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RESUMO

O objetivo desta tese foi avaliar o uso da biomassa seca das algas pardas Sargassum filipendula
(S) e Undaria pinnatifida (U) como aditivo alimentar em dietas para o camardo-branco-do-
pacifico criado em sistema de bioflocos nas fases de bergario e engorda. Foram realizados dois
experimentos, no primeiro foram avaliados os parametros zootécnicos, a quantificacdo de
bactérias heterotroficas totais e vibrionacea das pos-larvas e a resisténcia ao estresse térmico
agudo (choque térmico) dos camardes na fase de bergario. Os animais foram alimentados com
quatro combinagdes da biomassa seca das algas pardas 0,5%:2%, 0,5%:4%, 1%:2% e 1%:4%
(S:U) e um controle, sem a adi¢@o das algas, por 6 semanas (de PL 20 até + 1g). No segundo
experimento, foram avaliados o desempenho zootécnico dos camardes na fase de engorda, a
contagem bacteriana do trato digestorio, os pardmetros hemato-imunoldgicos, a resisténcia ao
choque térmico e a infec¢do com virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) em associacao
com flutuacdo térmica. Os camardes, pesando 3,8 + 0,04g, foram alimentados durante cinco
semanas com duas dietas contendo combinagdes da biomassa seca das algas pardas 1%:2% e
1%:4% (S:U) e uma controle, sem a adi¢ao das algas, até atingirem 10,9 £ 0,06g. De forma
geral, os camardes alimentados com diferentes dietas contendo 4U apresentaram menor
concentragdo de vibrionacea e aqueles alimentados com a dieta 1S:2U apresentaram menor
mortalidade frente ao choque térmico, em ambas as fases de cultivo. Na fase de engorda, os
camardes alimentados com a combinacdo 1S:4U, apresentaram uma melhora geral nos
pardmetros hemato-imunologicos. Os camardes que receberam as dietas 1S:2U e 1S:4U,
apresentaram menor mortalidade ao WSSV em associagdo com flutuagdo térmica. Portanto, o
uso combinado de S. filipendula e U. pinnatifida na dieta causou efeitos fisiologicos benéficos
para o camarao L. vannamei, sem prejudicar seu o desempenho zootécnico nas fases de cultivo
avaliadas. Estes resultados revelam um enorme potencial para a utilizagdo de algas marrons nas
dietas do camardo Litopenaeus vannamei criado em regides subtropicais afetadas pela doenca
da Mancha Branca.

Palavras-chaves: Aquicultura, Litopenaeus vannamei, Sargassum filipendula, Undaria
pinnatifida, Resisténcia ao WSSV.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the combined use of the brown seaweeds Sargassum filipendula
(S) and Undaria pinnatifida (U) dry biomass as feed additive to Pacific white shrimp reared in
biofloc system during nursery and fattening phase. Two experiments were carried out, in the
first one growth performance, quantification of total heterotrophic and vibrionacea bacteria of
the PLs and acute thermal stress (thermal shock) resistance were evaluated shrimp in the nursery
phase. Four combinations of seaweeds were evaluated, 0.5%: 2%, 0.5%: 4%, 1%: 2% and 1%:
4% (S: U), and one control diet (without seaweed addition), shrimp post-larvae (PLs) were
grown for 6 weeks (in PL 20 the + 1g). The second experiment, growth performance, bacterial
count of digestive tract, hemato-immunological parameters, thermal shock and infection with
the White Spot Syndrome virus (WSSV) in association with thermal fluctuation, of the shrimp
fattening phase were evaluated. Fed with two diets containing combinations of dry biomass
seaweeds 1%: 2% and 1%: 4% (S: U) and control, without the addition seaweeds, for five weeks
(3.8 £ 0.04g the 10.9 + 0.06g). Shrimp fed with different diets containing 4U the vibrionacea
count was significantly lower concentration in PLs fed diets containing 4% (U) and those fed
the 1S: 2U diet showed less mortality in the face of thermal shock in both phases of cultivation.
The fattening phase, the shrimp fed with 1S: 4U, showed general improvement in hemato-
immunological parameters and that received the diets 1S: 2U and 1S: 4U, showed lower
mortality to WSSV in association with thermal fluctuation.Therefore, combined use S.
filipendula and U. pinnatifida in the diet caused beneficial physiological effects for L.
vannamei, without impairing its growth performance in the different stages of cultivation,
revealing enormous potential use in subtropical regions with incidence of White Spot disease.

Palavras-chaves: Aquaculture, Litopenaeus vannamei, Sargassum filipendula, Undaria
pinnatifida, Resistance to WSSV.
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11

1 INTRODUCAO GERAL

O processo de intensificagao dos sistemas de produgao de camardes marinhos ao longo
das ultimas décadas, levou a um incremento expressivo da produtividade das fazendas de
cultivo. No entanto, com o aumento das densidades de estocagem e do input de racdo nos
sistemas produtivos houve um incremento da descarga de nitrogénio e outros potenciais
poluentes nos ambientes aquaticos, além de aumentar o potencial de disseminacdo de
enfermidades (BOYD, 2003; PIEDRAHITA, 2003).

A tecnologia de bioflocos (BFT, do inglés Biofloc Technology) surge como alternativa,
na busca de sistemas produtivos que reduzam os riscos decorrentes dessa intensificagdo, uma
vez que este sistema se baseia na reciclagem dos nutrientes e na baixa renovagdo de agua
(EMERENCIANO et al.,, 2013; BOSSIER & EKASARI, 2017). Esse sistema pode ser
considerado um dos sistemas mais inovadores e sustentaveis atualmente empregados no cultivo
de camardes (KUMAR et al., 2018). Sendo baseado no principio da assimilagdo de nitrogénio
inorginico (amodnia, nitrito e nitrato) pela comunidade microbiana e na formacdo de
aglomerados, chamados de bioflocos, constituidos de microalgas, protozoarios, bactérias e
detritos organicos e inorganicos (DE SCHRYVER et al., 2008; AVNIMELECH, 2014).

Apesar das diversas caracteristicas positivas do sistema de bioflocos, este também
apresenta algumas desvantagens, como necessidade de mao de obra especializada e elevada
demanda de manejo e monitoramento, uma vez que contém grande concentra¢do de matéria
orginica e alta densidade de estocagem. O desequilibrio dentro de sistema pode levar
consequéncias negativas, como a multiplicacio de bactérias patogénicas. A presenca de
bactérias do género Vibrio, ja foram relatadas como causadoras de mortalidades em sistemas
de bioflocos (KRUMMENAUER et al., 2014). Isso mostra que mesmo o sistema de bioflocos
sendo eficiente no controle dos parametros de qualidade de agua, ndo ¢ capaz de controlar ou
tratar infec¢des sozinho.

Outra problematica importante para a carcinicultura, € a condicdo climatica. Ja foi
demonstrado que mudangas climaticas podem contribuir para o surto de doencas nas fazendas
de cultivo de camarao, por meio do aumento da susceptibilidade dos animais, e de alteracdes
na distribuigdo, prevaléncia e viruléncia de diferentes tipos de patdgenos como bactérias, virus,
fungos e parasitas (KAUTSKY et al., 2000; TENDENCIA et al., 2010). Dentre as principais
doencas que causam impacto na carcinicultura, podemos destacar a Virus da Sindrome da
Mancha Branca (WSSV), a qual tem gerado enormes perdas econdmicas na induastria de

producao de camardao em muitos paises (MOSS et al., 2012; VERBRUGGEN et al., 2016; WU
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et al., 2017; OIDTMANN et al., 2018), e essas perdas anuais equivalem aproximadamente a
um décimo da produgdo global de camardo (STENTIFORD et al., 2012). O uso de substancia
bioativas podem auxiliar no controle destas enfermidades.

As algas pardas apresentam uma diversidade expressiva de compostos bioativos, como
polissacarideos, compostos fendlicos, peptideos, vitaminas, terpenoides e esterdis (BALBOA
et al., 2013), que podem estar associados a resisténcia térmica conferida aos animais aquaticos.
Entre os polissacarideos presentes nessas algas podemos destacar, as fucoidanas, alginatos e
laminarinas, relatadas em diversos estudos com a capacidade de aumentar a resisténcia
imunoldgica e melhorar a sobrevivéncia quando o camarao ¢ desafiado por algumas bactérias
ou virus (CRUZ-SUARES et al., 2008). Podemos observar dessa forma, o potencial que as

algas pardas apresentam frente aos diversos problemas enfrentados na carcinicultura.

1.1 CARCINICULTURA

A carcinicultura marinha teve inicio no Brasil na década de 1970, na década seguinte,
a pratica de cultivo despertou o grande interesse no setor empresarial com a produgdo de
camaroes peneideos (Marsupenaeus japonicus, Litopenaeus schmitti, Farfantepenaeus subtilis,
F. brasiliensis e F. paulensis). Contudo, foi no inicio dos anos 90 que a atividade se
desenvolveu com a introdugdo da espécie exoética Litopenaeus vannamei, conhecido como
camarao branco, nativo da costa sul-americana do Pacifico, que ¢ atualmente a espécie mais
cultivada em todos os paises produtores do ocidente (FAO, 2020). O incremento obtido com a
introdu¢do da espécie L. vannamei, tornou o processo produtivo comercialmente, contribuindo
com o desenvolvimento das fazendas de camardao marinho, o que resultou numa estrutura nova
no setor de racao industrial, laboratorios de pds-larva e projetos de engenharia (ROCHA, 2000).

Os cultivos de camardes marinhos podem utilizar um ciclo de produgdo composto por
quatro fases: larvicultura, pré-bercario, bergario e engorda. A larvicultura se trata da primeira
etapa da producao, onde se da a partir do cruzamento das matrizes e reprodutores, ocorrendo
em seguida a desova. Os ovos fecundados sdo colocados em tanques e em cerca de
aproximadamente doze horas evoluem para o estagio de nauplio (LIMA et al., 2004). Esta fase
compreende a fase de nauplio, até a fase de pds-larva (PL) quando sdo transferidas para o pré-
bercario, o que normalmente se da entre PL5 e PL10. O pré-bercario € uma fase compreendida
entre o laboratorio e a fazenda, o qual visa o fornecer aos produtores pos-larvas maiores (a partir
de PL20) e mais resistentes a variagdes ambientais no cultivo, geralmente dura 15 dias, de PL5
a PL20 (ANDREATTA; BELTRAME, 2004). O bercario ¢ realizado entre a larvicultura ou

pré-bergario e a engorda, com o objetivo de manter as pds-larvas em um sistema controlado até
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atingirem aproximadamente 1 g (COHEN et al., 2005), bem como promover uniformidade de
tamanho, redu¢do do canibalismo e melhorar o manejo de estocagem, proporcionando uma
maior sobrevivéncia tanto na fase bergario, como na sua subsequente, a engorda (YTA et al.,
2004). Bercarios ja sao bastante utilizados na américa latina para posterior povoamento nas
fazendas de producdo em sistema tradicional. A incorporacdo da fase de bergéario pode melhorar
a previsibilidade da produgao do sistema, pois melhora a eficiéncia de sistemas intensivos de
producao de camardes (SAMOCHA et al., 2003; COHEN et al., 2005). A engorda se caracteriza
por ser a fase de crescimento, os camardes juvenis normalmente atingem o peso comercial de
10 a 12 g, durante o periodo de 90 a 120 dias nos viveiros de engorda (LIMA, 2015;
ABRUNHOSA, 2011).

Tradicionalmente o cultivo de camardes € realizado em viveiros de terra € proximo a
regides costeiras (CHAMBERLAIN, 2010) onde a estratégia mais utilizada nas fazendas para
assegurar a qualidade ambiental dos cultivos ¢ a renovagdo de agua dos viveiros. Ja foi
observado que essa pratica pode trazer riscos tanto para os cultivos quanto para o ambiente
adjacente, a dgua que ¢ bombeada para os tanques pode servir como vetor de doengas
(LIGHTNER, 2005) ¢ a 4gua descartada do cultivo, além de poluir o ambiente costeiro (PAEZ-
OSUNA, 2001), pode ser uma fonte potencial de contaminagdo bioldgica para os ambientes
naturais (HOROWITZ; HOROWITZ, 2002).

Diante de tudo isso, o desenvolvimento de novos modelos de cultivo que possam
assegurar a sustentabilidade da atividade em longo prazo tornou-se fundamental e vem sendo
objetivo de muitas pesquisas. Nessa constante, a procura por novos modelos de produgdo, o
sistema de cultivo com bioflocos tem sido apontado por pesquisadores como uma alternativa
vidvel aos sistemas tradicionais, ocupando menor area de cultivo, utilizando um menor volume

de 4gua e com maior biosseguranga (HARGREAVES, 2006).

1.2 SISTEMA DE CULTIVO EM BIOFLOCOS

A tecnologia de bioflocos (BFT, do inglés Biofloc Technology) surge como alternativa,
na busca de sistemas produtivos que reduzam os riscos decorrentes da intensificacdo da
carcinicultura, o sistema se baseia na reciclagem dos nutrientes e na baixa renovagao de agua
(EMERENCIANO et al., 2013; BOSSIER & EKASARI, 2017). E um sistema fechado, com
pouca ou nenhuma renovagao de dgua, a qual permite uma elevada densidade de estocagem de
camardes por metro quadrado de tanque (BURFORD et al., 2003), para tanto, adiciona-se uma
fonte extra de carbono organico na dgua de cultivo, tais como: melago de cana, dextrose, agucar,

glicose, tapioca, farelo de arroz, dentre outras, com intuito de manter a relagdo
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carbono:nitrogénio acima de 10:1 (AVNIMELECH, 1999; DE SCHRY VER et al., 2008; HARI
et al.,, 2006), que por sua vez ¢ responsavel por estimular o crescimento de bactérias
heterotroficas, que consomem os compostos organicos da agua, gerados pelas excretas e sobras
de ragao dos camardes (MONTEIRO, 2008).

De acordo com o protocolo utilizado pelo Laboratério de Camardes Marinhos (LCM)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), o sistema de bioflocos apresenta trés
diferentes fases. A primeira fase ¢ realizada pela adicdo de ragdo moida e fertilizante organico
trés dias antes do povoamento dos camardes, com a inten¢ao de inicialmente promover o
desenvolvimento de bactérias heterotroficas, que irdo assimilar os compostos nitrogenados
formando biomassa bacteriana (AVNIMELECH, 2012). Os picos de composto nitrogenados
sdo observados na segunda fase, principalmente a amdnia, onde a corre¢do através da adi¢do de
carbono organico no sistema se faz necessaria, além da adicdo didria pela entrada de ragdo. A
nitrificagdo do sistema ocorre da terceira e ultima fase, com a presenca de bactérias
quimioautotroficas que utilizam compostos inorganicos, transformando a amonia em nitrito € o
nitrito em nitrato. E possivel também observar nesse momento, um acumulo de nitrito no
sistema sendo necessaria a adicdo de hidroxido de célcio para corrigir o pH e manter a
alcalinidade acima de 150 mg/L para as bactérias quimioautotroficas. Ao final do cultivo nota-
se o acimulo de nitrato no sistema de bioflocos revelando o processo de nitrificagdo
(FERREIRA, 2021). De acordo com Otoshi € Moss (2011), a nitrificagdo em agua salgada leva
em torno de 20 dias para se estabelecer em um sistema de bioflocos, neste periodo ¢ comum ser
observado picos de compostos nitrogenados.

Em BFT, a remogdo de compostos nitrogenados ¢ realizada principalmente por
bactérias heterotroficas e quimioautotroficas, que ¢ dependente da relacdo C:N utilizada no
sistema (AVNIMELECH, 1999). As bactérias heterotroficas exigem uma relagdo C:N maior de
10:1 e requerem carbono organico, como agucar, dextrose ou melago como fonte de energia. Ja
as bactérias quimioautotroficas apresentam taxas de crescimento mais lentas e utilizam carbono
inorganico, nesse sistema a relacdo C:N ¢ menor (6: 1) (EBELING et al., 2006).

A reutilizagdo da 4gua do cultivo em maltiplos ciclos de produ¢do tém se mostrado
uma alternativa eficaz de evitar picos de compostos de nitrogénio, visto que a comunidade
bacteriana leva varias semanas para se estabilizar no BFT, devido a complexidade das
interagdes que ocorrem no sistema. Conhecido comumente como sistema maduro, utiliza da
comunidade microbiana ja estabelecida para inocular o novo tanque (KRUMMENAUER et al.,
2014). Porém cuidados sdao necessarios na observacao da comunidade microbiana ¢ do acimulo

de compostos no sistema, que podem ser fatores limitantes para o reaproveitamento de agua,
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pois mas condi¢des podem induzir surtos de doencas e perdas de producao (FURTADO et al.,

2015; XU et al., 2016).

1.3 ALTERACOES CLIMATICAS E FISIOLOGIA DO CAMARAO MARINHO

O L. vannamei ¢ uma espécie de camarao tropical com baixa tolerancia ao frio (PENG
et al., 2016; PONCE-PALAFOX; MARTINEZ-PALACIOS; ROSS, 1997), apresenta melhor
crescimento na faixa de temperatura entre 28 e 32 °C, em todas as fases de cultivo (WAN WYK
& SCARPA, 1999), onde a ocorréncia de baixas temperaturas pode prejudicar seu crescimento
e sobrevivéncia (PEIXOTO et al., 2003). Camardes marinhos sdo organismos ectotérmicos, ou
seja, ndo controlam sua temperatura interna, sendo muito suscetiveis aos efeitos danosos de
mudangas de temperatura nos ambientes de cultivo, onde temperaturas baixas provocam
variadas mudangas fisioldgicas em seu organismo, como perda da fluidez da membrana, perda
da integridade de proteinas, mau funcionamento da respiracdo celular, estresse oxidativo e
varias outras alteragdes no seu metabolismo (HAYWARD, et al., 2014; PRUITT, 1990). Pode
modificar o metabolismo energético, a coordenacdo neuromuscular e a proporcao de acidos
graxos saturados e insaturados na membrana celular, que por sua vez, induz o
comprometimento da permeabilidade e fluidez da membrana celular, causando desnaturacdo de
proteinas e liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), seguida de peroxidagao lipidica
e dano ao DNA. Todos esses mecanismos podem desencadear o estresse no reticulo
endoplasmatico (ER) e a maquinaria de apoptose, resultando em sérios danos fisioldgicos ao
organismo. Além disso, o estresse térmico pode reduzir a osmolaridade da hemolinfa, causando
sérios danos ao hepatopancreas de L. vannamei e que reduz também a sua resposta imune (QIU
etal., 2011; HAYWARD et al., 2014; HERMES-LIMA et al., 2015; WANG et al., 2019).

O estresse térmico pode provocar varias consequéncias para 0s organismos aquaticos,
Wang et al (2020b) investigaram o impacto do resfriamento gradual da dgua de cultivo de 28
°C a 13 °C e a sua influéncia sobre a microbiota intestinal e na resposta imune de L. vannamei,
e observaram que o estresse pelo frio diminuiu a riqueza da comunidade microbiana, alterando
a abundancia de diferentes niveis taxondmicos de bactérias que compdem a microbiota
intestinal, e reduzindo a atividade antibacteriana do camardo e a resposta imune a patdégenos.
Os mesmos autores avaliaram, em outro estudo, a abundancia de proteinas no intestino nas
mesmas condi¢des de temperatura e observaram que, apos o resfriamento, proteinas, como C-
lectina, NFkBIA e Caspase, reduziram em 34%. Essas proteinas estdo relacionadas a regulagao
da resposta imune e no reparo tecidual do intestino do camardo, e sua reducao pode afetar a

forma como esses animais lidam com a flutuagdo térmica (WANG et al., 2020a). Em outro
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trabalho, também com as mesmas condi¢des de temperatura, Wang et al. (2019) observaram
que a expressao relativa do mRNA de GRP78 (glucose responsive protein) no hepatopancreas
e nos hemocitos aumentaram significativamente apods estresse agudo pelo frio, o que indicou
que a resposta proteica desdobrada (UPR) estava envolvida neste processo. GRP78 ¢ um
processo regulador central da UPR e do apoptose no ER (DEJEAN, MARTINEZ-
CABALLERO & KINNALLY, 2006; NAKKA, GUSAIN & RAGHUBIR, 2010). O ER ¢ uma
organela chave para secre¢do de proteinas, tendo um papel importante em passos que incluem
o dobramento, as modificagdes pds-traducionais e a formacgao de complexos proteicos (SIMON
et al., 1992). Ele apresenta mecanismos de controle de qualidade dos diferentes estagios de
dobramento, que identifica proteinas mal ou ndo dobradas e as redireciona. Quando as proteinas
sdo exportadas do ER sem o dobramento correto associam-se com algumas doengas humanas,
além disso, pode levar a morte celular por apoptose (ELLGAARD & HELENIUS, 2003).

Em invertebrados, UPR ¢ geralmente reconhecido como um mecanismo chave da
resposta ao estresse ER (CHEN & HE, 2019). Em condi¢des normais, os polipeptideos
corretamente dobrados t€m as por¢des hidrofobicas de seus aminoacidos voltadas para o interior
da molécula, ao passo que os componentes hidrofilicos se voltam para o exterior. Isto possibilita
solubilidade em meio aquoso e impede agregagdo, que de outro modo ocorreria pela interagao
das areas hidrofébicas com aquelas de outras moléculas. Se a proteina estivesse desdobrada (o
que ocorre em determinadas fases de sua sintese e transporte entre organelas), agregacdes
indevidas poderiam existir, levando a perda destes polipeptideos (MEYER & SILVA, 1999).

A temperatura ¢ um fator importante também durante o transporte das pos-larvas, onde
a reducdo da temperatura ¢ utilizada como estratégia para diminuir o consumo de oxigénio, a
excre¢do de compostos nitrogenados e minimizar o canibalismo. Porém essa medida deve ser
procedida com cuidado, recomenda-se que seja feita a redugdo de 1 °C a cada 15 minutos e deve
ser mantida entre 20 ¢ 24 °C (BARBIERI JR & OSTRENSKY, 2002; SAMOCHA et al, 2003).
Quedas bruscas de temperatura podem levar a consequéncias graves para as pos-larvas. A partir
de 13 °C, L. vannamei tem reducdes significativas na alimentacdo e natagdo, e mortes foram
observadas (FAN, WANG & WU, 2013; HUANG et al., 2017). Baixas temperaturas também
causaram aumentos na dopamina e norepinefrina, bem como respostas oxidativas e
antioxidantes significativas em L. vannamei (MAPANAO et al., 2018; XU et al., 2018).
Também foi demonstrado que o estresse térmico ou mudancgas nas condigdes ambientais podem
contribuir para o surgimento de doencas em fazendas de carcinicultura, por aumentar a

suscetibilidade dos animais, e mudancgas na distribui¢do, prevaléncia e viruléncia de diferentes
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tipos de patdgenos, como bactérias, virus, fungos e parasitas (KAUTSKY et al., 2000;
TENDENCIA et al., 2010).

1.4 VIRUS DA SINDROME DA MANCHA BRANCA

O virus da sindrome da mancha branca (WSSV, do inglé€s White spot syndrome virus)
¢ um patdgeno por tras doenga da mancha branca em camardes e outros crustaceos (PRADEEP
etal., 2008; FLEGEL, 2012; JOSEPH et al., 2015). O WSSV ¢ altamente contagioso, capaz de
causar mortalidade total de 3 a 10 dias em condi¢des normais de cultivo (CHOU et al., 1995;
PRADEEP et al., 2008; LEU et al., 2009; JOSEPH et al., 2015). Pode ser facilmente
reconhecida por suas manchas brancas caracteristicas na carapaga (CHOU et al., 1995;
PRADEERP et al., 2012), no entanto, este sinal clinico ¢ exibido muito depois da infeccao em
um ponto onde o animal esta muito proximo da morte. Também sao observados casos em que
essas manchas brancas ndo se desenvolvem ou ndo sdo visiveis, o que pode dificultar o
diagnoéstico (RAJAN et al., 2000).

Enormes perdas econdmicas na industria de produc¢ao de camarao estdo associadas
com o WSSV em muitos paises (LIGHTNER, 1996; ZHAO et al., 2007; LEU et al., 2009;
TENDENCIA et al., 2011; VERBRUGGEN et al., 2016; OIDTMANN et al., 2018). Varios
autores indicaram que as perdas econdmicas anuais devido ao WSSV foram convencionalmente
equiparadas a aproximadamente um décimo da producao global de camardao (STENTIFORD et
al., 2012). Desde sua primeira aparicdo em 1991 (FAO, 2005; TENDENCIA et al., 2011) até
os dias de hoje a doenga ndo esta sob controle (VERBRUGGEN et al., 2016; WU et al., 2017).

Considerando a importancia de controlar o WSSV, a Organiza¢do Mundial da Saude
Animal (OIE), uma organizacdo intergovernamental responsavel por melhorar a saide animal
em todo o mundo, ja incluiu esta doenga em sua lista priorizada. Até o momento, como a
maioria das outras doengas virais (MENASVETA, 2002), o WSSV ndo pode ser tratado, ¢
necessario uso de um manejo adequado das instalagdes de criacdo de camarado para fim de evitar
a entrada do virus no ambiente de cultivo e consequentemente o seu contdgio (MENASVETA,
2002; PAN et al., 2017). Nesse sentido, varias medidas de biosseguranca sdo relatadas na
literatura. Os efeitos da filtragem e desinfeccdo da entrada de dgua t€m sido amplamente
divulgados. Outras medidas de biosseguranca que foram explorados na prevengdo da
introducdo de WSSV incluem o uso de animais livres de patogenos especificos (SPF), a
utilizagdo de sistemas de baixa troca de agua, secagem completa e desinfecdo das unidades de
cultivo apos cada ciclo (TENDENCIA et al., 2011; WYBAN, 2015). O uso de cercas de

caranguejo, de passaros, pedilivios e acesso limitado as instalacdes de camardo, sdo praticas
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comuns na exclusdo de vetores e patdgenos em muitas das fazendas de camardo. Além de
medidas de biosseguranca, o uso de imunoestimulantes e “vacinas” para melhorar a resposta
entre camardes contra a infec¢ao por WSSV também vem sendo estudada (SATOH et al., 2008;
SAJEEVAN et al., 2009).

Foi demonstrado que mudangas nas condi¢des climaticas podem contribuir para o
surto de doencas do camardo por meio de alteragdes na distribui¢do, prevaléncia e viruléncia
de diferentes tipos de patdégenos, como bactérias, virus, fungos e parasitas. Por outro lado,
mudangas essas variagdes climaticas, como a temperatura, podem aumentar a suscetibilidade
do hospedeiro a doengcas (HARVELL et al., 1999; TENDENCIA et al., 2010), e a baixa
temperatura atmosférica que afeta a temperatura da agua é um importante fator de risco ao
WSSV (TENDENCIA et al., 2010). As temperaturas mais baixas aumentam a replicacdo do
virus replicagdo e diminui a resposta imunolodgica do camarao (VIDAL et al., 2001; REYES et
al., 2007).

De acordo com Vidal et al. (2001), o WSSV nao infectou L. vannamei em temperaturas
acima de 32 ° C, mas quando a temperatura foi reduzida para 26 ° C, a doenca desenvolveu
muito rapido. Estes resultados foram considerados consistentes com os de Rahman et al. (2006),
onde os autores afirmaram que a temperatura mais alta (32-33 © C) retardou a replicagdo de
WSSV em camardes infectados. O fendmeno também foi relatado para outras espécies de
peneideos (GUAN et al., 2003; GUNA LAN et al., 2010; KAKOOLAKI et al., 2011; STALIN
et al., 2012).

1.5 ALGAS PARDAS COMO ALTERNATIVA A PROBLEMAS ENCONTRADOS NA
CARCINICULTURA

Diversos estudos vém sendo realizados com a finalidade de encontrar medidas
alternativas, principalmente preventivas, contra enfermidades na criagdo de camardes
marinhos. Dessa forma, a utilizacdo de compostos capazes de aumentar a resposta imune dos
animais contra patdgenos se torna uma das estratégias mais eficazes para o controle de
enfermidades para criagdo de camardo (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). Os
imunoestimulantes sdo obtidos através de sinteses quimicas ou fontes naturais, seus compostos
sao derivados da constituicdo da parede celular de microalgas, macroalgas, bactérias e fungos
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008, p. 202). As macroalgas sdo constituidas de
substancias com grande potencial terapéutico, utilizado hd milhares de anos para tratamento de

enfermidades na China (HUANG; ZHOU; ZHANG, 2006).
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As algas pardas apresentam maior potencial antioxidante quando comparadas as algas
vermelhas e verdes, também apresentam compostos ndo observados em plantas terrestres,
podendo destacar entre eles, os polissacarideos, compostos fendlicos, proteinas, vitaminas,
terpendides e esterdis (BALBOA et al., 2013). Goémez-Gil et al. (2000) também destacam as
propriedades nutricionais e funcionais das macroalgas com potencial benéfico no desempenho
zootécnico de camardes. Trabalhos utilizando entre 2% a 5% de macroalgas marinhas em dietas
observaram que estas podem aumentar o crescimento significativamente de varias espécies
aquaticas (HASHIM & MAT-SAAT, 1992; XU, et al., 1993), no entanto, outros autores
observaram que concentragdes acima de 6% podem reduzir de forma progressiva o desempenho
zootécnico (NIU, et al., 2015). Adicionalmente, Niu et al. (2015), trabalhando com pds-larvas
de P. monodon cultivados em sistema semi-intensivo, observaram que a inclusdo de 1 a 6% de
biomassa seca de U. pinnatifida na ragdo incrementou significativamente o crescimento dos
animais.

Em geral, a algas pardas sdo ricas em polissacarideos, compostos fenolicos, acidos
graxos poliinsaturados, pigmentos, vitaminas, terpenodides, esterdis, proteinas e peptideos.
(BALBOA et al., 2013). Dentre os polissacarideos presentes nessas algas, podemos destacar os
fucoidanos, alginatos e laminarinas, que tém sido associados ao aumento da resposta imune e a
resisténcia ao desafio bacteriano e viral em camardes marinhos (CRUZ-SUAREZ et al., 2008).
Trabalhos realizados com a biomassa seca da macroalga Sargassum filipendula como aditivo
alimentar para L. vannamei, mostraram que as concentragdes de 0,5 e 2% melhoraram a
resisténcia do camardo ao choque térmico. Por outro lado, as crescentes concentragdes da
biomassa seca da macroalga Undaria pinnatifida reduziu proporcionalmente a resisténcia do L.
vannamei a esta condi¢do de estresse (SCHLEDER et al., 2017).

Schleder et al. (2017, 2018), avaliando a adig¢ao de 0,5%, 2% e 4% de Sargassum
filipendula (sargago) e 0,5%, 2% e 4% de Undaria pinnatifida (undaria) na dieta para camarao-
branco-do-pacifico, observaram que a adicdo de 4% da biomassa seca de U. pinnatifida
ocasionou uma melhora geral dos parametros hemato-imunologicos, a redugao de Vibrio spp.
no trato digestdrio, e a maior sobrevivéncia dos animais ap6s infecgdo com WSSV, enquanto a
adi¢ao de 0,5 e 2% de S. filipendula aumentou a sobrevivéncia dos camardes apds choque
térmico. Em outro estudo, os mesmos autores observaram o efeito sinérgico dessas duas algas,
sendo que os tratamentos com os niveis 0,5%:2% e 0,5%:4% sargaco.undaria respectivamente,
apresentaram menor mortalidade apos infec¢do com WSSV, porém a U. pinnatifida reduziu o

efeito positivo do sargaco frente ao choque térmico (SCHLEDER et al., 2020). Os efeitos
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positivos acima mencionados das algas marrons como aditivos para ragdes estdo provavelmente
relacionados aos seus compostos bioativos.

Os estudos mencionados acima destacaram os potenciais efeitos benéficos do uso de
biomassa seca de S. filipendula e U. pinnatifida como aditivo alimentar para a producao de
camardo marinho. Ajustes nas concentragdes dessas duas algas marinhas ainda sdo necessarios
para melhorar a resisténcia térmica do camardo, bem como reduzir a concentragao de bactérias
patogénicas do género Vibrio e a mortalidade frente ao WSSV, que sdo grandes preocupacdes
para industria. Com base nos estudos realizados ¢ possivel observar que o uso da massa seca
das algas pardas S. filipendula e U. pinnatifida apresentam potenciais efeitos benéficos no
cultivo de camardes marinhos, € que seu uso em conjunto apresenta efeito sinérgico entre elas.
Ainda sdo necessarios ajustes nas concentracdes das macroalgas para que se reduza o efeito
negativo da U. pinnatifita frente ao choque térmico, para que o uso conjunto destas possa trazer

os mesmos resultados de quando sdo utilizadas separadamente.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo geral
Avaliar o uso combinado das algas pardas Sargassum filipendula e Undaria
pinnatifida como aditivo alimentar nas fases de bergario e engorda do camardo-branco-do-

pacifico em sistema de bioflocos.

1.6.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a resisténcia ao estresse térmico agudo (choque térmico) dos camardes
alimentados com dietas suplementadas com algas em ambas as fases de cultivo;

b) Analisar o desempenho zootécnico e a quantificagdo de bactérias heterotroficas totais e
vibriondcea das pos-larvas na fase de bercario em sistema de bioflocos;

¢) Avaliar o desempenho zootécnico, a contagem bacteriana do trato digestério e o
parametros hemato-imunologicos dos camardes na fase de engorda em sistema de
bioflocos;

d) Verificar a resposta dos camardes da fase de engorda, alimentados com dietas
suplementadas com as macroalgas frente ao desafio com WSSV em associacdo com

flutuagao térmica.
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1.7 FORMATACAO DOS ARTIGOS
O primeiro artigo cientifico original estd publicado na Aquaculture Research e o
segundo sera submetido no periddico Journal of Applied Phycology, ambos os artigos estdo

apresentados nas normas da ABNT.
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2 ALGAS PARDAS INSERIDAS NA DIETA PARA O BERCARIO DE CAMARAO-
BRANCO-DO-PACIFICO CRIADO EM SISTEMA DE BIOFLOCOS MELHORAM A
RESISTENCIA AO ESTRESSE TERMICO E DIMINUEM VIBRIONACEA

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o uso combinado da biomassa seca das algas pardas
Sargassum filipendula (S) e Undaria pinnatifida (U) como aditivo alimentar para pds-larva do
camarao-branco-do-pacifico na fase de bercario cultivado em sistema de bioflocos. Foram
avaliadas quatro combinagdes da biomassa seca das algas pardas 0,5%:2%, 0,5%:4%, 1%:2%
e 1%:4% (S:U) e um controle, sem a adi¢gdo das algas, em triplicata, totalizando 15 unidades
experimentais. A biomassa seca das algas foi adicionada na dieta em substitui¢cdo ao caulim. Os
camardes foram cultivados por 6 semanas (de PL 20 até¢ + 1g) em tanques de polietileno de
400L, preenchidos parcialmente com agua madura de um tanque matriz de bioflocos, na
densidade de 3000 PLs m™ e alimentados 6 vezes ao dia. Ao final do experimento, foram
avaliados os parametros zootécnicos, a quantificagdo de bactérias heterotroficas totais e
vibrionéacea das pds-larvas e a mortalidade apos choque térmico agudo. Foi possivel observar
uma menor concentragdo de vibrionacea para os camardes alimentados com as dietas contendo
4% (U). Para o choque térmico, os camardes alimentados com a dieta contendo a combinagao
1S:2U, apresentaram menor mortalidade cumulativa em relagdo aos camardes alimentados com
as demais dietas. Os parametros zootécnicos nao apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos, como também a concentragao de bactérias heterotroficas totais na pds-larva.
Portanto, S. filipendula e U. pinnatifida mostraram um efeito combinado sobre a resisténcia
térmica do camarao, o que ¢ particularmente importante para a industria de criagao de camardes,
uma vez que poderia ajuda-los a lidar com o estresse ambiental, quando transferido para os
tanques de engorda nas fazendas de cultivo.

Palavras-chaves: Litopenaeus vannamei, Sargassum filipendula, Undaria pinnatifida,
Resisténcia ao choque térmico.

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the combined use of the brown seaweeds Sargassum filipendula
(S) and Undaria pinnatifida (U) dry biomass as feed additive to Pacific white shrimp reared in
biofloc system during nursery phase. Four combinations of seaweeds were evaluated, 0.5%:
2%, 0.5%: 4%, 1%: 2% and 1%: 4% (S: U), and one control diet (without seaweed addition),
all in triplicate, totaling 15 experimental units. The seaweed dry biomass was added to the diets
in replace of kaolin. Shrimp post-larvae (PLs) were grown for 6 weeks (in PL 20 the + 1g) in
400L polyethylene tanks, partially filled with mature water from a biofloc matrix tank, at
density of 3000 PLs m® and were fed 6 times a day. At the end of the experiment, growth
performance, quantification of total heterotrophic and vibrionacea bacteria of the PLs and
thermal stress resistance were evaluated. No significant difference was observed in growth
performance and total heterotrophic bacteria count in the PLs among the treatments.
Vibrionacea count was significantly lower concentration in PLs fed diets containing 4% (U).
For thermal stress resistance, PLs fed the diet containing 1S:2U combination showed lower
cumulative mortality than the ones fed the other diets. Therefore, S. filipendula and U.
pinnatifida showed a combined effect on shrimp thermal resistance, which is particularly
important to the shrimp farming industry, since it could help them to cope with environmental
stress once transferred to the grow-out ponds.

Keywords: Litopenaeus vannamei, Sargassum filipendula, Undaria pinnatifida, thermal stress
resistance.
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2.1 INTRODUCAO

O sistema de bioflocos pode ser considerado um dos sistemas mais inovadores e
sustentaveis atualmente empregados no cultivo de camardes (KUMAR et al., 2018). Este
sistema ¢ baseado no principio da assimilagdo de nitrogénio inorganico (amonia, nitrito e
nitrato) pela comunidade microbiana e na formagao de aglomerados, chamados de bioflocos,
constituidos de microalgas, protozoarios, bactérias e detritos organicos e inorganicos, (DE
SCHRYVER et al., 2008; AVNIMELECH, 2014).

Apesar das diversas caracteristicas positivas do sistema de bioflocos, este também
apresenta algumas desvantagens, como necessidade de mao de obra especializada e elevada
demanda de manejo e monitoramento, uma vez que contém grande concentragdo de matéria
organica e alta densidade de estocagem. O desequilibrio dentro de sistema pode levar
consequéncias negativas, como a multiplicacdo de bactérias patogénicas. A presenca de
bactérias do género Vibrio ja foram relatadas como causadoras de mortalidades em sistemas de
bioflocos (KRUMMENAUER et al., 2014). Isso mostra que mesmo o sistema de bioflocos
sendo eficiente no controle dos parametros de qualidade de dgua, ndo ¢ capaz de controlar ou
tratar infec¢des sozinho.

Todavia, este sistema tem sido aplicado com sucesso em praticamente todas as fases
do cultivo de camardes marinhos: desde a larvicultura, passando pelo pré-bergario, bergario e
engorda (BALOI, et al., 2013; LORENZO et al., 2015; SCHVEITZER et al., 2017; REZENDE
etal., 2018). No cultivo de camardes marinhos, a fase de bergario ¢é realizada entre a larvicultura
e a engorda, com o objetivo de manter as pos-larvas em um sistema controlado até atingirem
aproximadamente 1 g (COHEN et al., 2005), bem como promover uniformidade de tamanho,
reducdo do canibalismo e melhorar o manejo de estocagem, proporcionando uma maior
sobrevivéncia tanto na fase bercario, como na sua subsequente, a engorda (YTA et al., 2004).
Bercérios ja sdo bastante utilizados na américa latina para posterior povoamento nas fazendas
de producdo em sistema tradicional. A incorporagdo da fase de bercario pode melhorar a
previsibilidade da producdo do sistema, pois melhora a eficiéncia de sistemas intensivos de
producdo de camardes (SAMOCHA et al., 2003; COHEN et al., 2005). Entretanto, medidas sao
necessarios para que nao ocorra incremento adicional na mortalidade das pds-larva,
principalmente durante o transporte e transferéncia, decorrente da elevacdo do estresse oriundo
da variagdo brusca de pardmetros como a temperatura (STERN & LETELLIER, 2002).
Samocha (2017) cita que durante o periodo de transporte a temperatura deve estar acima de
23°C, mas que essa temperatura nao deve ser utilizada durante o cultivo, sob o risco de estresse

e mortalidades.



24

O Litopenaeus vannamei apresenta melhor crescimento na faixa de temperatura entre
28 a 32 °C, em todas fases de cultivo (W

WAN WYK & SCARPA, 1999), e a ocorréncia de baixas temperaturas pode
prejudicar seu crescimento e sobrevivéncia (PEIXOTO et al., 2003). Mudangas na temperatura,
manejo inadequado da dgua, niveis nutricionais reduzidos levam ao estresse e a supressao
imunoldgica em animais aquaticos (REVERTER et al., 2014).

As algas pardas apresentam uma diversidade expressiva de compostos bioativos, como
polissacarideos, compostos fenolicos, peptideos, vitaminas, terpendides e esterdis (BALBOA
et al., 2013), que podem estar associados a resisténcia térmica conferida aos animais aquaticos.
Trabalhos realizados com a biomassa seca da macroalga Sargassum filipendula como aditivo
alimentar para L. vannamei, mostraram que as concentragdes de 0,5 e 2% melhoraram a
resisténcia do camardao ao choque térmico. Por outro lado, as crescentes concentragdes da
biomassa seca da macroalga Undaria pinnatifida reduziu proporcionalmente a resisténcia do L.
vannamei a esta condi¢do de estresse (SCHLEDER et al., 2017).

Segundo Schleder et al. (2017, 2018) ao avaliarem o uso de 0,5%, 2% e 4% de
biomassa seca de S. filipendula e U. pinnatifida, separadamente, na dieta do camarao-branco-
do-pacifico, observaram que a adigdo de 4% de U. pinnatifida promoveu a redugdo da
concentracdo de Vibrio sp. no trato intestinal. Adicionalmente, o uso dessas duas algas em
conjunto nas concentracdes de 0,5:1%, 0,5:2% e 0,5:4% S. filipendula: U. pinnatifida
respectivamente, observaram que a U. pinnatifida reduziu o efeito positivo do S. filipendula
frente ao choque térmico, e que a presenga da S. filipendula apenas evitou o efeito negativo da
U. pinnatifida observado no trabalho anterior, mas ndo foi suficiente para diminuir a
mortalidade p6s choque térmico.

Com base nos estudos realizados € possivel observar que o uso da massa seca das algas
pardas S. filipendula e U. pinnatifida apresentam potenciais efeitos benéficos no cultivo de
camardes marinhos, € que seu uso em conjunto apresenta efeito sinérgico entre elas. Ainda sao
necessarios ajustes nas concentragdes das duas algas para que se reduza o efeito negativo da U.
pinnatifita frente ao choque térmico, e 0 uso conjunto destas macroalgas possa trazer os mesmos
resultados de quando sdo utilizadas separadamente, podendo ainda serem utilizadas para reduzir
a mortalidade apos estresse térmico e a concentracdo de bactérias do género Vibrio, sendo a
fase de bergario de extrema importancia para o setor produtivo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso combinado das algas pardas S. filipendula

e U. pinnatifida (0,5%:2%, 0,5%:4%, 1%:2%, 1%:4%, respectivamente) como aditivo
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alimentar, no ber¢ario do camardo-branco-do-pacifico em sistema de bioflocos sobre os

parametros zootécnicos, resisténcia ao choque térmico e microbiota bacteriana.

2.1 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Biomassa seca das macroalgas

A macroalga Sargassum filipendula foi coletada na praia Sambaqui (autorizagdo
ICMBio n°: 47187-1) durante més de abril de 2018, Florianopolis SC/Brasil (27°29'35.0"S
48°31'39.6"W) e transportada para a Se¢do de Macroalgas do Laboratorio de Camardes
Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LCM/UFSC). Primeiramente, foi
realizada a retirada manual de epifitas e qualquer material incrustado nas macroalgas. Em
seguida, foram limpas rapidamente com 4gua doce e secas a temperatura ambiente por 4 h.
Posteriormente, colocadas em estufa e secas por 24 h a 35 °C, e entdo a 50 °C até estabilizar o
peso, antes da pesagem a massa seca foi colocada em desumidificador para esfriar. A biomassa
seca foi entdo moida, peneirada (600 pm) e armazenada em sacos plasticos escuros em sala
refrigerada com desumidificador. A biomassa seca de U. pinnatifida foi cedida pela empresa
Soriano SA, Argentina. Os espécimes de Undaria pinnatifida foram coletados na Baia
Bustamante, Chubut, Argentina, secas ao sol, moidas e peneiradas a 600 um, pela propria

empresa.

2.2.2 Animais experimentais

Foram utilizados nauplios de L. vannamei da linhagem Speedline provenientes da
empresa Aquatec Aquacultura Ltda (Rio Grande do Norte, Brasil). Os nauplios foram
cultivados em larvicultura convencional, em tanques de fibra de vidro de 20 m(densidade de
100 larvas L"), em salinidade de 33 mg L', até atingirem o estagio de pos-larva de 20 dias (PL
20). Posteriormente, as PLs 20 foram transferidas para as unidades experimentais para a

realizagdo do experimento.

2.2.3 Producio e composicio centesimal das dietas

As dietas foram formuladas utilizando o programa Optimal Férmula 2000® versao
19102009, baseado nas recomendacdes e exigéncias nutricionais para o camarao-branco-do-
pacifico (GONG et al., 2000; NRC, 2011; ZHOU et al., 2012). Os ingredientes secos foram
previamente moidos e peneirados a 600 pm. Posteriormente, os microingredientes foram

homogeneizados por 10 min e adicionados aos macroingredientes, homogeneizados por mais
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[y

10 min utilizando um misturador tipo “y”. Em seguida, foram adicionados os 6leos, lecitina de
soja e agua (200 mL kg™ da dieta). A mistura resultante foi peletizada, sob temperatura maxima
de 50 °C em uma microextrusora (Inbramaq MX-40). Apds peletizagdo, a ragdo foi moida e
peneirada para granulometria da fase de bergario (850 um a 1800 um). Nas dietas
experimentais, a biomassa seca das algas foi adicionada em substituicdo ao caulim,

a dieta controle apresentou os mesmos ingredientes, porém sem adicdo das macroalgas. A
composi¢ao centesimal foi analisada de acordo com o descrito por AOAC (1999). As dietas
foram produzidas no Laboratério de Nutricdo de Espécies Aquicolas - LABNUTRI/UFSC
(Tabela 1).

Tabela 1. Formulagdo e composicdo centesimal das dietas experimentais contendo as macroalgas
Sargassum filipendula (S) e Undaria Pinnatifita (U) nas respectivas contragdes 0,5S:2U, 0,5S:4U,
1S:2U, 1S:4U, e uma dieta controle, sem a adicdo das macroalgas para bergario de L. vannamei.

S. filipendula:U. pinnatifita (%)

Ingredientes (g kg™!) Controle  0,5:2,0 0,5:4,0 1,0:2,0 1,0:4,0
Farinha de trigo 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Farelo de soja 350,0 350,0 350,0 350,0 350,0
Cmc 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Lecitina de soja 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Fosfato monocalcico 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
Oleo de soja 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Vit ¢ 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Premix vitaminico 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Premix mineral 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0
Sulfato de magnésio 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Caulim 80,0 55,0 35,0 50,0 30,0
Nacl 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Residuo de salmao 51,3 51,3 51,3 51,3 51,3
Kel 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Metionina 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Residuo de peixe 200,0 200,0 200,0 200,0 200,0
Farinha de visceras 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0
Oleo de peixe 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
S. filipendula 0,0 5,0 5,0 10,0 10,0
U. pinnatifida 0,0 20,0 40,0 20,0 40,0

Composic¢io centesimal (g kg™!)
Umidade 9,04 9,78 9,04 8,86 8,65
Proteina bruta 38,44 38,55 39,36 39,46 39,59
Extrato etéreo 9,59 9,14 9,20 10,10 10,71
Fibra bruta 2,59 2,28 2,38 2,36 2,66
Energia bruta 4.110,00 4.074,00 3.992,00 4.321,00 4.274,00

Cinzas 18,09 16,70 15,90 17,40 16,35
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2.2.4 Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Laboratéorio de Camardes Marinhos (LCM)
pertencente a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Brasil. Para o cultivo
experimental, tanques de polietileno de 400 L foram povoados com 3000 PLs 20 (£ 0,006 g)
m™, durante sete semanas, até os camardes atingirem + 1g. Foram avaliados 4 tratamentos:
0,5%:2%, 0,5%:4%, 1%2:%, 1%:4% (0,5S:2U, 0,5S:4U, 1S:2U, 1S:4U) S. filipendula (S):U.
pinnatifida (U), e um controle (sem a suplementagdo com algas), em triplicata, totalizando 15
unidades experimentais.

Os tanques foram preenchidos com 40% (160 L) de agua proveniente de um tanque
matriz de bioflocos de camardes e o restante (240 L) com agua do mar com salinidade a 33 mg
L1, sob aeracio constante e aquecedores acoplados a termostatos, com os parametros iniciais:
oxigénio 6,9 mg L', pH 8,19, temperatura 29,0 °C, salinidade 33,0 mg L', amonia total 0,23
mg LI, nitrito 0,12 mg L', nitrato 8,19 mg L', fosfato 1,77 mg L', sélidos suspensos totais
(TSS) 251,7 mg L' e alcalinidade 126,93 mg L.

Os animais foram alimentados seis vezes ao dia, seguindo a tabela de Wan Wyk
(1999). Cinquenta camardes por tanque foram pesados semanalmente para monitorar o

crescimento e possiveis ajustes na alimentagao.

2.2.5 Analises de qualidade de agua

Ao longo do experimento, foram monitorados os parametros de qualidade de agua.
Oxigénio dissolvido e temperatura duas vezes ao dia (YSI 55, YSI Incorporated, Yellow
Springs, OH, EUA). A salinidade (YSI 55, YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, EUA), pH
(YSI 55, YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, EUA), sélidos suspenso totais, alcalinidade,
amonia total e nitrito foram analisados duas vezes por semana de acordo com Strickland e
Parsons (1984) e APHA (1995). O nitrato (método HACH 8039, redu¢do de cadmio) e fosfato
(STRICKLAND & PARSONS, 1984 ¢ APHA, 1995), foram analisados trés vezes durante todo

o experimento (inicio, meio e fim).

2.2.6 Controle da amoénia, alcalinidade e de sélidos suspensos totais

Para controle da amonia, fontes de carbono foram adicionadas em todos tanques a uma
propor¢ao de 20 g de carboidrato por cada grama de amonia total formada, assumindo que
camardo assimila cerca de 25% do nitrogénio adicionado na alimentagdo e 75% deste nitrogénio
é transformado em aménia dissolvida na 4gua. Quando a amdnia total ultrapassou 1 mg L™, foi

adicionado ao sistema carboidrato (agticar) a uma razao de 20 g carboidrato: 1 g de amdnia total
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(AVNIMELECH, 1999). A adicao de hidroxido de calcio Ca(HO): foi utilizada para manter a
alcalinidade acima de 150 mg L. Os sélidos totais foram mantidos entre 400 ¢ 600 mg L
(SCHVEITZER et al., 2013), quando este valor era ultrapassado, retirava-se o excedente através

de filtragem com Needlona® (Fibra 100% poliéster, gramatura 250g m™, espessura de 1,4 mm,

densidade 0,18g cm™).

2.2.7 Analise microbiolégica da pés-larva

Ao final do cultivo, 5 poés-larvas de cada tratamento foram separadas para contagem
de bactérias. As pos-larvas foram limpas superficialmente com alcool 70%, maceradas em um
gral, homogeneizados, diluidos serialmente (1:10) em solugdo salina estéril 3% (SSE) e
semeados em meio de cultura Agar Marine e Agar tiossulfato citrato bile sacarose - TCBS para
contagem de bactérias heterotroficas totais e vibriondcea, respectivamente. Por ultimo, foram
efetuadas contagens totais de unidades formadoras de colonias (UFC) por grama de larva, apo6s

24 horas de incubagao a 30 °C.

2.2.8 Parametros zootécnicos

Os seguintes parametros zootécnicos foram avaliados:

numero de individuos final
*

Aoy

Sobrevivéncia (%) nimero de individuos inicial 100 (1)
.. 3N biomassa final (kg)

Produtividade (kg/m?) volume d tanque m? (2)

Taxa de crescimento especifico (TCE %) = 100 * (peso final (g)-peso inicial (g)) 3)

dias de cultivo

total de ragdo ofertada (g)

Fator de conversdo alimentar aparente (FCA) = 4)

incremento de biomassa (g)

2.2.9 Choque térmico

Para o choque térmico, 90 animais de cada tratamento foram transferidos
simultaneamente dos tanques com agua salgada a 28,82 + 0,26 °C, para aquarios de 60 L
contendo 4gua salgada a 13,5 °C (temperatura estabelecida previamente em um ensaio de
temperatura letal 50) sob aeracdo constante, € mantidos nestas condi¢des por 1 h. Apos este

periodo, eles foram transferidos simultaneamente de volta para os tanques com agua salgada a
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+ 29 °C, e a sobrevivéncia foi monitorada por 48 horas (PONTINHA et al., 2017). Os animais

ndo receberam nenhum tipo de alimentacdo durante todo o periodo do teste.

2.2.10 Analises estatisticas

Para os dados de sobrevivéncia, peso final, conversdo alimentar e contagem de
bactérias das pods-larvas foi aplicada andlise de varidncia (ANOVA) unifatorial, depois de
analisadas as premissas de normalidade (Shapiro—Wilk) e homocedasticidade (Levene). Os
dados de contagem de bactérias das pos-larvas foram transformados para logio (x + 1) e os
valores percentuais para arcoseno, antes de serem submetidos a analise estatistica. A ANOVA
unifatorial com medidas repetidas no tempo foi aplicada aos dados de qualidade de agua.
Quando necessario, o teste de Tukey foi utilizado para separacdo de médias. Os dados de
sobrevivéncia ao choque térmico foram analisados por Kaplan-Meier. Todos os testes

utilizaram um nivel de significancia de 5% (ZAR, 1984).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura e o oxigénio dissolvido foram mantidos em 28,82 + 0,26 ¢ 7,11 £ 0,13
respectivamente, ¢ permaneceram constante ao longo de todo o experimento. Nenhum dos
parametros de qualidade de dgua apresentou diferenca significativa entre os tratamentos e na
interacao entre os dias e os tratamentos, somente apresentaram diferenga significativa ao longo
dos dias de cultivo (Tabela 2). De acordo com Wan Wyk e Scarpa (1999), os parametros se
mantiveram dentro dos padrdes apropriados para a espécie e fase de cultivo, exceto o nitrito, o
qual os autores citam que o ideal é manté-lo abaixo de 1 mg L.

Ao longo do experimento, houve um aciimulo de nitrito nos tanques de cultivo em
todos os tratamentos, chegando a atingir valores de até 11,57 mg L™! (Tabela 2). O nitrito é um
composto intermedidrio do processo de nitrificacdo, e sua metabolizagdo ¢ realizada por
bactérias nitrito oxidantes (BNOs) (AVNIMELECH, 2014). Desta forma, o acimulo de nitrito
ao longo do experimento pode ter sido causado pela auséncia ou quantidade insuficiente de
BNOs na agua de cultivo, devido ao sistema de bioflocos ainda ndo estar completamente
maduro.

Em nosso estudo, o acimulo de nitrito no sistema nao foi suficiente para comprometer
o desempenho dos camardes. Segundo Samocha (2017) o ideal ¢ manter as concentragdes de
nitrito inferiores a 16 mg L™! na fase de bercario de L. vannamei, porém a toxicidade do nitrito
¢ inversamente proporcional a salinidade e ao pH (SOWERS et al., 2007; WAN WYK e

SCARPA, 1999). Onde existe um efeito antagdnico entre a concentracdo de ions cloreto e a
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absor¢ao de nitrito na hemolinfa de organismos aquaticos, porque acredita-se que o ion nitrito
concorra no mesmo local de transporte que os ions cloreto no trocador de HCO3/Cl localizado

no lado apical das células branquiais (JENSEN, 2003; TOMASSO, 2012).

Tabela 2. Variaveis fisico-quimicas da agua nos tanques de bergario de L. vannamei em sistema de
bioflocos, alimentados com dietas contendo as macroalgas Sargassum filipendula e Undaria
Pinnatifita nas respectivas contracdes 0,5S:2U, 0,5S:4U, 1S:2U, 1S:4U, e uma dieta controle, sem a
adicdo das macroalgas.

Tratamentos Amonia Nitrito Nitrato N- Alcalinidade Ortoforfato
N-NH3s N-NO: NO:; SST (mgCaCO;L~ pH Salinidade (mg P-PO,
mgl) mglh meLy ) D €L

Controle 0,12+0,01 4,83+0,16 22,58+6,20 427,13+£15,76 153,421+2,91 8,23+0,01 33,87+0,23 1,91+0,04
0,00 (0,11—- (5,50-5 (223,00 - (128,00 — 8,16—- (32,20 - (1,74 -
0,43) 11,57) 720,00) 180,00) 8,36) 34,90) 2,10)
3,40)
0,5S:2U  0,14+0,02 4,50+0,04 14,61+4,42 435,83+£17,62 155,3145,25 8,244+0,02 33,82+0,12 1,72+0,22
(0,00 (0,11— (7,60 — (235,00 — (128,00 — 8,15- (32,20 (1,18 -
0,61) 10,17) 48,90) 672,00 196,00) 8,39) 34,70) 1,95)
0,5S:4U  0,12+0,01 4,81+0,27 21,30+3,18 434,71£19,55 152,79+3,93 8,244+0,02 33,89+0,22 1,53+0,08
(0,00- (0,13— (7,80 — (207,00 — (116 — 8,02—- (32,10 (1,15 -
0,88) 8,67) 41,90) 680,00) 184,00) 8,43) 34,90) 1,86)
1S:2U  0,15+0,01 4,79+1,12 20,67+4,13 435,12+18,23 151,52+4,75 8,23+£0,01 33,90+0,13  1,5540,18
(0,00—  (0,13— (7,40 - (225,00 — (128,00-  (78,11—- (32,10 (1,16 —
0,70) 9,38) 41,50) 678,00) 192,00) 8,43) 34,70) 1,96)
1S:4U  0,12+0,01 4,784+0,97 20,58+4,11 442,62+6,21 151,90+1,00 8,23+0,01 33,83+0,16 1,62+0,11
(0,00—  (0,12— (7,10 - (229,00 — (124,00 — (7,99 - (32,20 - (1,42 -
0,41) 9,32) 43,9 638,00) 184,00) 8,35) 34,70) 1,77)
0)
p-T 0,9376  0,8620 0,9458 0,9376 0,9376 0,9776 0,9376 0,9458
p-D 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
p-DxT 0,9894  0,9987 0,8683 0,9894 0,9893 0,9894 0,9894 0,8683

Dados médios + desvio padrao (maximo e minimo), n = 3. ANOVA com medidas repetidas, T
(tratamentos), D (dias), T x D (interagdo tratamento x dias).

Os parametros zootécnicos nao apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos. Porém, trabalhos anteriores demostram que a suplementagdo com macroalgas
apresenta variagoes, a depender da espécie, forma de manipulacdo e principalmente, nivel de
inclusao ou substitui¢ao utilizados (CRUZ-SUAREZ et al., 2008; SILVA E BARBOSA, 2009;
RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2014; PALLAORO et al., 2016; YU et al., 2016), como

também a concentragdo de seus compostos podem variar de acordo com a época do ano em que

forem utilizadas (CRUZ-SUAREZ et al., 2008). Trabalhos utilizando entre 2% a 5% de
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macroalgas marinhas em dietas observaram que estas podem aumentar o crescimento
significativamente de varias espécies aquaticas (HASHIM & MAT-SAAT, 1992; XU, et al.,
1993), no entanto, outros autores observaram que concentracdes acima de 6% podem reduzir
de forma progressiva o desempenho zootécnico (NIU, et al., 2015). Adicionalmente, Niu et al.
(2015), trabalhando com poés-larvas de P. monodon cultivados em sistema semi-intensivo,
observaram que a inclusdo de 1 a 6% de biomassa seca de U. pinnatifida na ragao incrementou
significativamente o crescimento dos animais. Todavia, foi possivel observar em nosso trabalho
que os camardes de todos os tratamentos apresentaram bom desempenho zootécnico (Tabela
3), corroborando com Schleder et al. (2018a), que relataram que a adigdo de 0,5, 2 ¢ 4% da
biomassa seca das macroalgas S. filipendula e U. pinnatifida separadamente na ra¢do para L.
vannamei, ndo afetou seu desempenho zootécnico. Sendo assim, as propor¢des dos extratos

algais utilizadas ndo exercerdo efeito sinérgico sob a performance zootécnica.

Tabela 3. Parametros zootécnicos no bergario de L. vannamei em sistema de bioflocos, alimentadas
com as macroalgas S. filipendula (S) e U. Pinnatifita (U) nas respectivas concentragdes = 0,5S:2U,
0,5S:4U, 1S:2U, 1S:4U e um controle, sem a adicdo das macroalgas.

Tratamentos Sobrevivéncia Peso Final Produtividade TCE FCA
(%) © (Kgm?®) (% dia)
Controle 80,60+2,84 1,12+0,16 2,72+0,42 2,28+0,32 1,11£0,18
0,5S:2U 81,404+2,29 1,22+0,09 2,98+0,29 2,48+0,18 1,00+0,10
0,5S:4U 87,90+8,87 1,10+0,11 2,90+0,29 2,24+0,22 1,02+0,10
1S:2U 87,80+7.09 1,18+0,11 3,11+0,28 2,40+0,22 1,00+0,09
1S:4U 91,00£5,66 1,09+0,03 2,98+0,15 2,224+0,05 1,01+0,05
Valor —p 0,2497 0,5577 0,6075 0,5577 0,7484

TCE = taxa de crescimento especifico; FCA = fator de conversao alimentar aparente. Dados médios +
desvio padrdo, n = 3. ANOVA unifatorial.

A concentragdo de bactérias totais nas larvas ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos, ja para a concentracdo de vibriondcea foi inferior nos tratamentos
contendo 4% de U. pinatifita, diferindo significativamente dos demais tratamentos na
concentracao de 1S:4U (Figura 1). Corroborando com Schleder et al. (2017), que avaliando o
uso de 0,5%, 2% e 4% de S. filipendula e 0,5%, 2% e 4% de U. pinnatifida, observou que a
insercdo de 4% de biomassa seca de U. pinnatifida para camardo-branco-do-pacifico,
apresentou uma melhor mudanga geral dos parametros hemato-imunologicos e menor
concentracdo de Vibrio sp. A camardo do controle e demais tratamentos apresentaram

concentracao de Vibrio sp. semelhantes.
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De 2010 a 2018, 35 estudos relataram 61 espécies de algas pardas, onde a U.
pinnatifida destaca-se entre as algas pardas na produ¢do de compostos bioativos com fungao
antimicrobiana (MEENA et al., 2015). A U. pinnatifida ¢ rica em fucoidana, e estudos
utilizando a fucoidana extraida dessa alga aumentou a resposta imunologica em pos-larvas
Penaeus monodon (TRAIFALGAR et al., 2009) e juvenis Marsupenaeus japonicus
(TRAIFALGAR et al., 2010, 2012). Outros autores citam que a propriedade antibacteriana de
algumas das algas marinhas ¢ devida a presenca de acidos graxos como (tetradecanoico,
hexadecanoico e 9-octadecenodico) (RICE-EVANS et al., 1997; WEI et al., 2003; KANG et al.,
2004; YUAN et al, 2005) e que esses compostos de acidos graxos exibem atividade
antimicrobiana potente contra diferentes espécies de bactérias e fungos (NAGAYAMA et al.,
2002; KUBO et al., 1992; ALAM et al., 1994. Para Milledge et al. 2016 e Thanigaivel et al.
2016, a atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos estd mais relacionado com os
terpenoides, compostos fenolicos livres, fucanas, e alguns tipos de acidos graxos e esterdis que

estdo presentes nas algas pardas.

Figura 1. Contagem de bactérias em pds-larvas de Litopenaeus vannamei
alimentadas com dietas contendo 0,5S:2U, 0,5S:4U, 1S:2U e 1S:4U de Sargassum
filipendula e Undaria pinatifida (S:U) e dieta controle sem suplementagdo.
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As barras indicam o desvio padrdo da média (n=3). Letras diferentes indicam o
teste de Tukey (P <0,05).

Os camardes alimentados com ragao contendo 1S:2U apresentaram mortalidade
significativamente menor (P < 0,0001) ap6és o choque térmico. Os demais tratamentos,
juntamente com o controle apresentaram mortalidade semelhante, entre eles, ndo sendo
observadas diferencas significativas.

O aumento da concentragdo de U. pinnatifida reduziu a sobrevivéncia apos o choque

térmico, semelhante ao encontrado por Schleder et al. (2017), no qual os camardes alimentados
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com dietas contendo crescentes niveis (0,5%, 2% e 4%) de U. pinatifita apresentaram crescentes
taxas de mortalidade apos o choque térmico. Além disso, Schleder et al 2018b avaliaram o
efeito sinérgico dessas duas algas, nas concentragdes 0,5%:1%, 0,5%:2% e 0,5%:4% S.
filipendula: U. pinnatifita, ¢ observaram que todos os tratamentos € o grupo controle
apresentaram alta mortalidade, ndo apresentando diferenca significativa entre eles. Os autores
concluiram, portanto, que a U. pinnatifita reduziu o efeito positivo do S. filipendula frente ao
choque térmico, € que sua presenga apenas evitou o efeito negativo da U. pinnatifita observado
no trabalho anterior, mas nao foi suficiente para diminuir a mortalidade pos choque térmico.

Kandasamy et al., (2014) também observou um aumento na sobrevivéncia de C.
elegans alimentados com um produto comercial derivado da alga parda Ascophyllum nodosum,
apods estresse térmico. Os autores afirmam que parte dessa sobrevivéncia ¢ devido a uma
atividade de elimina¢do direta de espécies reativas de oxigénio, como também a alteracdo dos
principais genes e proteinas relacionados ao estresse. O excesso da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), ocorrem devido a defeitos nos complexos de transporte de elétrons
ou outros disturbios da mitocondria e esta associado a uma variedade de patologias e
envelhecimento (SHIVERS et al., 2008).

O estresse térmico pode modificar o metabolismo energético e a proporg¢ao de acidos
graxos saturados e insaturados da membrana celular, prejudicando a sua permeabilidade,
fluidez, reduzir a osmolaridade da hemolinfa e a coordenagdo neuro-muscular, causar a
desnaturacdo de proteinas, imunodepressdo e a liberagdo de espécies reativas de oxigénio, o
que resulta na peroxidagdo lipidica e em danos ao DNA, ocasionando a morte do animal
(PRUITT, 1990; QIU et al., 2011; HAYWARD et al., 2014; HERMESLIMA et al., 2015).
Como também a condicao de hipdxia e re-oxigenacao exigida pelo choque térmico, onde existe
uma expressiva redu¢do do metabolismo durante o ciclo do frio (13,5°) e a retomada de sua
atividade normal quando transferidos novamente a 4gua a 29° C. Este processo geralmente
ocasiona a producdo de EROs no organismo, promovendo peroxida¢do de lipidios, dano
oxidativo, e inviabilidade celular (HERMES-LIMA et al., 2015). O frio também causa
imunodepressdo e aumenta sua vulnerabilidade aos organismos patogénicos (GOMEZ-
JIMENEZ et al., 2000; KAUTSKY et al., 2000; WANG e CHEN, 2006). A reducao da
capacidade imunolégica do camarao causa danos a atividade, pois uma série de enfermidades
de origens virais e bacterianas afetam as fazendas de camardo em todo o mundo (LIGHTNER,

2011; THITAMADEE et al., 2016).
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Figura 2. Mortalidade cumulativa de pos-larvas de Litopenaeus vannamei alimentadas com
dietas contendo 0,5S:2U, 0,5S:4U, 1S:2U e 1S:4U de Sargassum filipendula e Undaria
pinatifida (S:U) e dieta controle sem suplementagdo. Durante 48 horas pds choque térmico.
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Houve diferenca significativa (P > 0,0001) na mortalidade entre 1S:2U (*) e todos os
outros tratamentos. Nao houve diferenca significativa (P < 0,4141) entre 0,5S:2U,
0,5S:4U, 1S:4U e o controle.

O L. vannamei ¢ uma espécie de camarao tropical com baixa tolerancia ao frio (PENG
et al., 2016; PONCE-PALAFOX; MARTINEZ-PALACIOS; ROSS, 1997) e ainda existem
poucos estudos relacionados aos efeitos da baixa temperatura no metabolismo, € a maior parte
deles ¢ realizada em temperaturas acima de 20° C (XINGQIANG et al., 2010). Vale ressaltar
que a temperatura tem influéncia direta no metabolismo dos crustaceos, produzindo um efeito
significativo no crescimento e na sobrevivéncia dos camardes peneideos (PARADO-ESTEPA,
1998). Onde as algas também podem influenciar na composi¢ao da membrana celular, quando
camardes sao submetidos ao estresse ambiental. Quando inseridas na ragdo, a alga Sargassum
filipendula pode aumentar sinais de fosfatidilcolinas, além de peptideos antimicrobianos, e
diminuir os sinais lisofosfatidilcolinas de camardes L. vannamei submetidos ao estresse
térmico. Esta influéncia resulta num aumento da fluidez das membranas celulares e da defesa
microbiana, e consequentemente, menores taxas de mortalidade (SCHLEDER et al., 2018a).
Estes mesmos autores afirmam que a reducdo das lisofosfatidilcolinas nos hemocitos de
camardes alimentados com S. filipendula poderia estar relacionado com a formacdo de
fosfatidilcolinas da membrana e /ou com a mitigacdo dos seus efeitos negativos no
funcionamento celular, como a inducdo de estresse oxidativo e apoptose. O incremento da
fluidez da membrana pelo aumento do grau de insaturacdo ¢ um mecanismo comum em
diferentes organismos resistentes a varia¢do térmica, como insetos que passam o inverno em
diapausa, crusticeos, micro-organismos e plantas resistentes ao frio (CORCOLES-SAEZ et al.,

2016; TAKAHASHI et al., 2016).
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Em nosso trabalho foi possivel observar que o aumento do nivel de adicdo de S.
filipendula para 1% foi capaz de evitar o efeito negativo da adi¢ao de até 2% de U. pinnatifida
sobre a resisténcia dos camardes ao choque térmico. Semelhante ao encontrado por Schleder et
al., 2017, a §. filipendula na concentragdao de 1% pode aumentar a resisténcia do camardo a
variagdo de temperatura, mesmo quando realizada em fase e sistema de cultivo diferentes,
porém essa concentracao (1S:2U) ndo foi suficiente para reduzir significativamente e de forma
conjunta a concentragao de vibriondcea nas larvas. Somente as concentragdes com 4% de
Undaria pinnatifida foram capazes de inibir vibrionacea nas larvas.

Os resultados encontrados apresentam relevancia para o setor produtivo, onde a
mortalidade por estresse térmico para fase de bergario de camarao marinho, que ocorre
principalmente no periodo de transporte pode ser reduzida, através da inser¢do de 1% da
biomassa seca de S. filipendula. Isto é particularmente importante para a carcinicultura, uma
vez que pode ajudar os camardes a lidar com o estresse ambiental, quando transferido para os
tanques de engorda nas fazendas de cultivo. Porém, ainda sdo necessarios estudos para
adequagdo das concentracdes ideais dessas macroalgas, para que juntas possam atuar na

redugdo de vibrionacea e da mortalidade apos o estresse térmico.

2.4 CONCLUSAO

Foi possivel observar a acdo combinada das macroalgas S. filipendula e U. pinnatifida
com potencial benéfico para a fase de bercéario de camardo branco do pacifico em sistema de
bioflocos. A adicdo de 1S:2U das respectivas algas na dieta aumentou a sobrevivéncia dos
camaroes apos estresse térmico e de 0,5S:4U e 1S:4U foram capazes de reduzir a concentracdo

de vibrionacea.
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3 ALGAS PARDAS COMO ADITIVO ALIMENTAR PARA CAMARAO-BRANCO-
PACIFICO CULTIVADO EM SISTEMA DE BIOFLOCOS MELHORA A
RESISTENCIA AO ESTRESSE TERMICO E AO VIRUS DA SINDROME DA
MANCHA BRANCA

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o uso combinado da biomassa seca das algas pardas
Sargassum filipendula (S) e Undaria pinnatifida (U) como aditivo alimentar na engorda do
camarao-branco-do-pacifico cultivado em sistema de bioflocos, bem como seu efeito sobre o
desempenho zootécnico, contagem bacteriana do trato digestorio, pardmetros hemato-
imunologicos, resisténcia ao estresse térmico agudo (choque térmico) e a infeccdo com virus
da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) em associagdo com flutuagdo térmica. Foram
avaliadas duas dietas contendo combinagdes da biomassa seca das algas pardas 1%:2% e
1%:4% (S:U) e uma controle, sem a adi¢ao das algas, em quadruplicata, totalizando 12 unidades
experimentais. Os camardes foram cultivados por cinco semanas (de 3,8 + 0,04 g até¢ 10,9 +
0,06 g) em tanques de polietileno de 400 L, na densidade de 300 camardes m™, e alimentados
quatro vezes ao dia. Os tanques experimentais foram preenchidos inicialmente com 40% de
agua proveniente de um tanque matriz de bioflocos maduro, para promover o rapido
estabelecimento da comunidade microbiana da 4gua. Ao final do experimento, ndo foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao desempenho zootécnico e a
contagem total de bactérias heterotrdficas no intestino dos camardes. No entanto, a contagem
de vibrionaceas foi significativamente menor no intestino dos camardes alimentados com as
dietas experimentais em relacdo a controle. Quanto aos parametros hemato-imunoldgicos,
apenas os animais alimentados com a dieta 1S:4U apresentaram um incremento significativo
em relacdo aos do grupo controle, exceto na contagem total de hemocitos. Para o choque
térmico, os animais foram transferidos dos tanques experimentais, contendo agua a 28 °C, para
tanques com agua a 12,5 °C; apo6s 1 h, foram transferidos novamente para os tanques
experimentais a 28 °C. A mortalidade cumulativa foi registrada por 48 h, sendo que os animais
que receberam a dieta 1S:2U apresentaram menor mortalidade (27%) em comparacdo aos
submetidos aos demais tratamentos (controle: 50%; 1S:4U 48%). O desafio com WSSV +
flutuacdo térmica teve duragdo de cinco dias, sendo os dias 1, 4 e 5 realizados com a agua a 28
°C e os dias 2 e 3, com agua a 18 °C. Animais alimentados com as dietas suplementadas com
algas (1S:2U e 1S:4U) apresentaram menor mortalidade cumulativa (26% e 34%,
respectivamente) que os alimentados com a dieta controle (68%). Portanto, o uso combinado
de S. filipendula e U. pinnatifida na dieta causou efeitos fisiologicos benéficos para L.
vannamei, sem prejudicar seu desempenho zootécnico, revelando enorme potencial para
utilizagdo em regides subtropicais com incidéncia da doenca da Mancha Branca.

Palavras-chaves: Litopenaeus vannamei, Sargassum filipendula, Undaria pinnatifida, Choque
térmico, WSSV.

ABSTRACT

Objective of this study was to evaluate the combined use dry biomass of the brown seaweeds
Sargassum filipendula (S) and Undaria pinnatifida (U) as a food additive in the fattening pacific
white shrimp grown in a biofloc system, and its effect on the growth performance, bacterial
count of the gut, haemato-immunological parameters, resistance to acute thermal stress (thermal
shock) and infection with the White Spot Syndrome virus (WSSV) in association with thermal
fluctuation. Two diets containing combinations of dry biomass brown seaweed 1%: 2% and
1%: 4% (S: U) and a control, without the addition seaweed, were evaluated in quadruplicate,
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totaling 12 experimental units. The shrimp were grown for five weeks (from 3.8 + 0.04g to 10.9
+ 0.06g) in 400L polyethylene tanks, at a density 300 shrimp m™, and fed 4 times a day. The
experimental tanks were initially filled with 40% water from a mature biofloc matrix tank, to
promote the rapid establishment water microbial community. At the end the experiment, there
was no significant difference between treatments regarding growth performance and the total
count of heterotrophic bacteria in the shrimp gut. However, the vibrionaceae count was
significantly lower in the gut shrimps fed the experimental diets compared to the control.
Hemato-immunological parameters, only animals fed 1S: 4U diet showed a significant increase
in relation to those of the control group, except in the total hemocyte count. Thermal shock, the
animals were transferred from experimental tanks, containing water at 28 ° C, to tanks with
water at 12.5 © C, after 1 h, they were transferred again to the experimental tanks (28 © C).
Cumulative mortality was recorded for 48 hours, and 1S: 2U treatment showed lower mortality
(27%) compared to the other treatments (control: 50%; 1S: 4U 48%). The challenge with WSSV
+ thermal fluctuation lasted for five days, with days 1, 4 and 5 performed with water at 28 ° C,
and days 2 and 3 with water at 18 ° C. The treatments with addition of seaweeds (1S: 2U and
1S: 4U) showed lower cumulative mortality (26% and 34%, respectively) than the control
(68%). Therefore, the combined use S. filipendula and U. pinnatifida in the diet caused
beneficial physiological effects for L. vannamei, without impairing its growth performance,
revealing enormous potential for use in subtropical regions with the incidence White Spot
disease.

Keywords: Litopenaeus vannamei, Sargassum filipendula, Undaria pinnatifida. Thermal
shock, WSSV.
3.1 INTRODUCAO

O processo de intensificagdo dos sistemas de producdo de camardes marinhos, ao
longo das tltimas décadas, levou a um incremento expressivo da produtividade das fazendas de
cultivo. No entanto, com o aumento das densidades de estocagem e da entrada de ra¢do nos
sistemas produtivos houve um incremento da descarga de nitrogénio e outros potenciais
poluentes nos ambientes aquaticos, além de aumentar o potencial de disseminagdo de
enfermidades (BOYD, 2003; PIEDRAHITA, 2003).

A tecnologia de bioflocos (BFT, do inglés Biofloc Technology) surge como alternativa,
na busca de sistemas produtivos que reduzam os riscos decorrentes dessa intensificagdo, uma
vez que se baseia na reciclagem dos nutrientes e na baixa renovacao de 4gua (EMERENCIANO
et al., 2013; BOSSIER & EKASARI, 2017). A reutilizacao da agua do cultivo em multiplos
ciclos de produgdo tém se mostrado uma alternativa eficaz para evitar a ocorréncia de excessos
de compostos nitrogenados, uma vez que a comunidade bacteriana leva varias semanas para se
estabilizar no BFT, devido a complexidade das interagcdes que ocorrem no sistema. Conhecido
comumente como sistema maduro, utiliza da comunidade microbiana ja estabelecida para
inocular um novo tanque (KRUMMENAUER et al., 2014). Ferreira et al. (2021), analisando
trés fases do sistema de bioflocos (heterotréfico, quimioautotrofico e maduro), observou que os

sistemas BFT, quando nas fases quimioautotréfico e maduro, foram adequados para o cultivo
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de camardes marinhos. Porém, cuidados sdo necessdrios como o acompanhamento da
comunidade microbiana ¢ de acimulo de compostos no sistema, que podem ser fatores
limitantes para o reaproveitamento da agua, induzindo a surtos de enfermidades e perdas na
producao (FURTADO et al., 2015; XU et al., 2016).

Outra problematica importante para a carcinicultura ¢ a condi¢ao climética. Ja foi
demonstrado que mudangas climaticas podem contribuir para o surto de doencas nas fazendas
de cultivo de camardo, por meio 1) do aumento da susceptibilidade dos animais, ¢ 2) de
alteragdes na distribuicao, prevaléncia e viruléncia de diferentes patdogenos tais como bactérias,
virus, fungos e parasitas (KAUTSKY et al., 2000; TENDENCIA et al., 2010). Dentre as
principais doengas que causam impacto na carcinicultura, destaca-se a Sindrome da Mancha
Branca (WSD), a qual tem gerado enormes perdas econdmicas em muitos paises (MOSS et al.,
2012; VERBRUGGEN et al., 2016; WU et al., 2017; OIDTMANN et al., 2018), sendo que
estas perdas anuais equivalem aproximadamente a um décimo da producdo global de camarao
(STENTIFORD et al., 2012).

Como acontece com a maioria das doengas virais, ainda nao ha tratamento efetivo
disponivel para tratar WSD (PAN et al., 2017). O que existe sdo estudos que buscam reforgar
o sistema imunolégico do camardo, para melhorar sua resposta frente a doenga, dentre os quais
destaca-se o uso de prebidticos, probidticos e aditivos alimentares (SATOH et al., 2008;
SAJEEVAN et al., 2009). Dentre estes, a suplementa¢do dietética com algas pardas, em niveis
na dieta inferiores a 10%, tem sido relacionada com o aumento da sobrevivéncia em camaroes
frente a doencas (CRUZ-SUAREZ et al., 2008).

A composicao quimica das algas pardas pode variar de acordo com as espécies,
temporada, idade, localizagao geografica e fatores ambientais; no entanto, em geral, essas algas
sdo ricas em polissacarideos, compostos fendlicos, acidos graxos poli-insaturados, proteinas,
peptideos, pigmentos, vitaminas, terpendides e esterois (BALBOA et al., 2013). Dentre os
polissacarideos presentes nessas algas, as fucoidanas, alginatos e laminarinas sao relatadas em
diversos estudos como capaz de aumentar a resisténcia imunologica e melhorar a sobrevivéncia,
quando o camario é desafiado por algumas bactérias ou virus (CRUZ-SUARES et al., 2008).
Além disso, os compostos bioativos presentes nestas algas podem conferir resisténcia térmica
aos animais aquaticos, conforme observado por Schleder et al. (2017, 2018), avaliando a adi¢ao
de 0,5%, 2% e 4% de Sargassum filipendula (sargago) e 0,5%, 2% e 4% de Undaria pinnatifida
(undéria) na dieta do camardo-branco-do-pacifico. Estes autores observaram que a adi¢do de
4% da biomassa seca de U. pinnatifida ocasionou uma melhora geral dos parametros hemato-

imunologicos, a reducao de Vibrio spp. no trato digestorio, além da maior sobrevivéncia apds
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infeccdo com o virus da mancha branca (WSSV, do inglés White Spot Syndrome Virus). Ja a
adi¢ao de 0,5 e 2% de S. filipendula aumentou a sobrevivéncia dos camardes apds choque
térmico. Em outro estudo, os mesmos autores observaram o efeito sinérgico dessas duas algas,
sendo que as dietas com os niveis 0,5%:2% e 0,5%:4% sargago.undaria, respectivamente,
apresentaram menor mortalidade apds infec¢do com WSSV; porém, a undaria reduziu o efeito
positivo do sargago frente ao choque térmico (SCHLEDER et al., 2020).

Por fim, Rezende et al. (2021), avaliando o uso dessas mesmas algas pardas nas
concentragdes de 0,5%:2% 0,5%:4%, 1%:2% e 1%:4% (sargago.-unddria, respectivamente) na
fase de bergario do camardo-branco-do-pacifico cultivados em sistema de bioflocos, observou
que a combinagdo 1%:2% promoveu menor mortalidade cumulativa frente ao choque término
e a combinacdo de 1%:4% promoveu menor concentracdo de vibriondceas nas pos-larvas.

Com base no exposto acima, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso combinado das
algas pardas S. filipendula e U. pinnatifida (S:U), nas concentracdes de 1%:2% e 1%:4% (1S2U
e 1S:4U), como aditivo alimentar, na engorda do camarao-branco-do-pacifico em sistema de
bioflocos, bem como seus efeitos sobre os parametros zootécnicos, microbiota bacteriana,
resisténcia ao estresse térmico agudo (choque térmico) e ao desafio com WSSV, conjuntamente

com estresse térmico moderado.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Biomassa seca das algas pardas

A alga parda Sargassum filipendula foi coletada durante o més de abril de 2019 na
praia Sambaqui (autorizagdo ICMBio n°: 47187-1), em Florianopolis SC, Brasil (27°29'35.0"S
48°31'39.6"W), sendo transportada para a Secdo de Macroalgas do Laboratorio de Camardes
Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LCM/UFSC). Primeiramente, foi
realizada a retirada manual de epifitas e qualquer material incrustado nas algas. Em seguida,
foram limpas rapidamente com 4gua doce e secas a temperatura ambiente por 4 h.
Posteriormente, foram colocadas em estufa, deixadas por 24 h a 35 °C, sendo entdo aumentada
a temperatura para 50 °C, onde as algas foram mantidas até estabiliza¢do do peso, indicando a
remocdo da agua tecidual. Antes de cada pesagem, a massa seca era colocada em
desumidificador até atingir a temperatura ambiente. Por fim, a biomassa seca era entdo moida,
peneirada (600 um) e armazenada em sacos plasticos escuros em sala refrigerada, equipada com
desumidificador. A biomassa seca de Undaria pinnatifida foi cedida pela empresa Soriano SA,
Argentina. Os espécimes de U. pinnatifida foram coletados na Baia Bustamante, Chubut,

Argentina, secas ao sol, moidas e peneiradas a 600 um, pela propria empresa.
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3.2.2 Animais experimentais
Foram utilizados camardes da espécie Litopenaeus vannamei da linhagem Speedline
AQUA, provenientes da empresa Aquatec Aquacultura Ltda (Rio Grande do Norte, Brasil),

sendo os mesmos cultivados em sistema de bioflocos até atingirem 3,8 g.

3.2.3 Producio e composiciao centesimal das dietas

As dietas foram formuladas utilizando o programa Optimal Formula 2000® versio
19102009, baseado nas recomendagdes e exigéncias nutricionais para o camarao-branco-do-
pacifico (GONG et al., 2000; NRC, 2011; ZHOU et al., 2012). Os ingredientes secos foram
previamente moidos e peneirados a 600 um. Os microingredientes foram homogeneizados por
10 min e adicionados aos macroingredientes, sendo a mistura homogeneizada por mais 10 min,
utilizando-se um misturador tipo “y”. Em seguida, foram adicionados os 6leos, a lecitina de
soja e agua (200 mL kg™! da dieta). A mistura resultante foi extrusada, sob temperatura maxima
de 50 °C, em uma microextrusora (Inbramaq MX-40). Nas dietas experimentais, a biomassa
seca das algas foi adicionada em substitui¢do ao caulim, a dieta controle continha os mesmos
ingredientes, porém sem adi¢do das algas pardas. A composi¢do centesimal foi analisada de

acordo com AOAC (1999). As dietas foram produzidas no Laboratério de Nutrigao de Espécies
Aquicolas - LABNUTRI/UFSC (Tabela 4).
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Tabela 4. Formulagdo e composicdo centesimal das dietas experimentais suplementadas ou nao
com algas pardas Sargassum filipendula (S) e Undaria pinnatifita (U) em diferentes niveis de
adicdo conjunta (%), 1S:2U, 1S:4U, para ber¢ario de L. vannamei.

Dietas

Ingredientes, g kg™! Controle 1S:2U 1S:4U
Farelo de soja 324,63 324,63 324,63
Farinha de trigo 150,00 150,00 150,00
Residuo de peixe 150,00 150,00 150,00
Farinha de visceras de aves 125,67 125,67 125,67
Caulim? 100,00 70,00 50,00
Fosfato monocalcico 25,00 25,00 25,00
Lecitina de soja 25,00 25,00 25,00
Oleo de peixe 20,00 20,00 20,00
Premix mineral® 17,00 17,00 17,00
Sulfato de magnésio 15,00 15,00 15,00
NaCl 12,00 12,00 12,00
Oleo de soja 10,00 10,00 10,00
KCl 10,00 10,00 10,00
Carboximetilcelulose 5,00 5,00 5,00
Metionina 5,00 5,00 5,00
Premix vitaminico® 5,00 5,00 5,00
Vitamina C°¢ 0,70 0,70 0,70
S. filipendula 0,0 10,0 10,0
U. pinnatifida® 0,0 20,0 40,0
Composicio, g kg™! na matéria seca
Umidade 9,04 9,56 9,79
Proteina bruta 39,60 38,60 39,07
Extrato etéreo 8,71 8,46 8,69
Fibra bruta 1,87 1,76 1,51
Cinzas 17,65 18,14 17,54

2 Distribuidos por Rhoster (Aragoiaba da Serra, Sdo Paulo, Brasil).
b Produzido por Soriano SA, Argentina.
¢ In Vivo Nutrigdo e Saude Animal Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil). Niveis de garantia por kg de produto: vit.
A - 900 mg kg!; vit. D3 - 25 mg kg™!; vit. E — 46.900 mg kg'; vit. K5 — 1.400 mg kg™'; cobalamina (B12) —
50 mg kg'!; piridoxina (Bg) — 33.000 mg kg!; riboflavina — 20.000 mg kg™!; 4cido nicotinico — 70.000 mg
kg'!; acido pantoténico — 40.000 mg kg'; biotina — 750 mg kg™'; acido folico — 3.000 mg kg'; cobre — 2.330
mg kg!; zinco — 10.000 mg kg™!'; manganés — 6.500 mg kg™'; selénio - 125 mg kg'!; iodo — 1.000 mg kg™';
cobalto — 50 mg kg™'; magnésio — 20 g kg™!; potéassio — 6,1 g kg'.
¢ L-acido ascorbico-2-monofosfato 35%. DSM Produtos Nutricionais Brasil (S&o Paulo, SP, Brasil).

3.2.4 Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Laboratéorio de Camardes Marinhos (LCM)
pertencente a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Brasil. Para o cultivo
experimental, tanques de polietileno de 400 L foram povoados com 300 camaroes (3,8 + 0,04
g) m>, sendo o cultivo realizado durante cinco semanas. A temperatura e o oxigénio dissolvido
foram mantidos em 28,24 + 0,19 e 6,24 + 0,22, respectivamente, permanecendo constante ao
longo de todo o experimento. Foram avaliadas dietas contendo uma combinagdo de dois niveis

de inclusdo das algas pardas S. filipendula (S):U. pinnatifita (U) de forma conjunta 1%:2% e
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1%:4% (denominados 1S:2U, 1S:4U), além de uma dieta sem a adi¢do das algas (controle),
todos em quadruplicata, totalizando 12 unidades experimentais.

Os tanques foram preenchidos com 40% (160 L) de 4gua proveniente de um tanque
matriz de bioflocos de camardes e o restante (240 L) com agua do mar com salinidade a 33 mg
L. Os tanques estavam sob aeragdo constante e continham aquecedores acoplados a
termostatos. As varidveis indicadoras da qualidade da 4gua no inicio do experimento eram:
oxigénio 6,2 mg L', pH 8,11, temperatura 28,4 ° C, salinidade 33,0 mg L™, amoénia total 0,41
mg L', nitrito 0,10 mg L', nitrato 7,5 mg L!, fosfato 1,37 mg L', solidos suspensos totais
(TSS) 253 mg L' e alcalinidade 130,66 mg L.

Os animais foram alimentados quatro vezes ao dia, seguindo a tabela de Wan Wyk
(1999). Foram realizadas biometrias semanais, utilizando 50 camardes por tanque, para

monitorar o crescimento e implementar possiveis ajustes na alimentagao.

3.2.5 Analises de qualidade de agua

Ao longo do experimento, foram monitorados os parametros de qualidade de agua.
Oxigénio dissolvido e temperatura duas vezes ao dia (YSI 55, YSI Incorporated, Yellow
Springs, OH, EUA). A salinidade (YSI 55, YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, EUA), pH
(YSI 55, YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, EUA), sélidos suspenso totais, alcalinidade,
amonia total e nitrito foram analisados duas vezes por semana de acordo com Strickland e
Parsons (1984) e APHA (1995). O nitrato (método HACH 8039, redu¢do de cadmio) e fosfato
(STRICKLAND & PARSONS, 1984 ¢ APHA, 1995), foram analisados trés vezes durante todo

o experimento (inicio, meio e fim).

3.2.6 Controle da alcalinidade e de solidos suspensos totais
A adicdo de hidroxido de calcio Ca(HO). foi realizada para manter a alcalinidade
acima de 150 mg L', Os solidos totais foram mantidos entre 400 e 600 mg L' (EBELING et

al., 2006), com ajuda de sedimentadores cilindrico-conicos de 90 L e bomba (Sarlo-Better 650).

3.2.7 Analise da microbiologia do trato intestinal

Ao final do cultivo, foram amostrados os tratos digestorios de cinco camardes por
tanque, sendo confeccionado um pool (trés pools por tratamento) para contagem total de
bactérias. Os tratos foram extraidos assepticamente, homogeneizados em um gral, diluidos
serialmente (1/10) em solugdo salina estéril 3% e semeados em meio de cultura Agar Triptona

de Soja (TSA) e Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) para contagem de bactérias
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heterotroficas totais e vibrionéaceas, respectivamente. Por ultimo, foram efetuadas contagens

totais de unidades formadoras de colonias (UFC) apos 24 h de incubacdo a 30 °C.

3.2.8 Parametros zootécnicos

Os seguintes parametros zootécnicos foram avaliados:

numero de individuos final
E3

Sobrevivéncia (%) = 100 (1)

namero de individuos inicial

biomassa final (kg)

Produtividade (kg/m?) =

2

volume d tanque m®

peso final (g)—peso inicial (g)
( ) ()

Taxa de crescimento especifico (TCE g/semana) = .
semanas de cultivo

total de racgio ofertada (g)
incremento de biomassa (g)

Fator de conversao alimentar aparente (FCA) =

“4)

3.2.9 Anailise de parametros hemato-imunologicos

Foram amostrados cinco camardes por tanque (trés pools por tratamento) apos o
término do experimento. A hemolinfa foi coletada do sinus ventral dos camardes, utilizando
seringas estéreis de 1 mL, com agulhas resfriadas a 4 °C. A partir da hemolinfa coletada, 40 L.
foram fixados em solugdo anticoagulante Alsever modificado (MAS do inglés Modified
Alsever Solution) (citrato de sodio 27 mM, EDTA 9 mM, glicose 115 mM, NaCl 336 mM, pH
7,2) contendo 4% de formaldeido, para contagem total de hemdcitos. O restante foi deixado
coagular em gelo por 2 h, entdo macerado e centrifugado a 6.000 xg por 10 min duas vezes para
obtengdo do soro, o qual foi armazenado a -20 °C para posterior realizacao das analises.

O ntmero de hemocitos por mL de hemolinfa foi estimado por contagem direta em
camara de Neubauer. Para a capacidade aglutinante do soro, 50 pL de soro foi diluido
seriadamente em TBS-lecitina (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 5 mM MgCl,, pH
7,4) em uma placa de 96 pocgos com fundo concavo. Cada pogo recebeu 50 puL de solucao de
eritrocitos de cachorro a 2% em TBS-lecitina, e as placas foram incubadas por 2 h em cdmara
umida a temperatura ambiente. O controle foi feito substituindo o soro por TBS-lectina. O titulo
aglutinante foi definido como o reciproco da ultima dilui¢do capaz de aglutinar os eritrocitos,
de acordo com Maggioni et al. (2004). A atividade da enzima fenoloxidase (PO) foi

determinada por espectrofotometria (490 nm) por meio da formacdo do pigmento dopacromo
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(DO 490 nm), ap6s a oxidagao do substrato L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), usando a metodologia descrita por Soderhill e Héll (1984). Primeiro,
o soro foi diluido (1:15) em TBS-PO (10 mM Tris, 336 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 10 mM MgCl,
pH 7,6), e 50 uL desta solucao foram pré-incubados em um volume igual de tripsina (Sigma, 1
mg mL™), por 15 min a 20 °C em microplacas de 96 pogos (fundo chato). Apds incubagio, 50
uL de L-DOPA (Sigma, 3 mg mL™) foram adicionados em cada poco, e a formagdo do
dopacromo foi monitorada ap6s 5 e 10 min. No controle, o soro foi substituido por TBS-PO. A
atividade da PO foi expressa em unidades de atividade da enzima (U) através da variagao de
0,001 na absorbancia min' mg™ de proteina. A concentracio de proteina na hemolinfa foi

estimada pelo método de Bradford (1976), utilizando soro-albumina bovina como padrio.

3.2.10 Choque térmico

Para o choque térmico, 48 animais de cada tratamento foram transferidos
simultaneamente dos tanques com agua salgada a 28,2 + 0,2 °C, para aquarios de 60 L contendo
dgua salgada a 12,5 °C (temperatura estabelecida previamente em um ensaio de temperatura
letal média) sob aeragdo constante, sendo mantidos nestas condigdes por 1 h. Apos este periodo,
eles foram transferidos simultaneamente de volta para os tanques com agua salgada a + 29 °C,
sendo a mortalidade foi monitorada nas proximas 48 h (PONTINHA et al., 2017). Os animais

nao receberam nenhum tipo de alimenta¢do durante o periodo do ensaio.

3.2.11 Desafio com virus da mancha branca (wssv) associado a flutuacio térmica

Ao final do cultivo, 60 camardes por tratamento (12 por tanque) foram transferidos
para o Laboratorio de Bioensaios do Instituto Federal Catarinense, campus Araquari (IFCCA),
sendo acondicionados em caixas de 60 L contendo dgua salgada (33 mg L) a 28 °C para
aclimatacdo por 48 h. Apos a aclimatacdo, os camardes (10,9 = 0,06 g) foram infectados
oralmente via gavagem com aproximadamente 143 pL por animal (13 uL g') de inéculo de
WSSV, com carga viral de 3,7 x 10% uL.

Durante a infecgao, foi realizada uma flutuacao térmica com o intuito de simular as
condig¢des de cultivo em regides subtropicais, onde é frequente a passagem de frentes frias em
boa parte do periodo que compreende os ciclos de produgdo. A flutuagao térmica teve duragao
de 48 h, sendo iniciada 24 h pos-infeccao (h.p.i.), reduzindo-se a temperatura da dgua de 28
para 18 °C, ao longo de 10 h (1 °C h'"). A 4gua dos tanques foi mantida a 18 °C por 28 h, em
seguida, a temperatura foi elevada novamente a 28 °C, aumentado 1 °C a cada hora (totalizando

mais 10 h, sendo mantida esta temperatura por 48 h adicionais). Desta forma, o processo de
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infeccao teve duracdo total de 120 h, sendo 72 h sob a temperatura constante de 28 °C ¢ 48 h
com flutuagao térmica entre 28 e 18 °C, sendo a mortalidade dos animais foi monitorada durante
cada 6 horas (Figura 2).

Para producao do in6culo viral, inicialmente o material infectante, armazenado em
nitrogénio liquido no Instituto Federal Catarinense, campus Araquari (IFCCA), foi reativado.
Para isto, 50 pL foi inoculado em animais SPF sadios (livres de WSSV, IMNV e IHHNV). Aos
primeiros sinais de doenca, os animais foram sacrificados, triturados mecanicamente e
homogeneizados em solugdo tampao (NaCl 330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) (1:10 p/v), sendo
em seguida, centrifugados a 2000 x g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi novamente
centrifugado a 9000 x g por 10 min a 4 °C, filtrado (0,45 pm) e conservado em nitrogénio
liquido, conforme descrito por LEHMANN et al. (2016). A presenga do virus da mancha branca

no inéculo experimental foi confirmada por PCR (kit Concepto Azul®).

3.2.12 Analises estatisticas

Para os dados de sobrevivéncia, peso final, conversdo alimentar e contagem de
bactérias das pds-larvas foi aplicada andlise de varidncia (ANOVA) unifatorial, depois de
analisadas as premissas de normalidade (Shapiro—Wilk) e homocedasticidade (Levene). Os
dados de contagem de bactérias das pos-larvas foram transformados para log10* * " e os valores
percentuais para arcoseno, antes de serem submetidos a andlise estatistica. A ANOVA
unifatorial, com medidas repetidas no tempo, foi aplicada aos dados de qualidade de agua.
Quando necessario, o teste de Tukey foi utilizado para separagdo de médias. Os dados de
sobrevivéncia ao choque térmico e ao WSSV foram analisados por Kaplan-Meier. Todos os

testes utilizaram um nivel de significancia de 5% (ZAR, 1984).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os parametros de qualidade de agua apresentaram diferenca significativa ao
longo dos dias de cultivo, porém nao houve diferenga significativa entre os tratamentos em
nenhum parametro avaliado. Somente o nitrato e o ortofosfato apresentaram interagao entre os
dias e os tratamentos, demonstrando um aumento ao longo do tempo e em menor extensao no
tratamento 1S:4U (Tabela 5), contudo sem importancia bioldgica. De acordo com Wan Wyk e
Scarpa (1999), os pardmetros se mantiveram dentro dos padrdes apropriados para a espécie e

fase de cultivo.
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Tabela 5. Variaveis fisico-quimicas da agua nos tanques de cultivo de L. vannamei em sistema de
bioflocos, alimentados com dietas contendo as algas pardas Sargassum filipendula (S) e Undaria
pinnatifita (U) nas respectivas concentracdes (%), 1S:2U e 1S:4U, e uma dieta controle, sem adigdo
das algas pardas.

Tratamentos Amonia Nitrito Nitrato N- Alcalinidade Ortofosfato
SST Salinidade
N-NHss N-NO: NO:; (mgCaCO;L~ pH (mg P-PO,
mgl) mglh) meLhy e D €L
Controle 0,30+0,02 0,12+0,02 14,95+0,62 482,67+14,57 153,33+£2,76 8,07+0,02 35,09+0,07 3,65+0,14
(0,09-  (0,05- (8,90 - (252,00 — (124,00 — (7,97- (34,30 - (1,56 —
0,59) 0,40) 18,30) 777,00) 196,00) 8,21) 35,90) 4,73)
1S:2U0  0,33+0,04 0,12+0,01 15,18+1,72 463,13+14,26 153,00+2,93 8,05+0,02 33,03+0,12  3,63+0,23
0,11- (0,06 — (6,10 - (252,00 — (120,00 — (7,92—- (34,10 - (1,28 -
0,59) 0,21) 19,40) 733,00) 196,00) 8,18) 35,70) 4,67)
1S:4U  0,33+0,03 0,13+0,01 13,98+0,59 470,17+19,31 151,21+3,03 8,03+0,04 35,80+0,09 3,59+0,22
(0,10—- (0,07 - (7,50 - (256,00 — (120,00 — (7,92—- (34,10 - (1,26 -
0,61) 0,24) 18,10) 737,00) 192,00) 8,21) 35,90) 4,52)
p-T 0,2069  0,6579 0,4064 0,3684 0,6437 0,2666 0,7200 0,9351
p-D 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
p-DxT 0,4232  0,2437 0,0119 0,2755 0,6719 0,3339 0,9020 0,0018

Dados médios + desvio padrao (minimo e maximo), n =4. ANOVA com medidas repetidas, T
(tratamentos), D (dias), T x D (interag@o tratamento x dias). p < 0,05.

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os pardmetros de desempenho
avaliados para os camardes marinhos alimentados com as dietas contendo proporgoes distintas
de algas pardas (Tabela 6). O mesmo foi observado por Rezende et al. (2021), utilizando
diferentes concentragdes de S. filipendula e U. pinnatifita de forma conjunta na dieta (0,5%:2%,
0,5%:4%, 1%:2% e 1%:4%, respectivamente), durante a fase de bergario de L. vannamei
cultivado em sistema de bioflocos, bem como por Schleder et al. (2018), utilizando diferentes
concentragdes das mesmas algas de forma isolada (0,5%, 2% e 4% de cada alga por dieta),
durante a fase de engorda em sistema de cultivo tradicional com a mesma espécie de camardo
marinho. Cardenas et al. (2015), avaliando a inser¢ao de 4% e 8% de algas verdes (Caulerpa,
Enteromorpha e Ulva) e marrons (Macrocystis, Lessoniaceae e Lessonia) na dieta de L.
vannamei cultivado em sistema de recirculacdo (RAS), também observou que os resultados
zootécnicos foram semelhantes entre os camardes alimentados com algas e os camardes
alimentados com a dieta controle, sem suplementagao de algas. Adicionalmente, Suarez-Garcia
(2006) e Casas-Valdez et al. (2006) relataram que a inclusao de Sargassum sp. (2-4%) na dieta
para os camardes L. vannamei € Farfantepenaeus californiensis, respectivamente, provocou um

ligeiro incremento no ganho de peso, porém ndo significativo estatisticamente.



53

Por outro lado, Gutiérrez-Leyva (2006) relatou a melhora no ganho em peso do
camardo L. vannamei quando alimentados com dietas contendo niveis crescentes de Sargassum
sp. (1,4, 7, 10%), sendo que o nivel de inclusdo de 10% propiciou a melhor taxa de crescimento.
Diversos outros estudos apontam que algas marinhas podem melhorar o crescimento do
camardo (GAMBOA-DELGADO et al. 2011; PORTILLO-CLARK et al. 2012; BRITO et al.
2014; MONDAL et al. 2014), Tabarsa et al. (2012), aponta que algas tém importantes
componentes que sao fontes de dcidos graxos, aminoacidos essenciais, minerais ¢ vitamina C e
E, os quais atuam como suplementos nutricionais para camaroes.

Os compostos presentes nas algas pardas que seriam responsaveis pela melhora no
crescimento ainda ndo foram claramente definidos. O potencial benéfico desse grupo de algas
¢ atribuido ao seu conteldo em nutrientes essenciais como vitaminas € minerais, além de
propiciarem efeitos benéficos no organismo, como a mobilizagdo lipidica e melhor eficiéncia de
absor¢io e assimilagio de nutrientes (CRUZ-SUAREZ et al., 2008). Porém, ha que se considerar
que a composicao quimica das algas pode variar de acordo com a espécie, status fisiologico e
condi¢des ambientais (MABEAU e FLEURENCE 1993; WONG e CHEUNG, 2000), o que
sugere que, dependendo de onde, quando e como a alga esta sendo produzida ou coletada, sua

composi¢ao quimica pode ser alterada e, consequentemente, seu efeito no crescimento.

Tabela 6. Parametros zootécnicos de L. vannamei cultivados em sistema de bioflocos, alimentados
com dietas contendo as algas pardas Sargassum filipendula (S) e Undaria pinnatifita (U) nas
respectivas concentracdes (%), 1S:2U e 15:4U, e uma dieta controle, sem adi¢c@o das algas pardas.

Sobrevivéncia Peso Final Produtividade TCE
Tratamentos FCA
(%) (@ (kg m~) (g semana)
Controle 95,10£3,29 10,09+0,03  2,93+0,47 1,18+0,01 1,14+0,05
1S:2U 9490+2,61 10,08+0,03  2,92+0,56 1,18+0,01 1,17£0,04
1S:4U 96,10£2,97 10,09+0,07  3,03+0,34 1,194+0,01 1,13+0,03
Valor — p 0,9543 0,5577 0,4192 0,2557 0,4873

TCE = taxa de crescimento especifico; FCA = fator de conversdo alimentar aparente. Dados médios +
desvio padrdo, n = 4. ANOVA unifatorial.

Considerando a microbiota do trato intestinal, ndo houve diferenca significativa na
contagem de bactérias heterotroficas totais entre os tratamentos. J& para as vibriondceas, 0s
camardes alimentados com as dietas contendo as duas combinacdes das algas pardas (1S:2U e
1S:4U) apresentaram redugdo significativa dessas bactérias em relagdo ao controle (Figura 3).
Em outro trabalho, onde foi avaliado o uso de 0,5%, 2% e 4% de S. filipendula ¢ 0,5%, 2% e

4% de U. pinnatifida, na dieta do camarao-branco-do-pacifico criado em sistema de cultivo
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tradicional, observou-se que a inser¢do de 4% de biomassa seca de U. pinnatifida promoveu
menor concentracao de Vibrio sp no trato intestinal dos camardes, sendo que o controle e demais
tratamentos apresentaram concentracao de Vibrio sp. semelhantes (SCHLEDER et al., 2018).
Rezende et al. (2021) observaram que a concentragdo de vibrionacea em pos-larvas de camarao-
branco-do-pacifico foi inferior nos camardes alimentados com dietas contendo 1S:4U (S.
filipendula: U. pinnatifida).

A atividade antimicrobiana das algas marinhas resulta da presenca de polissacarideos,
esterdis, peptideos, pigmentos, vitaminas, terpenoides, compostos fenolicos, dcidos graxos poli-
insaturados e proteinas (SILVA et al., 2013; BLUNT et al., 2011). Entre os polissacarideos
presentes nessas algas podemos destacar os alginatos, laminarinas e fucoidanas (CRUZ-
SUARES et al., 2008), onde as fucoidanas vém sendo usadas em pesquisas médicas e
bioquimicas para melhorar o sistema imunologico dos camardes e reduzir a mortalidade
causada por virus (IMMANUEL et al., 2012; SIVAGNANAVELMURUGAN et al., 2012) e
bactérias (KANJANA et al., 2011; SELVIN et al., 2011). Chotigeat et al. (2004) e Dechamag
et al. (2006) sugerem que o modo de acdo da fucoidana ¢ através da ativagdo de uma proteina
ativadora da fagocitose, conhecida por iniciar e aumentar a atividade fagocitica dos hemdcitos,
0 que pode aumentar a resposta imune do camardo. Em nosso trabalho, essa redu¢dao na
concentracdo de vibrionaceas pode ser devido aos compostos presentes nas algas pardas,

descritos anteriormente.

Figura 3. Contagem de bactérias de L. vannamei cultivados em sistema de
bioflocos, e alimentados com dietas contendo as algas pardas S. filipendula (S) e U.
pinnatifida (U), nas respectivas concentragoes (%), 1S:2U e 1S:4U, e uma dieta
controle, sem adi¢ao das algas pardas.

m Controle W1S:2U 0O1S:4U

—_
[
T 1

e

S = N W B L O 9 0 O

Heterotréficas totais Vibrionaceas

As barras indicam o desvio padrdo da média (n = 3). Letras diferentes indicam o
teste de Tukey (P < 0,05).
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Os camardes alimentados com a dieta 1S:4U apresentaram uma melhora nos
parametros hemato-imunoldgicos, em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 7). da mesma
forma, Scheleder et al. (2018) observaram que camardes alimentados com dietas contendo 4%
de biomassa seca de U. pinnatifida apresentaram uma melhora geral nos parametros hemato-
imunologicos. Os crustaceos, diferentemente dos vertebrados, ndo possuem um sistema
imunoldgico especifico (FELIX et al., 2004). O mecanismo da fenoloxidase (sistema proPO) ¢
um dos principais mecanismos defensivos desses animais, baseando-se na producao de
intermediarios toxicos da via de sintese da melanina, os quais sao utilizados para combater os
microrganismos invasores (PALMER et al., 2011). Estudos in vitro indicam que -1,3-glucan,
laminarina, lipopolissacarideo e peptidoglicano aumentam a atividade de PO do camardo
(SODERHALL et al., 2003; HUYNH et al., 2011), sendo que a laminarina é um dos compostos
descritos como presente em algas pardas (CRUZ-SUARES et al., 2008). Os organismos com
maior atividade de PO s3o menos suscetiveis a infecgdoes (NEWTON et al., 2004), como
observado por Wongprasert et al. (2014), onde os camardes Penaeus monodon, alimentados
com artémia salina enriquecida com 200 mg L' de galactanos sulfatados isolados da alga
vermelha Gracilaria fisheri, apresentaram aumento na atividade da PO e consequentemente
reducdo na mortalidade apods a infeccdo por WSSV. Resultados similares foram relatados por
Sivagnanavelmurugan et al. (2014) que relataram um aumento na atividade da PO e redugado da
mortalidade ap6s infeccao com Vibrio parahaemolyticus em Penaeus monodon alimentados
com dietas contendo fucoidanas isoladas da alga parda Sargassum wightii.

Em nosso estudo, além do aumento da atividade da PO, os camardes alimentados com
adieta 1S:4U também apresentaram maior titulo de aglutina¢do do soro e concentragdo proteica
em relagdo aos animais alimentados com os demais tratamentos. As lectinas sdo proteinas de
reconhecimento de padrdes moleculares (PRPs) que estdo presentes na hemolinfa dos
invertebrados, causando aglutinacdo celular ao se ligar especificamente a carboidratos da
superficie de diferentes células, inclusive microrganismos (BARRACCO, 2004). O
reconhecimento do agente invasor desencadeia diversas atividades celulares e humorais atraveés
de diferentes vias de transdugdo de sinais (LI & XIANG, 2013). Desta forma, os resultados
sugerem que a adi¢ao dessas duas algas pardas de forma combinada na dieta, pode melhorar a

capacidade de defesa imunoldgica do camarao marinho.
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Tabela 7. Parametros hemato-imunologicos de L. vannamei cultivados em sistema de bioflocos,
alimentados com dietas contendo as algas pardas Sargassum filipendula (S) e Undaria pinnatifita
(U) nas respectivas concentragdes (%), 1S:2U e 1S:4U, e uma dieta controle, sem adicao das algas

pardas.

Contagem total Titulo de Atividade da PO Concentragdo

Tratamentos  de hemocitos aglutinacao (unidade min™! proteica
(cels mL™) (log> x+1) mg! proteina) (mg mL™)

Controle 18,70+4,92 9,460,36° 6,06:0,16° 211,51+0,71°
1S:2U 18,60+5,00 10,1120,19° 7,25+0,94° 212,47+0,32%
1S:4U 25,10+3,52 11,44+0,512 9,93+1,06* 213,110,517
p valor 0,1443 0,0002 0,0086 0,0166

Dados médios + desvio padrao, n =4. ANOVA unifatorial. Médias na mesma linha seguidas de
letras diferentes indicam diferencga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P =0,05).

Em nosso trabalho, foi observado que os camardes alimentados com a dieta 1S:2U
apresentaram mortalidade significativamente menor (p = 0,0304) frente ao estresse térmico
(Figura 4). Os camardes alimentados com a dieta 1S:4U e com a dieta controle apresentaram
resultados semelhantes, ndo apresentando diferencga significativa entre eles (P = 0,8927).
Corroborando com outros trabalhos (SCHLEDER et al., 2020; REZENDE et al., 2021),
contatou-se que o aumento da concentracdo de U. pinnatifita na ragao reduziu a sobrevivéncia
apods o choque térmico. Schleder et al. (2018), suplementando 2% de S. filipendula e 4% U.
pinnatifida na dieta de forma isolada, relataram que as mortalidades foram superiores ao
controle, sem suplementagdo de algas. Mas ao avaliarem essas duas algas de forma conjunta,
observaram que a presen¢a da apenas 0,5% de S. filipendula na ragdo foi capaz de reduzir o
efeito negativo da U. pinnatifida, mantendo as mortalidades semelhantes ao controle
(SCHLEDER et al., 2020)

Em trabalho prévio nosso com poés-larvas (REZENDE et al., 2021) e no presente
trabalho foi observado que os animais alimentados com a dieta 1S:2U apresentaram mortalidade
significativamente menor, sendo que a combinacdo dessas duas algas aumentou a resisténcia
dos camardes tanto na fase de bercario, como na fase de engorda do camardo marinho.
Kandasamy et al. (2014), expondo o verme Caenorhabtis elegans a fragdes ricas em fucose,
extraidas da alga parda Ascophilum nodosus, observaram uma maior resisténcia do mesmo ao
estresse térmico, isso devido a atividade direta de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), bem como a alteracdo de genes e proteinas relacionados ao estresse como catalase,
superoxido desmutase e chaperonas (HSPs). Estes autores ressaltam que seu resultado alterou
globalmente a expressao de proteinas e vias funcionais de remodelacdo que levam ao aumento
da sobrevivéncia. Wang et al (2020b) investigaram o impacto do resfriamento gradual de 28 °
C a 13 ° C na microbiota intestinal e na resposta imune de L. vannamei, € relataram que o

estresse pelo frio diminuiu a riqueza da comunidade microbiana, alterando a abundancia de
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diferentes niveis taxondmicos de bactérias que compdem a microbiota intestinal, reduzindo a
atividade antibacteriana do camardo e a resposta imune a patdégenos. Os mesmos autores
avaliaram, em outro estudo, a abundancia de proteinas no intestino nas mesmas condig¢des de
temperatura e observaram que, apos o resfriamento, proteinas, como C-lectina, NFxBIA e
Caspase, diminuiram 34%. Essas proteinas estdo relacionadas a regulagdo da resposta imune e
ao reparo tecidual do intestino do camarao, sendo que sua reducdo pode afetar a forma como
esses animais lidam com a flutuagao térmica (WANG et al., 2020a).

O estresse térmico pode modificar o metabolismo energético e a propor¢ao de acidos
graxos saturados e insaturados da membrana celular, prejudicando a sua permeabilidade e
fluidez, reduzindo a osmolaridade da hemolinfa e a coordenacdo neuro-muscular, causando a
desnaturacdo de proteinas e a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, o que resulta na
peroxidacdo lipidica e em danos ao DNA, ocasionando a morte do animal (PRUITT, 1990; QIU
etal.,2011; HAYWARD etal., 2014; HERMESLIMA et al., 2015). O frio também pode causar
imunodepressdo e, consequentemente, aumentar a vulnerabilidade a agentes patogénicos

(GOMEZ-JIMENEZ et al., 2000; KAUTSKY et al., 2000; WANG e CHEN, 2006).

Figura 3. Mortalidade cumulativa de L. vannamei cultivados em sistema de bioflocos, e
alimentados com dietas contendo as algas pardas S. filipendula (S) e U. pinnatifida (U), nas
respectivas concentragdes (%), 1S:2U e 1S:4U, e uma dieta controle sem suplementacao,
durante 48 horas p6s choque térmico.
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Houve diferenca significativa (P = 0,0304) na mortalidade entre 1S:2U (*) e todos os
outros tratamentos. Nao houve diferenca significativa (P = 0,8927) 1S:4U e controle.

Ambas as dietas contendo as diferentes concentragdes de algas pardas reduziram a

mortalidade dos camardes frente ao desafio com WSSV associado a flutuacdo térmica. As
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maiores mortalidades ocorreram ao longo do processo de flutuacdo térmica (24-72h h.p.i.), em
especial no grupo controle (Figura 5). A adi¢cdo de 1S:2U e 1S:4U na ragdo reduziu em 42% e
34%, respectivamente, a mortalidade dos camardes apds 120 h de infeccdo com WSSV
associado a flutuagdo térmica, quando comparados aos camardes alimentados com a dieta
controle. Nao diferindo significativamente entre si, somente com o controle. Resultado
semelhante foi observado por Schleder et al. (2020), onde os animais dos tratamentos 0,5S:2U
e 0,5S:4U apresentaram menor mortalidade cumulativa apos 96 h de infeccdo com WSSV sem
flutuagdo térmica. A analise de espectrometria de massa (MALDI-TOF) observou que estes
tratamentos apresentaram um aumento significativo no sinal de lipideos especificos, de
proteinas relacionadas a producao de energia e de peptideos antimicrobianos.

Hsieh et al. (2015) relataram que o WSSV induz a lipogénese durante o estagio tardio
de infecgdo (24 h p.i.), com intuito de suprir a demanda de lipidios necessarios para replicagao
e montagem dos virions. Wang et al. (2007) também relataram o incremento de proteinas
relacionadas a produgdo de energia, citocromo ¢ oxidase e de ATP sintase mitocondrial
subunidade beta, em camardes infectados com WSSV, associando com a alta demanda de
energia que o processo de infecdo impde aos animais. Os peptideos antimicrobianos
desempenham um importante papel no combate ao WSSV, sendo a sobre-expressao de algumas
classes de peptideos antimicrobianos observada em camardes com maior resisténcia 8 Mancha
Branca (GARCiA etal., 2009; WORAMONGKOLCHAI etal.,2011; MUSTHAQ & KWANG
2014).

Chen et al. (2016) observaram aumento na sobrevivéncia de L.vannamei ap6s infecgao
por WSSV ao utilizar fucoidana extraida da alga parda Fuscus versiculosus injetada no
camardo. Estes autores relacionam os resultados com a melhora dos parametros imunologicos
como a contagem de hemoticos totais e atividade da PO. Ja Chotigeat et al. (2004) observaram
reducdo de 50,81% para 68,06% na mortalidade de P. monodon alimentados por 45 dias com
dietas contendo fucoidana extraida da alga parda S. polycystum apos infeccao por WSSV.

Yang et al. (2009) relataram que a fucoidana de U. pinnatifida contém 78,8% de fucose
e 41,5% de sulfatos. Porém, a composi¢do bioquimica de fucoidana depende principalmente
das espécies de algas marinhas, localizacdo, condi¢des de cultivo, extragdo e métodos
analiticos. O mecanismo da fucoidana frente a inibicao do virus ¢ através das cargas negativas
do grupo sulfato do polissacarideo que se ligam com cargas positivas de aminoacidos na alca
V3 do envelope viralglicoproteina (gp 120). O loop V3 ¢ essencial para a anexacao do virus ao

sulfato de heparano da superficie celular, uma ligacdo primaria, antes de mais a ligagdo
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especifica ocorre ao receptor CD4 da célula CD4p. Este processo impede a entrada do virus na

célula hospedeira (ZHU et al., 2003; WITVROUW et al., 1997).

Figura 5. Mortalidade cumulativa de L. vannamei cultivados em sistema de bioflocos, e
alimentados com dietas contendo as algas pardas S. filipendula (S) e U. pinnatifida (U), nas
respectivas concentracdes (%), 1S:2U e 15:4U, e uma dieta controle sem suplementacao,

durante 120 horas pos infec¢do com WSSV associada a flutuacdo térmica.
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1S:4U e o controle (P = 0,0028). Nao houve diferenca significativa entre 1S:2U e 1S:4U (P =

0,4008).

Diversos estudos relataram que a adi¢ao de farinha de algas marinhas ou seus extratos

na alimentacdo de camardes causou um aumento da resposta imunoldgica e da resisténcia a
infeccdes com virus da mancha branca e Vibrio spp. (CHEN et al., 2016; HUYNPH et al., 2011;
IMMANUEL et al.,2012; SCHLEDER et al., 2017).

Em nosso trabalho observamos que o uso combinado das algas pardas S. filipendula e

U. pinnatifida na ragao como aditivo alimentar, apresenta grande potencial para criagdo de

camardes. Seus efeitos benéficos podem estar relacionados as alteragdes na fisiologia e no

sistema imunoldgico, principalmente no aumento da atividade de PO, que desempenha papel

importante frente a infecg¢des. Esses resultados trazem informagdes importantes para industria

de produgdo de camardo, por melhorar a resposta imunolégica frente a vibrionaceas, WSSV e

variagdo térmica. Além disso, as algas também sdo produtos sustentaveis, biodegradaveis e tém

alta viabilidade e viabilidade de produgao.
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3.4 CONCLUSAO

O uso combinado da biomassa seca das algas pardas S. filipendula e U. pinnatifida na
racdo de camardes-brancos-do-pacifico cultivado em sistema de bioflocos, causou diversos
efeitos fisiologicos benéficos, sem prejudicar o desempenho zootécnico dos animais. A dieta
contendo 1S:2U das respectivas algas reduziu a contagem de Vibrio spp. no trato digestorio, a
mortalidade dos camardes apds estresse térmico agudo (choque térmico) e ap6s infecgdo com
WSSV associada a flutuagdo térmica. Ja a dieta 1S:4U causou um incremento dos parametros
hemato-imunolégicos, também reduzindo a contagem de Vibrio spp. no trato digestério e a

mortalidade dos camardes ap6s infecgdo com WSSV associada a flutuagao térmica.
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4 CONCLUSOES GERAIS

e As algas pardas S. filipendula e U. pinnatifida combinadas na concentragdo de
1S:2U apresentam potencial benéfico no cultivo de camardes marinhos em
bioflocos, nas fases de bergario e engorda;

e O uso das algas pardas na alimentacdo dos camardes ndo prejudicou os parametros
zootécnicos independente da fase cultivada;

e A concentragdo de 1S:2U das respectivas algas pode reduzir a mortalidade do
camarao-branco-do-pacifico frente a quedas bruscas de temperatura nas fases de
bergario e engorda;

e As concentragdes 1S:2U e 1S:4U sao capazes de reduzir a concentragdo de
vibrionaceas no trato digestério e a mortalidade frente a infeccdo por WSSV
associado a flutuacdo térmica na fase de engorda;

e A U. pinnatifida quando utilizada na concentragao 4U, apresenta potencial para
redugdo de vibriondceas em pos larvas.

e A concentragdo de 1S:4U também causou um incremento dos parametros hemato-

imunologicos na fase de engorda do camardo marinho.
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