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RESUMO

A hipdxia é um fator de estresse abidtico comum em ambientes aquaticos
que provoca alteragbes comportamentais nos camarfes. Todavia, uma
parcela significativa destes organismos desenvolve a capacidade de
sobreviver nesta condicdo, ativando alguns meios fisiologicos de
adaptacdo de curto prazo. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes niveis de saturacdo de oxigénio (30%, 50% e controle) em
sistema de agua clara no desempenho zootécnico e parametros imunes de
juvenis do camardo marinho Litopenaeus vannamei. O experimento foi
realizado no Laboratério de Camardes Marinhos-UFSC entre os meses de
marco e abril de 2016 durante 32 dias. Os juvenis com peso médio de 7,0
+ 0,21g foram colocados em aquarios contendo 60 L de agua, com
renovacgdo diéria total. A temperatura foi ajustada em 28,0 + 0,16°C,
salinidade 25%o e pH 8,0. Em todos os tratamentos 0s parametros de
qualidade da agua, tais como a concentracao de oxigénio e a temperatura,
foram registrados a cada duas horas; ja amonia total e o nitrito (mg.L?),
foram mensurados semanalmente. Ao final do periodo experimental foi
realizada a coleta da hemolinfa para analise dos parametros imunes e, por
fim, os animais foram contados e pesados. O tratamento com saturacao
de 50% apresentou os melhores resultados principalmente no peso final,
ganho de peso semanal e taxa de crescimento especifico. A conversdo
alimentar aparente ndo variou estatisticamente e os valores alcangados
nos tratamentos estdo dentro dos padrfes de cultivos atuais. A
sobrevivéncia foi melhor nas saturagcBes de oxigénio acima de 50%.
Quanto aos imunoparametros que incluem a contagem total de hemécitos
(CTH), fenoloxidase (PO), concentracao proteica no soro (CP) e atividade
aglutinante do soro ndo diferiram estatisticamente, para as espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) que variou estatisticamente entre o controle
e a saturacdo de 50% para 0 grupo que ndo utilizou indutor, houve um
aumento gradual, os testes indicaram que estes animais passaram por
momentos de estresse, 0 que poderia indicar que tal situacdo aumenta a
defesa antioxidante dos camardes. Demonstrou-se que 0s animais se
adequaram as condi¢des e que os efeitos da hipdxia parecem diminuir ao
longo do tempo, sugerindo que os juvenis de L. vannamei conseguem se
adaptar a baixas saturacfes de oxigénio.

Palavra-chave: Aquicultura, saturacdo de oxigénio, carcinicultura,
parametros imunolégicos e qualidade da agua.






ABSTRACT

Hypoxia is a common abiotic stress factor in aquatic environments that
causes behavioral changes in shrimp. However, a significant portion of
these organisms develops the ability to survive in this condition,
activating some physiological means of short-term adaptation. The
objective of this work was to evaluate the effect of different levels of
oxygen saturation (30%, 50% and control) in a clear water system on the
zootechnical performance and immunity parameters of juveniles of
Litopenaeus vannamei marine shrimp. The experiment was conducted at
the Marine Shrimp Laboratory-UFSC between March and April 2016 for
32 days. Juveniles with a mean weight of 7.0 £ 0.21g were placed in
aquaria containing 60 L of water, with total daily renewal. The
temperature was adjusted to 28.0 + 0.16 ° C, salinity 25 ° and pH 8.0. In
all treatments, water quality parameters, such as oxygen concentration
and temperature, were recorded every two hours; Total ammonia and
nitrite (mg.L-1) were measured weekly. At the end of the experimental
period the hemolymph was collected to analyze the immune parameters
and, finally, the animals were counted and weighed. The treatment with
saturation of 50% presented the best results mainly in the final weight,
weekly weight gain and specific growth rate. The apparent feed
conversion did not change statistically and the values reached in the
treatments are within the current crop standards. Survival was better at
oxygen saturations above 50%. As for the immunoparameters that
included total hemocyte count (CTH), phenoloxidase (PO), serum protein
concentration (CP) and serum binding activity did not differ statistically,
for the reactive oxygen species (ROS), which varied statistically between
the control and the 50% saturation for the group that did “not use
inductor”, there was a gradual increase, the tests indicated that these
animals went through moments of stress, which could indicate that such
situation increases the antioxidant defense of the shrimps. The animals
were shown to be adequate and the effects of hypoxia appear to decrease
over time, suggesting that L. vannamei juveniles can adapt to low oxygen
saturations.

Key words: Aquaculture, oxygen saturation, shrimp farming,
immunological parameters and water quality.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 REFERENCIAL TEORICO
1.1.1Carcinicultura tradicional

A aquicultura é definida como a producdo de organismos
aquaticos, tendo predominantemente no seu desenvolver ao menos uma
fase ligada a agua, em que ha o confinamento e o controle. A producao
aquicola, aqui listamos a carcinicultura, cultivo de crustaceos,
apresentou-se favoravel no Brasil devido as condigdes climéticas e o
dominio de novas tecnologias na producdo de camardo e tornando este
pais um dos principais produtores das Américas (Gandini, 2016).

Existem diversos sistemas de cultivo de camarfes podendo ser
através de tanques escavados em terra, de concreto, fibra de vidro ou
através de gaiolas flutuantes (Ribeiro, 2014). Divido em fases:
larvicultura, bercario, engorda e despesca de acordo com as
singularidades de cada modo de producdo. Santos (2014) afirmou que a
forma de cultivo predominante adotada no Brasil é o sistema bifasico de
cultivo, em que se tem a fase de bercério e engorda, as pds-larvas séo
adquiridas de empresas especializadas na producdo de larvas
(larviculturas).

A fase de bercario (primeira fase) tem por finalidade aclimatar as
pos-larvas as condicBes praticadas na fazenda, pois, posteriormente serdo
transferidas aos viveiros de engorda (Nunes, 2004). A engorda, fase de
crescimento, utiliza-se 0 método de cultivo semi-intensivo. Nesta é
ofertado alimento artificial que complementa o natural, as densidades
populacionais sdo moderadas com uma média aproximada de 30
camardes/m? e é visto a utilizacdo de aeradores nos horarios em que ha a
escassez de oxigénio dissolvido (Pontes, 2006).

Nos modos de cultivo, a aeracdo tem importante fungdo que
reflete no bom resultado da producéo. Fast & Boyd (1992) afirmaram que
existem diferentes formas de introduzir o oxigénio a agua, tais como: o
fitopléncton através do processo de fotossintese, 0 oxigénio atmosférico
obtido por meio da difuséo entre a interface ar/dgua através do vento, na
incorporacdo por meio de renovacdo de agua e também por aeradores
mecanicos em que o fornecimento de oxigénio, proporciona a mistura das
camadas superiores da dgua do viveiro, rica em oxigénio dissolvido, com
as camadas do fundo que geralmente sdo mais pobres, promovendo uma
distribui¢do homogénea na coluna d’agua (Avnimelech & Ritvo, 2003).
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Vérias sdo as técnicas empregadas nas fazendas comerciais, nas
fases de bercario e engorda, objetivando sempre alcangar os altos valores
de producédo (Santos, 2014), entretanto, ainda é observado excessos nos
gastos com racao e eletricidade com uso dos aeradores mecanicos.

1.1.2Importancia do oxigénio dissolvido

A qualidade da &gua é considerada um dos fatores limitantes
mais importantes na producdo de organismos aquaticos, especialmente
para sistemas implantados em viveiros, e o oxigénio dissolvido (OD) ¢
claramente a varidvel mais critica em cultivos semi-intensivos e
intensivos (Boyd, 1990; Vinatea, 1997). Sabe-se que a dindmica do
oxigénio na agua é afetada pela temperatura, pressdo atmosférica,
salinidade, quantidade de matéria organica e também pelos processos
fotossintéticos e de respiracdo, tanto quimica quanto bioldgica
(Hernandez e Nunes, 2001).

No decorrer do dia, como foi visto por Vinatea (1997) o nivel de
oxigénio dissolvido tende a elevar-se até chegar ao nivel maximo, em sua
grande parte, devido aos processos fotossintéticos. Em contrapartida,
durante a noite a respiracdo biolégica e a oxidacdo quimica do sedimento
levam a uma perda significativa do OD presente nos viveiros, podendo
chegar a niveis criticos que de certa forma colocariam em risco os
organismos cultivados. Estas flutuacGes do oxigénio dissolvido em
tanques variam de acordo com o tipo de cultivo praticado e lembrando
gue por via de regra, quanto maior a quantidade de organismos por
unidade de volume, maior sera a variacdo diurna do oxigénio dissolvido.

Nos sistemas tradicionais de cultivo, segundo Boyd e Clay
(1998) periodicamente sdo removidos os componentes indesejados, tais
como: os gases dissolvidos, o fitoplancton e os agentes patogénicos,
realizando-se trocas diarias de 2 a 5% da agua do viveiro. Entretanto, é
recomendado reduzir a quantidade de alimentos desperdi¢ados e também
manter as doencgas sob controle tomando cuidado para ndo manter
viveiros superpovoados ou com larvas infectadas.

Os camarfes passam a maior parte do tempo nas camadas mais
inferiores dos viveiros e estes locais podem tornar-se zonas de baixa
presenca de oxigénio dissolvido, sendo mais conhecido como areas
hipoxicas ou até mesmo anoxicas (Zhang et al., 2006). De acordo com
Boyd e Clay (1998) cultivos intensos pedem a presenca de aeradores
mecanicos para que coloquem oxigénio suplementar para evitar que
situacBes de hipoOxia acontegam e prejudiquem o desenvolvimento dos
camar@es. Diaz e Rosenberg (1995) apresentaram que condigdes de
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hipdxia ou baixa oxigenacéo é caracterizada pela concentracdo de OD
menor que 2.8 mg.L™.

Segundo Fast e Boyd (1992) na aquicultura, para se alcangar 0s
niveis desejaveis de sobrevivéncia e produtividade, faz-se necessario a
aplicacdo de técnicas adequadas de manejo da agua e do sedimento.
Sendo assim, conforme se intensifica o cultivo, surge a necessidade de
atencdo para com 0 manejo.

1.1.3Controle animal a hipoxia

Cada organismo dispde de uma quantidade limitada de energia
para ser utilizada na realizacdo de atividades tais como escape dos
predadores, compensacdo das flutuacbes diarias dos pardmetros de
qualidade da agua, crescimento e reprodugdo, dentre outras necessidades.

Waterman (1960) afirmou que muitos crustaceos podem ser
considerados “conformadores” de oxigénio, isto é, ndo conseguem
modificar o consumo de oxigénio interno face aos niveis de oxigénio
ambiental (O2) em declinio e, assim, reduzir o consumo de O de acordo
com a oferta ambiental (Thomas, 1954; Wolverkamp e Waterman, 1960).

Na década de 70 ficou estabelecido que muitos crustaceos
possuem uma excelente capacidade reguladora, isto €, conseguem manter
constante o consumo de oxigénio, independente da concentracdo do meio
(McMahon, 2001). E ainda, segundo este autor, é possivel afirmar que a
maioria dos crustaceos sdo capazes de adaptar-se ao oxigénio do meio
para garantir a sobrevivéncia.

Em situacfes em que ocorre a transi¢do da normoxia para a
hipdxia os crusticeos decapodes apresentam uma “resposta ventilatoria”,
ou seja, uma ventilagdo mais intensa nas branquias realizada pelo
escafognatito, um exopodito em forma de “pa” da segunda maxila, que
oscila dentro de um canal estreito na cavidade anterior da branquia,
normalmente realizando seu movimento continuo e assim criando uma
pressdo nessa camara para fazer a 4gua circular (McMahon, 2001).

Na maioria dos crustdceos que possuem branquias lamelares é
normal o fluxo ser dirigido para frente, atravessar a branquia-lamela em
um fluxo contracorrente com o da hemolinfa dentro dos filamentos
branquiais, proporcionando assim os beneficios da troca de gases
(Massabuau, 1983).

Foi visto por Burggren e McMahon (1983) que a exposi¢do
inicial & 4gua com baixa concentragdo de oxigénio aumenta a taxa do
bombeamento do escafognatito, resultando num aumento do volume de
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ventilagdo e ainda de acordo com estes autores, através destes
mecanismos 0s decapodes podem aumentar o volume de ventilacdo em
um fator de 5 a 10 vezes, melhorando o fornecimento do O, apesar das
baixas concentracdes de oxigénio do ambiente.

Quanto a resposta circulatoria, os decapodes, além das mudancas
no fluxo da agua pelas branquias e a afinidade da hemolinfa ao O,
conseguem ajustar o fluxo da hemolinfa nas branquias durante a
exposicdo a baixas concentracdes de oxigénio. As respostas chegam a ser
complexas, no entanto, esta deficiéncia é amenizada pelo aumento no
volume cardiaco que permite a manutencdo (McMahon, 1992) ou
aumento (Airriess e McMahon, 1994; Massabuau e Burtin, 1984; Reiber
e McMahon, 1998) da circulagdo e, assim, aumenta a perfusdo nas
branquias.

Isto aumentaria a superficie de difusdo branquial, proporcionando
assim maior area para troca dos gases com uma agua com baixa
concentracdo de oxigénio. Em consequéncia, estes mecanismos parecem
ser suficientes para proporcionar uma compensacdo adequada para a
exposicdo a hipéxia (McMahon et al., 1974; Wilkes e McMahon, 1982).

1.1.4Sistema imune de crustaceos

Os animais invertebrados desenvolveram diferentes tipos de
defesa chamado imunidade inata, sendo contrario aos vertebrados que
possuem um sistema adaptativo (Ilwanaga e Lee, 2005). Assim como
todos os invertebrados, 0s crustaceos apresentam imunidade inata,
também conhecida como inespecifica, a qual seria a primeira linha de
defesa destes organismos (Bols et al., 2001; Lee e Soderhall, 2002), além
do exoesqueleto, que funciona como uma barreira fisica protetora contra
agressoes e invasao de patégenos (Barraco, et al., 2008).

As reacOes de defesa dos invertebrados, aqui se inclui os
camardes, que mantém a integridade corpdrea através de seu sistema
imunoldgico, estdo relacionadas a sua hemolinfa, composta por uma
fracdo celular, os hemdcitos, e uma humoral, o plasma (Barraco et al.,
2008).

Na hemolinfa, esses componentes tém fun¢es no metabolismo
de carboidratos, transporte e armazenamento de lipoproteinas e
aminoacidos, reparo de lesdes e injurias, coagulacdo e defesa contra
invasdo de microrganismos e parasitas (Smith e Soderhall, 1983). E ainda,
como mecanismos de defesa proprio dos crustaceos podem-se citar a
coagulacdo, a melanizacdo, mediada pelo sistema pré-fenoloxidase
(proPO), reconhecimento e aglutinago celular, mediada pelas lectinas,
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acdo antibacteriana, antifingicos e antivirais, mediados por peptideos,
RNA de interferéncia (receptores Toll-like) e por proteinas de
reconhecimento padrdo, além da producdo de espécies reativas de
oxigénio e sistema fagocitico e de encapsulamento (lwanaga e Lee, 2005).
Dessa forma, os crustdceos mesmo ndo produzindo anticorpos e sem
dispor de uma meméria imune, apresentam mecanismos suficientes para
se proteger de microrganismos invasores. Segundo Bachére et al. (2004)
0 ambiente aquéatico no qual o camardo vive dispde de uma gama de
microrganismos, protozoarios, microalgas, fungos, leveduras e bactérias.
Concomitante a isso estes animais entram em contato direto com alguns
deles, como os que constituem a microflora interna dos mesmos e vivem
€OmOo comensais, e & vista disso 0s animais desenvolveram maneiras de
distinguir os microrganismos benéficos daqueles que poderiam ser
nocivos ou patogénicos.

Estes animais quando em seu habitat natural devem estar em
equilibrio com o0 meio ambiente e o sistema imune, pois assim ele sera
capaz de manter as infeccBes sob controle. Entretanto, este cenario é
pouco visto nos meios de producdo aquicola, onde 0s animais séo
submetidos a um meio estressante e com condi¢cBes ambientais que
dificultam sua homeostase, como: alta densidade populacional,
diminuicdo da qualidade da agua, desequilibrio nutricional, sendo todos
fatores que levam ao aparecimento de doengas (Bachere et al., 2004).

Devido as condicdes de desequilibrio que frequentemente
acometem os meios de producdo, é comum ver a diminui¢cdo na
disponibilidade de oxigénio dissolvido, que consequentemente dificulta o
desempenho metabdlico no camardo e pode reduzir o crescimento e a
frequéncia de muda (Aquacop et al., 1988; Allan & Maguire, 1991) e
causar mortalidade (Madenjian et al., 1987). Entretanto, os crustaceos
apresentam diversas repostas adaptativas a hipdxia, ja comentadas, como
a reducdo da taxa metabdlica (Hill et al., 1991), modificacBes do
equilibrio 4cido-base da hemolinfa, capacidade de ligacdo da
hemocianina, da proteina da oxi-hemocianina, alteracdo da pressdo
osmética da hemolinfa e das concentracdes idnicas (Charmantier et al.,
1994; Chen e Kou, 1998).

Para manter a homeostase fisioldégica em resposta as condigdes
ambientais desfavoraveis, cada espécie de crustaceo desenvolveu seus
préprios mecanismos adaptativos especificos, incluindo respostas
comportamentais e fisiolégicas, para lidar com as flutuagdes do oxigénio
dissolvido do meio ou mesmo com condicGes hipdxicas.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.10bjetivo Geral
Contribuir com o fortalecimento da carcinicultura marinha

através do entendimento do efeito de baixas concentragdes de oxigénio
dissolvido sobre o desempenho de Litopenaeus vannamei.

1.2.20bjetivo Especifico

e Auvaliar a influéncia da hipoxia no desempenho
zootécnico em juvenis de L. vannamei;

e Auvaliar a influéncia da hipdxia no sistema imune de L.
vannamei em condi¢es de cultivo.
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2 ARTIGO. Desempenho zootécnico e imunocompeténcia de juvenis
de Litopenaeus vannamei submetidos a hipoxia

O artigo serd enviado para publicacdo na revista “Aquaculture”, tendo
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RESUMO

Nas fazendas de camardo diariamente € visto a oscilacdo dos niveis de
oxigénio dissolvido e associado a realidade nos meios de producéao vé-se
a expansdo dos ambientes hipoxicos, entretanto, constatou-se que 0s
camar@es desenvolveram mecanismos fisiolégicos que melhoram sua
capacidade de se adaptar e sobreviver a estes episddios de hipdxia. O
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes niveis de saturacéo
de oxigénio (30%, 50% e controle) em sistema de &gua clara no
desempenho zootécnico e pardmetros imunes de juvenis do camardo
marinho Litopenaeus vannamei. O experimento foi realizado no
Laboratorio de Camarfes Marinhos-UFSC entre 0s meses de margo e
abril de 2016 durante 32 dias. Os juvenis com peso médio de 7,0 £ 0,21
g foram colocados em aquarios contendo 60 L de 4gua, com renovagdo
diaria total. A temperatura foi ajustada em 28,0 = 0,16°C, salinidade 25%o
e pH 8,0. Em todos os tratamentos os parametros de qualidade da agua,
tais como a concentracdo de oxigénio e a temperatura, foram registrados
a cada duas horas; ja amonia total e o nitrito (mg.L™), foram mensurados
semanalmente. Ao final do periodo experimental foi realizada a coleta da
hemolinfa para analise dos parametros imunes e, por fim, os animais
foram contados e pesados. O tratamento com saturacdo de 50%
apresentou os melhores resultados principalmente no peso final, ganho de
peso semanal e taxa de crescimento especifico. A conversdo alimentar
aparente ndo variou estatisticamente e os valores alcangados nos
tratamentos estdo dentro dos padrfes de cultivos atuais. A sobrevivéncia
foi melhor nas saturagdes de oxigénio acima de 50%. Quanto aos
imunoparametros que incluem a contagem total de hemdcitos (CTH),
fenoloxidase (PO), concentracdo proteica no soro (CP) e atividade
aglutinante do soro ndo diferiram estatisticamente, para as espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) que variou estatisticamente entre o controle
e a saturacdo de 50% para o grupo que ndo utilizou indutor, houve um
aumento gradual, os testes indicaram que estes animais passaram por
momentos de estresse, 0 que poderia indicar que tal situacdo aumenta a
defesa antioxidante dos camardes. Demonstrou-se que 0s animais se
adequaram as condi¢des e que os efeitos da hipdxia parecem diminuir ao
longo do tempo, sugerindo que os juvenis de L. vannamei conseguem se
adaptar a baixas saturagdes de oxigénio.

Palavra-chave: saturacdo de oxigénio, carcinicultura, camardo branco,
parametros imunolégicos e qualidade da &gua.
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ABSTRACT

In the shrimp farms, the oscillation of the levels of dissolved oxygen and
associated with reality in the means of production is seen the expansion
of the hypoxic environments, however, it was verified that the shrimp
have developed physiological mechanisms that improve their capacity to
adapt and survive these episodes of hypoxia. The objective of this work
was to evaluate the effect of different levels of oxygen saturation (30%,
50% and control) in a clear water system on the zootechnical performance
and immunity parameters of juvenile shrimp Litopenaeus vannamei. The
experiment was conducted at the Marine Shrimp Laboratory-UFSC
between March and April 2016 for 32 days. Juveniles with a mean weight
of 7.0 £ 0.21 g were placed in aquaria containing 60 L of water, with total
daily renewal. The temperature was adjusted to 28.0 £ 0.16 ° C, salinity
25 ° and pH 8.0. In all treatments, water quality parameters, such as
oxygen concentration and temperature, were recorded every two hours;
Total ammonia and nitrite (mg.L-1) were measured weekly. At the end of
the experimental period the hemolymph was collected to analyze the
immune parameters and, finally, the animals were counted and weighed.
The treatment with saturation of 50% presented the best results mainly in
the final weight, weekly weight gain and specific growth rate. The
apparent feed conversion did not change statistically and the values
reached in the treatments are within the current crop standards. Survival
was better at oxygen saturations above 50%. As for the
immunoparameters that included total hemocyte count (CTH),
phenoloxidase (PO), serum protein concentration (CP) and serum binding
activity did not differ statistically, for the reactive oxygen species (ROS)
which varied statistically between the control and the 50% saturation for
the group that did “not use inductor”, there was a gradual increase, the
tests indicated that these animals went through moments of stress, which
could indicate that such situation increases the antioxidant defense of the
shrimps. The animals were shown to be adequate and the effects of
hypoxia appear to decrease over time, suggesting that L. vannamei
juveniles can adapt to low oxygen saturations.

Key words: oxygen saturation, shrimp farming, white shrimp,
immunological parameters and water quality.
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1.1 INTRODUCAO

Atualmente, o L. Vannamei é a Unica espécie de camardo
marinho cultivado no Brasil (Santos, 2014). A regido que tem destaque
na producdo dessa espécie é o nordeste, mais especificamente os estados
do Ceara e Rio Grande do Norte com uma producdo média de quase 50
mil toneladas de camardo cultivado (ABCC, 2013). As fazendas de
cultivo do camardo marinho utilizam o sistema bifasico de cultivo, em
qgue ha o desenvolvimento da fase de bercéario e engorda; através do
método de cultivo semi-intensivo onde é visto a oferta de alimento
artificial que complementa o natural, densidades populacionais na média
de 30 camardes/m? e em algumas fazendas é visto o0 uso de aeragdo
mecanica nos horarios criticos (Pontes, 2006; Santos, 2014).

Na carcinicultura tradicional brasileira alguns indicadores
mostram que a maioria dos produtores ndo detém de grandes avangos nos
meios de producdo, fato observado através de um levantamento nas
fazendas de camardo, onde na sua maioria os cultivo eram compostos por
micro produtores (717 individuos) em contraste com os grandes (76
individuos), desses 9% realizavam analises de parametros de qualidade
da agua, quanto a presenca de tanques bercarios intensivos somente 2%
tinham implantado esse sistema, quanto ao uso de aeradores 31% tinham
acesso e usufruiam quando necessario (ABCC, 2013), ou seja, a realidade
vivenciada pela maioria dos produtores brasileiros ainda precisa ser
melhorada e alternativas que minimizem as perdas econdmicas da
atividade precisam ser implementadas.

Um dos principais parametros da qualidade da agua na
aquicultura é o oxigénio dissolvido (OD), considerado limitante da
intensificagdo da carcinicultura (Sun et al., 2016). O valor ideal de OD na
agua esta em torno de 4-5 mg.L1, recomendado para cultivos intensivos
(Cheng et al., 2003) a fim de garantir as atividades vitais dos animais. Em
contrapartida, Diaz e Rosenberg (1995) demonstraram que situagdes de
baixa oxigenacdo é definida com o OD menor que 2,8 mg.L.

Nas fazendas de camardo diariamente é visto a oscilacdo dos
niveis de oxigénio dissolvido e associado a realidade nos meios de
producdo em que nem todos os produtores tem acesso a meios
tecnoldgicos como aeradores mecanicos ou mao de obra qualificada para
controle de parametros de qualidade da gua e do solo, € visto a expanséo
dos ambientes hipoxicos (&reas de baixa oxigenacéo).

Varios autores tem descrito os efeitos que a hipdxia tém sobre o
crescimento, a sobrevivéncia, a alimentacdo, a muda, o comportamento
natatorio, a capacidade osmorregulatéria e a resposta imune dos camardes
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peneideos (Clark, 1986; Allan e Maguire, 1991; Charmantier et al., 1994;
Le Moullac et al., 1998; Wannamaker e Rice, 2000; McGraw et al., 2001,
Wu et al., 2002; Pérez-Rostro et al., 2004; Mugnier e Soyez, 2005).

Em geral, os organismos aquaticos sdo reguladores efou
conformadores de oxigénio dependendo da sua capacidade para alterar o
metabolismo em funcdo da concentragdo de oxigénio dissolvido na dgua
(Thomas, 1954; Wolverkamp e Waterman, 1960; McMahon, 2001).
CamarfBes que habitam é&reas com forte flutuagdo de oxigénio
desenvolvem mecanismos fisioldgicos que melhoram a sua capacidade de
lidar com epis6dios de hipoxia (Airries e McMahon 1994; McMahon
2001).

Os efeitos do oxigénio dissolvido em camardes tém sido bem
relatado, principalmente nas condi¢Bes de hipoxia. Entretanto, ainda é
escasso 0 numero de pesquisas sobre os efeitos das baixas concentracfes
de oxigénio sobre o crescimento, sobrevivéncia e a resposta imune em
camar@es. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da hipdxia no
crescimento, sobrevivéncia e parametros imunoldgicos de juvenis de
Litopenaeus vannamei.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Origem dos animais e condi¢des de aclimatacéo

O experimento foi realizado no Laboratério de Camardes
Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) localizado
em Floriandpolis, Santa Catarina, entre 0s meses de margo e abril de
2016. Os juvenis de Litopennaeus vannamei (7,0 = 0,21 g) utilizados
neste estudo eram mantidos neste laboratério sob condi¢Ges de 28 + 1°C,
salinidade de 35%o € a concentragdo de oxigénio maior que 5 mg.L*. Os
camar0es utilizados foram transferidos para tanques de 10 000 L de fibra
de vidro. Antes de se comecar o experimento foram retirados 9 animais
para a coleta de hemolinfa. O restante dos animais foram submetidos a
um periodo de aclimatacdo de 48 horas com oxigenagdo constante e
superior a 5mg.L%. Para se alcancar a salinidade desejada de 25%o, foi
feita uma diluicdo gradual da agua do mar com agua doce, na proporcao
de 5%o por dia (McFarland e Lee, 1963). Uma vez aclimatados, 0s animais
foram selecionados aleatoriamente para as unidades experimentais
composta por aquarios de vidro (0,28 m?) a razdo de 15 camardes por
aquério, que foram mantidos em sistema de agua clara (troca de agua
diaria), respeitando uma ocupacdo maxima de um animal para quatro
litros de agua (Le Moullac et al., 1998; Jiang et al., 2005).
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2.2.2 Condigdes experimentais

Os camarfes foram expostos durante 32 dias a duas
concentracdes de oxigénio dissolvido (tratamentos): 2,09 mg.L* DO (~
30%) e 3,42 mg. L't DO (~50%) e 0 grupo controle em que a saturagao
de oxigénio se manteve acima de 4,78 mg.L* DO. A salinidade de 25%o,
temperatura de 28 + 1°C. Cada tratamento contou com trés repeticfes
simultaneas, totalizando 9 unidades experimentais.

Foi utilizado um sistema semelhante ao descrito por Seidman e
Lawrence (1985) e Allan e Maguire (1991) para se conseguir as
concentracBes de oxigénio desejadas. Os nove aquéarios com 60 litros de
agua eram interligados a um sistema de aeragdo composto por duas redes
de ar, a primeira fornecia ar pressurizado por um soprador, distribuido por
um conjunto de mangueiras para 0s 9 aquarios com controle individual de
fluxo. A segunda rede distribuiu nitrogénio; junto a esta rede estava
interligado um regulador e um medidor de vazdo de nitrogénio. O nivel
de saturacdo desejado foi alcancado pelo borbulhamento de nitrogénio
(Jiang et al., 2005) até proximo a saturacao requerida, e pelo consumo dos
animais (Le Moullac et al, 1998; Mugnier & Soyez, 2005). A manutencéo
da saturacdo de oxigénio era obtida pelo fluxo de ar controlado e pela
manutencdo de uma Iamina de isopor de 5mm e uma lamina de E.V.A.
(Etileno Vinil Acetato) sobre a agua. O isopor e a lamina restringiam as
trocas gasosas com a atmosfera pela diminuicéo da interface ar-agua.

2.2.3 Procedimento experimental

Os camardes foram alimentados duas vezes ao dia (08:00 e 14:00
h) na proporcdo de 3% da biomassa, sendo ajustada semanalmente. O
alimento ndo ingerido, as fezes e as mudas foram removidos de cada
aquario por sifonamento, juntamente com troca de 70% da agua, tanto de
manh& como pela tarde (renovacdo de 140% ao dia), para essa renovagao
era mantido um “tanque pulméao” com capacidade para 500 L de 4gua, em
que era feito a diluicdo da &gua para a salinidade utilizada (25%o) € a
adequacdo da temperatura em 28 °C e posteriormente era feito a
diminuicdo na saturacdo de oxigénio de acordo com o aquério que seria
abastecido. A temperatura e a concentra¢do de oxigénio dissolvido foram
medidas a cada duas horas durante o dia e a cada trés horas a noite. A
salinidade foi medida duas vezes ao dia (08:30 e 18:00 h) com um
multiparametro YSI — Professional Series, e a amdnia e o nitrito uma vez
por semana pelo método do azul de indofenol (Strickland e Parsons,
1972).
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Apos 32 dias de experimento, foi feita a coleta da hemolinfa de
3 camarfes de cada aquario. No final do experimento os camardes foram
contados e pesados em uma balanca digital para determinar a
sobrevivéncia e 0 ganho de peso.

2.2.4 Desempenho zootécnico

O desempenho zootécnico foi determinado através dos seguintes
parametros:; peso médio final (g), ganho de peso semanal [(peso médio
final — peso médio inicial)/semanas de cultivo], sobrevivéncia [(nGmero
final de camardes/namero inicial de camardes) x 100], fator de conversao
alimentar aparente (alimento ofertado em gramas/biomassa final em
gramas), taxa de crescimento especifico [100 x (In peso final — peso
inicial)/dias de cultivo], biomassa (peso final x numero final de
individuos).

2.2.5 Parametros hemato-imunoldgicos
2.2.5.1 Coleta de hemolinfa para preparacgao do soro

Para obtencdo do soro, a hemolinfa dos camarBes de cada
tratamento (n=9 para cada grupo) foi coletada através de uma seringa
resfriada (1 ml) com agulha (13 x 0,4mm), inserida na regido ventral do
primeiro segmento.

2.2.5.2 Contagem total de hemdcitos

As estimativas da contagem total de hemécitos (CTH) foi
realizada em cdmara de Neubauer. A hemolinfa coletada do seio ventral
dos camardes (3 animais por grupo) com uma seringa de 1 ml com solugéo
fixadora constituida de 4% de formaldeido em solugdo anticoagulante
MAS (Solucdo de Alsever modificada: 27mM citrato de sodio, 336 mM
cloreto de sodio, 115 mM glicose, 9 mM EDTA, pH 7,0) numa dilui¢do
conhecida.

2.2.5.3 Atividade da enzima fenoloxidase (PO) no soro

A determinacgdo da atividade da PO nas amostras de soro foi
realizada espectrofotometricamente (490 nm), pela formagdo do
pigmento vermelho coral DOPA-cromo, proveniente da oxidacdo do
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substrato enzimatico L-DOPA pela PO do soro. Amostras de 50 pl do
soro previamente diluidos (15 x) em TBS (50 mM Tris, 10 mM MgCly, 5
mM CaCly, 330 mM NaCl, pH 7,6) e uma aliquota de 50 uL dessa solugdo
foi pré-incubada com um volume igual do indutor enzimatico tripsina
(Sigma, 1mg/ml) por 5 min a temperatura ambiente em microplacas de
96 pogos (fundo chato). Apds incubagdo, adicionou-se 50 puL de L-DOPA
(3mg/ml) e a formagdo do pigmento DOPA-cromo foi quantificado em
leitor de microplacas na absorbancia de 490 nm e monitorado ap6s 5, 10
e 15 min. A atividade enzimatica da PO foi expressa pela variacdo da
absorbancia por minuto e por miligrama de proteinas totais nas amostras.
Os testes foram realizados em triplicata.

2.2.5.4 Determinacao do titulo aglutinante do soro

Na determinacdo do titulo de aglutininas/lectinas, inicialmente
foi colocado 50 puL de uma solugdo TBS ( 50 mM Tris, SmM MgCly, 10
mM CaCly, 150mM NaCl, pH 7,4) em todos os pogos de uma microplaca
(fundo “U”). Logo depois adicionou-se no primeiro poco 50 puL do soro
previamente diluido (16x) em TBS, seguindo-se de uma diluicdo seriada
nos pogos subsequentes. Ao final, 50 pL. de uma solugao de eritrocitos de
cdo a 2% (em NaCl 0,15 M) foram adicionados em cada pogo e a mistura
incubada por 2h em camara Umida & temperatura ambiente. Nos controles,
0 soro dos camardes foi substituido por TBS. O titulo aglutinante do soro
foi expresso como o reciproco da maior diluicdo ainda capaz de
apresentar aglutinacdo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

2.2.5.5 Concentracdo de proteinas totais no soro (CP)

A concentracdo proteica do soro (3 pools de 3 animais por grupo)
foi determinada segundo o método de Bradford (1976), utilizando-se
albumina de soro bovina (BSA) como proteina padrdo. Para isso, 20 pL
de soro (diluido 6000x em agua milliQ) foi colocado em pocos de uma
microplaca (fundo chato) e acrescidos de 200 pL de solugdo de Bradford.
Foi entdo incubado por 15 minutos, & temperatura ambiente ¢ a CP
determinada apds mensurar a absorbancia (595 nm), em leitor de
microplacas. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

2.2.5.6 Quantificacdo da produco intracelular de anions superoxidos

A produgdo de anion superoxido (Oz) pelos hemdcitos foi
guantificada pelo método de reducéo do NBT (nitro-blue-tetrazolium) de
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acordo com o método adaptado de Guertler et al., 2010. Como ativador
celular foi usado a Laminarina ($-1,3 glicanas). A hemolinfa foi coletada
em solucdo anticoagulante (400 nM 4cido citrico, pH 5,5) centrifugada a
800 x g, por 10 minutos a 4 °C e 0s hemdcitos recuperados e
ressuspendidos em solugdo salina (SS-P: 5,4 mM KCI, 2,6 mM MgCl,,
3mM CaCly, 400 mM NaCl, 2mM NaHCOg;, pH 7,6). Logo depois, 100
uL da suspensdo de hemocitos (2,5 x 10 cél/mL) foram depositados nos
pocos de uma microplaca estéril de 96 pocos (fundo chato) para adesdo
celular. As monocamadas celulares foram lavadas com SS-P e adicionou-
se um volume de 100 pL contendo o NBT a 0,3% e o indutor
(concentragdo final: laminarina 2 mg.mL™). As monocamadas controle
receberam NBT e SS-P ou apenas SS-P (branco), sem indutor. Apés a
incubacdo, o sobrenadante foi removido e as células foram fixadas com
metanol absoluto. Apos secagem, adicionou-se KOH 2M e DMSO para
solubilizar o precipitado azul de formazan produzido. A producdo do
pigmento purpura (formazan), gerado pela reducdo do NBT pelos anions
superdxidos produzidos, foi entdo quantificada em uma leitora de
microplacas a 630nm. Todos os testes foram feitos em triplicata.

2.2.6 Andlise estatistica

Os dados foram testados utilizando o software Statistic 7.0 e
submetidos a analise de variancia — ANOVA. Uma vez encontrada
diferencas entre as médias, foi utilizado o teste de Tukey para separa¢do
de médias (p<0,05).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1Parametros de qualidade da adgua

Os cuidados com os parametros de qualidade da agua na
manutencdo dos niveis ideais pré-estabelecidos tem sua importancia,
visto que é comprovado que fatores fisicos e quimicos podem intervir no
consumo alimentar e no processo de crescimento (Santos, 2014). Em
todos os tratamentos a qualidade da 4gua permaneceu no intervalo seguro
para os camardes (Boyd e Gautier, 2000), ndo diferindo estatisticamente
(p>0,05). Os valores mantidos foram os seguintes, temperatura 28,15 °C,
salinidade 25%o, pH: 8,0, amdnia 0,5 mg.L' e nitrito foi zero. A
concentracdo média de oxigénio foi mantida em tratamento 30% = 2,09
mg.L%, 50% = 3,42 mg.L* e controle com concentragdes proximos a 5
mg.L .
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2.3.2 Parametros zootécnicos

O peso inicial dos camardes néo foi significativamente diferente
entre os tratamentos. O peso final diferiu estatisticamente entre a
saturacdo de 30% e o grupo controle (tabela 1). O ganho de peso semanal,
diferiu estatisticamente, sendo os melhores resultados para os tratamentos
com saturacdo de oxigénio acima de 50%. A taxa de crescimento
especifico, variou estatisticamente, com a saturacao de 30% diferindo do
controle.

Este resultado foi similar ao mostrado por Nonwachai et al.
(2011) em estudo com hipdxia e por Seidman e Lawrence (1985) que
relataram que concentragdes de oxigénio dissolvido abaixo de 2 mg.L*
reduzem significativamente a taxa de crescimento de Penaeus vannamei
e Penaeus monodon. Como também visto por Mugnier e Soyez (2005) os
camardes apresentaram uma resposta maxima ao estresse ap6s 6 horas de
exposicdo a baixa concentracdo de OD, e essa resposta pareceu ser
mantida apds exposicdo de 24 horas. No entanto, este efeito negativo
tendeu a diminuir com o tempo, ap6s exposicdo de 48 horas,
possivelmente porque os camarBes se adaptaram parcialmente a baixa
concentracdo de OD.

Ao mesmo tempo, muitos registros indicam que o camarao
cultivado fora do seu ponto de equilibrio tende a consumir mais alimento
para compensar as perdas energéticas da osmorregulacéo e adaptar-se as
condi¢des (Rosas et al., 2001; Hurtado et al., 2006) e, consequentemente,
gasta mais energia para a regulagdo interna e menos para o crescimento
(Hurtado et al., 2006).

A conversdo alimentar aparente ndo diferiu estatisticamente e
esteve dentro da média de cultivos como visto por Santos et al. (2014) em
fazendas de camardo no nordeste do Brasil, em que o fator de conversao
alimentar médio foi de 1,73 e demostrou-se que esta variavel sofre forte
influéncia do tempo de cultivo e da densidade de estocagem. Ja Allan e
Maguire (1991) apds 21 dias de experimento com P. monodon, com
estresses de hipdxia na média de 1 mg.L"* com duracéo de 12 h diarias,
observaram que o fator de conversdo alimentar quando comparado ao
controle (1,5), foi menor (1,3) a medida que se diminuiu a concentracéo
de oxigénio do ambiente, e, dessa maneira, ndo observaram qualquer
reducdo no crescimento durante o periodo experimental de quando os
animais sdo submetidos a uma Unica condicao de estresse agudo.

Os camarGes do g@énero Penaeus exibem mecanismos
compensatorios para preservar 0 crescimento, independente da
concentracdo de OD e isso pode ser visto como um reflexo da energia
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utilizada para 0 movimento muscular geral e a atividade cardiaca, bem
como para a regulacdo interna e movimento do escafognatito, entre outros
(Findley et al., 1978, Houlihan et al., 1985, Rosas et al., 1989).

Rosas (1999) em trabalho com juvenis de P. setiferus observou
gue 0s mesmos podiam alterar seu substrato metabdlico em fun¢do da
salinidade e do OD, e esta alteracdo poderia estar relacionada a uma
possivel estratégia dos organismos para absorver o maximo de energia a
partir das proteinas. Ainda segundo o autor, a propor¢do de energia
assimilada direcionada a respiracdo diminui em funcdo do nivel de OD,
e, em contrapartida, a quantidade de energia assimilada é direcionada para
a producgdo, a qual aumenta em relacdo a reducdo da concentragdo do
oxigénio dissolvido quando os camardes foram expostos a niveis de OD
abaixo de 4 mg.L™.

A sobrevivéncia dos animais ndo diferiu estatisticamente,
entretanto, sugeriu que saturagdes de oxigénio menores que 2,09 mg.L™!
(30%) afeta severamente a sobrevivéncia dos camardes, fato este também
demonstrado por Nonwachai et al. (2011) onde foi apresentado que
concentragdes de oxigénio menores que 2 mg.L* a sobrevivéncia foi de
pouco mais de 50%. Santos et al. (2014) em levantamento em uma
fazenda de producdo do camardo marinho Litopenaeus vannamei viram
gue a sobrevivéncia média foi de pouco mais de 70% e que esta situa¢do
era influenciada pelas condi¢fes de cultivo quando ligadas a altas
densidades e ao tempo de cultivo. A biomassa final ndo diferiu
estatisticamente entre os grupos (p>0,05).

Tabela 1: Pardmetros zootécnicos dos juvenis de camardes (Litopenaeus
vannamei) nas diferentes saturagdes de oxigénio durante 32 dias em agua
clara; médias (+desvio-padrdo) do peso final (PF), ganho de peso
semanal (GPS), taxa de crescimento especifico (TCE), fator conversdo
alimentar aparente (FCA), sobrevivéncia (%) e biomassa (g).

Varidveis Tratamentos
30% 50% Controle
Peso final (g) 9,89+0,62° 10,06 + 0,65 = 10,42 + 0,57 ¢
GPS (g/semana) 0,65+0,17 ¢ 0,76 £ 0,16 ® 0,87 +£0,152
TCE (%) 0,94 +0,22° 1,12+ 0,23 1,27+0,18®
FCA 1,21 £ 0,13 1,15 + 0,06 1,09 +£0,15
Sobrevivéncia (%) 62,2 + 13,88 75,5 3,85 77,7+10,18
Biomassa (g) 92,53 + 21,54 114,05 £ 6,20 121,64 + 15,96
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Os valores apresentados sdo as médias de trés repeticdes + desvio padrao.
a, b e c: letras diferentes demonstram que houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos pelo teste Tukey.

2.3.3 Imunoparametros

A contagem total de hemédcitos (CTH) ndo diferiu
estatisticamente (p>0,05) entre os grupos e o controle (31,53 % 4,70
células/mmd) (Figura 1a). Viu-se uma diminuicdo na contagem total de
hemécitos, quando comparado ao controle, e situacdo semelhante foi
descrito por Nonwachai et al. (2011) em 60 dias de experimento com a
mesma espécie, 0s tratamentos com concentragdo de oxigénio abaixo de
4mg.L* sofreram uma diminuicdo da contagem de hemécitos e observou
a adaptacdo dos camardes a longos periodos de hipdxia, em outra situa¢do
como o testado por Lehmann et al. (2016) em que camardes foram
cultivados em trés diferentes saturacfes de oxigénio e infectados com o
virus da mancha branca foi visto que em 48 horas houve uma diminuicao
da contagem total de hemdcitos, indicando situagdo de estresse.

A atividade da fenoloxidase (PO) ndo variou estatisticamente
entre 0s grupos . Observou-se um aumento nas taxas a medida que a
disponibilidade de oxigénio dissolvido era maior (Figura 1b). Alguns
autores descrevem que em condicdes de hipoxia situagbes semelhantes
também foram constatadas, como Jiang et al (2005) em que camardes da
espécie L. vannamei foram expostos a concentragfes de oxigénio de 3,5
e 2,0 mg.L! e observou-se que a atividade da fenoloxidase aumentou
significativamente, enquanto, Le Moullac e Haffner (2000) acrescentam
gue a atividade da PO aumentou pois a mesma esta relacionada com a
indugdo de inibidores do plasma que regulam este sistema de defesa dos
organismos.

A concentracdo de proteinas (CP) no soro ndo diferiu
estatisticamente (p>0,05) (Figura 1c). Normalmente € visto uma reducéo
na concentragdo proteica quando o animal vivencia alguma situacdo de
estresse. Chen et al. (1994) com P. monodon observou baixas taxas na
concentracdo proteica para camarfes expostos a baixas salinidades. Ja
Perazollo (2002) sugere que estas praticas sdo estressantes para oS
organismos, sendo a concentra¢do proteica um excelente indicador de
estresse, podendo ser utilizado para monitorar a satide dos camardes.

A determinacéo do titulo aglutinante ndo diferiu estatisticamente
entre os grupos (Figura 1d). Quando ocorre um aumento do titulo
aglutinante demonstra-se uma crescente capacidade de reconhecimento
das proteinas, como as lectinas, 0 que indica mais um componente que
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estimula a protecdo e defesa presente nos crustaceos (Barraco, 2008).
Ferreira et al. (2015) em trabalho com dieta suplementada com probi6tico
(Bacillus spp.) percebeu que as lectinas, que sdo proteinas de
reconhecimento padrdo (PRP), aglutinavam células que continham
carboidratos em sua composi¢do, assim bactérias (tanto gram-positivas
como negativas) eram aglutinadas e algumas até sendo possiveis espécies
patogénicas como as do género Vibrio.

Figura 1: (a) Contagem total de hemdcitos (CTH); (b) Atividade da
fenoloxidase (PO); (c) Concentracdo de proteinas totais no soro (CP) e

(d) Determinacéo do titulo aglutinante do soro de camardes em diferentes
saturacdes de oxigénio.
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Diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos estd determinado por
um asterisco (*).



40

Figura 2: Quantificacdo da producdo intracelular de &nions superéxido
estimulado pelo indutor laminarina de camardes cultivados em diferentes
saturacdes de oxigénio.
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Diferencas significativas (p<0,05) nos tratamentos estdo sendo
identificadas por asteriscos (*).
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A quantificacdo da producdo intracelular de anions superoxido
apresentou diferencas significativas (p<0,05) entre o controle e a
saturacdo de 50% para o “ndo-induzido” (Figura 2). A laminarina foi o
indutor utilizado para avaliar o efeito da hipoxia na atividade fagocitaria.

Observa-se um aumento na producdo dos anions superoxidos de

acordo com os tratamentos, Le Moullac (1998) com camardes em
condi¢des de hipoxia, em que houve um aumento na producgdo de radicais
superdxidos, além de observar uma relagdo com um aumento no ndmero
de hemdcitos. Esta capacidade dos hemdcitos de produzir ERO’s pode ser
considerado um bom parametro para avaliar a imunidade animal. Li et al.
(2006) e Parrilla-Taylor e Zenteno-Savin (2011) afirmaram que a hipéxia
aumenta a defesa antioxidante dos animais.
Os parametros mensurados com Litopenaeus vannamei para imunidade
apresentaram valores que condizem com a situacdo instavel vivenciada.
Os animais que estavam nas baixas saturagdes demonstraram uma
adaptacdo parcial acompanhado da baixa alteracdo de seus pardmetros
imunes ao contrario dos camardes das saturagdes mais elevadas em que
estes sentiram mais efetivamente a instabilidade do ambiente, entretanto
em todos os tratamentos é visto uma capacidade de adaptacdo das
respostas fisioldgicas quando sdo expostos a diferentes concentragGes de
oxigénio dissolvido.
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2.4 CONCLUSAO

Nos meios de cultivo tradicionais a oscilacdo diaria dos
parametros quimicos e fisicos podem abrir portas a entrada de agentes
estranhos ao meio e com a presenca de situacdes de baixa oxigenacao isso
pode ser agravado trazendo perdas ao sistema. A resposta do Litopenaeus
vannamei as condi¢Oes testadas demonstram uma capacidade de
adequacdo a diversas condicdes, principalmente ao apresentado nas
baixas saturacbes de oxigénio, em que o animal aparentemente reduziu
seu metabolismo para se adequar a situacdo de hipoxia. Entretanto, foi
visto que nas concentragdes de oxigénio dissolvido acima de 50%
parametros como crescimento, sobrevivéncia e imunidade foram
significativamente melhores.
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ANEXO

Sistema de ar (pedra porosa de madeira, soprador de ar e cilindro gas
nitrogénio) e unidades experimentais.




