Universidade de Aveiro Departamento de Biologia
Ano 2018

JOSE EDUARDO EFEITO DE DIFERENTES CENARIOS TROFICO§ E
COSTA DE FREITAS ~ AMBIENTAIS NO CICLO DE VIDA DE CAMAROES
PALAEMONIDEOS (Macrobrachium E Palaemon)



Universidade de  Departamento de Biologia
Aveiro

Ano 2018

JOSE EDUARDO EFEITO DE DIFERENTES CENARIOS TROFICO§ E
COSTADE FREITAS ~ AMBIENTAIS NO CICLO DE VIDA DE CAMAROES
PALAEMONIDEOS (Macrobrachium E Palaemon)

Tese apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de Doutor em Biologia e Ecologia das Alteragbes
Globais, realizada sob a orientagéo cientifica do Doutor Ricardo Jorge Guerra
Calado, Investigador principal do Departamento de Biologia da Universidade de
Aveiro e sob a coorientacdo da Doutora Liliam de Arruda Hayd, Professora
adjunta da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul e do Doutor Fernando
Anténio Francisco Ricardo, Investigador PGs — Doc da Universidade de Aveiro.

-UENS-

Apoio financeiro da UEMS e FUNDECT - Universidade Estadual de Mato
oe Grosso do Sul e da Fundacéo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia
ore e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul, respectivamente, por meio da

F”ndect atribuicdo da bolsa de Doutoramento e auxilio a pesquisa, com processo:
23/200.755/2014



Dedico este trabalho aos meus pais Ivonete e Polibio e a minha irma Amanda
com afeto vos dedico.



o juari

presidente

Prof. Doutor

Prof2. Doutora Lucia Maria das Candeias Guilhermino
Professora Catedratica do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar,
Universidade do Porto

Prof. Doutor Tiago Filipe Baptista da Rosa Repolho
Investigador em Pés-Doutoramento, Faculdade de Ciéncias, Universidade de
Lisboa

Prof. Doutor Sérgio Miguel Franco Martins Leandro
Professor Adjunto, Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar, Instituto
Politécnico de Leiria

Prof. Doutor Antonio José Arsénia Nogueira
Professor Catedratico, Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro

Prof. Doutor Ricardo Jorge Guerra Calado
Investigador Principal, Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro



agradecimentos

Este trabalho s6 foi possivel gracas a unido de muitas pessoas que estiveram comigo
nesta caminhada e sempre se envolveram, cada um a sua maneira, para que eu
chegasse a este momento.

Agradeco a Deus, pois a fé foi algo que me manteve forte todo o tempo, sempre
iluminando o caminho que eu trilhei.

Agradeco imensamente ao meu orientador, Doutor Ricardo Jorge Guerra Calado, pela
oportunidade, pela transmisséao de conhecimentos, pela paciéncia e pelo forte auxilio
na formacao do profissional que desejo me tornar.

Agradeco imensamente a Doutora Liliam de Arruda Hayd, minha co-orientadora no
Brasil, gue abriu-me as portas do futuro e deu-me todo o apoio profissional, pessoal
e até fraternal, durante esta jornada que iniciou-se em 2013, ainda no mestrado.
Agradeco também o Doutor Fernando Ricardo, meu co-orientador em Portugal, pelo
auxilio na pesquisa e companheirismo.

Agradeco a todos os envolvidos no convénio de doutorado bipartido: UEMS
(Univesidade Estadual de Mato Grosso do Sul) pela bolsa concedida, estrutura e
apoio na realizacdo dos experimentos no Brasil, FUNDECT (Fundag&o de Apoio ao
Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul)
pelo auxilio a pesquisa, UA (Universidade de Aveiro) e ao DBio (Departamento de
Biologia da Universidade de Aveiro), pela oportunidade em realizar o doutoramento
em Portugal e também pela estrutura fornecida para realizagdo dos experimentos.
Agradeco aos meus amigos de verdade por estarem comigo nesta caminhada:
Thalles Carvalho, Karla Vercesi, Itala Souza, Everton Constantino e Luis Sancho em
especial.

Agradeco aos amigos do laboratério CARCIPANTA, Mayara Soares, Thainara Batista
e Jeferson Mussato pelos bons momentos e parcerias de trabalho, aos colegas de
laboratério no DBio: Violeta Ferreira, Thiago Piassa, Marcela Vaz, Bruna Marques,
Maria Pavlaki, Ana Costa, Fernando Cozinheiro e Rui Rocha, foi um grande prazer
trabalhar com vocés.

Agradeco a uma lista infindavel de amigos que foram fundamentais nesta caminhada,
em especial: Diego Galego, George Vitalino, Bruno Costa, Carolina Caretti, Dona Milu
e seu esposo Jorge, Felipe Neves, Hevelise Dias e outros, vocés séo especiais a sua
maneira.

Agradeco ao Professor Dr. Thiago Pasqueti (UEMS), pelo auxilio na formulagéo das
dietas experimentais. Aos colaboradores do CARCIPANTA e aos alunos da vivéncia.
Agradeco em especial a minha tia Fatima Luceny e seu esposo Tony, pelo
acolhimento familiar e amigavel todas as vezes que estive com eles no Porto.

E finalmente, gostaria de agradecer minha familia em especial minha Mae Ivonete
Cutrim, meu pai Polibio Freitas, meu padastro, Isidério Batista e minha irma Amanda
Ferreira. Vocés foram a luz que eu segui quando tudo escurecia, e gragas ao apoio
de vocés este sonho comeca a se realizar, um sonho que ndo € s6é meu, mas de todos
nés.

Meu eterno agradecimento.



Palavras-chave bioensaios, efeitos troficos, Macrobrachium pantanalense, Macrobrachium

resumo

amazonicum, organismos modelo, Palaemon varians

Os impactos causados pelas altera¢des globais promovidas por a¢do antropica séo
cada vez mais notorios e intensos. Uma forma de investigar as consequéncias deste
impacto na natureza € por meio de testes experimentais utilizando animais como
organismos modelo de estudo, avaliando a sua tolerancia a condicdes menos
favoraveis ao seu desenvolvimento nos ecossistemas que ocupam. Os camardes
carideos sdo um 6timo exemplo de organismos que podem ser utilizados no estudo
destes impactos, pois algumas espécies possuem caracteristicas particularmente
interessantes do ponto de vista experimental, tais como um curto ciclo de vida, uma
elevada plasticidade fenotipica e os seus protocolo de cultivo ex situ estarem ja
estabelecidos. Contudo, o grau de dominio das técnicas de cultivo ex situ ndo é
homogéneo interespecificamente, sendo necessario uma mairo contribuicao
cientifica para avancar o estado da arte nesta tematica. A presente tese teve por
objetivo avaliar a influéncia dos efeitos troficos e ambientais no desenvolvimento de
trés espécies de camardes palaemonideos: Macrobrachium pantanalense, M.
amazonicum e Palaemon varians. Para M. pantanalense foi avaliado o efeito de
niveis variaveis de proteina e energia bruta na dieta de reprodutores, tendo-se
observado que um nivel de 30% de proteina e 4200 Kcal/Kg de energia promoviam
uma fertilidade e producéo larval mais elevada. Adicionalmente, as larvas oriundas
de reprodutores alimentados com esta dieta apresentaram uma sobrevivéncia
média de 8 dias, alcancando o estagio larval de zoea 3, quando submetidas a
inanicdo. Quando cultivadas até a metamorfose, as larvas que apresentaram uma
maior sobrevivéncia e um mais elevado sincronismo de metamofose foram aquelas
obtidas a partir de reprodutores alimentados com uma dieta com 40% de proteina
e 3600 Kcal/Kg de energia bruta (PB:EB), os maiores valores de crescimento foram
registrados no grupo de larvas obtidas de reprodutores alimentados com uma dieta
apresentando um valor de 30% de proteina e 4200 Kcal/Kg. Avaliou-se também o
desenvolvimento larval de M. amazonicum submetidos a redug¢des graduais de
salinidade até a metamorfose, tendo sido possivel observar que uma reducédo
gradual de salinidade 10 para 8, no 10° dia,e posteriormente para salinidade 5 no
15° dia de de cultivo promoveram uma maior sobrevivéncia, maior percentual e
precocidade de metamorfose, e um crescimento médio semelhante ao obtido a uma
salinidade de 10, comumente utilizada no cultivo comercial desta espécie.
Relativamente a Palaemon varians, foi avaliado o efeito de variagbes tréficas
gualitativas e quantitativas no regime alimentar de reprodutores através do
acompanhamento do desempenho larvar e pos larvar de organismos expostos ao
mesmo cenario trofico dos seus reprodutores e a um cenario tréfico alternativo
excelente do ponto de vista qualitativo e quantitativo. Do ponto de vista do
desempenho dos reprodutores, observou-se que embora a qualidade alimentar ndo
tenha sido determinante, a variagdo quantitativa (privacdo alimentar em dias
alternados) promoveu uma producdo de larvas com menor peso, metamorfose
retardada e menor percentual de metamorfose no fim do cultivo. No caso dos
organismos juvenis, o0s resultados foram similares, ndo tendo havido uma
recuperacao evidente nos grupos expostos a cendrios troficos caracterizados por
uma escassez alimentar. Importa salientar que mesmo quando submetidos a
cenarios tréficos 6timos, os juvenis obtidos a partir de larvas que experienciaram
cenarios tréficos quantitativamente sub-6timos ndo foram capazes de superar este
déficit na fase seguinte do seu ciclo de vida (p6s-metamorfose). Em sintese, a
presente tese contribui para a otimizacdo dos protocolos de cultivo de camarfes
carideos como organismos modelo, em especial os palaemonideos, permitindo que
estes possam vir a ser utilizados de forma crescente em estudos cientificos que
visem uma melhor compreensdo dos efeitos das alteracbes globais nos
ecossistemas aquaticos.
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The impacts of global changes caused by anthropic action are increasingly
noticeable and more intense. A way to investigate these impacts is by using
controlled experiments where target animals act as study models to evaluate their
tolerance to less favourable conditions to their overall development in their home
ecosystems. Carideans shrimp are a good example of such model organisms, as
some species have peculiarly interesting features, from an experimental point of
view, such as a short life-cycles, high phenotypical plasticity and the fact of their
breeding protocols ex situ being well-established. However, ex situ breeding
protocols are not homogenous inter-species and a greater scientific contribution is
needed to advance the state of the art. The present thesis aimed to evaluate the
influence of trophic and environmental effects on the development of three
palaemonid shrimp species: Macrobrachium pantanalense, M. amazonicum and
Palaemon varians. For M. pantanalense, variable protein and energy crude levels
were evaluated in breeders’ diet, being found that 30% protein level and 4200
Kcal/Kg of energy promoted a higher fertility and larval production. Moreover, larvae
resulting from breeders fed on this diet exhibited a mean survival of 8 days when
starved, even being abole to reach the third zoeal stage under this condition. When
cultured to metamorphosis, larvae that exhibited higher survival and a higher
metamorphosis synchronism were the ones obtained from breeders fed with a 40%
protein level and 3600 Kcal/Kg energy crude level (PB:EB); the highest growth
values were obtained from whose parental broodstock was fed with a 30% protein
level and 4200 Kcal/Kg diet. The larval development of M. amazonicum submitted
to progressively lower salinity levels, up to metamorphosis was evaluated, with a
higher survival being obtained through a gradual reduction of salinity from 10 to 8
on the 10™ day of larviculture and, afterwards, to a salinity of 5 by the 15" day of
larvivulture; similar growth performances and a higher percentage of precocious
metamorphosis was recorded for this larviculture approach, when compared to that
commonly employed cultured in commercial hatcheries (the use of a salinity of 10
throughout larviculture. The effect of trophic qualitative and quantitative shifts in the
dietary regime of P. varians broodstock was also evualated in the present thesis,
with the larval and post-larval performance of these species being investigated when
these life stages were exposed to the same trophic scenario of their breeders and
to an alternative optimal trophic scenario (both qualitatively and quantitatively). The
guantitative variation in the trophic regime of breeders (food deprivation on alternate
days) resulted in the production of larvae with a lower weight, a delayed
metamorphosis and a smaller percentage of metamorphosed decapodits by the end
of larviculture. The most significant finding recorded was that even when exposed
to optimal trophic scenarios, juveniles obtained from larvae that experienced
guantitative sub-optimal trophic scenarios were unable to overcome that previous
trophic deficit in the next phase of their lifecycle (post-metamorphosis). In summary,
the present thesis contributes to the optimization of breeding protocols of
palaemonid shrimp that can be successfully employed as model organisms, allowing
for their increased use in scientific studies to better understand the effects of global
climate changes on aquatic ecosystems.
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CAPITULO 1 - Introducéo



1.1 Ecossistemas aquaticos

A é&gua no planeta terra é essencial. Um recurso de grande preciosidade, responsavel pelo
transporte dos sistemas bioldgicos, gases, minerais e compostos organicos dissolvidos que
movimentam a vida. Presente em diversos processos, tanto naturais quando antropicos, pode ser
encontrada nos mais diversos ecossistemas naturais. Cerca de 97% da agua encontra-se nos
oceanos e mares e apenas 3% esta disponivel como dgua doce. Deste total, 68,7% esta retida nas
calotas polares e geleiras, 30,1% compdem os lencdis freaticos subterraneos e apenas 0,3%

encontra-se disponivel na superficie continental (Gleick 1996).

Agua doce Outras Rios
3%

0,9% - Agua da - 2%

I superficie
0,3%
Salgada
(Oceanos)
97%
Agua da Terra ~ Aqua doce " Agua doce
da superficie

(lagos)

Figura 1 - Distribuicdo da agua no planeta Terra

Fonte: Gleick (1996)

O uso dos ambientes aquaticos no mundo possui uma grande variedade de finalidades,
entre elas destaca-se o abastecimento de agua para consumo humano, geragdo de energia (em
especial hidroelétricas), irrigacdo, navegacdo, aquicultura e paisagismo; contudo, este recurso
vem sendo fortemente afetado pela acdo antrOpica, resultando em prejuizo direto para a
humanidade (Sperling 1993; Moraes e Jorddo 2001). O meio aquatico possui uma grande riqueza
de organismos que estruturam uma diversificada comunidade bioldgica, nos mais diversos
ecossistemas. Estes ecossistemas podem apresentar diferentes composic¢Ges quimicas, fisicas e
bioldgicas em suas estruturas. Existe um amplo conhecimento sobre a estrutura e funcionalidade
das comunidades bioldgicas nos diversos ambientes aquéaticos (rios, estuarios, lagos, mares e
oceanos) que sdo intensamente controlados por meio das interagcbes entre 0s mecanismos

bioldgicos e os parametros fisico-quimicos ambientais que moldam estes ecossistemas em



diversas escalas (Nikora 2010). Entre os ambientes aquaticos destacados nesta tese, daremos

énfase aos ecossistemas marinhos, estuarinos e dulcicolas de planicies alagadas (pantanos).

1.1.1. Ecossistemas marinhos e estuarinos

Durante muitos anos, 0 homem vem se beneficiando dos mares, desde a exploracao e
descobrimento de novas terras, até a utilizacdo de seus recursos para usufruto, principalmente,
como complementacéo de sua alimentacao por meio da pesca. O oceano, enquanto sistema fisico
e quimico, vem sendo melhor compreendido com o passar do tempo e com 0 avangco das
pesquisas verificou-se que a maior concentracdo de nutrientes e biodiversidade encontra-se em
suas margens em funcdo da deposicdo de minerais nas regides costeiras (rochas, manguezais e
outros) (Odum 2004). A crescente evidéncia ecoldgica adverte o ser humano para a importancia
de considerar os oceanos como uma parte essencial do seu suporte de vida e ndo apenas como

uma fonte de extracdo de recursos.

A agua do mar apresenta uma elevada concentracdo de sais dissolvidos. A sua
composi¢do quimica é complexa, sendo rica em soédio, magnésio, célcio, potassio e outros
minerais que formam uma composic¢ao idnica abstrusa. Esta composi¢cdo possui propriedades
fisico-quimicas como clorinidade (quantidade de cloro) condutividade elétrica (capacidade de
troca elétrica por meio de ions), densidade (um representante para todas as propriedades
termodinamicas, como capacidade de calor, velocidade do som, etc.) e a composi¢do de minerais
que agem de forma conjunta. Este conjunto de fatores atuam de forma conjunta e podem variar
em diversas regides do planeta, todavia, o teor de salinidade costuma ser frequente, aproximando-

se de 35, baseado em estatisticas obtidas de diversas regides (Millero et al. 2008).

Além da salinidade, outra caracteristica fisico-quimica de grande importancia é a
temperatura. Esta pode variar por meio da localidade, sendo inferior em ambientes de clima
temperado e polares e superior na regido intertropical. Organismos marinhos possuem menor
tolerancia a variacdo bruscas de temperatura e salinidade do que organismos que se encontram
em regides de estuario, uma vez que as oscilacdes destes fatores ocorrem com menor frequéncia
e em menor intensidade. Estes organismos costumam ser estenoalinos, apresentam assim
pequenas margens de tolerancia a variagfes de salinidade. Adicionalmente, a maioria destes
organismos possui nos sues fluidos corporais um teor de salinidade similar ao do ambiente que
habitam, logo, ndo apresentam demasiados problemas de regulacdo osmotica, exceto em

condicdes anormais (Odum 2004).



As regides marinhas, geralmente, apresentam uma comunidade composta por organismos
com ciclo de vida pelagica e/ou bentdnica. Entre elas pode-se observar fito e zooplancton,
crustaceos, peixes e mamiferos marinhos. A concentracdo de animais varia em funcdo da
profundidade e outras condi¢Ges ambientais envolventes. O ambiente planctonico caracteriza-se
por apresentar mais fontes de alimento e onde pode ser encontrada uma maior diversidade de
espécies. J& em ambientes bentdnicos e profundos, ha uma reducéo na quantidade de espécies e
na disponibilidade alimentar, sendo que, os animais precisam adequar-se as condi¢des, muitas
das vezes, por meio de adaptacdes morfofisioldgicas que os favorece ao viver em tais habitats
(Okuda et al. 2014).

N&o obstante as caracteristicas do ambiente marinho, temos também o ecossistema de
estuario. Este caracteriza-se por uma massa de dgua costeira que apresenta uma ligacéo livre com
0 mar, semi costeira, fortemente influenciada pela acdo das marés com a principal caracteristica
da mescla entre a &gua doce dos rios com a agua salgada do mar. Como exemplo, temos a foz
dos rios, as lagunas costeiras e outros. Sdo consideradas zonas de transi¢ao ou ecétonos entre o
mar e a agua doce, embora suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas sejam mais
especificas do que transicionais. A agua do estuario pode ser considerada salobra e este
ecossitema pode ser classificada como oligo, meso ou polialino, pois a salinidade pode variar
num determinado local durante o dia, més e ano, com excessao de alguns estuarios, geralmente,
situados em regides tropicais onde as varia¢Oes de salinidade e temperatura séo constantes e 0s
organismos ali presentes necessitam adequar sua fisiologia as flutuacbes ambientais. Embora as
condicdes fisicas nos estuarios sejam extremas, as condi¢es alimentares sdo tdo favoraveis que

caracterizam este ecossistema como um ambiente cheio de vida (Odum 2004).

Os estudrios sdo regides de produtividade e biodiversidade elevadas, sendo reconhecidos
como é&reas de protecdo, reproducdo e alimentacdo para diversas espécies de organismos
aquaticos, entre eles, peixes e invertebrados (Barletta et al. 2005). Apresentam uma alta
concentragdo de nutrientes, sendo estes responsaveis pelo estimulo a producgéo primaria, fatores
estes que influenciam diretamente no desenvolvimento de organismos planctdnicos (Mangas et
al. 2013) como larvas de peixes e crustdceos decapodas. Apesar de sua grande riqueza e
importancia bioldgica, os estuarios sdo um dos ecossistemas mais ameagados em todo 0 mundo
(Halpern et al. 2008; Barbier et al. 2011). Sua degradacao em funcéo das atividades antropicas €
intensa e crescente; 50% das marismas, 35% dos mangues e 39% das pradarias de ervas do mar

estdo deteriorados ou perdidos (Spalding et al. 2010)



As regibes de estuarios, por serem consideradas areas de abrigo, sdo zonas estratégicas
para o desenvolvimento da economia e, por este motivo, tém suportado grande impacto do
homem. Estes conflitos decorrem da atuacdo de diversos fatores, implicacdes de um sistema
econdmico ndo convencional de ocupacdo da area litoranea, no qual a urbanizacdo, aterros,
implantacédo de industrias, construcdo e manutencdo de portos e suas vias de acesso por meio de
aterros de aluvido e dragagem dos canais estuarinos tem deteriorado a qualidade deste

ecossistema, nos mais diversos territorios geograficos (Couto 2006).

As comunidades que vivem nestes dois ecossistemas sdo fortemente influenciadas por
espécies exoticas invasoras. Contudo, as mudancas de temperatura e salinidade podem alterar de
forma dréstica a dindmica entre as espécies nativas e exoticas por meio das interacdes dos
organismos no ambiente (Lord 2017). A temperatura é o fator crucial das alteracbes na
composicdo da comunidade que compde 0 ecossistema em escalas abismais, sendo que a
elevacao da temperatura na superficie do mar pode subir até 4.8 °C até 2100 em todos 0s oceanos
(Riedel et al. 2014). Este fator também pode ser afetado por meio da alteracdo do ciclo das aguas,
uma vez que a maior precipitacdo de chuva ocorre nas regides marinhas, o que pode ser
acrescentado como agravante da elevacdo do nivel do mar e diminui¢do dos estogues de agua
doce das regiGes continentais (Liu et al. 2017). Assim como 0 mar, 0 estudrio apresenta
caracteristicas atrativas para intensificacao de pesquisas. O fluxo dindmico de nutrientes, poderdo
mudar de formas desconhecidas sobre a influéncia da elevacdo do nivel do mar. As previsdes
gerais desta elevacao variam em torno de 4 mm/ano com agravante de um possivel aumento 5
vezes maior em regides consideradas “pontos quentes” como por exemplo a costa Atlantica do
Norte (IPCC 2014). Expandir as pesquisas para estas regides é fundamental, uma vez que, este
ecossistema (assim como outros de regides Umidas em todo 0 mundo) sdo menos estudados e
existem diversas questfes ndo respondidas sobre a acdo do CO, e sua contra resposta, 0

enriquecimento de nutrientes e as mudangas na temperatura nestas zonas (Testa et al. 2017).

1.1.2. Ecossistemas dulcicolas e Pantanal

Os habitats de agua doce ocupam uma pequena porcao da superficie de terra, quando
comparados aos marinhos, porém, possuem maior importancia para o ser humano que os demais
meios aquaticos por diversos fatores, nomeadamnete como fonte de agua para consumo
doméstico, industrial, agricola e outros, além de ser um dos sistemas de tratamento de residuos

mais baratos e eficientes. Ambientes de agua doce possuem propriedades Unicas como



temperatura, transparéncia, curso e concentracdo de gases respiratdrios que possibilitam a
existéncia de uma biodiversidade elevada adaptada aquele habitat. A maioria das aguas
continentais surgem de mananciais que brotam de lencgois freaticos e estes formam corpos de

agua lénticos (lago, lagoa, pantano) ou loticos (nascente, ribeira, rio) (Odum 2004).

Um dos ecossistemas de agua doce que merece especial aten¢do no contexto do presente
trabalho € o de pantano, em particular o Pantanal Sul Matogrossensse. O Pantanal de Mato
Grosso do Sul esta localizado no centro da América do Sul, situado na bacia hidrografica do rio
Paraguai e possui uma extensdo de 361.666 Km? com 64,64% deste total pertencente ao estado
de Mato Grosso do Sul e os demais distribuidos entre a Bolivia, Paraguai e o estado de Mato
Grosso, Brasil (Figura 2). O Pantanal é subdividido em 11 macro regides de acordo com a
drenagem dos grandes rios que o formam, principalmente por tratar-se de uma imensa area de

planicie deprimida que drena os planaltos vizinhos (Da Silva e Abdon 1998).

No Pantanal ocorre um fendomeno natural anualmente conhecido como “pulso de
inundacao”. Este € responsavel por inundagdes frequentes entre os meses de novembro a margo
nas planicies do pantanal e entre os meses de maio a outubro um grande periodo de estiagem.
Este ciclo pode variar em fungéo da regido do Pantanal e com as alteracbes ambientais de cada
ano. As inundagdes sdo responsaveis pela decomposicdo de matéria organica, sendo que
posteriromente todo esse volume de agua € translocado para o leito dos rios e lagoas marginais
(Resende 2008; Bergier et al. 2010). Este tipo de fendmeno proporciona numerosos beneficios,
tais como a retencdo de agua e sedimentos, purificacdo, estabilizacdo do clima na regido,
manutencéo e conservacdo da biodiversidade e qualidade de vida para as populagdes locais (Junk
et al. 2006, 2013).

O fendmeno acima descrito é de imensa importancia pois a sua perda pode ocasionar um
decrescimo da biodiversidade nos ecossistemas aquaticos por indisponibilidade nutricional
(Galdino e Vieira 2006). Este processo ecoldgico é assim essencial e contribui para a formacao
de uma vasta vegetacdo de alta produtividade que, por sua vez, suporta uma rica e exuberante
fauna silvestre composta por 263 espécies de peixes, 41 de anfibios, 113 de répteis, 463 de aves
e 132 de mamiferos, além de uma diversidade representativa de crustaceos decapodas (Alho
2008; Bergier et al. 2008).



[] Pantanai

Figura 2- Distribuicdo do Pantanal no territorio Brasileiro

Fonte: Adaptado de Servico Florestal Brasileiro

Existe também uma preocupacdo crescente com relacdo aos efeitos das atividades
antrdpicas sobre o funcionamento e manutencdo deste ecossistema (Gomes 2014). O Pantanal
vem sofrendo fortemente com a acdo do homem que utiliza de seus recursos para atender a
crescente demanda por produgdo alimentar mundial (Verhoeven e Tim 2009). Muitas destas
influéncias no uso da terra acarretam em um grande impacto sobre o0s processos hidrolégicos,
agindo diretamente no equilibrio de energia e agua do pulso de inundacéo do Pantanal (Harris et
al. 2006; Silva et al. 2011), sendo que parte desta alteracdo pode ser consequéncia da pecuéria
ndo conservadora realizada na regido que vem sendo promovida em sistema intensivo com

desmatamento e alteracdo de areas naturais (Verhoeven e Tim 2009).

O avango dos agrossistemas, cada vez mais exploratorios, nos mananciais de rios nas
terras mais elevadas tem resultado em maiores lixiviagdes de sedimentos e nutrientes para as
terras baixas do Pantanal. reduzindo assim a sua capacidade de resiliéncia e provisdo dos
ecossistemas. Alteracdes climaticas e a crescente tendéncia de ocupacgdo dos ecossistemas por
investimentos agricolas nas terras mais elevadas devem ser interpretados como uma ameaca
eminente ao Pantanal (Bergier 2013). Os atuais modelos preditivos de clima vém apresentando
um aumento progressivo na frequéncia de eventos ambientais irregulares (chuvas em excesso,
seca prolongada, etc) (Marengo et al. 2016). Esse cenario, associado a regulagdo dos rios e as
alteracbes no uso e ocupacdo da terra, poderia ter desencadeado consequéncias para 0S

ecossistemas fluviais e também aos servigos associados a estes (Bergier 2013). Ha uma urgéncia
7



eminente em compreender como o ecossistema do Pantanal funciona, interage e responde as
mudancas para garantir a conservacao de sua biodiversidade, funcionamento e manutencao (Junk
et al. 2014, 2016). Nesse interim, dados de longo prazo sobre a variacéo estacional ou sazonal e
até entre anos dos padr@es de inundacdo servem para entender um pouco da variabilidade

hidroldgica deste ecossistema (Marengo et al. 2016).

1.2.Ciclo de vida de crustaceos decapodas e suas interacoes troficas

Todos os ecossistemas descritos anteriormente aparentam exibir grandes distingdes entre
si; contudo, 0s mesmos possuem mais conexdes do gque se pode inicialmente imaginar. A grande
maioria dos organismos aquaticos presentes nestes ecossistemas apresentam ciclos de vida
complexos que, muitas das vezes, necessitam ir além de uma condicao fisico-quimica ambiental
para realizar seu ciclo de desenvolvimento completo. Um exemplo desta situagdo sdo algumas
espécies de crustaceos decapodas, tais como caranguejos, camardes e outros, que apresentam um
ciclo de vida bifasico (Figura 3) (Rey e Calado 2016).
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Figura 3 - Esquematizacdo do ciclo de vida do caranguejo Carcinus maenas.

Fonte: Rey et al. (2016)

Jovens e adultos de invertebrados marinhos vivem em ambientes bentdnicos,
nomeadamente, relacionado a parte sedimentar do ambiente, caracterizada por possuir
organismos que rastejam, se prendem ou vivem enterrados nas camadas mais profundas dos

corpos de agua. De um modo geral, os crustaceos decapodas sao encontrados predominantemente
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nestas zonas. Estes estados do seu ciclo de vida s&o diferentes das suas fases larvares, uma vez
que estas se desenvolvem desde a eclosdo até a metamorfose em ambientes plancténicos ou
pelagicos, apresentando vida livre e alimentando-se de microplancton suspenso em grandes
quantidades (Falcdo e Ferreira Junior 2014). Crustaceos decdpodas de &gua doce, tais como
camardes dulcicolas, em sua maioria, apresentam ciclo de vida bifasico similar aos organismos
marinhos com a excecéo que o seu ambiente bentdnico esta por norma localizado em corpos de
agua loticos como rios e riachos (Pinheiro e Hebiling 1998; Moraes-Riodades e Valenti 2001;
Moraes-Valenti e Valenti 2010; Kutty e Valenti 2010). Outros crustaceos decapodas dulcicolas
também possuem ciclo de vida similar, com a excecdo de que conseguem completar todo seu
desenvolvimento em agua doce, em especial 0s que se encontram em ambientes isolados ou
I6ticos como lagoas e baias, sem conexdo com corpos de agua correntes (Magalhdes 2000;
Pereira e Chacur 2009; Hayd e Anger 2013; Soares 2015).

Muitos pesquisadores reconhecem que um longo periodo de desenvolvimento
planctdnico é um aspecto mais comum em invertebrados aquaticos do que um desenvolvimento
planctotrofico curto, nomeadamente, de dias ou até mesmo horas. Esta caracteristica trofica
também é comumente observada em espécies que apresentam desenvolvimento lecitotrofico, ou
seja, larvas que ndo se alimentam de fontes exdgenas e que dependem de reservas vitelinicas
durante seus estagios de desenvolvimento iniciais ou que apresentam lecitotrofia facultativa, em
que pode ou ndo existir consumo de alimentos exdgenos (Anger e Hayd 2009; Calado e Leal
2015). Essa etapa do ciclo de vida é, portanto, um traco essencial na ontogenia do animal que
determina, notoriamente, o sucesso das demais fases da vida do organismo. Durante muitos anos,
estes ciclos de vida complexos foram limitantes na pesquisa de organismos aquaticos. Diversos
estudos abordavam unicamente a biologia larval, cessando na metamorfose, ndo dando
continuidade com as fases seguintes; outros estudos focavam apenas as fases bentdnicas agindo
individualmente, ignorando a fase embrionaria e larval dos animais (Pechenik 2006). Essas
observac6es nos levam a buscar por uma abordagem mais ampla sobre os ciclos de vida bifasicos
dos invertebrados aquéticos considerando uma visao expandida em toda a sua historia de vida
(Calado e Leal 2015).

A interconex&o entre 0s processos acima descritos é um desafio para 0s organismos que
habitam ecossistemas aquaticos, uma vez que ha uma necessidade frequente de adaptacdo a novas
condi¢bes ambientais (Burgess e Marshall 2011). A interpelacéo cléssica na biologia e ecologia
de espéecies com ciclo de vida bifésicos estabelece uma relacdo entre a performance dos

individuos e as condi¢cdes do meio em que estes estdo presentes. Larvas de crustaceos decapodas
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apresentam grande vulnerabilidade a alteracGes das condi¢cGes ambientais que podem causar
danos transferiveis para os estagios posteriores do seu ciclo de vida, conhecidos como efeitos
latentes (Anger 2006; Blust et al. 2013), que podem afetar a morfologia, fisiologia e
comportamento dos animais (Pechenik 2006). Estes aspetos que se manifestam na fase bentonica
pos-metamorfose podem ser fortemente influenciados por fatores da biologia do animal durante

a sua fase pelagica (Calado e Leal 2015).

Os fatores bidticos e abioticos sdo determinantes no desenvolvimento dos crustaceos
durante todo o seu ciclo de vida. Calado e Leal (2015) esquematizaram graficamente como 0s
fatores abioticos (temperatura, salinidade e outros) e fatores biodticos (quantidade e qualidade
alimentar, presenca de predadores e outros) podem ser determinantes na importancia das
interacdes entre as fases do ciclo de vida do animal (Figura 4). Os individuos que demonstram
as melhores condicgdes ao final dos processos de metamorfose, mesmo em situacdes adversas,
produzem juvenis com maiores capacidades competitivas e consecutivamente, maior sucesso no
recrutamento dentro da populacéao, concretizando-se na formacao de uma nova geracao (Giménez
2010).

Fatores Pelagico Fatores Bi6ticos
Abiodticos

Larva recém eclodida Ciclo completo Quantidade de
Temperatura
) presas
Desenvolvimento larval
Salinidade ————> Oualidade
pH Ecloséo Invertebrados Metamorfose nutricional
* bentbnicos
. Presencade
Nivel de CE— predadores
oxigénio )
Crescimento e
maturidade sexual ) Densidade
Luz Adulto Juvenil
Outros

Hidrodinamica L [ < D
Bentdnico
Outros

Alteragdes antrépicas

Figura 4 - Representacdo esquematica do ciclo de vida bifésico de invertebrados marinhos ou dulcicolas
bentdnicos com suas principais formas de vida.

Fonte: Adaptado de Calado e Leal (2015).
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A ecologia trofica de organismos com ciclo de vida bifésicos € crucial ao longo da sua
histdria pois determina 0 quanto capaz é um animal em crescer, desenvolver, metamorfosear,
estabelecer-se, competir e reproduzir. As interagdes troficas possuem um importante papel na
expressdo fenotipica da histdria de vida do animal, tendo o estudo destas interagbes permitido
compreender que fatores como a nutricdo parental podem afetar diretamente o sucesso da fase
inicial da vida destes organismos (Marshall 2008) e que nem sempre a metamorfose para a fase
bentbnica pode ser considerada como um recomego onde 0s aspetos negativos que caraterizaram

a vida embrionéria e larvar sdo apagados (Pechenik 2006).

Em funcdo da imensa diversidade de invertebrados aquaticos com as mais distintas
historias de vida, pouco se conhece sobre a ecologia destes animais, e a evolugdo dos mecanismos
que impulsionam a sua complexidade (Marshall e Morgan 2011). Este déficit de conhecimento
esta associado a dificuldade de investigar estes animais em ambientes naturais e compreender as
conexdes entre os tracos ecoldgicos de evolucdo durante sua histéria de vida, ponto critico que

assola a maioria dos invertebrados com ciclo de vida bifésicos (Calado e Leal 2015).

1.3.Aquicultura de organismos aquaticos ndo alimentares

A aquicultura vem crescendo anualmente e hoje, a producdo de organismos aquaticos
para consumo alimentar superou os valores obtidos da captura de pesca nas aguas continentais e
marinhas (Figura 5) (FAO 2016). Contudo, diversas espécies ainda sdo muito exploradas
economicamente por meio da captura. Em 2014, a pesca comercial totalizou 94,3 milhdes de
toneladas, deste total, 81,5 milhdes de toneladas sdo oriundas de ambiente marinho, sendo que
China, Indonésia, Russia e Estados Unidos representam juntos, 59% deste total. A aquicultura
apresentou um crescimento impressionante na oferta de alimentos. No Ano de 1974 sua producéo
correspondia a 7% do total comercializado, ja em 2004 este valor subiu para 39% com uma forte
tendéncia de crescimento com o passar dos anos. No ano de 2014 a aquicultura gerou um

montante de 73,8 milhGes de toneladas, aproximadamente, 160,2 bilhdes de dolares (FAO 2016).

Quando falamos em aquicultura pensa-se inicialmente na producgdo racional de
organismos aquaticos para o consumo alimentar, no entanto, este ramo zootécnico vai muito além
da producdo de alimentos. Organismos aquéaticos podem ser explorados de forma racional para
diversas outras finalidades, tais como a producao de biocombustiveis, repovoamento de coldnias
naturais, fins ornamentais, apoio a industria farmacéutica, cosmética e nutraceutica, entre outras
(Leal et al. 2016).
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Figura 5 - Relagdo entre peixes pescados e producao da aquicultura a nivel mundial.

Fonte: FAO (2016)

No que diz respeito a aquacultura de espécies ornamentais, esta vem apresentando um
amplo crescimento desde os anos 90 com um acréscimo anual de 10% (Fishstat 2009). Segundo
a FAO (2014), os Estados Unidos da América importaram um total de 178 milhdes de dolares
em Organismos Aquaticos Ornamentais - OAQ (peixes, crustaceos, corais e outros) no ano de
1998, e em 2012, este total elevou-se para 15 bilhGes de ddlares, sendo que, 0s paises de primeiro
mundo representaram dois tercos de toda a importacdo mundial de OAO. A aquicultura
ornamental comparada com a pesca de OAO, apresenta diversas vantagens, pois produz um
animal com maior valor agregado e oferece, teoricamente, uma quantidade de individuos
necessaria para abastecer 0 mercado sem impactar negativamente o ambiente, Além disso, a
criacdo de OAO permite explorar simultaneamente espécies exoticas e nativas (Ribeiro et al.
2010).

Além das possibilidades aqui ja apresentadas, organismos aquaticos podem também ser
utilizados como bioindicadores de alteragdes ambientais, tanto de origem natural quanto de
origem antrépica, de modo a aferir os efeitos de agentes estressores em situacOes hipotéticas
simuladas em laboratério (Cottin et al. 2010a; Gonzélez-Ortegon et al. 2012; Chiarelli e Roccheri
2015; Abdallah 2017; Dirrigl et al. 2017; Fossi et al. 2018). O uso de crustaceos decapodas como
organismos modelo, agrega valor comercial a um elevado nimero de espécies sem interesse para
o mercado alimentar, mas que podem impulsionar a economia em torno destas espécies (Pomponi
1999; Leal et al. 2016).
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As alteraces globais podem afetar a distribuicdo, abundancia e interacfes troficas de
organimos nas comunidades, gerando consequéncias diretas nos ecossistemas (Thomas et al.
2004, Thornton et al. 2014, Beca-Carretero et al. 2017). Partindo deste preceito, é crucial
identificar as respostas dos organismos em funcgédo de situagdes potencialmente impactantes do
seu habitat, sendo a utilizacéo de crustaceos decapodas como potenciais bioindicadores uma das
abordagens que possibilita fazer uma analise mais profunda e entender como 0s processos
biol6gicos destes animais sdo afetados em situacdes de estresse condicionados por mudangas

globais.

Organismos modelo, s&o organismos utilizados para identificar impactos de fendmenos
bioldgicos que ndo sdo exclusivos do objeto de pesquisa foco, mas que acontecem também em
outros organismos (Segner e Baumann 2016) Animais usados como organismo modelo possuem
um papel fundamental na ciéncia experimental. Muitas das alteracbes que ocorrem nos
ecossistemas podem ser identificadas por meio de organismos modelo usados como
bioindicadores. O uso destas espécies em testes laboratoriais, em menor escala, onde sdo
simulados potenciais cenarios nocivos ao ambiente, serve para fomentar medidas preventivas
futuras a partir dos dados obtidos. E de fundamental importancia atender os critérios técnicos
para utilizar organismos aquéaticos como espécies modelo, nomeadmente: manutencdo pratica,
viabilidade econdmica de cultivo, ciclo de vida curto e de reproducéo eficiente. Depois destas
condicdes serem atendidas, a facilidade e o controle nas condi¢fes de cultivo se tornam uma
vantagem, proporcionando aos pesquisadores a possibilidade de obter uma resposta precisa e
direta referente ao efeito estressor ao qual o organismo alvo for submetido (Bonaventura et al.
2011).

Crustaceos decapodas sdo organismos de grande interesse neste quesito, pois apresentam
caracteristicas bioldgicas e fisioldgicas que se adaptam bem-as condi¢des exigidas para a
realizacdo de ensaios de biomonitoramento de qualidade ambiental. Estes animais apresentam
uma grande plasticidade a alteragdes ambientais marcantes, tais como variagdes bruscas de
temperatura (Cottin, et al. 2012; Raveux et al. 2012; Gonzalez-Ortegon et al. 2013; New et al.
2014; Magozzi e Calosi 2015), de salinidade (Gonzalez-Ortegdn et al. 2006; Wang 2013;
Gonzalez-Ortegon et al. 2013; Oliphant e Thatje 2014), tolerancia a pressao (Oliphant et al. 2011,
New et al. 2014; Domingues 2015; Pallareti et al. 2018), compostos nitrogenados oriundos da
excrecdo (Mallasen e Valenti 2006; Li et al. 2007; Hayd et al. 2014), e a condi¢Ges ambientais

alteradas pelo ser humano, noemadamente o0 uso de contaminantes potencialmente toxicos
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(Rainbow e Luoma 2011; Domingues 2015; Pavlaki et al. 2016; Brown et al. 2017; Soares et al.
2017; Pavlaki et al. 2018).

Deste modo, é fundamental expandir os conhecimentos sobre os impactos ambientais e
antrdopicos nos mais diversos ecossistemas. Uma grande fracdo deste conhecimento é obtido a
partir do uso de espécies modelo utilizadas com excesso de repeticdes e que muitas das vezes,
podem ndo emitir uma resposta aplicavel a um determinado tipo de ecossistema. E essencial
expandir o nimero de espécies que podem ser utilizadas como organismos modelos em
labortdorio e principalmente assegurar que estas espécies sdo representativas do ambiente de
estudo, adequando-as a condi¢Oes laboratoriais e explorando o seu potencial bioldgico para o

avanco dos estudos de impactos globais.

Espécies estuarinas vém sendo utilizadas em estudos de impacto ecol6gico em funcéo de
sua plasticidade e tolerancia a alteragBes bruscas de condi¢des bidticas e abidticas (Oliphant et
al. 2011; Cottin et al. 2012; Oliphant et al. 2013; New et al. 2014; Oliphant e Thatje 2014)
principalmente pelo fato dos estuarios serem ecossitemas fundamentais nos processos bioldgicos
e serem extremamente impactados por acdes antrdpicas. Este cendrio contrasta com a regido do
Pantanal onde quase ndo ha pesquisas que envolvam o efeito de contaminantes agricolas (ou
outros) nos corpos de agua desta regido (Dores 2015). O uso de espécies endémicas é
fundamental para uma acurécia na avaliacdo de risco. Diversos estudos indicam que espécies
endémicas apresentam maior sensibilidade do que espécies modelo mais generalizadas e que o
uso de espécies nao nativas pode mascarar o real risco ambiental (Zagatto e Bertoletti 2006). Nas
regibes tropicais, 0s ensaios realizados com bioindicadores recorrem geralmente a espécies ndo
nativas, em funcdo da auséncia de uma padronizacdo de cultivo de espécies nativas ou mesmo

endémicas destas regides (Soares et al. 2017).

Os crustaceos decapodas vém sendo foco de diversos estudos nas mais variadas areas da
aquicultura, principalmente em pesquisas sobre ecologia, impactos ambientais assim como
mudancas climéticas (Pavlaki et al. 2016; Soares et al. 2017; Pavlaki et al. 2018). Partindo desta
prerrogativa, apresentam-se trés espécies de palaemonideos que, para além do seu uso para
aquicultura alimentar, ornamental e produtora de insumos dentro da cadeia produtiva, também
podem ser explorados como organismos modelo em testes de condi¢fes ambientais e tréficas,
sendo estas 3 espécies de camarGes membros da familia Palaemonidae e o objeto de estudo

central da presente tese.
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1.4. Camades Palaemonideos

No grupo taxondmico constituido pelos crustdceos decépodas, os camardes carideos
(Decapoda: Caridea) representam um conjunto rico e muito diversificado de espécies. S&o
reconhecidos 389 géneros e 3438 espécies de camardes carideos (De Grave e Fransen 2011),
sendo que deste total entre 770-800 espécies vivem em aguas doces continentais, representando
assim cerca de um quinto da diversidade especifica de camarbes carideos no mundo (De Grave
et al. 2015).

Os camardes carideos representam um grupo taxondémico muitas vezes negligenciado
quanto a sua conservacao (De Grave et al. 2015). De Grave et al (2015) elencam cinco pontos
que enfatizam esta situacdo, noemadamente: 1 — sdo um componente dominante em
ecossistemas, especialmente nos trépicos; 2 — apresentam diversos ciclos de vida com varias
espécies que migram para o mar para realizar a eclosdo das larvas, enquanto outras, realizam
todo seu ciclo de desenvolvimento em aguas continentais sem conexdo com o oceano (Vega
Perez 1984; Magalhdes 2000; Garcia-Davila et al. 2000; Hayd e Anger 2013; Soares 2015); 3 —
ocorrem em diversos habitats; 4 — apresentam forte ligacao cultural, principalmente, relacionado

a pesca artesanal e; 5 — sdo estudados em todo o mundo, principalmente na taxonomia.

Dentre os camardes carideos merece destaque a familia Palaemonidae, uma vez que esta
apresenta 981 espécies (De Grave e Fransen 2011) divididas em duas subfamilias: os Pontoniinae
Kingsley, 1879, morfologicamente diversa e estritamente marinha, e Palaemoninae Refinesque
1815 (Ashelby et al. 2012). Diversas espécies da subfamilia Palaemoninae tém como ancestrais
espécies marinhas com grande plasticidade na sua fisiologia, tendo estes invadido ambientes de
agua doce, colonizando-os e promovendo assim um efeito notavel de especiacdo (Ashelby et al.
2012). Os Palaemonineos sdo encontrados no mar, aguas salobras e doces, estando presentes em
regibes temperadas e tropicais, inclusive havendo registro de pelo menos duas especies que foram
relatadas para estes trés ambientes aquaticos (Ashelby et al. 2012). Quanto a riqueza em numeros
de espécies, o género Macrobrachium Bate, 1868 vem sendo estudado intensivamente devido a
sua diversidade e facilidade de localizagdo em ambiente natural (Ashelby et al. 2012). O segundo
género com maior numero de espécies na subfamilia Palaemoninae é o género Palaemon Weber,
1795, com 83 espécies (De Grave e Ashelby 2013), estando presente em ecossitemas aquaticos

distintos.

De um modo geral, os Palaemonideos presentes no territorio brasileiro, apresentam

aspectos de similaridade populacional e reprodutivo, com variagdes entre géneros. Contudo, a
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maior quantidade de informacdo bioldgica disponivel esta concentrada nos representantes dos
géneros Macrobrachium e Palaemon, em funcdo da sua diversidade, abundéncia e atratividade
comercial. Esse interesse econdémico fez com que o estudo de algumas espécies destes géneros
fossem mais estudadas que outras e 0 objetivo da pesquisa mais focado na fisiologia, reproducao,
morfologia, desenvolvimento larval, comportamento, biologia e ecologia populacional
(Mantelatto et al. 2016).

1.4.1. Género Macrobrachium

O género Macrobrachium Spence Bate, 1868 apresenta 0 maior numero de espécies de
palaemonideos, com 246 espécies reconhecidas mundialmente, das quais, 19 sdo encontradas no
Brasil, acrescentando ao grupo duas espécies introduzidas (Moraes-Valenti e Valenti 2010; Dos
Santos et al. 2013; Pileggi et al. 2013; Mantelatto et al. 2016; De Grave e Fransen 2011). Este
género apresenta uma distribuicio mundial em aguas doces (América, Caribe, Africa, Europa,
Asia e Oceania) (Mantelatto et al. 2016), sendo que diversas espécies requerem acesso a agua
salobra durante seu desenvolvimento larval para concluirem os seu ciclo de vida (Short 2004;
Vergamini et al. 2011).

O género se divide em trés estratégias reprodutivas distintas: a primeira apresenta
desenvolvimento larval prolongado e dependem do acesso ao mar, ambientes pelagicos (New et
al. 2010; Kutty e Valenti 2010); a segunda apresenta uma redu¢do no desenvolvimento larval e
habita aguas interiores e costeiras (Moraes-Riodades e Valenti 2001; Moraes-Valenti e Valenti
2010); finalmente, o terceiro grupo apresenta espécies com desenvolvimento larval abreviado,
sdo independentes de agua salobra para realizar seu desenvolvimento completo e habitam &guas
interioranas (Vega Perez 1984; Garcia-Davila et al. 2000; Hayd e Anger 2013; Soares et al. 2015)
ambientes de agua doce I6ticos de baixa energia e muita das vezes, associados a macrofitas

aquaticas (De Grave et al. 2008), sua principal fonte alimentar (Moraes-Valenti e Valenti 2010).

A variabilidade da morfologia populacional € um ponto chave no género Macrobrachium,
sendo considerada uma das principais responsaveis pela inconsisténcia na taxonomia do género
(Pileggi e Mantelatto 2010; Pileggi et al. 2013). Boa parte dessa variabilidade pode estar
associada a presenca de espécies ndo descritas, ao desenvolvimento ontogenético ou a
diversidade de morfotipos relacionados com a dominacdo social, tal como descrito para
Macrobrachium amazonicum Heller, 1862, (Moraes-Riodades e Valenti 2004; Moraes-Valenti e
Valenti 2010) e Macrobrachium rosenbergii De Man, 1879 (New et al. 2010). Em relagéo ao
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tamanho corporal, o género Macrobrachium apresentam os maiores exemplares dentro da familia
dos Palaemonideos, podendo o tamanho variar em funcéo da espécie. A titulo de exemplo,
Macrobrachium carcinus Linnaeus, 1758 pode alcancar até 250 mm de comprimento total,
enquanto outras espécies simpatricas, tais como Macrobrachium jelskii Miers, 1778 e
Macrobrachium pantanalense Dos Santos, Hayd, Anger, 2013, alcancam apenas 70 mm de
comprimento total (Magalhaes 2000; Hayd e Anger 2013; Dos Santos et al. 2013; Soares et al.
2015).

Tal como nas demais espécies de carideos, a distingdo entre sexos no género
Macrobrachium é possivel através da auséncia ou presenca do apéndice masculino no segundo
par de pledpodos. O abdome desses crustaceos possui formato similar a outros carideos, com a
pleura do segundo segmento abdominal sobreposta a pleura do primeiro e terceiro somito, sendo
mais larga na fémea e demonstrando uma caracteristica sexual secundaria adaptada para a
incubacdo de embrides, ficam estes aderidos aos pledpodos no abdome até a eclosédo larvar
(Mantelatto et al. 2016). No género Macrobrachium, tal como nos demais Palaemonideos
neotropicais, a reproducgdo é continua-sazonal, com maior atividade durante o verdo (Mattos e
Oshiro 2009; Barros-Alves et al. 2012; Freire et al. 2012; Magalhdes et al. 2012; N6brega et al.
2014; Soares et al. 2015).

A fecundidade neste género esta relacionada com o tamanho da fémea e o ambiente de
ocorréncia, apresentando uma enorme variacdo inter e intraespecifica (de 7 a 242.437 ovos /
fémea) (Garcia-Davila et al. 2000; Magalhdes 2000; Gomes et al. 2012; Vercesi e Hayd 2015;
Soares et al. 2015). O tamanho do ovo e o investimento materno acompanham esse padréo, com
variacOes relacionadas ao estagio de desenvolvimento embrionario, o habitat e a localizacdo
geografica (Magalhdes 2000; Garcia-Davila et al. 2000; Barros-Alves et al. 2012; Freire et al.
2012; Soares et al. 2015). Observa-se que algumas espécies carregam ovos grandes em pequenas
quantidades, sendo este um indicativo de desenvolvimento larval abreviado (poucos estagios
larvais), tal como Macrobrachium brasiliense Heller, 1862, Macrobrachium potiuna Muller,
1880 e M. jelskii (Garcia-Davila et al. 2000; Magalhdes 2000; Mattos e Oshiro 2009). QOutras
espécies de tamanho pequeno apresentam producdo de ovos pequenos com um elevado nimero
de estagios de desenvolvimento larval, tal como M. pantanalense (~ 676 ovos) (Hayd e Anger
2013), Macrobrachium olfersii Wiegmann, 1836 (~ 1557 ovos) (Ammar et al. 2001). As espécies
de porte superior apresentam uma producdo mais elevada de ovos de pequeno tamanho que
apresentam grande nimero de estagios de desenvolvimento larval, tal como Macrobrachium

acanthurus, Wiegmann, 1836, (Valenti et al. 1989; Gomes et al. 2012) M. amazonicum (Da Silva
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et al. 2004; Moraes-Valenti e Valenti 2010; Meireles et al. 2013), Macrobrachium birai Lobao,
Melo & Fernandes, 1986, (Melo e Brossi-garcia 2005), M. rosenbergii (New et al. 2010) e
Macrobrachium surinamicum Holthuis, 1948 (Lima et al. 2015).

Em todas as espéecies do género Macrobrachium, a espécie mais estudada a escala
mundial é o camardo-da-Malasia, M. rosenbergii (Figura 6), sendo atualmente a espécie mais
valorizada comercialmente (Alam et al. 2017). As estatisticas de producdo do M. rosenbergii
demonstraram uma producéo global em 2015 de 2.115 toneladas, totalizando quase 12 bilhdes
de ddlares em vendas (FAO 2017). A producéo aquicola de M. rosenbergii teve a sua expansao
mundial na década de 1960, onde a mesma foi introduzida em outros continentes com o objetivo
de expansdo geografica e, devido a sua importdncia comercial, tanto na pesca quanto na
aquicultura, o mesmo foi introduzido em mais de 40 paises (Iketani et al. 2011). No Brasil, a
espécie foi introduzida no ano de 1977 por meio do Departamento de Oceanografia da
Universidade Federal de Pernambuco com a importacdo de pos-larvas; no entanto, a maior
expansao no pais ocorreu em 1990 com a implantacdo de 32 larviculturas além da construcdo
700 hectares de tanques de cultivo (Valenti 1993). Em nUmeros, os registros nos dados
estatisticos de producdo de camardo de agua doce, até 2007, mostraram que o Brasil produziu
229,5 toneladas com valor de producdo agregado em 1,06 milhdes de ddlares, com o estado do

Espirito Santo, dominando com 54% da producéo, seguido dos estados do Pernambuco, Rio de

Janeiro, Sergipe e Sao Paulo (Ibama 2009).

Figura 6 - Reprodutor de Macrobrachium rosenbergii.
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Os dados acima referidos mostram a importancia comercial de M. rosenbergii, sendo
deste modo compreensivel 0 maior conhecimento existente sobre a biologia desta espécie quando
comparado com outras espécies pertencentes a0 mesmo género. Esta espécie apresenta uma
biologia similar a maioria dos animais do género Macrobrachium com um ciclo de
desenvolvimento larval em &gua salobra e os demais estados do seu ciclo de vida em agua doce
(Brown et al. 2010); os machos sdo maiores que as fémeas e entre 0s machos pode-se observar
diferencas morfoldgicas no segundo par de pereidpodos, caracterizando uma estruturagdo social
de dominéncia onde temos a quela azul (blue claw), animais dominantes sobre os demais,
seguidos da quela laranja (orange claw) animais que assumem a dominancia caso os blue claw
desaparecam e os animais de quela pequena (small claw), sendo estes submissos as demais
classes, néo territorialistas e apresentam taxa de crescimento reduzido (Pinheiro e Hebiling
1998). A diferenca sexual também dar-se pela presenca do apéndice masculino presente no
segundo par de pledpodos (Pinheiro e Hebiling 1998; Brown et al. 2010). A espécie M.
rosenbergii possui desenvolvimento larval tardio com grande nimero de estagios (XI) em um
ciclo de aproximadamente 28 dias, com reproducédo, larvicultura e desenvolvimento até o

crescimento final controlados para producéo em larga escala (New et al. 2010).

Tal como ja foi referido, M. rosenbergii € uma espécie exdtica que foi introduzida no
cenario da aquicultura do Brasil, tendo sido posteriormente observado que seria interessante
explorar o potencial produtivo de espécies nativas na aquicultura. Perante este novo paradigma,
0 cenério nacional aquicola ganhou novos rumos com a geracdo de tecnologia de producao para
0 camardo-da-Amazo6nia, M. amazonicum (Moraes-Riodades e Valenti 2001); o camardo-pit,
M. carcinus; e o camardo-canela, M. acanthurus (Valenti 1993). Essas espécies apresentam
crescimento total e peso similares ao de M. rosenbergii, apresentando inclusive caracteristicas
biol6gicas mais atrativas a producdo, como por exemplo a larvicultura de M. amazonicum ser de
apenas 21 dias com estagios de desenvolvimento larval reduzidos (Moraes-Valenti e Valenti
2010). Embora vaérias espécies de Macrobrachium cresgam o suficiente para serem usadas no
consumo alimentar humano (Short 2004), existem outras espécies que podem ser explorados em
outras atividades, tais como 0 uso como isca viva na pesca esportiva (Valenti et al. 2008; Valenti
et al. 2011), no mercado da aquicultura ornamental e aquariofilia (Karim et al. 2015) e no uso

como espécie modelo para estudos de impacto ambiental (Soares et al. 2017).

1.4.1.1.Macrobrachium amazonicum
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As principais descri¢des para identificagdo de Macrobrachium amazonicum (Figura 7)
foram feitas baseadas em machos adultos (Holthuis 1952; Melo 2003). Estes apresentam telson
em formato conico, afunilado em dire¢do da ponta, rostro longo e sinuoso, sobreposi¢do do
segundo somito abdominal ao primeiro e terceiro segmentos. Muitas das vezes essas
caracteristicas ndo sao tdo visiveis em juvenis e a identificacdo de animais em maturacdo
reprodutiva é dificil (Moraes-Valenti e Valenti 2010). Sua descricdo taxondmica atual é a
seguinte (WoRMS 2018a)

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Classe: Crustacea

Subclasse: Malacostraca

Superordem: Eucarida

Ordem: Decapoda (Latreille, 1802)
Subordem: Caridea (Dana, 1852)
Superfamilia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)
Familia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)
Subfamilia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)
Género: Macrobrachium (Bate, 1868)

Espécie: Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862)

T
00000

Figura 7 — Fémea ovigera (A) e macho (B) de Macrobrachium amazonicum.

Fonte: Soares (2016)

Entre as espécies nativas do Brasil que apresentam interesse comercial para a alimentagédo
humana, o camardo-da-Amazonia Macrobrachium amazonicum, oferece grande potencial para a

aquicultura (Moraes-Riodades e Valenti 2001). No entanto, apresenta um menor tamanho total
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comparado a M. rosenbergii, mas a sua carne apresenta uma textura firme e um sabor mais
intenso, garantindo assim um maior interesse pelo mercado consumidor (Moraes-Riodades e
Valenti 2001). Esta espécie possui uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em quase toda
a América do Sul, sendo encontrado com maior frequéncia nas bacias do norte e nordeste do
Brasil (Holthuis 1952; Coelho e Ramos-Porto 1984). O seu cultivo ndo oferece risco aos
ecossistemas naturais caso ocorra uma fuga acidental dos tanques de producdo (Moraes-Valenti
e Valenti 2010).

Durante a década de 1990, iniciou-se a tentativa de cultivar M. amazonicum usando como
tecnologia de cultivo as metodologias desenvolvidas para M. rosenbergii (Moraes-Riodades e
Valenti 2001). Embora estas espécies sejam do mesmo género, apresentam diferencas bioldgicas
provavelmente resultantes de suas distribuicdes geograficas distintas, e que consequentemente
resultam em requisitos diferenciados para o seu uso na aquicultura (Moraes-Valenti e Valenti
2010). De um modo geral, as diferencas mais significativas entre M. amazonicum e M.
rosenbergii relevantes para o seu cultivo sdo as seguintes: comprimento e peso, dimorfismo
sexual, fecundidade, desenvolvimento larval, tempo de crescimento e outros (Moraes-Valenti e
Valenti 2010). As populacdes de camardes litoraneas apresentam comprimento total em torno de
100-160 mm com elevada fecundidade de ovos (milhares) e necessitam de agua salobra para
realizar seu desenvolvimento larval (Maciel e Valenti 2009; Moraes-Valenti e Valenti 2010).
Assim como M. rosenbergii, 0 camardo-da-Amazonia apresenta diferenciacéo entre os machos,
podendo observar-se diferencas morfoldgicas no segundo par de peredpodos, caracterizando uma
estruturacdo social de dominéncia onde temos os animais de quela verde nimero 2 (green claw
2, GC2) como dominantes e mais ativos sexualmente, seguidos dos animais de quela verde
namero 1 (green claw 1, GC1) que assumem a dominancia na auséncia do morfotipo
anteriormente descrito e possui pereidépodo de quela menor, seguidos dos animais de quela cor
de canela (cinnamon claw, CC) podendo estes apresentar gametas férteis, porém, com uma
espermiogenese menor, e por fim, os animais de quela translicida (translucent claw, TL)
(Moraes-Riodades e Valenti 2004).

Com relagdo ao seu ciclo de desenvolvimento, M. amazonicum é considerado um animal
eurialino, ou seja, tolera grandes variacdes de salinidade. Geralmente, habita corpos de agua
ligados ao litoral norte e nordeste da America do Sul e é dependente de agua salobra para realizar
seu ciclo de desenvolvimento larval (Araujo 2005). Larvas de M. amazonicum apresentam 9
estagios de desenvolvimento até a metamorfose em decapodito (Figura 8) (Anger et al. 2009)

com uma duracdo do ciclo larval média de 20 - 23 dias em laboratério (Anger et al. 2009).
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Importa salientar que em 18 - 19 dias pode obter-se até 80% de decapoditos com temperatura e

salinidade Otimas, 28 °C e salinidade 10 - 12, respectivamente (Vetorelli 2008).

Figura 8 - Decapodito recém metamorfoseado de Macrobrachium amazonicum.

A espécie M. amazonicum vem sendo estudado em diversas areas, com a finalidade de
formar um pacote tecnoldgico que otimize seu cultivo, tais como definir os melhores niveis de
salinidade (Vetorelli 2008; Araujo e Valenti 2010), densidade de estocagem (Vetorelli 2004;
Moraes-Valenti e Valenti 2007; Preto et al. 2010; Kimpara et al. 2013), ciclo de muda (Hayd et
al. 2008), concentracdo de toxicos no ambiente de cultivo (Hayd et al. 2014), alimentag&o larval
e habitos alimentares (Araujo e Valenti 2007; Maciel et al. 2012; Maciel e Valenti 2014; Araujo
et al. 2017), nutricdo (Pezzato et al. 2003; Hisano et al. 2008; Cagol et al. 2018), intensidade
luminosa (Araujo e Valenti 2011), viabilidade econdmica (Valenti et al. 2008) entre outras areas.
No entanto € ainda necessario para aperfeigoar o pacote tecnologico desta espécie a realizacdo
de estudos na &rea de mapeamento e melhoramento genético, pesquisas na area de nutricdo
buscando identificar os niveis 6timos de absorcdo de nutrientes e digestibilidade de diferentes
alimentos; aspetos reprodutivos com énfase na qualidade e quantidade larval produzida pelas
fémeas e qualidade dos espermatozoides produzidos por machos e sua possivel aplicabilidade
como um bioindicador de impactos ambientais na regido amazodnica, principalmente dos corpos
de agua estuarinos, onde a espécie realiza o seu desenvolvimento inicial (Maciel e Valenti 2009;
Soeiro et al. 2016).

1.4.1.2.Macrobrachium pantanalense
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Macrobrachium pantanalense (Figura 9) apresenta rostro bem desenvolvido e dentado.
Carapaca com espinhos antenais e sulco branquio-espinhal presente. Os trés ultimos pares de
pereidpodos possuem dactilus simples e telson com 2 pares de urépodos nadadeiras e dois pares
de espinhas posteriores (Dos Santos et al. 2013). Sua descri¢do taxondmica atual é a seguinte
(WoRMS 2018b):

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Classe: Crustacea

Subclasse: Malacostraca

Superordem: Eucarida

Ordem: Decapoda (Latreille, 1802)

Subordem: Caridea (Dana, 1852)

Superfamilia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)
Familia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)
Subfamilia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)

Género: Macrobrachium (Bate, 1868)

Espécie: Macrobrachium pantanalense Dos Santos, Hayd & Anger, 2013

Figura 9 - Fémea ovigera (A) e fémea em maturagdo (B) de Macrobrachium pantanalense

O camardo-do-Pantanal, Macrobrachium pantanalense, anteriormente citado na literatura
como M. amazonicum, foi recentemente reconhecido como uma nova espécie, apresentando
diferencas morfoldgicas, anatémicas, fisiol6gicas e comportamentais em relacdo ao camarao-da-
Amazo6nia, M. amazonicum (Dos Santos et al. 2013). A espécie M. amazonicum é encontrada em
populacBes costeiras, que vivem em rios e dguas estuarinas, e populagdes continentais, que vivem
em rios de abastecimento, lagos, lagoas e outras vias de corpo de 4gua. As duas espécies diferem

entre si na morfologia externa e caracteristicas fisiol6gicas (Maciel e Valenti 2009; Anger e Hayd
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2009; Anger e Hayd 2010; Hayd e Anger 2013). As informacdes disponiveis sobre M.
amazonicum revelaram uma grande variabilidade intraespecifica de caracteristicas, o que pode
estar relacionado ao isolamento genético de distintas populacdes e, possivelmente, a um processo
rudimentar de especiacdo (Anger et al. 2009; Anger 2013) originando espécies como M.
pantanalense que sdo morfologicamente (Dos Santos et al. 2013) e geneticamente (Weiss et al.
2015) distintas.

Como modelo dessa diversidade, podemos mencionar diferencas quanto a composicao
bioguimica, peso e padrdo de desenvolvimento das espécies (Anger et al. 2009; Anger e Hayd
2009; Anger e Hayd 2010). Estudos recentes associados a morfologia, bioguimica, fisiologia e
taxonomia evidenciaram distin¢des entre as popula¢des de camardes de dgua doce originarios do
Estado do Para e os encontrados no Pantanal de Mato Grosso do Sul (Anger et al. 2009; Anger e
Hayd 2009; 2010; Charmantier e Anger 2011; Hayd e Anger 2013). Desta forma, os crustaceos
encontrados no Pantanal, anteriormente descritos como M. amazonicum, hoje recebem a
denominacdo de M. pantanalense (Dos Santos et al. 2013). Esta nova espécie possui baixa
fertilidade, produzindo no maximo 676 larvas/fémea (Hayd e Anger 2013), fato que pode
dificultar a sua producdo em larga escala para atender ao mercado consumidor de alimentos. Por
outro lado, estes animais apresentam caracteristicas propicias ao mercado da aquariofilia (Karim
et al. 2015), com baixo custo de investimento inicial na producdo e indicadores de viabilidade
econdmica como: Taxa interna de retorno - TIR (78%), Relacdo custo/beneficio - RBC e Periodo
de retorno de capital - PRC (1,27 anos) mais atrativos que outras espécies de interesse a
aquicultura (Karim et al. 2015).

Quando adulto, M. pantanalense apresenta um tamanho médio para machos entre 30 - 50
mm e para fémeas de 50 - 70 mm, ndo apresentando diferencia¢des de classe dominante entre 0s
machos, como acontece com o M. amazonicum e M. rosenbergii, uma vez que as quelas dos
machos apresentam a mesma coloracdo que o resto do corpo e medida similar as fémeas. Seu
corpo apresenta coloracdo semitransparente com pequenas manchas castanhas tanto no
cefalotorax, abdome, pledpodos, pereiopodos e urdpodos. Estd presente em toda a regido do
Pantanal sul mato-grossense, regido de planicie alagada com periodos de cheia, onde os lagos e
lagoas isolados podem conectar-se a bracos de rios que abastecem a planicie e periodos de seca
(Dos Santos et al. 2013). Realizam todo o ciclo de desenvolvimento em agua doce com grande
producdo de ovos de tamanhos pequenos e apresentando larvas que desenvolvem ao longo de

numerosos estagios de desenvolvimento (Hayd e Anger 2013). Esta espécie pode ser encontrada
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nas margens dos corpos de agua abaixo de macroéfitas aquaticas como Eichhornia azurea,

Eichhornia crassipes e Alchornea castaneifolia (Hayd e Nakagaki 2002).

Esta espécie vem sendo amplamente estudado no Pantanal Sul Mato-Grossense em
relacdo aos aspectos reprodutivos (Hayd e Anger 2013; Vercesi e Hayd 2015), salinidade (De
Freitas 2015), densidade de estocagem, (De Freitas 2015), desenvolvimento larval (Vercesi
2014), aspectos relacionais a sua nutricdo basica (De Freitas et al. 2016) e estudos ecotoxoldgicos
(Soares et al. 2017). Vercesi e Hayd (2015) observaram que a fecundidade de M. pantanalense
se eleva em funcdo do tamanho da fémea, ocorrendo uma reducéo no nimero de ovos durante o
periodo de incubacdo, assim como um aumento do volume dos embrides durante o seu
desenvolvimento. De Freitas et al. (2016) observaram que um nivel de proteina bruta de 30% na
dieta de juvenis de M. pantanalense resulta na producdo de animais de tamanho similar quando
comparado com niveis de incorporacdo de proteina bruta superiores, sendo assim possivel

otimizar o uso da proteina na dieta da espécie durante a engorda de juvenis.

Os camardes da espécie M. pantanalense apresentam uma baixa agressividade,
evidenciando assim o seu potencial para manutencdo em aquario com outras espécies mais
delicadas, e auxiliam na limpeza do fundo dos aquarios, uma vez que estes camardes se
alimentam de residuos alimentares dos peixes; esta espécie pode igualmente ser cultivada para
uso como alimento vivo para peixes carnivoros, uma vez que possui baixo custo de producéo e
alta viabilidade econémica de cultivo (Karim et al. 2015). Em relacdo a sua sensibilidade a
toxicos utilizados na agricultura, M. pantanalense apresenta uma resisténcia superior a outras
espécies como o M. amazonicum a compostos como cipermetrina e cobre, destacando assim, a
importancia da utilizacdo do M. pantanalense, espécie endémica na regido do pantanal, para
avaliacdo de risco em bioma sensivel (Soares et al. 2017), entretanto, ndo se conhece sua

resisténcia a outros compostos quimicos utilizados pela agropecuéria.

Muito ainda ha para se descobrir sobre esta espécie em diversas areas do conhecimento,
tais como a biologia de desenvolvimento larval, niveis 6timos de salinidade, densidade de cultivo
e outros. Também € importante conhecer mais sobre 0s aspectos reprodutivos, relacdo 6tima
macho/fémeas, investimento materno, aumento da fecundidade e fertilidade, melhoria da
qualidade da producéo larval; caracteristicas nutricionais como exigéncia de nutrientes basicos,
adaptabilidade e degradabilidade de diferentes ingredientes incorporados na dieta que podem ser
utilizados na aquicultura mundial, tais como farinha de peixe, farelo de soja, 6leos de origem

animal e vegetal, assim como ingredientes presentes na propria regido, com a utilidade de reduzir
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0s custos agregados as ra¢des. Importara igualmente proceder a otimizagdo do uso de alimentos
vivos durante o cultivo larval (Artemia sp. zooplancton), assim como avaliar o potencial de
incorporagéo de alimentos inertes na dieta de larvas (De Freitas 2015). Partindo deste ponto, o
avanco nas pesquisas é assim fundamental para formar um pacote tecnoldgico base para realizar
o cultivo desta espécie, a partir disso, surge uma nova alternativa de mercado tanto para a regiao
do Pantanal, bem como, para todo territorio brasileiro. Adicionalmente, podera surgir uma
possibilidade de exportacdo visando o uso desta espécie para 0 mercado da aquariofilia, assim
como organismo modelo para ensaios experimentais, expandindo as oportunidades de

investimento no cultivo de M. pantanalense.

1.4.2 Género Palaemon

Palaemon Weber, 1795, é um dos géneros com maior nimero de espécies da subfamilia
Palaemoninae, estando presente no ambiente marinho, estuarino e dulcicola (De Grave e Fransen
2011; De Grave e Ashelby 2013). Atualmente, o género Palaemon possui 86 espécies
catalogadas, considerando também a recente sinonimizacdo do género Palaemonetes Heller,
1869, Coutierella Sollaud, 1914 e Exopalaemon Holthuis, 1950 (De Grave e Ashelby 2013). O
grande numero de espécies é reflexo direto da diversidade de ambientes em que estes camardes
habitam, variadas estratégias reprodutivas, caracteristicas morfolégicas e distribuicdo geogréafica
extensa (Carvalho et al. 2017).

Os camardes do género Palaemon ocorrem desde o hemisfério norte e aguas mais frias,
até o hemisfério sul em aguas mais quentes (Ashelby et al. 2012). Em geral, apresentam tamanho
inferior comparado ao género Macrobrachium, exibindo um comprimento total de até 50 mm
(Mantelatto et al. 2016). Assim como nos demais géneros de camarGes carideos, 0S Sex0s
apresentam diferencas baseado, principalmente, na presenca do apéndice masculino nos
pledpodos e as fémeas também depositam os ovos fecundados em sua cavidade abdominal até a
eclosdo larval; apresenta reprodugédo continua-sazonal com maior incidéncia no verdo (Gomes et
al. 2012; Mantelatto et al. 2016), sendo que a fecundidade varia, geralmente, entre 8 a 2157
embrides (Cartaxana 2003; Kim e Hong 2004; Bilgin e Samsun 2006; Boét et al. 2010;
Glamuzina et al. 2014). As espécies que apresentam embrides de maior volume caracterizam-se
por apresentarem um menor nimero de estagios de desenvolvimento larval, tais como Palaemon
elegans Rathke, 1837 (Sanders et al. 2005) e Palaemon varians Leach, 1814 .(Fincham 1979).
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1.4.2. Palaemon varians

A espécie Palaemon varians (Figura 10) possui o corpo formado por um abdomen
comprido e apresenta de forma evidente o segundo segmento abdominal sobreposto ao primeiro
e terceiro segmentos. Possui rostro bem desenvolvido e dentado, telson com dois pares de
urépodes e dois pares de espinhos posteriores (Holthuis 1952; Gonzalez-Ortegdn e Cuesta 2006).

A sua descrigdo taxonémica atual é a seguinte (WoRMS 2018c):

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Classe: Crustacea

Subclasse: Malacostraca

Superordem: Eucarida

Ordem: Decapoda (Latreille, 1802)

Subordem: Caridea (Dana, 1852)

Superfamilia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)
Familia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)
Subfamilia: Palaemonidae (Rafinesque, 1815)
Género: Palaemon Weber, 1795

Espécie: Palaemon varians Leach, 1813 [in Leach, 1813-1814]

Figura 10 - Fémea ovigera de Palaemon varians

Fonte: Oliphant (2013)

Os organismos da especie P. varians sdo facilmente encontrados em ambientes com
temperatura e salinidade flutuantes ao extremo (de baixas a altas temperaturas e variacfes de

salinidade de 0 até hiper salinas). S&o animais euralinos e eurotermicos, possuindo capacidades
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fisioldgicas de adequacdo a alteracdes bruscas de salinidade e temperatura, respectivamente
(Palma et al. 2009; Cottin et al. 2010). Este crustaceo habita os mais diversos ambientes, e possui
a capacidade de se desenvolver e reproduzir em ambientes de baixa salinidade, muito proximas
a 0, assim como salinidades elevadas caracteristicas do ambiente marinho (35); no entanto, esta
espécie ndo esta presente em habitats de agua doce, podendo ser considerada uma espécie
estuarina com afinidades mais marinhas (Gonzalez-Ortegon e Cuesta 2006; Oliphant e Thatje
2014). Amplamente distriuido, P. varians pode ser encontrado em diversos estuarios que se
expandem desde o noroeste europeu, mar Mediterraneo e costa atlantica do Marrocos (Dolmen
et al. 2004).

Assim como as demais espécies do género Palaemon, P. varians também é um animal de
pequeno porte, corpo de coloragédo translucida (Palma et al. 2008), que apresenta dimorfismo
sexual (Calado 2008) e cuja distingdo entre os sexos é similar a dos demais palaemonideos
(podendo ser realizada através do diagnéstico da presenca do apéndice masculino no segundo
par de pledpodes) (Ruppert e Barnes 1993; Rodriguez et al. 1993). Possui ciclo de vida curto
(Palma et al. 2008) atingindo a maturidade sexual com 16 mm em machos e 22 mm em fémeas
(Antonopoulou e Emson 1992; Gelin e Souty-Grosset 2006). Durante a incubacéo dos embrides
pelas fémeas, estes sdo depositados na sua cavidade abdominal e protegidos pelos pledpodos com
uma fecundidade variando entre 85 a 412 embrides por fémea com um periodo de incubacéo de
aproximadamente 15 dias com temperatura em torno de 25 °C (Antonopoulou e Emson 1992;
Rodriguez et al. 1993).

As larvas de P. varians eclodem na forma de zoea, possuem fototaxia positiva,
nomeadamente, ao nascer, nadam em direcdo a luminosidade, sempre de ponta cabeca com
movimentos dos apéndices toraxicos (Anger 2001). Esta espécie apresenta 5 estagios de
desenvolvimento larval, caracterizados pelo desenvolvimento de estruturas morfoldgicas
distintas em cada fase até a metamorfose em decapodito, quando 0 mesmo passa a apresentar
estruturas morfoldgicas desenvolvidas semelhantes as de um juvenil (Fincham 1979). Os
camardes da espécie P. varians apresentam estagios de desenvolvimento larval bem distintos,
facilmente identificaveis e pertencentes ao grupo dos crustaceos com desenvolvimento larval
abreviado, ou seja, apresenta poucos estagios de desenvolvimento e realiza a metamorfose em
poucos dias de cultivo (12 dias em média) com temperatura entre 20 a 26 °C (Fincham 1979;
Oliphant et al. 2011; Oliphant et al. 2013; Oliphant e Thatje 2014).
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A camarinha, nome comum pelo qual P. varians é conhecido em Portugal continental, é
um exemplo de espécie nativa bem aproveitada pela aquicultura das regies na qual esta inserida.
A maior parte das espécies de camardo produzidas no mundo sdo consideradas exdticas em
Portugal, impossibilitando a sua produgdo em sistemas abertos ao exterior. Grande parte das
exploracOes aquicolas em Portugal possuem estes sistemas, impossibilitando o aproveitamento
das instalacdes para a producdo de espécies exdticas de camardo (Encarnacdo 2013). Segundo 0s
registos da FAO (2012), P. varians é a Gnica espécie de camardo produzida em Portugal até 2010.
Esta produgdo iniciou-se em 2005, e mantém-se constante ao longo dos anos, com valores anuais
de producdo de cerca de 1 tonelada. Atualmente a principal producdo de P. varians esta
localizada na zona estuarina de Setlbal. Este organismo € utilizado como isca viva na pesca
desportiva e para consumo humano, sendo exportada em grandes quantidades para Espanha, onde
é utilizada como ingrediente em Vvarios pratos regionais e petiscos. A sua procura crescente e
captura nos ecossistemas naturais, salinas e reservatorios de agua tem afetado os estoques

naturais desta espécie e alterado a comunidade bidtica no ambiente natural (Encarnacéo 2013).

Este camardo apresenta diversas caracteristicas biolégicas que o colocam numa posi¢do
propicia para ser utilizado como uma espécie modelo, nomeadamente: ciclo de ciclo de vida
curto, facilidade de cultivo em cativeiro, desenvolvimento larval abreviado e plasticidade a
variacfes ambientais desfavoraveis (Calado et al. 2010). Em funcdo destas caracteristicas e a sua
importancia ecoldgica e econémica, P. varians pode ser utilizado como espécie modelo em
estudos de mudancas climaticas com alteracdo das condicdes bioticas, tais como temperatura e
salinidade e tolerancia a pressdo (Cottin et al. 2010; 2012; Oliphant et al. 2011; 2013; Raveux et
al. 2012; New et al. 2014). Adicionalemente, esta espécie pode ser usada em estudos de
interacOes troficas (Calado et al. 2010; Oliphant et al 2014) e em estudos com poluentes de
ambientes naturais (Domingues 2015; Pavlaki et al. 2016, 2018). Partindo destes preceitos e da
importéncia de P. varians no cenario da ecologia, producdo e alteracfes globais, esta espécie foi

selecionada para desenvolver um estudo de interagdes troficas alimentares na presente tese.

1.5. Aspectos nutricionais

A alimentacdo corresponde a um dos custos mais elevados em todos os sistemas
produtivos, ndo sendo diferente na aquicultura. Efetivamente, a alimentagdo pode representar até
70% dos custos de uma producdo aquicola (Pastore et al. 2012), sendo que um dos maiores

gargalos da producdo de organismos aquaticos, em especial camarfes, é a adequacdo dos
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ingredientes em dietas que atendam as exigéncias nutricionais dos organismos. A maioria dos
conhecimentos gerados em nutricdo de organismos aquaticos é voltado para espécies de interesse
alimentar, havendo uma desproporcionalidade de pesquisas quando comparado com a produgéo
de organismos ndo alimentares (Craig et al. 2017). No entanto, a nutricdo de espécies ndo
destinadas ao consumo humano devera merecer tanta importancia como as demais,
principalmente quando considerado o seu valor de mercado e 0 avanco do estado da arte da

nutricdo aquicola de um modo geral (Leal et al. 2016)

Apesar dos avancos significativos da nutricdo na aquicultura, o foco empregado no
exercicio de cada modalidade produtiva é diferenciado. Na nutricdo de espécies nao alimentares,
a demanda de atender o crescimento acelerado e otimizado para atender o mercado alimentar néo
é a prioridade. Desta forma, pode haver um maior foco na sanidade do animal, nos aspectos
reprodutivos e atender com maior precisdo 0s requisitos nutricionais dos animais (Craig et al.
2017). Partindo deste principio, é fundamental identificar os reais niveis nutricionais exigidos
por cada animal, em cada fase de cultivo, pois essas exigéncias variam de acordo com o objetivo
em cada fase de vida (D’ Abramo 1998; Racotta et al. 2003; Dhont 2010; D’ Abramo e New 2010).

Conhecer as exigéncias nutricionais basicas das espécies em cultivo serve igualmente
para desenvolver pesquisas mais elaboradas no &mbito nutricional, sendo este conhecimento de
base essencial para a formagdo de um pacote tecnoldgico de producdo. Proteina e energia sdo
componentes basicos da alimentacdo animal. A proteina tem grande funcdo na formacao de
tecidos musculares, enquanto a energia € a principal fonte para o desempenho de fungdes
fisiologicas. Identificar os niveis 6timos destas duas componentes abre espaco para pesquisas
para o perfeicoamento de niveis e perfis lipidicos, carboidratos, minerais e vitaminas na dieta dos
animais, assim como a identificacdo dos alimentos/ingredientes que melhor se adequam a
palatabilidade do animal, disponibilidade de aquisicdo no mercado e redugdo dos pregos com
aquisicao dos ingredientes (Das et al. 1996; Calado 2008; De Freitas et al. 2016).

Identificar as exigéncias nutricionais e fisiolégicas de crustaceos decapodas utilizados
como organismos modelo € assim crucial, pois a maioria do conhecimento registrado na literatura
ndo contempla este grupo especifico de espécies (Calado et al. 2010). Compreender 0s aspectos
associados a essas exigéncias, assim como as consequéncias dos organismos em cenarios troficos
distintos como a escassez alimentar, alteracGes climaticas e antrépicas é essencial para

desenvolver protocolos de cultivo compativeis com estas espécies.
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1.5.1. Proteina

Proteinas sdo biomoléculas abundantes que possuem diversas func@es, dentre elas a
funcéo catalisadora exercida pelas enzimas. Sdo formadas por aminoacidos (AA) ligados por
ligacGes quimicas fortes entre os seus grupamentos funcionais: amino (NH>) e acido carboxilico
(COOH). As proteinas sdo a principal fonte de abastecimento das necessidades corporeas de AA
e do nitrogénio neles presentes. A proteina presente na dieta dos animais € digerida e entra na
circulacdo na forma de AA individualizados ou mesmo como dipeptideos (compostos por 2 AA),
direcionando-se ao figado onde ocorre o processo de metabolizacdo. Os animais possuem a
capacidade de sintetizar metade dos 20 AA necessarios para a sintese proteica (ndo essenciais:
glicina, alanina, serina, prolina, cisteina, acido aspartico e glutdmico, asparagina, glutamina e
tirosina) sendo que os outros 10 deverdo estar presentes na dieta dos animais (essenciais:
treonina. lisina, metionina, arginina, valina, fenilalanina, leucina, triptofano, isoleucina e

histidina) face a sua incapacidade de os bio-sintetizar (Vieira 2003).

A alimentacdo representa a maior despesa associada a um sistema de cultivo (Akiyama
etal. 1991; Lim et al. 1997; Shiau 1998; Martinez-Cordova et al. 2003). A proteina bruta (PB) é
o0 elemento de maior valor agregado no processo de fabricacdo de racGes (Martinez-Cordova et
al. 2003; D’Abramo e New 2010), sendo um dos constituintes fundamentais na dieta de
crustaceos (Cortes-Jacinto et al. 2003; Kabir-Chowdhury et al. 2008; Espinosa-Chaurand et al.
2012), pois sdo essenciais para a sua manutencdo, mecanismos fisioldgicos, reproducdo e
crescimento (Guillaume 1997). A utilizacdo de proteina em alimentos formulados esta
diretamente relacionada aos custos produtivos (Lemos et al. 2009) tornando-se um aspecto
essencial na viabilidade econdmica de qualquer operacao aquicola (Hari e kurup 2003; Kabir-
Chowdhury et al. 2008).

O nivel excelente de proteina para juvenis e adultos de M. rosenbergii esta identificado
entre 0s 30 a 35% (Zimmermann 1998; D’Abramo e New 2010). No entanto, as condi¢des de
cultivo, espécie e fatores abidticos, tais como temperatura e salinidade, podem fazer variar essa
exigéncia nutricional. Atualmente, o maior gargalo na nutricdo de camardes de agua doce é a
formulacdo de dietas que atendam, com precisdo, suas demandas nutricionais. Goda (2008)
avaliou o uso de diferentes niveis de PB na dieta de juvenis de M. rosenbergii e identificou um
aumento no crescimento quando os organismos sao alimentados com 30% de PB. Nesta mesma
espécie a variagdo pode ir de 30 a 40% de PB em juvenis (Ashmore et al. 1985; Hari e Kurup
2003; Al-Hafedh 2007; Teshima et al. 2006; Luna et al. 2007; Arshad et al. 2007; Goda 2008;

Kabir-Chowdhury et al. 2008; Amaraweera et al. 2014).
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Pezzato et al. (2003) ponderaram o desenvolvimento de juvenis de M. amazonicum sobre
diferentes niveis de PB e observaram que os maiores valores de crescimento foram atingidos
quando utilizadas dietas contendo 35% de PB. Para M. pantanalense, o Unico conhecimento
registrado sobre exigéncia nutricional é o relatado por De Freitas et al (2016) demostrando que
juvenis apresentam maiores valores de crescimento com 30% de PB na dieta, sem informacdes
adicionais sobre as outras exigéncias nutricionais nesta fase, nem nas demais, do ciclo de vida
deste animal. A data, ndo ha qualquer informacao refernte ao efeito de diferentes niveis de PB
na reproducdo desta espécie ao nivel da embriogénese e, consecutivamente, na qualidade e

quantidade dos embrides e larvas produzidos.

1.5.2. Energia

A energia bruta € um produto da metabolizacdo de compostos organicos, tais como a
proteina, os carboidratos e os lipideos. A energia oriunda da proteina pode ser economizada
quando os animais conseguem utilizar energia a partir de outras fontes, tais como carboidratos e
lipideos, que por sua vez, sdo menos onerosas e fontes mais eficientes de energia (D’ Abramo
1998). Os lipideos fornecem uma quantidade significativamente superior de energia (mais do
dobro que os carboidratos na maioria das vezes), contudo, esta ndo é sua funcdo priméaria na
nutricdo. Os acidos graxos (AG) oriundos dos lipideos ndo apresentam um aproveitamento para
0 metabolismo energético tdo eficiente como a glicose que, mesmo possuindo menor valor
caldrico, é bem mais eficiente e degradavel pelas células até que haja a necessidade energética.
Quando as fontes rapidas de glicose se esgotam, 0os AG saturados (encontram-se nas moléculas
de triglicerideos) fornecem a energia necessaria, sendo estes bem mais cal6ricos que 0s
insaturados (Vieira 2003).

Na literatura, o nimero de estudos focados na nutri¢do e quantidade de energia na dieta
de reprodutores é relativamente baixo, sendo a sua maioria sobre M. rosenbergii, e indicando um
nivel de 3500 a 4000 Kcal/Kg de energia bruta na dieta de reprodutores (Das et al. 1996;
D’Abramo 1998; Sorgeloos 1999; Cavalli et al. 2000; Racotta et al. 2003; D’Abramo e New
2010). Contudo, ndo ha um consenso sobre um valor real referente a quantidade de energia e, na
maioria dos casos, estes valores podem variar em funcéo de diversos fatores (ex. interacao entre
animais dentro do ambiente de cultivo, densidade de estocagem, escolha e conhecimento dos
ingredientes, sua digestibilidade e palatabilidade) (D’Abramo 1998; Lemos et al. 2009;
Kangpanich et al. 2016).
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Com relacdo a espécies de camardes de agua doce nativas do Brasil, o nimero de estudos
realizados € ainda mais reduzidos, sendo quase todos direcionados para a nutricdo de juvenis
(Pezzato et al. 2003; Hisano et al. 2008) onde os mesmos indicam uma teor de energia bruta para
alimentos formulados em torno de 3600 Kcal/Kg. Estes estudos serviram de base para iniciar as
pesquisas nutricionais no camardo do pantanal, M. pantanalense, onde De Freitas et al. (2016)
identificaram os melhores niveis de proteina bruta para o crescimento de juvenis. Contudo, estes
pesquisadores trabalharam apenas com um valor isoenergético de 3200 Kcal/Kg, sem verificar
um possivel efeito da relagdo energia: proteina no desenvolvimento dos animais. ldentificar os
niveis de energia na dieta € um desafio para iniciar o desenvolvimento da criacdo desta espécie,
uma vez que, a adequacao nutricional de espécies aquicolas ainda é um gargalo da sua producao,
sejam estes organismos destinados a alimentacdo quanto no uso laboratorial como organismos
modelo, pois todos eles possuem exigéncias nutricionais Unicas que devem ser atendidas, sem

desperdicio de nutrientes e otimizacao de protocolos.

1.6.0timizacao de protocolos de cultivo

Os crustaceos decdpodas sdo animais de ciclo de vida complexo. Porém, se bem
compreendidos quanto a sua biologia e comportamento, podem ser produzidos de forma eficiente
e rentavel em aquicultura, tanto para fins alimentares quanto para outros fins de valor agregado
(Calado e Leal 2015; Leal et al. 2016). Camardes de diferentes ecossistemas podem apresentar
diversas dindmicas de desenvolvimento e reproducdo, influenciados por sua genética, aspectos
fenotipicos e condicBes ambientais bidticas e abidticas. Cada espécie possui adequacdes
fisioldgicas, morfoldgicas e comportamentais as condi¢bes ambientais do meio que estdo
inseridos, caracteristicas estas que precisam ser estudadas e otimizadas em cada um dos sistemas

de cultivo.

Conhecer a biologia basal da espécie alvo permite fomentar um pacote tecnol6gico para
o cultivo dessa mesma espécie, sendo estas destinadas ou ndo a alimentagdo humana. E
fundamental investigar como esses animais se reproduzem, seus ciclos de desenvolvimento, a
maneira que as condigdes abidticas como temperatura e salinidade podem afetar ou aperfeicoar
sua performance. A nutricdo também pode influenciar no crescimento e reproducdo do animal,
assim como, ela pode agir de diferentes formas em cada fase de vida, podendo ser determinante
em seu desenvolvimento. A otimizagdo dos protocolos de cultivo nos permite determinar um

padrdo de cultivo que pode ser aplicado nos mais diversos ambientes a escala global, favorecendo
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e ampliando o uso das espécies alvo e deste modo ser capaz de desenvolver pesquisas mais
aprofundadas sobre as interacbes ambientais e tréficas, em cenarios adversos de alteracdes

globais naturais ou resultantes de a¢fes antropicas.

1.7. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo geral identificar como fatores troficos e ambientais
afetam o desenvolvimento de diversas espécies de Palaemonideos com potencial para a

aquicultura alimentar e ndo alimentar.

Os objetivos especificos do presente trabalho foram os seguintes:

1 — Auvaliar os efeitos de uma dieta composta por diferentes niveis proteicos e energéticos na

reproducdo de Macrobrachium pantanalense.

2 — Avaliar o efeito do investimento materno de reprodutores alimentados com diferentes niveis

de proteina e energia em sua dieta no desenvolvimento larval de Macrobrachium pantanalense.

3 — Avaliar como diferentes reducdes graduais de salinidade podem influenciar o

desenvolvimento larval de Macrobrachium amazonicum.

4 — Avaliar o efeito do investimento maternal de reprodutores em larvas e juvenis de Palaemon

varians expostos a diferentes cenarios tréficos.
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CAPITULO 2 — Efeito de diferentes cenarios troficos e ambientais em

Macrobrachium spp.
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2.1 — Efeito de diferentes niveis de proteina e energia bruta no sucesso reprodutor de
Macrobrachium pantanalense

2.1.1 Introducgéo

A producéo da aquicultura mundial vem crescendo ano apds ano. Apenas em 2014
registrou-se uma producéo de 73.8 milhdes de toneladas com um montante de 160,2 bilhGes de
dolares. (FAO 2016). Deste total, 6.915 mil toneladas corresponde a producdo de crustaceos
(FAO 2016), sendo que e a espécie Macrobrachium rosenbergii demonstrou uma producgao
global em 2015 de 2.115 mil toneladas (FAO 2017). No Brasil, além da espécie M. rosenberqgii,
vem-se buscando trabalhar com a aquicultura de espécies nativas que também apresentam grande
potencial para a aquicultura como o Macrobrachium amazonicum (Moraes-Riodades e Valenti
2001; Moraes-Valenti e Valenti 2010), Macrobrachium carcinus e Macrobrachium acanthurus
(Valenti 1993; Kutty e Valenti 2010).

Essas espécies apresentam maior interesse comercial e, portanto, sdo as mais estudadas.
Existem, no entanto, outras espécies que possuem aspectos atrativos a aquicultura, tal como
Macrobrachium pantanalense. Esta espécie foi recentemente descrita como uma nova espécie
(Dos Santos et al. 2013) que até entdo, era reconhecida como M. amazonicum. Todavia, as
espécies apresentam diferencas morfoldgicas, fisioldgicas, comportamentais (Anger et al. 2009;
Anger e Hayd 2009, 2010; Charmantier e Anger 2011; Hayd e Anger 2013; Anger 2013) e
genéticas (Weiss et al. 2015). A espécie M. pantanalense apresenta um grande potencial de
cultivo para o0 mercado da aquicultura ornamental (Karim et al. 2015) e vem sendo amplamente
estudada na area dos aspectos biologicos reprodutivos (Hayd e Anger 2013; Vercesi e Hayd
2015), nutricionais (De Freitas et al. 2016) e como espécie modelo para estudos de efeitos toxicos

ambientais (Soares et al. 2017) e estudos de mudancas climaticas globais em ecossistemas.

A proteina possui um importante papel no desenvolvimento de crustaceos, em especial a
manutencgdo corporal e crescimento, podendo também desenvolver fungdes extras do ponto de
vista fisioldgico na reproducdo, maturacdo gonadal e formacdo de gametas (Romagosa et al.
2012). No entanto, o seu custo é elevado para ser utilizado como fonte primaria de energia (Silvia
et al. 2012). Deste modo, torna-se essencial oferecer fontes de energia na dieta buscando
desonerar o valor agregado da proteina. Juvenis de M. pantanalense conseguem se desenvolver
com 30% de proteina bruta na sua dieta (De Freitas et al. 2016). No entanto, importa salientar
que este estudo se limita a juvenis, os quais possuem diferentes exigéncias no que diz respeito a

proteina e energia necessaria por meio da dieta, quando comparados com reprodutores
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(D’Abramo 1998; D’ Abramo e New 2010). A energia bruta possui uma grande importancia na
reproducéo dos camardes, sendo 0 manancial basico utilizado na embriogénese e desempenhando
um papel direto na qualidade larval (Benitez-mandujano et al. 2014). De um modo geral, a
energia é incrementada na dieta por meio de dleos de origem animal e/ou vegetal que séo as
principais e mais eficientes fontes de energia na formulacdo de racfes. Estes Oleos sdo
convertidos em energia onde uma parte é destinada a nutricdo da fémea e a outra é destinada a
fecundacdo, incremento maternal e por fim, convertido em reserva vitelinica para as larvas recém
eclodidas (Cavalli et al. 1999; Cavalli et al. 2000).

Os estudos presentes na literatura, direcionados a nutri¢do de reprodutores sdo escassos e
amaioria é destinada a espécie M. rosenbergii. A informacao disponivel pode servir de base para
a construcdo de um plano de desenvolvimento nutricional para M. pantanalense, mas necessitara
sempre de uma validacdo experimental posterior. Em M. rosenbergii, Cavalli et al. (1999)
utilizaram 45% de proteina bruta e 3900 Kcal/Kg de energia, obtendo maior fecundidade e Das
etal. (1996) obteve maiores resultados de fecundidade e producdo larval com uma dieta contendo
40% de proteina bruta e 4000 Kg/Kcal de energia bruta. Em M. amazonicum, Ribeiro et al. (2012)
obtiveram melhores resultados de fecundidade com 32% de proteina bruta e 3660 Kcal/Kg de
energia bruta. A partir do observado nestes estudos percebe-se uma extensa variedade de niveis
nutricionais, estes podem ser influenciados por fatores como temperatura, densidade de
estocagem e até mesmo a propria fisiologia dos reprodutores.

Todas as informacdes presentes na literatura sdo, em sua maioria, trabalhos iniciais de
aperfeicoamento de dietas para camardes do género Macrobrachium, ndo havendo um enfoque
especial para os reprodutores. Nesse interim, este trabalho objetivou identificar o melhor nivel
de proteina e energia bruta para ser utilizado na dieta de reprodutores de Macrobrachium

pantanalense.

2.1.2 Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Carcinologia, Carcinicultura e
Ornamentais do Cerrado e Pantanal (CARCIPANTA) da Universidade Estadual de Mato Grosso
do Sul (UEMS), Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil, (20° 28’ S, 55° 48 W), no periodo de
marco a julho de 2017.

Utilizou-se um delineamento inteiramente ao acaso com tratamentos compostos a partir
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de 6 dietas experimentais (Tabela 1) formuladas com o auxilio do software Super Crac 5.7
Master, TD Softwares, Vicosa, MG, Brasil. com diferentes niveis de Proteina (30 e 40%), e
Energia Bruta (3000, 3600, 4200 Kcal/Kg) baseado nas composi¢fes da matéria seca dos
ingredientes apresentados por Rostagno et al. (2011) e as exigéncias nutricionais para M.
rosenbergii (D’Abramo ¢ New 2010), M. amazonicum (Pezzato et al. 2003) e juvenis de M.
pantanalense (De Freitas et al. 2016) (Tabela 1). Os ingredientes foram homogeneizados (Figura
11) e, posteriormente, hidratados para peletizacéo, sendo depois processados para a obtengéo de
granulos com didmetro de 0,1 mm e secos em estufa de ventilagdo forgada, durante 72 h a 55 °C,
adaptando assim a metodologia de Pezzato et al. (2003). As analises de composi¢éo quimica das

racdes foram realizadas no Laboratdrio de Nutricdo Animal da UEMS, conforme metodologia

descrita por Detmann et al. (2012).

Figura 11 - Processo de homogeneizacao e confeccdo de dieta pratica com diferentes niveis de proteina e
energia bruta para uso na dieta de reprodutores de Macrobrachium pantanalense

Adultos de M. pantanalense foram obtidos da lagoa Baiazinha, localizada na cidade de
Miranda — Mato Grosso do Sul, Brasil (20°16” S e 56°23” W) (Figura 12). Os animais foram
transportados ao laboratério, aclimatados e alimentados com racdo comercial (Gold Fish) nos
primeiros 30 dias. Ap6s o periodo de aclimatacdo, 96 fémeas e 48 machos foram selecionados
aleatoriamente e estocados em aquarios com volume Gtil de 25 L em sistema de recirculacdo
fechado dindmico adaptado do sistema de maturagdo desenvolvido por Calado et al. (2007) com
filtragem bioldgica (20% do volume total) (Figura 13), distribuidos em 6 tratamentos
experimentais com 4 réplicas (n=24), em uma propor¢do sexual de 1:2. No primeiro dia, a
proporcao alimentar correspondeu a 10% da biomassa total, a partir do segundo dia, a quantidade
de alimento oferecida foi ajustada conforme a quantidade residual, distribuida quatro vezes ao
dia (8:00, 11:00, 14:00 e 17:00h).
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Figura 12 - Lagoa Baiazinha, Miranda, Mato Grosso do Sul, Brasil (A); coleta de reprodutores selvagens
de Macrobrachium pantanalense (B).

Figura 13 - Sistema de recirculacdo de agua fechado dinamico experimental para reprodutores de
Macrobrachium pantanalense. Visdo geral do sistema (A); Vista de aquarios individuais (B); Nivel
experimental de aquarios (vista esquerda e direita) (C, D).

39



Realizou-se também o cultivo de larvas submetidas a inani¢do oriundas dos tratamentos
para avaliar o seu desenvolvimento e o efeito das dietas parentais na sobrevivéncia e mudancas
de estdgio larval. Foram utilizadas 20 larvas em cada tratamento (4 réplicas, 5 unidades
experimentais cada), as larvas foram cultivadas em placas de 6 pogas com volume util de 10 mL
(Figura 14) com troca diaria de a4gua na salinidade 4 com temperatura (28 °C) e fotoperiodo
(12:12h) controlados em camera de germinacdo DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio; TE-
401, Tecnal). Os estagios de desenvolvimento larval foram avaliados conforme a ecdise da larva
e ao final, os animais foram observados em lupa digital Opticam HD 3.7 para avaliar o estagio
final de desenvolvimento, usando o método adaptado de Vega Perez (1984). A partir disto, foi
possivel observar os estagios de desenvolvimento e sobrevivéncia, expresso pela proporcéo da
quantidade de larvas e o estagio de desenvolvimento.

Tabela 1 - Composicdo percentual e quimica das dietas experimentais, contendo diferentes niveis de

proteina bruta (PB) e energia bruta (EB), utilizadas na alimentacdo de reprodutores do camarao-do-
Pantanal (Macrobrachium pantanalense)

Tratamento
Alimento 30PB 30PB 30 PB 40 PB 40 PB 40 PB

3000 EB 3600 EB 4200 EB 3000 EB 3600 EB 4200 EB
Peixe, Farinha (54) (%) 0,3500 0,3500 0,3500 0,3500 0,3500 0,3500
Soja, Conc. Prot. (60) (%) 0,1600 0,1600 0,1600 0,3200 0,3200  0,3200
Milho, Gréo (%) 0,0605 0,0785 0,0785 0,0605  0,0605 0,0785
Arroz, Casca (%) 0,0500 0,0500 0,0600 0,0500 0,0500 0,0500
Oleo de Soja (%) 0,0020 0,0240 0,0560 0,0000 0,0125 0,0460
Oleo de Peixe (%) 0,0020 0,0240 0,0560 0,0000 0,0125 0,0460
Inerte (%) 0,1595 0,0745 0,0000 0,1850 0,0800 0,0050
Amido (%) 0,1765 0,2000 0,2105 0,0000 0,0800 0,0700
Calcario (%) 0,0210 0,0210 0,0210 0,0225  0,0225 0,0225
Fosfato Monoc.! (%) 0,0065 0,0060 0,0060 0,0000 0,0000 0,0000
Premix? (%) 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100
BHT?® (%) 0,0020 0,0020 0,0020 0,0020 0,0020 0,0020
Total (Kg) 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Nutriente
Proteina Bruta (%) 29,97 30,12 30,13 39,96 40,01 40,14
Energia Bruta (Kcal/Kg) 3069,10 3609,20 4203,10 3088,60 3604,30 4218,50
Extrato Etéreo (%) 3,33 7,73 14,03 2,97 5,45 12,11
Fibra Bruta (%) 2,57 2,57 2,57 2,99 2,99 3,02
Célcio (%) 3,02 3,02 3,02 3,01 3,01 3,01
Fosforo (%) 1,50 1,50 1,50 1,72 1,72 1,72

! Fosfato Monocalcico, 2 Premix vitaminico e mineral-composicao (por kg de produto/ Migfish 1%): Ac.
Félico: 299,88 mg, Ac. Ascorbico: 15.000,12 mg, Ac. Pantoténico: 3.000,10 mg, Biotina: 0,06 mg,
Niacina (B3): 9.000,32 mg, Colina (B4): 103.500,00 mg, Vit.A: 1.000.000,00 Ul, Vit. B1: 1.500,38 mg,
Vit. B2: 1.500,0 mg, Vit. B6: 1.500,38 mg, Vit. D3: 240.000,00 Ul, Vit. E: 10.000,00 mg, Vit. K3: 400,00
mg, Inositol: 9.999,92 mg, Ferro: 6.416,80 mg, Manganés: 8.000,40 mg, Cobre: 1.000,00 mg, Zinco:
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13.999,50 mg, lodo: 45,36 mg, Cobalto: 60,06 mg, Selénio: 60,30 mg, Magnésio: 5,10 mg, Cloro: 2,30
%, Enxofre: 0,01 %. *Butil hidroxitolueno (BHT).

Figura 14 - Cultivo individual em placas de larvas submetidas & inani¢do oriundas de reprodutores de
Macrobrachium pantanalense alimentados com dietas contendo diferentes niveis proteicos e energéticos.

Os parametros de qualidade de agua, oxigénio dissolvido (mg/L), temperatura (°C), pH e
condutividade elétrica (mS/cm) dos tanques de cultivo, foram monitorados duas vezes por
semana por meio da sonda de multiparametro Yellow Springs Instruments (YSI 556) e 0s niveis
de amédnia (NHs") e nitrito (NO2’), foram determinados semanalmente por meio de kit
colorimétricos LabconTest. Os parametros reprodutivos avaliados foram: Producgdo Larval —
quantidade de larvas eclodidas por fémea em uma fecundagéo; Fertilidade — estimada pela
relacdo entre o nimero de larvas eclodidas e o peso da fémea (larvas / peso fémea); Esforco
dedicado a reproducdo (EDR) — percentual dado por eclosdo (peso das larvas eclodidas / peso da
fémea x 100) e, peso (mg) das larvas recém eclodidas (Zoea I); todos os resultados foram
expressos como valores médios com o respetivo desvio-padrdo, assim como os valores maximos

e minimos registados (Tabela 3).

Os valores foram processados na analise de normalidade e homogeneidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Com as condic¢Ges atendidas, as médias dos
parametros avaliados foram submetidas a analise de variancia com duas variaveis, proteina e
energia (ANOVA de duas vias) conforme a natureza dos dados (Rohlf e Sokal 1995). Quando
encontradas diferencas significativas para as variaveis analisadas (P < 0,05), aplicou-se o teste
de Tukey-Kramer para comparagdo das médias. As andlises estatisticas foram realizadas no
programa estatistico SigmaPlot 11.0.
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2.1.3 Resultados

Os parédmetros de qualidade de &gua mantiveram-se estaveis durante todo o periodo
experimental: temperatura: 28 °C + 2; condutividade elétrica: 0,001 £ 0,01 (mS/cm); pH: 6,5 £
0,5; oxigénio dissolvido: 8 = 1 (mg/L); assim como 0s niveis de amdnia e nitrito estiveram
sempre proximos a 0 (Tabela 2). Os parametros de qualidade de 4gua encontram-se dentro do
exigido e utilizado no cultivo de espécies aquéticas como peixes e crustaceos (Boyd e
Zimmermann 2010). Houve efeito de interacdo entre os niveis de Proteina Bruta com os niveis
de Energia Bruta (P < 0,05) para Producdo larval, Fertilidade, onde ambos fatores influenciaram
entre si. J& ndo houve interagdo no EDR (%) e no peso da Zoea | (P > 0,05).

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros de qualidade de agua obtidos no cultivo de

reprodutores de Macrobrachium pantanalense alimentados com dietas contendo diferentes niveis
proteicos e energéticos

X = DP
Temperatura (°C) 28 +2
Condutividade elétrica (mS/cm) 0,001 + 0,01
pH 6,5+0,5
Oxigénio dissolvido (mg/L) 8x1
Amonia (NH4") 0,0+ 0,02
Nitrito (NO2") 0,0+0,01

X —valor médio; DP — Desvio padrédo

A produgdo larval foi maior na dieta de 30 PB/4200 EB, 104 * 6 larvas, sendo similar
estatisticamente ao valor da dieta 40 PB/3600 EB, 78 = 7 larvas (P > 0,05). No entanto, a dieta
30 PB/4200 EB diferiu significativamente das demais dietas: 30 PB/3000 EB, 30 PB/3600 EB,
40 PB/3000 EB e 40 PB/4200 EB (P < 0,05) (Tabela 3). A fertilidade da dieta 30 PB/4200 EB,
176 + 11, foi superior as demais dietas (P < 0,05), sendo igual apenas a dieta 40 PB/3600 EB,
135+ 11, (P > 0,05) (Tabela 3). O Esforco dedicado a reproducéo foi menor nos tratamentos 30
PB/3000 EB, 52,59 + 5,52%; 40 PB/3000 EB, 57,67 + 5,40%; e 30 PB/4200 EB, 59,54 + 6,88%,
respectivamente, ndo tendo havido diferengas significativas entre os tratamentos (P > 0,05)
(Tabela 2). No peso das zoeas obtidas, no qual o tratamento 30 PB/3600 EB apresentou as larvas
com o maior peso (3,04 £ 0,20 mg) e o tratamento 30 PB/3000 EB com o menor peso (2,66 +

0,18 mg), nenhum dos tratamentos diferiu significativamente dos demais (P > 0,05) (Tabela 3).

No desenvolvimento das larvas em regime de inanicao, todos os tratamentos alcangaram

0 estagio 111 de desenvolvimento larval. Em quase todos os tratamentos as larvas sobreviveram
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durante 7 dias, com excessdo do tratamento 40 PB/4200 EB, que sobreviveu até o 8° dia, porém,
ndo foram além do estagio Il de desenvolvimento. Nado houve diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos no que diz respeito a duracdo do intervalo entre mudas (P >
0,05) (Figura 15).
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Figura 15 - Sobrevivéncia em dias de larvas de Macrobrachium pantanalense submetidas a inanigdo oriundas de reprodutores alimentados com diferentes
dietas proteico (30 e 40 %) / energéticas (3000, 3600 e 4200 Kcal/Kg). Siglas: Z — Zoea; PB — Proteina Bruta; EB — Energia Bruta.
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Tabela 3 -Valores médios e desvio padrdo de Producao larval, Fertilidade, Esforco dedicado a reproducdo — EDR (%) e Peso da Zoea | na reproducédo de
Macrobrachium pantanalense arracoados com dietas contendo diferentes niveis de Proteina Bruta (30 e 40 %) e Energia Bruta (3000, 3600 e 4200 Kcal/Kg).

Parimetros Avaliados 30 PB 30 PB 30 PB 40 PB 40 PB 40 PB
3000 EB 3600 EB 4200 EB 3000 EB 3600 EB 4200 EB
Prod. Larval (max.) 81 127 162 73 133 71
Prod. Larval (X + DP) 55+ 7° 63+ 7° 104 + 6° 39+ 7° 78 + 7% 42 £ 9°
Prod. Larval (min.) 13 29 40 16 50 26
Fertilidade (max.) 167 169 308 194 229 136
Fertilidade (X = DP) 104 +11° 121 +13° 176 + 112 93 +13P 135 + 112 87 + 15°
Fertilidade (min.) 44 79 69 36 87 60
EDR (%) (max.) 88,74 99,78 95,56 100,59 71,43 79,13
EDR (%) (X + DP) 52,59 + 5,52 62,49 + 6,15 59,54 + 6,88 57,67 + 5,40 69,39 * 5,87 69,40 % 5,40
EDR (%) (min.) 46,77 32,55 23,95 36,06 30,02 43,38
Peso ZI (mg) (max.) 4,30 3,60 3,40 3,40 3,50 3,50
Peso ZI (mg) (X + DP) 2,66 +0,18 3,04 £ 0,20 2,95 + 0,23 3,02+0,18 2,99 +0,19 2,76 +0,17
Peso ZI (mg) (min.) 2,60 2,40 1,60 2,40 2,40 2,70

Valores na linha, seguidos de letras distintas, indicam diferencas estatisticas entre si (Tukey, P < 0,05). Siglas: Prod. — Produc¢do; max — maximo; min —
minimo; X — Valor Médio; DP — Desvio-Padrao; ZI — Zoea I.
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2.1.4 Discussao

Os resultados encontrados demonstraram que houve interacdo entre proteina e energia
bruta para fertilidade e produgéo larval, todavia, 0 mesmo néo foi observado no EDR e no peso
das zoeas. A formulagdo de ragdes com base na energia dos nutrientes é fundamentada em
estimativas, uma vez que, ndo existem muitos estudos detalhados em relacdo a espécie estudada
e também, relacionado as variagdes de exigéncias nutricionais de acordo com o0s estagios de vida
do animal e os seus habitos alimentares (Portz e Furuya 2012). O incremento de energia na ragdo
por meio de fontes lipidicas como 6leos pode servir para poupar energia oriunda da proteina,
otimizando assim o aproveitamento dessa mesma proteina a partir do consumo de energia
oriundo de outra fonte nutricional e, consequentemente, promover um maior crescimento e uma
reducdo de custos (Benitez-mandujano et al. 2014; Méndez-Martinez et al. 2018) e incremento

nutricional na embriogénese.

Observou-se que a maior producéo larval e fertilidade foi registada na dieta com o menor
nivel de proteina e maior nivel de energia, 30 PB/4200 EB. Este resultado pode estar relacionado
com o tipo de ingredientes utilizados na formulacdo da racdo, em especial, 0s 6leos de origem
animal e vegetal. Os 6leos de soja e de peixe sdo ingredientes importantes na dieta pois séo fonte
de energia para o animal durante a embriogénese (Cavalli et al. 2000), apresentando igualmente
uma importante funcdo como fonte de &cidos graxos essenciais (Garcia et al. 2012). Espécies
dulcicolas possuem maior exigéncia de acido linoleico (LA) n-6, sendo que este pode ser
oferecido na dieta por meio do 6leo de soja, que possui uma constituicdo com mais de 51% deste
acido graxo (Silvia et al. 2012), ou pelo dleo de peixe com origem em espécies de agua doce,
como o Oleo de tilapia (Oreochromis niloticus) que também € rico em LA (Silvia et al. 2012).
Ribeiro et al. (2012) observou que a relacdo de n-3/n-6 (1:2, 0,6/1,2 mg/g) na dieta de
reprodutores de M. amazonicum promove uma maior producdo de ovos quando o LA esta em
maior quantidade na dieta. A fertilidade registada foi superior no maior nivel de energia testado,
nivel este similar ao encontrado por Das et al. (1996) ao avaliar dietas de reprodutores de M.
rosenbergii. Além disso, os camardes carideos sdo capazes de transformar os acidos graxos
saturados que estdo presentes na dieta em formas monoinsaturadas, que sdo estocadas na glandula
digestiva ou transportadas as glandulas reprodutivas e por fim, aos oécitos (Cavalli et al. 2000;
Ribeiro et al. 2012). A fecundidade ndo foi avaliada neste estudo pois 0s animais apresentam
tamanho menor se comparado a M. rosenbergii e M. amazonicum, e sua cavidade abdominal é
menor e mais sensivel que as demais espécies (Dos Santos et al. 2013). Este fato impossibilitou

a extracdo dos embricGes e posterior contagem para realizacdo de anélises mais especificas.
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Foi observado um valor médio no esfor¢co dedicado a reproducéo entre 52 e 70%, valores
estes que podem ser considerados elevados se comparados ao encontrado por Cavalli et al. (1999)
que registou uma média de 11 a 13% para reprodutores de M. rosenbergii alimentados com
diferentes composicOes e quantidades de &cidos graxos. O peso das larvas no primeiro estagio
também néo diferiu significativamente, sendo que, todos os pesos sao similares ao observado
para a Zoea | de M. amazonicum (Anger e Hayd 2010) e M. rosenbergii (Cavalli et al. 1999). O
peso similar das larvas em todos os tratamentos pode estar associado a um aspecto caracteristico
da espécie. Foi observado em M. pantanalense que fémeas de tamanho diferentes, pequenas (29
— 40 mm) e grandes (53 — 64 mm), produzem quantidades distintas de embrides entre si,
entretanto, o tamanho e volume dos embrides ndo difere em funcdo do tamanho da fémea
(Vercesi e Hayd 2015). Provavelmente o tamanho dos embrides ou o peso larval ndo estejam
diretamente relacionados ao investimento materno, mas a uma caracteristica da espécie em
produzir larvas iguais. A dieta 40 PB/4200 EB apresentou sobrevivéncia maior nos ultimos dias,
muito provavelmente, em virtude de as fémeas terem sido capazes de canalizar a energia e
proteina extra na dieta para a sua descendéncia. No entanto, ndo existem a data estudos anteriores
que demonstrem uma relacdo direta entre o nivel de proteina na dieta e um aumento na

fecundacédo ou qualidade larval (Racotta 2003).

Vale a pena considerar que a proteina ndo € um fator limitante e condicionante que
interfira diretamente na reproducéo e qualidade larval, ainda mais quando consideramos a energia
utilizada pelos animais como principal fonte nutricional da embriogénese; esta pode tornar-se
mais eficiente, bioldgica e economicamente, ao adotar-se um menor nivel de proteina bruta
(30%) na dieta em conjugacdo com um nivel mais elevado de energia bruta (4200 Kcal/Kg),
minimizando, deste modo, os custos econémicos inerentes a aquisi¢cdo e uso de alimentos
proteicos. Adicionalmente, é ainda possivel proceder a uma otimizacao das dietas praticas, tanto
para usufruto em experiéncias laboratoriais e, principalmente, na aquicultura comercial, uma vez
que, a proteina bruta possui elevado valor agregado na formulagéo de ragdes (Cortes-Jacinto et
al. 2003; Silvia et al. 2012). Verificou-se que juvenis de M. pantanalense possuem baixa
exigéncia em proteina bruta, 30% (De Freitas et al. 2016), caracteristica esta que é de
fundamental importancia principalmente no crescimento destes organismos. Ja na fase
reprodutiva, estes camardes consomem a proteina fornecida pela dieta e direcionam-a ndo apenas
para o crescimento somatico, mas, provavelmente para o investimento reprodutor sob a forma de
energia. Na literatura pouco se conhece sobre o nivel pratico real de proteina bruta na dieta de
reprodutores de camardes do género Macrobrachium, variando esse valor de 30 a 45% para M.
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amazonicum, M. rosenbergii e M. carcinus (Das et al. 1996; Cavalli et al. 1999; Cavalli et al.
2000; Ribeiro et al. 2012; Benitez-mandujano et al. 2014).

A proporcao sexual de 1:2 (macho / fémea) pode também ter favorecido positivamente o
investimento maternal, uma vez que, 0s organismos tiveram maior acesso a alimentacao, ndo
tendo de investir energia para competir pelo mesmo. Provavelmente, as fémeas de M.
pantanalense conseguiram nutrir-se de uma melhor forma e concentrar nutrientes que terdo sido
posteriormente canalizados para a producéo de ovos. A densidade de estocagem e a proporcao
sexual pode influenciar diretamente na producéo larval, tendo estas estado na base da adocéao de
uma razao inferior a utilizada para Cherax quadricarinatus (1:1 e 1:5 com densidade de 0,5 - 2,0
animais/m?) (Ghanawi e Saoud 2012), para M. amazonicum (em torno de 1:4) (Moraes-Valenti
e Valenti 2010) e M. rosenbergii (1:20) (Daniels et al. 2010). Os camar@es aceitaram bem todas
as dietas testadas e ndo foi observada nenhuma anomalia, patologia ou alteracdo comportamental,

apresentando estes uma sobrevivéncia superior a 90%.

Muito ainda ha para ser estudado na nutricdo de crustaceos decapodas, em especial, na
reproducdo do género Macrobrachium, pois pouco se conhece sobre as exigéncias nutricionais
destes camar@es para a reproducdo. Existe assim a necessidade de identificar e adequar 0s niveis
de energia, proteina e demais nutrientes as exigéncias especificas das diferentes espécies deste
género, tanto para machos como para fémeas, uma vez que ambos tém um papel fundamental na
qualidade da descendéncia que sera produzida. Este trabalho verificou assim que reprodutores de
M. pantanalense podem ser alimentados com uma dieta contendo 30% de proteina bruta e 4200
Kcal/Kg de energia bruta, levando em consideracdo que a exigéncia de proteina na reproducéo é
inferior a comumente usada para camardes deste género e que a alta quantidade de energia, que
na maioria das vezes, é oferecida pelas fontes lipidicas inseridas na dieta, possui uma importancia

crucial para a embriogénese, fertilidade e qualidade larval.
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2.2 — Efeito de dietas parentais com diferentes niveis de proteina e energia bruta no
desenvolvimento larval de Macrobrachium pantanalense

2.2.1 Introducéo

A maioria das espécies de camardes incluidas no género Macrobrachium habitam regides
tropicais com facil acessibilidade a dguas salobras, local para onde as fémeas fecundadas migram
e eclodem seus ovos, liberando suas larvas para que estas possam realizar seu desenvolvimento
(Brown et al. 2010). De forma geral, os efeitos maternos podem afetar algumas caracteristicas da
producdo larval, sendo importante interpretar com cautela as consequéncias de um potencial
efeito materno no desempenho da prole (Marshall e Uller 2007). Ao avaliar a transmisséo de
aspectos fisiologicos dos reprodutores para a prole € importante observar que a relacdo de
incremento materno pode influenciar a qualidade dos embrides e desenvolvimento larval, mas

também, esta qualidade pode ser afetada por caracteristicas ambientais.

Geralmente, larvas de Macrobrachium amazonicum ndo se alimentam de fontes exdgenas
no primeiro estagio de desenvolvimento larval, e no segundo estagio, estes animais possuem
lecitrotofia primaria facultativa, ou seja, podem alimentar-se de fonte exdgenas se estas estiverem
disponiveis ou catabolizar as suas reservas vitelinas provenientes do investimento maternal na
auséncia de alimento (Anger e Hayd 2009). Ao analisar a composicao quimica de embrides de
Macrobrachium idella, Katre e Reddy (1982) observaram que 82% do embrido € composto de
proteina e 11% de lipideos. Contudo, durante o desenvolvimento embrionario, ocorre um
aumento no volume do ovo e a prevaléncia dos lipideos aumenta enquanto a de proteina se reduz.
Esse padrdo tem correlacdo com o consumo de energia pela larva nos primeiros estagios. As
larvas apresentam uma reducdo de composicao lipidica corporal duas vezes maior que a de
proteina entre os dois primeiros estagios de desenvolvimento, tal como referido por Roustaian et

al. (2001) para larvas de Macrobrachium rosenbergii.

Observando esta relacao reproducédo/prole, torna-se fundamental obter um conhecimento
aprofundado da nutricdo dos reprodutores, uma vez que, animais bem alimentados, com suas
exigéncias nutricionais atendidas, conseguem desempenhar fung¢Ges basicas de manutencdo do
organismo e, ao mesmo tempo, direciona-los para a reproducéo. Estes nutrientes sdo transferidos
da glandula digestiva para a maturacdo dos ovarios (vitelogénese), contudo, eles necessitam de
ser ministrados, invariavelmente, por meio da dieta (Wickins e Lee 2002). A maioria das
pesquisas na nutricdo de camardes de agua doce € voltada para o desenvolvimento de juvenis,

ndo contemplando tanto a reproducdo, menos ainda o efeito dos nutrientes na qualidade e
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desenvolvimento larval. A proteina € um constituinte quimico fundamental, principalmente no
crescimento e desempenha importante papel na maturacdo gonadal e embriogénese junto da
energia (Romagosa et al. 2012). No entanto, a utilizagdo de proteina em racdes implica em
elevado investimento que pode onerar o custo final das ragcdes (Martinez-Cordova et al. 2003;
Silvia et al. 2012). Outro nutriente essencial para os crustaceos é a energia, sendo que esta €
fornecida nas dietas principalmente por meio dos 6leos de origem animal e vegetal, ricos em
acidos graxos (Garcia et al. 2012), no qual os mesmos sdo convertidos em energia, utilizados na
formacdo dos embrides e tornando-se assim o principal manancial de incremento energeético

vitelinico das larvas (Cavalli et al. 1999; Cavalli et al. 2000).

Os estudos voltados a nutricdo reprodutiva sdo concentrados, em sua maioria, para
Macrobrachium rosenbergii, espécie de maior comercializacdo mundial (FAO, 2016). Contudo,
as pesquisas nutricionais para reprodutores de espécies nativas brasileiras comecam a surgir,
nomeadamente para o camardo-do-Pantanal, Macrobrachium pantanalense. Esta espécie tem
vindo a ganhar destaque no cenario da aquicultura brasileira, sendo que o mesmo era
anteriormente reconhecido como Macrobrachium amazonicum. No entanto, estudos na area de
biologia reprodutiva (Hayd e Anger 2013), desenvolvimento larval (Anger e Hayd 2009; Anger
et al. 2009; Anger e Hayd 2010) e genéticos (Weiss et al. 2015) serviram de base para descrever
este organismo como uma nova espécie (Dos Santos et al. 2013). Este camardo € uma espécie
préspera para a aquicultura, tanto vocacionada para 0 comercio de organismos aquaticos
ornamentais, face a viabilidade econdmica do seu cultivo em larga escala (Karim et al. 2015),
assim como para aplicacbes como organismo modelo em ensaios experimentais de impacto
antrdpicos e ambientais na regido do Pantanal Sul-Matogrossensse, onde é autoctone (Soares et
al. 2017).

Juvenis de M. pantanalense apresentam étimo crescimento com 30% de proteina bruta na
dieta (De Freitas et al. 2016). No entanto, ndo existem ha data estudos nutricionais que
identifiguem um nivel excelente de proteina e energia bruta na dieta dos reprodutores e,
consecutivamente, a eficiéncia desta dieta na qualidade dos embriBes e no desenvolvimento das
larvas. Este estudo objetivou avaliar se dietas contendo diferentes concentragdes de proteina e
energia bruta ministradas aos reprodutores teriam acdo direta na qualidade e desenvolvimento

larval de M. pantanalense.
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2.2.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Carcinologia, Carcinicultura e
Ornamentais do Cerrado e Pantanal (CARCIPANTA) da Universidade Estadual de Mato Grosso
do Sul (UEMS), Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil, (20° 28’ S, 55° 48> W), no periodo de
marco a julho de 2017.

Larvas recém eclodidas de M. pantanalense foram obtidas da reproducédo de machos e
fémeas alimentados com dietas contendo diferentes niveis de proteina bruta (30 e 40%) e energia
bruta (3000, 3600 e 4200 kcal/kg). A composi¢cdo quimica e percentual dessa alimentacdo é
expressa em 6 dietas com os dois componentes nutricionais entrelacados em fatorial: T1 — 30%
/ 3000 kcal/kg; T2 - 30% / 3600 kcal/kg; T3 - 30% / 4200 kcal/kg; T4 - 40% / 3000 kcal/kg; T5
- 40% / 3600 kcal/kg e T6 - 40% / 4200 kcal/kg (Tabela 1, item 2.1.2). Os tratamentos foram
montados a partir do regime alimentar correspondente as seis dietas dadas aos reprodutores,

distribuidos em 5 réplicas com 6 unidades experimentais cada.

Larvas recém eclodidas de cada tratamento foram cultivadas individualmente, durante 30
dias, em recipientes de vidro com volume util de 100 mL (Figura 16), com troca parcial diaria de
agua, em salinidade 4 (De Freitas 2015) a 28 °C, durante 30 dias. A agua salobra foi obtida a
partir da dissolucdo do sal marinho NUTRATEC em &gua destilada na concentracdo desejada.
Os animais foram alimentadas com nauplios de Artemia sp. recém eclodidos na proporcao de 8
nauplios / mL adaptado da metodologia de Maciel et al. (2012). As larvas foram estocadas nos

recipientes de cultivo uma hora apds a ecloséo.

Figura 16 - Cultivo individual de larvas de Macrobrachium pantanalense em recipientes de 100 mL
(A); Nauplios de Artemia sp. recém eclodidos (B).
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A cada ecdise, as larvas foram analisadas em lupa digital Opticam HD 3.7 para avaliacéo
dos estagios de desenvolvimento larval, adaptado da prancha de descricdo da morfologia de
Macrobrachium amazonicum (Vega Perez 1984) e, a partir disso, foi possivel observar o
desenvolvimento, a sobrevivéncia e o percentual de decapoditos de cada tratamento; este
percentual foi expresso pela proporcao da quantidade de larvas e o estagio de desenvolvimento
no dia de avaliacdo. Foi igualmente avalaido o perfil de sincronizacdo da metamorfose para
decapodito nos diferentes dias ap6s a eclosdo. Observou-se a quantidade de larvas que realizaram
metamorfose desde a detecdo do primeiro decapodito até ao ultimo, num intervalo de 21 - 35 dias
apos a eclosdo. Os valores obtidos foram convertidos e exibidos em percentual para avaliar a

tendéncia de metamorfose.

Ao final da larvicultura, os animais restantes foram pesados e mensurados para obtencédo
de parametros como peso (mg), comprimento total (mm), comprimento de cefalotérax (mm)
(Figura 17). Para determinacédo do peso os animais foram liofilizados no Liofilizador Enterprise
| - Terroni, durante 24 horas e pesadas na balanca analitica OHAUS Adventure. As mensuragdes
foram realizadas em lupa digital caracterizando comprimento total (CT): medida da ponta do
rostro até o final do telson, (mm) e comprimento de cefalotérax (CC): medida do extremo distal
do rostro ao extremo posterior do cefalotérax (mm) no qual, a partir destas medidas estimou-se
uma regressdo linear expressa pela equagdo CT = 3,4215 CC + 2,0269 R? = 0,99. Todos o0s
resultados foram expressos como valores médios com o respetivo desvio-padrao, assim como 0s

valores maximos e minimos registados.

Figura 17 - Mensuragdes de comprimento total e de cefalotérax (mm) (A) e peso (mg) (B) de decapodito
recém metamorfoseado de Macrobrachium pantanalense.

Os valores foram processados na analise de normalidade e homogeneidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Com as condicGes atendidas, as médias dos

parametros avaliados foram submetidas a analise de variancia com duas variaveis, proteina e
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energia (ANOVA de duas vias) conforme a natureza dos dados (Rohlf e Sokal 1995). As analises

estatisticas foram realizadas no programa estatistico SigmaPlot 11.0.

2.2.3 Resultados

N&o houve interacdo entre os fatores proteina e energia bruta no comprimento total (CT)
e no peso dos decapoditos (P > 0,05). N&o houve diferenca significativa entre as dietas para
nenhum dos parametros avaliados (P > 0,05). O tratamento 30 PB/3000 EB apresentou 0s
decapoditos com o maior comprimento total, 6,87 £ 0,09 mm, tendo e a dieta 40 PB/3000 EB
apresentado o menor CT, 6,58 + 0,10 mm. O maior peso foi observado na dieta 30 PB/4200 EB,
3,07 £ 0,17 mg, enquanto o menor peso foi registrado na dieta 40 PB/4200 EB, 2,60 + 0,17 mg
(Tabela 4).

No desenvolvimento larval, os tratamentos 30 PB/3000 EB, 40 PB/3000 EB e 40 PB/3600
EB apresentaram sobrevivéncia superior a 80% ao final dos 30 dias, sendo que neste mesmo
periodo as dietas com o percentual de larvas que metamorfosearam para decapodito foram 40
PB/3600 EB, 86%; 30 PB/3000 EB, 50% e; 40 PB/4200 EB, 50% (Figura 19). Em alguns
tratamentos obtiveram-se larvas metamorfoseando no dia 21, entretanto, a partir do dia 28 foi
possivel verificar metamorfose em mais de 50% da populacdo em todos os tratamentos. Apenas
a dieta 40 PB/3600 EB apresentou 100% das larvas sobreviventes metamorfoseadas ao final de

30 dias, com pico de metamorfose entre os 25 e 27 dias (Figura 18).
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Figura 18 - Sincronismo de metamorfose de larvas para de Macrobrachium pantanalense decapoditos em
dias apo6s a eclosao a partir da primeira metamorfose. Larvas oriundas de reprodutores alimentados com
diferentes niveis proteicos (30 e 40 %) e energéticos (3000, 3600 e 4200 Kcal/Kg) na dieta. Siglas: PB —
Proteina Bruta (%); EB — Energia Bruta (Kcal/Kg).
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Tabela 4 - Valores médios com desvio-padréo e valores maximo e minimo de comprimento total (CT) e peso de larvas de Macrobrachium pantanalense
arracoadas com dietas contendo diferentes niveis de Proteina Bruta (30 e 40 %) e Energia Bruta (3000, 3600 e 4200 Kcal/Kg)

Parametros Avaliados 30PB 30PB 30PB 40 PB 40 PB 40 PB
3000 EB 3600 EB 4200 EB 3000 EB 3600 EB 4200 EB
CT (mm) (max.) 8,80 7,12 7,26 7,77 7,53 7,22
CT (mm) (X £ DP) 6,87 £ 0,09 6,66 + 0,11 6,86 + 0,11 6,58 £ 0,10 6,76 £ 0,10 6,65+0,11
CT (mm) (min.) 6,03 6,23 5,64 5,55 6,16 5,92
Peso (mg) (max.) 4,52 4,30 4,00 4,00 4,40 4,30
Peso (mg) (X + DP) 2,71 +0,15 2,86 + 0,17 3,07 +£0,17 2,97 £0,15 2,76 £ 0,15 2,60 0,17
Peso (mg) (min.) 1,25 1,90 1,90 1,70 1,80 1,40

Siglas: max — méaximo; min — minimo; X — Valor Médio; DP — Desvio-Padrdo PB — Proteina Bruta; EB — Energia Bruta. (P > 0,05).
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Figura 19 -Sobrevivéncia e desenvolvimento larval de Macrobrachium pantanalense em dias, oriundos de reprodutores alimentados com dieta contento

diferentes niveis proteicos (30 e 40%) e energéticos (3000, 3600 e 4200 Kcal/Kg). Siglas: | a IX — estagios de desenvolvimento larval; PL — decapoditos recém
metamorfoseados.; PB — Proteina Bruta; EB — Energia Bruta.
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2.2.4 Discussao

Observou-se que a interacdo dos fatores (Proteina e Energia Bruta) ndo foram
determinantes no desenvolvimento dos animais, uma vez que, os fatores agem de forma
independente sem conexdo. Além disso, esta avaliacdo € complexa, ja que o efeito da interacéo
seria mais preciso na mensuracdo dos parametros reprodutivos, do que necessariamente na

qualidade e desenvolvimento larval.

As dietas 30 PB/3000 EB e 30 PB/4200 EB deram origem a producgdo de decapoditos
com os maiores valores de comprimento total, podendo este resultado estar diretamente
relacionado a diversos fatores nutricionais. Os efeitos maternais podem ser um dos principais
motivos destes resultados, uma vez que, todas as larvas, de todas os tratamentos, foram
alimentadas com nauplios de Artemia sp. recém eclodidos, ndo consumindo e nem sendo
suplementados com nenhuma fonte nutricional distinta. Larvas de M. amazonicum e M.
pantanalense (na época ainda descrito como M. amazonicum) apresentam lecitrotofia primaria
obrigatoria no estagio de Zoea | (Z ), portanto, ndo se alimentam de fontes exdgenas utilizando,
Unica e exclusivamente, sua reserva vitelinica. Ja no estagio de Z Il esses animais apresentam
lecitrotofia primaria facultativa, podendo ingerir alimentacdo exdgena, catabolizar as suas
préprias reservas vitelinicas ou usufruir de ambas as vias para se nutrir (Anger e Hayd 2009,
2010). Considerando ainda a importancia das reservas vitelinicas, M. amazonicum possui uma
maior resisténcia a inanicdo, face ao maior investimento maternal, pois consegue sobrevier até
15 dias enquanto M. pantanalense demonstra uma menor resisténcia, sobrevivendo apenas 9 dias

quando em inani¢do (Anger e Hayd 2010).

A proteina possui papel importante no desenvolvimento de crusticeos, além de atuar
diretamente no crescimento e manutencdo corporal basico, também participa na manutencédo
fisiologica reprodutiva, maturacdo das génadas e formacéo dos gametas (Romagosa et al. 2012).
Além da acdo nos reprodutores, a proteina tem funcéo significativa no desenvolvimento larval, é
0 maior constituinte do organismo e representa quase 60% da composicéo corporal de larvas de
M. rosenbergii, aumentando ao longo do desenvolvimento larval (Roustaian et al. 2001). Os
mesmos autores verificaram também que as larvas ndo alimentadas apresentaram uma redugéo
acentuada nos niveis lipidicos. Provavelmente, em fungéo da catabolizag¢&o dos lipideos, assim,
conservando a proteina corporal em Z 11. Analisando a composi¢éo de aminoacidos essenciais e
n&o essenciais, observou-se que larvas de M. rosenbergii em Z |, apresentam alto teores de Acido

Glutdmico e Fenilalanina + Cistina (Roustaian et al. 2000). Esta informacdo pode ser util no
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processo de confeccdo de dietas para reprodutores, uma vez que, a suplementacdo de

aminoacidos na dieta pode ter efeito direto na qualidade e desenvolvimento larval.

Além da proteina, a energia possui crucial importancia na relacdo investimento
materno/qualidade larval. As dietas testadas foram confeccionadas considerando que a base do
fornecimento da energia fosse oriunda de 6leos de soja, rico em &cido linoleico (LA), n-6, e de
peixe de origem dulcicola, também rico em LA (Silvia et al. 2012). Acidos graxos sio a principal
fonte energética, sendo metabolizados em grandes quantidades para o desenvolvimento,
crescimento, de juvenis e para 0 processo reprodutivo de maturacdo das génadas femininas e
masculinas (Garcia et al. 2012). Os crustaceos possuem a capacidade de modificar os acidos
graxos saturados em &cidos graxos monossaturados, estes sdo armazenados nas glandulas
intestinais ou séo direcionados as glandulas reprodutoras e depois, aos embrides (Cavalli et al.
2000; Ribeiro et al. 2012). Camarbes de agua doce possuem em sua cCOmposSiCdo0 uma maior
quantidade de acidos graxos n—6, como visto em M. rosenbergii (Roustaian et al. 1999; Cavalli
et al. 2001) e M. amazonicum (Ribeiro et al. 2012). Na composi¢do corporal de larvas de M.
rosenbergii, os lipideos correspondem a cerca de 34% da composicdo destes organismos.
(Roustaian et al. 2001). Roustaian et al. (2001) verificaram queo desenvolvimento larval €
caracterizado por um aumento no teor proteico corporal e uma redugdo da concentracdo lipidica
no organismo. A quantidade de lipideos na constituicdo corporal reduz quase que pela metade,
isso pode estar diretamente relacionado ao consumo das reservas vitelinicas, aparentemente,
derivada de uma necessidade energética superior nos estagios iniciais de desenvolvimento, entre
Z |l e Z 1. Essa degradacdo dos lipideos, garante que a energia materna investida na vitelogénese
seja, mais cedo ou mais tarde, transformada em energia metabdlica e como precursora quimica
para a sintese de novos tecidos, reconstrucdo do desenvolvimento e crescimento da larva (Anger
e Hayd 2009).

O peso também foi superior na dieta 30 PB/ 4200 EB, podendo ser relacionado ao
tamanho do ovo. E possivel que o desempenho superior das larvas obtidas de reprodutores
alimenatdos com a dieta 30 PB/ 4200 EB possa estar associado ao incremento de energia na dieta
dos reprodutores e 0 mesmo ser canalizado para a producéo de odcitos com niveis superiores de
reservas vitelinas. Katre e Reddy (1982) observaram que ha uma variacdo na composi¢do
quimica dos ovos de Macrobrachium lamarrei, pois a medida que o peso do ovo aumenta, ocorre
um aumento na propor¢do de gordura e uma diminuicdo de proteina, podendo os lipideos

representar até 54% da composicdo do ovo. Esta retencdo seletiva dos lipideos permitira
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certamente que estas moléculas possam ser catabolizadas nos primeiros estagios larvais nos

cendriso de lecitotofia primaria obrigatoria e facultativa.

Observando o desenvolvimento larval, todas as dietas promoveram uma sobrevivéncia
larval superior a 60%, sendo que o maior percentual de decapoditos foi registado na dieta 40
PB/3600 EB. Considerando que todas as dietas tiveram um 6timo desempenho final, incluindo
aquelas que apresentaram 30% de PB, torna-se mais interessante utilizar dietas com menores
niveis de proteina para reduzir o custo final das mesmas no processo de fabricacdo de racgdes.
Outro ponto que deve ser considerado é a diferenca entre a qualidade larval obtida de
reprodutores alimentados com dietas artificiais da dos animais obtidos na natureza. Hayd e Anger
(2013) estudaram aspectos reprodutivos de M. pantanalense da natureza e observaram uma
fecundidade maxima de 676 larvas por fémea. Ja Vercesi e Hayd (2015) em condic¢des naturais
observaram fémeas grandes de M. pantanalense com uma média de 429 ovos. Balamurugan et
al. (2015) verificou gque a quantidade de acidos graxos n-6 em larvas de M. rosenbergii também
é superior em animais da natureza se comparados a larvas oriundas de reprodutores de sistemas
de producdo. Outros estudos, com outras espécies, demonstram uma diferenca qualitativa de
larvas de ambientes controlados para as larvas obtidas de reprodutores da natureza, como descrito
por Calado et al. (2009).

A qualidade do ovo e da larva depende principalmente da condicdo fisioldgica dos
reprodutores, mas também das condi¢des ambientais presentes no sistema de producdo (Racotta
2003), tais como a qualidade da &gua, densidade de estocagem, competicdo por alimento e outros.
O estudo dos efeitos carreados de uma fase de vida para outra, principalmente em organismos
com ciclos de vida bifasicos e complexos (como os crustaceos decapodas), é essencial para
otimizar os sistemas de producdo. A ecologia trofica de animais com ciclo de vida complexo
pode ser a chave principal para determinar a capacidade de um organismo para crescer,

desenvolver, sobreviver e reproduzir (Calado e Leal 2015).

O sincronismo de metamorfose foi mais adiantado em larvas obtidas a partir de
reprodutores alimentados com a dieta 40 PB/ 3600 EB, fato interessante quando consideramos a
importancia da metamorfose precoce. Larvas de Lysmata seticaudata que metamorfoseiam mais
cedo, porém com menor tamanho, podem se desenvolver melhor nos estagios seguintes de vida
do que larvas que retardam sua metamorfose e apresentam um maior tamanho aquando da
metamorfose (Carvalho e Calado 2018). O tratamento 30 PB/ 4200 EB apresentou um resultado

similar de sincronizacdo de metamorfose, com atraso aproximado de 2 dias, fato este que nos
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leva considerar este tratamento uma opcdo mais viavel a adotar para uma aplicacdo comercial,
uma vez que, o desempenho zootécnico e sincronizacdo de metamorfose foi similar em ambos
os tratamentos e, numa Gtica econdmica, o uso de um nivel inferior de proteina é mais interessante
pois minimiza o custo associado a alimentacdo dos organismos (Martinez-Cordova et al. 2003;
Silvia et al. 2012).

Sabe-se que ainda h& muito para ser estudado no que diz respeito & nutricdo de
reprodutores, ndo apenas para M. pantanalense, mas para varias espécies de camardes de agua
doce. Conhecer mais e melhor as suas exigéncias nutricionais e verificar como o uso adequado
dos ingredientes pode otimizar a qualidade da reserva nutricional das larvas e talvez até, do
desenvolvimento larval, é fundamental para ampliar o pacote tecnoldgico de desenvolvimento
para estas espécies. Observou-se com esta pesquisa que as dietas contendo diferentes niveis de
proteina e energia bruta ministradas nos reprodutores de M. pantanalense ndo tiveram efeito
significativo no desenvolvimento larval. Economicamente, torna-se assim mais interessante o
uso de uma dieta com um nivel proteico mais baixo e um nivel de energia mais elevado (30 PB/
4200 EB).
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2.3 — Efeito da reducéo gradual de salinidade no desenvolvimento larval de Macrobrachium
amazonicum

2.3.1 Introducéo

Macrobrachium amazonicum € uma espécie de camardo carideo que possui ampla
distribuicdo nos mais diversos ambientes (lagos, reservatorios, rios, planicies alagadas e
estuarios) de regides tropicais e subtropicais da América do Sul (Maciel e Valenti 2009). Este
animal é altamente explorado pela pesca artesanal no norte e nordeste do Brasil, e sua
comercializacdo é bastante popular nesta regido (Moraes-Riodades e Valenti 2001). Dentre as
espécies produzidas no Brasil, M. amazonicum é a espécie nativa de maior producéo e vem sendo
amplamente estudada em diversas areas, nomeadamente: desenvolvimento larval (Hayd et al.
2008), alimentac&o e habitos alimentares (Maciel 2007; Araujo e Valenti 2007; Preto et al. 2008;
Anger e Hayd 2009; Maciel et al. 2012; Maciel e Valenti 2014), nutri¢do (Pezzato et al. 2003),
reproducdo (Moraes-Riodades e Valenti 2004; Moraes-Valenti e Valenti 2010; Meireles et al.
2013; Augusto e Valenti 2016), estresse por compostos nitrogenados (Hayd et al. 2010, 2014),
sistema de cultivo (Valenti et al. 2009), viabilidade econémica (Valenti et al. 2011) e como
espécie modelo em estudos de impactos ambientais e alteracfes globais (Soares et al. 2017) entre

outros.

Macrobrachium amazonicum é um animal que possui ciclo de vida bifasico, ou seja,
realiza seu desenvolvimento com uma fase bentonica e outra plancténica (Anger et al. 2009). Sua
fase plancténica ocorre durante o desenvolvimento larval, em &guas com baixa salinidade
(salobra) (Anger 2013). O nivel indicado de salinidade para uso no cultivo comercial das larvas
desta espécie é entre 10 e 12 (Guest e Durocher 1979; Maciel e Valenti 2009; Moraes-Valenti e
Valenti 2010; Marques e Moraes-Valenti 2012; Hayd et al. 2017), contudo, a literatura também
mostra que estes animais possuem diferentes fases de desenvolvimento larval e sua capacidade
de osmorregulacdo com o meio pode variar em funcdo do estagio de zoea em que se encontra.
Charmantier e Anger (2011) observaram que larvas de M. amazonicum apresentam uma
capacidade osmorreguladora que Ihes possibilita permanecer em agua doce no estagio de Zoea I;
todavia, esta habilidade reduz-se 24 h ap6s a eclosdo, o que diminui a resisténcia dos animais a
agua doce. Ja Soeiro et al. (2016) verificaram que larvas oriundas de matrizes de varzeas de rio
se desenvolvem com salinidade menor e chegam a metamorfosear em agua com salinidade
proxima de 0, diferente de larvas oriundas de matrizes obtidas da regido de estuario, uma

observacao similar ao que Araujo e Valenti (2010) haviam verificado. Efetivamente, as larvas
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desta espécie conseguem se desenvolver com uma salinidade entre 0,5 e 1, tal como descrito por
Guest e Durocher (1979).

A salinidade € um dos principais fatores a ser abordado, principalmente ao considerar a
reproducdo e o desenvolvimento em ambientes com grandes flutua¢Ges. Por outro lado, um
estabelecimento bem sucedido de uma populagdo em tal ambiente é diretamente ligado a maneira
como seus integrantes reagem a ele em cada fase do seu ciclo de vida (Pequeux 1995). O camaréo
M. amazonicum é um organismo diddromo, ou seja, migra da agua doce para a agua salgada
durante a sua época de reproducéo nas zonas costeiras (Anger 2013). Esta espécie apresenta hipo-
regulacdo em salinidades acima de 20 (Charmantier e Anger 2011), onde 0 mesmo enfrenta a
desidratacdo causada pela invasdo de ions em seu metabolismo e a manutengdo do equilibro entre
agua e minerais é proporcionada, principalmente, por mecanismos de transporte iénico entre o
ambiente e os fluidos corporais do animal (Pequeux 1995; Charmantier et al. 2009; Boudour-
Boucheker et al. 2013). Nesse interim, torna-se necessario verificar como M. amazonicum se
comporta fisiologicamente, com o avanco dos estagios de desenvolvimento larval, no processo
de osmorregulacdo em cada fase da sua larvicultura. Adicionalmente, importa verificar se a sua
capacidade osmorregulatoria se torna mais eficaz em condi¢des ambientais mais favoraveis ao
seu desenvolvimento, reduzindo os impactos negativos (do ponto de vista energético e
fisiologico) causados pelo esforco da osmorregulacdo. No ambito desta arguicdo, o presente
trabalho buscou avaliar o desenvolvimento de larvas de M. amazonicum cultivadas em diferentes
regimes de graduacao decrescente de salinidade conforme o avango dos dias de cultivo até a

metamorfose.

2.3.2 Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Carcinologia, Carcinicultura e
Ornamentais do Cerrado e Pantanal (CARCIPANTA) da Universidade Estadual de Mato Grosso
do Sul (UEMS), Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil, (20° 28’ S, 55° 48 W), no periodo de
julho a agosto de 2017.

Larvas recéem eclodidas de M. amazonicum foram obtidas da segunda geracao de matrizes
oriundas de reprodutores cedidos pelo Centro de Aquicultura da Universidade Estadual Paulista
(CAUNESP), Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil (21° 14' S, 48° 17" W). As larvas foram cultivadas
individualmente em recipientes de vidro com volume atil de 100 mL (Figura 16, item 2.2.2) com

troca parcial didria de 4gua, a 28 °C até a obtencao de 60% de decapoditos, aproximadamente 21
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dias. Os animais foram alimentados com nauplios de Artemia sp. recém eclodidos na proporc¢éo

de 8 nauplios/mL adaptado da metodologia de Maciel et al. (2012).

Os animais foram cultivados em diferentes gradientes de salinidades durante o periodo
experimental compondo os tratamentos expressos por: T1 (10) — larvas cultivadas do dia 1 ao dia
21 em salinidade 10 (Moraes-Valenti e Valenti 2010); T2 (10-5) — Larvas cultivadas inicialmente
em salinidade 10 com uma reducéo para a salinidade 5 no 10° dia de cultivo; T3 (10-8-5) — larvas
cultivadas inicialmente em salinidade 10 com reducédo para a salinidade 8 no 10° dia de cultivo e
uma nova reducao para salinidade 5 no 15° dia de cultivo, e; T4 (10-8-5-3) - larvas cultivadas
inicialmente em salinidade 10 com reducdo para a salinidade 8 no 10° dia de cultivo, outra
reducdo para salinidade 5 no 15° dia e outra reducéo para salinidade 3 no 17° dia de cultivo
(Tabela 5); todos com 5 réplicas e 6 unidades experimentais cada. A agua salobra utilizada no
cultivo foi obtida a partir da dissolucdo do sal marinho NUTRATEC em &gua destilada nas
concentragdes exigidas em cada tratamento. A salinidade foi monitorada diariamente por meio
do equipamento multiparametro de qualidade de agua HANNA e em caso de aumento no nivel
de salinidade, 0 mesmo era corrigido pela adi¢do de agua destilada.

Tabela 5 - Caracterizacdo dos gradientes de reducdo de salinidades em dias no cultivo de larvas de
Macrobrachium amazonicum.

Salinidades
Dias de cultivo 01-10 11-15 16-17 18-21
T1 10 10 10 10
T2 10 5 5 5
T3 10 8 5 5
T4 10 8 5 3

A cada ecdise, as larvas foram analisadas em lupa digital Opticam HD 3.7 para avaliacdo
do desenvolvimento larval baseado na descricio morfologica para o0s estdgios de
desenvolvimento de M. amazonicum (Vega Perez 1984) e, a partir disso, montado o esquema de
crescimento de cada tratamento. Este por sua vez, foi expresso pela propor¢éo da quantidade de
larvas e o estdgio de desenvolvimento no dia de avaliagdo, em percentual. Montou-se também
um esquema grafico para demonstrar o perfil de sincronizacdo da metamorfose para decapodito
em dias apos a eclosdo. Observou-se a quantidade de larvas que realizaram metamorfose para
decapodito desde o primeiro animal a metamorfosear até a ultimo, num intervalo de 18 a 30 dias
apos a eclosdo. Os valores obtidos foram convertidos e exibidos em percentual para avaliar a

tendéncia de metamorfose.
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Ao final da larvicultura, os animais sobreviventes foram pesados e mensurados para
obtencdo de parametros como peso Umido (mg), peso seco (ug), comprimento total (mm),
comprimento de cefalotérax (mm), sobrevivéncia (%) e quantidade de pds-larvas (%). Para a
determinacdo de peso umido, as larvas foram secas com papel toalha durante 5 segundos e
pesadas na balanca analitica OHAUS Adventure. Para determinacdo do peso seco, 0s animais
foram liofilizados no equipamento Enterprise I - Terroni, durante 24 horas e pesadas em balanca
de preciséo 0,0001 g (Kern). As mensuragOes foram realizadas em lupa digital Opticam HD 3.7
caracterizando comprimento total (CT): medida da ponta do rostro até o final do telson (mm) e
comprimento de cefalotérax (CC): medida do extremo distal do rostro ao extremo posterior do
cefalotérax (mm), apds isso, criou-se uma reta de regressdo linear entre o CT e o CC que foi
expressa pela equagdo: CT = 3,4215*CC + 2,0269; R? = 0,91. Todos os resultados foram
expressos como valores médios com o respetivo desvio-padréo, assim como os valores maximos

e minimos registados.

Os valores foram processados na andlise de normalidade e homogeneidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Com as condicGes atendidas, as médias dos
parametros avaliados foram submetidas a analise de variancia (ANOVA de uma via) conforme a
natureza dos dados (Rohlf e Sokal 1995). Quando encontradas diferencas significativas para as
variaveis analisadas (P < 0,05), aplicou-se o teste de Tukey-Kramer para comparacao das médias.
As andlises estatisticas foram realizadas no programa estatistico SigmaPlot 11.0.

2.3.3 Resultados

Os parametros de crescimento avaliados nos diversos gradientes de salinidade deste
experimento apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si (P < 0,05) (Tabela
6). No comprimento total, T1 (10) (5,85 £ 0,29 mm) foi similar a T2 (10-5) (5,68 + 0,24 mm),
contudo, este diferiu dos demais tratamentos (P < 0,05). No Peso umido, T1 (10) apresentou o
maior valor médio (2,41 + 0,60 mg) diferindo de todos os outros tratamentos (P < 0,05). No peso
seco, as médias de T1 (10) (664,08 + 115,68 pg) e T3 (10-8-5) (599,65 + 92,11 ug) foram iguais
estatisticamente (P > 0,05), contudo, T1 (10) foi superior a T3 (10-8-5) e diferiu de T2 (10-5) e
T4 (10-8-5-3) estatisticamente (P < 0,05).

Os resultados obtidos no desenvolvimento larval dos animais em seus respectivos
tratamentos estdo representados na figura 21. Observou-se uma sobrevivéncia superior a 70% em

todos os tratamentos, contudo, a maior sobrevivéncia foi registada em T1 (10) (96,7%) e a menor
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sobrevivéncia foi observada em T4 (10-8-5-3) (73,3%). Ja na quantidade de pOs-larvas
produzidas durante os dias de cultivo, os resultados mostram que os tratamentos T3 (10-8-5) e
T4 (10-8-5-3) apresentaram o maior percentual de animais metamorfoseados, 63,3 e 66,7%
respectivamente. T1 (10) resultou em 43,3% de pds-larvas e o menor percentual de animais
metamorfoseados foi registado em T2 (10-5) 33,3%. Na sincronizacdo de metamorfose para
decapodito, o maior pico foi obtido no dia 21 em todos os gradientes de salinidade, contudo, 0s
gradientes T3 (10-8-5) e T4 (10-8-5-3) apresentaram maior percentual de metamorfose nos dias
18, 19 e 20, enquanto o gradiente T2 (10-5) apresentou uma tendéncia de sincronizagdo mais
tardia (Figura 20).
Tabela 6 -Valores médios com desvio-padréo, valores maximos e minimos de comprimento total (CT), peso

umido (mg) e peso seco (g) de pos-larvas de Macrobrachium amazonicum submetidas a diferentes graduagdes
de salinidade durante o periodo de cultivo.

Tratamento T1 (10) T2 (10-5) T3 (10-8-5) T4 (10-8-5-3)
CT (max.) 6,47 6,16 6,06 6,23

CT (X+DP) 5,85 + 0,29° 5,68 + 024 5,66 + 0,21° 5,64 +0,20°
CT (min.) 5,41 5,20 5,24 5,38

Peso imido (max.) 3,80 2,60 2,50 2,20

Peso Umido (X + DP) 2,41 £ 0,60? 1,88 + 0,36° 2,16 +0,23° 1,90 +0,20°
Peso imido (min.) 1,50 1,20 1,70 1,50

Peso seco (max.) 886,00 747,00 757,00 655,00
Peso seco (X £ DP) 664,08 + 115,68° 516,39 + 110,67° 599,65 + 92,112 558,13 + 69,82"°
Peso seco (min.) 558,00 253,00 370,00 433,00

Valores na coluna, seguidos de letras distintas, diferem entre si (Tukey, P < 0,05). (T1) cultivados em salinidade
10 (ciclo completo); (T2) cultivados em salinidade 10 com reducdo para salinidade 5 no 10° dia de cultivo; (T3)
cultivados em salinidade 10 com reducdo para salinidade 8 no 10° dia e reducdo para salinidade 5 no 15° dia de
cultivo; (T4) cultivados em salinidade 10 com reducéo para salinidade 8 no 10° dia, reducédo para salinidade 5
no 15° dia e reducdo para salinidade 3 no 17° dia de cultivo. Siglas: max — maximo; min — minimo; X — Valor
Médio; DP — Desvio-Padrao.

65



o2}
o
)

N
o

Decapoditos (%)
S
L

(10-8-5-3)

(10-8-5)

sapep\-u\‘\es

(10-5)

(10)

28 29 30
0 21 22 28 24 25 26 21
18 19

Dias apos @ eclosd®

Figura 20— Sincronismo de metamorfose de larvas de Macrobrachium amazonicum para decapoditos a
partir da primeira metamorfose. Cultivo em diferentes gradientes de salinidade. T1 (10) - cultivados em
salinidade 10 (ciclo completo); T2 (10-5) - cultivados em salinidade 10 com reducéo para salinidade 5 no
10° dia de cultivo; T3 (10-8-5) - cultivados em salinidade 10 com reducéo para salinidade 8 no 10° dia e
reducdo para salinidade 5 no 15° dia de cultivo e; T4 (10-8-5-3) - cultivados em salinidade 10 com reducgéo

para salinidade 8 no 10° dia, reducdo para salinidade 5 no 15° dia e reducédo para salinidade 3 no 17° dia
de cultivo.
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Figura 21 - Sobrevivéncia e desenvolvimento larval em dias de Macrobrachium amazonicum cultivados
em: A - salinidade 10 (ciclo completo); B - salinidade 10 com redugéo para salinidade 5 no 10° dia de
cultivo; C - salinidade 10 com reducdo para salinidade 8 no 10° dia e reducéo para salinidade 5 no 15° dia
de cultivo; D - salinidade 10 com reducdo para salinidade 8 no 10° dia, reducdo para salinidade 5 no 15°

dia e redugdo para salinidade 3 no 17° dia de cultivo; | a IX — estagios de desenvolvimento larval; PL —
decapoditos recém metamorfoseados.

2.3.4 Discussao

Os resultados dos parametros de crescimento observados neste experimento demostram
um comportamento similar ao obtido na literatura, contudo, alguns aspectos diferentes devem ser
mencionados. O comprimento total registado nos decapoditos foi maior no gradiente de
salinidade 10 (sem alteracdo de salinidade durante o ciclo de desenvolvimento), resultado similar
ao recomendado na literatura para a larvicultura desta espécie (Maciel e Valenti 2009; Moraes-
Valenti e Valenti 2010). Hayd et al. (2017) obtiveram resultados semelhantes no

desenvolvimento larval de M. amazonicum com a ressalva de que o uso de sais artificiais no
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cultivo é viavel, principalmente em regides distantes do mar e que 0 mesmo ndo apresenta risco
por contaminacdo ou infecto parasitas presentes no ambiente natural. O peso Umido e seco,
também foram superiores no gradiente de salinidade 10, embora o peso seco do gradiente de
salinidade 10-8-5 tenho sido estatisticamente semelhante ao registado no gradiente 10. Sabe-se
que M. amazonicum é um animal de grande plasticidade ambiental e consegue se desenvolver
numa variacéo de salinidade de 1 a 30 (Guest e Durocher 1979; Moraes-Valenti e Valenti 2010).
Crustaceos decapodas sdo animais que possuem uma grande plasticidade em sua biologia,
podendo, de um modo geral, tolerar varia¢des de salinidade. Na regido amazonica do Brasil esta
caracteristica é observada em animais que se encontram em bragos de rios (varzeas) e em regides
de estuario, apresentando fisiologia euralina (Soeiro et al. 2016), conseguindo se adaptar a

diferentes niveis de salinidade, principalmente na fase de desenvolvimento larval.

O desenvolvimento dos animais, nos diversos gradientes de variacdo de salinidade,
mostrou que a maior sobrevivéncia foi em T1 (10), todavia, o maior percentual de decapoditos
foram obtidos nos gradientes T3 (10-8-5) e T4 (10-8-5-3). Isso pode estar relacionado a uma
possivel regulacdo osmotica das larvas nos ultimos estagios de desenvolvimento e, considerando
0 ambiente natural, a possibilidade de uma migracdo adiantada de zonas de estuario para
ambientes de menor concentracdo salina. Diversos trabalhos mostram que a plasticidade
osmética de M. amazonicum expande-se de larvas que podem nascer em agua doce e conseguem
permanecer naquele meio durante o primeiro estagio Z I, sendo que no estagio de Z Il estes
animais ja apresentam uma exigéncia metabdlica por maiores salinidades. Este aspecto foi
observado por Charmantier e Anger (2011), tendo estes autores descrito a existéncia de uma
capacidade de hiper-osmorregulacdo em agua doce ainda no estadgio embrionéario, capacidade
essa que reduz nos estagios posteriores de desenvolvimento larval e apenas retorna nas fases de
juvenil e adulto. Araujo e Valenti (2010) observaram que larvas de M. amazonicum em Z |
sobrevivem em &gua doce e observaram também que nos ultimos estagios (Z VIII, Z IX)
conseguem metamorfosear para decapoditos em agua com baixas concentracfes de salinidade
(0,5-1,5). Comportamento similar também foi observado por Soeiro et al. (2016) que avaliou o
desenvolvimento de larvas obtidas de reprodutores selvagens oriundos de zonas de varzeas
(bracos de rios) e estuarios, onde os autores relatam que os animais de estuario podem ser
cultivados em salinidade menor que os de estuario (salinidade 5), uma vez que os animais de
varzea fecham seu ciclo em agua doce; este fato demonstra que as larvas desta zona possuem
maior adaptabilidade a condi¢Ges oligohalinas, nomeadamente, a capacidade de se

desenvolverem em salinidades baixas, muito préximas de 0.
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Por meio da sincronizacdo da metamorfose para decapodito, foi possivel observar como
a plasticidade de M. amazonicum atua em condic¢des de reducdo de salinidade. A reducédo da
salinidade na fase final do cultivo pode promover uma resposta fisioldgica indicativa para a
metamorfose como registado nos gradientes T3 (10-8-5) e T4 (10-8-5-3). A metamorfose precoce
pode ser um fator interessante a ser considerado no cultivo de espécies como M. amazonicum.
Por exemplo, larvas de Lysmata seticaudata que metamorfoseiam mais cedo, porém com menor
tamanho, podem se desenvolver melhor nos estagios seguintes de vida diferentemente de larvas
que retardam sua metamorfose e apresentam um maior tamanho aquando do assentamento
(Carvalho e Calado 2018). Este comportamento pode ter um reflexo positivo na fase de juvenil,
onde os animais que metamorfosearam precocemente podem apresentar melhor desempenho

zootécnico nas fases posteriores de sua histéria de vida.

A salinidade é um dos fatores principais a serem investigados quando consideramos a
reproducdo e o desenvolvimento dos organismos em ambientes naturais, onde ocorre grande
flutuacdo de caracteristicas quimicas e de bem estar, de certa maneira, é visivel que o
estabelecimento de individuos em tal ambiente, com essa variacdo de condicGes, €
necessariamente adjunto a forma como os animais reagem a ele em cada fase do seu ciclo de vida
(Pequeux 1995). Para que isso ocorra, estes animais apresentam em sua fisiologia mecanismos
desenvolvidos de transporte de membrana onde desempenham uma répida remocéo de ions
excedentes da hemolinfa quando expostos a altas salinidades e uma absorcdo destes ions pelo
organismo gquando perante baixas salinidades (Charmantier et al. 2009). Observa-se também que
a ontogenia das estruturas osmorreguladoras esta diretamente associada com a ontogenia dos
processos fisioldgicos de osmorregulacéo, e os dois estdo interligados com a ecologia do animal
(Boudour-Boucheker et al. 2013). Os crustaceos decapodas possuem diferentes estratégias de
adequacdo a futuacOes de salinidade. Sua maioria evoluiu para um ciclo de vida no qual o

desenvolvimento consegue se adaptar a cada salinidade (Pequeux 1995).

Em estudos anteriores, observou-se que larvas de M. amazonicum podem se desenvolver
também em baixas salinidades, contudo, outras condi¢Ges ambientais devem ser atendidas para
que um desenvolvimento 6timo seja possivel. Tal como demonstra Guest e Durocher (1979), o
desenvolvimento larval pode ocorrer a temperaturas inferiores aquelas a que um organismo esta
aclimatado, contudo para que isso seja possivel a salinidade deve estar numa concentracdo 6tima
(entre 10 e 12). Ambos os fatores abidticos se interligam na medida que a temperatura se eleva,
0s animais otimizam sua capacidade osmorregulatdria, o que os possibilita permanecer em

concentragdes menores de salinidade e completar seu ciclo de vida. A reserva alimentar também
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pode ser um fator relevante. Mazzarelli et al. (2015) demonstraram que as larvas canalizam uma
maior quantidade de energia para realizar os processos de osmorregulacdo quando mantidos em
salinidades elevadas, influenciando negativamente o seu desenvolvimento e crescimento.
Considerando este estresse na fase inicial de vida, é essencial condicionar a larva a uma
salinidade ideal assim, ocorrera maior investimento energético no crescimento e menor estresse

com regulacéo osmadtica.

A presente pesquisa demonstrou que é possivel realizar a larvicultura de M. amazonicum
com uma reducdo gradual desacelerada de salinidade durante o cultivo larval (de salinidade 10
para 8 e por fim 5). Embora os dados de comprimento total tenham sido inferiores dos demais
gradientes, o peso, o desenvolvimento larval e a sobrevivéncia neste gradiente foram melhores.
Aparentemente, as larvas conseguem adaptar-se melhor as salinidades inferiores nos ultimos
estagios de desenvolvimento, sem interrupcdo do crescimento e precocidade na metamorfose.
Este comportamento fisioldgico pode nos ajudar a entender a forma como M. amazonicum se
comporta na natureza, onde o0 mesmo deve ir em busca por regiées com salinidade elevada nos
primeiros estagios de desenvolvimento e, na medida que seu desenvolvimento avanca, a larva
direciona-se para zonas com menor concentracdo salina, ou até mesmo regides com salinidade
zero. Essa informacdo é importante pois pode contribuir positivamente no pacote tecnoldgico de
cultivo desta espécie, uma vez que a reducdo gradual da salinidade durante a larvicultura pode
resultar numa maior quantidade de decapoditos, em menor tempo e com peso similar ao modelo
utilizado atualmente em quase todos os ambientes de cultivo. Esta estratégia permite minimizar
0s custos de producdo inerentes ao uso de sal marinho artificial, principalmente em regides
distantes do mar, onde a &gua salobra precisa ser preparada a partir de sua diluicdo em agua doce.
Adicionalmente, pensando num ponto de vista de sustentabilidade do sistema produtivo, a
diminuigdo do uso de sal promove uma utilzagdo mais racional dos recursos hidricos utilizados

na producao e no manejo do efluente produzido.
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CAPITULO 3 — Efeito de diferentes cenarios troficos em Palaemon varians
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3.1 — Crescimento compensatorio de larvas de Palaemon varians produzidos a partir de
reprodutores expostos a diferentes cenarios troficos

3.1.1 Introducéo

Os invertebrados marinhos possuem histdria de vida bifasica, nomeadamente, ciclo de
vida dividido em duas etapas: uma bent6nica (fase de juvenil, adulto e reproducdo) e outra
planctonica (desenvolvimento larval) (Rey e Calado 2016). No entanto, as pesquisas demonstram
que é necessaria uma abordagem holistica para verificar as ligacGes fenotipicas e genéticas entre
as fases da histéria de vida do organismos com o objetivo de obter uma nova visao sobre a sua
ecologia e evolucdo (Calado e Leal 2015). Para melhor compreender a evolugdo é fundamental
entender as implicacBGes das variacdes nos tracos reprodutivos e de desenvolvimento a nivel
intraespecifico (Oliphant et al. 2014). Existe uma forte conexdo entre a reproducdo, onde 0s
fatores fenotipicos sdo determinantes para a formacao de novos embrifes, com a composicao da
qualidade e desempenho larval. As implica¢Ges de “transicdo ou laténcia” podem se originar a
partir da embriogénese e serem expressos em estagios de vida posteriores como juvenis e adultos,
por exemplo, os efeitos da metamorfose retardada no crescimento, desenvolvimento e formacéo

de uma nova geracdo (Giménez et al. 2004; Calado et al. 2010).

As implicacGes fenotipicas acima referidas sdo muitas vezes expressas através de efeitos
parentais. Segundo Bernardo (1996), a definicdo que melhor se enquadra ao efeitos parental é
“aquele que acontece quando o fendtipo dos pais afeta diretamente o fen6tipo de sua prole”. O
investimento materno na progénie pode ser considerado uma caracteristica de adaptacdo
evolutiva em contrapartida a baixa ou imprevisivel disponibilidade de alimentos no ambiente
natural e nas mais diversas condicdes abidticas (Mousseau 1998; Anger 2001). Em termos gerais,
focar-se nas consequéncias dos efeitos parentais apenas nas fases larvares é de certa forma
redutor quando se considera que um efeito materno é “adaptativo”. Suspeita-se que varios dos
efeitos parentais sejam de fato formas de selecdo para aumentar a aptiddo materna a partir do
observado na prole (Marshall e Uller 2007), podendo ser vistos como um canal por onde o
ambiente parental interfere no fendtipo da prole, nesse interim, vinculando o fenotipo da progénie

de uma geracdo as alteracdes ambientais do geracdo posterior (Marshall 2008).

Outros aspectos interessantes a serem referidos sdo a plasticidade ambiental e a
capacidade compensatoria dos animais. Crustaceos decapodas possuem uma grande plasticidade
ambiental (Rosa et al. 2007), nomeadamente, a capacidade de ajustar a sua fisiologia as condigdes

abidticas do meio e prosseguir com seu desenvolvimento. A falta de consenso sobre o termo
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“plasticidade” e sua conotacdo adaptativa denotam que os efeitos parentais devem ser tratados
com cuidado, principalmente ao enquadrar esta tematica no conceito de plasticidade. A
possibilidade de que os efeitos parentais possam ter um embasamento hereditario demonstra que
sua interpretacdo como plasticidade deve ser vista como uma probabilidade a ser avaliada ao
invés de ser assumida instantaneamente (Bernardo 1996a). Ja o crescimento compensatorio €
definido como uma etapa de crescimento anormalmente acelerado, maior que o habitual, ou entéo
como taxas de crescimento relacionadas a realimentacao posterior a um periodo de perda de peso
ou privacao alimentar (Dobson e Holmes 1984; Wu e Dont 2002). Diversas pesquisas j& foram
realizadas em varias espécies de crustaceos decapodas para clarificar este comportamento
fisiolégico (Taylor et al. 2008; Heath et al. 2012; Stumpf et al. 2015; Maciel et al. 2018), mas

nao existe ainda um consenso na comunidade cientifica sobre esta tematica.

O camardo carideo Palaemon varians possuem uma ampla plasticidade a fatores
abioticos. Sdo animais euralinos e vivem em regides de estuario, local onde a varia¢éo do nivel
de salinidade e temperatura é constante e bastante pronunciada (Blust et al. 2013; Oliphant et al.
2013; Oliphant e Thatje 2014; Oliphant et al. 2014). Esta espécie apresentam desenvolvimento
larval abreviado, com 5 estagios de desenvolvimento, e lecitrotofia primaria facultativa, uma vez
que se alimentam de fontes exdgenas se estas estiverem disponiveis ou catabolizam reservas
vitelinas durante o primeiro estagio de desenvolvimento (Fincham 1979; Anger 2001; Oliphant
e Thatje 2014). Caracteristicas biol6gicas como esta e 0 seu ciclo de vida curto (atinge a
maturidade sexual apenas 4 meses ap0s a eclosdo) fazem com que P. varians possa ser utilizado

como espécie modelo em diversos estudos de impacto ambiental e transgeracionais.

Na literatura € possivel ver que a plasticidade de P. varians é uma caracteristica adaptativa
da evolucdo deste animal, tal como descrito por Oliphant et al. (2014) que verificaram que o
investimento parental pode influenciar na quantidade de estagios larvares e também na fase pds
metamorfose. Calado et al. (2010) verificaram que juvenis de P. varians alimentados apés
inanicdo curta em decapodito, se recuperam da deficiéncia nutricional por meio do crescimento
compensatério. Animais que permaneceram em inani¢do no primeiro estagio juvenil,
apresentaram atrasos em dias no seu ciclo de muda. Leal et al. (2012) prop6em algumas questdes
interessantes na tematica acima descrita, nomeadamente: as larvas oriundas de reprodutores
alimentados com dietas sub-6timas poderdo apresentar 0 mesmo sucesso ao nivel do seu
desenvolvimento que larvas oriundas de reprodutores alimentados dietas de qualidade superior?

Larvas alimentadas com dietas de niveis nutricionais similares a de seus reprodutores exibiriam
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um desenvolvimento inferior a de larvas alimentadas com dietas 6timas, ou poderiam estas

compensar de algum modo um possivel investimento parental inferior?

Partindo destas prerrogativas, este trabalho objetivou avaliar se larvas obtidas a partir de
reprodutores alimentados com regimes tréficos 6timos (qualitativa e quantitativamente), sub-
6timos (variagdes de qualidade ou quantidade) e pobres (baixa qualidade e quantidade alimentar)
apresentariam ou ndo crescimento compensatorio quando alimentadas com uma dieta 6tima (em

qualidade e quantidade) ou com uma dieta idéntica a dos seus reprodutores.

3.1.2 Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultivo de Crustaceos Decapodas do
Departamento de Biologia (Dbio) da Universidade de Aveiro, Portugal (UA, PT). Os
reprodutores utilizados no experimento foram coletados nas salinas da Troncalhada (Aveiro,
Portugal) (Figura 22) (40°3828" N, 8°39'13” O) por meio de rede de captura artesanal.
Posteriormente, os animais foram transportados ao laboratério e aclimatados conforme a
temperatura, salinidade e oxigenacdo da agua do ambiente natural. Apos este procedimento, 0s
animais foram transferidos aos tanques de cultivo de recirculacdo fechado dindmico (Figura 23)
(Calado et al. 2007) distribuidos em 4 grupos com 3 réplicas cada um com 3 machos e 12 fémeas
(1:4) cada.

Figura 22 - Salinas da Troncalhada (Aveiro, Portugal) onde foram coletados os reprodutores de Palaemon
varians.
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Figura 23 - Sistema de recirculacdo de agua fechado dindmico utilizado na reproducdo de Palaemon
varians. Visdo geral do sistema (A), vista dos tanques de cultivo individuais (B).

As larvas foram obtidas e cultivadas em duas situacdes diferenciadas, exceto para o
tratamento controle (1.1). Foram caracterizados 7 regimes troficos distintos, cada um com 4
réplicas e 5 unidades experimentais, onde foi mantida a dieta controle oferecida aos reprodutores
(Artemia sp. enriquecida com HUFA diariamente) em um dos grupos larvais e no outro grupo
utilizou-se a dieta referente ao regime tréfico do seu respectivo reprodutor, com excecdo do
cendrio controle (Figura 24). Utilizou-se o metanauplio de Artemia sp. como um alimento modelo
para testar as influéncias da alimentacéo nos regimes troficos. O nauplio, assim como a maioria
das larvas de crustaceos decapodas, possuem uma reserva vitelinica rica em lipideos e proteinas
que, por sua vez, sdo o principal manancial nutricional de larvas (Dhont 2010) plancténicas ou
que possuem lecitrotofia facultativa. Apds 24 horas de sua eclosao, os nauplios de Artemia sp.
desenvolvem-se como metanduplios e suas reservas nutricionais reduzem de forma muito
acentuada. De modo a enriquecer metanauplios com HUFA, realiza-se um procedimento de
micro encapsulamento, onde o metanduplio se torna, automaticamente, uma pequena capsula na
qual o contetdo do enriquecimento estd contido no seu sistema digestivo (processo também
conhecido como bio-encapsulagdo) (Dhont 2010) tornando possivel obter um padrdo de
qualidade excelente (metanauplio enriquecido) e um de qualidade inferior (metanauplio simples).
Além disso, considerou-se avaliar se 0s organismos submetidos a inani¢cdo em dias alternados
apresentariam algum efeito deletério onde se observaria uma provavel reducdo no

desenvolvimento e menores taxas de crescimento relacionadas a quantidade de alimentacédo
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fornecida. Assim, a alimentacdo fornecida diariamente foi acatada como quantidade 6tima,
enquanto a alimentacdo fornecida em dias alternados foi classificada como quantitativamente

inferior.

1. REPRODUTORES (ME, D) ——— 1.1 LARVAS (ME, D)

2.1 LARVAS (ME, D)

2. REPRODUTORES (ME, ND)

2.2 LARVAS (ME, ND)

3.1 LARVAS (ME, D)

3. REPRODUTORES (M, D)

3.3 LARVAS (M, D)

4.1 LARVAS (ME, D)

4. REPRODUTORES (M, ND)

4.4 LARVAS (M, ND)

Figura 24 - Desenho experimental de diferentes cenarios troficos alimentares aplicados na larvicultura de
Palaemon varians em funcédo da dieta inicial dada aos reprodutores. ME — metanauplios de Artemia sp.
enriquecidos com HUFA; M — metanduplios de Artemia sp; D - alimentag&o oferecida diariamente e; ND
— alimentacéo oferecida em dias alternados.

O enriquecimento foi realizado por meio de um processo de bioencapsulacéo.
Metanauplios de Artemia sp. recém metamorfoseados foram transferidos do meio aquético salino
ao qual eclodiram para uma agua com salinidade 25 enriquecida com &cidos graxos altamente
saturados (HUFA). Utilizou-se 1 mg do enriguecimento comercial S.PRESSO INVE

Agquaculture que foi diluido em agua salina do cultivo em um liquidificador. Os metanauplios
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foram mantidos neste meio em um periodo de 24 horas. Os metanauplios ndo enriquecidos

permaneceram durante 24 horas ap0s a metamorfose no ambiente de cultivo inicial.

As larvas foram cultivadas individualmente em placas de poga com 6 furos (20 mL) com
troca diaria de agua, com temperatura aproximada de 28 °C, alimentadas uma vez ao dia (Figura
25). Os animais foram cultivados até o assentamento onde os mesmos foram liofilizados durante
24 horas e pesados para obtencao do peso (mg) em balanca analitica de precisdo 0,0001 g (Kern).
O comprimento de cefalotérax foi determinado por meio da medida do extremo distal do rostro
ao extremo posterior do cefalotérax (mm), utilizou-se um estereomicroscéopio (Stemi 2000 - C
Zeiss). O comprimento total foi estimado por meio da reta de regressao para juvenis de P. varians
expressa pela equacdo: CT = 1,2561*CC + 4,1478 R? = 0,95. Todos os resultados foram
expressos como valores médios com o respetivo desvio-padrdo, assim como os valores maximos

e minimos registados.

Figura 25 - Cultivo individual em placas de Palaemon varians.

O desenvolvimento larval e a sobrevivéncia foram avaliados por meio da ecdise e
mudanca morfoldgica de estagio de desenvolvimento do animal baseado na descricdo de larvas
de P. varians (Fincham 1979). O desenvolvimento larval foi expresso pela proporcdo da
quantidade de larvas e o estagio de desenvolvimento de cada larva no dia de avaliacdo. Foi
igualmente monitorizado o perfil de sincronizacdo da metamorfose para decapodito nos
diferentes dias ap6s a eclosdo. Observou-se a quantidade de larvas que realizaram metamorfose
desde o primeiro animal a metamorfosear até ao ultimo, num intervalo de 9 a 16 dias apds a
eclosdo. Os valores obtidos foram convertidos e exibidos em percentual para avaliar a tendéncia
de metamorfose.
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Apds a mensuracdo dos parametros, os valores foram processados na andlise de
normalidade e homogeneidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente.
Com as condi¢es atendidas, as medias dos parametros avaliados foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA de uma via) conforme a natureza dos dados (Rohlf e Sokal 1995). Quando
encontradas diferencas significativas para os parametros analisados (P < 0,05), aplicou-se o teste
de Tukey-Kramer para comparacdo das médias. As analises estatisticas foram realizadas no

programa estatistico SigmaPlot 11.0.

3.1.3 Resultados

Todos os tratamentos registaram uma sobrevivéncia superior a 95%. No desenvolvimento
dos estagios larvais, observou-se que os regimes troficos 1.1 (ME, D; ME, D), 95%, 2.1 (ME,
ND; ME, D), 80%, 3.1 (M, D; ME, D) 85% e 3.3 (M, D; M, D) 95%, apresentaram o maior
percentual de pos larvas, diferindo dos demais tratamentos, sendo que, o regime trofico 4.4 (ME,
ND; ME, ND) 10%, apresentou a menor quantidade de decapoditos metamorfoseados (Figura
26).

Relativamente ao crescimento larval, houve diferengas significativas entre todos os
regimes troficos (P < 0,05) para todos os parametros avaliados. No comprimento total, 0s regimes
tréficos 2.1 (ME, ND; ME, D) 5,19 + 0,09 mm, 3.1 (M, D; ME, D) 5,20 £+ 0,09 mm, 3.3 (M, D;
M, D) 5,23 £ 0,09 mm e 4.1 (M, ND; ME, D) 5,23 + 0,09 mm, apresentaram os maiores valores,
ndo diferindo estatisticamente entre si (P > 0,05), enquanto os regimes troficos 2.2 (ME, ND;
ME, ND) 5,04 £ 0,08 mm e 4.4 (M, ND; M, ND) 5,08 + 0,08 mm, apresentaram as menores
médias (Figura 27). Também foram observadas diferencas no peso, onde os regimes tréficos 3.1
(M, D; ME, D) 0,44 + 0,06 mg, 3.3 (M, D; M, D) 0,49 + 0,03 mg, 4.1 (M, ND; ME, D) 0,48 +
0,04 mg, apresentaram 0s maiores valores médios e foram similares estatisticamente (P > 0,05).
O menor valor médio foi exibido pelo regime trofico 2.2 (ME, ND; ME, ND) 0,22 + 0,04 mg,

diferindo estatisticamente de todos os outros tratamentos (P < 0,05) (Figura 27).

Na sincronizacdo de metamorfose das larvas para decapoditos (Figura 28), foi possivel
observar que os regimes troficos 2.1 (ME, ND; ME, D), 3.1 (M, D; ME, D) e 3.3 (M, D; M, D)
apresentaram maiores picos de metamorfose nos dias 9, 10 e 11 apds a eclosdo, enquanto cenarios
como 2.2 (ME, ND; ME, ND), 4.1 (M, ND; ME, D) e 4.4 (M, ND; M; ND) apresentaram um

pior desempenho, com metamorfoses atrasadas, concluindo o ciclo até 16 dias apés a ecloséo.
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Figura 26 - Sobrevivéncia e desenvolvimento de juvenis de Palaemon varians em dias apds a metamorfose com diferentes regimes tréficos. Cada regime tréfico é composto
de por (*.**), onde: (*) representa a dieta oferecida aos reprodutores, (**) representa a dieta oferecida durante o desenvolvimento larval e Dietas: 1 — Metanauplio de Artemia
sp. enriquecido com HUFA diariamente; 2 — metanauplio de Artemia sp. enriquecido com HUFA em dias alternados; 3 — Metanauplios de Artemia sp. oferecidos diariamente
e 4 — Metanduplios de Artemia sp. oferecidos em dias alternados. Siglas: Siglas: | a V — estagios de desenvolvimento larval; PL — decapoditos recém metamorfoseados.
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Figura 27 - Valores médios, maximos e minimos extremos e desvio-padrdo de comprimento total e peso em decapoditos recém metamorfoseado de Palaemon
varians mantidos em diferentes regimes tréficos alimentares. Cada regime tréfico é composto (*.**) onde: (*) representa a dieta oferecida aos reprodutores, (**)
representa a dieta oferecida durante o desenvolvimento larval. Dietas: 1 — Metanauplio de Artemia sp. enriquecido com HUFA diariamente; 2 — metanauplio de
Artemia sp. enriquecido com HUFA em dias alternados; 3 — Metanauplios de Artemia sp. oferecidos diariamente e; 4 — Metanauplios de Artemia sp. oferecidos
em dias alternados. Letras diferentes assinalam a existéncia de diferencas estatisticas (P < 0,05).
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Figura 28 - Sincronismo de metamorfose de larvas de Palaemon varians até decapodito em dias apds a
eclosdo com diferentes regimes troficos alimentares. Cada regime tréfico € composto por: (*.**) onde:
(*) representa a dieta oferecida aos reprodutores e (**) representa a dieta oferecida durante o
desenvolvimento larval. Dietas: 1 — Metanduplio de Artemia sp. enriquecido com HUFA diariamente; 2
— metanauplio de Artemia sp. enriquecido com HUFA em dias alternados; 3 — Metanauplios de Artemia
sp. oferecidos diariamente e 4 — Metanauplios de Artemia sp. oferecidos em dias alternados.
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3.1.4 Discusséo

Os organismos que alcancaram uma sobrevivéncia elevada e os maiores valores de
crescimento foram registrados nos regimes troficos onde foi ministrada a dieta 6tima (ME, D),
com exce¢do do regime trofico 3.3 (M, D; M, D). No desenvolvimento larval, os organismos
apresentaram desempenho e sobrevivéncia similar em todos os regimes troficos. Os regimes
troficos 2.2 (ME, ND; ME, ND) e 4.4 (M, ND; M, ND) apresentaram a menor percentagem de
decapoditos e atraso na duragdo do intervalo entre mudas. Os animais ndo se alimentaram e
consumiram sua reserva nutricional, tanto de origem embrionéria nos primeiros estagios de
desenvolvimento quanto as reservas acumuladas da alimentacdo planctonica durante o avango
do desenvolvimento. Observou-se que a ingestdo de alimento foi de 100% nestes regimes
tréficos, sendo que, no dia seguinte, ndo se notou nenhum metanauplio de Artemia sp. no

ambiente, indicando consumo total.

O investimento materno na reproducdo, a fecundacdo dos odcitos, a escolha do local ou
periodo onde a eclosdo ocorrerd, todos estes aspetos poderdo condicionar o desempenho da prole
e influenciar a dindmica populacional de uma espécie (Rey e Calado 2016). Por outras palavras,
os fatores ambientais podem interferir fenotipicamente na prole condicionando o seu sucesso pré
e pos-metamorfose. Os efeitos maternos sdo oriundos da maternidade, componentes nédo
genéticos atuantes na expressao fenotipica da prole com uma importancia ecoldgica e evolutiva,
cada vez mais presente. O fendtipo materno pode interferir na performance larval durante seu
desenvolvimento (Mousseau 1998), podendo ser visto como uma via por onde 0 ambiente
materno intervém no fendtipo da progénie; dessa forma, os efeitos maternos vinculam o fenétipo
da prole de uma geracdo com as alteracdes no ambiente da geracdo anterior (Marshall 2008).
Durante o investimento parental na progénie, os efeitos da lecitrotofia e desenvolvimento larval
abreviado, como no caso do P. varians, podem ser considerados adaptacdes evolutivas, em
especial a baixa ou imprevisivel disponibilidade de alimentos em periodos sazonais do ano nos
mais diversos habitats (Anger 2001). Para entender melhor como a evolucdo de diferencas
interespecificas ocorrem devemos entender, a priori, as implicacdes das variacdes nos aspectos
reprodutivos e de desenvolvimento (Oliphant et al. 2014). Efeitos de carater “transitivo” ou
“latentes™, originados na embriogénese ou durante o desenvolvimento larval, podem ser
expressos em estagios avangados do ciclo de vida (juvenil ou adulto), por exemplo, implicacdes
tardias no crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia pos-metamorfose (Gimeénez et al.
2004).
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Observamos nos resultados que o desenvolvimento dos estagios larvais sofreu alteragédo
nos cenarios troficos nos quais a quantidade alimentar foi sub-6tima, sendo que as larvas que
receberam alimentacdo na quantidade ideal conseguiram desenvolver-se de forma satisfatdria.
Aparentemente, as larvas foram capazes de compensar a possivel caréncia nutricional parental,
de modo que o efeito das condigdes sub-6timas das dietas dos reprodutores no desenvolvimento
foram colmatadas nas larvas em regimes troficos quantitativamente constantes. Com relacéo a
qualidade alimentar, ndo se observou uma diferenca significativa entre a qualidade superior e

inferior dos alimentos (metanauplios enriquecido e simples, respectivamente).

Relativamente ao comprimento total e peso dos decapoditos, observou-se uma tendéncia
similar nos diferentes regimes troficos testados. Os organismos dos regimes tréficos 2.2 (ME,
ND; ME, ND) e 4.4 (M, ND; M, ND), exibiram os menores valores médios de crescimento. E
possivel verificar que a privacao de alimento pode afetar de forma direta o desenvolvimento dos
animais. Estes mesmos, ndo foram capazes de compensar seu crescimento com a alimentacéo de
quantidade inferior. Este efeito pode n&o estar diretamente relacionado ao investimento parental
dos reprodutores, uma vez que, as larvas dos regimes troficos 2.1 (ME, ND; ME, D) e 4.1 (M,
ND, ME, D), originados de reprodutores com alimentacdo em quantidades inferiores, foram
capazes de compensar um possivel déficit nutricional parental, conseguindo atingir e até superar
os valores médios de crescimento do regime tréfico excelente 1.1 (ME, D; ME, D). Esta
recuperacdo apresentada pelas larvas é uma caracteristica muito presente em crustaceos
decdpodas que vivem em ambientes estuarinos, onde a plasticidade a variacGes bioticas e
abioticas € essencial (Rosa et al. 2007). Esta plasticidade possibilita que os animais se adaptem
a condicBes ambientais desfavoraveis ao seu desenvolvimento e, por vezes, consigam reverter o
efeito negativo de condigdes sub-6timas que possam condicionar o seu desempenho (Calado et
al. 2010).

Crustaceos decapodas podem apresentar uma resposta pronunciada de contrabalancar um
déficit durante seu desenvolvimento denomidada “crescimento compensatorio” (Wu et al. 2000).
O crescimento compensatorio pode ser definido por um crescimento incomumente rapido, maior
que o normal, em sua maioria associado a realimentacdo adequada ap6s um periodo de restricdo
alimentar (Dobson e Holmes 1984). A resposta do crescimento compensatério pode ser
influenciada por diversos fatores, em especial a restricdo alimentar (Wu et al. 2001; Wu e Dont
2002). Porém, esta compensacdo pode ndo ser suficiente para equilibar um desarranjo no
crescimento, podendo alcangar um “ponto de ndo retorno”, nomeadamente, quando as larvas

perdem a capacidade de recuperar-se de um estresse nutricional (Anger 2001; Stumpf et al. 2010;
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Stumpf et al. 2015). Um exemplo dessa deficiéncia é demonstrado por Calado et al. (2010) onde
decapoditos de P. varians recém metamorfoseados mantidos em inanicdo até uma segunda
ecdise, apresentam um aumento no intervalo em dias entre mudas, diferente dos decapoditos
alimentados ap6s a metamorfose. Os mesmos autores demonstram a existéncia de lecitotrofia
secundaria facultativa em juvenis recém metamorfoseados de P. varians, todavia, essa
caracteristica adaptativa € o reflexo de uma ma ou ausente nutricdo. O estresse causado por
condices tréficas sub-6timas nos Gltimos estagios de desenvolvimento pode apresentar um
impacto mais significativo no processo de metamorfose, de modo que os decapoditos podem
compensar desajustes troficos extremos por meio da catabolizacdo de reservas nutricionais

aglomeradas durante os ultimos estagios larvais (Calado et al. 2010).

O presente trabalho verificou o efeito do investimenro parental no desenvolvimento larval
e também que os animais possuem uma plasticidade de adaptacdo a regimes troficos de baixa
qualidade, podendo adequar o seu desenvolvimento a uma nutri¢cdo de qualidade inferior, desta
forma, compensando a deficiéncia da nutrigdo embrionaria. Os menores valores de crescimento,
atraso de desenvolvimento e aumento no intervalo de dias entre mudas foram observados nos
regimes troficos sub-6timos, em especial, aqueles com privacao alimentar, 2.2 (ME, ND; ME,
ND) e 4.4 (M, ND; M, ND). Tudo que foi observado nos leva a arguir se poderia ocorrer um
efeito tardio deste investimento parental durante as fases de juvenil ou adulto, ou se o efeito de
um investimento parental deficiente poderia ser compensado pela ministracdo de alimentacédo de

qualidade/quantidade excelente na dieta dos animais.

Diante destes fatos, aconselha-se ministrar as larvas, oriundas dos mais diversos regimes
tréficos parentais, uma dieta de qualidade Otima e frequente, ja que 0os menores valores de
crescimento e atraso na metamorfose foram associadas a privacdo de alimento, nomeadamente,
caréncia nutricional, tornando-se necessario ampliar os estudos avaliando ndo apenas a relagdo
investimento parental/desenvolvimento larval, mas durante todo o ciclo de vida do animal,
buscando identificar variagdes nas fases de juvenil e adultos e, principalmente, na reproducéo e
formacdo de uma nova geracdo, mostrando que o fendtipo pode ser alterado em funcdo da

necessidade de adequacéo as condi¢es troficas oferecidas pelos meios.
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3.2 - Crescimento compensatério de juvenis de Palaemon varians produzidos a partir de
reprodutores expostos a diferentes cendrios tréficos

3.2.1 Introducéo

Os invertebrados marinhos possuem historia de vida bifasica, nomeadamente, ciclo de
vida dividido em duas etapas: uma bentonica (fase de juvenil, adulto e reproducdo) e outra
planctonica (desenvolvimento larval) (Rey e Calado 2016). No entanto, as pesquisas mostram a
necessidade de uma abordagem holitstica para identificar as conexdes fenotipicas e genéticas
entre as fases de vida do animal, com o objetivo de obter uma nova visdo sobre evolugédo e
ecologia (Calado e Leal 2015). Para melhor compreender a evolucao é entender as variagdes nos
tracos reprodutivos e desenvolvimento a nivel intraespecifico (Oliphant et al. 2014). Existe uma
forte ligacdo da reproducdo, onde os fatores fenotipicos sdo determinantes para a formacao de
novos embrides, com a composicdo da qualidade e desempenho larval. As implicacdes de
“transigdo ou laténcia” podem se originar a partir da embriogénese e serem expressos em estagios
de vida posteriores como juvenis e adultos, por exemplo, os efeitos da metamorfose retardada no
crescimento, desenvolvimento e formacgédo de uma nova geracdo (Giménez et al. 2004; Calado et
al. 2010).

As implicagdes fenotipicas, muita das vezes, sdo expressas por via parental. Segundo
Bernardo (1996), a definigdo que melhor se enquadra ao efeitos parental ¢ “aquele que acontece
quando o fenotipo dos pais afeta diretamente o fen6tipo de sua prole”. O investimento materno
pode ser considerado um aspecto adaptativo de evolucdo em relacdo a baixa ou imprevisivel
disponibilidade alimentar no ambiente natural com as mais variadas condi¢Ges abioticas
(Mousseau 1998; Anger 2001). Em termos gerais, focar-se nas consequéncias dos efeitos
parentais apenas nas fases larvares é de certa forma redutor quando se considera que um efeito
materno ¢ “adaptativo”. Suspeita-se que varios dos efeitos parentais sejam de fato formas de
selecdo para aumentar a aptiddo materna a partir do observado na prole (Marshall e Uller 2007),
podendo ser vistos como um canal por onde o ambiente parental interfere no fenotipo da prole,
nesse interim, vinculando o fendtipo da progénie de uma geragdo as alteragdes ambientais do

geracéo posterior (Marshall 2008).

Outros aspectos interessantes a serem referidos sdo a plasticidade ambiental e a
capacidade compensatoria dos animais. Crustaceos decapodas possuem uma grande plasticidade
ambiental (Rosa et al. 2007), nomeadamente, ajustam sua fisiologia a condic¢des abidticas do

meio e prosseguir com seu desenvolvimento . A falta de consenso entre o termo “plasticidade” e
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sua conotacao adaptativa demonstram que os efeitos parentais devem ser tratados com cautela,
principalmente, ao enquadrar esta tematica no conceito de plasticidade. A possibilidade de que
os efeitos parentais possam ter um embasamento hereditario demonstra que sua interpretacdo
como plasticidade deve ser vista como uma probabilidade a ser avaliada ao invés de ser assumida
instantaneamente (Bernardo 1996a). J& o crescimento compensatorio tem por definicdo ser uma
etapa de crescimento fora do normal e acelerado, bem maior que o habitual, ou entdo com taxas
de crescimento associadas a realimentacdo apds um periodo de reducdo de peso ou privacdo
alimentar (Dobson e Holmes 1984; Wu e Dont 2002). Diversas pesquisas ja foram realizadas em
varias espécies de crustaceos decapodas para clarificar este comportamento fisiolégico (Taylor
et al. 2008; Heath et al. 2012; Stumpf et al. 2015; Maciel et al. 2018), mas nédo existe ainda um

consenso na comunidade cientifica sobre esta tematica.

O camardo carideo Palaemon varians possuem uma ampla plasticidade a fatores
abioticos. Sdo animais euralinos e vivem em regifes de estuario, local onde a varia¢do do nivel
de salinidade e temperatura é constante e bastante pronunciada (Blust et al. 2013; Oliphant et al.
2013; Oliphant e Thatje 2014; Oliphant et al. 2014). Esta espécie apresentam desenvolvimento
larval abreviado, com 5 estagios larvais, e lecitrotofia facultativa primaria, uma vez que se
alimentam de fontes exdgenas se estas estiverem disponiveis ou catabolizam reservas vitelinas
durante o primeiro estagio de desenvolvimento (Fincham 1979; Anger 2001; Oliphant e Thatje
2014). Caracteristicas bioldgicas como esta e o0 seu ciclo de vida curto (atinge a maturidade sexual
apenas 4 meses apos a eclosdo) fazem com que P. varians possa ser utilizado como espécie

modelo em diversos estudos de impacto ambiental e transgeracionais.

Na literatura € possivel ver que a plasticidade de P. varians é uma caracteristica adaptativa
da evolucéo deste animal, tal como descrito por Oliphant et al. (2014) que verificaram que a o
investimento parental pode influenciar na quantidade de estagios larvares e também na fase pds
metamorfose. Calado et al. (2010) verificaram que juvenis de P. varians alimentados apés
inanigéo curta em decapodito, se recuperam da deficiéncia nutricional por meio do crescimento
compensatério. Animais que permaneceram em inanicdo no primeiro estagio juvenil,
apresentaram atrasos em dias no seu ciclo de muda. Leal et al. (2012) prop6em algumas questdes
interessantes na tematica acima descrita, nomeadamente: as larvas oriundas de reprodutores
alimentados com dietas sub Otimas poderdo apresentar 0 mesmo sucesso ao nivel do seu
desenvolvimento que larvas oriundas de reprodutores alimentados dietas de qualidade superior?

Larvas alimentadas com dietas de niveis nutricionais similares a de seus reprodutores exibiriam
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um desenvolvimento inferior a de larvas alimentadas com dietas 6timas, ou poderiam estas

compensar de algum modo um possivel investimento parental inferior?

Partindo destas prerrogativas, este trabalho objetivou avaliar se juvenis obtidos a partir
de reprodutores e larvas alimentados com regimes troficos O6timos (qualitativa e
quantitativamente), sub 6timos (varia¢@es de qualidade ou quantidade) e pobres (baixa qualidade
e quantidade alimentar) apresentariam ou ndo crescimento compensatério quando alimentadas
com uma dieta 6tima (em qualidade e quantidade) ou com uma dieta idéntica a dos seus

reprodutores e larvares.

3.2.2 Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultivo de Crustaceos Decapodas do
Departamento de Biologia (Dbio) da Universidade de Aveiro, Portugal (UA, PT). Os
reprodutores utilizados no experimento foram coletados nas salinas da Troncalhada (Aveiro,
Portugal) (Figura 22, item 3.1.2) (40°38'28"” N, 8°39’13” O) por meio de rede de captura
artesanal, a partir disso, os animais foram transportados ao laboratorio e aclimatados conforme a
proximidade da temperatura, salinidade e oxigenacdo da dgua do ambiente natural. Apés este
procedimento, os animais foram transferidos aos tanques de cultivo de recirculagdo fechado
dindmico (Figura 23, item 3.1.2) (Calado et al. 2007) distribuidos em 4 grupos com 3 réplicas

cada um com 3 machos e 12 fémeas (1:4) cada.

As larviculturas foram realizadas a partir dos diferentes regimes tréficos da reproducéo e
em 7 cultivos distintos, onde: foi mantida a dieta controle oferecida aos reprodutores (Artemia
sp. enriquecida com HUFA diariamente) em um dos grupos larvais e no outro grupo utilizou-se
a dieta referente ao regime tréfico do seu respectivo reprodutor, com excecdo do cenario controle
(Figura 25, item 3.1.2). Apos a metamorfose em decapoditos, os animais foram divididos em
dois grupos onde caracterizou-se 13 tratamentos, 4 réplicas e 5 unidades experimentais cada. Foi
mantida a dieta controle oferecida aos reprodutores (Artemia sp. enriquecida com HUFA
diariamente) em um dos grupos de juvenis e no outro grupo utilizou-se a dieta referente ao regime
trofico do seu respectivo reprodutor, com excecdo do cenario controle, (Figura 29). Utilizou-se
0 metanauplio de Artemia sp. como um alimento modelo para testar as influéncias da alimentagao
nos regimes troficos. O nauplio, assim como a maioria das larvas de crustaceos decapodas,

possuem uma reserva vitelinica rica em lipideos e proteinas que, por sua vez, sdo o principal
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manancial nutricional de larvas (Dhont 2010) planctonicas ou que possuem lecitrotofia

facultativa.

[ 1. REPRODUTORES (ME, D) ]— 1.1 LARVAS (ME, D) 1.1.1 JUVENIL (ME, D)

2.1.1 JUVENIL (ME, D)

2.1 LARVAS (ME, D)

2.1.2 JUVENIL (ME, ND)

[ 2. REPRODUTORES (ME, ND)

2.2.1JUVENIL (ME, D)

2.2 LARVAS (ME, ND)

2.2.2 JUVENIL (ME, ND)

3.1.1 JUVENIL (ME, D)

3.1 LARVAS (ME, D)

3.1.3 JUVENIL (M, D)

3. REPRODUTORES (M, D)

3.3.1JUVENIL (ME, D)

3.3 LARVAS (M, D)

VANNVANEVANAN

3.3.3 JUVENIL (M, D)

4.1.1 JUVENIL (ME, D)

4.1 LARVAS (ME, D)

4.1.4 JUVENIL (M, ND)

4 REPRODUTORES (M, ND)

4.4.1 JUVENIL (ME, D)

4.4 LARVAS (M, ND)

4.4.4 JUVENIL (M, ND)

Figura 29 - Desenho experimental de diferentes regimes tréficos alimentares aplicados na em juvenis de
Palaemon varians em funcdo da dieta inicial dada aos reprodutores e na larvicultura. ME — metanauplios
de Artemia sp. enriquecidos com HUFA; M — metanauplios de Artemia sp. simples; D - alimentacédo
oferecida diariamente e; ND — alimentacdo oferecida em dias alternados.

Apbs 24 horas de sua eclosdo, os nauplios de Artemia sp. desenvolvem-se como
metanauplios e suas reservas nutricionais reduzem de forma muito acentuada. De modo a
enriquecer metanauplios com HUFA, realiza-se um procedimento de micro encapsulamento,
onde o metanauplio se torna, automaticamente, uma pequena capsula na qual o conteudo do
enriquecimento esta contido no seu sistema digestivo (processo também conhecido como bio-

encapsulacdo) (Dhont 2010) tornando possivel obter um padrdo de qualidade excelente
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(metanduplio enriquecido) e um de qualidade inferior (metanauplio simples). Além disso,
considerou-se avaliar se 0s organismos submetidos a inanicdo em dias alternados apresentariam
algum efeito deletério onde se observaria uma provavel reducao no desenvolvimento e menores
taxas de crescimento relacionadas a quantidade de alimentagéo fornecida. Assim, a alimentacéo
fornecida diariamente foi acatada como quantidade 6tima, enquanto a alimentacao fornecida em

dias alternados foi classificada como quantitativamente inferior.

O enriquecimento foi realizado por meio de um processo de bioencapsulagéo.
Metanauplios de Artemia sp. recém metamorfoseados foram transferidos do meio aquatico salino
ao qual eclodiram para uma &gua com salinidade 25 enriquecida com acidos graxos altamente
saturados (HUFA). Utilizou-se 1 mg do enriquecimento comercial S.PRESSO INVE
Agquaculture que foi diluido em agua salina do cultivo em um liquidificador. Os metanauplios
foram mantidos neste meio em um periodo de 24 horas. Os metanauplios ndo enriquecidos

permaneceram durante 24 horas ap6s a metamorfose no ambiente de cultivo inicial.

Os juvenis foram cultivados individualmente durante 16 dias em placas de cultivo
individual (Figura 30) (150 mL) com troca diaria de agua, com temperatura aproximada de 26
°C, alimentados uma vez ao dia conforme o regime trofico correspondente. Os animais foram
cultivados de decapodito até o 16° dia, considerando 5 ecdises aproximadamente, onde ao
término do periodo, os animais onde os mesmos foram liofilizados durante 24 horas e pesados
para obtencdo do peso (mg) em balanca analitica de precisdo 0,0001 g (Kern). O comprimento
da carapaca foi determinado por meio da medida do extremo distal do rostro ao extremo posterior
do cefalotérax (mm), utilizou-se um estereomicroscépio (Stemi 2000 - C Zeiss). O comprimento
total foi estimado por meio da reta de regressdo para juvenis de Palaemon varians expressa pela
equacdo: CT = 1,2561*CC + 4,1478 R? = 0,99. Todos os resultados foram expressos como
valores médios com o respetivo desvio-padrdo, assim como os valores maximos e minimos

registados.
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Figura 30 - Cultivo individual de juvenis de Palaemon varians.

O desenvolvimento e a sobrevivéncia foram avaliados por meio da ecdise do animal em
dias baseado na descri¢do de P. varians (Fincham 1979). O desenvolvimento dos juvenis foi
expresso pela proporcdo da quantidade de juvenis e o estagio de desenvolvimento de cada animal
no dia de avaliacdo. Foi igualmente monitorizado o perfil de sincronizacdo de muda nos
diferentes dias ap6s a metamorfose. Observou-se a quantidade de juvenis que realizaram
metamorfose desde o primeiro animal até a Gltimo, num intervalo de 9 a 16 dias apds a
metamorfose. Os valores obtidos foram convertidos e exibidos em percentual para avaliar a

tendéncia de metamorfose.

Apos as mensuragdes feitas, os valores foram processados na analise de normalidade e
homogeneidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Com as
condi¢es atendidas, as médias dos parametros avaliados foram submetidas & anélise de variancia
(ANOVA de uma via) conforme a natureza dos dados (Rohlf e Sokal 1995). Quando encontradas
diferencas significativas para os parametros analisados (P < 0,05), aplicou-se o teste de Tukey-
Kramer para comparagdo das médias. As analises estatisticas foram realizadas no programa

estatistico SigmaPlot 11.0.
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3.2.3 Resultados

Todos os tratamentos obtiveram sobrevivéncia superior a 85%. No desenvolvimento,
observou-se que os regimes troficos 1.1.1 (ME, D; ME, D; ME, D) 85%, 2.2.1 (ME, ND; ME,
ND, ME, D) 75%, 2.2.2 (ME, ND; ME, ND; ME, ND) 75%, 3.1.1 (M, D; ME, D; ME, D) 100%,
4.1.1 (M, ND; ME, D; ME, D) 95%, 4.1.4 (M, ND; ME, D; M, ND) 95%, 4.4.1 (M, ND; M, ND;
ME, D) 100% e 4.4.4 (M, ND; M, ND; M, ND) 95%. apresentaram o maior percentual de juvenis
com 5 ecdises, diferindo dos demais tratamentos, sendo que, o regime trofico 4.4.1 (M, ND; M,
ND; ME, D) completou as 5 ecdises em 14 dias, 2 dias antes do término do periodo de avaliagéo.
O regime tréfico 3.3.3 (M, D; M, D; M, D) 35%, apresentou 0 menor percentual de animais com
5 ecdises realizadas (Figura 31). Na sincronizacdo de mudas de decapodito até juvenil 6, 0s
regimes troficos que apresentaram metamorfose precoce foram 4.1.1 (M, ND; ME, D; ME, D),
4.1.4 (M, ND; ME, D; M, ND) e 3.3.1 (M, D; M, D; ME, D), enquanto os regimes tréficos com
as tendéncias de metamorfose mais retardadas foram 2.1.2 (ME, ND; ME, D; ME, ND), 2.2.2
(ME, ND; ME, ND; ME, ND) e 3.3.3 (M, D; M, D; M, D). Os demais regimes completaram as

ecdises com uma media de 13 a 16 dias ap6s a metamorfose (Figura 33).

No comprimento total (mm), os regimes troficos com maiores valores médios foram:
2.1.1 (ME, ND; ME, ND, ME, D) 6,20 + 0,13 mm, 3.1.1 (M, D; ME, D; ME, D) 6,04 + 0,17 mm,
3.3.1 (M, D; M, D; ME, D) 6,06 + 0,13 mm, 3.3.3 (M, D; M, D; M, D) 6,06 + 0,17 mm e 4.1.1
(M, ND; ME, D; ME, D) 6,09 + 0,17 mm, néo diferindo estatisticamente entre si (P > 0,05). Os
menores valores médios foram obtidos nos regimes tréficos 2.2.1 (ME, ND; ME, ND; ME, D)
5,85+ 0,19 mm, 2.2.2 (ME, ND; ME, ND; ME, ND) 5,71 £ 0,11 mm, 4.1.4 (M, ND; ME, D; M,
ND) 5,79 + 0,14 mm, 4.4.1 (M, ND; M, ND; ME, D) 5,87 + 0,16 mm e 4.4.4 (M, ND; M, ND;
M, ND) 5,77 + 0,14 mm, diferindo dos demais regimes troficos (P < 0,05) e sendo similares entre
si (P > 0,05) (Figura 32). Assim como 0 comprimento total, o peso (mg) apresentou diferencas
entre os regimes troficos, sendo que, os maiores valores médios foram registrados em: 1.1.1 (ME,
D; ME, D; ME, D) 4,73 + 0,87 mg, 2.1.1 (ME, ND; ME, D; ME, D) 4,86 + 0,72 mg, 3.1.1 (M,
D; ME, D; ME, D) 4,57 + 0,94 mg e 4.1.1 (M, ND; ME, D; ME, D) 4,69 + 0,80 mg (P > 0,05).
Ja os regimes troficos com os menores valores médios foram: 2.2.2 (ME, ND; ME, ND; ME,
ND) 2,06 £ 0,33 mg e 4.4.4 (M, ND; M, ND; M, ND) 2,92 = 0,50 mg, diferindo de todos os

demais regimes troficos (Figura 32).
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Figura 31 - Sobrevivéncia e desenvolvimento de juvenis de Palaemon varians em dias apds a metamorfose com diferentes regimes tréficos. Cada regime tréfico € composto
por (*.*****) onde: (*) representa a dieta oferecida aos reprodutores, (**) representa a dieta oferecida durante o desenvolvimento larval e (***) representa a dieta
oferecida aos juvenis. Dietas: 1 — Metanauplio de Artemia sp. enriquecido com HUFA diariamente; 2 — metanauplio de Artemia sp. enriquecido com HUFA em dias
alternados; 3 — Metandauplios de Artemia sp. oferecidos diariamente e 4 — Metanauplios de Artemia sp. oferecidos em dias alternados. Siglas: J1 — decapodito recém
metamorfoseado; J2 — Juvenil ap6s uma ecdise; J3 — Juvenil apos duas ecdises; J4 — Juvenil apos trés ecdises; J5 — Juvenil apds quatro ecdises e. J6 — Juvenil apds cinco

ecdises.
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Figura 32 - Valores médios, maximos e minimos extremos e desvio-padrao de comprimento total e peso em juvenis de Palaemon varians mantidos em diferentes regimes
tréficos alimentares. Cada regime trofico € composto por (*.**.***) onde: (*) representa a dieta oferecida aos reprodutores, (**) representa a dieta oferecida durante o
desenvolvimento larval e (***) representa a dieta oferecida aos juvenis. Dietas: 1 — Metanauplio de Artemia sp. enriquecido com HUFA diariamente; 2 — metanauplio de
Artemia sp. enriquecido com HUFA em dias alternados; 3 — Metanauplios de Artemia sp. oferecidos diariamente e; 4 — Metanauplios de Artemia sp. oferecidos em dias
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Figura 33 - Sincronismo de ecdises de decapoditos de Palaemon varians até a 5° ecdise (juvenil 6) em
dias ap6s a metamorfose com diferentes regimes tréficos alimentares. Cada regime trofico é composto de
3 nameros (*.**.***) no qual (*) representa a dieta oferecida aos reprodutores, (**) representa a dieta
oferecida durante o desenvolvimento larval e (***) representa a dieta oferecida aos juvenis. Dietas: 1 —
Metanduplio de Artemia sp. enriquecido com HUFA diariamente; 2 — metanauplio de Artemia sp.
enriquecido com HUFA em dias alternados; 3 — Metanauplios de Artemia sp. oferecidos diariamente e; 4
— Metanauplios de Artemia sp. oferecidos em dias alternados.
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3.2.4 Discussao

Os resultados nos mostraram que a sobrevivéncia foi bem elevada, uma caracteristica
comum na espécie, j& que Palaemon varians apresenta resisténcia elevada a diversas condigdes
bidticas e abioticas, com dados elevados de sobrevivéncia na literatura, sendo este um dos fatores
que a torna uma espécie modelo para estudos de impacto ambiental e transgeracionais (Calado
et al. 2010; Cottin et al. 2012; Raveux et al. 2012; Oliphant et al. 2014; Oliphant e Thatje 2014).
No percentual de juvenis que realizaram 5 ecdises, foi percebida uma tendéncia incomum do que
é reportado na literatura. Os animais pertencentes aos regimes troficos 2.2.1 (ME, ND; ME, ND;
ME, D); 2.2.2 (ME, ND; ME, ND; ME, ND); 4.1.1 (M, ND; ME, D; ME, D); 4.1.4 (M, ND; ME,
D; M, ND); 4.4.1 (M, ND; M, ND; ME, D) e, 4.4.4 (M, ND; M, ND; M, ND) encerraram as 5
ecdises antes dos demais regimes troficos, exibindo o maior percentual de animais com 5 ecdises.
Vale ressaltar que os animais destes regimes troficos, considerados como sub-6timos ou de
qualidade inferior, obtiveram os menores valores de peso e comprimento total. Em juvenis, as
diferencas morfolégicas se tornam mais dificeis de avaliar, quando comparado ao
desenvolvimento larval, que sdo mais acentuadas (Fincham 1979). Aparentemente, 0s animais
dos regimes troficos mais defasados realizaram todas as mudas previstas, entretanto, o

crescimento ndo seguiu no mesmo ritmo dos demais regimes troficos.

A metamorfose precoce pode ser um fator interessante no cultivo de espécies como
Palaemon varians, por exemplo, larvas de Lysmata seticaudata que metamorfoseiam mais cedo,
porém com menor tamanho, podem se desenvolver melhor nos estigios seguintes de vida,
diferentemente de larvas que retardam sua metamorfose e apresentam um crescimento final
maior (Carvalho e Calado 2018). Este comportamento pode estar associado a plasticidade a
fatores bioticos do ambiente natural onde estes animais habitam. A disponibilidade de alimentos
no habitat e a predacdo por outras espécies pode desencadear a metamorfose precoce fazendo
com que direcionem suas reservas energeticas para manutengéo e concentrem na ecdise, visando

uma melhoria na mobilidade de fuga ou busca alimentar em ambientes de maior competitividade.

Regimes tréficos que realizaram a muda precoce como 3.3.1 (M, D; M, D; ME, D) e 4.4.1
(M, ND; M, ND; ME, D) podem ter compensado na fase de juvenil o déficit nutricional dos
cendrios troficos anteriores ao qual foi submetido, e ap0s receber uma dieta de qualidade
superior, usufruiram desta nova qualidade alimentar canalizando-a para as ecdises seguintes.
Crustaceos decdpodas podem apresentar uma resposta pronunciada de contrabalancar uma
deficiéncia durante seu desenvolvimento denomidada “crescimento compensatério” (Wu et al.

2000). O crescimento compensatério pode ser definido por um crescimento incomumente rapido,
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maior que o normal, em sua maioria associado a realimentacdo adequada ap6s um periodo de
restricdo alimentar (Dobson e Holmes 1984). A resposta do crescimento compensatorio pode ser
influenciada por diversos fatores, em especial a restricdo alimentar (Wu et al. 2001; Wu e Dont
2002). Observamos aqui que os animais destes regimes troficos compensaram seus déficites
aumentando o nimero de ecdises, contudo, sem aumentar seu peso ou tamanho. Porém, esta
compensacdo pode nao ser suficiente para equilibar um desarranjo no crescimento, podendo
alcangar um “ponto de ndo retorno”, nomeadamente, quando as larvas perdem a capacidade de

recuperar-se de um estresse nutricional (Anger 2001; Stumpf et al. 2010; Stumpf et al. 2015).

Isto nos leva a pensar sobre um conceito descrito por Anger (2001) para uma
caracteristica adaptativa denominada lecitrotofia secundéria obrigatéria (LSO), definido por “um
estagio larval tardio ndo alimentar (decapodito) que apresenta a habilidade de catabolizar a
matéria organica derivada da alimentacdo planctdnica, acumulada nos estagios larvais, com o
objetivo de impulsionar a metamorfose para juvenil”. A LSO demonstra como possiveis
deficiéncias nutricionais na fase larval podem interferir no desempenho dos juvenis, onde 0s
regimes troficos sub-6timos larvais afetam determinantemente o desenvolvimento na fase
seguinte. Calado et al. (2010) observou que decapoditos de P. varians ndo alimentados e
mantidos sob inanicdo no primeiro estagio de juvenil ndo apresentam o mesmo crescimento
compensatorio que animais alimentados neste estagio, demonstrando atraso e aumento do
intervalo em dias entre mudas. Os autores avaliaram apenas o estdgio de juvenil, ndo
considerando a histdria de vida larval na qual todos foram mantidos sobre a mesma qualidade

alimentar.

No peso, os regimes tréficos com os piores rendimentos foram 2.2.2 (ME, ND. ME, ND;
ME, ND) e 4.4.4 (M, ND; M, ND; M, ND). juvenis oriundos de reprodutores com alimentacao
deficiente, com alimentacdo de baixa qualidade durante o desenvolvimento larval, ndo foram
capazes de compensar seu crescimento com a alimentagéo correspondente ao seu regime trofico,
expressa pelos menores valores médios de crescimento e peso. E notdrio que os regimes troficos
mencionados ndo conseguiram alcangar o desempenho do regime controle, uma vez que, o déficit
nutricional quantitativo pode ter tido inicio desde o desenvolvimento embrionario e 0s animais
ndo conseguiram compensar seu crescimento com alimentagéo reduzida, independentemente da
qualidade alimentar. Mesmo recebendo alimentacéo de qualidade superior, 2.2.2 (ME, ND; ME,
ND; ME; ND) apresentou desempenho de crescimento inferior aos demais tratamentos. Regimes
tréficos como 2.2.1 (ME, ND; ME, ND; ME, D), 4.4.1 (M, ND; M, ND; ME, D) também
apresentaram valores medios de comprimento inferiores, 0 que pode estar relacionado,
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novamente, ao deficit nutricional quantitativo durante o desenvolvimento larval. Aparentemente,
0s juvenis ndo conseguiram realizar o crescimento compensatério e eliminar a deficiéncia do
estagio anterior apenas nas primeiras 5 ecdises como juvenil. O reflexo de uma alimentagdo
insuficiente em fases anteriores da historia de vida do organismo pode afetar diretamente os as
fases seguintes da historia de vida do animal. Vale ressaltar que os juvenis destes regimes troficos
receberam alimentacdo de qualidade 6tima (ME), contudo, esta ndo foi suficiente para suprir a

caréncia gerada pela inanigdo alimentar intercalada no estagio larval.

Por outro lado, observou-se no peso e comprimento que os melhores resultados foram
obtidos nos regimes troficos alimentados sempre com a dieta 6tima (M, D) de todas as origens
parentais. Foi possivel observar que as larvas e juvenis de P. varians alimentados com a melhor
dieta ou até mesmo com dietas de qualidade inferior com oferta diaria, como os regimes troficos
3.1.3(M, D; ME, D; M, D), 3.3.1 (M, D; M, D; ME, D) e 3.3.3 (M, D;, M, D; M, D); conseguem
suprir uma possivel deficiéncia nutricional de origem embrionaria parental apenas com a
alimentacdo. Esta capacidade de recuperacdo presente nos crustdceos decapodas que habitam
regides de alta variacdo abidtica (Rosa et al. 2007), pode ser um fator importante no estudo
ecologico desta espécie. A plasticidade presente na biologia destes animais permitem que 0s
mesmos se adaptem as variacbes como alteracdes de salinidade e disponibilidade alimentar,

conseguindo inverter o impacto negativo destas em seu desenvolvimento (Calado et al. 2010).

Impactos “transitivos” ou “latentes”, oriundos da formagdo do embrido ou durante a
larvicultura, podem ser expressos durante a historia de vida (juvenil ou adulto), por exemplo,
impactos tardios no crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia pés-metamorfose (Giménez
et al. 2004). A existéncia de lecitrotofia secundaria facultativa em juvenis recém
metamorfoseados de P. varians € uma caracteristica adaptativa, reflexo de uma méa ou ausente
nutricdo. O estresse causado por condig¢Bes troficas sub-O6timas nos ultimos estdgios de
desenvolvimento pode apresentar um impacto mais significativo durante o desenvolvimento. O
estresse ocasionado pelos desajustes troficos nos estagios finais de desenvolvimento pode causar
um efeito notdrio na metamorfose, de modo que os decapoditos consigam superar inadequacdes
tréficas extremas através da catabolizacdo de reservas nutricionais acumuladas nas ultimas fases
do desenvolvimento larval (Calado et al. 2010). A conscientizacdo de que os efeitos parentais
podem ser herdaveis demonstra que sua interpretacdo como plasticidade ¢ uma presungédo que

deve ser primeiramente avaliada do que aceita automaticamente (Bernardo 1996a).
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O presente trabalho verificou o efeito do investimento parental em juvenis e também que
0s animais possuem uma plasticidade de adaptacdo a regimes tréficos de baixa qualidade,
podendo adequar o seu desenvolvimento a uma nutrigdo de qualidade inferior. O mesmo néo
aconteceu em regimes tréficos onde a privagdo alimentar foi determinante, com redugdo notdria
do crescimento. Tudo que foi observado nos leva a arguir se poderia ocorrer um efeito tardio
deste investimento parental na fase adulta, ou se o efeito de um investimento parental deficiente
poderia ser suprido pela ministracdo de alimentagéo de qualidade/quantidade excelente na dieta

dos animais.

Diante destes fatos, aconselha-se ministrar aos juvenis, oriundas dos mais diversos
regimes troficos parentais, uma dieta de qualidade 6tima e frequente, ja que os menores valores
de crescimento e desenvolvimento foram associados a privacdo de alimento, nomeadamente,
caréncia nutricional. Torna-se necessario ampliar os estudos avaliando ndo apenas a relacédo
investimento parental/desenvolvimento, mas durante todo o ciclo de vida do animal, buscando
identificar variagdes na vida adulta, principalmente, na reproducdo e formagdo de uma nova
geracdo, mostrando que o fenotipo pode ser alterado em funcdo da necessidade de adequacgéo as

condicdes troficas oferecidas pelos meios.
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CAPITULO 4 — Consideragcdes Finais e Perspectivas Futuras
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O presente trabalho permitiu abordar o desempenho reprodutor, larval e pés larval de
organismos aquaticos caracteristicos de ambientes distintos, nomeadamente em cenarios estresse
abidtico e/ou biotico. Foi possivel observar a importancia da adequagédo tecnoldgica ao cultivo
de espécies que nem sempre possuem grande valor agregado ao mercado alimenticio, mas que
apresentam outras qualidades quando explorados para aplicagdes ndo alimentares, tais como o
uso destes animais como bioindicadores de qualidade ambiental, efeitos de desregulacdo dos
ecossistemas por meio das mudancas climéaticas e antrOpicas. Este trabalho mostrou a
importancia do uso de espécies ja conhecidas pelos estudos de impacto ambiental e antropico, tal
como Palaemon varians, mas também trouxe a inovacdo da inclusdo de novas espécies para
avaliacdo de condi¢fes ambientais sub-6timas, tais como Macrobrachium pantanalense, espécie
endémica da regido do Pantanal e Macrobrachium amazonicum, espécie de ampla distribuicdo
no territdrio brasileiro e amplamente explorado pela pesca na regido amazénica.

O camarao do Pantanal, M. pantanalense, € um animal de grande relevancia para a regido
onde esta inserido, muito utilizado no comércio local como isca viva para pesca esportiva,
modalidade fortemente explorada pelo turismo na regido (Catella 2003; Catella e Fernandes
2008; Karim et al. 2015). O pantanal de Mato Grosso do Sul é um ecossistema rico de
biodiversidade, contudo o mesmo € fortemente impactado pela acdo antropica oriunda da
agropecuaria na regido e a lixiviagdo de compostos quimicos utilizados em lavouras,
desmatamento de regifes marginais de rios, mineracdo exploratoria e lixiviacdo do efluente em
corpos hidricos da regido, sendo estes, um dos principais causadores de danos a este ecossistema.
Otimizar o protocolo de cultivo de M. pantanalense é assim uma tarefa urgente, pois esta é uma
espécie endémica na regido, sendo assim teoricamente mais vulneravel a alteracdes mais ou
menos pronunciadas que possam impactar o seu habitat. Para que o protocolo de cultivo deste
animal se estabeleca é fundamental conhecer a sua biologia reprodutiva e as suas exigéncias
nutricionais.

Esta pesquisa trouxe a proposta de conhecer os niveis basicos nutricionais exigidos por
M. pantanalense. Verificou-se que os reprodutores de M. pantanalense, quando alimentados com
uma dieta contendo um teor de 30% de proteina bruta (PB) e 4200 Kcal/Kg de energia bruta (EB)
em sua dieta apresentam uma maior producédo larval e uma maior fertilidade. Com relagdo a
resisténcia das larvas produzidas submetidas a inanigéo, a dieta parental contendo 40% de PB e
3600 Kcal/Kg de EB promoveu a producédo de larvas mais resistentes a este cenario de estresse
trofico extremo. As larvas oriundas de reprodutores alimentados com uma dieta 40 PB e 3600
EB, quando cultivadas até a metamorfose, apresentaram maior sobrevivéncia e percentual de

metamorfose, sendo que os maiores valores de peso e comprimento foram obtidos na dieta 30
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PB e 4200 EB. Economicamente, torna-se mais viavel o uso da dieta 30 PB e 4200 EB para
alimentacdo de reprodutores, uma vez que a producao larval foi superior aos demais tratamentos
e 0 valor econdmico com o uso da proteina é assim inferior, pois a proteina € um dos componentes
mais onerosos na formulacgdo de ragdes.

As pesquisas realizadas servirdo assim de base para dar continuidade a formacdo do
pacote tecnologico que vem sendo desenvolvido para M. pantanalense, pois a partir dos dados
aqui obtidos, sera possivel avangar com a investigacdo das demais exigéncias nutricionais desta
espécie (niveis lipidicos, carboidratos, minerais e vitaminas), priveligiando o uso de ingredientes
disponiveis na regido de origem deste organismo que oferecam qualidade nutricional similar a
ingredientes padrdo comumente utilizados na formulacdo comercial de racdes (ex. farinha de
peixe, farelo de soja e outros) e que se adequem a palatabilidade destes camardes.
Adicionalmente, sera possivel conhecer de forma mais profunda os efeitos das interacdes troficas
alimentares nas diversas fases de vida deste camardo palaemonideo. Com mais informacdes
disponiveis sobre esta espécie, sera possivel explora-la com maior acuracia em estudos de
impacto ambiental e antrépico no ecossistema do Pantanal.

Relativamente ao camardo-da-Amazonia, M. amazonicum, esta € uma espécie ja
amplamente explorada na regido amazénica, sendo abundante nos corpos hidricos l6ticos da
regido. Este organismo vem sofrendo um impacto constante resultante do esfor¢co de captura da
pesca artesanal, sendo que, seus estoques naturais, vem reduzindo de forma mais ou menos
pronunciada. Adicionalmente, existe uma grande degradacdo dos ambientes estuarinos onde esta
espécie realiza o seu desenvolvimento inicial, facto que a médio longo prazo podera impactar de
forma negativa as populagdes existentes. Diferentemente de M. pantanalense, que possui uma
distribuicdo geografica muito restrita e tecnologia de cultivo num estado de desenvolvimento
inicial, M. amazonicum é uma espécie que vem se expandido em todo o territério brasileiro e ja
possui mais de 15 anos de pesquisas nos mais diversos centros de estudo do Brasil, com algumas
producbes comerciais ja bem implementadas e em funcionamento. Além de toda o desempenho
comercial que M. amazonicum possui no cenario comercial alimentar brasileiro, este camaréo
também pode ser utilizado em estudos de impactos ambientais na regido amazonica, ecossistema
este bem diferente do Pantanal, mas com problemas antrépicos similares, tais como o
desmatamento, crescimento exacerbado da pecuéria e agricultura, além da exploragdo frequente
dos estuérios pela pesca exploratdria, dragagem de areia dos canais e outros, ndo esquecendo dos
fatores ambientais por si s0, nomeadamente a elevacdo da temperatura das aguas e dos niveis de

salinidade.
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Por meio do presente trabalho foi possivel verificar que as larvas de M. amazonicum,
quando submetidas a reducdes graduais de salinidade durante o cultivo, apresentam melhor
rendimento, crescimento, sobrevivéncia e uma maior taxa de metamorfose quando expostas a
gradientes de salinidade do que quando sujeitas a uma redacdo mais brusca deste parametro.
Observou-se que uma reducéo escalonada de salinidade de 10-8-5 iniciada a partir do 10° dia é
possivel promover a producdo de decapoditos com tamanho similar e padrdes de
desenvolvimento superiores aos obtidos a uma salinidade de 10 utilizada na maioria dos cultivos
comerciais. Adicionalmente, também foi possivel verificar que uma redugéo de salinidade em
50% a meio do periodo de cultivo larval ndo é de todo recomendada, sendo preferivel proceder
a uma reducdo escalonada da salinidade durante esta fase do ciclo de vida deste camaréo
palaemonideo. Este procedimento devera assim recriar um comportamento natural por parte das
larvas destes camard@es, que durante os estadgios mais avangados do seu desenvolvimento larval
direcionam-se para regifes estuarinas com menor concentracdo salina para completar seu
desenvolvimento e metamorfosear em decapoditos (possivelmente antes de perfazerem 21 dias
apos a sua eclosdo) (Moraes-Valenti e Valenti 2010).

Macrobrachium amazonicum vem sendo amplamente estudado no Brasil e a tendéncia de
as pesquisas continuarem é forte, sendo hoje 0 mesmo considerado como uma poténcia nacional
na aquicultura do Brasil com possibilidades de equiparar-se a producdo e comercializacdo do
camardo da Malasia, Macrobrachium rosenbergii. Saindo do cenério da aquicultura alimentar, a
utilizacdo desta espécie como bioindicador de alteracbes ambientais e antrOpicas nos
ecossistemas em que € autdctone torna-se uma possibilidade eminente e ndo deve ser ignorada,
uma vez que os cenarios das alteracGes globais na regido da Amazoénia e dos estuarios da regido
norte do pais sdo criticos e cada vez mais notorios.

Nesta pesquisa foi possivel observar o comportamento de larvas e juvenis de P. varians
quando expostos a diferentes cenarios troficos. Larvas oriundas de regimes troficos defasados
conseguem se recuperar com uma alimentagéo de qualidade inferior. Observou-se que larvas
alimentadas com um alimento de qualidade inferior, mas diariamente, apresentam resultados
similares a larvas alimentadas com dietas nutricionalmente superiores. Ao receber alimentacéo
de qualidade 6tima, porém, com quantidades reduzidas, o crescimento das larvas é menor. O
crescimento compensatorio ndo consegue assim suprir a deficiéncia causada pela inanicdo
alimentar. Estes animais apresentam uma reduc&o no crescimento, um incremento no numero de
dias necessarios para completar o seu ciclo de desenvolvimento larval e uma diminuicdo da

sincronizacdo de metamorfose em decapoditos.
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Adicionalmente, observou-se que a metamorfose ndo consegue apagar os efeitos
deletérios resultantes de uma nutrigdo deficiente durante o desenvolvimento larval. Juvenis de P.
varians, produzidos a partir de larvas cujos reprodutores foram expostos a cenarios troficos
desfavoraveis, apresentaram dificuldades de recuperacdo do seu desempenho, exibindo uma
reducdo do seu peso e do seu crescimento. Contudo, os camardes expostos a estes cenarios
troficos desfavoraveis promoveram a realizacdo de ecdises de crescimento em menor tempo do
que o registrado em organismos expostos a cenarios troficos excelentes. A fuga de predadores e
a busca por alimento disponivel podem ser razdes plausiveis para estas ecdises de crescimento,
de modo que, os mesmos podem usufruir das capacidades motoras com maior eficiéncia.
Todavia, 0s organismos ndo apresentaram um crescimento esperado como resposta desta
mudanga demonstrando que o déficit alimentar continuou sendo um fator limitante ao seu
desenvolvimento.

No presente trabalho foi possivel observar a forma como os cenarios troficos desfasados
podem afetar a histéria de vida de organismos aquéaticos de ciclo de vida bi-fasico,
nomeadamente em cendrios de escassez alimentar quantitativa e/ou qualitativa. Foi claramente
percetivel o efeito de uma alimentacdo sub-6tima durante as primeiras fases de vida destes
organismos e as consequéncias deletérias promovidas nos estagios seguintes do ciclo de vida
destas espécies, podendo mesmo condicionar a formacdo de uma nova geracdo. Num contexto
geral, esta tese vem avancar o estado da arte da utilizacdo de camarBes palaemonideos para
abordar questdes associadas com estressores antrépicos, com énfase para alteracdes globais.
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