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RESUMO

Este estudo teve como objetivo comparar o efeito de diferentes densidades celulares da microalga Thalassiosira weissflogii na
alimentacédo de larvas de Litopenaeus vannamei, e avaliar sua utilizacdo em escala comercial. Para avaliar a densidade algal
adequada foram utilizados trés tratamentos, 0,5; 1,0 e 2,0 x 10* células/mL. Na avaliagdo em escala comercial comparou-se a
utilizacdo de T. weissflogii com Chaetoceros muelleri, quanto a metamorfose, sobrevivéncia e peso final. Os resultados
mostraram que a densidade de 2,0 x 10* cels/mL apresentaram menor sobrevivéncia e a agua do cultivo maiores
concentragdes de nutrientes e contagem de bactérias totais em comparagéo com os tratamentos de 0,5 e 1,0 x 10 células/mL
(p < 0,05), que ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si (p > 0,05) para os parametros analisados. Nao foram
observadas diferengas significativas nos parametros analisados entre as duas espécies de microalgas utilizadas na larvicultura
comercial (p > 0,05). Os resultados mostraram que a densidade de 2,0 x 10* cels/mL de T. weissflogii pode causar prejuizos
para a larvicultura de camardes, devido a degradagao da qualidade da agua causada pela introdugdo de maiores volumes de
inéculos de microalgas, gerando acumulo de nutrientes e o aumento da carga bacteriana. O uso de T. weissflogii em
larviculturas comerciais apresentou resultados satisfatérios para a produgédo de larvas de L. vannamei.

PALAVRA-CHAVE: Camarao marinho, microalga, qualidade de agua, qualidade larval.

ABSTRACT
EVALUATION OF Thalassiosira weissflogii IN Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) LARVAL REARING.
The objective of this work was to establish the effects of the microalgae Thalassiosira weissflogii in different densities added to
experimental L. vannamei larval rearing, as well as assess its use in commercial-scale production. To evaluate the algal
densities, were tested three treatments (0.5, 1 and 2 x 10* cells/mL) in experimental conditions. In the commercial-scale larval
rearing was compared the use of T. weissflogii with Chaetoceros muelleri as regard to shrimp metamorphosis, final survival and
final weight. The results showed that larvae fed with 2 x 10* cells/mL presented low survival and the culture water became
highly concentrated with nutrients and total bacteria counts when compared to treatments 0.5, 1 x 10* cells/mL (p < 0.05), which
no statistically significant differences were observed in both treatments (p > 0.05) for analyzed parameters. No significant
differences were observed in the parameters tested between microalgae species in the commercial-scale larval rearing (p >
0.05). Results demonstrate that T. weissflogii at a density of 2 x 10* cells/mL can be detrimental to shrimp larval rearing due to
decay in water quality caused by the introduction of high microalga inoculum, which generates accumulation of nutrients and
increase of total bacteria. The use of T. weissflogii showed good results and can be adopted in commercial-scale of the L.

vannamei larval rearing.

KEY-WORDS: marine shrimp, microalgae, water quality, larval rearing

INTRODUCAO

As larvas de camarbes marinhos possuem
exigéncias de  acidos graxos  insaturados,
principalmente da familia n-3 e n-6 (Brown et al.
1997). Em larviculturas de peneideos, no estadio de
protozoea, esta exigéncia nutricional € cumprida com
o fornecimento de microalgas marinhas. Estas sdo na
sua maioria ricas em &cidos graxos polinsaturados
(PUFAs), principalmente os acidos docosahexandico
(DHA) e eicosapentandico (EPA) (Pina et al. 2006).

Segundo Coutteau (1996) as diatomaceas tém
sido consideradas o grupo de microalgas mais
importante na alimentacdo de larvas de camardes
marinhos. O género Chaetoceros, principalmente a
espécie C. muelleri, € o mais utilizado nas larviculturas
de peneideos para alimenta¢édo de seus estédios larvais,
principalmente protozoea (Gomez-Gil et al. 2002, Pifia et
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al. 2005, Jaime-Ceballos et al. 2006). Diversos artigos
(D"Souza & Loneragan 1999, D"Souza et al. 2002, Pifia
et al. 2006) apontam esta microalga obtendo bons
resultados no desenvolvimento e na sobrevivéncia das
larvas de peneideos em diversos trabalhos.
Thalassiosira weissflogii (Grunow) Fryxell &
Hasle, anteriormente conhecida como Thalassiossira
fluviatilis Hustedt, é outra diatomacea com potencial
para uso na larvicultura de camardées marinhos, por
apresentar alto valor nutricional (Arredondo-Vega et
al. 2004). Emmerson (1980) relatou que larvas de
Penaeus indicus alimentadas com T. weissflogii
apresentaram rapido crescimento em compara¢do com
larvas alimentadas com outras espécies de microalgas.
Olivera et al. (1993) também relataram resultados
semelhantes, sendo que as larvas de Litopenaeus
schmitti alimentadas com T. weissflogi (como T.
fluviatilis) apresentaram melhor sobrevivéncia e
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desenvolvimento larval do estadio de protozoea para o
estadio de misis.

Além do valor nutricional a disponibilidade do
alimento é um fator importante no desenvolvimento das
larvas. Segundo Pifa et al. (2005) ha informagdes de
respostas de ingestdo e crescimento para diferentes
concentracées de alimentos para larvas de algumas
espécies de peneideos. Emmerson (1980) e Pifa et
al. (2005) estudaram a sobrevivéncia, crescimento e
desenvolvimento larval a partir do estadio de nauplio
V até protozoea | com diferentes densidades das
algas Thalassiosira weissflogii e Chaetoceros muelleri
para larvas das espécies Penaeus indicus e
Litopenaeus vannamei, respectivamente. Porém os
efeitos das baixas ou altas densidades das
microalgas ndo sdo bem estudados para o estadio de
protozoea da espécie L. vannamei.

Em excesso, as microalgas podem causar
problemas em larviculturas, como acumular nitrogénio
dissolvido na agua de cultivo, principalmente na forma
de amoénia, pelo maior consumo e excregdo das
larvas (Thompson et al. 2002) ou servir de vetores de
microrganismos patogénicos para camardes (Kurmaly
et al. 1989 apud Robinson et al. 2005).

Um dos principais problemas no cultivo de
camardes relacionado com a qualidade de &gua € a
toxicidade do nitrito e da amoénia, este Ultimo sendo
mais toxico em pH basico onde predomina a forma
ndo ionizada (Wright 1995, Zhao et al. 1997). O
aporte de material organico, como restos de alimento
e fezes, também pode causar prejuizo em
larviculturas devido ao aparecimento de bactérias
oportunistas, como Vibrio spp., levando a importantes
mortalidades (Mourifio et al. 2008a).

Nas fases de desenvolvimento embrionario e
larval, os camardes s&o mais sensiveis aos altos niveis
de amoénia (Ostrensky & Wasielesky Jr. 1995). A
redugdo da sobrevivéncia e do crescimento dos
camardes causados pelas doses sub-letais ou letais da
am0nia téxica, ou ndo ionizada, podem causar prejuizos
consideraveis na aquicultura (Barajas et al. 2006).

Os nutrientes que podem acumular em tanques
ou viveiros de cultivo de camardo (amoénia, nitrato,
fosfato) sdo essenciais para o crescimento das
bactérias, e quanto maior a concentracdo dos
nutrientes no meio maior o crescimento destas
(Madigan et al. 2004). Segundo alguns autores
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(Salvensen et al. 1999, Thompson et al. 1999,
D’Souza et al. 2002, Mourifo et al. 2008a), 0 nimero
total de bactérias nos tanques de cultivo pode
alcangar niveis bastante elevados depois da
introducdo de microalgas e alimentos vivos, que
podem trazer consigo uma carga elevada de
nutrientes residuais ou de bactérias heterotréficas
associadas a estes microrganismos.

Este estudo teve como objetivo comparar o
efeito de diferentes densidades celulares da
microalga T. weissflogii sobre a sobrevivéncia das
larvas de L. vannamei nos estadios de nauplio V a
protozoea lll, aos parametros de qualidade de 4gua e
microbiolégicos; e avaliar o uso de T. weissflogii em
larviculturas de L. vannamei em escala industrial em
comparagao com Chaetoceros muelleri quanto a
metamorfose, sobrevivéncia e peso final das larvas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de
Camardes Marinhos, Departamento de Aquicultura,
Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal
de Santa Catarina, localizado no municipio de
Florianépolis, no Estado de Santa Catarina. O
Laboratorio esta habilitado para produzir cerca de 60
milhdes de pds-larvas de camardo marinho por més.

Experimento 1

Para avaliagdo da densidade de Thalassiosira
weissflogii na larvicultura de Litopenaeus vannamei
foram testadas trés densidades diferentes, com trés
réplicas, em um delineamento completamente
casualizado. Os tratamentos experimentais foram: 0,5
x 10* células/mL (tratamento TWO0,5), 1,0 x 10*
células/mL (tratamento TW1) e 2,0 x 10* células/mL
(tratamento TW2) de T. weissflogii.

Cada unidade experimental foi constituida por 1
tanque de fibra de vidro com formato cilindro-cénico
com capacidade de 50 litros, os quais foram
povoados com 5000 nauplios V. A salinidade e a
temperatura da agua de cultivo foram mantidas nos
seguintes niveis: 35 ppm e 28 + 1°C,
respectivamente, possuindo aeragdo constante. O
experimento foi conduzido até a metamorfose para o
estadio de protozoea lll, quando foram feitas as
contagens das larvas para determinar a sobrevivéncia
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em cada unidade experimental. A coleta foi realizada
em trés amostras de 100 mL apdés o aumento da
aeragdo nos tanques para homogeneizagdo, e em
seguida feita a contagem das larvas. A média das
contagens foi extrapolada para o volume do tanque e
a sobrevivéncia calculada em porcentagem através
da equacgao abaixo:

5 =222y 100
NLP

S = sobrevivéncia (%)

NLF = nimero de larvas estimadas no final do
experimento.

NLP = namero de larvas povoadas no inicio do
experimento.

Diariamente foram realizadas contagens da
densidade das microalgas em todas as unidades
experimentais, com auxilio de cdmara de Neubauer, e
reinoculado T. weissflogii para manutengcdo da
densidade algal do delineamento.

Para as analises microbiologicas, foram
coletadas assepticamente em tubos de 10 mL
amostras da agua das unidades experimentais no
inicio e no final do experimento. As amostras foram
diluidas em serie 1/10 até 10* em tubos contendo
solugédo salina estéril (3% de NaCl). Uma aliquota (0,1
mL) das diluicoes foi semeada em meios de cultura
para bactérias totais marinhas (Agar Marine, Difco) e
para vibrionaceas (Agar Tiossulfato Citrato Bile
Sucrose — TCBS, Difco). As placas foram incubadas
em estufa para crescimento bacteriano a 30°C
durante 24 horas para posterior contagem total das
unidades formadoras de colénias vidveis por mililitros
de amostra (UFC/mL). Nas placas de TCBS foram
feitas contagens totais de colbnias viaveis e estas
foram separadas em col6nias fermentadoras de
sacarose (amarelas) e colénias nao fermentadoras de
sacarose (verdes).

Para mensurar os parametros de qualidade de
agua (amdnia total, nitrito, nitrato, fosfato e silicato),
diariamente foram coletadas amostras da agua de cada
unidade experimental em garrafas de coleta de plastico
de 250 mL, com rosca. As leituras dos resultados foram
realizadas em espectrofotdmetro, seguindo metodologia
descrita por Baumgarten et al. (1996).

A amonia total dissolvida foi mensurada pelo
método de Solorzano (1977) modificado por
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Strickland & Parsons (1972). O nitrito dissolvido foi
determinado pela reacdo de Griess descrita por
Bendschneider & Robinson (1952). Para
quantificacdo do nitrato dissolvido utilizou-se o
método adaptado de Wood et al. (1967). O fosfato
total dissolvido foi mensurado pelo método de Murphy
& Riley (1962) e a silica segundo método de Mullin &
Riley (1955). Os métodos utilizados para a
determinacao do nitrito, nitrato, fosfato e silicio estao
descritos por Aminot & Chaussepied (1983).

Experimento 2

Para avaliagdo da utilizagéo de T. weissflogii na
larvicultura de L. vannamei em escala comercial foram
utilizados dois tratamentos (7. weissflogii e
Chaetoceros muelleri com seis réplicas para cada,
seguindo o delineamento completamente casualizado.
Cada réplica foi formada por tanques com formato
retangular com fundo em U, de fibra de vidro com
capacidade de 20 toneladas de agua marinha com
entrada e saida de agua em lados opostos do tanque,
possuindo sistema de aeragdo e aquecimento central
para manter a temperatura constante.

No preparo da agua foram inoculadas as
microalgas T. weissflogii na densidade de 0,5 x 10*
cels/mL, a qual foi mantida diariamente durante toda a
larvicultura e C. muelleri na densidade de 10 x 10*
cels/mL até misis I, 6 x 10* cels/mL até pds-larva 1, e
em 5 x 10* cels/mL apds este estadio até o final da
larvicultura, no estadio de pés-larva 12 (LCM, 2007).

Os tanques foram inoculados com 3,4 + 0,8
milhdes de nauplios V. A temperatura foi mantida em
31 £ 1,5°C, e o oxigénio acima de 3,5 mg/L. A
renovacao de agua foi de 100% ao dia, e foi realizada
através de telas, adequando o tamanho destas ao
tamanho das larvas, como recomendado pelas
instru¢cdes normativas do protocolo de operagao PO-4
do LCM-UFSC (LCM, 2007). Ao final de cada
renovacdo de agua eram feitas as contagens das
densidades de microalgas, com auxilio da caAmara de
Neubauer, e calculado o volume necessario de cultura
de microalga para manter as densidades desejadas.

As larvas foram alimentadas inicialmente, além
das microalgas, com as dietas descritas na tabela 1,
segunda as normativas do protocolo de operacao PO-
4 do LCM-UFSC (LCM, 2007).
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Tabela 1 — Alimentacéo larval diaria do camardo marinho Litopenaeus vannamei na larvicultura do LCM-UFSC.

Artémia Dieta
(nauplios de Racao Flake liquida
Estégio da larva artemia/la[va de (g/milhdo de larvas) (g/milhdo (mL/milha
camarao) de larvas) o de larva)
manha tarde F1 F2 F3 F4 01 02
Nauplio 3 - - - - - - - - - - -
Nauplio 4 - - - - - - - - - - -
Nauplio 5 - - - - - - - - - - -
Protozoea 1 - - - - 15 - - - - 5 -
Protozoea 2 - - - - 15 - - - - 8 -
Protozoea 2/3 - - - - 20 - - - - 9 -
Protozoea 3 - - - - 30 - - - - 10 -
Protozoea 3/Misis1 | - | 2C | 4C | 4C | 30 - - - - 12 -
Misis1 4C | 4C | 4C | 4C | - 24 - - 6 13 -
Misis 2 4C | 4C | 4C | 4C | - 24 - - 6 17 -
Misis 3 4C | 4C | 4C | 4C | - 28 - - 7 18 -
Misis 3/Pbés-larva1 | 10 | - | 15 | 15 - 23 - - 12 - 20
Pés-larva 1 15| - |15 |25 | - - 23 - 12 - 22
Pés-larva 2 18| - | 23|23 | - - 23 - 12 - 24
Pés-larva 3 20| - | 25|25 | - - 27 - 13 - 25
Pés-larva 4 20| - | 25|25 | - - - 27 13 - 26
Pés-larva 5 26| - | 26|26 | - - - 30 15 - 26
Pés-larva 6 26| - | 26|26 | - - - 33 17 - 27
Pés-larva 7 26| - | 26|26 | - - - 53 27 - 27
Pés-larva 8-12 26| - |26 | 26 60 30 - 28

C — Nauplios de artémia congelado, F1 - Frippak INVE 1, F2 - Frippak INVE 2, F3 - Frippak INVE 3, F4 - Frippak

INVE 4, O1 - Ocean Drops 1, O2 - Ocean Drops 2.

No inicio da larvicultura, quando as larvas
passaram para o estadio de misis |, foi calculada a
sobrevivéncia apos a metamorfose ou “taxa de
virada” (numero de misis estimada dividido pelo
namero de nauplios V usados no povoamento). No
final do experimento, no estadio de pés-larvas 12, foi
estimada a sobrevivéncia final e o peso final. Durante
a larvicultura ~ também foram observadas
semanalmente a qualidade larval (necroses,
deformidades, cromatéforo, epibiontes, sindrome de
“bolitas”), que foi determinada através da ficha de

S = (PLPL))CIOO
NNP

S= Sobrevivéncia final (%)
PT= Peso total das pds-larvas que sairam do tanque

PL= Peso médio das pés-larvas estimadas por amostragem

NNP= Numero total de nduplios V povoados no tanque

Analises estatisticas
Os dados de sobrevivéncia das larvas de L.
vannamei, das analises microbiolégicas e dos
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qualidade de larvas do protocolo de operagdao FM-
03/PO-4 do LCM citada em Mourifio et al. (2008a),
adaptado de FAO (2004).

A sobrevivéncia final da
estimada a partir do peso das pés-larvas. O peso
médio final das poés-larvas foi determinado por 4
amostras de 100 mL, onde foi contado o nimero total
de larvas e posteriormente concentrada em peneira
de 100 um para a pesagem em balanga de precisdo
(0,001 g). A sobrevivéncia e 0o peso médio foram
determinados pelas seguintes equacoes:

larvicultura foi

PA
PL=—-
NP
PA= Peso da amostra de pés-larvas

NP= Numero de pds-larvas amostradas

parametros de qualidade da agua foram analisados
quanto a homogeneidade de variancia pelo teste de
Bartlett. Quando as varidncias dos tratamentos
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mostraram-se  heterogéneas, os dados foram
transformados em log (x+1) e posteriormente
submetidos a analise de variancia (p < 0,05) para os
dados de sobrevivéncia e andlise de variancia com
parcelas subdivididas no tempo (p < 0,05) para os
pardmetros de qualidade de &gua e analises
microbiolégicas da éagua. Uma vez encontrada
diferenca significativas entre os tratamentos, foi
utilizado o teste de diferenca de médias, Tukey (p <
0,05) (Zar, 1996). As relagdes dos dados obtidos no
experimento 1 foram analisadas através da andlise de
componente principal (ACP), baseada na matriz de
correlacdo das variaveis analisadas, onde se constroi

um sistema de eixos para representar as amostras,
no qual a natureza multivariada dos dados pode ser
visualizada em poucas dimensdes, neste caso
apenas duas (Valentin, 2000).

RESULTADOS

Experimento 1

Nos parametros amdnia, nitrito, nitrato e fosfato
a agua dos tratamentos TWO0,5 e TW1 foram
estatisticamente iguais (p > 0,05), enquanto que o
tratamento TW2 apontou as maiores concentragbes
dos nutrientes (p < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentragdes de nutrientes dissolvidos na agua (Média + desvio padrdo) de cultivo nas larviculturas
experimentais mantidas com trés densidades diferentes de Thalassiosira weissflogii (TWE).

TWE x 10° NHs-N NO, NO; PO, SiO;
(UFC/mL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
o 05 0,16 +0,01a 0,03+0,01a 0,15+0,27a 0,51+0,10a 0,66+0,12a
:jia 1,0 0,17+0,02a 0,04+0,01a 0,06:0,10a 052+0,03a 0,93+0,20a
2,0 0,20+0,01b 0,06£0,01b 1,22+0,35b 0,79+0,05b 1,09+0,24 a
0 0,5 0,15+0,02a 0,03+0,01a 0,16x0,12a 0,33+0,11a 0,67+0,17a
dia 1,0 0,16+0,01a 0,04+0,01a 0,39+0,18a 0,20+0,08a 0,93+0,21a
2,0 0,20+0,02b 0,06£0,01b 1,11+040b 0,63+0,13b 1,09+0,27 a
30 0,5 0,06 +0,02a 0,03+0,01a 0,01£0,00a 0,02+0,01a 0,46+0,06a
dia 1,0 0,07+0,02a 0,03£0,01a 0,010,00a 0,02+0,01a 0,56+0,22a
2,0 0,12+0,02b 0,06+£0,01b 056+0,11b 0,06+0,01b 0,54£0,11a
40 0,5 0,12+0,02a 0,04+0,01a 0,36+0,28a 0,74+0,05a 0,68+0,08a
dia 1,0 0,13+0,03a 0,05+0,01a 0,81+027a 0,82+0,09a 0,74+0,17a
2,0 0,21+0,03b 0,09£0,01b 167+0,39b 0,99+0,06b 0,80+0,16a

As larvas de L. vannamei do tratamento TW2
apresentaram uma menor sobrevivéncia com 53,4 +
8,1%, sendo significativamente inferior (p < 0,05) as

larvas dos tratamentos TW0,5 e TW1 que obtiveram
80,7 £ 13,7% e 79,4 £ 9,8%, respectivamente (Figura 1).

Densidades (10 cels-mL")

100 1 a
-[ a
< 75 l i
p b
= b
& ]
g I
>
9
2 J
S 25
(%)
0
0,5 1 2

Figura 1 - Sobrevivéncia (média + desvio padrdo) do Litopenaeus vannamei na fase de protozoea Il nas
larviculturas do experimento | mantidas com trés densidades diferentes de Thalassiosira weissflogii. Letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste Tukey de separacao de médias (p < 0,05).
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As contagens de bactérias totais e de apresentou uma contagem significativamente maior (p
vibrionaceas na agua de cultivo, no inicio do < 0,05) de bactérias totais, 8,3 + 4,5x105 UFC/mL
experimento ndo mostraram diferengas significativas (Figura 2), e menor para as vibrionaceas, 2,2 +
entre os tratamentos (p < 0,05). Entretanto, ao final 0,4x10° UFC/mL (Figura 3) em relagdo aos demais
do experimento a 4gua de cultivo do tratamento TW2 tratamentos.

7 -
;- b
I

log (x+1)UFC-mL"1
N

TWEO0,5 TWEA TWE2
Densidades (10% celssmL™)

Figura 2 - Contagem (média * desvio padréo) de bactérias marinhas totais na agua final das larviculturas do
experimento | mantidas com trés densidades diferentes de Thalassiosira weissflogii (TWE0,5 = 0,5 x
10%células/mL, TWE1,0 = 1 x 10*células/mL e TWE 2 = 2,0 x 1O4células/mL). Letras diferentes indicam diferengas
significativas pelo teste Tukey de separacdo de médias (p < 0,05).

Nao houve diferenca significativa (p < 0,05) de colénias da &gua do tratamento TW2 foi
quanto a contagem de colbnias sacarose positiva, significativamente menor que os demais (Figura 3).
enquanto que para a sacarose negativa a contagem
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a= coléniaamarela (sacarose positiva) v =colbniaverde (sacarose negativa) T = contagem total

Figura 3 - Contagem (médias * desvio padrdo) de Vibrio na agua final das larviculturas do experimento | mantidas
com trés densidades diferentes de Thalassiosira weissflogii (TWEO0,5 = 0,5 x 104células/mL, TWE1,0 = 1,0 x
10%células/mL e TWE 2,0 =20 x 104células/mL).Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste
Tukey de separacao de médias (p < 0,05).

A comparagao da agua dos tratamentos TWO0,5 para todos parametros microbiologicos avaliados (p >
e TW1 nao evidenciou diferenga significativamente 0,05). Suas médias foram 5,5 + 0,26x10* UFC/mL e
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46 + 0,62 x10*° UFC/ml para bactérias totais,
respectivamente, 3,3 + 2,9x103 UFC/mL e 1,34 *
1,15x10° UFC/mL para vibrionaceas (Fig. 2 e 3).

N&o houve interacdo (p > 0,05) entre nenhum
dos parametros de qualidade de agua avaliados e os
dias de avaliacdo. Contudo, foi observada diferenca
significativa em todos os parametros de qualidade
agua avaliados, exceto silica (p > 0,05), entre os
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tratamentos (p < 0,05) (Tabela 2).

A andlise de componente principal sintetiza a
relagdo dos tratamentos com os parametros de
qualidade de agua, microbioldgicos e sobrevivéncia
(Figura 4). O resultado desta analise explica 81,60 %
da variancia dos dados (68,31 % e 13,29% dos eixos
de variagdo 1 e 2, respectivamente).

25 -20 -15 -10 -05 00 05 1,0 15 2,0 25 3,0 3,5

Fator 2: 13,29%

Figura 4 — Analise de componente principal (ACP) para a comparagédo dos pardmetros de qualidade de agua,
microbiologia e sobrevivéncia. (a) Circulo de autovetores das variaveis (Sob = sobrevivéncia; BT = bactérias
totais; SP = Col6nias sacarose positivas; SN = Col6nias sacarose negativa; NH; = Aménia; NO, = nitrito; NO3 =
nitrato; PO = fosfato, Si = Silicato). (b) Plano de disperséo das réplicas (1 a 3 = 0,5 x 10° células/ mL; 4a 6 = 1 x

10 células/ mL; 7 a 9 = 2 x 10* células/ mL).

O eixo de variagdo 1 é positivamente influenciado
pela contagem total de Vibrios (tanto pelas colénias
fermentadoras ou nao de sacarose), e negativamente
influenciado pelo nimero de bactérias totais e pela
concentragdo dos nutrientes. O eixo de variagdo 2 é
influenciado positivamente pela sobrevivéncia.

A ACP revela certa distingdo entre as réplicas
que contribuem para o primeiro e para o segundo
eixo. O tratamento TWO0,5 é representado pelas
réplicasde 1a3;0TW1ded4abeoTW2de7al.
As variaveis que mais contribuiram positivamente
para o eixo de variagdo 1 foram as 2, 3 e 5; e as que
contribuiram negativamente foram as 7, 8 e 9.
Enquanto que a variavel 1 contribuiu positivamente
para o eixo de variancia 2.

A posicao mais a direita no eixo 2 da réplica 1
esta altamente correlacionado com a alta
sobrevivéncia deste. Enquanto a posicao das réplicas
8 e 9 esta mais relacionado as altas concentragdes
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de nitrato e fosfato. A posicdo mais acima no eixo 1 e
a esquerda do eixo 2, das réplicas 2, 3 e 5, estao
positivamente correlacionadas com o0s maiores
contagens de Vibrios e negativamente
correlacionadas com as contagens de bactérias totais
e dos nutrientes em geral.

Experimento 2

Os resultados das larviculturas de L. vannamei
em escala industrial utilizando a microalga T.
weissflogii ndo apresentaram diferenga significativa
quanto a “taxa de virada”, peso médio e sobrevivéncia
(p < 0,05) comparado com as larviculturas utilizando
C. muelleri, (Tabela 3). A qualidade das larvas
observadas durante todo periodo de larvicultura se
mantiveram com indice “6timo”, segundo a pontuagao
da ficha de qualidade larval citada em Mourifio et al.
(2008a).
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Tabela 3 — Avaliacao da T. weissflogii e da C. muelleri em larviculturas comerciais de L. vannamei.

N° Taxa de Peso final Sobrevivéncia Qualidade
povoado virada (%) (mg) (%) larval
Média 3676666 a 90,12 a 3,66 a 74,74 a ..
TWE Otimo
Desvio 533729 11,86 0,88 13,35
Média 3146666 a 81,09 a 3,16 a 64,40 a ..
CMU Otimo
desvio 1031614 10,73 1,27 17,71
DISCUSSAO concentragées de amoénia, nitrito e ortofosfatos, e os

A baixa sobrevivéncia no experimento 1 do
Litopenaeus vannamei no estadio de protozoea no
tratamento de maior densidade algal (2 x 10*
células/mL) de Thalassiosira weissflogii
provavelmente esta relacionado com as maiores
concentragbes dos nutrientes e carga bacteriana,
apresentados na agua deste tratamento.

Artiles-Rodriguez (2000 apud Pifa et al. 2005)
encontrou um efeito negativo na superalimentagao na
sobrevivéncia larval de L. schmitti que pode ser
explicado pelo efeito tdéxico de metabdlicos das
microalgas ou pela natagcao erratica das larvas, causada
pelo comprimento excessivo de filamentos fecais.
Diferentemente, Pina et al. (2005) demonstraram que o
aumento da oferta de C. muelleri de 4 a 12 x 10*
células/mL para 12 a 30 x 10* células/ mL, ndo interferiu
no crescimento do L. vannamei no estadio de
protozoea, considerando assim, a alimentacéo
cautelosa, ou em menores densidades de microalga, a
melhor estratégia no cultivo de larva desta espécie.

Neste trabalho, a maior oferta de microalga
teve como conseqiiéncia a piora na qualidade de
agua, causado pelo aumento da concentragdo de
nutrientes como a amonia, nitrito, nitrato e fosfato.
Porém, a concentragdo de nutrientes ndo se deu ao
longo do tempo, sendo provavelmente causada pelo
meio de cultura residual do in6culo de microalga, ja
que o tratamento com maior densidade de microalgas
necessita da introducdo de um maior volume de
microalgas.

No estudo de Jensen et al. (2006) para avaliar
a influéncia da T. weissflogii (como T. fluviatilis) na
qualidade da agua e no desempenho das pds-larvas
de Farfantepenaeus paulensis, verificaram que a
adicdo de microalga nos bergarios aumentou nas
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autores atribuem esse aumento ao meio de cultura
residual dos tanques de cultivo de microalgas.

A ACP neste estudo revelou uma alta correlagao
positiva entre as réplicas do tratamento 3 (com maior
concentragdo de microalgas) com as
concentragbes dos nutrientes e maior contagem de
bactérias totais. As réplicas dos demais tratamentos
mostraram perfis bastante parecidos com maiores
sobrevivéncias e maiores contagens de Vibrios, porém
com baixas contagens de bactérias totais e menores
concentragbes dos nutrientes. Com excegao das larvas
da réplica 1 que apresentou a maior sobrevivéncia e
mostrou baixa contagem de Vibrios.

Os resultados apontam que as maiores
densidades de Thalassiosira weissflogii ou as maiores
quantidades de inbéculos destas nos tanques de
larvicultura estdo correlacionados com uma baixa
qualidade de agua e consequientemente uma menor
sobrevivéncia das larvas de Litopenaeus vannamei.

A alta concentracdo de nutrientes toxicos aos
camardes, como 0 nitrito e a amoénia, é causada pela
excregdo dos animais aquaticos e pela amonificagao
dos alimentos ndo consumidos, particulas orgéanicas e
sedimentos (Wright 1995, Zhao et al. 1997). Segundo
Liu & Chen (2004) o excesso de ambnia afeta o
sistema imune de L. vannamei, prejudicando seu
crescimento e sua sobrevivéncia (Thompson et al.
2002). Ja o nitrito nos crustaceos, provoca um
aumento da pressao parcial de oxigénio, sugerindo
uma elevagdo do O, livre e um decréscimo de O,
ligado a hemocianina (oxihemocianina), levando o
organismo a morte (Chen & Cheng, 1996).

Segundo Boyd & Tucker (1998) os valores
maximos adequados para larvas de Penaeus
monodon de amdnia-n (aménia ndo ionizada mais a
amoOnia ionizada) e de nitrito sdo de 0,13 e 2,00 mg/L,

maiores
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respectivamente. No experimento 1, os niveis de
amdnia se mantiveram préximo ao valor indicado por
Boyd & Tucker (1998), porém o tratamento com maior
densidade algal (0,5 x 10* cels/mL) apresentou
sempre valores acima de 0,19 mg/L (acima de 50% a
mais do valor adequado) ,exceto no terceiro dia. Ja
as concentragbes de nitrito se mantiveram abaixo de
0,09 mg/L, concentragcdo inferior da citada
anteriormente como maximo adequado.

Para organismos aquaticos a concentragéo
letal (LCs) apos 96 h para nitrato chega a 1000 mg/L
apés 96 horas (Boyd & Tucker, 1998), porém Muir et
al. (1991), demonstraram que a concentra¢do de 1,0
mg/L é letal para o protozoea Penaeus monodon,
constituindo o mais baixo relato da toxidade aguda do
nitrato para organismos marinhos. No experimento 1,
0 Unico tratamento que esteve acima da concentragao
de 1,0 mg NO3s-N/mL foi o tratamento TWE2 ,exceto
no terceiro dia.

Neste estudo, a ma qualidade de agua,
causada pelo aumento da concentragdo de nutrientes
e conseqglentemente pelo aumento das bactérias
totais, provocou maior mortalidade das protozoeas de
L. vannamei em altas densidades de Thalassiosira
weissflogii e as densidades de 0,5 x 10* a 1 x 10*
células/mL apresentaram os melhores resultados nos
tanques de larvicultura.

O nitrogénio e fésforo sdo utilizados pelas
bactérias heterotréficas para o seu desenvolvimento
(Kairesalo et al. 1995). Com isto, o acumulo de
nutrientes e de matéria orgénica pode gerar
condi¢cbes propicias para o crescimento e as altas
concentracoes de bactérias oportunistas, podendo
muitas destas ser patogénicas para os camaroes.

As principais bacterioses de camardes s&o
causadas pelo género Vibrio, principalmente pelas
espécies: V. harveyi, V. campbellii, e V. alginolyticus e
podem infectar tanto larvas como juvenis e adultos de
camardo. Essas doencgas ja causaram mortalidades
em larviculturas em diversos paises (Alvarez et al.
1998, Vandenberghe et al. 1999, Soto-Rodriguez et
al. 2006). Porém, neste experimento a maior
concentracdo de Vibrio nos tratamentos TWO0,5
(5,0x10° UFC/mL) e TW1 (4x10® UFC/mL) n&o causou
prejuizos para as protozoea de L. vannamei,
enquanto que a alta concentragao de bactérias totais
no tratamento TW2 (1 ,3x10° UFC/mL) contribuiu para
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a menor sobrevivéncia, podendo ter sido causada por
outras bactérias oportunistas que néo sejam do grupo
das vibrionaceas.

As bactérias oportunistas que causam
enfermidades em peneideos além do género Vibrio,
sao os géneros Leucothrix, Thiothrix, Flexibacter,
Flavobacterium, Cytophaga, Acinetobacter, Moraxella,
Alteromonas, Pseudomonas e Bacillus, estas
bactérias estao relacionadas a ma qualidade da agua
(Costa et al. 1998, Karunasagar et al. 2005, Mourifio
et al. 2008b). As bactérias filamentosas e os bacilos
gram-negativos podem ser as possiveis bactérias que
contribuiram para a maior mortalidade do tratamento
TW2, ja que estas foram encontradas na placas de
bactérias totais (Agar marine), através da coloragcao
de gram (dados nado quantificados).

Assim, como a quantidade total de Vibrio, a
quantidade de colbnias sacarose positiva e negativas
também nao interferiram negativamente na sobrevivéncia
das larvas. Maugeri et al. (2000) determinaram em seu
estudo as espécies que sao fermentadoras de sacarose:
V. metschnikovii, V. parahaemolyticus, V. mimicus, V.
hollisae, V. damsela e V. vulnificus; e as que nao sao
fermentadoras de sacarose: V. cholerae, V.
alginolyticus, V.fluvialis e V. furnissii. Segundo Harris et
al. (1996) a utilizacdo da sacarose por V. harveyi é
variavel, ela pode fermentar ou ndo esta substéncia,
sendo encontrada colénias com manchas verdes e
amarelas ao mesmo tempo em Agar TCBS.

O fato de que os Vibrios ndo alcancaram as
concentragdes elevadas nas larviculturas, chegando ao
maximo de 5 x 10° UFC/mL, pode explicar a nao
viruléncia destas bactérias nos tanques de larvicultura.
No estudo de Thaithongnum et al. (2006) constatou-
se que Vibrio harveyi causou mortalidades nas
larviculturas de camardées com uma concentragao de
7,0 x 10* UFC/mL.

O mecanismo de “quorum sensing” (comunicagao
celular) pode regular nas bactérias fungbes como
conjugagao, secrecao de fatores de viruléncia, produgao
de antibiéticos, formacao de bioflmes e
bioluminescéncia (Defoirdt et al. 2004). A viruléncia de
Vibrio é regulada por este mecanismo, e estas bactérias
produzem toxinas em maior escala quando encontrados
em concentracbes mais elevadas, devido a
comunicagdo através de moléculas sinais (Kievit &
Iglewski 2000, Manefield et al. 2000).
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Uma das espécies bacterianas mais estudadas
quanto ao mecanismo do “quorum sensing” é V.
harveyi, a qual possui dois mecanismos de
comunicag¢do reconhecidos como HAI-1 usado para
comunicagdes intra-espécies, e um sistema
conhecido como Al-2 empregado para comunicagdes
inter-espécies (Henke & Bassler 2004). Com isso,
outra hip6tese para a menor sobrevivéncia no
tratamento TW2, com menor quantidade de Vibrio e
maior quantidade de bactérias totais, é que o
aumento da populagdo bacteriana gerou uma maior
concentracdo de moléculas AHL (moléculas de
comunicacao) o que pode ter ativado a viruléncia de
algumas espécies de Vibrio.

As diatomaceas em geral possuem um étimo
valor nutricional para larvas de peneideos. No estudo de
D'Souza & Loneragan (1999) com as larvas de
Penaeus japinicus a microalga Chaetoceros muelleri
proporcionou a maior sobrevivéncia até misis |,
aproximadamente 75%, e as melhores taxas de
desenvolvimento, comparado com outras trés algas:
Tetraselmis suecica, Isochrysis sp. e Dunaliella
tertiolecta. Segundo estes autores estas diferencas se
devem a melhor composicdo de acidos graxos de C.
muelleri, que possui 0s maiores valores de EPA e DHA.
D"Souza & Loneragan (1999) também citam que outros
componentes nutritivos das microalgas importantes para
saude e crescimento das larvas de camardo sao as
quantidades de proteinas, lipidios e as vitaminas.

Pifa et al. (2006) também observaram que as
larvas de L .vannamei alimentadas com a microalga
C. muelleri apresentaram maior sobrevivéncia até
misis |, variando de 52 a 77%, além do melhor
desenvolvimento e comprimento final, comparando
também com T. suecica e Isochrysis sp. D’Souza et
al. (2002) nao observaram diferenca significativa na
sobrevivéncia das larvas de P. monodon entre C.
muelleri, C. calcitrans e Thalassiosira pseudonana,
tendo no total das trés microalgas uma sobrevivéncia
média acima de 79% até misis |. Porém, as larvas
alimentadas com C. muelleri alcangaram o melhor
desenvolvimento e o maior peso final entre as larvas
alimentadas com as outras duas microalgas.

Segundo Derner (2006) Thalassiosira
weissflogii (como T. fluviatilis) possui um valor
nutricional melhor do que C. muelleri, devido os
maiores valores de proteinas hidrossoluveis, lipideos
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totais e acidos graxos n-3 (EPA e DHA) e menor valor
de carboidratos totais. Este autor determinou os
valores de aproximadamente 33,8% de proteinas
hidrossoluveis, 16,6% de carboidratos totais, 12,69%
de lipideos totais, 2,79% de EPA e 0,84% de DHA, do
total de peso seco. Comparativamente, C. muelleri
possui, segundo o mesmo autor, 28,9% de proteinas
hidrossoluveis, 17,85% de carboidratos totais, 11,2%
de lipideos totais, 0,98% de EPA e 0,16% de DHA do
peso seco total. Vale ressaltar que Derner (2006)
utilizou as mesmas cepas de microalgas empregadas
no desenvolvimento deste trabalho.

As larvas de camardo alimentadas com T.
weissflogii ndo mostraram neste estudo uma
diferenca estatistica (p > 0,05) na sobrevivéncia das
larvas alimentadas com C. muelleri porém em
percentual foi superior na taxa de Vvirada,
sobrevivéncia e peso final das larvas.

Os resultados com estas duas espécies foram
semelhantes ou superiores a outros trabalhos que
utilizaram diatoméceas dos géneros Chaetoceros e
Thalassiosira, sendo os trabalhos citados realizados até
0 estagio de misis |, onde estes géneros também
mostraram um bom desempenho em larviculturas de
peneideos. Com estes resultados é possivel dizer que a
utilizagdo da T. weissflogii em larviculturas de L.
vannamei em escala comercial gera resultados
satisfatérios, mas ndo é diferente estatisticamente do
resultado com C. muelleri, porém numericamente maior.

CONCLUSAO

O estudo mostrou que as densidades celulares
mais adequadas de Thalassiosira weissflogii sao
entre 5 x 10° a 1 x 10* células/mL. E que as
densidades de 2 x 10% cels/mL podem causar
prejuizos para a larvicultura devido a degradacédo da
qualidade da agua causada pela maior introducéo de
inbculo de microalgas, acarretando acumulo de
nutrientes e o aumento da carga bacteriana.

O uso de T. weissflogii em larviculturas
industriais na  concentragdo  pré-estabelecida
apresentou resultados satisfatérios para a produgéo
de larvas em escala comercial, mostrando indices
semelhantes aos obtidos com a Chaetoceros muelleri,
microalga mais utilizada na larvicultura de camardes
peneideos em diversos paises.
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