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Visdo geral da montagem do experimento: caixas plasticas de cor preta utilizadas
para a manutencado dos animais e baldes e sifées utilizados no sistema aberto, com
troca diaria (10% do volume).

Sistema desenhado para gerar a circulagdo da agua do tanque, a partir da sucgéo de
4gua desde a metade da coluna do tanque, mediante um air-lifter. A direita se
observa o sistema por onde a agua sobe pelo cano de air-lifter e entra na calha. No
fundo desta ultima, ocorre a sedimentagéo de particulas no fundo da calha. A agua,
contendo pouco sedimento, volta novamente ao tanque, através de orificios do lado
oposto a entrada da agua na calha.

Procedimento utilizado para a troca de agua dos tanques, mediante sifonamento (42).
Em 4b, detalhe do sistema de sifonamento, desenhado para retirar agua do tanque, a
partir da metade da coluna de agua do seu interior. O sifdo possui um registro que
facilita a troca e diminui o impacto do procedimento de troca de agua sobre os
camaroes.

Procedimentos utilizados para a biometria do animais: a- captura dos animais,
usando uma rede; b- determinagdo do comprimento com uma régua; e, c-
determinagdo do peso com uma balanga de analitica.

a) Ph, Concentragbes de: b) ambénia, c) nitrato, d) nitrito, e) fosfato, f) silica e g)
turbidez ao longo do experimento.

a) grafico do peso médio dos camardes registrado semanalmente. B) ganho de peso
em cada semana de cultivo. Os valores se representam em (g). * indica significancia
(p<0,05); ns indica no existe significancia (p>0,05).

a) indica a convergao alimentar semanal, (* indica significancia (p<0,05); ns indica no
existe significancia (p>0,05). B) corresponde a convercdo alimentar final do
experimento. As diferengas estatisticas estdo indicadas por letras.

Atividade da GST em branquias, na transferéncia, aclimatagéo, no sistema de troca
10%, no sistema estatico e no sistema de recirculacdo. As diferencas estatisticas
estéo indicadas por letras.

Atividade da GST no hepatopéancreas, na transferéncia, aclimatagdo, no sistema de
troca 10%, no sistema estatico e no sistema de recirculagdo. As diferencas
estatisticas estdo indicadas por letras.

Co-relagbes de Amonia, Nitrito e Nitrato com a atividade da GST em branquias e
heptopancreas, segundo o teste de Spermann.* indica existe significancia (p< 0,05);
ns indica ndo existe significancia (P>0,05)

Co-relagoes de, Fosfato e Turbidez com a atividade da GST em branquias e
heptopéancreas, segundo o teste de Spermann.

* indica existe significancia (p< 0,05); ns indica n&o existe significancia (P>0,05).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar dois sistemas de cultivo fechado, comparando-os com o
sistema tradicional de cultivo aberto, através da avaliacdo de parametros de qualidade de agua,
indices de produgéo e alguns biomarcadores bioquimicos. Durante 30 dias, espécimes juvenis de
Litopenaeus vannamei (6,83 + 0,79 g) foram mantidos em um sistema fechado estatico (troca-zero),
ou em um sistema fechado com recirculagéo (taxa = 10% dia'1), ou, ainda, em um sistema aberto com
troca diaria de agua (10%). A temperatura, a salinidade, o oxigénio dissolvido e o pH foram
monitorados diariamente. Amostras de agua foram analisadas semanalmente em relacdo a amoénia,
nitrito, nitrato, fosfato, silica e turbidez. Entre os parametros de qualidade de adgua analisados, o pH,
nitrito (NO;), nitrato (NO3), fosfato (PO4), e turbidez (NTU), apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) entre os tratamentos, mantendo-se, entretanto, dentro dos niveis considerados como
recomendaveis para o cultivo da espécie L.vannamei. Os indices de produgdo (sobrevivéncia,
crescimento e converséo alimentar) ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.
A atividade da enzima Glutationa-S-Transferase (GST), a capacidade antioxidante total da hemolinfa,
além da concentragdo de proteinas totais, ndo mostraram diferencas significativas entre os
tratamentos. Aparentemente, as diferengas registradas entre os parametros de qualidade de agua
nos trés sistemas de cultivo experimental, ndo produziram um efeito mensuravel, tanto nos indices de
produgdo como nos biomarcadores, considerando as analises realizadas.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, biomarcadores, Glutationa — S — Transferase, GST, sistema
fechado de cultivo



Effect of water culture management (zero-exchange, zero-exchange with recirculation and
daily-exchange) on water quality, production performance and biomarkers on juveniles of the
white-shrimp, Litopenaeus vannamei

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate two closed systems (zero-exchange) for shrimp
growth, and compare them with the traditional open system (with daily exchange), through the
evaluation of water quality parameters, production indexes and some biochemical biomarkers. During
30 days, juvenile specimens of Litopenaeus vannamei (6,83 £ 0,79 g)6,83 (0,79 g) were maintained in
a static closed system (zero-exchange), in a closed system with recirculation (recirculation rate =10%
day™), and in a open system with daily change of water (change rate =10% day'). Temperature,
salinity, dissolved oxygen and pH were monitored daily. Samples of water were analyzed once a week
in relation to ammonium, nitrite, nitrates, phosphate, silica and turbidity. Among the water quality
parameters analyzed, pH, nitrite (NO,), nitrates (NO3), phosphate (PO,), and turbidity (NTU), showed
significant differences (p < 0,05) among the treatments. However, the values were in the range
considered as being suitable for the cultivation of the species L.vannamei. On the other hand, the
production indexes (survival, growth and alimentary conversion) did not present significant differences
among the treatments. The activity of the enzyme Glutathione-S-Transferase (GST), the total
antioxidant capacity of the hemolymph, and the total protein concentration did not present significant
differences among the treatments. Apparently, the differences registered in the water quality
parameters of the three different systems of experimental cultivation did not produce a measurable
effect either in the production indexes or in the biomarker responses considering the analyses
performed.

Key-words: Litopenaeus vannamei, biomarkers, Glutationa-S-Transferase, GST, zero-water exchange
culture system
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1. INTRODUGAO

1.1 — Situagao da carcinicultura no Brasil

A criacao de camardao marinho em viveiros no Brasil, orientada para a produgado comercial,
iniciou-se em 1978 com a espécie exotica Penaeus japonicus por iniciativa do Governo do Rio

Grande do Norte, como alternativa econdmica para as salinas desativadas (FROTA, 2005).

A década de 80 foi marcada pelas inumeras tentativas de adaptacao de algumas espécies de
camarao nos viveiros na regido nordeste, associadas a falta de financiamento e a inexisténcia de
tecnologias de manejo adequadas. Somente em 1996, com o cultivo da espécie Litopenaeus
vannamei, juntamente com a disponibilidade de racdo de boa qualidade e dominio do ciclo de
reprodugao pelos laboratérios nacionais, € que o Brasil comegou a expandir sua produgao de

camarao marinho (FROTA, op cit).

Atualmente, a carcinicultura no Brasil apresenta uma taxa anual de crescimento de 30% de
areas de viveiros, e 50% na producdo (FROTA op cit). Segundo dados da Associagao Brasileira dos
Criadores de Camarao — ABCC, o Nordeste, com seus 3.300 km de litoral, é responsavel por 94% de
todo o camarao produzido no Brasil. Entre os maiores produtores estdo o Rio Grande do Norte e a
Bahia, mas a atividade cresce também nos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco e Piaui. A

situagao brasileira referente ao cultivo de camarao esta resumida na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Informagoes Gerais sobre a atividade de criagao de camarao
no Brasil em 2004

Numero total de produtores 997

Area total de viveiros 16.598 propor

Producéo total 75.904 toneladas

Produtividade 4.573 kg/propor./ano
Fonte: ABCC

1.2 - Situagédo da carcinicultura em Santa Catarina

Em Santa Catarina, a produgédo de camarao em cativeiro também tem se expandido de forma
rapida e continua. De acordo com a Associagdo Catarinense dos Criadores de Camarao — ACCC, a
produgéo de camarao no estado saltou de 190 toneladas na safra de 1999-2000 para 3500 toneladas
na safra de 2004-2005, tendo a maior produgéo sido registrada na safra de 2003-2004 que atingiu

4.267 toneladas, o que representou um 5,6% da produgcédo de camarao do Brasil.

No estado, existem, atualmente, 108 fazendas de camardao em cativeiro da espécie
Litopenaeus vannamei, sendo 93 delas localizadas em Laguna. No total, a area total de viveiros
perfaz 1,4 mil hectares, sendo 70% da produgao comercializada nos estados do Rio de Janeiro e Sdo

Paulo e 30% destinada ao mercado de Santa Catarina.
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Como observado em diversas regides do mundo (BORGHETTI; OSTRENSKY; BORGHETTI,
2003), a carcinicultura ja representa uma importante fonte de empregos diretos e indiretos no estado
de Santa Catarina, envolvendo diferentes setores, como, as industrias de ragdo para camarao, de

equipamentos para o cultivo e de processamento.

Entretanto, como registrado em diversos paises, esta importante atividade econémica nao
esta livre de ameacas, 0 que caracteriza a produgdo destes organismos como um negécio de alto
risco (ANDREATTA; BELTRAME, 2004, p.199). Recentemente, entre a safra de 2003/04, o setor
sentiu uma forte pressdo, devido ao surgimento de focos do virus da mancha branca (White Spot
Syndrome Virus, WSSV) nos cultivos da regido de Laguna (SEIFFERT, 2005). A esta enfermidade
viral, a qual ja produziu efeitos devastadores entre os principais produtores mundiais (MACIEL, 2002),
pode ser atribuida a queda de aproximadamente 20% da producéo na safra do ano seguinte (Figura
1), uma vez que alguns produtores se viram desestimulados em produzir sob esta ameaga e nao

realizaram os povoamentos de seus viveiros no ano seguinte.

Este fato reitera a relevancia das condi¢des ambientais, das condigbes bioldgicas da espécie
e, especialmente, das boas praticas de manejo e dos sistemas de cultivo para a carcinicultura e, de

forma andloga para os demais setores da produgéo aquicola.

Producao de Camarao em Santa Catarina
entre as safras 1998/99 a 2004/05
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Figura 1: Producdo de camaréo L vannamei em Santa Catarina entre os anos 1998 e
2005 (FONTE: ABCC).
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1.3 — Sistemas de cultivo e qualidade de agua

De forma geral, os sistemas de cultivo aquicola podem ser classificados de duas
formas. Uma delas é baseada na densidade de cultivo, sendo os sistemas classificados,
entdo, como de cultivo intensivo, semi-intensivo e extensivo. A outra forma de classificagao
diz respeito ao modo de interagao ou intercambio de massas (principalmente, a agua) com o
meio ambiente, sendo os sistemas, neste caso, classificados como: sistemas fechados, onde
nao existe nenhum tipo de intercambio de massas entre o meio interno e externo; sistemas
semi-abertos, onde o fluxo de massas entre o ambiente de cultivo e o ambiente externo ou
natural é limitado ou ocorre em um s6 sentido (geralmente na forma de inputs ou entradas) e,
finalmente, sistemas abertos, onde existe um grande fluxo de massas (aguas) entre o
sistema de cultivo e o meio circundante. Entre os sistemas abertos, também estdo incluidos
os sistemas completamente abertos, onde o sistema de cultivo é desenvolvido diretamente no
meio ambiente, como é o caso de moluscos marinhos, peixes em gaiolas flutuantes e peixes
oceanicos em baias fechadas com redes. Sob o ponto de vista das classificagcdes acima, a
escolha do sistema de cultivo a ser utilizado vai interferir, em maior ou menor grau, tanto na

qualidade da agua do cultivo propriamente dito, como no impacto ao ambiente circundante.

Segundo Jones, Dennison e Preston (1999) e O’ Donohue et al. (1999), as fazendas
de cultivo de camarao, assim como muitos sistemas de cultivo intensivo e semi-intensivo,
aportam ao meio ambiente uma consideravel quantidade de matéria orgénica, a qual se
caracteriza por uma elevada carga de soélidos em suspensao, baixos niveis de oxigénio
dissolvido, excesso de compostos nitrogenados e fosforados, bem como bactérias,
microalgas e diatomaceas que podem produzir sérios desequilibrios ecolégicos nos sistemas
lacustres e marinhos. Lacerda et al. (2005), mencionam que o cultivo de camarao emite para

0 meio ambiente quantidades elevadas de N (1.9tkm™?ano™ '), e P (0,23 t km™ % ano™ ).

Os compostos nitrogenados e fosfatados, ndo vém somente dos restos de ragéo e
metabodlitos do camardo, mas também podem ser originados a partir de fertilizantes
adicionados aos tanques, com o objetivo de produzir a proliferacdo de microalgas
necessarias para o desenvolvimento e manutengcao do cultivo. Estes compostos, caso nao
sejam consumidos totalmente pelo sistema de cultivo, podem, juntamente com as aguas de
troca, ser despejados ao meio ambiente, principalmente na forma de nitratos e fosfatos. Isto
pode provocar a eutrofizagdo dos sistemas lacustres e marinhos. Este processo de
eutrofizacdo tem sido considerado como um fator com potencial real para afetar a eco-
sustentabilidade destes ambientes naturais. Hopkins et al. (1993, p. 309) estimaram que
sejam necessarios entre 39 a 199 ton. de agua para produzir 1 kg de camarao, além de
trocas de agua freqiientes para permitir altas taxas de alimentacao e consequentemente altas

taxas de crescimento.

Linhas de pesquisas mais atuais sugerem que € possivel trabalhar com sistemas

fechados (sem troca de agua) ou sistemas semi-fechados e obter rendimentos satisfatérios,
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sempre que seja observada a questdo da qualidade da agua (MCINTOCH, 2000; MCINTOCH,
2001; COHEN, 2005). Estes novos métodos tém sido utilizados como alternativa para tentar
solucionar ou diminuir ndo s6 a pressdo que as fazendas de camardo podem gerar sobre os
ambientes naturais, particularmente em relagdo a carga orgdnica e aos nutrientes, mas,
também, associados a programas de biossegurancga, visando o controle de doengas virais,
como as causadas pelo WSSV e o Virus da Cabeca Amarela (Yellow Head Syndrome virus,
YHV) (MENASVETA, 2002). Dentre estes métodos, podemos citar o manejo de cultivos em
sistemas fechados, ou seja, sem a troca de agua durante o periodo de cultivo, os quais sao
também denominados de troca-zero (BURFORD et al., 2004), além daqueles que envolvem o
tratamento dos efluentes com biofiltradores (moluscos) e produtores primarios (macroalgas)
(JONES; DENNISON; PRESTON, 1999) para diminuir a carga de nutrientes.

O sistema de cultivo denominado de troca-zero também pode representar uma
alternativa economicamente viavel, considerando que poderiam diminuir os custos
relacionados ao bombeamento e a fertilizagdo de agua, uma vez que possibilitariam o
reaproveitamento da agua que apresenta salinidade, pH, fito-plancton e fauna microbioldgica
adequados para o cultivo. Entretanto, nestes sistemas do tipo fechado também é gerado um
acumulo de nutrientes, como nitritos, nitratos e fosfatos, os quais em altas concentragdes,
podem comprometer a saude dos camardes (POLI; VINATEA, 2004), sem deixar de

considerar, ainda, a questao da proliferagdo de doengas relacionadas ao confinamento.

Concentragcdes elevadas de compostos derivados do nitrogénio, como a amébnia,
nitritos e nitratos, podem provocar diversos desequilibrios metabdlicos em animais de cultivos
aquicolas, tais como: alteragcbes na taxa de excrecédo, efeitos negativos na osmorregulacéo,
alteracdes respiratorias, alteragbes morfolégicas e funcionais em 6érgdos, como 0s rins,
figado e bago e, ainda, necrose das lamelas branquiais. Também pode haver
comprometimento do crescimento, dado que a ambnia pode bloquear o processo de
fosforilagdo oxidativa e causar uma incapacidade de conversao energética dos alimentos em
ATP, o qual é necessario para os processos anabodlicos da célula (VINATEA, 2004). Em
camardes peneideos, relatos recentes tém avaliado o efeito toxico de concentragdes
elevadas de amébnia sobre o crescimento, o processo de muda, o consumo de oxigénio e as
respostas imunoldgicas desses animais (LE MOLULLAC e HAFFNER, 2000; WANG et al.,
2003; WANG et al., 2005).

Basicamente, concentracbes elevadas de amodnia no meio aquatico diminuem a
excregao deste composto na maioria dos animais aquaticos, provocando um aumento da sua
concentragdo, nos tecidos e no interior das células. Assim, no ambiente intracelular, a
amoénia ndo-ionizada (NHs) é transformada em aménia ionizada (NH,"), acarretando em um
aumento do pH, o que tem consequéncias sobre as reagbes enzimaticas e a permeabilidade
de membranas (VINATEA, 2004). Assim sendo, alguns parametros fisico-quimicos tém sido

recomendados para o cultivo de L. vannamei (Tabela 2) (MOSER 2005).
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Tabela 2: Valores recomendados para o cultivo de L.vannamei

Parametros Valores recomendaveis
Amonia total (mg/L) 0,1 - 1
Amobnia nao ionizada (mg/L) < 0/
Nitrogénio total inorganico (mg/L) 05 -2
Alcanidade (mg/L de CaCO3) 80 - 140
pH 7 -9
Oxigénio dissolvido (mg/L) 5 -10
Dioxido de carbono (mg/L) < 20
Temperatura (°C) 25 - 32
Transparéncia (cm) 35 - 50
Salinidade (ppm) 15 - 25
Clorofila a (mcg) 50 - 75

Fonte: Moser, 2005

1.4 — Biomarcadores:

Alteragdes metabdlicas podem ter efeito sobre os mecanismos e as respostas de defesa
humoral e celular dos animais, aumentando a susceptibilidade dos camardes as doencas (KAUTSKY
et al., 2000). Estas alteragdes, produto da exposicdo dos organismos a agentes estressores
ambientais, podem ser monitoradas mediante a avaliagdo de respostas bioquimicas e moleculares,
denominadas como biomarcadores.

Segundo Walker et al. (1996), biomarcadores sao alteragdes bioldgicas de carater molecular,
celular e fisiolégico que expressam os efeitos toxicos causados pelos contaminantes presentes no
ambiente. A importdncia da analise de biomarcadores bioquimicos ou moleculares tem sido
reconhecida, pois estas respostas apresentam boa sensibilidade, relativa especificidade e custo ndo
elevado, além de serem, geralmente, as primeiras a sofrerem alteragbes frente a presenca de um
xenobiotico (STEGEMAN et al, 1992; NIYOGI et al., 2001). O uso de biomarcadores, como
ferramenta complementar para determinar ndo s6 o grau de exposicdo e toxicidade de
contaminantes, como também o estresse em organismos aquaticos, ja é aceito e tem sido
recomendado pelo Conselho Internacional para a Exploracéo do Mar (ICES) (VENTURA, 2004).

A atividade de enzimas, como a ATPase, tem sido usada para avaliar o metabolismo e a
funcionalidade fisioldgica de camarbes, uma vez que uma maior demanda de energia tem sido
associada a uma maior atividade desta enzima (CHEN; NAN, 1992). Por outro lado, Wei-Na Wan et
al. (2002) sugerem que a atividade da ATPase pode ser ainda utilizada como um indicador de
estresse, causado pela qualidade da agua.

A ativacdo do sistema da Profeniloxidase (propor), medida pela atividade da enzima
Fenoloxidase (PO), tem sido usada para avaliar o grau de imunoestimulacdo em camardes (REDON;
BALCAZAR, 2003).
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Entre os demais biomarcadores utilizados para avaliar o grau de exposi¢gdo a contaminantes
elou ao estresse oxidativo, estdo incluidas as enzimas associadas ao sistema celular de defesa
antioxidante e de conjugacéo.

Entre as enzimas de conjugagédo estdo aquelas pertencentes a familia das Glutationa—S—
Transferases (GSTSs).

As GSTs sdo um grupo de isoenzimas diméricas, associadas, principalmente, ao citosol da
célula, as quais participam da fase Il do processo de detoxificagdo celular. As GSTs conjugam
compostos, originados na fase | do processo de biotransformacédo ou detoxificagdo celular, com
compostos enddgenos celulares, como o tripeptido glutationa (GSH), tornando-os mais hidrossoluveis
e faceis de ser excretados (LUCHMANN, 2005). As GSTs s&o encontradas amplamente na natureza,
em organismos eucariontes e procariontes. Em organismos aquaticos, a atividade da GST tem sido
estudada amplamente em peixes e moluscos, mas poucos trabalhos tém sido realizados em
crustaceos (LUCHMANN, op.cit). Trabalhos recentemente realizados por Luchmann (2005) e Moser
(2005), avaliaram a GST como biomarcador nos camardes peneideos Farfantepenaeus paulensis,
Farfantepenaeus brasilensis e Litopenaeus vannamei, respectivamente. Outro trabalho,
recentemente publicado por Mohankumar e Ramasamy (2006), investigaram a atividade das enzimas
associadas ao estresse oxidativo, entre elas a GST, em Fenneropenaeus indicus (no
hepatopancreas, branquias hemolinfa e musculo), infectado pelo virus da mancha branca, WSSV.

As avaliagbes das variaveis metabdlicas da hemolinfa também sdo muito utilizadas para
medir o estresse causado em condicdes de confinamento nos camardes (PEREZ et al., 2006). Uma
das variaveis que tem sido mais amplamente usada com este objetivo € a quantidade total de
proteinas na hemolinfa (SANCHEZ et al., 2001; PERAZZOLO et al., 2002; PASCAOAL et al., 2004;
PEREZ et al., 2006).

A capacidade anti-oxidante do sangue também tem sido proposta como um biomarcador de
estresse oxidativo em peixes (ALVES, 2003). Em invertebrados, o sistema imune se diferencia dos
vertebrados, principalmente pela auséncia de moléculas do tipo das imunoglobulinas e de células
linféides, e, por ser baseado em uma resposta inata.

O sistema de defesa deste grupo de animais, entre eles os crustaceos, esta baseado em um
conjunto de efetores celulares e humorais, 0os quais agem de modo conjunto para eliminar
microorganismos potencialmente infecciosos (RENDON, 2003).

Os hemécitos séo cruciais para as reag¢des imunes, sendo capazes de fagocitar, encapsular e
formar noédulos, e correspondem a fragdo celular da hemolinfa (RENDON, op.cit.). A porgéo
plasmatica da hemolinfa também é fundamental para a defesa imune, onde algumas proteinas estao
envolvidas nas reagdes de defesa do organismo, entre elas, as lectinas (MARQUES; BARRACCO,
2000), além de peptideos antimicrobianos e cascatas polipeptidicas (DA SILVA, 2004). Existe ainda
um mecanismo de defesa que é responsavel pela liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
que sao potentes microbicidas. Este mecanismo esta associado a ativagdo da NADPH oxidase na
membrana celular que catalisa a redugédo do oxigénio molecular para anion superéxido ( O, ) (DA
SILVA op.cit.). Outras EROs podem ser geradas a partir deste sistema, atuando, ndo sé na

degradagdo de microorganismos patogénicos, mas podendo produzir também danos nos tecidos do
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organismo. Algumas proteinas, de baixo peso molecular, presentes na hemolinfa podem atuar como
agentes protetores contra os EROs (DA SILVA op.cit.). Esta capacidade de protegdo pode se ver
alterada na presencga de fatores estressores, como xenobiéticos. Moser (2005), demonstrou que a
exposicdo ao composto carbofuran causou alteragdes na capacidade anti-oxidante da hemolinfa do
camarao branco Litopenaeus vannamei.

Dentro deste contexto, o presente trabalho, teve como objetivo avaliar o efeito de sistemas de
cultivo, abertos e fechados, caracterizados por trés sistemas distintos de manejo de agua, sobre os
parédmetros de qualidade de agua, indices de producdo e alguns biomarcadores moleculares em
camarao, Litopenaeus vannamei, em um cultivo experimental de 30 dias.

Os biomarcadores avaliados foram os seguintes: a concentragdo de proteinas totais na
hemolinfa, a capacidade antioxidante total da hemolinfa e a atividade da GST nas branquias e no
hepatopancreas.

Os sistemas de manejo de agua foram representados pelas seguintes condi¢des: troca-zero
(sistema fechado, estatico), troca-zero com recirculagéo (sistema fechado com movimento de agua) e
troca de agua diaria (10% do volume) (sistema aberto).

Os resultados obtidos integrardo um artigo a ser submetido para publicagdo no periddico

Aquaculture.
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2. OBJETIVO:

Avaliar o efeito dos sistemas de cultivo, abertos e fechados, caracterizados por formas
distintas de manejo de agua, troca-zero (sistema fechado, estatico), troca-zero com recirculagédo
(sistema fechado com movimento da agua) e troca de agua diaria (10% do volume) (sistema aberto),
sobre parametros de qualidade de agua, indices de produgao (sobrevivéncia, crescimento e
conversdo alimentar) e alguns biomarcadores moleculares (atividade da enzima Glutationa-S-
Transferase, GST,; atividade antioxidante total da hemolinfa e concentracdo de proteinas totais no

plasma) em juvenis de camarao, Litopenaeus vannamei.
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3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Material Biolbgico:

Foram utilizados 135 espécimes juvenis do camar&o-branco Litopenaeus vannamei, de 6,83 g
( £ 0,79), obtidos do bergario do Laboratério de Camardes Marinhos (LCM), Departamento de
Aqticultura, CCA, UFSC.

3.2 Sistemas e condi¢ées de cultivo:

Durante o experimento, os camardes foram estocados em nove tanques plasticos quadrados
de 0,5 m?, com capacidade para 200 | de agua, em densidade de 30 camardes/m?. Os tanques foram
cobertos com tela de mosquiteiro de cor verde e submetidos a trés sistemas distintos de manejo de

agua (3 tanques/sistema) (Figura 2):

Sistema estatico (sistema fechado sem troca de agua; troca zero): Foi mantida a mesma
agua do inicio ao término do cultivo experimental, ndo tendo sido realizada nenhuma troca ao longo

do periodo de 30 dias.

Sistema com recirculagido (sistema fechado, com movimento de agua): Foi mantida a
mesma agua durante todo o periodo do cultivo experimental. O esquema de recirculagao (Figura 3)
foi montado a partir da utilizagdo de duas calhas por tanque, cuja soma do seu espelho de agua era
equivalente a 10% da area do espelho da agua do tanque. Para realizar a recirculagdo da agua foi
instalado um sistema de air-lifter, para o qual o fluxo de agua foi regulado através do fluxo de ar. A
taxa de recirculagédo do tanque foi regulada diariamente, de modo a ser equivalente a 10% do volume
total de agua do tanque por dia. A succgao foi desenhada para puxar a agua a partir da metade da

coluna de agua do tanque.

Sistema com troca de agua (sistema aberto, com troca de agua diaria; 10% do volume):
Foi realizada a troca de agua diariamente, de um volume correspondente a 10% da agua total do
tanque. A agua foi retirada por meio de um sifdo, sendo reposto o mesmo volume de agua marinha
filtrada (filtro de 100 micra) (Figura 4a). A salinidade foi regulada a 20 ppm. O sifdo foi instalado de
tal maneira que permitisse a retirada da agua a partir da metade da coluna de agua, como mostrado

na Figura 4b.
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Figura 2: Visdo geral da montagem do experimento: caixas plasticas
de cor preta utilizadas para a manutengéo dos animais e baldes e
sifdes utilizados no sistema aberto, com troca diaria (10% do volume).

Figura 3: Sistema desenhado para gerar a circulagdo da agua do tanque, a partir da sucg¢ao de
4gua desde a metade da coluna do tanque, mediante um air-lifter. A direita se observa o sistema
por onde a agua sobe pelo cano de air-lifter e entra na calha. No fundo desta ultima, ocorre a
sedimentagdo de particulas no fundo da calha. A agua, contendo pouco sedimento, volta
novamente ao tanque, através de orificios do lado oposto a entrada da agua na calha.
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Figura 4: Procedimento utilizado para a troca de agua dos tanques, mediante sifonamento
(a). Em (b), detalhe do sistema de sifonamento, desenhado para retirar agua do tanque, a
partir da metade da coluna de agua do seu interior. O sifdao possui um registro que facilita a
troca e diminui o impacto do procedimento de troca de agua sobre os camardes.

Niveis de Oxigénio: A aeragéo foi mantida constante para todos os tratamentos, com niveis
de oxigénio na média de 6,7 mg/L ( + 0,6) durante todo o experimento. A aeragado foi regulada

manualmente duas vezes por dia.

Temperatura: A temperatura da agua dos tanques foi regulada e mantida a 26°C (+ 1,9),

utilizando-se aquecedores elétricos.

Salinidade: A salinidade foi mantida a 20 ppm ( + 1,1), sendo ajustada com agua doce nao-

clorada filtrada (filtro de 100 micra), quando necessario.

Luz: Os animais forma mantidos sob luz natural durante o dia e, devido a realizagao
simultanea de outro experimento no recinto, as lampadas da sala foram mantidas acesas durante a

noite
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Alimentagao: Os animais foram alimentados com ragdo comercial com 35% de proteina. A

alimentagao foi oferecida em bandejas de alimentagéo a 3% da biomassa do tanque, em duas vezes
ao dia. O alimento ndo consumido foi quantificado e eliminado.

Coleta de amostras de agua: Amostras de agua foram coletadas semanalmente para

anadlise dos seguintes parametros: amdnia (NH3), nitrato (NO3), nitrito (NO,), fosfato (PO4), silica
(SiO3) e turbidez (NTU).

Biometria dos animais: Semanalmente, o peso e o comprimento de todos os animais foram

determinados (Figura 5). Com base nestes dados, o ganho em peso e a conversao alimentar foram
calculados para cada tratamento.

N'GVFHBIOI"W

%
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Figura 5: Procedimentos utilizados para a biometria dos animais: a- captura dos animais, usando
uma rede; b- determinagdo do comprimento total com uma régua; c¢- determinacdo do peso com
uma balanga de analitica.

LK
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4.1. INTRODUGAO

A carcinicultura no Brasil tem crescido em torno de 20% ao ano nesta ultima década (ABCC
2003). Esta expansado também tem sido registrada de forma rapida e continua no estado de Santa
Catarina. Entre 0 ano de 1998 e 2004, a producédo de camardo no estado aumentou de 50 para 4.267
toneladas. Neste mesmo periodo, o numero de instalagbes ativas no setor cresceu de 3 para 95
fazendas (INSTITUTO CEPA/SC, 2001; ABCC,2004).

Segundo Jones et al. (1999) e O’ Donohue et al. (1999), as fazendas de cultivo de camaréo,
assim como muitos sistemas de cultivo intensivo e semi-intensivo, aportam ao meio ambiente uma
quantidade consideravel de matéria organica, a qual se caracteriza por uma elevada carga de sdlidos
em suspensdo, baixos niveis de oxigénio dissolvido, excesso de compostos nitrogenados e
fosforados, bem como bactérias, microalgas e diatomaceas, o que pode causar sérios desequilibrios
ecologicos nos sistemas lacustres e marinhos. Lacerda et al. (2005), mencionam que o cultivo de
camarao emite para o meio ambiente quantidades elevadas de N (1.9 t km 2 ano” 1), eP (0,23t km™ 2

ano ).

Novos métodos tém sido utilizados como alternativa para tentar diminuir a pressdo que as
fazendas de camarao podem gerar sobre os ambientes naturais, particularmente em relagdo a carga
organica e de nutrientes, bem como minimizar a disseminagdo de doencas virais, como aquelas
causadas pelo Virus da Cabega Amarela (YHV) e Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV)
(MENASVETA 2002). Dentre estes métodos, podemos citar os cultivos realizados em sistemas
fechados, os quais ndo envolvem a troca de agua durante o periodo de cultivo, também denominados
de troca-zero (BURFORD et al., 2004). Os sistemas de cultivo denominados de troca-zero podem
representar uma alternativa economicamente viavel, podendo diminuir os custos relacionados ao
bombeamento de agua, uma vez que possibilitariam o reaproveitamento da agua que apresenta
salinidade, pH, fito-plancton e fauna microbiolégica adequados para o cultivo. Entretanto, nestes
sistemas do tipo fechado também é gerado um acumulo de nutrientes, como nitritos, nitratos e
fosfatos que, em altas concentragdes, podem comprometer a saude dos camardes (VINATEA, 2004).
Como conseqliéncia, o confinamento poderia, potencialmente, contribuir tanto para uma maior

incidéncia, quanto para a proliferagdo de doencgas associadas as condigdes por ele propiciadas.

Concentragbes elevadas de compostos derivados do nitrogénio, como a amdnia, nitritos e
nitratos, podem provocar diversos desequilibrios metabdlicos em animais de cultivos aquicolas, tais
como: alteragdes na taxa de excre¢do, na osmorregulagéo, alteragdes respiratérias, alteragdes morfo-
funcionais em orgaos, como os rins, figado e bago e, ainda, necrose das lamelas branquiais. Além
disso, estes compostos, quando presentes em concentragdes elevadas, podem bloquear o processo
de fosforilagdo oxidativa, e consequentemente, a sintese de ATP, alterando, por exemplo, o
crescimento. (VINATEA, 2004). Elevadas concentragdes de amébnia no meio aquatico diminuem a
excregdo deste composto na maioria dos animais aquaticos, provocando um aumento da
concentracdo de aménia no tanque, nos tecidos e no interior das células. Assim, no ambiente

intracelular, a aménia nao-ionizada (NH3) é transformada em aménia ionizada (NH,4"), acarretando um
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aumento do pH, o que tem consequiéncias sobre as reagbes enzimaticas e a permeabilidade de
membranas (VINATEA, op.cit.).

As alteragdes citadas acima podem envolver ainda as respostas relacionadas aos
mecanismos de defesa antioxidante, defesa humoral e defesa celular dos camarées, aumentando a
susceptibilidade dos animais as doengas (KAUTSKY et al., 2000). Estas alteragbes, produto da
exposicdo dos organismos a agentes estressores e contaminantes ambientais, podem ser
monitoradas mediante a avaliagdo de respostas bioldgicas de carater molecular, celular e fisioldgico
que expressam os efeitos tdéxicos causados por estes agentes sobre os organismos, conhecidas
como biomarcadores (WALKER, 1996).

A utilizagdo de biomarcadores bioquimicos tem sido sugerida como ferramenta viavel em
avaliagbes ecotoxicologicas de ambientes aquaticos e dos efeitos de contaminantes sobre os
organismos, por indicar o grau de impacto dos contaminantes em uma maneira dose ou tempo
dependente (MAYER et al., 1992).

Dentre os biomarcadores mais empregados destaca-se a familia de isoenzimas de
conjugacao, Glutationa-S-Transferases (GST), as quais atuam nas reacgbes de fase Il do processo
de biotransformacdo de xenobidticos, toxinas e compostos enddgenos. As GST conjugam
compostos eletrofilicos com substratos enddégenos, como, por exemplo, o tripeptideo glutationa
(GSH), os tornado mais hidrossoliveis e mais facilmente excretaveis. Apesar de amplamente
utilizada como biomarcador em programas de monitoramento ambiental (FITZPATRICK et al.,
1997; CHEUNG et al., 2002; VENTURA et al., 2002; MANDUZIO et al., 2004) e de varios estudos
em moluscos e peixes, apenas recentemente, investigacdes sobre esta enzima tém sido realizadas
em crustaceos (BAHAVAN et al., 2001; GOWLAND et al., 2002; VINAGRE et al., 2003; Oliveira et
al., 2005).

Outros parametros que podem sofrer alteragdes em condi¢des de estresse sdo a capacidade
antioxidante e os niveis de metabdlitos da hemolinfa (PEREZ et al., 2006). Alguns estudos tém ainda
investigado a variagdo na concentracdo de proteinas totais na hemolinfa e em outros tecidos como
biomarcador potencial de estresse em crustaceos e outros invertebrados (SANCHEZ et al., 2001;
PERAZZOLO et al., 2002; PASCOAL et al., 2004; PEREZ et al., 2006).

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés estratégias distintas
de manejo de agua de cultivo sobre alguns biomarcadores bioquimicos no camardo-branco,
Litopenaeus vannamei. Os animais foram mantidos em um cultivo experimental por 30 dias, sob
diferentes sistemas de manejo de agua, representados pelas seguintes condigdes: troca-zero
(sistema fechado, estatico), troca-zero com recirculagéo (sistema fechado, com recirculagéo) e troca
de agua diaria (10% do volume) (sistema aberto). Foram avaliadas a atividade enzimatica da GST
total em branquias e hepatopancreas, a concentragdo de proteinas totais na hemolinfa, branquias e
hepatopancreas, e a capacidade antioxidante da hemolinfa. Paralelamente, foram avaliados
parametros biométricos de sobrevivéncia, crescimento e conversio alimentar, bem como parametros

fisico-quimicos de qualidade de agua.
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4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Animais e condig¢des de cultivo

Foram utilizados espécimes juvenis (n=135) do camaréao-branco, Litopenaeus vannamei, de
6,83 = 0,79 g, oriundos do Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) do Departamento de
Aquiicultura, CCA, UFSC.

Os animais foram transferidos para nove tanques plasticos de formato quadrado, de 0,5 m?,
com capacidade para 200 I, em uma densidade de 30 camardes/m?, onde foram mantidos em
aclimatacdo por um periodo de cinco dias, sob condigdes controladas de pH, temperatura e
salinidade. Ao término deste periodo, os animais foram mantidos, por um periodo de 30 dias, sob
condigoes distintas de manejo de agua de cultivo: troca-zero (sistema fechado, estatico), troca-zero
com recirculagdo (sistema fechado, com recirculagdo) e troca de agua diaria (10% do volume)
(sistema aberto). Cada tratamento foi realizado em ftriplicata.

Em todos os tratamentos, ao longo de todo o experimento, a aeragéo foi mantida constante, em
niveis de oxigénio na faixa de 6,7 + 0,6 mg/L. A temperatura foi mantida em 26 + 1,9 °C por
aquecedores elétricos, enquanto a salinidade permaneceu a 20 + 1,1%o, tendo sido ajustada com agua
doce desclorada, quando necessario. Os animais foram alimentados com ragdo comercial, contendo

35% de proteina, em uma relagédo de 3% do peso da biomassa do tanque, corrigido semanalmente.
4.2.2 Qualidade de agua

A salinidade, o Oxigénio dissolvido (mg/L), a saturagdo de Oxigénio (%), a temperatura (°C) e
o pH foram determinados diariamente nos tanques.

Amostras de agua foram coletadas semanalmente para analise de amoénia (NH3;), nitrato
(NO3), nitrito (NO,), fosfato (PO4) e silica (SiO3). A turbidez (NTU) foi também registrada

periodicamente, ao longo do experimento.
4.2.3 Biometria dos animais

O peso e o comprimento dos animais foram determinados, individualmente, no inicio do
experimento, € uma vez a cada semana, ao longo do cultivo experimental. O ganho em peso e a
conversao alimentar foram calculados para cada tratamento, sendo as médias semanais comparadas

entre si e entre os tratamentos.
4.2.4 Coleta dos animais para analise bioquimica
As coletas dos animais para as analises bioquimicas foram realizadas no momento da

transferéncia dos animais para os tanques (n=5), ao final do periodo de aclimatagdo de cinco dias

(n=5), e ao término dos 30 dias de cultivo (n= 45).
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Amostras de hemolinfa foram coletadas por pungao ventral, entre o ultimo esternito
cefalotoraxico e o primeiro abdominal, utilizando-se uma seringa com agulha hipodérmica, contendo
solugéo anticoagulante (citrato de sddio 10%), na relagdo 1:1 (v/v).

Apds a coleta da hemolinfa, os animais foram mantidos em gélo por alguns minutos, sendo,
em seguida, realizada a excisdo das branquias e do hepatopancreas. Os tecidos foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido, sendo, posteriormente, armazenados a — 85°C, até

a realizagdo das analises bioquimicas.
4.2.5 Homogeneizagéo das amostras

As amostras de hepatopancreas e de branquias de cada animal foram pesadas e
homogeneizadas em um volume de tampao de homogeneizagao (Tris-HCI 0,02M; Sacarose 0,25 M;
DTT 2 mM; PMSF 0,1 mM, pH 8,0), na relagéo de 1: 4 (g/mL).

O homogeneizado das branquias foi centrifugado a 18,000 xg por 20 minutos a 4°C, do
hepatopéncreas foi centrifugado a 9,000 xg por 25 minutos a 4°C . O sobrenadante desta ultima
centrifugacao foi submetido a uma nova centrifugagcédo a 38,000 xg por 70 minutos a 4°C. As fragcbes

foram separadas em aliquotas, as quais foram armazenadas a -85°C para a analise posterior.
4.2.6 Determinagéo de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Lowry, modificado por
Peterson (1977), utilizando-se soro albumina bovina (Fracao V, Sigma Chemical Co.) como padrdo. O
procedimento foi adaptado para micro-placa (96 pogos), sendo a absorbancia determinada em um
leitor de ELISA (TECAN-Sunrise ®),

4.2.7 Atividade da Glutationa -S- transferase (GST) (E.C.:2.5.1.18)

A atividade da GST no hepatopancreas e nas branquias foi determinada segundo o método
de Keen et al., 1976, o qual é baseado na substituicdo do cloro da molécula de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 2mM pelo anion tiol da glutationa reduzida (GSH). A reagéo foi monitorada a
340 nm durante 2 minutos. A atividade especifica da enzima foi expressa em umol de produto
formado por minuto por miligrama de proteina. Para o calculo da atividade foi utilizado o coeficiente

de extinggo molar (¢) de 9,6 mM'cm™.
4.2.8 Capacidade antioxidante da hemolinfa

A capacidade antioxidante da hemolinfa foi avaliada in vitro pelo ensaio descrito por
Gutteridge & Quilan (1993), nas condi¢bes adaptadas por Moser, 2005. O fundamento do método
esta baseado na inibicdo da degradagéo da desoxirribose pelo peréxido de hidrogénio (H,O, 8,8 mM),

na presenga de ferro (Fe 1mM) e acido ascérbico (7,5 mM) em tampao fosfato (80 mM , pH 7,4). A
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capacidade antioxidante foi expressa em percentagem de inibicdo, em relagdo a degradacao total da

desoxirribose.

4.2.9 Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi conferida pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Para verificar a
diferenga entre os tratamentos foi utilizado o teste de Analise de Variancia (ANOVA), quando as
diferencas entre as médias foram significantes (p < 0,05) foi utilizado o teste de comparacao mdltipla
de Tukey. Para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste Kruscal-Wallis, seguido do teste
complementar de comparagdo multipla de Dunns. Para a correlagdo dos dados foi usado o teste de
Spearman (alpha = 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad

Prism para o Windows, versdo 4.0.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1 Qualidade de agua:

4.3.1.1 pH

O pH da agua manteve-se sem diferengas entre os trés tratamentos até o vigésimo dia de
cultivo. Apos este periodo, observou-se uma diminuigdo progressiva do pH no tratamento estatico
(sistema fechado, troca-zero) até o vigésimo - sétimo dia (Figura 6 a). A partir de entao, foi registrada
uma queda brusca de pH, a qual se manteve até o final do experimento (30 dias).

Ao final do experimento, o sistema estatico (sistema fechado, troca-zero) apresentou valores
de pH (pH=7,8210,16) significativamente mais baixos, quando comparado com o sistema fechado,
com recirculagao (pH=8,01+£0,03) e com o sistema aberto, com troca de agua diaria (pH=8,13+0,01).
Entre estes dois ultimos sistemas, ndo houve diferenga significativa em relagdo aos valores finais de

pH da agua.

4.3.1.2 Aménia (N-NH3)

De modo geral, foi observado que a concentragdo de aménia diminuiu ao longo do
experimento, em todos os tratamentos. Ao trigésimo dia, os valores (mg L'1) registrados foram iguais
a 0,137x0,08; 0,050+0,08 e zero para o sistema com recirculagao, sistema estatico e com troca diaria,
respectivamente.

No sistema com recirculagdo, a concentragcdo de amdnia manteve-se mais elevada até a
terceira semana (0,93+0,0) de experimento, quando comparada aquela dos outros tratamentos,
estatico (0,05+0,0) e troca (0,41+0,0). Por outro lado, uma diminuigdo mais rapida da concentragao de
amoénia foi observada no sistema estatico, tendo sido registrados valores proximos a zero (0,04+
0,05), na segunda semana de experimento (Figura 6 b).

Ao final dos 30 dias de experimento, a concentragdo de amdnia n&do mostrou diferengas significativas

entre os trés tratamentos (Tabela 3).

4.3.1.3 Nitrato (N-NO3)

Nos trés tratamentos, foi observado um aumento nos niveis de nitrato ao longo do
experimento.

O aumento maior e mais rapido foi registrado no sistema estatico (sistema fechado, troca-
zero), onde o valor final alcangado foi significativamente maior quando comparado com os outros dois
tratamentos (Figura 6 c).

Em relagdo aos outros dois tratamentos, ndo foi observada uma diferenga significativa entre

este sistema e o sistema aberto (troca 10%) e o sistema com recirculagéo (Tabela 3).

4.3.1.4 Nitrito (N-NO)
Ao longo do experimento, os valores de nitrito nos trés sistemas mostraram uma tendéncia

semelhante, até a terceira semana (Figura 6 d).
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Apdbs este periodo, na amostragem subsequente, foi observada uma queda nestes valores,
tanto no sistema estatico, como no sistema com recirculagdo. Por outro lado, esta variagdo nao foi

observada no sistema com troca diaria (10%) (Figura 6 d).

Os valores finais de nitrito (médias) mostraram uma diferenga significativa entre o sistema
estatico e o sistema com troca diaria (10%). Isto n&o foi evidenciado na comparagéo entre o sistema
estatico e o sistema com recirculagao, nem tampouco entre os sistemas com recirculagéo e com troca
diaria (10%) (Tabela 3).

4.3.1.5 Fosfato (P-PQOy)

Houve um aumento significativo nos niveis de fosfato ao longo do experimento, tanto no
sistema estatico, como no sistema com recirculagdo. Comparativamente, no sistema com troca diaria
(10%), o aumento observado, a partir da terceira semana do experimento até o final do experimento,

foi significativamente menor (Figura 6 e).

Ao final do experimento, os valores de fosfato determinados no tratamento de troca diaria
(10%) foram significativamente mais baixos, quando comparado com os outros dois tratamentos
(Tabela 3).

Nao houve diferenca significativa entre o sistema estético e o sistema com recirculagao
(Tabela 3).

4.3.1.6 Silica (SiSO3)

De modo geral, foi observado um leve aumento na silica para todos os tratamentos ao longo

do experimento. (Figura 6 f).

Ao final do experimento, a comparagao entre os tratamentos nao revelou diferengas

significativas em relacao a este parametro (Tabela 3).

4.3.1.7 Turbidez

No sistema estatico (fechado, troca-zero), foi registrado um aumento progressivo na turbidez
ao longo do experimento. Enquanto nos sistemas fechado com recirculagao e no sistema com troca-
diaria (10%), registrou-se, na ultima semana, uma diminui¢do significativa quando comparada com o

sistema estatico (Figura 6 g).

Pbéde ser observada ainda uma tendéncia de valores médios inferiores deste pardmetro no

sistema com recirculagao durante todo o experimento (Figura 6 g).

Ao final do experimento, os sistemas de recirculagdo e de troca-diaria (10%) néo
apresentaram diferengas significativas entre si, enquanto o sistema estatico mostrou uma turbidez

significativamente maior em relagdo aos outros dois tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3: Valores minimos, maximos e médios =+ desvio padrao de pH, Amonia total, Nitrito,

Nitrato, Fosfato, Silica e Turbidez para cada tratamento ao final do experimento.

Tratamento Minimo  Maximo Media + DP
pH Estatico 7,38 8,10 782 + 016
Recirculagao 7,65 8,13 8,02 = 0,09 2
Troca 10% 7,57 8,16 801 + 0,12 °
Amonia Total -N(N-NH3) (mg/l) Estatico 0,04 1,56 0,47 £ 0,67 2
Recirculagao 0,14 1,56 0,89 = 0,47 2
Troca 10% 0,00 1,56 062 + 0,65
Nitrito - N (N-NO2) (mg/l) Estético 0,10 1,63 0,97 = 0,54 2
Recirculagio 0,09 1,66 101 + 055
Troca 10% 0,09 1,49 101 + 054
Nitrato (N-NO3) (mg/L) Estatico 0,03 6,26 346 + 252
Recirculagao 0,02 6,26 2,46 + 2,36 2
Troca 10% 0,15 6,26 236 + 210
Fosfato (P-PO4) (mg/l) Estatico 0,68 8,28 3,71 £ 2,91 a
Recirculagéo 0,46 8,28 352 + 297 @
Troca 10% 0,54 8,28 256 + 2,85 °
Silica (Si-SiO3) (mgll) Estatico 0,38 2,25 1,66 + 0,68 °
Recirculagéo 0,38 2,56 1,89 + 0,84 °
Troca 10% 0,38 2,42 1,67 + 069 °
Turbidez (NTU) Estatico 5,50 121,00 32,66 + 44,03 °
Recirculag&o 3,50 121,00 24,51 + 47,30 2
Troca 10% 4,80 121,00 27,26 + 4598 °

Os valores correspondem aos valores minimos e maximos e as médias + desvio padrédo (SD). Os
valores de aménia, nitrito, nitrato, fosfato e silica estdo expressos em mg/l. Os valores de turbidez
estédo expressos em (NTU). As diferencgas estatisticas estao indicadas por letras diferentes.
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4.3.2 Dados Biométricos

Nao foi observada mortalidade de animais, em nenhum dos trés sistemas de manejo de agua

utilizados durante o periodo do experimento.

O crescimento, representado pela média de peso semanal e pelo ganho de peso semanal,
ndo mostrou diferengas significativas entre os trés sistemas, quer seja durante o experimento, ou ao

término do mesmo (Figura 7a, 7b e Tabela 4)

Apesar de ndo ter sido observada diferenga estatistica em relagdo a conversao alimentar nos
trés sistemas, em nenhum momento ao longo do experimento (Figura 8 e Tabela 4), poder-se-ia
sugerir uma tendéncia de uma conversao alimentar maior no sistema com troca de agua 10%
(sistema aberto), quando sdo consideradas as médias dos valores registrados para este parametro. A
analise da biomassa total dos tanques e o peso médio dos animais nos diferentes sistemas parecem

indicar também esta tendéncia.

Tabela 4: Valores minimos, maximos e meédios + desvio padrdo da sobrevivéncia, ganho de peso

final, peso médio final, e media de conversao alimentar individual.

Tratamento Minimo Maximo Média

Sobrevivéncia (%) Estatico 100 100 100 £ 0,00
Recirculagdo 100 100 100 + 0,00
Troca 10% 100 100 100 + 0,00

Ganho médio em peso Final (g) Estatico 2,61 3,22 2,84 £0,33
(final-inicial) Recirculagdo 2,26 3,08 2,71 +£0,41
Troca 10% 1,88 340 2,53 +0,78

Peso medio final (g) Estatico 9,31 9,88 9,50 £0,32
Recirculagdo 9,44 9,50 9,48 0,04
Troca 10% 9,06 9,55 9,30 £0,25

Converséo alimentar Final (CA) Estatico 2,06 215 2,09 £0,05

a

Recirculagdo 1,77 245 2,07 £0,35

a

Troca 10% 2,08 4,39 2,90 +1,30
Os valores correspondem aos valores minimos € maximos e as médias (+ desvio padréo -
SD). A sobrevivéncia esta expressa em %. Os valores de ganho médio em peso e peso
médio final estdo expressos em (g). CA = valores de conversao alimentar. As diferengas
estatisticas estéo indicadas por letras.
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Figura 7: a) Peso médio dos camardes registrado semanalmente. b) Ganho de peso em cada semana
de cultivo. ns = indica que nao existe significancia (p>0,05).
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Figura 8: a) Conversdo alimentar semanal, (* indica significancia; p<0,05); ns indica que nao existe
significancia (p>0,05). b) corresponde a conversao alimentar final do experimento. As diferengas
estatisticas estao indicadas por letras diferentes.



35

4.3.3 Anélise de biomarcadores

4.3.3.1 Atividade da Glutationa -S- Transferase (GST) (E.C.:2.5.1.18)

A atividade da GST total nos tecidos analisados, branquias e hepatopancreas, nao
apresentou diferenga significativa entre 0 momento da transferéncia (t0) e ao final do periodo de

aclimatacao (t1).

Por outro lado, ao comparar a atividade da GST total em branquias, tanto nos tempos t0 e t1,
com aquelas determinadas ao final de todos os trés tratamentos (t2), observou-se diferenca
significativa (Figura 9). No entanto, em relagdo aos sistemas de manejo de agua no tempo (t2): troca-
zero (estatico), troca-zero com recirculacéo e troca diaria de 10%, ndo foram observadas diferencas
significativas na atividade da GST total nos tecidos analisados, branquias e hepatopancreas (Figura 9

e Figura 10).

A atividade da GST total ndo mostrou correlagdo com os niveis de aménia, nitrito e nitrato
determinados nas amostras de agua (Figura 11). Entretanto, em relagdo ao fosfato, foi observada
uma correlagdo positiva com a atividade da GST das branquias e uma correlagdo negativa com a

atividade da GST do hepatopancreas (Figura 12).

A turbidez e a atividade da GST nao mostraram correlagdo em nenhum dos tecidos

analisados.

Independente do tratamento e do sexo dos espécimes, a comparagao do padrdo da atividade
da GST total nos dois tecidos analisados mostrou uma atividade aproximadamente dez vezes maior

nas branquias, em comparagao aquela detectada no hepatopancreas.
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Figura 9: Atividade da GST total em branquias, na transferéncia e ao final da aclimatacao, no sistema
de troca 10%, no sistema estatico e no sistema de recirculagdo. As diferencas estatisticas estao
indicadas por letras.
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Figura 10: Atividade da GST total no hepatopancreas, na transferéncia e ao final da aclimatagao, no
sistema de troca 10%, no sistema estatico e no sistema de recirculagdo. As diferengas estatisticas
estéo indicadas por letras.
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Figura 11: Co-relagbes de Amonia, Nitrito e Nitrato com a atividade da GST total em branquias e
heptopancreas, segundo o teste de Spermann.

indica significancia (p< 0,05); ns indica auséncia de significancia (p>0,05).
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4.3.3.2 Capacidade antioxidante da hemolinfa
A capacidade antioxidante total da hemolinfa dos camardes nao apresentou diferenga
significativa entre 0 momento da transferéncia (t0) para os tanques de tratamento e ao final do

periodo de aclimatagao (t1).

Por outro lado, foi observada diferenca significativa entre a capacidade antioxidante
observada em t0 e t1 e aquelas determinadas ao final (t2) de todos os trés tratamentos. No entanto,

nao houve diferencgas significativas entre os tratamentos (Tabela 5).

A capacidade antioxidante total da hemolinfa mostrou uma relacdo direta com a
concentragao de proteinas totais presentes, sendo esta correlagao significativa, (Sperman, r = 0,7521,
p<0,0001).

4.3.3.3 Proteinas totais

Os resultados da dosagem de proteinas totais nas branquias e no hepatopancreas, nao
indicaram diferengas significativas entre a transferéncia (t0), o periodo de aclimatagdo (t1) e os

diferentes tratamentos (t2) (Tabela 5).

Conforme mostrado na Tabela 5, ndo houve diferengas significativas na dosagem de
proteinas totais na hemolinfa entre os diferentes tratamentos. Como esperado, a comparagao das
proteinas totais na hemolinfa ndo indicou qualquer diferenga entre os valores de t0 e t1. No entanto,
foi observada diferenca significativa entre as determinagdes de proteinas totais da hemolinfa dos
animais em t0 e aquelas determinadas nos animais ao término dos diferentes tratamentos. Entre os
tratamentos, o sistema de troca-zero com recirculagéo e o sistema com troca diaria (10%) mostraram

diferengas significativas neste pardmetro bioquimico, quando comparados com o final da aclimatagao

(t1).

Tabela 5: Proteinas totais nas branquias, no hepatopancreas e na hemolinfa e capacidade
antioxidante total da hemolinfa.

. . . Capacidade
Proteinas nas Proteinas no Proteinas na o
L R ) Antioxidante da
Tratamento Branquias Hepatopéancreas Hemolinfa )
Hemolinfa
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) %)
(o]

Transferéncia (t0) 515 + 1,67a 10,20 + 2,10a 12,20

+

15,46a 139,6 + 113,60a

Aclimatagéo (1) 535 + 0,28a 11,89 =+ 167a 1659 = 11,12ab 1645 * 54,07 a
Troca 10%  (t210%) 4,84 + 023a 11,18 = 0,70a 4291 + 10,95c 3822 #* 64,45b
Estatico (t2 estat.) 4,46 + 1,10a 12,05 * 058a 41,12 + 13,84bc 4358 * 154,00b

Recirculagdo (t2 recirc.) 4,56 + 0,40a 12,09

+

1,71a 42,04 +* 887c 4731 * 109,80b

Os valores de proteinas totais correspondem as médias (+ desvio padrédo, SD) e estdo expressos em
ug/mL. A capacidade antioxidante da hemolinfa esta expressa em %. As diferencas estatisticas estéo
indicadas por letras.
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4.4. DISCUSSAO:

Nos sistemas de cultivo tradicionalmente empregados na carcinicultura, a manutencédo da
qualidade da agua é obtida com a intensa renovagado da mesma. Assim sendo, estima-se que para a
produgédo de uma tonelada de camarao em viveiros de engorda, sejam necessarias de 39 a 199 mil
toneladas de agua (BORGHETTI et al., 2003).

Normalmente, esta agua, rica em nutrientes, é despejada sem tratamento prévio no ambiente

natural, contribuindo para a degradacdo do ambiente adjacente as areas de cultivo.

Por outro lado, além da preocupagao em nao converter uma estagédo de cultivo em mais um
agente de contaminagdo ambiental (ARANA, 2004), deve-se também ter em mente a importancia da
qualidade da fonte de agua utilizada no cultivo e, ainda, o papel desempenhado pela agua como
veiculo de agentes contaminantes, como por exemplo, na transmissdo de virus ou de outros

patdgenos.

Principalmente com o advento de doencgas de etiologia viral na carcinicultura, o controle da
qualidade da agua e o controle da entrada de material infectado para dentro dos viveiros, tém sido
destacados entre as estratégias de controle da disseminagdo de doencgas. Desta forma, o controle
das doencas nos cultivos tem sido um dos agentes motivadores para o desenvolvimento continuado e
para a aplicacdo de diversas tecnologias de cultivo que reduzam ou eliminem a introdugcédo de agua
potencialmente contaminada para dentro das fazendas. Assim sendo, segundo WASIELISKY, Jr et
al., (2006), entre os sistemas de manejo de agua, o sistema de produgdo em troca zero representa
um fator importante para a biosseguranga nas fazendas, além de trazer um impacto positivo sobre a

forma de utilizagdo da 4gua em relagdo a descarga de nutrientes.

Apesar destas vantagens, a redugcdo na taxa de renovagdo de agua pode aumentar os
problemas de qualidade de agua nos cultivos, causando, por exemplo, alteracbes nos niveis de

oxigénio dissolvido e acumulo de compostos nitrogenados, como a aménia (POLI & ARANA, 2004).

Assim sendo, o monitoramento dos parametros de qualidade de agua nos diferentes sistemas
de manejo de agua nos cultivos, associado a anadlise de indices biométricos, pode fornecer uma
melhor avaliagdo destas alternativas para a produgdo de camardes. Paralelamente, a analise de
biomarcadores nos animais mantidos sob estas diferentes condigbes de manejo de agua pode
contribuir para uma avaliagdo mais precisa do efeito destes sistemas alternativos sobre o

metabolismo dos animais.

Dentro desta perspectiva, o presente estudo avaliou o comportamento de parametros de
qualidade de &gua, dados biométricos e alguns biomarcadores bioquimicos em Litopenaeus
vannamei, em um cultivo experimental de curta duragéo, utilizando diferentes condi¢des de manejo

de agua.

Em relagdo ao pH, até o vigésimo dia do cultivo, ndo foi observada diferenga entre os

tratamentos. Para todos os tratamentos, os valores de pH mantiveram-se dentro dos intervalos
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recomendaveis para esta espécie de peneideo (faixa de pH entre 7,3 e 8,1) (ARANA, 2004;
MOSER, 2005). No entanto, entre o vigésimo - primeiro e o vigésimo - sétimo dia do experimento,
uma diminuicdo progressiva nos valores de pH foi registrada no tratamento estatico, seguida de
uma queda brusca até o final do experimento. Esta observagao poderia estar associada a um
acumulo maior de matéria organica, pseudo-fezes e/ou, ainda, metabdlitos organicos nos tanques
submetidos ao tratamento estatico no decorrer do experimento. Esta hipétese encontra subsidios
nos dados de turbidez, uma vez que foi registrado um aumento constante deste pardmetro neste
sistema, em comparagao com os outros dois sistemas utilizados: sistema fechado com recirculagao
e sistema aberto com troca diaria de 10%. A auséncia de diferengcas entre os valores de pH e
turbidez nestes dois ultimos sistemas mencionados pode ser consequéncia do sistema de calhas,
montado junto ao primeiro, uma vez que foi observado um acimulo de matéria organica no fundo
das mesmas, ao longo do experimento. Desta forma, poder-se-ia sugerir que parte da matéria
organica e particulada em suspensao destes tanques foi removida, contribuindo para minimizar a
acidificagcao da agua de cultivo. Apesar de ndo mensurada, esta remogao poderia ser considerada
como sendo parcialmente equivalente aquela atingida no sistema de troca de agua diaria de 10%,
em fungao dos valores semelhantes de turbidez e pH observados entre este sistema e aquele com

recirculagao.

A queda constante da aménia durante o experimento, associada ao aumento de nitrato e
nitrito, sugere um possivel deslocamento da aménia para estes outros compostos nitrogenados. O
nivel da amodnia registrado ao final do cultivo experimental ndo mostrou diferenca significativa entre os
tratamentos, o que sugere que, independente do tratamento ou sistema de manejo de agua utilizado,

a amonia diminuiu ao longo do experimento.

Cabe salientar que os niveis de amébnia total aos quais os animais estavam expostos, no
cultivo bercario do LCM, antes do inicio do experimento (1,53 mg/l) eram superiores a 50 % dos
valores maiores recomendaveis (1,00 mg/l) para o cultivo de L.vannamei (ARANA, 2004; MOSER,
2005). Ja a partir da segunda semana do inicio do experimento, os valores registrados cairam
dentro da faixa recomendada. Nos trabalhos realizados por McINTOCH et.al (2000), McINTOCH
et.al (2001) e COHEN et.al (2005), os niveis da ambnia nos cultivos de L.vannamei em sistema
fechado e em sistema semi-fechado também cairam até praticamente zero ao final dos respectivos
experimentos. Além disso, COHEN et al. (2005) sugerem um possivel deslocamento da amoénia
para nitritos e nitratos em um sistema semi-fechado, associando-o a presenga de bactérias

nitrificantes do género Nitrosomona e Nitrobacter. De forma analoga, os resultados obtidos no

presente estudo poderiam sugerir um processo semelhante. A caracterizacdo microbiolégica dos

sistemas utilizados poderia fornecer subsidios para esta hipdtese.

Por outro lado, os niveis baixos de nitrato registrados no inicio da primeira semana do
experimento, bem como o aumento da concentragao deste composto ao longo do experimento (ver
figura 6¢), associagcao ao aumento seguido de uma queda das concentragdes de nitrito (ver figura
6d), e a diminuicdo constante das concentragdes de amobnia (ver figura 6b), refor¢a a possibilidade

da transformagdo da ambnia em nitrito pela acdo de bactérias do género Nitrosomonas e a
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transformagao do nitrito para nitrato pela agdo de bactérias do género Nitrobacter tenham ocorrido
(VINATEA, 2004) (ver Formula 1) e (Figura 6).

Formula 1: Acao das bactérias nitrificantes sobre a amoénia o nitrito e nitrato
Obtida de Vinatea (2004).

Amédnia (NH4) > Nitrosomonas = Nitrito (NO2) - Nitrobacter = Nitrato (NO3)

Como esperado, o sistema aberto com troca diaria de 10%, no qual foram registrados valores
finais de amoénia baixos ou iguais a zero (0,0 mg/L), permitiu uma eliminagdo constante da aménia
formada, a qual ocorreu ao longo do experimento, independente da quantidade de ragao fornecida
aos animais. Cabe lembrar que restos de ragao ndo consumida, além de particulas de alimentos
desintegradas e das fezes dos animais, constituem uma fonte importante na geracdo de amdnia nos
sistemas de cultivo (VINATEA, 2004).

Ainda em relagdo aos compostos nitrogenados, os valores de nitrito na agua registrados nos
diferentes tratamentos mostraram-se consideravelmente baixos, correspondendo a um centésimo dos
valores descritos por YONG-CHIN LIN et al. (2003) para salinidades de 25 %e.

A auséncia de diferenga significativa nos niveis de fosfato, durante o experimento, entre o
sistema estatico e o sistema com recirculagao, parece indicar que o acumulo deste elemento se deu
de forma semelhante, independente do manejo de agua utilizado, bem como de um eventual
consumo dentro do préprio sistema. Ja no sistema de troca diaria de 10%, os niveis de fosfato na
agua foram mantidos sem alteragdes significativas ao longo do cultivo, sugerindo que, como
esperado, esta condicdo de manejo possibilitou a diluicdo sistematica deste elemento na agua e o

equilibrio com a fonte externa de fosfato, proveniente da racao fornecida diariamente.

A taxa de sobrevivéncia ndo mostrou diferenga estatistica, tendo sido igual a 100% nos trés
tratamentos. Estudos realizados por McINTOCH (2000; 2001) e COHEN et.al (2005), registraram
sobrevivéncias superiores a 90% em cultivos experimentais, realizados em sistemas semi-fechado e
fechado. Esta pequena diferenga pode estar relacionada a duragédo dos cultivos experimentais, os
quais, diferentemente do presente estudo, foram mantidos por 50 e 94 dias, respectivamente. O
crescimento dos camarbes no cultivo experimental de ftrinta dias ndo apresentou diferenca
significativa entre os trés tratamentos, tendo sido registrado um ganho de peso de 80 g/mz,
equivalente a um ganho médio por camardo de 2,7g no periodo do experimento ou de 0,67 g por
semana. De modo semelhante, a conversdo alimentar, nas condi¢des do experimento, ndo se
mostrou significativamente diferente entre os tratamentos, sendo comparavel aos valores registrados
por McINTOCH (2000; 2001) em cultivos de 50 dias.

A capacidade antioxidante total da hemolinfa dos espécimes de Litopenaeus vannamei,

quantificada pelo método de inibicdo da oxidagdo da desoxirribose induzida pelo ferro, nao
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apresentou diferencgas significativas entre os tratamentos ao término do experimento. Entretanto, foi

observada diferencga estatistica entre os tratamentos e a transferéncia e o periodo de aclimatagao.

A capacidade antioxidante total da hemolinfa parece estar diretamente relacionada com a
concentracdo das proteinas totais presentes na hemolinfa, conforme evidenciado pela analise de
correlagao de Spearman (r = 0,7521). CHENG et al. (2002), demonstraram que a concentragéo de
proteinas totais na hemolinfa do camaréo L. vannamei esta diretamente relacionada com o tamanho
dos animais, sendo mais elevada quanto maior o animal. Assim, poder-se-ia sugerir que a menor
capacidade antioxidante da hemolinfa determinada nos animais no inicio do experimento esteja
relacionada a menor concentragado de proteinas, conseqiiéncia do tamanho menor dos mesmos no
momento daquela coleta. Apesar da escassez de informagdes sobre a capacidade antioxidante e as
proteinas da hemolinfa de peneideos, HOLMBLAD & SODERHALL (1999) destacam a importancia
das proteinas plasmaticas entre as ferramentas para prevenir a formagéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), indutoras potenciais de estresse oxidativo e dano celular, destacando, como

exemplo, a proteina ferritina no lagostim Pacifastacus leniusculus. Por outro lado, no estudo realizado

por CHEN & CHEN (2000) com Penaeus monodon, niveis elevados de aménia, uréia e aminoacidos

livres na hemolinfa foram associados a um papel osmoregulador frente ao estresse.

O fato de néo ter sido observada diferenga significativa na atividade da enzima Glutationa-S-
Transferase (GST), tanto nas branquias quanto no hepatopancreas nos diferentes tratamentos, pode-
se refletir a auséncia de efeitos mensuraveis provocados pelo conjunto de parametros de qualidade
de agua em cada tratamento. Como mencionado acima, os parametros de qualidade de agua
avaliados no presente estudo foram considerados como sendo compativeis com a faixa de valores

meédios recomendados para o cultivo de camardes.

Entretanto, considerando-se a atividade da GST nos diversos tanques, independentemente
dos tratamentos, e os parédmetros de qualidade de agua, pode ser observada uma aparente

correlagao com os niveis de fosfato.

A comparacgao da atividade da GST total mostrou diferengas entre os niveis de atividade nas
branquias e no hepatopancreas, sendo mais elevados no tecido branquial. Esta diferenga pode estar
refletindo diferengas no papel exercido por estes érgaos, considerando tanto a interagcéo direta com o
ambiente, como as vias de biotransformagdo de produtos enddgenos e de contaminantes. As
branquias estdo em contato direto com o meio aquatico, constituindo o primeiro alvo de exposicao a
contaminantes e tém, ainda, um papel fundamental na osmoregulagdo e na eliminagdo de metabdlitos
organicos e produtos derivados de xenobidticos. Assim sendo, as células branquiais podem estar
sujeitas a um maior estresse oxidativo e devem ter uma maior eficiéncia na excregado de produtos
oriundos das vias de biotransformagdo. No entanto, a existéncia de padrbes tecido-especificos
relacionados a ocorréncia de isoformas da GST nesta e em outras espécies de peneideos ndo pode
ser descartada. Além disso, possiveis variagdes tecido-especificas na concentragdo enddégena do
substrato desta enzima, a glutationa reduzida (GSH), e/ou variagdes na atividade de outras enzimas
relacionadas com este tripeptideo também devem ser consideradas.
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Apesar da atividade da GST ser amplamente utilizada como biomarcador de exposicao, a
auséncia de informacgbes a respeito desta enzima de conjugagao em crustaceos peneideos deve ser
destacada. Um trabalho recente com Litopenaeus vannamei (MOSER, 2005), avaliou a atividade da
GST em animais expostos ao inseticida carbamato Carbofuran. Apesar de nao ter sido observada
diferenga estatistica entre os niveis desta enzima nas branquias dos animais do grupo exposto e
aqueles do grupo nao-exposto (grupo controle), este resultado foi atribuido a dose e o tempo de
exposi¢cao. Por outro lado, em fungdo da diminuicdo da atividade da GST no hepatopancreas dos
animais expostos, foi sugerida uma possivel inibicdo da enzima frente ao composto. De fato, a GST
pode ser tanto ativada quanto inibida na presenga de contaminantes, o que torna, muitas vezes, a

atividade desta enzima um parametro complexo a ser avaliado (VAN DER OOST et al., 2003).

Quanto a comparagdo dos niveis de atividade da GST total nas branquias e no
hepatopancreas, resultado semelhante quanto aos niveis desta enzima entre estes dois tecidos foi
também relatado nos estudos de LUCHMANN (2005) com o peneideo Farfantepenaeus brasiliensis,
analisando espécimes coletados na Lagoa da Conceicdo, llha de Santa Catarina, SC, Brasil.
Independente do sexo dos espécimes, da estacdo do ano e da area do ambiente lagunar onde os
animais foram expostos in situ, a atividade da GST nas branquias foi aproximadamente duas vezes

maior em comparagao aquela detectada no hepatopancreas.

A atividade da GST em peneideos ndo tem sido investigada em relagdo a diferentes
parametros de qualidade de agua, nem tampouco comparada em diferentes sistemas de cultivo.
Neste sentido, o presente trabalho representa uma investigagdo que amplia a utilizagdo de
biomarcadores em L. vannmaei, visando o monitoramento do estresse causado por diferentes
condi¢cdes de manejo. No entanto, deve ser salientado que os dados obtidos sugerem a avaliagao
desta enzima em um cultivo experimental mais longo, superior aos trinta dias utilizados no presente
estudo. Além disso, a analise conjunta de outros biomarcadores, como realizada em trabalhos
recentes (WANG et al., 2006; VIJAYAVEL & BALASUBRAMANIAN, in press; FIGUEIREDO et al., in
press), permitiria estabelecer de forma mais clara qual destes sistemas de manejo de agua apresenta
maior potencial como agente causador de estresse nos camardes e, em que medida esta estratégia
bioquimica poderia ter um carater preventivo precoce na detecgédo desta condigao. Assim, poder-se-ia
avaliar de forma global os beneficios das técnicas de manejo de agua, visando a sustentabilidade da
atividade, bons indices de produgao e produtividade, além de minimizar a susceptibilidade dos

animais as doencgas.
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4.5. CONCLUSAO:

Os sistemas de manejo do cultivo de peneideos, troca zero, troca zero com recirculagdo e
troca diaria 10%, mostraram diferencas ao longo do periodo do experimento (30 dias) em relacdo a
alguns parametros de qualidade de agua, como o pH, a concentracao de nitrito, nitrato, fosfato e a
turbidez.

No entanto, estes pardmetros de qualidade agua mantiveram-se dentro dos parémetros

considerados como adequados para o cultivo de Litopenaeus vannamei, e, aparentemente, nao

chegaram a ser suficientemente diferentes para produzir efeitos mesuraveis nos indices de produgao,

nem tampouco, nos biomarcadores moleculares avaliados durante este experimento.

Sugere-se realizar este experimento considerando um tempo maior de cultivo (superior a 30
dias) e/ou ainda densidades de cultivo mais altas, a fim de gerar diferengas nos parametros de
qualidade de agua, suficientemente amplas, para produzir efeitos mesuraveis sobre os indices de
producgéo e sobre os biomarcadores moleculares estudados. Sugere-se, ainda, a analise conjunta de

outros biomarcadores moleculares, particularmente as enzimas associadas ao estresse oxidativo.
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