que é intermediario no processo de nitrificacdo, tem como
principal efeito a sua alta afinidade com a hemocianina, que é o
pigmento carreador de oxigénio da hemolinfa. Sua presenca, portanto,
acarreta na diminuicdo da afinidade do pigmento ao oxigénio, podendo
causar a morte dos organismos por asfixia.

Lin and Chen (2003) determinaram que o nivel seguro de nitrito
para juvenis de L. vannamei seria de 25,7mg.L™, tendo em vista que
guanto maior a salinidade do meio, menor a toxidez do composto
(Arana, 2010). J& Van Rijn et al (2006) acrescentam que o nitrato tem
baixa toxicidade aos organismos aquaticos, enquanto que Wickins
(1976) observou que concentracdes de 94 mg.L™ de fosfato ndo causou
mortalidade em M. rosenbergii. Desta forma, apesar da diferenca
estatistica, ambos os tratamentos encontram-se dentro das faixas
adequadas para a espécie ( Van Wyk and Scarpa 1999; Wickins 1976;
Lin and Chen 2003).

Como pode ser visto na tabela 2, o tratamento BFT alcangou um
valor médio de amdnia total inferior ao observado no tratamento AC. Da
mesma forma, conforme também pode ser visto na Figura 4B, essa
tendéncia se manteve ao longo de todo o periodo experimental, tendo o



64

tratamento AC alcancado picos de concentracGes de amonia total no 33°
dia de experimento. Adicionalmente, também se percebe que as
concentragbes de amodnia total tiveram um comportamento menos
oscilante no tratamento BFT ao longo de todo o periodo experimental.

Altas concentragBes de amonia total no meio compromete sua
excrecdo pelos organismos, fazendo com que o mesmo se acumule no
sangue dos individuos. E uma vez acumulado, acarreta em lesdes
branquiais, diminuicdo da capacidade de transporte de oxigénio,
diminuicdo do pH sanguineo, danos histoldgicos nas células sanguineas,
interferéncia nos processos respiratorios e aumento da susceptibilidade a
doencas, entre outros (Arana, 2010; Badiola et al., 2012; van Rijn et al.,
2013; 2006). Para sistemas de maturacdo em cativeiro de camardes
peneideos, recomenda-se niveis maximos entre 2,6 e 4,2 mg.L™; logo,
ambos os tratamentos encontram-se dentro dos niveis adequados para a
modalidade (Cavalli et al. 1998; Emerenciano et al. 2014; Braga et al.
2013).

17.2  Desempenho reprodutivo

Neste trabalho, com excecdo dos dados de viabilidade
espermatica e sobrevivéncia dos reprodutores, nao foi possivel detectar
diferenca significativa entre os tratamentos, apesar de se observar que 0s
resultados do tratamento AC foram superiores aos do tratamento BFT
(tabela 3). No que diz respeito a viabilidade espermatica, apesar da
superioridade dos resultados dos machos do tratamento AC em relacéo
aos dos BFT, ambos alcangaram percentual médio superior a 90%. Estes
resultados, quando comparados com o que é descrito na literatura,
podem ser considerados adequados para a espécie (Alfaro-Montoya,
2010; Braga et al., 2013). Ceballos-Vazquez et al (2003), em seus
trabalhos de avaliagdo dos efeitos da idade e peso em machos da espécie
L. vannamei, obtiveram resultados que variaram entre 12,8 e 68,2% para
machos com idade entre 6 e 12 meses, enquanto que Perez-Velazquez et
al (2001) alcancaram resultados entre 0 e 63,3% em seus trabalhos de
avaliacdo do efeito de diferentes temperaturas sobre a qualidade
espermatica de L. vannamei. Resultados esses, portanto, inferiores aos
obtidos nesse trabalho.

Foi detectada diferenca significativa entre os tratamentos em
relacdo a sobrevivéncia, com os reprodutores do tratamento AC
alcangando melhores resultados que os do tratamento BFT (Tabela 3).
Contudo, é importante ressaltar que em ambos o0s tratamentos os
resultados de sobrevivéncia podem ser considerados baixos para a
espécie em questdo (Carvalho et al., 2010; Taylor, 2004). Tal evidéncia,
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por sua vez, provavelmente deve estar associada a aspectos intrinsecos
ao ambiente e manejo da maturacdo em cativeiro (Elwood et al., 2009),
bem como aos processos fisioldgicos envolvidos no amadurecimento
gonadal (Schleder et al., 2008).

Gonzales-Gonzélez et al. (2009) explicam que o desempenho
reprodutivo de camardes peneideos em cativeiro pode ser influenciado
por fatores ambientais, tais como temperatura, OD e concentracdo de
compostos nitrogenados, e por fatores internos, como, por exemplo, sua
origem e sua condicdo nutricional e/ou genética. Tendo em vista o fato
dos reprodutores utilizados em ambos os tratamentos deste trabalho
possuirem a mesma origem, aliado a auséncia de diferenca significativa
na maioria dos indices zootécnicos avaliados, provavelmente o baixo
desempenho reprodutivo do plantel é decorrente de fatores internos do
plantel utilizado (Menasveta et al., 1989).

Tabela 4 Desempenho reprodutivo (média + e.p) de camardo marinho
Litopenaeus vannamei submetidos aos tratamentos experimentais: Bioflocos
(BFT) e Agua Clara (AC).

Paramet Tratamento
arametro BET AC

Sobrevivéncia (%)’ 42,00+ 1,20 | 67,00+ 1,20
% fémeas maduras/dia 4,36 + 0,72 5,59 +0,74
% fémeas m_aduras que estavam 9.90 + 3.50 18,00 + 3,80
copuladas/dia

N. de ovos (x10%)/fémea 34,00 + 11,00 | 48,00+ 7,80
N. de néuplios (x10%)/fémea 16,00 + 5,60 | 21,00 + 6,30
% eclosdo/fémea 43,00 +5,20 | 34,00 +4,70
Viabilidade espermética (%)/macho’ 91,00+ 0,78 | 95,00+ 0,67

: presenca de diferenca significativa

Também chama a atencdo o baixo percentual alcancado de fémeas
maduras que estavam copuladas, em ambos os tratamentos, apesar dos
bons resultados obtidos com a viabilidade esperméatica. Gonzélez-
Gonzélez et al. (2009), em seus trabalhos com maturagdo em cativeiro de
L. vannamei em sistemas fechados de recirculacéo, alcancaram resultados
entre 9,1 e 10,6% de taxa diaria de cOpula sobre o plantel de fémeas,
enquanto que Gandy et al. (2007) obtiveram taxas de cOpulas entre 2,6 €
8,8% em experimentos com fémeas uni e bilateralmente abladas. Sobre
esses resultados, Alfaro-Montoya et al. (2010) explicam que, apesar do
sistema de reproducdo em cativeiro em geral favorecer sua performance
reprodutiva, existe a possibilidade dos machos serem especialmente mais
sensiveis ao ambiente de zero recirculagéo.
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A este fator acrescenta-se a teoria de que temperaturas ambientais
superiores a 27°C afetem negativamente o desempenho reprodutivo de
machos de camardes peneideos em cativeiro (Pascual et al., 1998; Perez-
Velazquez et al., 2001), o que sugere uma eventual necessidade de
separacdo de machos e fémeas, em conjunto com a adocdo de tanques
especificos para copula, para atendimento dessas demandas especificas
de género.

17.3  Parametros Hemato-imunoldgicos

Apesar de sofrerem grande influéncia da origem populacional,
sexo e estddio de desenvolvimento dos organismos, 0s parametros
hemato-imunoldgicos sdo uma importante ferramenta de avaliacdo das
condi¢des de salde de camar@es cultivados (Barracco et al., 2008). Sua
analise permite, entre outras coisas, averiguar as condi¢@es sanitarias de
um grupo de organismos, uma vez que estdo relacionados com a
capacidade de resposta imune dos individuos frente a possiveis agentes
patolégicos (Cuéllar-Anjel, 2008).

17.3.1 Contagem total de hemocitos (CTH)

Foi detectada diferenga significativa entre géneros e entre
tratamentos para esse parametro (tabela 4 e figura 5), tendo os machos
submetidos ao tratamento BFT sido superiores a os demais. Em relacéo
a esta evidéncia, Ekasari et al. (2014) e Xu et al. (2013) observaram em
seus trabalhos um claro efeito da presenca de bioflocos no sistema
imune de camar@es peneideos. Os mesmos defendem a teoria de que a
grande variedade de microrganismos caracteristica do ambiente de
bioflocos pode estimular a presenca de hemdcitos na hemolinfa dos
camardes peneideos.

Adicionalmente, também se pode observar que os valores de
CTH obtidos ficaram muito préximos do descrito para peneideos na
literatura. Por exemplo, Sainz-Herndndez et al. (2008) obtiveram
valores entre 15 e 26 x10° céls.mL™ para L. vannamei submetidos a
ablac&o uni ou bilateral. Le Moullac and Haffner (2000) demonstraram
uma correlacdo positiva entre a temperatura do meio e os valores da
CTH, tendo o mesmo comportamento sido observado em machos de L.
setiferus (Sanchez et al., 2001). Desta forma, a maior contagem de
hemdcitos observada no tratamento BFT pode ser atribuida & sua maior
estabilidade nos resultados de temperatura alcancado no ambiente de
cultivo durante este trabalho.
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17.3.2 Quantificagdo da producdo intracelular de &nions
superoxido

Uma das consequéncias da atuagdo do sistema imune de
crustaceos é a producdo de espécies reativas de oxigénio pelos
hemdcitos durante a sua atividade fagocitica, as quais sdo altamente
microbicidas e constituem um dos mais eficientes pardmetros de
avaliacdo de sua competéncia frente a situacdes de estresse (Rodriguez
and Le Moullac 2000; Barracco et al. 2008; Le Moullac and Haffner
2000). Contudo, os elétrons livres localizados na sua orbita externa os
tornam altamente reativos com estruturas e compostos como membranas
celulares, proteinas e acidos nucléicos (Bogdan et al., 2000), o que torna
extremamente importante que 0 organismo possua mecanismos de
defesa contra a agao desses compostos.

Neste trabalho, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos. Os machos AC alcangaram os menores valores e as fémeas
AC alcancaram os maiores (Tabela 4). A despeito da auséncia de
diferencas significativas entre os tratamentos, chama a atencéo os altos
valores observados em ambos o0s tratamentos, em ambos 0s géneros. A
presenca de altos valores de espécies reativas em todos os tratamentos
sugere que a condicdo de estresse em que 0S Mesmos se encontram é
atribuida aos eventos fisiologicos referentes a reproducdo (Keller et al.,
2004), sobretudo em cativeiro, e ndo ao tratamento aplicado.

Acrescenta-se, ainda, que tal estresse cronico provavelmente nao
estd sendo compensado pelo perfil nutricional da dieta ofertada.
(Rodriguez and Le Moullac 2000; Barracco et al. 2008). Mas, por fim,
deve-se ressaltar que a enorme variabilidade dos valores considerados
de referéncia, em conjunto com a gama de fatores que podem interferir
no perfil dos pardmetros hemato-imunol6gicos e com a falta de
padronizacdo das técnicas de avaliacdo desses indices (Barracco et al.,
2008) limitam a precisdo de possiveis inferéncias resultantes dessas
andlises.

17.3.3 Titulo aglutinante

Ndo foram detectadas diferencas significativas para este
parametro. Adicionalmente, os altos valores alcangados (Tabela 4)
ficaram proximos da média para peneideos em fase reprodutiva descrita
na literatura (Maggioni et al., 2004; Pérez-Jar et al., 2006; Rodriguez et
al., 2001). Estes resultados, portanto, indicam nos dois tratamentos uma
adequada capacidade de reconhecimento de corpos estranhos de seu
sistema imunol6gico (Barracco et al., 2008; Cerenius et al., 2010;
Cuéllar-Anjel, 2008; Goimier et al., 2006).
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17.3.4 Concentracao das proteinas totais do soro (CP)

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela
4). Perazzolo et al. (Perazzolo et al., 2002) observaram reducdes nas
concentragdes proteicas em camardes adultos de F.paulensis submetidos
a alteracfes de salinidade, ablacéo e extirpacdo de espermat6foros (entre
60 e 70 mg.ml™), enquanto que Racotta and Palacios (1998) relatam
guedas nos niveis proteicos na hemolinfa de L. vannamei submetidos a
situacOes de estresse.

Os valores alcancados por este trabalho, por sua vez, podem ser
considerados altos quando comparados com padrfes ja relatados para
camardes peneideos. Palacios et al. (2000) observaram uma leve
correlagdo positiva entre 0 nimero de desovas e a concentragao proteica
na hemolinfa em fémeas reprodutoras de L. vannamei selvagens e de
cativeiro, tendo estas, contudo, alcancado valores inferiores a 150
mg.mL™, enquanto que Maggioni et al. (2004) observaram valores entre
260 e 308 mg.mL™ em seus trabalhos sobre o efeito de superdosagem de
acido ascorbico em dietas de reprodutores de L. vannamei, tal como
observado neste trabalho. Por fim, Sanchéz et al. (2001) sugerem que a
concentracdo proteica da hemolinfa pode estar relacionada tanto com o
conteido de hemocianina da mesma, a qual corresponde a cerca de 90%
do total de proteinas presentes na hemolinfa, quanto com a reserva
proteica do organismo, decorrente do percentual de proteina bruta
presente na dieta dos organismos analisados.

17.3.5 Atividade da fenoloxidase (PO)

N&o foi detectada diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 4). Contudo, conforme ja explicado anteriormente, sabe-se que
os valores de referéncia de parametros hemato-imunolégicos séao
extremamente varidveis dentro de uma mesma populagdo, sexo ou
estadio de desenvolvimento dos organismos analisados. A respeito dos
possiveis elementos externos que causam alteracdes nos valores da PO
no ambiente da maturacdo em cativeiro, a literatura relata fatores como
variacdo da concentragdo de compostos nitrogenados no meio (Le
Moullac and Haffner 2000), hipoxia (Le Moullac et al., 1998), ablacdo
unilateral (Maggioni et al. 2004; Perazzolo et al. 2002) e manejo
(Sénchez et al., 2001). Os valores alcangados pelos organismos
analisados (Tabela 4) podem indicar que o plantel poderia estar sob
condicdo de estresse. Schleder et al. (2008) observaram aumento na
atividade da PO em N.nodosus sexualmente maduros, enquanto Sanchéz
et al. (2001) observaram 0 mesmo comportamento em reprodutores
machos de L. stylirostris submetidos a manejo de aclimatacéo a 27°C e
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31°C. Os mesmos autores acrescentam que um dos possiveis efeitos
ocasionados pela presenca de agentes de estresse no meio seria a
reducdo no potencial imunoldgico dos organismos através da reducao
dos hemdcitos circulantes e dos mecanismos regulatérios da enzima PO,
aumentando a atividade da mesma. Contudo, levando em conta a
auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos nos parametros
em questdo, provavelmente a origem do fator de estresse dos
organismos pode ser atribuido aos aspectos intrinsecos ao ambiente de
matura¢do em cativeiro ou ao processo de amadurecimento gonadal em
si, uma vez que as mudangas fisiol6gicas associadas ao gasto energético
do processo geram estresse significativo nos organismos cultivados,
independentemente do modelo de maturacéo em cativeiro adotado.

18 CONCLUSOES

Este trabalho ndo detectou efeito significativo dos tratamentos
aplicados sobre o desempenho reprodutivo e o perfil imunoldgico dos
organismos  avaliados.  Adicionalmente,  observou-se  melhor
desempenho do tratamento BFT nos parametros fisico-quimicos de
agua. Sao necessarios mais estudos relacionados ao design da estrutura
de captura e do efeito do ambiente de troca zero de agua sobre os
reprodutores machos, mas os resultados aqui apresentados sugerem ser
possivel a insercdo da tecnologia de bioflocos no sistema de maturagédo
sem maiores comprometimentos ao desempenho reprodutivo e
imunoldgico de Litopenaeus vannamei em cativeiro.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados conclui-se que:

4 Foi detectada a ocorréncia de eventos relacionados a reproducdo
— amadurecimento gonadal e cOpula — na maturacdo em sistema de
bioflocos;

4 Existe viabilidade no manejo a ser adotado nesta modalidade
alternativa de reproducéo em cativeiro;
v O tratamento  bioflocos (BFT) teve desempenho

significativamente melhor em relagéo aos parametros fisico-quimicos de
monitoramento e de consumo semanal de agua;

v Né&o foi detectado efeito significativo dos tratamentos aplicados
sobre o desempenho reprodutivo e o perfil imunoldgico dos organismos
avaliados;

v E possivel a insercdo da tecnologia de bioflocos no sistema de
maturacdo em cativeiro sem maiores comprometimentos ao desempenho
reprodutivo e imunoldgico de Litopenaeus vannamei em cativeiro.
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ULTIMAS CONSIDERACOES E RECOMENDACOES

A maturacdo em cativeiro consiste na manutencdo de plantel de
reprodutores em confinamento, a fim de garantir a constancia no
fornecimento de larvas de camardes marinhos. Contudo, sabe-se que 0s
sistemas usualmente aplicados caracterizam-se por utilizarem baixas
taxas de estocagem, em conjunto com altos percentuais de renovagao de
agua e alta frequéncia alimentar. Tal configuracdo pode acarretar em
prejuizos tais como desperdicio de alimento, altos gastos com
bombeamento, tratamento e condicionamento de &gua e riscos de
dispersdo de agentes patogénicos nos ambientes de entorno.

Conforme foi demonstrado nesta pesquisa, a insercdo do sistema
de bioflocos na maturacéo traz vantagens tais como maior economia e
melhores desempenho de parametros fisico-quimicos de qualidade de
agua, além de ndo interferir negativamente no desempenho reprodutivo
ou imunoldgico dos individuos confinados. Contudo, para melhor
aplicabilidade desta nova modalidade de cultivo recomenda-se a
realizacdo de pesquisas tais como investigacdes acerca do perfil
nutricional e aplicabilidade alimentar do biofloco, em conjunto com
avaliacbes de exigéncias nutricionais de reprodutores de camardes
marinhos; de temperaturas e densidades 6timas por género para
maturagdo em cativeiro e programas de selecdo genética de individuos
em relacdo a desempenho reprodutivo e resisténcia a doencas em
sistema de bioflocos.
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