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RESUMO

Foi avaliada da influéncia da temperatura, salinidade, intensidade luminosa e aeragao na taxa
de metamorfose para protozoea | e qualidade das larvas de Litopenaeus vannamei. Foram testadas
as faixas de 25 a 35°C, 29 a 35%., 0 a 15000 lux e condicdo de borbulhas de estatica a forte,
respectivamente, buscando estimar as faixas 6timas desses fatores para a metamorfose. Para cada
experimento foram executadas cinco repeticbes no tempo, utilizando nauplios oriundos de multiplas
desovas e incubados sob as mesmas condi¢gdes ambientais, praticadas no setor de maturagdo do
LCM. Os dados de taxa de metamorfose (%) e de qualidade das larvas (pontuagédo) foram
submetidos a anadlise de regresséo linear. A taxa de metamorfose ndo foi influenciada por nenhum
dos fatores, dentro das faixas de valores testados. A qualidade das larvas ndo foi influenciada pelos
fatores salinidade e aeragcdo, mas melhorou linearmente com o aumento da intensidade de luz e
reduziu com o aumento da temperatura, dentro dos intervalos aplicados. A faixa de salinidades
testada foi considerada adequada a metamorfose dos nauplios, mas o intervalo de temperaturas
exibiu resultados negativos nos niveis mais baixos e altos testados. Os melhores resultados de
qualidade das larvas foram obtidos nos niveis de maior luminosidade, porém, o fator intensidade de

aeragao exige maiores estudos para confirmar seus efeitos na metamorfose.

Palavras-chave: 1.taxa de metamorfose, 2.salinidade, 3.temperatura, 4.intensidade luminosa,

5.aeragao, 6.Litopenaeus vannamei.



ABSTRACT

Influence of salinity, temperature, light intensity and aeration on metamorphosis rate to

protozoea and larval quality of Litopenaeus vannamei.

It was investigated the influence of temperature, salinity, light intensity and aeration on the rate
of metamorphosis to protozoea | and larval quality of Litopenaeus vannamei. In four separate
experiments the ranges of 25 to 35°C, 29 to 35%., 0 to 15000 lux and a bubble condition from static to
strong, respectively, were tested to estimate the optimal ranges of these factors for metamorphosis.
For each experiment, five repetitions along time were conducted using nauplii from multiple spawns
and incubated under the same environmental conditions, which are applied at maturation of LCM. The
obtained values of metamorphosis rate (%) and larval quality (score) were submitted to linear
regression analysis. The rate of metamorphosis did not display relation with any of the tested factors,
within the range of values applied. Larval quality did not show relation with salinity and aeration
intensity, but displayed a positive relation of linear regression with light intensity and a negative
relation with temperature, within the range of values tested. The range of salinities tested was
considered suitable for nauplii metamorphosis, but the interval of temperatures showed negative
results at the lowest and highest values tested. The best results of larval quality were obtained at
strongest light intensity, but aeration intensity requires more research to confirm its effects on
metamorphosis.

Key-words: 1.metamorphosis rate, 2.salinity, 3.temperature, 4.light intensity, 5.aeration,

6.Litopenaeus vannamei.
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INTRODUGAO

Por muitos anos, os requerimentos por pés-larvas das fazendas de camarao foram supridos
através da captura no ambiente natural. No entanto, os estoques de pods-larvas selvagens sao
limitados e insuficientes para atender a demanda de uma industria em rapido crescimento que
necessita de um suprimento continuo de pds-larvas durante o ano (Kumlu, 1999).

Nos anos 90, as doencgas causadas por virus em camardes forgaram a industria a se tornar
mais dependente das pds-larvas produzidas em cativeiro, além de adotar medidas de biosseguranga
e buscar mais estreitamente o aperfeicoamento da domesticagao das espécies. Com a evolugdo da
carcinicultura, os laboratérios vém adotando tecnologias para controlar o processo reprodutivo e
produzir geragcado apos geragao de forma totalmente independente das populagbes selvagens. Esta
tecnologia oferece independéncia das flutuagdes imprevisiveis verificadas nas populagdes selvagens,
acessibilidade a espécies exoticas superiores, melhoria no desempenho através de selegao artificial
e, algum controle sobre as doengas encontradas nos estoques naturais, através do desenvolvimento
de cepas resistentes (Treece, 2000).

Os camardes do género Penaeus tém sido os mais estudados quanto as caracteristicas de
seu ciclo de vida. A reprodugao em cativeiro facilitou o conhecimento de cada um dos estagios pelos
quais atravessam as diferentes espécies no seu desenvolvimento (Alfonso e Coelho, 1997). Assim, a
reproducao em laboratério permite aos pesquisadores descrever as caracteristicas morfolégicas dos
estagios larvais de uma espécie, determinar os efeitos dos fatores ambientais e estabelecer as
condi¢des favoraveis para produzir taxas de sobrevivéncia maximas, determinar a duragdo e os
limites para o desenvolvimento larval, além de possibilitar a realizagdo de estudos a respeito das
respostas fisiologicas e comportamentais das larvas as varidveis ambientais (Sastry, 1983). De
acordo com Racotta et al. (2003), a produgao de larvas proveniente da maturagdo de peneideos em
cativeiro representa uma das estratégias mais importantes para a atividade de cultivo de camarao.

Junto com a alimentagao, os fatores abioticos presentes no cultivo de larvas de camardes séao
de grande importancia na sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento das larvas (Crego e Cruz,
1988). A qualidade de ovos e nauplios depende principalmente da condigao dos reprodutores, mas
também das condi¢gbes ambientais prevalecentes nos tanques de desova e eclosdo. Em larvas e pds-
larvas, a qualidade é baseada em critérios que incluem o desenvolvimento dos estagios de protozoea
a pos-larva e dependem principalmente das condigdes de cultivo das larvas, embora os efeitos
“maternais” possam continuar exercendo alguma influéncia (Racotta et al., 2003).

Desse modo, a taxa de desenvolvimento durante o estagio de nauplio é principalmente
influenciada por fatores abidticos, ja que a larva depende das fontes de energia internas para
sobreviver antes de sofrer a metamorfose para a fase com alimentacao exdégena (protozoea |). Mas,
ao iniciar a alimentagédo exdgena, a taxa de desenvolvimento da larva passa a ser influenciada pela
abundancia de alimento adequado em adi¢cdo a salinidade e temperatura (Chen e Chen, 2002;
Zacharia e Kakati, 2004).

De acordo com Benzie (1997), a influéncia de fatores ambientais como temperatura,

fotoperiodo, intensidade e qualidade de luz e, de aspectos de qualidade de agua, como salinidade,
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pH, concentracdo de oxigénio dissolvido, niveis de nitrato e concentragbes de metais pesados, ja foi
demonstrada por alguns autores na maturacdo de reprodutores e qualidade de ovos e larvas de
peneideos. Ainda com peneideos, estudos realizados avaliaram o efeito de diferentes concentragdes
de amoénia (Chen e Lin, 1992; Lin et al., 1993; Noor-Hamid et al., 1994), de amdnia e nitrito (Chen et
al., 1990), da toxicidade do cadmio (Bambang et al., 1995) e efeitos do sédio-EDTA (Licop, 1988), em
diferentes estagios larvais.

Os ovos da maioria dos camardes tropicais possuem 220 um de didmetro e eclodem dentro
de 14 horas sob temperatura de 28°C (Whetstone et al., 2002). Os ovos sé&o livres e apresentam uma
densidade levemente superior a densidade da agua do mar, com tendéncia a permanecerem no
fundo (Andreatta e Beltrame, 2004). O nauplio é a primeira larva que emerge do ovo. Para algumas
espécies sao descritos seis sub-estagios de nauplio (Penaeus japonicus, P. monodon, P. indicus, P.
paulensis, P. semisulcatus), enquanto para outras s&o cinco (Litopenaeus vannamei, P. stylirostris, P.
duorarum, P. schimitti, P. setiferus). Todos os sub-estagios naupliares tem movimento na agua
através de contragbes, mediante as quais se impulsionam adiante, para cima ou para baixo. Estes
movimentos sao intermitentes, de modo que as larvas podem ficar totalmente suspensas na agua
durante alguns segundos. Os nauplios ndo se alimentam do meio, sendo que a sua nutricao depende
exclusivamente das reservas de vitelo presentes no ovo (Alfonso e Coelho, 1997). Durante a fase
naupliar as larvas apresentam um fototaxismo positivo muito importante, que pode estar relacionado
as camadas superficiais do mar, onde ha uma maior abundancia de fitoplancton, o qual constitui o
alimento fundamental para as larvas no estagio de protozoea. O estagio de nauplio tem duragéo de
36 horas sob uma temperatura de 26°C (Andreatta e Beltrame, 2004). Na seqiéncia, as larvas se
desenvolvem por trés estagios de protozoea e mais trés de misis, antes de mudarem para uma forma
mais parecida com um camarao adulto, a pés-larva. O desenvolvimento através dos estagios larvais,
a partir da eclosao, leva cerca de 9-11 dias sob temperatura de 28°C (Whetstone et al., 2002).
Juntamente com as metamorfoses dos estagios larvais, ocorrem mudangas na morfologia, natagéo e
comportamento alimentar. As protozoeas sdo basicamente herbivoras, enquanto os estagios de misis
e pds-larva se tornam cada vez mais carnivoros (Rothlisberg, 1998).

No ambiente natural os estagios larvais da maioria das espécies de camardes peneideos
ocorrem em agua na salinidade do mar e temperaturas estaveis. Por isso, é geralmente aceito que
peneideos ndao sao equipados para resistir a consideraveis variagdes ambientais durante o seu
desenvolvimento larval (Kumlu et al., 2000).

Os estagios iniciais de desenvolvimento sdo a fase mais sensivel no complexo ciclo de vida
dos invertebrados marinhos e, para maximizar suas sobrevivéncias, as larvas devem ser cultivadas
préximo das condi¢des 6timas (Zacharia e Kakati, 2004). Por isso, estudos a respeito das condigbes
6timas de cultivo durante os estagios larvais sdo de extrema importancia para a determinagéo dos
protocolos de cultivo das espécies de peneideos comercialmente importantes.

Embora uma espécie possa ser encontrada tanto em salinidades extremamente baixas
quanto extremamente altas, ndo significa que esta espécie possa atingir crescimento e sobrevivéncia
maximos em tais ambientes (Laramore et al., 2001). A faixa 6tima e os limites caracteristicos para o

desenvolvimento larval de uma espécie podem ser geneticamente determinados. No entanto, a faixa
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ambiental 6tima para maxima sobrevivéncia e os limites para desenvolvimento podem também variar
para os diferentes estagios larvais, dependendo dos parametros ambientais que estiverem
interagindo (Sastry, 1983).

Com estagios larvais de peneideos, estudos realizados buscaram a determinagao dos niveis
o6timos de temperatura para o cultivo de Penaeus marginatus (Gopalakrishnan, 1976) e
Farfantepenaeus californiensis (Villarreal e Hernandez-Llamas, 2005), de salinidade para
Metapenaeus monoceros (Kumlu et al., 2001a), da combinagéo dos dois fatores para M. bennettae
(Preston, 1985a) e Penaeus semisulcatus (Kumlu et al., 2000; Jackson e Burford, 2003) e de
temperatura, salinidade e pH, isoladamente, para o cultivo de P. notialis (Crego e Cruz, 1988) e P.
schmitti (Vega e Cruz, 1988).

Entre os estudos com estagios larvais, alguns avaliaram separadamente a fase de
metamorfose de nauplio para protozoea |, buscando o efeito da temperatura isoladamente na
metamorfose de Litopenaeus vannamei (Mazotto et al., 2000) e os efeitos combinados da
temperatura e salinidade em Penaeus aztecus (Cook e Murphy, 1969), P. plebejus, Metapenaeus
macleayi, M. bennettae (Preston, 1985b), P. stylirostris (Villamar et al., 1988) e P. merguiensis
(Zacharia e Kakati, 2004).

Temperatura e salinidade sdo dois dos fatores abidticos mais importantes que afetam o
crescimento e sobrevivéncia dos organismos aquaticos (Kumlu et al., 2000). Organismos expostos a
diferentes variaveis ambientais encontram temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido como os
principais fatores abioticos, os quais podem ter efeitos sinergisticos nos seus processos fisioldgicos,
influenciando, modificando e controlando as taxas fisioldgicas do organismo (Hernandez et al., 2006).
Uma nutricdo inadequada ou, a exposigdo a salinidades ou temperaturas extremas durante a
larvicultura, podem facilmente comprometer a rusticidade das pés-larvas e sua habilidade de resistir a
transicao do laboratdrio para o viveiro (Olin e Fast, 1992). De acordo com Smith et al. (1992),
idealmente, a melhor producéo de larvas de peneideos é obtida em agua com qualidade oceénica,
apresentando parametros fisico-quimicos na faixa de salinidade entre 28 e 34%o, temperatura entre
27 e 30°C e pH entre 7,8 e 8,2.

A salinidade parece ter um efeito menos pronunciado na sobrevivéncia de camarbes
marinhos quando comparada a temperatura. No entanto, salinidades baixas e altas se tornam muito
mais letais quando acompanhadas de variagdes de temperatura (Lester e Pante, 1992). De acordo
com Chen e Chen (2002), especialmente nos estagios naupliares, a temperatura afeta a taxa de
metamorfose de larvas do camaréo Acefes intermedius mais significativamente do que a salinidade,
mas isto ndo exclui totalmente a influéncia da salinidade na metamorfose dos nauplios. Entre os
peneideos, a temperatura também exerceu uma maior influéncia do que a salinidade no
desenvolvimento larval de Penaeus semisulcatus (Kumlu et al., 2000) e teve efeito predominante na
resposta de juvenis de Litopenaeus vannamei expostos a diferentes combinagdes de temperatura e
salinidade (Hernandez et al., 2006). Por outro lado, Zacharia e Kakati (2004) verificaram um efeito
mais pronunciado da salinidade do que da temperatura durante o desenvolvimento larval de Penaeus

merguiensis.
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Valores de salinidade altos e baixos s&o mais prejudiciais aos estagios do ciclo de vida
adaptados a condigbes oceanicas, que sdo as larvas e os adultos. Seu efeito é dramatico na
porcentagem de eclosao de ovos e na sobrevivéncia das larvas resultantes (Lester e Pante, 1992).
Cada espécie tem uma faixa de salinidade adequada para o desenvolvimento embrionario e eclosao,
a qual ndo necessariamente sustenta uma relagdo com a tolerancia dos adultos ou larvas (Roberts,
1971). Chu e So (1987) estudaram a tolerancia a salinidade de Metapenaeus ensis, da fase de ovos a
misis lll, verificando que tanto a taxa de sobrevivéncia quanto a metamorfose foram dependentes do
estagio de desenvolvimento. Ovos ndo eclodiram abaixo de 20%., enquanto alguns estagios de
protozoea e misis sobreviveram em até 10%.. Crego e Cruz (1988) verificaram que a salinidade 6tima
para o cultivo de larvas Penaeus notialis entre os estagios de nauplio V e PL3, varia ao longo do ciclo
de desenvolvimento, sendo que as larvas vao requerendo salinidades menores. Os primeiros
subestadios apresentam um 6timo proximo de 47%o e os ultimos em torno de 32%o.. Para o cultivo de
larvas de Penaeus schmitti entre os estagios de nauplio Il e misis Ill, Vega e Cruz (1988) estimaram
como 6tima a faixa de salinidade de 32,6 a 37,7%o0, numa temperatura de 28°C. Com larvas de
Metapenaeus monoceros, as maiores sobrevivéncias entre os estagios de protozoea | e misis | foram
obtidas em salinidades entre 35 e 40%. e, entre os estagios de protozoea | e PL1, os melhores
resultados foram obtidos em 40%. (Kumlu et al., 2001a). Também para o cultivo entre os estagios de
protozoea | e PL1, a salinidade 6tima foi estimada como 25%. para Penaeus indicus (Kumlu e Jones,
1993) e entre 30 e 35%o para Penaeus semisulcatus (Kumlu et al., 1999).

Entre os estudos com pods-larvas de peneideos, Kumlu et al. (2001b) identificaram a faixa de
salinidades de 30 a 40%. como détima sob 28°C para o cultivo em bergarios de Metapenaeus
monoceros. As melhores taxas de crescimento e sobrevivéncia de pés-larvas de Penaeus
semisulcatus entre os estagios de PL20 e PL60 foram obtidas nas salinidades mais altas testadas (35
e 40%0) do que nas mais baixas (10 a 20%.), sendo 40%. a salinidade determinada como 6tima sob
temperatura de 28°C (Soyel e Kumlu, 2003). Inversamente, com pos-larvas de Penaeus indicus,
Kumlu e Jones (1995) obtiveram maior sobrevivéncia e melhor crescimento em salinidades baixas (20
a 30%o) do que em altas (40 a 50%o), também entre os estagios de PL20 e PL60, sendo que a
salinidade 6tima foi estimada entre 20 e 30%. sob temperaturas de 29 a 31°C. Mair (1980) realizou um
estudo com quatro espécies de peneideos: Litopenaeus vannamei, Penaeus stylirostris,
Farfantepenaeus californiensis e Penaeus brevirostris, verificando que todas as espécies preferem
salinidades menores do que a salinidade normal da agua do mar. As pos-larvas em estagios de
desenvolvimento mais avancados ou maiores preferiram salinidades mais baixas do que as pos-
larvas mais novas e, das quatro espécies, Litopenaeus vannamei é a que tem a preferéncia pelas
mais baixas salinidades. A respeito dos efeitos combinados da temperatura e salinidade em pos-
larvas, pode-se destacar os estudos com Penaeus japonicus e Penaeus chinensis (Charmantier-
Daures et al., 1988) e Litopenaeus vannamei (Ponce-Palafox et al., 1997).

Com juvenis, existem registros de estudos avaliando os efeitos da salinidade em algumas
espécies de peneideos, como Penaeus chinensis (Chen et al., 1992), Litopenaeus vannamei (Bray et

al., 1994) e Farfantepenaeus californiensis (Villarreal et al., 2003). Avaliando os efeitos combinados
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da temperatura e salinidade, podem-se citar estudos com Penaeus merguiensis (Staples e Heales,
1991), Penaeus esculentus (O'Brien, 1994) e Penaeus chinensis (Chen et al., 1996).

A temperatura é tanto um fator limitante, estabelecendo os limites letais superior e inferior,
quanto um determinante da taxa de crescimento, através do seu impacto na atividade molecular
(Lester e Pante, 1992). Exerce influéncia no crescimento dos peneideos e no periodo de tempo que
permanecem em cada estagio larval (Zacharia e Kakati, 2004). Nas temperaturas letais baixas os
processos metabdlicos ficam lentos, abaixo do nivel requerido para a manutengao celular, assim o
camarao morre. Sob temperaturas letais altas as proteinas desnaturam mais rapidamente e as
membranas se tornam mais fluidas, o que resulta em disfungdo metabdlica e morte (Lester e Pante,
1992).

Vijayan e Diwan (1995) verificaram que na faixa de temperaturas de 26 a 35°C, a velocidade
do ciclo de muda de juvenis de Penaeus indicus aumentou linearmente com o aumento da
temperatura. No entanto, os autores destacaram que um ciclo de muda mais rapido associado com
um correspondente crescimento em termos de comprimento e peso, foi observado somente até a
temperatura de 31°C. Acima deste valor o ciclo de muda foi mais rapido, mas nao produziu um
correspondente ganho no comprimento ou peso. Os menores incrementos foram registrados sob
temperatura de 35°C. De forma semelhante, num estudo realizado por Hewitt e Duncan (2001), as
maiores sobrevivéncias de adultos de Metapenaeus japonicus foram registradas na faixa de
temperaturas entre 28 e 32°C, dentro da qual ndo houve diferengas significativas. Sob 34°C a
sobrevivéncia foi reduzida, sendo a mais baixa verificada na temperatura de 36°C, com 100% de
mortalidade apds 12 dias de cultivo. As taxas de muda foram mais baixas em 36°C e maiores entre
28 e 32°C. O menor consumo de alimento também foi registrado sob 36°C, tendo atingido o maior
valor sob 32°C e diminuido préximo de 28°C.

Um dos fatores que contribuiram para o declinio da producédo de pés-larvas de Penaeus
monodon em Taiwan, entre os anos de 1987 e 1988, teria sido o excessivo estresse durante a
larvicultura, especialmente em funcdo da aplicagdo de temperaturas da agua entre 35 e 36°C. Esta
pratica, que tinha por objetivo reduzir o tempo de cultivo, aparentemente reduziu a imunidade das
larvas a doengas, 0 que poderia ter acarretado nas mortalidades em massa verificadas na produgao
de larvas (Liao, 1992).

De acordo com Suarez e Bador (1998), o estado dos cromatéforos estéd entre os dez
principais critérios morfoldgicos para qualificacdo de pds-larvas de Litopenaeus vannamei, sendo que
uma cor avermelhada das larvas causada pela expansdo dos cromatéforos € um indicador de
estresse. Este deve ser o primeiro critério a ser avaliado quando as pés-larvas forem colocadas na
lamina para observagdo, pois seu estado pode variar muito rapidamente em fungdo do estresse
causado pela lamina.

A expansao dos cromatoforos do camardo de agua doce Macrobrachium acanthurus foi
verificada apds a imersdo destes organismos em agua sob qualquer temperatura entre 6 e 15°C ou
entre 35 e 40°C. Ou seja, tanto em temperaturas extremamente baixas quanto extremamente altas,

considerando que esta espécie é habituada a temperaturas entre 25 e 30°C (Smith, 1930). O autor
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destacou que a recuperacdo da coloragdo normal ocorreu como regra quando os camardes
submetidos as temperaturas extremas foram retornados para agua em torno de 28°C.

Cromatoforos sao células especializadas capazes de alterar a quantidade e a disposicao de
seus pigmentos e assim contribuir para mudangas de cor adaptativas. Entre os crustaceos, os
cromatoforos sdo verificados em espécies de anfipodos, copépodos, decapodos, eufasiaseos,
isopodos e estomatépodos. Localizados na epiderme e, em menor quantidade, em associagdo com
alguns tecidos mais profundos (génadas, intestino e corddo nervoso), sado células de forma estrelada,
anucleadas, que contém pigmentos. As mudancgas de coloragao fisiolégicas sao produzidas pela
dispersdo ou concentragdo (agregacéo) dos granulos de pigmento dentro dos cromatoforos, que
causam mudancas de cor rapidas e reversiveis. Sdo exibidas ndo apenas como uma adaptagéo a
coloragdo do substrato, mas também em resposta a uma ampla gama de estimulos, incluindo
variagdes na iluminagéo e temperatura ambientais (Rao, 1985).

A luz é um dos principais fatores que influenciam o comportamento natatério e alimentar em
larvas de decapodes (Sulkin, 1984). Mudangas na sobrevivéncia e desenvolvimento em diferentes
regimes de iluminagédo sado frequentemente atribuidas a efeitos na alimentagdo. No entanto, outros
aspectos do comportamento e fisiologia podem ser influenciados pela iluminagao, incluindo: atividade
natatéria e assim, metabolismo, canibalismo, processos fisioldgicos do ciclo cicardiano, iniciagdo da
ecdise e metamorfose (Gardner e Maguire, 1998).

Com larvas de Litopenaeus vannamei, Olin e Fast (1988) avaliaram o efeito do espectro e
intensidade de luz no crescimento e sobrevivéncia das larvas. Os tratamentos foram compostos por
luzes de cor branca, azul, vermelha e verde, testadas separadamente, além de escuridao total. Os
autores obtiveram a maior taxa de sobrevivéncia sob luz verde (69%) e a menor porcentagem foi
verificada sob condi¢ao de escuridao (32%).

A maior parte dos estudos realizados com camarbes peneideos se concentra no efeito da
intensidade e qualidade de luz no crescimento e maturagdo de reprodutores e no crescimento de
juvenis, havendo uma caréncia por estudos a respeito de seus efeitos sobre os estagios larvais
iniciais.

No entanto, o efeito da intensidade luminosa tem sido estudado em larvas de outras espécies
de crustaceos. Gardner e Maguire (1998) avaliaram os efeitos do fotoperiodo e intensidade luminosa
no desenvolvimento dos estagios iniciais do caranguejo Pseudocarcinus gigas. Aradjo e Valenti
(20095) investigaram os efeitos de quatro intensidades luminosas na sobrevivéncia, produtividade,
crescimento e desenvolvimento de larvas do camardo de dgua doce Macrobrachium amazonicum,
entre os estagios de protozoea | e pds-larva, a fim de determinar a intensidade de luz adequada para
o cultivo larval da espécie. Os autores verificaram que a maior intensidade testada, de 390 lux,
melhorou o desempenho das larvas em termos de produtividade, ganho de peso e desenvolvimento
larval. Porém, destacaram que estes melhores resultados sob condicdo de maior luminosidade
podem estar relacionados a hipétese de uma maior acuidade visual das larvas a partir do estagio VII,
que traria vantagens na captura da presa para a alimentag&o. Por outro lado, o maior crescimento de
larvas da lagosta Jasus edwardsii foi obtido em baixa intensidade de luz do que nas intensidades

mais altas testadas (Moss et al., 1999). Os autores concluiram que em fungéo da auséncia de efeito
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da intensidade luminosa na ingestdo de alimento, as maiores taxas de crescimento observadas sob
baixa luminosidade poderiam ser explicadas pelo maior gasto de energia em fungao do aumento da
intensidade luminosa. Com a mesma espécie de lagosta, Bermudes et al. (2008) verificaram que
larvas recém-eclodidas tiveram sua atividade locomotora estimulada pela luz, sendo que as larvas
responderam nadando em dire¢cdo a fonte Iluminosa. A velocidade de natagdo aumentou
logaritmicamente com o aumento da intensidade de luz, tendendo ao maximo na maior intensidade
de luz testada. Segundo os autores, a presenca de fototaxia nas larvas de Jasus edwardsii, que
induziu a variagdo da atividade locomotora de acordo com a iluminagdo ambiente, pode ter
implicagcbes energéticas, como reducao do crescimento e sobrevivéncia.

Com juvenis de camarbes peneideos, estudos ja avaliaram o efeito de luzes de diferentes
cores no crescimento de Fenneropenaeus chinensis (Wang et al., 2003) e os efeitos da intensidade
luminosa e fotoperiodo na ecdise e crescimento de Penaeus merguiensis (Hoang et a., 2003). Com
Litopenaeus vannamei, You et al. (2006) avaliaram o efeito de diferentes fontes de iluminagéo no
crescimento e coloragao corporal de juvenis, além da influéncia da luz na acumulagéo de astaxantina
nos camardes. Juvenis de Penaeus semisulcatus submetidos a diferentes niveis de intensidade
luminosa ndo demonstraram efeitos significativos no crescimento, mas a sobrevivéncia diminuiu com
a reducgdo da intensidade luminosa (Al-Ablani e Farmer, 1986). E, avaliando o efeito de diferentes
intensidades luminosas no crescimento de Fenneropenaeus chinensis, Wang et al. (2004) verificaram
que os juvenis submetidos a intensidade luminosa de 5.500 lux apresentaram menores taxa de
crescimento especifico e eficiéncia de conversdo alimentar do que os camarbes submetidos as
intensidades de 0, 50, 300 e 1.300 lux. Segundo os autores, os camardes submetidos a intensidade
luminosa mais alta gastaram muito mais energia em respiragdo, excrecdo e ecdise, depositando
menos energia para o crescimento do que aqueles submetidos a qualquer das outras intensidades
testadas.

Em estudos realizados com reprodutores de camardes peneideos foram avaliados os efeitos
da intensidade e qualidade de luz na maturagdo ovariana de Penaeus merguiensis (Hoang et al.,
2002) e Penaeus monodon (Primavera e Cabalero, 1992) e, na maturagao, condigdo e crescimento
de Penaeus indicus (Emmerson et al., 1983). Com sub-adultos de Litopenaeus vannamei, Zhang et
al. (2006), avaliaram o efeito da intensidade luminosa e de mais outros cinco fatores sobre os niveis
letais de oxigénio dissolvido.

Com relagao ao fator intensidade de aeragao, sdo poucos os estudos publicados a respeito
dos efeitos da aplicagdo de diferentes intensidades na sobrevivéncia e desenvolvimento de larvas de
organismos aquaticos, sobretudo de camardes peneideos. A maior parte dos trabalhos realizados
com estagios larvais concentra-se em peixes marinhos.

Com crustaceos, pode-se citar o estudo realizado por Smith e Ritar (2006), que avaliaram os
efeitos da densidade de estocagem e turbuléncia da agua sobre o crescimento e sobrevivéncia de
larvas da lagosta Jasus edwardsii.

A aeragao € essencial durante todo o processo de cultivo larval, a fim de manter uma

concentracao suficiente de oxigénio dissolvido na agua, assegurar a homogeneidade da temperatura
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por toda a coluna d’agua através da turbuléncia produzida e também para ajudar a reduzir a
quantidade de aménia na agua (Kungvankij et al., 1985).

De acordo com Belettini', com base em observagbes realizadas durante o manejo da
larvicultura, os técnicos do LCM (Laboratério de Camardes Marinhos — UFSC) suspeitam que a
turbuléncia produzida pela intensidade de aeragéo aplicada ao tanque no povoamento possa interferir
no sucesso da metamorfose dos nauplios para protozoea I. Isto, porque os nauplios sédo larvas mais
frageis e uma turbuléncia mais forte da dgua pode induzir um maior contato entre as larvas e as
bolhas de ar e paredes do tanque. Por isso, nos procedimentos de manejo do laboratério, costuma-se
aplicar uma intensidade de aeracdo reduzida entre a estocagem dos nauplios no tanque de
larvicultura e a conclusdo da sua metamorfose para protozoea.

O setor de larvicultura do LCM historicamente registra taxas de metamorfose para protozoea
relativamente baixas quando comparadas com as de outros laboratérios da regido, utilizando nauplios
de mesma procedéncia. Também, flutuagdes nas taxas de virada pouco explicadas, causam
prejuizos que poderiam ser evitados com o conhecimento preciso do efeito de cada fator ao qual o
nauplio é submetido (Andreattaz). Com isso, poderiam ser determinadas as faixas 6timas dos
parédmetros ambientais a serem empregados nos tanques de larvicultura durante a metamorfose dos
nauplios, que produziriam as porcentagens de metamorfose maximas. Como possiveis causas para
esses problemas, os técnicos do laboratdrio levantaram algumas hipoteses, como a variagcdo da
qualidade dos nauplios, problemas de contaminagdo por fungos ou bactérias, no sistema de
contagem das larvas empregado na maturacdo e/ou na larvicultura ou, variagdo dos fatores
empregados no manejo dos nauplios, como temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido,
luminosidade, turbuléncia da agua, entre outros.

A partir destas informacgdes, o presente estudo visa avaliar a influéncia dos fatores
temperatura, salinidade, aeragdo e intensidade luminosa na porcentagem de metamorfose de
nauplios de Litopenaeus vannamei para o estagio de protozoea | e na qualidade destas larvas apds a
metamorfose. Busca-se estimar as faixas 6timas destes fatores para a metamorfose dos nauplios
desta espécie, a partir da avaliacado da influéncia de niveis definidos com base na variagéo registrada
nos laboratérios da regido sul, medidos na larvicultura do LCM ou observados em estudos publicados
com larvas de outras espécies de camardes peneideos. Também, verificar se estes fatores sdo os
responsaveis pelas baixas taxas de metamorfose e/ou, pela variagcdo destas, observadas no LCM
entre os ciclos de produgdo. Para isso, seréo utilizados nauplios provenientes da desova de diversas
fémeas e incubados sob as mesmas condigbes ambientais, as quais sao praticadas rotineiramente na
atividade de produgao do setor de maturagao do LCM. Isto, baseando-se na afirmacdo de Chen e
Chen (2002), de que a proporgdo de energia interna consumida pelos ovos durante o
desenvolvimento depende das condi¢des de incubagdo, podendo-se considerar que nauplios que
eclodem sob diferentes condi¢des ambientais contém diferentes quantidades de energia para seu

desenvolvimento subsequente.

1 Belettini, F. - Laboratério de Camardes Marinhos — UFSC — Comunicagao pessoal.
2 Andreatta, E.R. - Laboratério de Camardes Marinhos — UFSC — Comunicagéo pessoal.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

* Contribuir na melhoria da utilizacdo do potencial reprodutivo dos camardes nos

laboratérios de reprodugao.

Objetivos especificos
» Estudar separadamente a influéncia das variaveis: salinidade, temperatura, intensidade
luminosa e intensidade de aeracdo na metamorfose de nauplios de Litopenaeus

vannamei para protozoea |, avaliando a taxa de virada e a qualidade das larvas;

 Estimar as faixas 6timas destes fatores para a metamorfose dos nauplios a partir dos

parametros taxa de metamorfose e qualidade das larvas;

* Verificar se estes sdo os fatores responsaveis pelas baixas taxas de metamorfose ou,

pela variagdo destas entre os ciclos de produgao, verificadas no LCM.

Os artigos cientificos seguintes estdo formatados de acordo com as normas da revista Aquaculture.
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ARTIGO CIENTIFICO 1

INLUENCIA DOS FATORES SALINIDADE E TEMPERATURA SOBRE A TAXA DE
METAMORFOSE DE NAUPLIOS PARA PROTOZOEA E SOBRE A QUALIDADE
DAS LARVAS DE Litopenaeus vannamei.

Influence of salinity and temperature on metamorphosis rate to protozoea and

larval quality of Litopenaeus vannamei.

Hadja Radtke Nunes® e Edemar Roberto Andreatta®

@ Aluna do Programa de Pés-graduagéo em Aquicultura (PGAQI) - UFSC.
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RESUMO

A fim de investigar a influéncia dos fatores salinidade e temperatura na metamorfose de
nauplios de Litopenaeus vannamei para protozoea |, foram realizados dois experimentos separados
avaliando a taxa de virada e a qualidade das larvas apds a metamorfose. Buscou-se estimar as faixas
Otimas destes fatores para a metamorfose dos nauplios. Para cada experimento foram realizadas
cinco repeticdes no tempo, utilizando nauplios oriundos de multiplas desovas e incubados sob as
mesmas condi¢gdes ambientais, as quais sao praticadas no setor de maturagdo do LCM. Os nauplios
I/IV, apds previamente aclimatados as condigbes experimentais, foram estocados nas unidades
experimentais numa densidade de 300/L. As faixas de salinidade e temperatura testadas foram de 29
a 35%0 e 25 a 35°C, respectivamente. Os dados de taxa de metamorfose (%) e de pontuagdo da
qualidade das larvas (escore) obtidos foram submetidos a analise de regressao linear. A taxa de
metamorfose nao foi significativamente influenciada pelos fatores testados (p>0,05), dentro das faixas
de valores aplicadas. A qualidade das larvas ndo apresentou relagéo significativa com a salinidade
(p>0,05), mas exibiu uma relagdo de regressao linear negativa com a temperatura (p<0,05), dentro
das faixas de valores aplicadas. As taxas de metamorfose obtidas nos tratamentos dos dois
experimentos foram relativamente altas e uniformes, produzindo uma média geral de 96,69 + 2,56%
(média + desvio padrédo) para o experimento de salinidade e de 98,31 + 1,59% para o experimento de
temperatura. Assim, a faixa de salinidade de 29 a 35%. foi considerada adequada a metamorfose dos
nauplios de Litopenaeus vannamei, mas o intervalo de temperaturas entre 25 e 35°C nao pbéde ser
considerado ideal. Isto porque o nivel mais baixo do intervalo testado aumentou o tempo de
desenvolvimento entre os estagios de nauplio e protozoea | e o mais alto causou uma indesejavel
condicdo de estresse nas larvas. Assim, este fator exige maiores estudos para determinar o limite

superior da faixa adequada a metamorfose.

Palavras-chave: 1.nauplios, 2.taxa de metamorfose, 3.qualidade das larvas, 4.salinidade,
5.temperatura, 6.Litopenaeus vannamei.



22

ABSTRACT

In order to investigate the influence of salinity and temperature on metamorphosis from nauplii
to the first protozoea stage of Litopenaeus vannamei, two separate experiments were carried out
evaluating the metamorphosis rate and larval quality. This study aimed to estimate the optimal ranges
of these factors for nauplii metamorphosis. For each experiment, five repetitions along time were
conducted, using nauplius from multiple spawns and incubated under the same environmental
conditions, which are applied at maturation of LCM. The nauplii lll/IV, after have been acclimated to
experimental conditions, were stocked into experimental units at a density of 300/L. The ranges of
salinity and temperature tested were of 29 to 35%. and 25 to 35°C, respectively. The obtained values
of metamorphosis rate (%) and larval quality (score) were submitted to linear regression analysis. The
rate of metamorphosis was not significantly influenced by the tested factors (p>0,05), within the
ranges of values applied. The larval quality did not show a significant relation with salinity (p>0,05), but
displayed a negative relation of linear regression with temperature (p<0,05), within the ranges of
values tested. The temperature of 35°C caused an inconvenient condition of stress on protozoea
submitted to this treatment, which was not observed at temperatures of 25 and 30°C. The rates of
metamorphosis obtained on treatments of both experiments were relatively high and uniform, resulting
in a mean of 96,69 + 2,56% (mean % standard deviation) for salinity experiment and of 98,31 + 1,59%
for temperature experiment. The range of salinities from 20 to 35%. was considered suitable for
metamorphosis of Litopenaeus vannamei nauplii, but the interval of temperatures from 25 to 35°C
could not be considered ideal. This because the lowest level tested increased the time of development
from nauplius to protozoea | and the highest caused an undesirable condition of stress on larvae. So,

temperature requires more research in order to determine the high limit suitable for metamorphosis.

Key-words: 1.nauplii, 2.metamorphosis rate, 3.larval quality, 4.salinity, 5.temperature, 6.Lifopenaeus

vannamei.
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INTRODUGAO

A captura no ambiente natural supriu, por muitos anos, os requerimentos por pés-larvas das
fazendas de camardo (Kumlu, 1999). Mas, com o advento das doencgas virais em camardes e o
aumento dos estoques mantidos em cativeiro, a industria passou gradualmente a se tornar mais
dependente das poés-larvas produzidas em laboratério (Treece, 2000). De acordo com Racotta et al.
(2003), a produgéo de larvas proveniente da maturacéo de peneideos em cativeiro representa uma
das estratégias mais importantes para a atividade de cultivo de camarao.

No complexo ciclo de vida dos invertebrados marinhos, os estagios iniciais de
desenvolvimento s&o os mais sensiveis e, a fim de maximizar suas sobrevivéncias, as larvas devem
ser cultivadas préximo das condigbes o6timas (Zacharia e Kakati, 2004). Desse modo, estudos a
respeito das condi¢des 6timas durante os estagios larvais iniciais sdo de extrema importancia para a
determinagao dos protocolos de cultivo das espécies de peneideos comercialmente importantes.

Durante o estagio de nauplio, a taxa de desenvolvimento €& principalmente influenciada por
fatores abiodticos, ja que a larva depende das fontes de energia internas para sobreviver antes de
sofrer a metamorfose para protozoea |, fase na qual inicia a alimentagdo exdgena. A partir deste
estagio, a taxa de desenvolvimento da larva passa a ser influenciada também pela abundéncia de
alimento adequado, em adigdo a salinidade e temperatura (Chen e Chen, 2002; Zacharia e Kakati,
2004).

Temperatura e salinidade s&o dois dos fatores abidticos mais importantes que afetam o
crescimento e sobrevivéncia dos organismos aquaticos (Kumlu et al., 2000). A temperatura € um fator
limitante, estabelecendo os limites letais superior e inferior e, um determinante da taxa de
crescimento, através do seu impacto na atividade molecular (Lester e Pante, 1992), além de
influenciar o periodo de tempo que os peneideos permanecem em cada estagio larval (Zacharia e
Kakati, 2004). Para o fator salinidade, cada espécie tem uma faixa adequada para o desenvolvimento
embrionario e eclosdo, a qual nao necessariamente sustenta uma relagdo com a tolerancia dos
adultos ou larvas (Roberts, 1971).

Com estagios larvais de algumas espécies de peneideos, ja foram realizados estudos
buscando a determinacdo dos niveis 6timos de temperatura para Penaeus marginatus
(Gopalakrishnan, 1976) e Farfantepenaeus californiensis (Villarreal e Hernandez-Llamas, 2005), de
salinidade para Metapenaeus monoceros (Kumlu et al., 2001), da combinacéo dos dois fatores para
M. bennettae (Preston, 1985a) e Penaeus semisulcatus (Kumlu et al., 2000; Jackson e Burford, 2003)
e de temperatura, salinidade e pH, separadamente, para o cultivo de P. schmitti (Vega e Cruz, 1988)
e P. notialis (Crego e Cruz, 1988).

Alguns estudos com estagios larvais incluiram a investigacdo especifica da fase de
metamorfose dos nauplios para protozoea |, avaliando o efeito da temperatura isoladamente na taxa
de metamorfose de Litopenaeus vannamei (Mazotto et al., 2000) e os efeitos combinados da
temperatura e salinidade sobre nauplios de Penaeus aztecus (Cook e Murphy, 1969), P. plebejus,
Metapenaeus macleayi, M. bennettae (Preston, 1985b), P. stylirostris (Villamar et al., 1988) e P.

merguiensis (Zacharia e Kakati, 2004).
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De acordo com Suarez e Bador (1998), o estado dos cromatéforos estéd entre os dez
principais critérios morfoldgicos para qualificagéo de pos-larvas de Litopenaeus vannamei e, deve ser
0 primeiro critério a ser avaliado quando as larvas forem colocadas na lamina para observagéo, pois
seu estado pode variar muito rapidamente em fungdo do estresse causado pela l&dmina. Os
cromatoforos sdo células especializadas capazes de alterar a quantidade e a disposi¢cdo de seus
pigmentos e assim contribuir para mudangas de cor adaptativas. Nos crustaceos, sao células de
forma estrelada, anucleadas, que contém pigmentos. As mudangas de coloragéo fisioldgicas sao
produzidas pela dispersdo ou concentragdo (agregacdo) dos granulos de pigmento dentro dos
cromatoforos, que causam mudancgas de cor rapidas e reversiveis. Sdo exibidas ndo apenas como
uma adaptacéo a coloracéo do substrato, mas também em resposta a uma ampla gama de estimulos,
incluindo variagdes na iluminagdo e temperatura ambientais (Rao, 1985).

A partir destas informacgdes, o presente estudo busca estimar as faixas 6timas destes fatores
ambientais a serem empregados nos tanques de larvicultura durante a metamorfose dos nauplios de
Litopenaeus vannamei para protozoea |, que proporcionariam as porcentagens de virada maximas

possiveis.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram executados no Laboratério de Camarbdes Marinhos (LCM) — UFSC,
localizado em Florianépolis, Santa Catarina, nos meses de outubro e novembro de 2006. Foram
utilizados nauplios no estagio de NIII/NIV, coletados nos tanques de incubagéo do setor de maturagao
do LCM, entre 8 e 10 horas apds a eclosdo. Os nauplios foram provenientes de ovos de multiplas
desovas e incubados sob as mesmas condigdes ambientais, as quais sdo praticadas rotineiramente
na atividade de produgdo do setor de maturacdo do LCM. O procedimento aplicado foi o mesmo
empregado pelo setor para a coleta dos nauplios a serem transferidos para a larvicultura. A aeragao
era desligada e a incubadora era escurecida com uma tampa, sendo acesa uma lampada de 12 W no
orificio contido no centro da tampa. Como apresentam fototaxia positiva, os nauplios migram em
direcdo ao foco luminoso, formando “nuvens” sob a luz. Apés um tempo de migracdo de 10 a 15
minutos, os nauplios concentrados sob a luz eram coletados e transferidos para o recipiente de
aclimatacdo. Uma amostra destes nauplios era submetida a uma avaliacao de sua qualidade, através
da observagdo de um numero entre 30 e 50 individuos sob um microscoépio éptico. A esta amostra
era atribuida uma pontuacdo de acordo com a adequagdo dos nauplios a sete caracteristicas pré-
estabelecidas para qualificagdo dos nauplios, extraidas da tabela empregada na larvicultura do LCM
para avaliagao dos nauplios antes do povoamento. Estas caracteristicas foram: atividade natatdria,
coloragédo, expansao dos cromatéforos, reserva de lipideos, fototaxia, deformidades e grau de
particulas aderidas.

Os nauplios utilizados nos experimentos foram provenientes de um “pool” das desovas diarias
da maturagdo do LCM. Ou seja, foram coletados ao acaso, nauplios de todas as fémeas que haviam
desovado na noite anterior (entre 30 e 60 fémeas). Por isso, 0 mesmo experimento (com duragéo de
trés dias) foi repetido no tempo por cinco vezes, utilizando diversas desovas, a fim de eliminar a

interferéncia de possiveis diferengas genéticas entre os nauplios utilizados nos testes.
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Experimento de Salinidade

Os tratamentos consistiram de quatro salinidades: 29, 31, 33 e 35%.. Este intervalo foi
definido com base na maxima oscilacdo da salinidade observada nos laboratérios de reprodugao da
regido sul do Brasil.

Como unidades experimentais (UEs) foram utilizadas garrafas plasticas transparentes, com
volume util de 1L, colocadas em banho-maria dentro de uma caixa de poliuretano preta (80 x 80 x 50
cm), contendo agua doce até um nivel em que as garrafas permanecessem estaveis. A temperatura
da agua foi mantida em 29°C (+ 0,2°C) através de dois aquecedores elétricos de vidro de 100 W,
controlados por um mesmo termostato. Junto de cada aquecedor foi colocada uma pedra porosa de
aeracgao, para propiciar uma distribuicdo uniforme da agua aquecida dentro da caixa. Dentro de cada
UE foi aplicada uma intensidade de aeragdo moderada.

Cada tratamento era composto por trés repeticbes, sendo as UEs distribuidas ao acaso na
parte central da caixa do banho-maria. Sobre a caixa foi pendurada uma luminaria contendo uma
lampada fluorescente compacta de 26 W. A distancia entre a luminaria e o nivel da superficie da agua
das UEs foi de cerca de 80 cm, proporcionando uma intensidade luminosa de aproximadamente 300
lux. O regime de fotoperiodo aplicado foi de 12L/ 12E (12 horas de luz e 12 horas de escuro).

Para a aclimatagdo dos nauplios as salinidades dos tratamentos foram utilizados quatro
recipientes de aclimatagcdo, com volume de cerca de 8L cada. Os aclimatadores continham
inicialmente agua na mesma salinidade e temperatura do tanque de incubagdo no qual estavam os
nauplios. A cada aclimatador era adicionada agua na salinidade do respectivo tratamento, numa
vazao que propiciasse uma taxa de aclimatagéo da salinidade de 2%c/hora. A temperatura foi mantida
em 29°C (+ 0,5°C) durante todo o processo. As diferentes salinidades da agua foram obtidas através
da diluigdo com agua doce da agua do mar disponivel no sistema de bombeamento do laboratério no
dia, ou adicao de cloreto de sédio a mesma.

Apo6s a aclimatagéo, os nauplios eram contados utilizando uma pipeta de vidro transparente
de 10 mL, visualizada sob uma lampada. Eram colocados 300 nauplios em cada UE, proporcionando
uma densidade de 300 nauplios por litro, que é em média, a utilizada nas larviculturas em grande
escala.

Entre 13 e 14 horas apods o inicio do experimento, eram adicionadas microalgas da espécie
Chaetoceros muelleri, provenientes do cepario do setor de microalgas do laboratério. Foi empregada
uma densidade de 5x10* células/mL, a fim de facilitar a medig&o do parametro taxa de virada.

O experimento era encerrado entre 32 e 33 horas apdés o povoamento, sendo realizada a
contagem das protozoeas contidas em cada UE, para determinar a taxa de metamorfose dos nauplios
inicialmente estocados. Durante a contagem, separava-se uma amostra de larvas de cada UE para a
posterior avaliagdo da qualidade das larvas. Esta avaliacdo foi efetuada através da observagéo do
comportamento das larvas no recipiente da amostra sob uma lampada e da analise de 15 a 30 larvas
sob um microscopio Optico, sendo atribuida uma pontuagdo de acordo com a adequagdo a onze
caracteristicas pré-estabelecidas para a qualificagdo das larvas. As caracteristicas foram: taxa de
virada, atividade natatdria, fototaxia, reserva de lipideos no hepatopancreas, coloragdo do

hepatopancreas, conteldo intestinal, presenca de corddes fecais, deformidades, epibiontes, necroses
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e grau de particulas aderidas. Estes paradmetros foram extraidos da tabela utilizada para avaliagao

das larvas no estagio de protozoea | no setor de larvicultura do LCM.

Experimento de Temperatura

Os tratamentos consistiram de trés temperaturas: 25 (+ 0,5°C), 30 (+£0,2°C) e 35 (£ 0,2°C).
Foram utilizadas as mesmas UEs descritas para o experimento de salinidade, mantidas em banho-
maria em trés diferentes caixas de poliuretano, uma para cada temperatura testada. Em cada caixa, a
temperatura foi mantida por dois aquecedores elétricos de 100 W, controlados por termostato. No
tratamento com temperatura de 25°C, houve a necessidade da colocagdo de um recipiente com gelo
na agua do banho-maria (durante o dia), para manter a temperatura dentro da faixa desejada. Dentro
de cada UE foi aplicada uma intensidade de aeragao moderada.

As trés repeticbes de cada tratamento foram distribuidas ao acaso na parte central da
respectiva caixa de banho-maria. Sobre cada caixa foi pendurada uma luminaria semelhante a
descrita para o experimento de salinidade, proporcionando as UEs uma intensidade luminosa de
aproximadamente 300 lux. O regime de fotoperiodo aplicado foi de 12L/12E. Para impedir a
interferéncia aditiva da luminosidade produzida pela luminaria de uma caixa sobre a caixa vizinha,
foram colocadas “cortinas” de plastico preto separando as caixas.

Antes do povoamento das UEs, os nauplios eram aclimatados a salinidade e temperaturas do
experimento. A salinidade empregada variou de 32 a 34%. nas cinco repeticbes do experimento
realizadas no tempo, pois era a da agua do mar que estava sendo bombeada pelo laboratério no dia.
Foram utilizados trés recipientes de aclimatagéo, um para cada temperatura testada. O procedimento
empregado foi o mesmo descrito pra o experimento de salinidade, sendo todos aclimatados a mesma
salinidade final, numa taxa de 2%./hora. A aclimatagdo as temperaturas dos tratamentos foi feita
através de aquecedores elétricos de 50 W (ligados conforme a necessidade) ou por meio da adi¢ao
de agua numa temperatura mais baixa, numa taxa de 2°C/hora.

Para a contagem dos nauplios e povoamento das UEs, seguiu-se o mesmo processo descrito
para o experimento de salinidade.

Entre 13 e 14 horas apods o inicio do experimento, eram adicionadas microalgas da espécie
Thalassiossira weissflogii, provenientes do cepario do setor de microalgas do laboratério. Foi
empregada uma densidade de 0,6x10* células/mL, a fim de facilitar a medicdo do parametro taxa de
virada.

Os tratamentos de 30°C e 35°C eram encerrados entre 32 e 34 horas apds o povoamento,
mas, o tratamento sob 25°C era mantido até completar aproximadamente 45 horas (até que as larvas
concluissem a metamorfose para protozoea). O procedimento aplicado na avaliagdo da taxa de
metamorfose e qualidade das larvas foi 0 mesmo descrito para o experimento anterior. No entanto, na
avaliagdo da qualidade das larvas, além das onze caracteristicas descritas para o experimento de

salinidade, também foi avaliado o grau de expansao dos cromatoforos das larvas.
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Analise estatistica

Os modelos de regressao linear com os dados de taxa de metamorfose e qualidade das
larvas dos diferentes “pools” de cada experimento e, a comparagéo entre as inclinagdes dos “pools”
relativos ao mesmo experimento, foram executados através do programa estatistico PRISM 4.0.
Antes das anadlises estatisticas, os dados de sobrevivéncia e qualidade foram submetidos as

transformagdes do arco seno e da raiz quadrada (Steel & Torrie, 1980), respectivamente.

RESULTADOS
Experimento de salinidade

Os valores de taxa de metamorfose (%) obtidos em cada tratamento (média de trés
repeticdes), nos diferentes “pools” que formaram o experimento, podem ser visualizados na tabela
1A. Todos os “pools” do experimento apresentaram um valor de coeficiente de regressao (B) nao
significativamente diferente de zero (p>0,05), por isso, ndo houve relagdo de regresséo entre a taxa
de metamorfose e a faixa de salinidades aplicada. Os modelos de regressao destes dados sao
apresentados no grafico 1A, com os valores de taxa de metamorfose (transformados através do arco

seno) em fungédo dos niveis de salinidade testados.

Tabela 1A — Experimento de Salinidade — Taxa de metamorfose + desvio padréo (%) (n=3)

Salinidade 29%o 31%o 33%o 35%o B signif # de zero?
(p<0,05)
Pool 1 96,78 + 4,55 93,66 +2,73 95,22 + 2,80 94,55 + 4,03 nao
Pool 2 94,78 + 2,46 96,00 + 1,20 96,67 + 2,00 95,22 + 2,22 nao
Pool 3 95,77 + 0,39 97,44 + 2,17 96,33 + 3,34 98,22 + 1,68 nao
Pool 4 99,22 + 0,69 97,44 + 3,03 100,88 + 1,26 99,00 + 1,00 nao

Pool 5 96,11 £ 1,50 97,33 +£2,34 96,44 + 0,20 96,66 + 1,15 nao




28

Taxa de metamorfose x Salinidade

't 95+

'g = Pool 1
g 904 Pool 2
€ 85 I —F v Pool 3
o s
S 80+ ‘ ; o Pool 5
8

= 75 § ; : i

©

£ 70-

i

E 65 | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ]

27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 3
Salinidade

Grafico 1A — Modelos de regressao para a taxa de metamorfose (dados transformados) — Experimento de Salinidade

Na tabela 1B sdo mostrados os dados de pontuagédo da qualidade das larvas obtidos para
cada tratamento (média de trés repeticdes) deste experimento. Como a maior parte dos “pools”
(quatro de cinco), apresentou um valor de  n&o significativamente diferente de zero (p>0,05), ndo
houve relagao de regressao entre a qualidade das larvas e a faixa de salinidades testada. Esta tabela
também mostra a equagédo de regressdo do “pool” que exibiu um valor de B significativamente
diferente de zero. Os modelos de regressao destes dados podem ser visualizados no grafico 1B, com
os dados de pontuacdo da qualidade (transformados através da raiz quadrada) em fungao dos niveis

de salinidade testados.

Tabela 1B — Experimento de Salinidade — Pontuag&o da qualidade das larvas + desvio padréo (escore) (n=3)

B signif # Equagéo de
Salinidade 29%o 31%o 33%0 35%o de zero? regressao
(p<0,05) (Y=a+BX)
Pool 1 106,66 + 7,64 81,66 + 12,58 100,00 + 15,00 86,66 + 12,58 Nao -
Pool 2 96,66 + 10,41 95,00 + 0,00 91,66 + 2,89 81,66 + 16,07 Nao -
Pool 3 105,00 + 5,00 100,00 £ 5,00 95,00 + 5,00 106,66 + 7,64 Nao -
Pool 4 98,33 + 5,77 96,66 + 7,64 103,33 £ 5,77 101,66 + 5,77 Nao -
Pool 5 108,33 + 2,89 103,33 £ 11,55 101,66 + 7,64 91,66 + 11,55 Sim 14,23 - 0,13X
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Segundo os modelos de regressao linear, a taxa de metamorfose ndo apresentou relagcao

significativa com a temperatura dentro da faixa de valores aplicados. As taxas de metamorfose (%)

obtidas em cada temperatura testada (média de trés repeticdes), nos “pools” que formaram este

experimento, podem ser visualizadas na tabela 2A. No grafico 2A estéo representados os modelos de

regressado destes dados, com os valores de taxa de metamorfose (transformados através do arco

seno) em fungéo das temperaturas testadas.

Tabela 2A — Experimento de Temperatura — Taxa de metamorfose * desvio padréo (%) (n=3)

Temperatura 25°C 30°C 35°C B signif # de zero? (p<0,05)
Pool 1 98,22 + 0,84 98,44 + 1,07 96,77 + 4,74 Néo
Pool 2 97,11+ 0,38 98,88 + 0,77 97,66 + 2,40 Néo
Pool 3 98,22 + 0,84 98,66 + 1,15 98,22 + 1,39 nao
Pool 4 98,55 + 0,39 99,89 + 0,38 98,44 + 1,17 nao
Pool 5 98,11+ 1,26 99,89+ 0,19 97,66 + 1,45 nao
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Grafico 2A - Modelos de regresséo para a taxa de metamorfose (dados transformados) — Experimento de Temperatura

Por outro lado, a qualidade das larvas apresentou uma relagdo de regressao linear negativa
com a temperatura aplicada. Ou seja, a pontuagéo da qualidade diminuiu linearmente com o aumento
da temperatura, dentro da faixa de valores testada. A tabela 2B mostra os resultados de pontuacao
da qualidade das larvas obtidos em cada temperatura testada (média de trés repeti¢cdes), para cada
“pool” que compds este experimento. Houve regressao porque a maioria dos “pools” (tirés de cinco)
apresentou um valor de B significativamente diferente de zero (p<0,05). Os modelos de regressao
desses dados sdo mostrados no grafico 2B, com os valores de pontuagédo da qualidade das larvas
(transformados através da raiz quadrada) em fungéo dos niveis de temperatura testados.

As equacdes de regressdo dos “pools” em que houve relagdo significativa, bem como os
respectivos valores do coeficiente de determinacao (r2), podem ser visualizados na tabela e gréfico
2B. Como as diferengas entre as inclinagdes dos diferentes “pools” nao foram significativas (p>0,05),
foi possivel calcular um unico coeficiente de regressédo (B) para representar a todos os “pools”
simultaneamente, de — 0,1238. O mesmo foi verificado para os valores de a (interceptacéo da reta de
regressdo com o eixo Y). Como nado houve diferengas significativas entre os “pools” (p>0,05) foi
possivel calcular Unico valor de a, de 14,032. Desse modo, calculou-se uma equagao de regressao
geral para a qualidade das larvas em funcao da faixa de temperatura estudada, que representa todos
os “pools” simultaneamente: Y = 14, 032 — 0,124 X.



Tabela 2B — Experimento de Temperatura — Pontuagdo da qualidade das larvas * desvio padréo (escore) (n=3)
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B signif # Equacéo de regressao
Temperatura 25°C 30°C 35°C de zero? (Y=a+BX) r
(p<0,05)
Pool 1 110,00 £ 10,00  118,33+2,89 78,33+ 17,56 néo -
Pool 2 115,00 £ 10,00 120,00 £0,00 95,00 £ 10,00 néo -
Pool 3 120,00 £ 0,00 113,33 + 7,64 90,00 8,66 sim 14,78 — 0,15X 0,76
Pool 4 115,00 £ 0,00 121,66 + 2,89 96,66 + 2,89 sim 13,20 — 0,09X 0,50
Pool 5 110,00 + 5,00 115,00 + 5,00 86,66 + 2,89 sim 13,70 — 0,12X 0,56
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Grafico 2B — Modelos de regressao para a qualidade das larvas (dados transformados) — Experimento de Temperatura

DISCUSSAO
Experimento de Salinidade

A taxa de metamorfose dos nauplios de Litopenaeus vannamei para protozoea | obtida no
presente experimento n&o foi significativamente afetada pela salinidade, dentro da faixa de 29 a 35%o.
Foram obtidas porcentagens de metamorfose acima de 93% em todos os tratamentos e repeti¢des do
experimento realizadas no tempo. Resultados semelhantes nesta faixa de salinidade ja foram obtidos
com nauplios de outras espécies de peneideos. Villamar et al. (1988), testando o efeito de trés
temperaturas (23, 28 e 33°C) e cinco salinidades (23, 28, 33, 38 e 43%0) na metamorfose de nauplios
recém-eclodidos de Penaeus stylirostris para protozoea, verificaram diferengas significativas entre as
porcentagens de virada obtidas nos niveis de salinidade e temperatura testados. A maior taxa de
metamorfose verificada foi de 96% sob salinidade de 33%. e temperatura de 28°C. Valores de
salinidade acima e abaixo de 33%o (23, 28, 38 e 43%o0) reduziram as porcentagens de metamorfose

obtidas. A faixa de salinidade de 30 a 35%o foi considerada ideal para a metamorfose de nauplios de
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Penaeus merguiensis para protozoea |, sendo obtidas taxas de metamorfose acima de 50% nas
salinidades de 30, 35 e 40%., sob temperaturas de 29 e 33°C. As larvas mantidas em salinidade de
25%0 apresentaram comportamento letargico e a mais baixa sobrevivéncia (Zacharia e Kakati, 2004).
Conforme Chu e So (1987), nauplios de Metapenaeus ensis nao foram capazes de realizar a
metamorfose para protozoea | num periodo de 24 horas sob salinidade de 15%.,, mas apresentaram
uma taxa de metamorfose de 100% quando mantidos em salinidades entre 20 e 35%.. E, com larvas
e Penaeus semisulcatus entre os estagios de nduplio e misis |, Jackson e Burford (2003) verificaram
que a sobrevivéncia e o crescimento das larvas nao foram afetados pela salinidade acima de 28%o
(29, 32, 34 e 37%0). Sob 28%., houve uma reducao significativa da taxa de crescimento e, quando
combinada com baixa temperatura, também houve redugdo da sobrevivéncia. Assim, pode-se
observar que a faixa de salinidades entre 30 e 35%. esta dentro do intervalo adequado para a
sobrevivéncia e metamorfose de nauplios de diversas espécies de peneideos e, de acordo com o0s
resultados do presente experimento, também para nauplios de Litopenaeus vannamei.

Chen e Chen (2002), com nauplios do camarao nao peneideo Acetes intermedius, verificaram
que a salinidade exerceu um efeito significativo sobre o tempo de metamorfose e qualidade das
larvas. Os nauplios levaram menos tempo para completar a metamorfose sob salinidades de 25 e
30%0 em comparacdo com os demais niveis testados (15, 20 e 35%o0). Nas salinidades de 15 e 35%o
foram comumente verificadas larvas anormais no estagio de protozoea I, sob temperatura de 20°C.
Tais efeitos da variagdo da salinidade, no entanto, ndo se verificaram com larvas de Litopenaeus
vannamei no presente estudo. A faixa de salinidades testada (29 a 35%.) ndo exerceu influéncia
significativa tanto no periodo de desenvolvimento entre os estagios de nauplio Il e protozoea |,
quanto na qualidade destas larvas apds a metamorfose.

Os resultados obtidos no presente experimento evidenciam que os nauplios de Litopenaeus
vannamei sdo capazes de completar com sucesso a metamorfose para protozoea | na faixa de
salinidades de 29 a 35%.. A variagdo da salinidade dentro deste intervalo ndo exerce influéncia na
taxa de metamorfose e qualidade das larvas, coincidindo com o intervalo considerado ideal para a

metamorfose de nauplios de outras espécies de peneideos ja estudadas.

Experimento de Temperatura

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a taxa de metamorfose dos nauplios de
Litopenaeus vannamei para protozoea | nado foi significativamente afetada pela variagdo da
temperatura, dentro da faixa de 25 a 35°C. Foram obtidas taxas de metamorfose acima de 96% em
todos os tratamentos e repeticdes do experimento realizadas no tempo. Também com nauplios de
Litopenaeus vannamei, Mazotto et al. (2000), ndo verificaram diferengas significativas entre as taxas
de metamorfose para protozoea obtidas sob temperaturas de 26°C (77,4%) e 30°C (83,8%).

Por outro lado, estudos realizados com nauplios de outras espécies de peneideos verificaram
um efeito significativo da temperatura na taxa de virada para protozoea. A metamorfose de nauplios
de Penaeus merguiensis, em geral, independente da salinidade aplicada, foi maior sob temperatura
de 33°C do que 29°C. As maiores porcentagens obtidas foram de 89% em 33°C e de 78,5% em 29°C,

numa salinidade de 35%. (Zacharia e Kakati, 2004). Com nauplios de Penaeus marginattus foram
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verificadas maiores taxas de sobrevivéncia apds o estagio naupliar sob 20 e 25°C do que sob 15 e
30°C (Gopalakrishnan, 1976). De acordo com Cook e Murphy (1969), a sobrevivéncia de nauplios de
Penaeus aztecus foi melhor sob 24°C do que sob 28 ou 32°C e, conforme as larvas evoluiram através
dos estagios de protozoea e misis, a sobrevivéncia geralmente aumentou com o aumento da
temperatura. A partir disso, observa-se que a taxa de virada de nauplios de peneideos pode
apresentar diferentes respostas a variagdo da temperatura aplicada, dependendo da espécie em
estudo. Para algumas espécies, as melhores porcentagens de metamorfose ocorrem em
temperaturas mais baixas (20 a 25°C), enquanto outras exibem os melhores resultados em niveis
maiores (33°C). No entanto, os nauplios de Litopenaeus vannamei foram capazes de completar a
metamorfose dentro de um intervalo de temperaturas relativamente amplo (25 a 35°C), se comparado
com os intervalos 6timos de outras espécies ja pesquisadas, exibindo porcentagens de virada altas e
uniformes (média geral de 98,31% + desvio padrao de 1,59%) entre os tratamentos aplicados.

Apesar de néo ter influenciado a taxa de metamorfose no presente experimento, a faixa de
temperaturas testada interferiu no tempo de desenvolvimento das larvas. Os nauplios de Litopenaeus
vannamei submetidos a temperatura de 25°C, completaram a metamorfose para protozoea cerca de
10 horas mais tarde do que os nauplios mantidos em 30°C. De forma semelhante, Preston (1985b),
num estudo realizado com trés espécies de peneideos, Penaeus plebejus, Metapenaeus macleayi e
Metapenaeus bennettae, verificou um efeito significativo da temperatura no periodo de
desenvolvimento larval. Para o desenvolvimento entre os estagios de nauplio | e protozoea |, numa
salinidade de 30%o, as larvas das trés espécies levaram entre 66 e 72 horas quando submetidas a
temperatura de 19°C, porém, quando a temperatura foi aumentada para 34°C levaram entre 30 e 32
horas apenas. Similarmente, Villarreal e Hernandez-Llamas (2005), testando o efeito de quatro
temperaturas (22, 25, 28 e 30°C) no desenvolvimento larval de Farfantepenaeus californiensis,
verificaram que a duragdo de cada estagio foi inversamente relacionada com a temperatura, exceto
nas temperaturas de 25 e 28°C para o estagio de protozoea e de 28 e 30°C para o estagio de misis,
nas quais o tempo decorrido foi o mesmo. Com larvas de Penaeus semisulcatus entre os estagios de
nauplio e misis |, Jacson e Burford (2003) verificaram que a faixa de temperaturas entre 20 e 32°C
exerceu uma influéncia significativa na taxa de crescimento, sendo que as larvas cresceram mais
rapido sob temperaturas mais altas.

Porém, apesar de reduzir o tempo de cultivo, a aplicagao de temperaturas elevadas pode
apresentar efeitos negativos na sobrevivéncia, crescimento e qualidade das larvas. Kumlu et al.
(2000) verificaram que protozoeas | de Penaeus semisulcatus submetidas a temperatura de 22°C
exibiram a mais alta sobrevivéncia até pds-larva 1 (69%), em comparagdo com 61% sob 26°C, 44%
sob 30°C e 12% sob 34°C. Segundo os autores, as larvas submetidas a 26°C exibiram a segunda
maior sobrevivéncia (61%), mas menor taxa de crescimento do que as larvas sob 34°C (com
sobrevivéncia de 12%), confirmando a sugestdo de que altas temperaturas, até certo ponto,
aumentam a freqliéncia de muda e o crescimento larval, mas reduzem a sobrevivéncia de camardes
peneideos. De forma semelhante, a velocidade do ciclo de muda de juvenis de Penaeus indicus
aumentou linearmente com o aumento da temperatura, numa faixa de 26 a 35°C (Vijayan e Diwan,

1995). Porém, os autores destacaram que um ciclo de muda mais rapido associado com um
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correspondente crescimento em termos de comprimento e ganho de peso, foi observado somente até
a temperatura de 31°C. Acima desse valor, o ciclo de muda foi mais rapido, mas nao produziu um
correspondente ganho no comprimento ou peso. Os menores incrementos foram registrados sob
temperatura de 35°C.

Com nauplios de Litopenaeus vannamei no presente estudo, a temperatura exerceu uma
influéncia significativa na qualidade das larvas, sendo verificada uma reducdo da pontuagdo da
qualidade em fungdo do aumento da temperatura aplicada, dentro da faixa de valores de 25 a 35°C.
Esta menor pontuagédo da qualidade ocorreu essencialmente devido ao fato de 30 a 100% das larvas
apresentarem cromatéforos expandidos no tratamento com 35°C. Destaca-se que as larvas
submetidas aos tratamentos com 25 e 30°C exibiram uma condigdo normal, na qual ndo houve
expansao dos cromatéforos. Uma resposta semelhante foi obtida por Smith (1930), que verificou a
expansao dos cromatéforos do camardo de agua doce Macrobrachium acanthurus em temperaturas
acima de 35°C. Sob temperatura de 40°C os camarbes permaneceram iméveis e, com exceg¢ao do
movimento das branquias, nao exibiram sinais de vida. A expansao dos cromatéforos também foi
verificada em qualquer temperatura abaixo de 15°C, sendo que, sob temperaturas inferiores a 6°C os
camardes morreram imediatamente. Sob qualquer temperatura acima de 15°C e abaixo de 35°C os
animais exibiram uma coloracdo normal, na qual ndo houve a expansdo dos cromatéforos. A
recuperacdo da coloragdo normal ocorreu como regra, quando os camarbes submetidos as
temperaturas extremas foram retornados para agua em torno de 28°C. O autor destacou que a
temperatura na qual a espécie vive normalmente esta entre 25 e 30°C.

De acordo com Suarez e Bador (1998), uma coloragdo avermelhada de pés-larvas de
camarao, causada pela expansao dos cromatéforos, € um indicador de estresse. Também, conforme
Clifford e Cook (2002), mudangas na coloragdo dos apéndices e cromatéforos dos camardes
geralmente sdo indicios sintomaticos de doengas virais ou bacterianas. Camardes infectados pelo
virus da Sindrome de Taura ou da Mancha Branca frequentemente apresentam urépodos
avermelhados e cromatéforos expandidos. Segundo os autores, considerando a seriedade das
doencas que sao tipicamente associadas com uma coloragdo anormal dos apéndices e expansao dos
cromatoforos, ndo ha um nivel aceitavel de incidéncia para estes sintomas.

No presente estudo, a condigdo de estresse causada pela temperatura de 35°C n&o afetou a
taxa de metamorfose dos nauplios de Litopenaeus vannamei para protozoea |. No entanto, o
desempenho das larvas através dos estagios seguintes de cultivo poderia ser afetado. De acordo
com Liao (1992), um dos fatores que contribuiram para o declinio da producéo de pos-larvas de
Penaeus monodon em Taiwan, entre os anos de 1987 e 1988, teria sido o excessivo estresse durante
a larvicultura, especialmente a aplicacdo de temperaturas atingindo 35 e 36°C. O uso de
temperaturas da agua nesse nivel propiciou uma redugao consideravel do tempo de cultivo, passando
de 24 dias, que é o tempo normalmente necessario para nauplios de Penaeus monodon recém-
eclodidos atingirem o estagio de PL15, para 17 dias. Segundo o autor, isto aparentemente reduziu a
imunidade das larvas a doengas, 0 que pode ter contribuido para as mortalidades em massa na

producédo larval. Também, conforme Olin e Fast (1992), a exposi¢do a salinidades e temperaturas
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extremas durante a larvicultura pode facilmente comprometer a rusticidade das pods-larvas e sua
habilidade de resistir a transigao do laboratério para o viveiro.

Desse modo, um efeito negativo da aplicacdo de temperaturas elevadas, assim como em
outras espécies de peneideos, comprovou-se também com larvas de Litopenaeus vannamei no
presente estudo, conforme os resultados de qualidade das larvas obtidos. Embora a variagdo da
temperatura na faixa de 25 a 35°C néo tenha interferido na capacidade dos nauplios completarem a
metamorfose, a temperatura mais alta testada afetou a qualidade das larvas apds a mudancga de
estagio. Portanto, o intervalo entre 30 e 35°C exige estudos mais detalhados de seus efeitos na
qualidade das larvas, a fim de estimar o limite superior da faixa ideal para o desenvolvimento larval.
Assim, sugere-se que o uso de temperaturas préoximas de 35°C seja evitado durante a metamorfose
dos nauplios para protozoea, até que os efeitos positivos e negativos deste fator estejam

suficientemente elucidados.
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RESUMO

A fim de investigar a influéncia dos fatores intensidade luminosa e de aeragdo na
metamorfose de nauplios de Litopenaeus vannamei para protozoea |, foram realizados dois
experimentos separados avaliando a taxa de virada e a qualidade das larvas apos a metamorfose.
Buscou-se estimar as faixas 6timas destes fatores, que produziriam as porcentagens de metamorfose
maximas possiveis. Foram realizadas seis repeticdes no tempo do experimento de intensidade
luminosa e cinco do experimento de aeragao, utilizando nauplios oriundos de multiplas desovas e
incubados sob as mesmas condi¢gdes ambientais, as quais sdo praticadas no setor de maturagao do
LCM (Laboratério de Camardes Marinhos — UFSC). Os nauplios IlI/IV, apés previamente aclimatados
as condigdes experimentais, foram estocados nas unidades experimentais numa densidade de 300/L.
Os niveis testados dos fatores intensidade luminosa e aeracdo foram de 0 a 15.000 lux e de uma
condicao de borbulhas estatica a forte, respectivamente. Os dados de taxa de metamorfose (%) e de
pontuacdo da qualidade das larvas (escore) foram submetidos a analise de regresséao linear. A taxa
de metamorfose nao foi significativamente influenciada pelos fatores testados (p>0,05), dentro das
faixas de intensidades aplicadas. A qualidade das larvas ndo apresentou relagéo significativa com a
aeragédo (p>0,05), mas exibiu uma relagdo de regresséo linear positiva com a intensidade luminosa
(p<0,05), dentro das faixas de intensidades aplicadas. As taxas de metamorfose obtidas nos
tratamentos dos dois experimentos foram relativamente altas e uniformes, produzindo uma média
geral de 97,71 £ 3,33% (média + desvio padréo) para o experimento de intensidade luminosa e de
98,48 + 2,92% para o experimento de aeragdo. Apesar da faixa de intensidades luminosas de 0 a
15.000 lux ter propiciado boas porcentagens de metamorfose para protozoea I, ndo pOde ser
considerada ideal para a metamorfose dos nauplios, pois a melhor qualidade das larvas ocorreu no
nivel mais alto do intervalo testado. O fator intensidade de aeragcdo, mesmo tendo permitido a
mudanga de estagio com bons resultados de taxa de metamorfose e qualidade das larvas, exige
estudos mais aprofundados para estimar a sua faixa de intensidades ideal para a metamorfose dos

nauplios.

Palavras-chave: 1.nauplios, 2.taxa de metamorfose, 3.qualidade das larvas, 4.intensidade luminosa,

5.aeragdo, 6.Litopenaeus vannamei.
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ABSTRACT

In order to investigate the influence of light intensity and aeration on metamorphosis from
nauplii to the first protozoea stage of Litopenaeus vannamei, two separate experiments were carried
out evaluating the metamorphosis rate and larval quality. This study aimed to estimate the optimal
ranges of these factors for nauplii metamorphosis. Six repetitions along time were conducted for light
intensity experiment and five repetitions for aeration experiment, using nauplii from multiple spawns
and incubated under the same environmental conditions, which are applied at maturation of LCM. The
nauplii 1ll/IV, after have been acclimated to experimental conditions, were stocked into experimental
units at a density of 300/L. The levels of light intensity and aeration tested were of 0 to 15.000 lux and
of a bubble condition from static to strong, respectively. The obtained values of metamorphosis rate
(%) and larval quality (score) were submitted to linear regression analysis. The rate of metamorphosis
was not significantly influenced by the tested factors (p>0,05), within the range of intensities applied.
The larval quality did not show a significant relation with aeration (p>0,05), but displayed a positive
relation of linear regression with light intensity (p<0,05), within the range of intensities applied. The
rates of metamorphosis obtained on treatments of both experiments were relatively high and uniform,
resulting in a mean of 97,71 + 3,33% (mean + standard deviation) for light intensity experiment and of
98,48 + 2,92% for aeration experiment. Although the range of light intensities from 0 to 15.000 lux had
provided high metamorphosis rates to protozoea |, it could not be considered ideal for nauplii
metamorphosis, because the best larval quality occurred at the highest level of the tested interval. The
aeration intensity, although had permitted the metamorphosis of nauplii with high rates and good larval

quality, requires deeper studies to estimate its ideal range for metamorphosis.

Key-words: 1.nauplii, 2.metamorphosis rate, 3.larval quality, 4.light intensity, 5.aeration,

6.Litopenaeus vannamei.
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INTRODUGAO

Por muitos anos, a industria da carcinicultura geralmente preferiu pds-larvas capturadas no
ambiente natural em vez das produzidas em laboratério. Mas, a partir dos anos 90, as doengas
causadas por virus em camardes forcaram a industria a se tornar mais dependente das pés-larvas
produzidas em cativeiro, além de adotar medidas de biosseguranca e buscar mais estreitamente o
aperfeigoamento da domesticagédo das espécies (Treece, 2000). A produgéo de larvas proveniente da
maturagdo de peneideos em cativeiro representa uma das estratégias mais importantes para a
atividade de cultivo de camarao (Racotta et al., 2003).

Os estagios iniciais de desenvolvimento sdo a fase mais sensivel no complexo ciclo de vida
dos invertebrados marinhos e, para maximizar suas sobrevivéncias, as larvas devem ser cultivadas
préximo das condi¢des 6timas (Zacharia e Kakati, 2004). Por isso, estudos a respeito das condigcdes
otimas durante os estagios larvais iniciais sdo de extrema importancia para a determinacédo dos
protocolos de cultivo das espécies de peneideos comercialmente importantes.

A taxa de desenvolvimento durante o estagio de nauplio é principalmente influenciada por
fatores abiodticos, ja que a larva depende das fontes de energia internas para sobreviver antes de
sofrer a metamorfose para protozoea |, fase na qual inicia a alimentacdo exdgena. (Chen e Chen,
2002; Zacharia e Kakati, 2004).

A luz é um dos principais fatores que influenciam no comportamento natatério e alimentar em
larvas de decapodes (Sulkin, 1984). Mudangas na sobrevivéncia e desenvolvimento sob diferentes
regimes de iluminagdo sao freqientemente atribuidas a efeitos na alimentagdo. No entanto, a
luminosidade pode influenciar outros aspectos do comportamento e fisiologia, incluindo: atividade
natatéria e assim, metabolismo, canibalismo, processos fisioldgicos do ciclo cicardiano, iniciagdo da
ecdise e metamorfose (Gardner e Maguire, 1998).

Com Litopenaeus vannamei, Olin e Fast (1988) avaliaram o efeito do espectro e da
intensidade de luz no crescimento e sobrevivéncia durante o estagio larval, aplicando luzes de cor
branca, azul, vermelha e verde, além da escuridao total. No entanto, a maior parte dos estudos
realizados a respeito do efeito da luminosidade em camardes peneideos se concentra em juvenis (Al-
Ablani e Farmer, 1986; Wang et al., 2003; Hoang et al., 2003; Wang et al., 2004) e reprodutores
(Emmerson et al., 1983; Primavera e Cabalero, 1992; Hoang et al., 2002), havendo uma caréncia por
estudos a respeito dos efeitos da intensidade de luz sobre os estagios larvais iniciais.

Por outro lado, o efeito da intensidade luminosa tem sido estudado em larvas de outras
espécies de crustaceos. Gardner e Maguire (1998) avaliaram os efeitos do fotoperiodo e intensidade
luminosa sobre o desenvolvimento de larvas do caranguejo Pseudocarcinus gigas. Aradjo e Valenti
(20095) investigaram o efeito de quatro intensidades luminosas na sobrevivéncia, ganho de peso,
produtividade e desenvolvimento de larvas recém-eclodidas do camardo de &gua doce
Macrobrachium amazonicum. Com larvas da lagosta Jasus edwardsii foram avaliados os efeitos da
intensidade luminosa e densidade de alimento no crescimento e sobrevivéncia larval (Moss et al.,
1999). E, com larvas desta mesma espécie de lagosta, Bermudes et al. (2008) avaliaram a influéncia

da luz na atividade natatéria de larvas recém eclodidas.
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Com relagao ao fator intensidade de aeragao, existem poucos estudos publicados avaliando
os efeitos da turbuléncia provocada por diferentes intensidades de borbulhas na sobrevivéncia e
desenvolvimento de larvas de crustaceos, sobretudo de camardes peneideos. A maior parte dos
trabalhos disponiveis trata dos efeitos da turbuléncia sobre larvas de peixes marinhos. Com larvas da
lagosta Jasus edwardsii, Smith e Ritar (2006) avaliaram os efeitos de diferentes niveis de turbuléncia
provocados pela intensidade do fluxo de renovacao da agua sobre o crescimento e sobrevivéncia das
larvas.

A aeragdo é essencial durante todo o processo de cultivo larval, para manter uma
concentragao suficiente de oxigénio dissolvido na agua, assegurar a homogeneidade da temperatura
por todo o tanque através da turbuléncia produzida e também para ajudar a reduzir a quantidade de
amodnia na agua (Kungvankij et al., 1985). De acordo com Smith e Ritar (2006), as principais razbes
para manter as larvas cultivadas dispersas na coluna d'agua sao evitar o contato com os detritos do
fundo e minimizar o contato direto entre as larvas.

Nos tanques de larvicultura do LCM (Laboratério de Camardes Marinhos — UFSC) é aplicada
uma intensidade de aeracéo reduzida durante a metamorfose dos nauplios de Litopenaeus vannamei
para protozoea |. Isto, porque os nauplios sédo larvas mais frageis e uma turbuléncia mais forte da
agua poderia induzir um maior contato das larvas com as borbulhas e paredes do tanque, interferindo
no sucesso da metamorfose (Belettini, LCM-UFSC, comunicagao pessoal).

A partir destas informagdes, o presente estudo visa estimar as faixas 6timas destes fatores
ambientais a serem empregados nos tanques de larvicultura durante a metamorfose dos nauplios de
Litopenaeus vannamei para protozoea |, que proporcionariam as porcentagens de metamorfose

maximas possiveis.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram executados no Laboratério de Camardes Marinhos — UFSC,
localizado em Florianépolis, Santa Catarina, nos meses de abril e setembro de 2006. Foram utilizados
nauplios no estagio de NIII/NIV, coletados nos tanques de incubagéo do setor de maturagao do LCM,
entre 8 e 10 horas apds a eclosdo. Os nauplios foram oriundos de ovos de multiplas desovas e
incubados sob as mesmas condi¢gdes ambientais, as quais sdo praticadas rotineiramente na atividade
de producao do setor de maturagdo do LCM. O procedimento aplicado foi 0 mesmo empregado pelo
setor para a coleta dos nauplios a serem transferidos para o setor de larvicultura. A aeragéo era
desligada e a incubadora era escurecida com uma tampa, sendo acesa uma lampada de 12 W no
orificio contido no centro da tampa. Como apresentam fototaxia positiva, os nauplios migram em
direcdo ao foco luminoso, formando “nuvens” sob a luz. Apés um tempo de migracdo de 10 a 15
minutos, os nauplios concentrados sob a luz eram coletados e transferidos para o recipiente de
aclimatacdo. Uma amostra destes nauplios era submetida a uma avaliagdo de sua qualidade, através
da observagdo de um numero entre 30 e 50 individuos sob um microscoépio éptico. A esta amostra
era atribuida uma pontuagdo de acordo com a adequagdo dos nauplios a sete caracteristicas pré-
estabelecidas para qualificagdo dos nauplios, extraidas da tabela empregada na larvicultura do LCM

para avaliagdo dos nauplios antes do povoamento. Estas caracteristicas foram: atividade natatdria,
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coloragcédo, expansao dos cromatéforos, reserva de lipideos, fototaxia, deformidades e grau de
particulas aderidas.

Os nauplios utilizados nos experimentos foram provenientes de um “pool” das desovas diarias
da maturagdo do LCM. Ou seja, foram coletados ao acaso, nauplios de todas as fémeas que haviam
desovado na noite anterior (entre 30 e 60 fémeas). Por isso, 0 mesmo experimento (com duragéo de
trés dias) foi repetido no tempo por cinco vezes para o experimento de aeragdo e seis vezes para
intensidade luminosa, utilizando diferentes desovas, a fim de eliminar a interferéncia de possiveis

diferencas genéticas entre os nauplios utilizados nos testes.

Experimento de Intensidade Luminosa

Os tratamentos foram compostos por trés intensidades luminosas continuas (5.000, 10.000 e
15.000 lux) e escuridao continua (0 lux). O intervalo de luminosidades foi definido com base na
intensidade média registrada na larvicultura do LCM. O tratamento com escuridao total foi baseado na
condigao aplicada aos nauplios no setor de maturagéo, antes da transferéncia para a larvicultura.

Como unidades experimentais (UEs) foram utilizadas garrafas plasticas com volume util de
1L. Estas foram pintadas externamente de preto, de modo que a luminosidade no seu interior
penetrasse apenas pela superficie, impedindo a interferéncia de luz pelas suas laterais e fundo. As
UEs foram colocadas em banho-maria dentro de uma caixa de poliuretano preta (80 x 80 x 50 cm),
contendo agua doce até um nivel em que as garrafas permanecessem estaveis. Esta caixa foi
dividida em quatro compartimentos por divisérias de plastico preto, nos quais foram dispostas as trés
repeticdes de cada tratamento. A temperatura da agua foi mantida em 29°C (+ 0,2°C) através de
quatro aquecedores elétricos de 50 W controlados por termostato. Junto de cada aquecedor foi
colocada uma pedra porosa de aeragdo, a fim de propiciar uma distribuicdo uniforme da agua
aquecida entre os compartimentos da caixa. Dentro de cada UE foi aplicada uma intensidade de
aeracao moderada.

As diferentes intensidades Iuminosas foram obtidas através do uso de lampadas
fluorescentes compactas de 26 W, colocadas dentro de luminarias para permitir um maior
aproveitamento e direcionamento da luminosidade produzida pela lampada. Para obter as
intensidades desejadas, variou-se o tipo de luminaria ou distancia desta a superficie da agua. Nos
tratamentos com 5.000 lux e 10.000 lux foi colocada uma luminaria contendo uma Unica ldmpada
sobre cada UE, distanciadas da superficie da agua de aproximadamente 15 cm e 8 cm,
respectivamente. As trés repeticdes do tratamento com 15.000 lux foram iluminadas pela mesma
luminaria, contendo quatro lampadas, disposta a aproximadamente 10 cm das UEs. No tratamento de
escuriddo continua nao foi colocada nenhuma luminaria e, para evitar a intervengéo da luminosidade
dos outros tratamentos por cima das divisérias, foi colocada uma cobertura do mesmo material acima
das UEs.

Antes do povoamento das UEs, os nauplios eram aclimatados a salinidade do experimento.
Esta variou de 31 a 32%. nas seis repeticbes do experimento realizadas no tempo, pois era a
salinidade da agua do mar que estava sendo bombeada pelo laboratério no dia. Para a aclimatagao

se utilizou um recipiente com volume de cerca de 8L. Este aclimatador continha inicialmente 4gua na
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mesma salinidade e temperatura do tanque de incubagdao onde estavam os nauplios. Durante o
processo, era adicionada ao aclimatador agua na salinidade em que seria realizado o experimento,
numa vazao que propiciasse uma taxa de aclimatacdo de 2%o/hora. A temperatura foi mantida em
29°C (+0,5°C) durante todo o processo.

Apo6s a aclimatagéo, os nauplios eram contados utilizando uma pipeta de vidro transparente
de 10 mL, visualizada sob uma lampada. Eram colocados 300 nauplios em cada UE, proporcionando
uma densidade de 300 nauplios por litro, que é em média, a utilizada nas larviculturas em grande
escala. Apds o povoamento, as lampadas eram acesas e a intensidade luminosa dos tratamentos era
conferida por meio de um luximetro, sendo ajustada através do posicionamento das garrafas sob as
luminarias.

Entre 16 e 17 horas apods o inicio do experimento, eram adicionadas microalgas da espécie
Chaetoceros muellerie, provenientes do cepario do setor de microalgas do laboratério. Foi empregada
uma densidade de 2x10* células/mL, a fim de facilitar a medigdo do paradmetro taxa de virada. As
microalgas eram adicionadas no fim do estagio de NV, aproximadamente 15 horas antes do fim do
experimento, a fim de reduzir o periodo em que estariam submetidas a escuridao continua de um dos
tratamentos e as trés diferentes intensidades luminosas dos demais. Essa diferenca poderia afetar o
seu crescimento, interferindo nos resultados do teste.

O experimento era encerrado entre 31 e 33 horas apdés o povoamento, sendo realizada a
contagem das protozoeas contidas em cada UE, para determinar a taxa de metamorfose dos nauplios
inicialmente estocados. Durante a contagem era separada uma amostra de larvas de cada unidade
experimental, para a posterior avaliagdo da qualidade das larvas. Para cada amostra, esta avaliacao
foi efetuada através da observagao do comportamento das larvas no recipiente da amostra sob uma
ldmpada e da analise de 15 a 30 larvas sob um microscoépio Optico, sendo atribuida uma pontuagao
de acordo com a adequacéo a 11 caracteristicas pré-estabelecidas para a qualificacdo das larvas. As
caracteristicas foram: taxa de virada, atividade natatéria, fototaxia, reserva de lipideos no
hepatopancreas, coloragdo do hepatopancreas, conteudo intestinal, presenca de corddes fecais,
deformidades, epibiontes, necroses e grau de particulas aderidas. Estes parametros foram extraidos
da tabela utilizada para avaliagdo das larvas no estagio de protozoea | no setor de larvicultura do
LCM.

Experimento de Intensidade de Aeragao

Os tratamentos foram compostos por quatro diferentes intensidades de aeragao: estatico
(sem aeracgao), aeragao fraca, média e forte. Os diferentes niveis eram ajustados visualmente em
funcdo da intensidade de borbulhas promovida pelas pedras porosas de aeragao. Estas pedras de
aeracao estavam conectadas ao sistema de ar atmosférico sob pressao do laboratério, através de
divisores de ar (nos quais os fluxos eram regulados). Nas UEs do tratamento estatico ndo foram
colocadas pedras de aeragao.

As UEs utilizadas foram garrafas plasticas transparentes, com volume util de 1L, colocadas

em banho-maria numa caixa de poliuretano preta, semelhante a utilizada no experimento de



45

intensidade luminosa. A temperatura da agua foi mantida em 29°C (x 0,2°C) através de dois
aquecedores elétricos de vidro de 100 W, controlados por um mesmo termostato.

Cada tratamento foi composto por trés repeticées, sendo as UEs distribuidas ao acaso na
parte central da caixa do banho-maria. Sobre a caixa foi pendurada uma luminaria contendo uma
ldmpada fluorescente compacta de 26 W. A distancia entre a lumindria e o nivel da superficie da agua
das UEs foi de cerca de 80 cm, proporcionando uma intensidade luminosa de aproximadamente 300
lux. O regime de fotoperiodo aplicado foi de 12L/ 12E (12 horas de luz e 12 horas de escuro).

Para a aclimatagdo dos nauplios a salinidade do experimento, que foi de 33%. nas cinco
repeticdes realizadas no tempo, assim como para a contagem dos nauplios e povoamento das UEs,
foram empregados os mesmos procedimentos ja descritos para o experimento de intensidade
luminosa.

Entre 13 e 14 horas apods o inicio do experimento, eram adicionadas microalgas da espécie
Chaetoceros muellerie, provenientes do cepario do setor de microalgas do laboratério. Foi empregada
uma densidade de 2x10* células/mL, a fim de facilitar a medig&o do parametro taxa de virada.

O experimento era encerrado entre 32 e 33 horas apds o povoamento. Para a avaliagao da
taxa de metamorfose e qualidade das larvas, aplicou-se 0 mesmo procedimento e paradmetros de

classificagédo descritos para o experimento de intensidade luminosa.

Analise estatistica

Os modelos de regressao linear com os dados de taxa de metamorfose e qualidade das
larvas dos diferentes “pools” de cada experimento e, a comparagao entre as inclinagcdes dos “pools”
relativos ao mesmo experimento, foram executados através do programa estatistico PRISM 4.0.
Antes das anadlises estatisticas, os dados de sobrevivéncia e qualidade foram submetidos as

transformagdes do arco seno e da raiz quadrada (Steel & Torrie, 1980), respectivamente.

RESULTADOS
Experimento de intensidade luminosa

Os valores de taxa de metamorfose (%) obtidos em cada tratamento (média de trés
repeticdes), nos diferentes “pools” que formaram o experimento, podem ser visualizados na tabela
1A. Como todos os “pools” do experimento apresentaram um valor de coeficiente de regressao (B)
nao significativamente diferente de zero (p>0,05), ndo houve relagdo de regressdo entre a taxa de
metamorfose e a faixa de intensidade de luz aplicada. Os modelos de regressao destes dados sado
apresentados no grafico 1A, com os valores de taxa de metamorfose (transformados através do arco

seno) em fungéo dos niveis de intensidade luminosa testados.
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Tabela 1A — Experimento de Intensidade Luminosa — Taxa de metamorfose + desvio padrao (%) (n=3)
Intens. Luz 0 lux (escuro) 5.000 lux (fraco)  10.000 lux (médio)  15.000 lux (forte) B signif # de zero?

(p<0,05)
Pool 1 99,33 + 1,33 95,77 + 4,48 97,33+ 1,46 95,99 + 4,33 Nao
Pool 2 90,99 + 10,97 97,99 +1,77 100,32 £ 1,53 98,77 £ 0,39 Nao
Pool 3 98,21 + 2,88 98,55 + 1,71 97,21 +£0,77 93,88 + 5,74 Nao
Pool 4 99,44 + 0,51 99,33+ 1,46 99,00 + 1,00 97,77 £ 0,77 Nao
Pool 5 97,55+ 1,35 99,33 + 1,53 98,99 + 0,67 96,99 + 1,86 Nao
Pool 6 96,66 + 4,37 99,10 + 1,57 98,77 £ 1,35 97,88 + 1,50 Nao
Taxa de metamorfose x Intens. luminosa
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Grafico 1A — Modelos de regressao para a taxa de metamorfose (dados transformados) — Experimento de Intensidade

Luminosa

Por outro lado, a qualidade das larvas apresentou uma relagdo de regressao linear positiva
com a intensidade luminosa aplicada. Ou seja, a pontuagéo da qualidade aumentou linearmente com
o0 aumento da intensidade de luz, dentro da faixa de valores testada. Na tabela 1B sdo mostrados os
dados de pontuacao da qualidade das larvas obtidos para cada tratamento (média de trés repeti¢cdes)
nos “pools” deste experimento. Houve relagdo de regressao porque a maioria dos “pools” (quatro de
seis) apresentou um valor de B significativamente diferente de zero (p<0,05). Os modelos de
regressao desses dados sao exibidos no grafico 1B, com os valores de pontuagdo da qualidade das
larvas (transformados através da raiz quadrada) em funcdo dos niveis de intensidade luminosa
testados.

Como as diferengas entre as inclinagdes dos diferentes “pools” ndo foram significativas
(p>0,05), foi possivel calcular um tnico coeficiente de regressao (B), de 4,292 x 10, para representar
a todos simultaneamente. No entanto, como os valores de a (interceptagao da reta de regressdo com
o eixo Y) diferiram significativamente entre os “pools” deste experimento (p<0,01), ndo pbdde ser

estabelecida uma unica equagao de regressao para representar a todos. Desse modo, as equagdes
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dos modelos em que houve relagao e os valores dos seus coeficientes de determinagao (rz), podem

ser visualizados na tabela e grafico 1B.

Tabela 1B — Experimento de Intensidade Luminosa — Pontuagéo da qualidade das larvas + desvio padréo (escore) (n=3)

B signif # Equacao de
Inten 0 lux (escuro) 5.000 lux 10.000 lux 15.000 lux de zero? regressao
Luz (fraco) (médio) (forte) (p<0,05) (Y=a+BX)
Pool
1 86,66 + 10,41 98,33 £ 10,41 98,33 + 10,41 103,33 £ 2,89 sim 9,43+0,000052 X 0,34
Pool
2 105,00 + 0,00 116,66 + 2,89 111,66 £ 5,77 118,33 £ 2,89 sim 10,37+0,000033X 0,43
Pool
3 103,33 £ 2,89 98,33 + 7,64 106,66 + 7,64 100,00 £ 13,23 nio - -
Pool
4 83,33+ 7,64 93,33 +£7,64 98,33 £ 7,64 98,33 + 16,07 nio - -
Pool
5 85,00 + 5,00 101,66 £ 5,77 101,66 + 5,77 110,00 £ 5,00 sim 9,40+0,000076X 0,69
Pool
6 95,00 + 5,00 108,33 £ 2,89 106,66 + 10,41 111,66 + 7,64 sim 9,90+0,000047X 0,40
Qualidade x Intens. luminosa
® Pool1: 9,43+0,000052X
12 r2=0,34
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Grafico 1B — Modelos de regressao para a qualidade das larvas (dados transformados) — Experimento de

Intensidade Luminosa
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Experimento de intensidade de aeragao

As taxas de metamorfose (%) obtidas em cada tratamento (média de trés repeticdes), nos
“pools” que formaram este experimento, podem ser visualizadas na tabela 2A. Como os valores do 3
nao foram significativamente diferentes de zero (p>0,05), ndo foi verificada relacdo de regressao
entre a taxa de metamorfose e os niveis de intensidade de borbulhas testados. No grafico 2A estdo
representados os modelos de regressao destes dados, com os valores de taxa de metamorfose

(transformados através do arco seno) em fungao das intensidades de aeragao testadas.

Tabela 2A — Experimento de Intensidade de Aeragdo — Taxa de metamorfose + desvio padréo (%) (n=3)

Intens. de 0 (estatico) 1 (fraco) 2 (médio) 3 (forte) B signif # de zero?
Aeragao (p<0,05)
Pool 1 98,44 + 0,96 98,33+ 1,00 98,77 £ 0,69 96,22 + 3,47 nao
Pool 2 99,33+ 1,34 99,33+2,73 99,22 + 0,39 98,44 + 2,99 nao
Pool 3 99,00 + 2,90 100,89 + 2,11 99,11+ 1,65 99,44 + 1,95 nao
Pool 4 98,44 +4,73 95,89+ 7,71 98,00 + 2,41 95,66 + 4,37 nao
Pool 5 97,33+1,73 100,44 + 3,02 98,77 £ 5,01 98,55+ 1,83 nao
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Grafico 2A - Modelos de regresséo para a taxa de metamorfose (dados transformados) — Experimento de Intensidade de

Aeragao
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A tabela 2B mostra os resultados de pontuacdo da qualidade das larvas verificados em cada
tratamento (média de trés repeticbes). Como o valor do coeficiente de determinagéo (B) nado foi
significativamente diferente de zero em todos os “pools” do experimento (p>0,05), ndo houve relagao
de regressao entre a qualidade das larvas e a intensidade de aeragdo aplicada. Os modelos de
regressao destes dados s&o apresentados no grafico 2B, com os valores de pontuacdo da qualidade

das larvas (transformados através da raiz quadrada) em fungéo dos niveis de aeracgao testados.

Tabela 2B — Experimento de Intensidade de Aeragao — Pontuagéo da qualidade das larvas + desvio padrao (escore)

(n=3)
Intens. de B signif # de zero?
Aeragao 0 (estatico) 1 (fraco) 2 (médio) 3 (forte) (p<0,05)
Pool 1 110,00 + 8,66 53,33 + 2,89 53,33 + 2,89 101,66 + 7,64 nao
Pool 2 110,00 £ 10,00 113,33 £ 7,64 110,00 £ 5,00 110,00 £ 5,00 nao
Pool 3 83,33 + 20,82 55,00 + 5,00 105,00 + 8,66 106,66 + 2,89 nao
Pool 4 90,00 + 13,23 60,00 + 10,00 96,66 + 12,58 78,33+ 7,64 nao
Pool 5 86,66 + 10,41 76,66 + 27,54 98,33 + 2,89 90,00 + 5,00 nao
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Grafico 2B — Modelos de regressao para a qualidade das larvas (dados transformados) — Experimento de Intensidade de

Aeragéo
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DISCUSSAO
Experimento de Intensidade Luminosa

De acordo com os resultados do presente trabalho, a taxa de metamorfose dos nauplios de
Litopenaeus vannamei para protozoea nao foi influenciada pela intensidade luminosa, dentro da faixa
de 0 a 15.000 lux. As porcentagens obtidas foram relativamente altas e uniformes, acima de 90%,
independentemente do tratamento aplicado. Isto indica que as larvas foram capazes de efetuar com
sucesso a transi¢cdo do estagio com alimentagado enddégena (nauplio) para a fase com alimentacdo a
partir do meio de cultivo, tanto sob condigdo de escuridao total, quanto nas diferentes intensidades
luminosas aplicadas. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos com larvas de outras
espécies de crustaceos. Gardner e Maguire (1998) nao verificaram efeito das intensidades luminosas
de 2 e 500 lux na sobrevivéncia de larvas do caranguejo Pseudocarcinus gigas. Porém, os autores
destacaram que maiores pesquisas sao requeridas para esclarecer o efeito da intensidade de luz na
sobrevivéncia larval, principalmente com intensidades maiores do que as testadas no experimento.
Larvas de Macrobrachium amazonicum entre os estagios de protozoea | e pés-larva, ndo exibiram
diferengas significativas na sobrevivéncia sob intensidades luminosas de aproximadamente 140 lux,
270 lux, 400 lux e escuridao total (Araudjo e Valenti, 2005). E, com juvenis de Penaeus merguiensis,
também nao foram verificadas diferengas significativas na sobrevivéncia sob intensidades de 75 e
750 lux (Hoang et al., 2003).

Por outro lado, a influéncia da luminosidade na sobrevivéncia de peneideos ja foi verificada
em diferentes estagios do ciclo de desenvolvimento. Olin e Fast (1992) observaram que larvas de
Litopenaeus vannamei submetidas a luzes de diferentes cores exibiram a maior taxa de sobrevivéncia
sob luz verde (69%) e a menor sob escuridao total (32%). E, com juvenis de Penaeus semisulcatus,
Al-Ablani e Farmer (1986) verificaram que a sobrevivéncia diminuiu com a redugéo da intensidade de
luz, determinando como 6tima para o cultivo de juvenis da espécie a faixa de 23.000 a 32.000 lux.

Apesar de néo ter interferido na taxa de metamorfose, a condicdo de luz exerceu uma
influéncia significativa sobre a qualidade das protozoeas. Foi verificado um aumento da pontuagéo da
qualidade das larvas em fungdo do aumento da intensidade de luz aplicada, dentro da faixa de
valores de 0 a 15.000 lux. Porém, suspeita-se que esta maior pontuagdo da qualidade tenha sido
influenciada pela maior densidade de microalgas na agua de cultivo, pois o crescimento das
microalgas teria sido estimulado pelo aumento da intensidade luminosa. De acordo com Kraul (1983),
a alta intensidade luminosa pode aumentar grandemente a producdo de algas e zooplancton no
tanque de cultivo e, assim, aumentar a sobrevivéncia de larvas de peixes. De forma semelhante, num
meio com maior disponibilidade de alimento, as protozoeas teriam se alimentado mais, o que poderia
ter influenciado itens como coloragdo do hepatopancreas, nivel de preenchimento intestinal e
presenca de corddes fecais, presentes na tabela utilizada para a avaliagdo da qualidade das larvas.
Seguindo esta suspeita, a influéncia positiva do aumento da intensidade de luz na qualidade das
larvas teria ocorrido de forma indireta, ou secundaria, agindo primeiramente sobre as microalgas e

nao influenciando diretamente o comportamento das larvas.



51

No entanto, ndo se deve desconsiderar a hipotese de que a presenca de larvas com uma
coloracdo do hepatopancreas mais escura e intestino mais cheio, indicando uma maior taxa de
alimentagdo, tenha ocorrido em fungdo de um estimulo a alimentagdo causado pela maior
luminosidade. Por isso, a contagem da densidade de microalgas em cada tratamento teria sido
fundamental para esclarecer este resultado verificado na qualidade das larvas do presente estudo.

Alguns estudos ja comprovaram o efeito da intensidade luminosa diretamente sobre a
atividade natatéria e metabolismo de crustaceos, em diferentes fases do ciclo de vida. Gadner e
Maguire (1998) observaram que larvas do caranguejo Pseudocarcinus gigas se mostraram
consideravelmente mais ativas sob condigdo de escuro, concluindo que este maior dispéndio de
energia pode ter resultado no menor tamanho das larvas submetidas a condicdo de escuridao
continua. Entre os estudos com peneideos, Matthews et al. (1992) observaram que a atividade
natatéria de poés-larvas de Penaeus aztecus aumenta com a redugdo da intensidade luminosa
aplicada e diminui em resposta ao seu aumento. De forma semelhante, juvenis de Penaeus
merguiensis exibiram menor motilidade sob intensidade luminosa de 750 lux do que sob 75 lux
(Hoang et al., 2003). Pontes et al. (2006), com juvenis de Litopenaeus vannamei, observaram uma
maior frequiéncia de atividade natatéria na fase de escuro (1 lux) do que na fase com iluminagao (57
lux), bem como uma maior ocorréncia de camardes inativos sob condi¢gao de luminosidade. E, num
estudo com juvenis de Fenneropenaeus chinensis, Wang et al. (2004) verificaram que os camardes
submetidos a intensidade luminosa mais alta aplicada (5.500 lux), gastaram muito mais energia em
respiracdo, excregido e exuvias, destinando menos energia para o crescimento. Ao contrario, os
camardes submetidos aos tratamentos com intensidades luminosas menores (0, 50, 300 e 1.300 lux)
destinaram mais energia para o crescimento e gastaram menos em respiragao e excregao.

Um outro fator que poderia interferir na atividade natatéria e, consequentemente no gasto
energético, de larvas mantidas sob condigbes de luminosidade crescentes € a fototaxia que as larvas
apresentam nos estagios iniciais do ciclo de desenvolvimento. Bermudes et al. (2008) testaram o
efeito da intensidade de luz na atividade natatéria de larvas recém eclodidas da lagosta Jasus
edwardsii, que apresentam uma forte fototaxia positiva. Foi observado que a velocidade de natagéo
das larvas em diregdo a uma fonte luminosa aumentou logaritmicamente com o aumento da
intensidade de luz, tendendo ao maximo na maior intensidade aplicada. Os autores destacaram que
esta influéncia da luminosidade na atividade natatéria das larvas pode ter implicagbes energéticas,
como redugao do crescimento e sobrevivéncia em condigdoes de maior luminosidade. Isto foi
verificado num estudo realizado por Moss et al. (1999), com a mesma espécie de lagosta, no qual as
larvas exibiram maior crescimento em baixa intensidade de luz no que nas intensidades mais altas
testadas. Como ndo obtiveram efeito da intensidade luminosa na taxa de ingestdo de alimento, os
autores concluiram que as maiores taxas de crescimento observadas sob baixa luminosidade
poderiam primariamente ser explicadas pelo maior gasto de energia induzido pelo aumento da
intensidade luminosa. De acordo com Andreatta e Beltrame (2004), durante a fase naupliar as larvas
de camardes apresentam um fototaxismo positivo muito importante, relacionado as camadas
superficiais do mar, onde had uma maior abundéncia de fitoplancton, que constitui o alimento

fundamental para as larvas no estagio de protozoea. No entanto, tais feitos do aumento da
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luminosidade no desempenho das larvas através da sua fototaxia, verificados com as larvas de Jasus
edwardsii, ndo foram confirmados com as larvas de Litopenaeus vannamei no presente estudo. Isto,
porque nao foram obtidas diferengas significativas nas porcentagens de metamorfose dos nauplios
submetidos as diferentes intensidades de luz testadas.

Desse modo, o fator intensidade de luz exige maiores estudos, a fim de esclarecer seus
efeitos indiretos na qualidade das protozoeas e buscar suas possiveis influéncias diretamente no
comportamento das larvas. No entanto, as microalgas sao indispensaveis no tanque de cultivo na
fase de metamorfose dos nauplios para protozoea |, quando iniciam a alimentacdo exdgena
(primeiramente herbivora). Portanto, o resultado verificado na qualidade das larvas com o aumento
da luminosidade no presente experimento, mesmo que indireto, é extremamente desejavel no cultivo
de larvas, evidenciando uma vantagem da aplicagdo de uma maior intensidade de luz nos tanques de

larvicultura nesta fase do desenvolvimento larval.

Experimento de Intensidade de Aeragao

A maior parte dos trabalhos publicados avaliando a influéncia de diferentes intensidades de
aeracao na sobrevivéncia e desenvolvimento de larvas de organismos aquaticos se concentra em
peixes marinhos. Existe uma caréncia por estudos avaliando os efeitos deste fator sobre larvas de
crustaceos, principalmente de camarbes peneideos. E, mesmo entre os trabalhos realizados com
larvas de peixes, conforme Mangino e Watanabe (2006), comparagdes precisas sao dificeis de serem
realizadas, em fungéo das variagdes entre as condi¢cdes experimentais aplicadas, particularmente no
tamanho e configuracdo do tanque.

No presente experimento, os diferentes niveis de intensidade de borbulhas aplicados (de
estatico a aeragéo forte) ndo exerceram uma influéncia significativa na taxa de metamorfose e
qualidade de larvas de Litopenaeus vannamei. Foram obtidas taxas de metamorfose relativamente
altas e uniformes, acima de 95% em todos os tratamentos e repeticdes do experimento realizadas no
tempo. De forma semelhante, a sobrevivéncia de larvas da lagosta Jasus edwardsii ndo foi
significativamente influenciada pelas turbuléncias produzidas por duas velocidades de fluxo de
renovagao de agua (lento e rapido), mas houve influéncia no crescimento das larvas, sendo que os
melhores resultados foram verificados sob a velocidade de fluxo lenta (Smith e Ritar, 2006).

Apesar de a condicdo estatica testada no experimento ndo ter interferido nos resultados de
taxa de virada e qualidade das larvas, indicando que o sucesso da metamorfose dos nauplios
independe da movimentagdo da agua de cultivo, ndo significa que a aeragédo possa deixar de ser
aplicada nos tanques de larvicultura. Isto porque a aeracdo propicia a circulagdo da agua dentro do
tanque, impedindo o acumulo de matéria organica e residuos metabodlicos, mantém as células de
microalgas e particulas alimentares em suspensao, além de oxigenar a agua de cultivo, gerando uma
desejavel condicao de aerobiose dentro do tanque.

Na fase de pré-testes deste experimento, foram medidos os niveis de saturagcado do oxigénio
nas unidades experimentais de todos os tratamentos, a fim de verificar possiveis interferéncias dos

niveis de oxigénio dissolvido (promovido pelas diferentes intensidades de borbulhas aplicadas) nos
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resultados do experimento. Isto poderia mascarar os efeitos fisicos das borbulhas e da turbuléncia da
agua no desempenho das larvas, que se desejava testar. No momento correspondente ao fim do
experimento, registrou-se um valor de saturacdo do OD significativamente menor no tratamento
estatico, em relacdo aos demais tratamentos com aeragdo (entre os quais ndo houve diferengas
significativas). Porém, essa diferenca de niveis de OD nao interferiu nos resultados de taxa de
metamorfose e qualidade das larvas do experimento. Isto, possivelmente porque os valores
registrados em todos os tratamentos estavam dentro dos niveis recomendados, inclusive no
tratamento estatico.

A partir dos resultados de taxa de metamorfose e qualidade das larvas obtidos no presente
estudo, observou-se que a mudanga de estagio dos nauplios ndo foi prejudicada pela turbuléncia
produzida pela intensidade de aeragido forte. Desse modo, poder-se-ia concluir que a fase de
metamorfose dos nauplios para protozoea nao exige a aplicagdo de uma intensidade de aeragéo
reduzida ao tanque de larvicultura, mesmo se considerando que os nauplios sdo larvas frageis e que
seu contato com as bolhas de ar ou paredes do tanque poderia alterar a normalidade da
metamorfose. Smith e Ritar (2006), ao submeterem larvas da lagosta Jasus edwardsii a um fluxo de
renovacao de agua rapido, observaram a ocorréncia de 10 a 20% de larvas com deformidades apés a
metamorfose, as quais, no entanto, ndo afetaram a sobrevivéncia das larvas. Similarmente, com
larvas de peixes, Ellis et al. (1997) destacaram que a alta turbuléncia da agua pode aumentar o
contato das larvas com as paredes do tanque e fluxo de aeragéo central, causando danos as larvas.
No entanto, tais efeitos da alta turbuléncia da agua n&o se comprovaram com as larvas de
Litopenaeus vannamei.

Por outro lado, nos tratamentos com intensidades de borbulhas fraca (principalmente) e
média, verificou-se a ocorréncia de larvas paradas, com atividade natatéria lenta ou dispersas no
fundo do recipiente da amostra. Este comportamento anormal nio interferiu nos resultados de taxa de
metamorfose e qualidade das larvas, mas poderia afetar seu desempenho durante os estagios
seguintes do cultivo larval. O motivo que causou tal comportamento lento nos tratamentos com
intensidades de aeracao fraca e média e, a observacao de larvas mais ativas nas condi¢des estatica
e forte, ndo foi esclarecido no presente estudo.

No entanto, deve-se destacar que as diferengas de formato entre as unidades experimentais
(forma cilindrica com fundo arredondado) e os tanques de larvicultura (meio cilindro com fundo em
forma de “U”) provavelmente proporcionam diferentes padrdes de circulagdo da dgua em resposta a
intensidade de aeracgéo aplicada. Essas diferengas poderiam induzir respostas diferentes das obtidas
no presente experimento, dificultando a extrapolacdo dos resultados, de modo que a influéncia da
turbuléncia provocada pela intensidade de aeragao aplicada exige pesquisas mais aprofundadas.

Assim, a variagcdo da intensidade de aeragédo néo interferiu no sucesso da metamorfose dos
nauplios, pois ndo houve influéncia significativa nos resultados de taxa de virada e qualidade das
larvas. Porém, em fungido das diferengas de formato entre os tanques experimentais e os de
larvicultura, da subjetividade na diferenciagdo das intensidades de borbulhas referentes aos

tratamentos (que foi visual) e necessidade de uma melhor caracterizacdo dos padrdes de qualidade
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larval a serem avaliados como resposta, pondera-se que este fator exija maiores investigagdes, a fim

de obter informacdes mais conclusivas a respeito de sua influéncia na metamorfose dos nauplios.
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CONCLUSOES GERAIS

* A taxa de metamorfose de nauplios de Litopenaeus vannamei para protozoea nao é
influenciada pelos fatores temperatura, salinidade, intensidade luminosa e de aeragao, dentro das
faixas de valores de 25 a 35°C, 29 a 35%o, 0 a 15.000 lux e de uma condicdo de aeragao de estatica a

forte, respectivamente.

A qualidade das larvas apds a metamorfose para protozoea nao ¢ influenciada pelos fatores
salinidade e intensidade de aeracao, dentro das faixas de valores testadas. Mas melhora linearmente
com o aumento da intensidade luminosa aplicada, dentro da faixa de 0 a 15.000 lux e, reduz com o
aumento da temperatura, na faixa de 25 a 35°C.

» A faixa de salinidades de 29 a 35%. foi considerada adequada para a metamorfose dos

nauplios.

*» Dentro do intervalo de temperaturas entre 25 e 35°C apenas o nivel intermediario testado foi
considerado adequado a metamorfose. O nivel mais baixo aumenta o tempo de desenvolvimento
entre os estagios de nauplio e protozoea e 0 mais alto causa uma indesejavel condigdo de estresse

nas larvas, apesar de nao interferirem na taxa de metamorfose.

* A faixa de intensidade de luz de 0 a 15.000 lux permite a metamorfose dos nauplios, mas
esta ndo pode ser considerada a faixa ideal para a metamorfose para protozoea |, pois a melhor

condi¢cao com relagao a qualidade das larvas ocorre no nivel mais alto do intervalo testado.

» Apesar da faixa de intensidades de aeragao testada possibilitar a mudanca de estagio com
sucesso, exibindo bons resultados de taxa de metamorfose e qualidade das larvas, este fator exige
estudos mais aprofundados para estimar a faixa de intensidades ideal para a metamorfose dos
nauplios.

» As taxas de metamorfose obtidas nos experimentos foram bem uniformes e superiores as
verificadas na larvicultura do LCM durante o ciclo de produgdo em que foram realizados os estudos,
utilizando nauplios de mesma procedéncia. Desse modo, os fatores salinidade, temperatura,
intensidade luminosa e aeragao nao sao os responsaveis pelas baixas taxas de virada ou, pela sua

flutuagao entre os ciclos de producgao, obtidas pelo laboratério.
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CONSIDERAGOES FINAIS

* Os nauplios de Litopenaeus vannamei sao capazes de completar a metamorfose numa
ampla faixa de temperaturas (25 a 35°C), porém, a temperatura de 35°C causa uma condi¢ao
indesejavel de estresse nas protozoeas, que ndo ocorre em 25 e 30°C. Portanto, o intervalo de
temperaturas entre 30 e 35°C exige estudos mais detalhados de seus efeitos na qualidade das larvas,

a fim de estimar o limite superior da faixa ideal para desenvolvimento.

» O fator intensidade luminosa exige maiores estudos, a fim de esclarecer seus efeitos
indiretos sobre a qualidade das larvas, através do estimulo ao crescimento das microalgas e, para
verificar sua possivel influéncia diretamente sobre o comportamento das larvas de Litopenaeus

vannamei durante a fase de metamorfose para protozoea.

* A influéncia do fator intensidade de aeragdo exige maiores investigagdes, em fungdo da
diferenga de formato entre as unidades experimentais e os tanques de larvicultura, da subjetividade
do padrao aplicado na diferenciagao entre as intensidades de aeragao dos tratamentos (visual) e da
necessidade de uma melhor caracterizagdo dos padrbes de qualidade larval a serem avaliados como

resposta.

= A partir dos resultados destes experimentos, concluiu-se que os fatores salinidades,
temperatura, intensidade luminosa e de aeragdo n&do sdo os responsaveis pela variagao das taxas de
virada obtidas pelo LCM entre os ciclos de produgdo. Estas flutuagbes, portanto, podem ser
atribuidas a outros fatores, como: variacdo da qualidade dos nauplios, algum problema sanitario
especifico, algum fator fisico-quimico ou de manejo que exija maiores investigagcdes ou,
principalmente, o método de contagem aplicado aos nauplios na saida da maturacéo e as protozoeas

logo ap6s a metamorfose na larvicultura.
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ANEXO |

Tabela de avaliagdo da qualidade dos nauplios antes do povoamento

Experimento: Teste: Data:
Numero de fémeas: Numero de nauplios/fémea:

Estagio naupliar no povoamento:

Povoamento Hora inicio: Hora fim:

Hora do inicio do experimento:
AVALIACAO DA QUALIDADE DOS NAUPLIOS

Parametros Avaliagéo Pontuagao
Atividade natatéria Ativos (acima de 90%) 10
Lentos (de 70 a 90%) 5
Inativos (abaixo de 70%) 0
Coloragao Coloragao avermelhada forte 10
Coloragao avermelhada 5
Nao apresentam coloragdo avermelhada 0
Cromatdéforos Apresentam ou néo, cromatoéforos pouco 10
expandidos
Apresentam cromatéforos expandidos 5
Cromatdéforos muito expandidos 0
Reserva de lipideos Nauplios com alta reserva de lipideos 10
Nauplios com média reserva de lipideos 5
Nauplios com baixa reserva de lipideos 0
Fototaxia Positiva (resposta a luz acima de 90%) 10
Média (resposta a luz entre 70 e 90%) 5
Negativa (resposta a luz abaixo de 70%) 0
Deformidade de apéndices  Baixa (< 5%) 10

ou espiculas quebradas

Média (entre 5 e 15%) 5

Alta (acima de 15%)

Particulas aderidas Baixo (< 5%) 10
Médio (entre 5 e 15%) 5
Alto (acima de 15%) (0]

TOTAL DE PONTOS:

Avaliacédo da qualidade OTIMA Acima de 55 pontos

BOA Entre 25 e 55 pontos

RUIM Abaixo de 25 pontos
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Tabela de avaliagdo da qualidade das protozoeas no fim do experimento — Experimentos de

Parametro

Avaliacdo dos naublios

Taxa de virada (norcentaaem)

Atividade natatéria

Fototaxia

Reserva de linideos

Coloracao do hepatonancreas

Contelido intestinal

Corddes fecais

Deformidades

Ebibiontes

Particulas aderidas — larvas
sujas

Necroses

Total de pontos

ANEXO Il

Intensidade luminosa, Aeragao e Salinidade.

AVALIACAO DA QUALIDADE DAS LARVAS

o6timo

bom
regular
alta

média
baixa
ativas
lentas
debilitadas
positiva
média
negativa
alta

média
baixa
escuro
palido
transparente
cheio
parcialmente
vazio

presente

médio

ausente

auséncia
moderada
severa
auséncia

moderada

severa

pouco

moderado

severa

auséncia

moderada

severa

Avaliagéo
Acima de 55 pontos
Entre 25 e 55 pontos
Abaixo de 25 pontos
Acima de 90%
Entre 70 e 90%
Abaixo de 70%
Acima de 90%
Entre 70 e 90%
Abaixo de 70%
Resposta a luz acima de 90%
Resposta a luz entre 70 e 90%
Resposta a luz abaixo de 70%
Acima de 90% dos animais amostrados
Entre 70 e 90% dos animais amostrados
Abaixo de 70% dos animas amostrados
Animais com hepatobancreas amarelo escuro a marrom
Animais com hepatopancreas amarelo claro
Animais com hepatopancreas com pouca coloracdo e areas vazias
Acima de 70% dos animais amostrados
Entre 20 e 70% dos animais amostrados
Abaixo de 20% dos animais amostrados

Acima de 90% dos animais amostrados e abundante na
coluna d’aqua

Entre 70 e 90% dos animais amostrados e facil visualizagéao
na coluna d’aqua

Abaixo de 70% dos animais amostrados e dificil visualizagao
na coluna d’aqua

Nao encontrado nos animais amostrados
Abaixo de 10% dos animais amostrados
Acima de 10% dos animais amostrados
Nao encontrado nos animais amostrados

Temporais ou permanentes, abaixo de 15% dos animais
amostrados

Permanentes, acima de 15% dos animais amostrados

Larvas limpas ou com poucas particulas aderidas nas pontas
dos apéndices (< 5%) ou em entre 5 a 10% do organismo,
abaixo de 25% dos animais amostrados

Larvas com poucas particulas aderidas, entre 10 a 40% dos
apéndices ou do organismo, entre 25 a 60% dos animais
amostrados

Larvas com particulas aderidas, acima de 40% dos apéndices
ou do organismo, superior a 60 % dos animais amostrados

Nao encontrado nos animais amostrados

Até 15% dos animais amostrados apresentarem alguma
necrose

Acima de 15% dos animais amostrados abresentarem necrose

Pontos
10
5
0
10
5
0
10
5
0
10
5
0
10
5
0
10
5
0
10
5
0
10

10
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ANEXO 11l
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Tabela de avaliagdo da qualidade das protozoeas no fim do experimento — Experimento de

Parametro

Avaliacio dos nauplios

Taxa de virada norcentaadem)

Atividade natatdria

Fototaxia

Reserva de linideos

Coloracdo do hepatobnancreas

Conteudo intestinal

Corddes fecais

Deformidades

Epibiontes

Particulas aderidas — larvas sujas

Necroses

Presenca de cromatoforos

Total de pontos

Temperatura

AVALIACAO DA QUALIDADE DAS LARVAS

6timo

bom
reaular
alta

média
baixa
ativas
lentas
debilitadas
positiva
média
negativa
alta

média
baixa
escuro
palido
transparente

cheio

parcialmente
Vazio

presente

médio

ausente

auséncia
moderada
severa
auséncia
moderada

severa

pouco

moderado

severa

auséncia
moderada
severa
auséncia
moderada

severa

Avaliacdo
Acima de 55 pontos
Entre 25 e 55 pontos
Abaixo de 25 pontos
Acima de 90%
Entre 70 e 90%
Abaixo de 70%
Acima de 90%
Entre 70 e 90%
Abaixo de 70%
Resposta a luz acima de 90%
Resposta a luz entre 70 e 90%
Resposta a luz abaixo de 70%
Acima de 90% dos animais amostrados
Entre 70 e 90% dos animais amostrados
Abaixo de 70% dos animas amostrados
Animais com hepatonancreas amarelo escuro a marrom
Animais com hepatopancreas amarelo claro

Animais com hepatopancreas com pouca coloragado e areas vazias

Acima de 70% dos animais amostrados

Entre 20 e 70% dos animais amostrados

Abaixo de 20% dos animais amostrados

Acima de 90% dos animais amostrados e abundante na coluna

Entre 70 e 90% dos animais amostrados e facil visualizagdo na
coluna d’aaua

Abaixo de 70% dos animais amostrados e dificil visualizagdo na
coluna d’agua

N&o encontrado nos animais amostrados

Abaixo de 10% dos animais amostrados

Acima de 10% dos animais amostrados

Nao encontrado nos animais amostrados

Temnborais ou bermanentes. abaixo de 15% dos animais amostrados
Permanentes, acima de 15% dos animais amostrados

Larvas limpas ou com poucas particulas aderidas nas pontas dos

apéndices (< 5%); ou em entre 5 a 10% do organismo, abaixo de
25% dos animais amostrados

Larvas com poucas particulas aderidas, entre 10 a 40% dos

apéndices ou do oraanismo. entre 25 a 60% dos animais amostrados

Larvas com particulas aderidas, acima de 40% dos apéndices ou do
oraanismo. superior a 60 % dos animais amostrados

N3o encontrado nos animais amostrados

Até 15% dos animais amostrados aoresentarem alauma necrose
Acima de 15% dos animais amostrados abresentarem necrose
Nao verificado nos animais amostrados

Até 15% dos animais amostrados

Acima de 15% dos animais amostrados

Pontos
10
5
0
10
5
0
10
5
0
10
5
0
10
5
0
10
5

10

UE
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ANEXO IV

Dados do Teste de Saturagédo do Oxigénio Dissolvido — Experimento de intensidade de Aeragao

Médias* dos valores de saturagdo — medidos no fim do experimento (34 horas de teste)

Tratamento Estatico Fraco Médio Forte

Saturagdo média ¥ 83,156 87,889 88,222 88,367

* Médias provenientes de 9 repetigdes

Resultados da Analise de Variancia do Teste de Saturagdo do OD — Experimento de Intensidade de
Aeracao — Programa XLSTAT

Testes de Comparacdo Multipla para a variavel tratamento:

Tukey (HSD) / Analise das diferengas entre grupos (95% IC)

Categorias Diferenca Diferenca Valor critico Significativamente
estandardizada diferente?
F~E 4,289 14,029 2,725 Sim
F~L 0,427 1,396 2,725 Nao
F~M 0,137 0,447 2,725 Nao
M~E 4,152 13,582 2,725 Sim
M~L 0,290 0,949 2,725 Nao
L~E 3,862 12,633 2,725 Sim
Valor critico de Tukey: 3,853
Legenda:
F — forte
M — médio
L — fraco
E — estatico
Categorias Agrupamento
F A
M A
L A
E B

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as médias dos tratamentos



