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Resumo

O camarao pitu Macrobrachium carcinus tem sido alvo constante da exploragcao
comercial da pesca artesanal em diversos paises, inclusive no Brasil. Nas ultimas décadas
estas capturas declinaram significativamente, devido a poluicdo e destrui¢do dos ecossistemas
naturais e a sobrepesca. O M. carcinus se adapta bem ao confinamento e produz ovos e larvas
a partir de fémeas fecundadas em laboratorio. Entretanto, assim como em outros
palemonideos, a larvicultura é o ponto de estrangulamento da produgdo. Os principais
problemas relatados sdo comportamento agressivo, longo desenvolvimento larval e baixa
sobrevivéncia. Desta forma, objetivou-se com este trabalho aperfeigoar o processo de
producdo de poés-larvas do pitu M. carcinus, ao testar diferentes salinidades e sistemas de
cultivo. Fémeas ovigeras de M. carcinus foram capturadas no ambiente natural e levadas ao
laboratodrio para incubagdo dos ovos e posterior eclosdo das larvas. Apods a eclosdo, as larvas
recém-eclodidas em 4gua doce, foram aclimatadas as salinidades 16 ¢ 20%o e criadas durante
20-22 dias (Pré-cultivo), até o estagio Zoea VI (Zyi) quando foram submetidas aos
experimentos. Para avaliar a salinidade mais adequada, foram realizados dois experimentos de
estresse salino: Teste I [0, 4, 8, 12, 16 (controle), 20, 24 e 28%o], durante 96 horas, e Teste 2
[0, 4, 8, 12, 16, 20 (controle), 24, 28, 32, 36 ¢ 40%o], durante 120 horas. Nos dois testes, em
poucas horas foi observado 100% de mortalidade nas larvas Zy; de M. carcinus submetidas a
salinidade 0 e 4%o. As larvas criadas em salinidade 20%o obtiveram melhores resultados de
sobrevivéncia. Com base nos modelos gerados, uma faixa segura para as larvas Zy; de M.
carcinus seria entre 18 e 24%o. Para avaliagdo do sistema de larvicultura mais adequado, as
larvas de M. carcinus (Zy;) foram criadas em quatro sistemas de cultivo, dois abertos (Agua
Verde-AV e Agua Clara—AC) e dois fechados (Biofloco-BFT ¢ Biofiltro-SFD). A
sobrevivéncia média durante a larvicultura do M. carcinus (Zvyy , pL) com os sistemas BFT,
AC, AV e SFD foi 14,9; 28,8; 35,3 ¢ 57,1%, respectivamente. A produgdo de pos-larvas e a
taxa de metamorfose obtida no BFT (8,4 PL/L; 33,7%) foram superiores (P<0,05) aos
observados no SFD (2,8 PL/L; 11,2%) e AV (1,3 PL/L; 5,2%), e iguais aos obtidos no AC
(5,6 PL/L; 22,5%). O desenvolvimento das larvas no BFT foi mais rapido em relagdo aos
demais sistemas. Ao final do experimento, as larvas criadas no SFD obtiveram menor
(P<0,05) Indice de Desenvolvimento Larval — LSI (11,1) que os demais sistemas de cultivo
AV, AC e BFT (12,4; 12,7 e 13,0, respectivamente). Desta forma, o SFD foi o mais adequado
para a larvicultura do M. carcinus (Zyi . pr), com melhores resultados de sobrevivéncia e de

qualidade da agua.

Palavras-chave: pitu, camardo de 4gua doce, larvicultura, salinidade, sistemas de cultivo



Abstract

The painted river prawn Macrobrachium carcinus has been exploited commercially
through artisanal fishing in several countries, including Brazil. In recent decades these catches
have declined significantly due to pollution, destruction of natural ecosystems and over-
fishing. M. carcinus adapts well to confinement to produce eggs and larvae from females
fertilized in laboratory. However, as in other palemonids, the hatchery is the bottleneck of the
production. The main disadvantages are reported as aggressive behavior, long larval
development and low survival. Thus, the aim of this work was to improve the post-larvae
production process of M. carcinus, to test different salinities and rearing systems. Ovigerous
females of M. carcinus were captured in the wild and brought to the laboratory for eggs
incubation and subsequent larvae hatching. After hatching, the larvae newly hatched in
freshwater, were acclimated to salinities 16-20%0 and grown for 20-22 days (Pre-culture),
until VI Zoea (Zy;) stage when they were submitted to the experiments. To evaluate the most
appropriate salinity, two salt stress experiments were conducted: Test I [0, 4, 8, 12, 16
(control), 20, 24 and 28%eo], for 96 hours, and Test 2 [0, 4, 8, 12, 16, 20 (control), 24, 28, 32,
36 and 40%o] for 120 hours. In both tests, in a few hours 100% larval mortality was observed
in Zy1 M. carcinus larvae submitted to salinity 0-4%o. The larvae reared in 20%o salinity had
better survival rates. Based on the generated models, a safe range for Zy; larvae of M.
carcinus would be between 18 and 24%o. To review the most appropriate hatchery system,
larvae of M. carcinus (Zvyy) were reared in four culturing systems, two open (Green Water-AV
and Clear Water-AC) and two closed (Biofloc-BFT and Biofilter-SFD). Mean survival during
the larval rearing of M. carcinus (Zvyy pL) in the BFT, AC, AV and SFD systems were 14.9,
28.8, 35.3 and 57.1%, respectively. The postlarval production and metamorphosis rate
obtained in the BFT (8.4 PL/L, 33.7%) was higher (P<0.05) than observed in the SFD (2.8
LP/L, 11.2%) and AV (1.3 PL/L, 5.2%) and those obtained in the same AC (5.6 PL/L,
22.5%). The BFT larval development was faster when compared to other systems. At the end
of the experiment, the larvae reared in SFD had lower (P<0.05) Larval Stage Index — LSI
(11.1) than the other culture systems, as AV, AC and BFT (12.4, 12.7 and 13.0, respectively).
Thus, the SFD was the most suitable for M. carcinus (Zvy , pL) hatchery, with better results of

survival and water quality.

Key words: painted river prawn, freshwater prawn, hatchery, salinity, culture systems
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1. INTRODUCAO

O cultivo de camardes de dgua doce ¢ um dos setores da aquicultura que mais cresce no
mundo, devido principalmente aos avancos na tecnologia de produ¢do e a maior
sustentabilidade da atividade (VALENTI e TIDWELL, 2006). Segundo New et al. (2000), a
carcinicultura de 4gua doce, ¢ uma forma sustentdvel de produzir crusticeos com
lucratividade, baixo impacto ambiental e ganhos sociais.

As espécies de camardo de dgua doce mais adequadas ao cultivo sdo as do género
Macrobrachium Bate (Decapoda, Palaemonidae). S3o aproximadamente 200 espécies,
distribuidas nas zonas tropicais e subtropicais do mundo. Podem ser encontrados em todos os
continentes, exceto na Europa (HOLTHUIS, 1980). Ling e Costello (1979) e Holthius, (1980)
listaram varias espécies de Macrobrachium com grande potencial para a aquicultura e foram
testadas em cultivo na década de 70. Segundo Kutty e Valenti (2010), sdo 26 espécies que
estdo sob varios estagios de recrutamento pela aquicultura.

Segundo dados da FAO, em 2008, o Brasil produziu cerca de 6.850 t de camardes de
agua doce, onde, 6.600 t foram oriundas da pesca artesanal de camardes Macrobrachium spp.,
e 250 t provenientes dos cultivos comerciais de Macrobrachium rosenbergii (camardo-da-
Malasia) (FAO, 2010). Ainda segundo dados da FAO (2010), a produ¢do mundial de M.
rosenbergii oriunda da aquicultura cresceu de 17.164 t para 207.779 t entre os anos de 1993 ¢
2008.

Embora o M. rosenbergii tenha sido introduzido desde 1978, com a importagdao de pos-
larvas do Anuenue Fisheries Research Center (AFRC) do Havai, sua produgdo comercial
somente teve inicio no Brasil entre os anos de 1982 e 1983 (CAVALCANTI, 1998).
Posteriormente, com o dominio das técnicas de reprodugdo e larvicultura desta espécie,
inimeros projetos foram implantados em todo o pais, alcan¢ando-se, assim, um pico de

producdo de 700 t/ano em 1989, 1993 e 1994 (FAO, 2010).
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Com o sucesso da producao em massa do M. rosenbergii, as pesquisas com as espécies
nativas M. carcinus (pitu), M. acanthurus (camardo comum) e M. amazonicum (camardo
canela) ficaram bastante prejudicadas (CAVALCANTI, 1998), pois, embora possuissem
grande potencial para o cultivo, ainda requeriam o desenvolvimento de pesquisas para sua
aplicacdo em escala comercial (COELHO et al., 1978a,b, 1981; CORREIA ¢ CORDEIRO,
1981; CAVALCANTI, 1998).

A partir de 1995 (341 t), apds um periodo de bastante entusiasmo, teve inicio o declinio
da produgdo nacional de camarao de agua doce. De 1998 a 2007 a produgao oscilou entre 227
e 450 t/ano (230 t em 2007), devido a diversos fatores como a desorganizagdo da atividade,
deficiéncia na obtencdo de pos-larvas e servigos de extensdo de qualidade e, principalmente, a
falta de investimentos e assisténcia governamental para carcinicultura de dgua doce (NEW e
KUTTY, 2010).

Desde 2000 o Centro de Aquicultura da UNESP, em Jaboticabal-SP, vem
desenvolvendo pesquisas com o M. amazonicum e obtendo excelentes resultados, que indicam
potencial de cultivo significativo dessa espécie em aguas interiores, tanto em sistemas de
cultivo semi-intensivo quanto intensivo (VALENTI, 2007; MORAES-VALENTI e
VALENTI, 2007). Apesar do ressurgimento do interesse pelo cultivo de espécies endémicas,
particularmente no Brasil, ndo tem havido progressos recentes em relagdo ao cultivo do M.
carcinus ¢ do M. acanthurus, devido as técnicas utilizadas na producao ainda ndo estarem
adequadas a estas espécies (KUTTY e VALENTI, 2010).

O conhecimento sobre o M. carcinus ainda € bastante escasso. Os principais estudos
realizados foram sobre as primeiras tentativas de manutengdo de adultos e larvas em
laboratério (SOARES, 1956; LEWIS, 1961); descricao do desenvolvimento larval (LEWIS e
WARD, 1965; CHOUDHURY, 1971a; COELHO et al., 1982) e embrionario (MULLER,

1984; LARA-HERNANDEZ, 2006); producao e alimentacdo de larvas (LEWIS et al., 1966;
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SANTOS et al., 2007); nutrigio juvenis (CASAS-SANCHEZ et al., 1995); resposta a
variacoes de salinidade (CHOUDHURY, 1971b; MOREIRA et al., 1982, 1988; GRAZIANI
et al., 1995; HERMAN et al., 1999; CHUNG, 2001; SIGNORET ¢ BRAILOVSKY, 2004);
efeitos fisiologicos de metais toxicos (CORREA, 1987); comportamento reprodutivo
(GRAZIANI et al., 1993, 2003; VALENTI et al., 1986; MORENO et al. 2000; LARA ¢
WEHRTMANN, 2009); cultivo em viveiros (COELHO et al., 1978 a,b; MAGO-LECCIA,
1995; COELHO e LIMA, 2003); pesca e capturas (SILVA et al., 1981; MONTENEGRO et
al., 2001); fecundidade, maturacdo e curva de crescimento (LOBAO et al., 1985, 1986;
VALENTI et al., 1994) e distribui¢do do M. carcinus (ANDERSON e FILLINGAME, 1980;
GAMBA, 1982; BOWLES et al., 2000; MEJIA-ORTIZ et al., 2001; POMPEU et al., 2006).

A grande problematica na produ¢do de pos-larvas de M. carcinus estd no seu longo
desenvolvimento larval (45 a 70 dias) (VALENTI, 1985; HERMAN et al., 1999; PINHEIRO
et al., 2004; SANTOS et al., 2007) e comportamento agressivo, o que acarreta uma baixa
sobrevivéncia (10-18%) e produtividade (6-10 pdés-larvas/L) (CORREIA e CORDEIRO,
1981, LOBAO e ROJAS, 1985; GRAZIANI et al. 1993; HERMAN et al., 1999; ABREU et
al., 2004; KUTTY e VALENTI, 2010).

Segundo Kutty e Valenti (2010), apenas parte da tecnologia estabelecida para a
larvicultura do M. rosenbergii pode ser empregada na produgdo de larvas do M. carcinus.
Estudos sobre a biologia, requerimentos nutricionais e caracteristicas eco-fisioldgicas do M.

carcinus sao necessarios para se obter sucesso na larvicultura.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Camarao pitu Macrobrachium carcinus

No Brasil, ha quatro espécies de camardes de agua doce de real interesse econdmico: as
nativas, Macrobrachium carcinus (LINNAEUS, 1758), M. acanthurus (WIEGMANN, 1836)
e M. amazonicum (HELLER, 1862), que sdo bastante exploradas pela pesca artesanal e tem
grande potencial para aquicultura; e a espécie exotica, M. rosenbergii (De MAN, 1879),
introduzida no pais, no final dos anos 70, para ser explorada a partir de cultivos comerciais.

O M. carcinus (Painted river prawn — nome inglés na FAO) (Figura 1), conhecido no
Nordeste do Brasil como “pitu” e, em outras regides, como “lagosta de Sao Fidelis” ou
“lagostinha do Ribeira”, ¢ uma espécie que atinge grande tamanho, sendo encontrados
exemplares com 230 a 300 mm (3) e 170 a 265 mm (%) de comprimento total, e peso de 250
a 340 g (HOLTHUIS, 1952, 1980; PEREIRA ¢ PEREIRA, 1982; LOBAO e ROJAS, 1985,
LOBAO et al., 1985). Os adultos sdo facilmente reconheciveis, apresentando um padrio de
faixas longitudinais pretas e amarelas, exclusivo da espécie (MELO, 2003; COELHO et al.,
1982). Apesar de ser uma espécie muito fecunda, possui um comportamento agressivo € um
longo desenvolvimento larval, o que compromete a sobrevivéncia das larvas (CORREIA e

CORDEIRO, 1981, LOBAO e ROJAS, 1985; GRAZIANI et al. 1993; ABREU et al., 2004).

Figura 1. Exemplar adulto de Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758).
Fonte: http://www.marinespecies.org
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O M. carcinus ocorre desde o Sul dos Estados Unidos (Flérida e Texas) e América
Central até as Antilhas, Colombia, Venezuela, Suriname e Brasil (do Amapé ao Rio Grande
do Sul) (CHOUDHURY, 1971a; HOLTHUIS, 1980; GRAZIANI et al. 1993) (Figura 2).
Grandes populacdes selvagens estavam presentes nos EUA, México, Venezuela e Brasil, até
meados do século passado (KUTTY e VALENTI, 2010). No Brasil, dificilmente ¢ encontrado
em locais com altitude superior a 200 m. No entanto, existem registros desta espécie a uma
altitude de 140 m (Venezuela) e 535 m (M¢éxico) acima do nivel do mar (GAMBA, 1982;
MEJIA-ORTIZ et al.,, 2001). Em Pernambuco, a presenga da espécie ja foi registrada na
literatura nos rios Capibaribe-Mirim, Mamucaba, Jaboatdo e Igarasst, além das localidades de

Ipojuca e Tamandaré (COELHO et al., 2002).

P Km

Figura 2. Distribuicao geografica do M. carcinus no Brasil
Fonte: Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de Extingdo — MMA/Brasil (2008)

Esta espécie apresenta habito noturno (COELHO, 1963) e tem sua alimentagdo

predominantemente detritivora (LEWIS et al., 1966), habitando preferencialmente locais com
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turbuléncia elevada (correnteza), e substratos rochosos ou arenosos (HOLTHUIS, 1980). Os
individuos desta espécie preferem viver em areas com sombras as margens de rios, protegidas
embaixo de rochas e da vegetagdo. E bastante territorialista e agressiva, alimentando-se de
tudo que se encontra em seu “territorio” (KUTTY et al., 2000).

O camardo pitu M. carcinus ¢ uma espécie que se adapta bem ao confinamento,
produzindo ovos e larvas a partir de fémeas fecundadas em laboratorio (PINHEIRO et al.,
2006). Segundo Valenti et al. (1994), o peso de primeira maturagdo observado em exemplares
coletados no Rio Ribeira de Iguape ¢ por volta de 55 g. A reprodugdo ocorre no curso superior
dos rios (POMPEU et al., 2006), principalmente durante a estacdo chuvosa, no Brasil
(fevereiro a margo) e em Barbados (maio a outubro) (LEWIS et al., 1966; PEREIRA e
PEREIRA, 1982; VALENTI et al., 1986), e se inicia pela transferéncia do esperma do macho
para a fémea, que fica depositado em uma estrutura especial (espermatdforo) (ABREU et al.,
2004). Algum tempo apds o acasalamento (25-30 minutos), a fémea expulsa os 6vulos, que
sdo fecundados (MORENO et al., 2000). Os ovos fecundados sdo incubados pela fémea e se
desenvolvem aderidos aos pledpodos, durante 19-36 dias (LOBAO, 1997; LOBAO et al.,

1985; GRAZIANI et al., 1993; 2003; MORENO et al., 2000) (Figura 3).

Figura 3. Fémea ovigera de M. carcinus (Linnaeus, 1758). Fonte: O Autor.
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As larvas que eclodem em d4gua doce ou salobra (LEWIS e WARD, 1965;
CHOUDHURY, 1971a; COELHO et al., 1981, 1982) e sdo carreadas passivamente até o
estuario, onde se desenvolvem (LEWIS et al., 1966; DUGAN e FRAKES, 1973; DUGAN et
al., 1975; OBA et al., 1980; GAMBA, 1982). Entretanto, também ¢é observada uma migragao
das fémeas ovigeras em direcdo as regides costeiras (CHAVEZ-ALARCON ¢ CHAVEZ,
1976; SILVA et al., 1981). Posteriormente, as pds-larvas e juvenis migram rio acima em
diregdo a agua doce, onde se desenvolvem até a fase adulta (FIEVET, 1999; BENSTEAD et
al., 2000; POMPEU et al., 2006) (Figura 4). Segundo HORNE e BEISSER (1977), o camarao

pitu M. carcinus pode migrar mais de 300 km rio acima.

AGLIA DO AR SALCHIRA

OCSERVILVIMERTI LARVAL
PLAKCTO®MICO | IO - W)

FOLOGAD DAY LARVAS

Figura 4. Ciclo de vida do Macrobrachium carcinus (Esquema adaptado de Brown et al., 2010).
Fonte: O Autor.

Segundo MAGO-LECCIA (1995), o camarao pitu apresenta algumas vantagens para o
cultivo como rusticidade, tolerancia a variacdo de fatores ambientais ¢ ao manejo, além de
uma dieta onivora dos adultos. Contudo, embora possua grande potencial, o cultivo do pitu
ainda requer o desenvolvimento de estratégias eficazes para sua aplicagdo em escala
comercial (COELHO et al., 1978ab, 1981; CORREIA ¢ CORDEIRO, 1981; CAVALCANT]I,

1998) e, assim como em outros palemonideos, a larvicultura é o ponto de estrangulamento da
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produgdo, pois depende de um rigido controle da qualidade da agua, de uma alimentagdo
adequada e um manejo altamente especializado (LOBAO et al., 1998).

Os cuidados com a qualidade da 4gua na produgdo de larvas consistem na manuten¢ao
das condicdes favoraveis de salinidade, pH, temperatura, nutrientes e residuos alimentares.
Ap6s 61 dias de cultivo, a larvicultura do M. carcinus realizada em um laboratoério no Ceara,
registrou mortalidade total das larvas no 8° estagio zoea, quando cultivadas em salinidade
12%0 (BORGES et al., 2003). Para desenvolvimento dos estagios larvais do M. carcinus,
Choudhury (1971b) relata a necessidade de agua com salinidade variando de 14 a 17,5%o.
Coelho et al. (1981, 1982) registraram que a salinidade de 24%o seria mais adequada para o
cultivo das larvas de M. carcinus. Nessa condicdo, Santos et al. (2007) obtiveram
sobrevivéncias de até 14,8% ao final da larvicultura de M. carcinus.

Muitos pesquisadores t€ém avaliado o efeito da salinidade sobre o desenvolvimento
larval do M. carcinus (LEWIS ¢ WARD, 1965; CHOUDHURY, 1971b; MOREIRA et al.,
1988; HERMAN et al., 1999). Larvas de M. carcinus sobrevivem em agua doce apenas por
cinco ou seis dias, morrendo sem mudanga de estagio (CHOUDHURY, 1971b). Moreira et al.
(1982) relataram que larvas zoea | de M. carcinus conseguem regular a taxa metabdlica em
salinidades variando de 7 a 35%., demonstrando uma boa resposta a amplas flutuacdes deste
parametro. Graziani et al. (1995) observaram que a salinidade deve ser elevada de 1 a 2%o/dia,
atingindo um maximo de 15%o ao nono dia. Ao contrario, Herman et al. (1999) observaram
que os melhores resultados foram obtidos com salinidade variando de 12 a 21%o. Valenti
(1985) recomenda de 20 a 24%o. Estes diferentes resultados sugerem que populacgdes locais se
adaptam a diferentes parametros ambientais existentes, evidenciando a caréncia de
informacgodes a respeito dos requerimentos de salinidade desta espécie (KUTTY e VALENTI,

2010).
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A salinidade ¢ um dos fatores abidticos mais importantes que influencia ndo sé a
distribui¢do e abundancia dos crustaceos, mas também sua fisiologia geral e bem-estar
(INTANAI et al., 2009; ROMANO e ZENG, 2012). O M. carcinus ¢ um hiperregulador forte
em agua doce ou em baixas salinidades, com ponto isosmdtico entre 480-490 mOsm/kg,
enquanto que em altas salinidades apresenta uma tendéncia de ser osmoconformador
(MOREIRA et al., 1988; SIGNORET e BRAILOVSKY, 2004). Segundo Signoret e
Brailovsky (2004) a salinidade maxima que um adulto de M. carcinus suporta ¢ 30%o (durante
130 horas), fato que impede a sua distribuicdo em aguas salgadas. Por outro lado, as larvas de
M. carcinus exigem uma salinidade variando de 5 a 15%o durante o inicio do desenvolvimento
larval, enquanto juvenis e adultos preferem baixas salinidades (0-5%0) (CHUNG, 2001). Isto
implica que o comportamento fisioloégico desta espécie exige dguas salobras com salinidade
variada, confirmando a necessidade de ajustes de diferentes salinidades ao longo do seu
desenvolvimento ontogenético (GRAZIANI et al., 1995; CHUNG, 2001).

Choudhury (1971a) descreveu pela primeira vez um processo para a producio de pods-
larvas em aquarios, estudando também a ecologia ¢ a alimentagdo da espécie. Herman et al.
(1999) obtiveram sucesso no cultivo larval, porém a tecnologia utilizada ainda necessitava de
maior evolugdo, principalmente no tocante a alimentacdo, para atingir um nivel comercial
satisfatorio. Alguns experimentos na fase de engorda foram realizados com sucesso, porém
nenhum em escala comercial, atribuindo-se ao M. carcinus certas caracteristicas que
dificultam seu cultivo, tais como canibalismo, agressividade, fuga dos viveiros e crescimento
lento, quando comparado ao M. rosenbergii (CORREIA ¢ CORDEIRO, 1981; CASAS-
SANCHEZ et al., 1995; MAGO-LECCIA, 1995; COELHO e LIMA, 2003).

A alimentagdo adequada ¢ um dos fatores de fundamental importancia para o sucesso da
larvicultura de camardes do género Macrobrachium. No entanto, as necessidades nutricionais

das larvas sdo pouco conhecidas, as dietas sao empiricas ¢ embasadas principalmente na
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pratica. Geralmente utiliza-se nduplios de artémia até o 12° dia de cultivo, a partir dai a
alimenta¢do ¢ complementada com racdo fresca (VALENTI et al., 1998).

Usualmente, no cultivo de larvas de Macrobrachium sp., utiliza-se como alimento, nos
primeiros estagios larvais, nauplios de Artemia sp., considerada um dos mais completos itens
para atender aos requerimentos nutricionais de larvas de peixes e camardes, sendo adotado
como alimento padrdo em larviculturas comerciais (SORGELOOS et al., 1998). Segundo
Lavens e Sorgeloos (1996), outros alimentos tém sido testados, tais como rotiferos,
copépodos, cladoceros, nematddeos, larvas trocoforas, dentre outros, como complemento aos
nauplios de artémia, devido a facilidade de cultivo, manejo e reproducdo dos mesmos. Nos
estagios finais, a alimentagdo ¢ complementada com uma ragdo constituida de musculo de
peixe, ovos € complementos vitaminicos diversos (VALENTI et al., 1998).

Choudhury (1971b), estudando o efeito de diferentes dietas no cultivo larval do M.
carcinus, concluiu que a otimizacdo da sobrevivéncia e desenvolvimento larval pode ser
alcangada com uso de nauplios de artémia, permitindo bom desenvolvimento larval até o 6°
estagio zoea. Segundo Kutty et al. (2000), os primeiros estagios larvais de M. carcinus devem
ser alimentados com nauplios de artémia (4-5 nduplios por mL). Apds 10-12 dias (6° estagio
zoea) as larvas sdo atraidas por presas maiores e, por isso, deve ser ofertado um alimento
inerte (KUTTY ¢ VALENTI, 2010).

As larvas de M. carcinus ndo aceitam particulas de moluscos e peixes tdo bem quanto as
de M. rosenbergii e tendem a apresentar um comportamento canibalistico mais acentuado
(HERMAN et al., 1999; SANTOS et al., 2007). Desta forma, o uso de uma racao preparada
em laboratdrio parece ser o mais adequado para suprir as necessidades nutricionais das larvas.
Uma dieta formulada (lula, complexo vitaminico, ovos de galinha, 6leo de figado de bacalhau,

sais minerais, alginato de sédio e cloreto de sddio) combinada com nauplios de artémia
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apresenta-se como a alternativa mais apropriada para a utilizacdo na larvicultura de M.

carcinus, possibilitando uma sobrevivéncia em torno de 15% (SANTOS et al., 2007).

2.2. Desenvolvimento Larval

O desenvolvimento larval da espécie foi estudado principalmente nos EUA, Brasil,

Venezuela e Indias Ocidentais, incluindo Guadalupe (KUTTY et al., 2000). O M. carcinus é

uma espécie que apresenta 0vos NUMErosos € pequenos, ¢ suas larvas sdo planctonicas com

varios estagios larvais.

O seu desenvolvimento ¢ anamérfico regular. O processo de desova dura de 19 a 48

horas. Do ovo nasce a “zoea” que ¢ uma fase larval planctonica. Esta passa por 12 estagios até

atingir a metamorfose em pods-larva (PL), cujas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas dos estagios larvais de Macrobrachium carcinus.

Estagio Idade Comp.

Caracteristicas

Olhos grandes e sésseis; Rostro estendendo até 3% do comprimento do
pendiculo antenular; Brotos dos pereidopodes 1 e 2 birramados;
Pleépodos e Urdpodos ausentes;Telson triangular, margem posterior
alargada e suavemente concava, com 7 pares de cerdas plumosas e
bipectinadas, alguns pequenos espinhos entre as bases das cerdas;
Exopodito da maxila com 5 cerdas plumosas (Figura 5).

Olhos pedunculados; Pereiopodes 1 e 2 birramados; Brotos do
pereiopodes 3 birramados; Pleépodos ausentes; prenuncio dos futoros
Urépodos, representado por uma linha suave no telson; Telson
triangular, com 1 par de cerdas centrais ndo plumosas e 7 pares de
cerdas bipectinadas, sendo 2 centrais; Exopodito da maxila com 7
cerdas plumosas (Figura 6).

Telson articulado com o 6° segmento abdominal, em forma triangular,
com 12 pares de cerdas plumosas e 1 par de cerdas pequenas centrais e
1 par de espinhos laterais; 1 espinho epigastrico atrds do rostro;
Uropodos presentes, apenas exopodito “setose”, sem cerdas; Grandes
brotos birramados do pereidpode 3; Pequenos brotos unirramados do
pereidpode 5 (Figura 7).

larval (dias) (mm)
Zoea 1-3 2,00-
I 2,10
Zoea 2-5 2,10-
I 2,25
Zoea 5-8 2,25-
I 2,35
Zoea 7-11 2.,40-
v 2,50

Presenga de 2 espinhos epigastricos atrds do rostro; Exopddito e
endopodito dos urépodos presentes “setose”, o 1° com 12 ¢ 0 2° com 9
cerdas; Pereidopode 3 birramados, grandes brotos unirramados do
pereidpode 5, poucos brotos birramados do pereidpode 4; Exopddito da
maxila com 8 cerdas plumosas; Telson alargado distalmente com 5
pares de cerdas bipectinadas e 1 par de espinhos laterais (Figura 8).
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Zoea

9-13

2,85-
2,95

Pereidépodes 5° unirramados; Brotos dos pereidpodes 4° birramados;
Exopddito da maxila com 9 cerdas plumosas; Urdpodos mais
desenvolvidos que no estagio anterior, exopoditos com 13 cerdas
bipectinadas e 1 espinho lateral, endopodito com 10 cerdas; Telson
retangular com margem posterior concava, com 5 pares de cerdas e 3
pares de espinhos laterais (Figura 9).

Zoea

VI

12-17

3,00-
3,15

Todos 5 pares de pereidpodes presentes, todos birramados, exceto o
pereidpode 5; Flagelo da antena 4 segmentado; Pledpodos rudimentares;
Exopoditos dos urdépodos com 14 cerdas bipectinadas e 1 espinho
lateral; Endopodito do urépodo com 11 cerdas bipectinadas; Telson
retangular, com margem posterior quase reta, com 5 pares de espinhos
laterais (Figura 10).

Zoea

VII

15-22

3,40-
3,60

Anténula interior flagelado tdo longo quanto o flagelo exterior; 5 dentes
em cada espinho epigastrico, 1 cerda na frente de cada espinho;
Exopddito da antena com 20 cerdas plumosas e 1 espinho, flagelado tao
longo quanto laminar; Exopodito da maxila com 14-15 cerda plumosas;
“caridean lobo” com 1-2 cerdas plumosas; Pleépodos rudimentares e
birremes; Telson retangular, margem posterior ligeiramente concava, 4
vezes tdo longo quanto a largura da margem posterior (Figura 11).

Zoea

VI

20-30

3,70-
3,90

Flagelo interior da antenula pouco maior que o exterior; Exopodito
antenal com 22 cerdas plumosas e 1 espinho, flagelo pouco maior que
escala; Exopodito da maxila com 22-24 cerdas plumosas; Pleépodos
presentes e bem desenvolvidos; Telson com margem distal convexa, 5
vezes tao longo quanto a largura posterior (Figura 12).

Zoea

IX

26-38

4,00-
4,20

Flagelo interior da antenula 2 segmentado, exopodito antenal com 25
cerdas plumosas e lespinho, flagelo 7 segmentado; Exopodito da
maxila com 30 cerdas plumosas; “Caridean lobe”’com 4 cerdas
plumosas; Pereidpodes 1 e 2 comegando a torna-se quelados; Brotos dos
pledpodes 2, 3 e 4 mais desenvolvidos que 1 e 5; Telson retangular, 6
vezes tao longo quanto a largura posterior, com margem distal convexa
(Figura 13).

Zoea

32-45

4,60-
4,80

Rostro com 1-3 dentes dorsais; Exopodito antenal com 27-28 cerdas
plumosas e 1 espinho, flagelo 9 segmentado; “Caridean lobe” com 6
cerdas plumosas; Pereiopodes 1 e 2 distintamente quelados; Todos
pledpodes desenvolvidos e birramado exceto pledpode 1; Telson com
10 cerdas, sendo 2 longas na margem lateral e 2 espinhos (Figura 14).

Zoea

XI

40-52

5,20-
5,60

Rostro com 4-7 dentes (dentes sobre a metade da margem superior);
Flagelo interno antenular 3 segmentado, flagelo exterior 2 segmentado;
Exopodito antenal com 30 cerdas plumosas e¢ 1 espinho; Todos
pledpodes birramados, pledpode 1 pequeno, todos exopoditos certados
exceto pledpode 1, endopodito sem cerdas, primeiro par anterior dos
espinhos do telson agora dorsal (Figura 15).

Zoea

XII

Pos-larva

47-65

6,50-
8,00

Rostro com 10 dentes na margem dorsal, 0-3 dentes na margem ventral,
6-7 cerdas plumosas na frente do espinho epigastrico anterior; Flagelos
da antenula interna e externas iguais no comprimento; Exopodito da
antena com 35-42 cerdas plumosas e 1 espinho; Exopodito da maxila
com 50-65 cerdas plumosas; “Caridean lobe” com 10-16 cerdas
plumosas; Exopodito de todos pledpodes com cerdas, endopoditos todos
com cerdas exceto o pledpode 1, apéndice interno presente em todos
pledpodes exceto no pledpode 1; Exopodito e Endopodito dos urépodos
com 50 e 40 cerdas; Telson 8-9 vezes tdo longo quanto a largura
posterior e com 1 par de espinhos dorsais (Figura 16).

Fonte: Modificado de Choudhury (1971a) e Coelho et al (1982).
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Figura 5. Estagio Zoea I — Olhos grandes e sésseis, carapaga lisa sem espinhos, rostro reto sem dentes,
sexto somito continuo com o telson em forma triangular. Fonte: O Autor.

Figura 6. Estagio Zoea II — Olhos peduculados; carapaga com um espinho supra-orbital situado dorso-
lateralmente e espinho pterigostomial no canto antero-ventral, rostro reto sem dentes. Fonte: O Autor.

Figura 7. Estagio Zoea III — Rostro com um dente dorsal, abdome com o sexto somito separado do
telson, em forma triangular com apenas o exopodito do urépodo presente. Fonte: O Autor.
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Figura 8. Estagio Zoea IV — Rostro com dois dentes dorsais, carapaga com o espinho antenal presente
situado imediatamente acima do espinho pterigostomial, telson ainda em forma de leque e uréopodo
com exopodito e endopodito presentes. Fonte: O Autor.

Figura 9. Estagio Zoea V — Telson mais alongado, com formato aproximadamente retangular,
uropodos com exopodito e endopodito com maior nimero de cerdas plumosas. Fonte: O Autor.

Figura 10. Estidgio Zoea VI — Na parte ventral do abdome surgem pequenos brotos que constituem os
pledépodos. Fonte: O Autor.
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Figura 11. Estagio Zoea VII — Os pledpodos birremes, com exopodito e endopodito, ainda
rudimentares sem cerdas plumosas. Fonte: O Autor.

Figura 12. Estagio Zoea VIII — Pledpodos bem mais desenvolvidos com exopodito e endopodito bem
evidentes e presenca de cerdas plumosas apenas no exopodito. Fonte: O Autor.

Figura 13. Estagio Zoea IX — Exopodito e endopodito dos pledpodos com cerdas plumosas e presenga
do apéndice interno em todos exceto no primeiro pledpodo. Fonte: O Autor.
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e

Figura 14. Estagio Zoea X — Desaparecimento do espinho no bordo latero-posterior do quinto somito
no abdome, rostro com 1 a 3 dentes dorsais. Fonte: O Autor.

Figura 15. Estagio Zoea XI — Rostro com 4-7 dentes (dentes sobre a metade da margem superior),
flagelo interno antenular 3 segmentado. Fonte: O Autor.

Figura 16. Estadgio Zoea XII — Pos-larva — Rostro com 10 dentes na margem dorsal, 0-3 dentes na
margem ventral; Exopodito e Endopodito dos uropodos com 50 e 40 cerdas; Telson com 1 par de
espinhos dorsais. Fonte: O Autor.
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2.3. Producao de Pés-larvas no Brasil

No Brasil, até meados de 2010, existiam em operacao duas larviculturas de camardo de
agua doce que trabalhavam exclusivamente com o pitu M. carcinus, uma localizada no Centro
de Pesquisas em Carcinicultura (CPC) do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas
(DNOCS), no Ceara, e a outra no Instituto Xingd, em Alagoas; ambas com o objetivo de
desenvolver pesquisas e produzir pos-larvas desta espécie para repovoamento dos estoques
naturais (CORREIA et al., 2004; PINHEIRO et al., 2004; NEW e KUTTY, 2010; KUTTY e
VALENTI, 2010). Segundo New e Kutty (2010), de fevereiro a maio de 2006, foram
estocadas aproximadamente 328.940 pos-larvas de M. carcinus em alguns rios e barragens no
Ceara. No entanto, nenhuma avaliagdo do sucesso destes repovoamentos foi realizada.

Estas larviculturas operavam com tanques de 1.000 litros, abastecidos com agua salobra
(14 a 20%0) e estocados com 50 a 75 larvas/L, durante 45 a 70 dias de cultivo (KUTTY e
VALENTI, 2010; CORREIA et al., 2011ab; ROCHA et al., 2011). A alimenta¢do constava
basicamente de nauplios de art€émia e uma dieta inerte, ragdo comercial e/ou formulada
(creme de ovo), com composi¢do similar a utilizada para o M. rosenbergii (PINHEIRO et al.,
2004; KUTTY e VALENTI, 2010; ROCHA et al., 2011). Os resultados de sobrevivéncia e
produtividade eram muito baixos, variando entre 10-12% e 6-10 pds-larvas/L,
respectivamente (KUTTY e VALENT]I, 2010).

Segundo Correia et al. (2011ab), a baixa produgdo de pds-larvas de M. carcinus obtida
no Instituto Xingd estava relacionada, principalmente, a disponibilidade sazonal de fémeas
ovigeras na regido do baixo Sao Francisco e ao elevado canibalismo observado nas larvas
(especialmente a partir de zoea X), que indica uma possivel deficiéncia nutricional. Em 2010,
mesmo com todos esses problemas, alguns estudos realizados neste Instituto apresentaram

resultados bastante promissores. A producao de pods-larvas aumentou de 240 individuos em
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2008 para 27.907 em 2010, apenas adotando-se um protocolo que envolvia o uso de alimento
vivo (nduplios de artémia) e alimento inerte (dieta comercial especifica para larvas de
camardo marinho, com 40% de proteina bruta) com o aumento da frequéncia de alimentacao
(CORREIA et al., 2011ab; ROCHA et al., 2011).

Apesar disto, ao final de 2010, problemas administrativos e a limitagdo de recursos para
financiamento e custeio das pesquisas, aliados a baixa produtividade e sobrevivéncia da
espécie (CORREIA et al., 2011ab), contribuiram significativamente para o encerramento das

atividades desses projetos.

2.4. Sistemas de Larvicultura

A larvicultura é o processo de producdo de pods-larvas em laboratdrio, que pode ser
realizado em sistemas aberto ou fechado (LOBAO, 1997). No sistema tradicional aberto, a
agua, renovada diariamente (50 a 70% do volume do tanque), é eliminada e substituida por
agua nova e limpa, mantendo as condi¢des do meio adequadas a criagdo das larvas (LING e
MERICAN, 1961; VALENTI, 1996; CORREIA e CASTRO, 1998). Ja no sistema fechado ou
de recirculacao, que utiliza técnicas mais modernas, ha um reaproveitamento total ou parcial
da agua de cultivo das larvas, através da sua filtracdo (mecanica e biologica) e tratamento
quimico (SANDIFER e SMITH, 1978; AQUACOP, 1983; DANIELS et al., 1992;
CARVALHO FILHO e MATHIAS, 1998; VALENTI et al.,, 1998), podendo manter
biomassas altas em um volume relativamente limitado (LOBAO, 1997; LOBAO et al., 1998).

O sistema de agua clara aberto requer uma maior disponibilidade de agua, j& que trocas
periodicas sdo realizadas para evitar niveis criticos de amonia e nitrito (LING e MERICAN,
1961; AQUACOP, 1982; SUHARTO et al. 1982; CORREIA et al., 1988). Neste sistema, a
agua necessaria para a producdo de um milhdo de pés-larvas oscila entre 200 e 250 m’, ao

passo que, no sistema fechado, ndo vai além de 6 a 8 m* (RA’ANAN ¢ COHEN, 1983). Ong
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(1983), comparando a larvicultura de M. rosenbergii em sistema aberto e fechado, obteve
produgdes médias de 34,7 e 29,8 pos-larvas/L, respectivamente, com reducao de 20 a 30% na
mao-de-obra do sistema fechado. Castro et al. (1988), utilizando sistema fechado e a mesma
espécie, verificaram reducao de 90% no consumo de dgua em relacdo ao sistema aberto, com
uma produtividade média de 30 pds-larvas/L.

Esta troca de agua pode ser minimizada através do cultivo em agua verde, que consiste
na inoculagdo de algas cloroficeas, principalmente Chlorella spp., nos tanques de cultivo, que
podem atuar absorvendo os compostos nitrogenados e propiciar uma alimenta¢do para os
nauplios de artémia, resultando num melhor desenvolvimento das larvas cultivadas
(FUJIMURA, 1966; CORDEIRO e SILVA, 1981; CAVALCANTI et al., 1986). No sistema
de 4gua verde o fitoplancton ¢ cultivado separadamente, em tanques apropriados e com adi¢ao
de fertilizantes quimicos, numa densidade de 10° a 10° células/mL, com algas coletadas no
ambiente natural ou de cultivos monoespecificos (FUIIMURA, 1966; MANZI et al., 1977,
LEE, 1982; CAVALCANTI et al., 1986; SILVA, 1995).

O uso da filtragdo bioldgica vem sendo adaptado a partir da larvicultura intensiva em
sistema aberto de agua clara (AQUACOP, 1983). Nos sistemas que utilizam filtros mecanicos
e bioldgicos, a 4gua que circula no tanque de cultivo atravessa um substrato colonizado por
bactérias aerdbicas e anaerobicas, ocasionando a remog¢ao dos residuos solidos ¢ metabolitos
indesejaveis (HIRAYAMA, 1972, 1974; VALENTI et al., 2010). A eficiéncia destes sistemas
esta diretamente relacionada a taxa de recirculagdo da agua, que ¢ da ordem de 2 a 5 vezes o
volume total do tanque de cultivo por dia, podendo atingir até¢ 24 vezes/dia (SANDIFER e
SMITH, 1975, 1978; MENASVETA, 1982; SINGHOLKA e SUKAPUNT 1982;
AQUACOP, 1983; ONG, 1983; CASTRO et al, 1988; COHEN e RA’ANAN, 1989;

GRIESSINGER et al., 1989; CHOWDHURY et al., 1993; VALENTI et al., 1998), e também
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ao tamanho dos biofiltros utilizados, que varia de 4 a 20% do volume dos tanques
(GRIESSINGER et al., 1989; DANIELS et al., 1992; VALENTI et al., 2010).

Diferentes sistemas de larvicultura com recirculagdo e filtracao bioldgica sdo utilizados
atualmente, como o sistema de fluxo continuo (CORREIA et al., 2000), o sistema fechado
estatico (CARVALHO FILHO e MATHIAS, 1998) e o sistema fechado dinamico (VALENTI
et al., 1998; VALENTI e DANIELS, 2000). Entretanto, o mais difundido ¢ o sistema de 4gua
clara com recirculagdo (NEW, 2002; NEW e KUTTY, 2010). Todos estes sistemas estdo
baseados no processo de nitrificagdo da amoénia, que resulta de uma agdo sequencial das
bactérias nitrificantes, onde a principal fun¢do do filtro biolégico é a oxidacdo da amoénia
(NH;"-N) para nitrito (NO,™-N), pelas bactérias do género Nitrosomonas e Nitrosococcus e,
posteriormente a nitrato (NO5™-N), através das bactérias do género Nitrobacter, Nitrospira €
Nitrococcus (SPOTTE, 1979; KAISER e WHEATON, 1983; BROCK et al, 1994; LOBAO et
al., 1998).

Nos ultimos anos tem se discutido e difundido bastante o cultivo de camardes marinhos
em meio heterotrofico ou sistema de bioflocos (BFT — Biofloc Technology), visando a
ciclagem de compostos nitrogenados e a utilizacdo da proteina microbiana na nutricdo dos
camarodes (AVNIMELECH, 1999, 2009; SCHRYVER et al., 2008; FURTADO et al., 2011;
KRUMMENAUER et al., 2011, 2012). Estes sistemas t€m em comum a predominancia de
bactérias aerobicas heterotroficas que colonizam particulas de residuos organicos e absorvem
o nitrogénio, fosforo e outros nutrientes da agua (CHAMBERLAIN et al., 200lab;
McGRAW, 2002; EBELING et al., 2006; AVNIMELECH, 2009) através da adi¢cao de fontes
de carboidratos e do balanc¢o da relagao C:N (AVNIMELECH, 1999, 2006; EBELING et al.,
2006; SCHNEIDER et al., 2006; MICHAUD et al., 2006; SAMOCHA et al., 2007;

ASADUZZAMAN et al., 2008; AZIM et al., 2008; CRAB et al., 2009, 2012).
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A composi¢do das comunidades microbianas presentes nos cultivos em meio
heterotrofico pode ser manipulada pela adicdo de espécies selecionadas (probidticos), em
substitui¢do as bactérias presentes no meio, e pela disponibilizacio de melago como uma
fonte de carbono organico (MORIARTY, 1999; BURFORD et al., 2004).

O melago ¢ um subproduto do processo de refino do agucar e atua como uma fonte
alternativa de carbono para a aquicultura (SCHNEIDER et al., 2006; SAMOCHA et al.,
2007). Contém ainda elementos minerais e vitaminas que podem ser usados como
potencializadores do crescimento das bactérias (SQUIO e ARAGAO, 2004). Entretanto a
adicdo de C pode ser feita sob a forma de glucose, celulose ou outro tipo de carboidrato.
Segundo Suita et al. (2008) a dextrose também pode ser empregada com eficiéncia na
substitui¢do ao melago para sistemas de cultivo em meio heterotréfico.

Outros estudos tem mostrado que a qualidade da adgua nos cultivos de camarao marinho
tem sido melhorada com a aplicagdo de produtos probidticos (GATESOUPE, 1999;
DEVARAIJA et al., 2002; SOUZA et al., 2012), especialmente Bacillus spp. Bactérias do
género Bacillus sp. representam organismos de grande importincia e s3o amplamente
utilizados como probidticos para diferentes fases de cultivo de peneideos (MORIARTY,
1998; 1999; DECAMP ¢ MORIARTY, 2006ab). Segundo Keysami et al. (2007), Bacillus
spp. pode ser utilizada como suposto probidtico para o cultivo larval do M. rosenbergii,
melhorando consideravelmente a sobrevivéncia das larvas.

Sistemas BFT reduzem a utilizagdo de dgua e a emissao de efluentes, minimizando o
impacto ambiental, controlam os niveis dos compostos nitrogenados inorganicos através da
sintese de proteina microbiana e aumentam a conversao alimentar dos camardes (BROWDY
et al.,, 2001ab; WASIELESKY et al., 2006; AZIM et al., 2008; SCHRYVER et al., 2008;
AVNIMELECH, 2009; RAY et al., 2009). Além disso, incrementam a biosseguridade ¢ a

producao, complementando a dieta dos animais cultivados através da produtividade natural do
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ambiente (McINTOSH et al., 2000; McNEIL, 2000; McINTOSH, 2001; BURFORD et al.,
2003, 2004; ERLER et al., 2005; WASIELESKY et al., 2006; CRAB et al., 2009; KHUN et
al., 2009; BALLESTER et al., 2010). Por ser um sistema de cultivo relativamente novo,
pouco se sabe sobre a eficacia e aplicabilidade do sistema BFT na larvicultura de camardes de
agua doce. Entretanto, se apresenta como uma alternativa para producdo de pds-larvas em

sistemas sem renovagao de agua.

2.5. Importincia econdmica, social e ecologica

O M. carcinus tem sido um alvo constante da exploragdo comercial da pesca artesanal
em diversos paises (LING e COSTELLO, 1979; HOLTHUIS, 1980; SILVA et al., 1981;
RABANAL, 1982; CHAUVIN, 1992; GRAZIANI et al., 1993; BOWLES et al., 2000;
MONTENEGRO et al., 2001). No Brasil, na regido do baixo Sao Francisco, a pesca do pitu
constitui uma parcela muito importante da renda das familias de pescadores artesanais da
regido, por se tratar de uma espécie de camardo bastante apreciada pela culinaria local
(PINHEIRO et al., 2006). Segundo New et al. (2000), o camarao pitu M. carcinus representa,
juntamente com o M. acanthurus, cerca de 15% da pesca de camardes de agua doce do Brasil.

Entretanto, nas ultimas décadas, estas capturas vém reduzindo significativamente
devido, principalmente, a poluicdo e destruicdo dos ecossistemas naturais e a sobrepesca
(VALENTI, 1993; HERMAN et al., 1999; BOWLES et al., 2000). Outro ponto que afeta
diretamente as populacdes € o barramento de rios para constru¢do de barragens, que impede a
migracao rio acima, necessaria para completar o ciclo de vida anfidrémico do pitu (MELO e
COELHO, 2008). Esta diminui¢cdo da produ¢do nos ultimos anos tem representado um sério
problema socio-econdmico para as comunidades ribeirinhas, que vivem exclusivamente da

pesca artesanal (MONTENEGRO et al., 2001).
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O M. carcinus esta atualmente listado como uma espécie vulneravel ou ameacgada de
extingdo em alguns paises (BOWLES et al., 2000), inclusive no Brasil (MELO e COELHO,
2008; BERTINI e VALENT]I, 2010), onde a captura em aguas naturais ¢ considerada ilegal
desde 2004, exceto para fins cientificos mediante autorizacao especial (IBAMA, 2004).

Desta forma, tratando-se de uma espécie em extingdo, o desenvolvimento de
tecnologias de cultivo que viabilizem a producdo de pos-larvas em laboratério poderd
contribuir para preservagdo da espécie, disponibilizando formas jovens para fins de cultivo
comercial, para futuras pesquisas durante a fase de engorda e, principalmente, para o

repovoamento dos ambientes naturais.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Contribuir com o desenvolvimento da tecnologia de produgdo de poés-larvas do

Macrobrachium carcinus, em fungdo de diferentes salinidades e sistemas de cultivo,

envolvendo a utilizagdo da tecnologia de bioflocos em comparagdo com os sistemas

convencionais de larvicultura de camardo de agua doce (agua verde, 4gua clara e sistema

fechado dinamico).

3.2- Objetivos especificos

Avaliar a sobrevivéncia das larvas de M. carcinus submetidas a mudancas bruscas de
salinidade;

Determinar a salinidade letal (SLsy) para larvas de M. carcinus a partir da utilizagdo de um
modelo matematico gerado;

Sugerir a melhor salinidade para o cultivo das larvas de M. carcinus;

Comparar o desempenho zootécnico das larvas de M. carcinus em quatro sistemas de
cultivo: Agua Verde (AV), Agua Clara (AC), Sistema Fechado Dinamico (SFD) e
Biofloco (BFT);

Determinar tempo de cultivo (dias), peso médio (mg/larva e mg/pos-larva), sobrevivéncia
(%) e producdo (larvas/L e pos-larvas/L) de M. carcinus em func¢do dos sistemas de
larvicultura empregados;

Acompanhar o desenvolvimento das larvas utilizando o Indice de Desenvolvimento
Larval (LSI — Larval Stage Index);

Monitorar as varidveis fisico-quimicas da 4agua bem como os niveis de nitrogénio

dissolvido em funcao dos diferentes sistemas;
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5- ARTIGOS CIENTIFICOS

5.1 - Artigo cientifico I
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Salinidade letal e sobrevivéncia de larvas de Macrobrachium carcinus Linnaeus, 1758

(Decapoda: Palaemonidae) submetidas a estresse osmotico
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RESUMO

As larvas de pitu Macrobrachium carcinus, assim como outras espécies do género,
necessitam de agua salobra para completar o seu desenvolvimento. No estudrio estas larvas
estdo sujeitas a uma ampla variagao da salinidade, resultado das marés, ventos e agdo da
chuva. O objetivo deste trabalho foi determinar a salinidade letal (SLsp) e avaliar a
sobrevivéncia das larvas de M. carcinus submetidas a um teste de estresse osmotico, visando
sugerir uma faixa de salinidade apropriada para criagdo das larvas desta espécie. Fémeas

ovigeras de M. carcinus foram capturadas no ambiente natural e levadas ao laboratorio para
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incubacdo dos ovos e posterior eclosdo das larvas. As fémeas foram colocadas em agua doce,
em caixas de 50 L (1 a 2 fémeas/caixa), para a eclosdo das larvas. As larvas recém-eclodidas
em agua doce foram aclimatadas as salinidades 16 e 20%o e criadas durante 20 a 22 dias, até
atingirem o estdgio Zoea VI (Zy), quando foram submetidas a dois testes de estresse. No
Teste 1, as larvas Zy; foram transferidas, sem aclimatacdo, da salinidade 16%o. para as
salinidades 0, 4, 8, 12, 16 (controle), 20, 24 ¢ 28%o ¢ observada a sobrevivéncia durante 96
horas. No Teste 2, as larvas Zy; foram transferidas, sem aclimata¢do, da salinidade 20%o para
as salinidades 0, 4, 8, 12, 16, 20 (controle), 24, 28, 32, 36 e 40%o e observada a sobrevivéncia
durante 120 horas. Os testes foram realizados em recipientes plasticos de 2L (1,0-1,5 L
volume 1til) com densidade de 50 larvas.L"' e sob aeragdo constante. Para cada salinidade
testada foram realizadas trés repeticdes. Foi mantido o fotoperiodo natural e, em condigdes
controladas, o pH, a temperatura e o oxigénio dissolvido. As larvas foram alimentadas duas
vezes ao dia (08:00 ¢ 16:00 h) com artémia na propor¢do de 1-2 nauplios mL™ (40 nauplios
larva™). Diariamente, foi realizada renovagio total da 4gua das unidades e os individuos
mortos foram retirados e contados. Ao final, a sobrevivéncia méxima no 7este 1 (96 h) foi
46,7% (em salinidade 20 e 24%o0) enquanto que, para o Teste 2 (120 h) foi 71,3% (em
salinidade de 28%o). Nos dois testes, em poucas horas foi observado 100% de mortalidade
larvas Zvy; de M. carcinus submetidas a salinidade 0 e 4%o. As larvas criadas em salinidade
20%o obtiveram melhores resultados de sobrevivéncia. Com base nos modelos gerados, uma

faixa apropriada para as larvas Zy; de M. carcinus seria entre 18 e 24%eo.

Palavras-chave: Macrobrachium carcinus, pitu, salinidade, sobrevivéncia, criagdo de larvas,

camarao de agua doce.
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1. Introducio

As espécies de camardes de d4gua doce mais adequadas ao cultivo sdo as do género
Macrobrachium Bate (Decapoda, Palaemonidae). Existem aproximadamente 200 espécies,
distribuidas nas zonas tropicais e subtropicais do mundo (Holthuis, 1980). No Brasil, o
género Macrobrachium ocorre nas principais bacias hidrograficas e esta representado por 18
espécies (Melo, 2003). Entretanto, apenas Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758), M.
acanthurus (Wiegmann, 1836) e M. amazonicum (Heller, 1862) sdo exploradas pela pesca
artesanal e aquicultura (Valenti, 1993; Bertini e Valenti, 2010).

O M. carcinus, conhecido no nordeste do Brasil como “camarao pitu” ou “pitu”
(Painted river prawn - nome inglés na FAQO), ¢é encontrado em ambientes de agua doce e
estuarinos ao longo da costa leste das Américas desde a Florida até o sul do Brasil, incluindo
algumas ilhas do Caribe (Holthuis, 1952, 1980; Lewis, 1961; Lewis ¢ Ward, 1965;
Choudhury, 1971a; Graziani et al. 1993; Bond-Buckup e Buckup, 1989; Bowles et al., 2000;
Melo, 2003). Grandes populagdes selvagens estavam presentes nos EUA, México, Venezuela
e Brasil, at¢ meados do século passado (Kutty e Valenti, 2010).

O M. carcinus tem reconhecida importancia econdmica e, pelo fato de atingir grandes
tamanhos (9 170 a 265 mm; & 230 a 300 mm), possui grande potencial para o cultivo (Ingle
e Eldred, 1960; Lewis, 1961; Lewis ¢ Ward, 1965; Holthuis e Rosa, 1965; Lewis et al., 1966;
Dugan e Frakes, 1973; Ling e Costello, 1979; Holthuis, 1980; Valenti, 1985, 1993; Bertini e
Valenti, 2010). Nas ultimas décadas tem sido um alvo constante da exploragao comercial da
pesca artesanal em diversos paises (Holthuis, 1980; Silva et al., 1981; Rabanal, 1982;
Chauvin, 1992; Graziani et al., 1993; Bowles et al., 2000; Montenegro et al., 2001).
Entretanto, as capturas vém reduzindo significativamente devido, principalmente, a polui¢ao
e destruicao dos ecossistemas naturais e a sobrepesca (Valenti, 1993; Herman et al., 1999;

Bowles et al., 2000). No Brasil, o pitu est4 atualmente inserido na lista de espécies ameacgadas
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de extin¢do do Ministério de Meio Ambiente (Melo e Coelho, 2008) e a pesca esta proibida
desde 2004, exceto para fins cientificos mediante autorizacdo especial (IBAMA, 2004).

A reproducgdo de espécies anfidromicas, como o M. carcinus, ocorre no curso superior
dos rios (Pompeu et al., 2006), principalmente durante a estagao chuvosa (Lewis et al., 1966;
Pereira e Pereira, 1982; Valenti et al., 1986). O M. carcinus produz uma grande quantidade
de larvas (Lobao et al., 1985; Graziani et al., 1993, 2003; Anger e Moreira, 1998; Moreno et
al., 2000; Mejia-Ortiz et al., 2001; Lara e Wehrtmann, 2009) que eclodem em agua doce ou
salobra (Lewis e Ward, 1965; Choudhury, 1971a; Coelho et al., 1981, 1982), e sdo carreadas
passivamente até o estuario, onde se desenvolvem (Lewis et al., 1966; Dugan e Frakes, 1973;
Dugan et al., 1975; Oba et al., 1980; Gamba, 1982). Entretanto, também ¢ observada uma
migracdo das fémeas ovigeras em dire¢ao as regioes costeiras (Chavez-Alarcon e Chavez,
1976; Silva et al., 1981). Posteriormente, as pds-larvas e juvenis migram rio acima em
diregdo a dgua doce, onde se desenvolvem até a fase adulta (Fievet, 1999; Benstead et al.,
2000; Pompeu et al., 2006). Segundo Horne e Beisser (1977), o camarao pitu M. carcinus
pode migrar mais de 300 km rio acima.

A salinidade ¢ um dos fatores abioticos mais importantes que influencia ndo so a
distribuicdo e abundancia dos crusticeos, mas também sua fisiologia geral e bem-estar
(Intanai et al., 2009; Romano e Zeng, 2012). Camardes do género Macrobrachium sao
colonizadores recentes da agua doce, devido a capacidade de regular a osmolaridade da
hemolinfa em relagdo ao ambiente em que vivem, através da osmorregulagdo para controlar a
pressao osmotica, e suportarem variagoes de salinidade (Freire et al., 2003; Ordiano et al.,
2005; Charmantier et al., 2009).

Signoret e Brailovsky (2004) citam que a salinidade maxima que um individuo adulto
de M. carcinus suporta € de 30%o, 0 que impede a distribui¢do da espécie em aguas salgadas.

Por outro lado, as larvas exigem salinidade variando de 5 a 15%o durante o inicio do
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desenvolvimento, enquanto juvenis e adultos preferem baixas salinidades (0-5%o) (Chung,
2001). O comportamento fisiologico desta espécie exige dguas salobras com salinidade
variada, confirmando a necessidade de ajustes de diferentes salinidades ao longo do seu
desenvolvimento ontogenético (Graziani et al., 1995; Chung, 2001).

Assim como outras espécies de Macrobrachium, as larvas de pitu necessitam de dgua
salobra para completar o seu desenvolvimento (Holthuis, 1952; Lewis e Ward, 1965;
Choudhury, 1971a, b; Gamba, 1982; Moreira et al., 1982, 1988; Rocha e Bueno, 2004) e,
portanto, estdo sujeitas a uma ampla variagdo da salinidade durante o ciclo de vida. Em
ambientes estuarinos, estes organismos aquaticos estao expostos a8 mudangas bruscas de
salinidade, resultado das marés, ventos e da acdo chuva. Sabe-se que estas regides possuem
uma grande mistura entre a d4gua doce e a salgada (Loitzenbauer e Mendes, 2011) e os
organismos aquaticos que vivem nestes ambientes, como ¢ o caso das larvas de M. carcinus,
necessitam de adaptacdes para sobreviverem as variagdes de salinidade, onde o mais efetivo é
a habilidade da osmorregulagdo (Anger, 1995), mecanismo de transporte ativo de ions
(Berger e Kharazova, 1997).

Virios autores tém estudado o efeito da salinidade no desenvolvimento de larvas de
camaroes de dgua doce (Read, 1986; Mallasen, 1997; Araujo, 2005; Lal et al., 2012); na
resposta osmorregulatoria em juvenis e adultos (Moreira et al., 1983, 1988; Signoret e
Brailovsk, 2004); no consumo de oxigénio em larvas e adultos (McNamara et al., 1986;
Zanders e Rodriguez, 1992; Ismael e Moreira, 1997), dentre varios outros estudos.

Muitos autores tém avaliado o efeito da salinidade sobre o desenvolvimento larval do
M. carcinus (Lewis e Ward, 1965; Choudhury, 1971b; Moreira et al., 1988; Herman et al.,
1999). Larvas de M. carcinus sobrevivem em agua doce por apenas cinco ou seis dias,
morrendo sem mudanca de estagio (Choudhury, 1971b). Moreira et al. (1982) relataram que

larvas zoea [ de M. carcinus conseguem regular a taxa metabolica em salinidades variando de
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7 a 35%o, demonstrando uma boa resposta a amplas flutuagdes de salinidade. Graziani et al.
(1995) observaram que a salinidade deve ser elevada de 1 a 2%o/dia, atingindo um maximo de
15%0 ao nono dia (zoea III). Herman et al. (1999) observaram que os melhores resultados
foram obtidos com salinidade variando de 12 a 21%o. Coelho et al. (1981, 1982) registraram
que 24%o seria mais adequada para o cultivo das larvas de M. carcinus e Valenti (1985)
recomenda salinidade entre 20 e 24%o.

Estes diferentes resultados sugerem que populagdes locais se adaptam a diferentes
parametros ambientais existentes, evidenciando a caréncia de informacdes a respeito dos
requerimentos de salinidade desta espécie (Kutty e Valenti, 2010), principalmente durante o
ciclo larval. O objetivo deste trabalho foi determinar a salinidade letal (SL50) e avaliar a
sobrevivéncia das larvas de M. carcinus submetidas a um teste de estresse osmoético, visando

sugerir uma faixa de salinidade apropriada para criagao das larvas desta espécie.

2. Material e métodos
2.1. Coleta e manutengdo das fémeas ovigeras

Fémeas ovigeras de M. carcinus foram capturadas (Licenca No. 35782-2
MMA/ICMBI0/SISBIO) no Rio Una (08°47'14,8"S e 035°12'35,4""W), em Barreiros-PE,
Brasil. Foram utilizados “covos” (armadilhas tipicas feitas de bambu) iscados com pedacos
de coco, que tém maior durabilidade (até oito dias) e atratibilidade para o pitu. Os animais
coletados foram acondicionados em sacos plasticos (com oxigénio sob pressdo) e
transportados até as instalagdes da Larvicultura de Camardo de Agua Doce na Estacdo de
Aquicultura Continental Professor Johei Koike da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), Recife — PE, onde foram desenvolvidos os estudos.

No laboratoério, as fémeas ovigeras de M. carcinus com peso variando de 28,1 a 116,9

g (51,4£26,8 g) e comprimento total de 10,9 a 18,4 cm (13,0+£2,1 cm) foram aclimatadas,
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com gradativa renovagdo de dgua, e mantidas em um tanque de 500 L, até que atingissem um
estagio avangado de desenvolvimento embrionario conforme Correia et al. (2011a, b). Foi
mantido o fotoperiodo natural (13h claro: 11h escuro), com temperatura da dgua entre 28 e
30°C e aeracdo constante. A alimentacdo constou de uma ragao especifica para reprodutores
de camardo marinho, com 54% P.B. (BREED-Shrimp®, INVE Aquaculture Inc., Salt Lake
City, UT, USA), fornecida ad libitum, duas vezes ao dia. Os restos de alimento e fezes foram
sifonados uma vez ao dia e realizada troca de 4gua a cada dois dias (1/3 do volume total do
tanque).

Diariamente foi observado o estagio de desenvolvimento embrionario dos ovos de
cada fémea. As fémeas com avancado estdgio embriondrio (ovos com coloragdo cinza escuro)
foram transferidas para as caixas de eclosdo com volume de 50 L (1 a 2 fémeas/caixa), apos
desinfecgdo em solugdo de hipoclorito de sodio (50 ppm cloro ativo) durante 30 segundos. As
eclosdes ocorreram em agua doce, principalmente durante as primeiras horas da noite. As
larvas recém-eclodidas foram concentradas e coletadas por sifonamento em uma das
extremidades da caixa, com o auxilio de uma fonte luminosa (larvas com fototaxia positiva)
(Choudhury, 1971a), quantificadas por andlise volumétrica (Dugan et al., 1975) e,

posteriormente, transferidas para os tanques de cultivo.

2.2. Cultivo e manejo das larvas

O cultivo e 0 manejo das larvas de M. carcinus foram realizados conforme os métodos
descritos por Choudhury (1971a, b), Dugan et al. (1975), Coelho et al. (1981, 1982), Santos
et al. (2007), Correia et al. (2011a, b) e Rocha et al. (2011). As larvas de M. carcinus foram
criadas durante 20 a 22 dias, na densidade de 400 a 500 larvas.L™', até atingirem o VI estagio
zoea (Zvyr), quando foram submetidas aos testes de variagdo brusca de salinidade. Dois ciclos

de larvicultura foram desenvolvidos separadamente. No primeiro, as larvas foram cultivadas
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em salinidade 16%o, enquanto no segundo, a salinidade adotada foi 20%o. Assim, as larvas
recém-eclodidas em dgua doce, foram gradativamente aclimatadas a agua salobra (elevagao
de 4%o a cada 6 horas) até atingirem a salinidade utilizada no cultivo (16 ou 20%o,
respectivamente).

Foram utilizados dois tanques circulares em fibra de vidro, com capacidade para 250L
(200L volume util), equipados com filtro biolégico (JEBO® External Filter, modelo 839) ¢
aquecedor com termostato (JEBO®™ Aqua Heater—200W). A cada dois dias, 4gua doce filtrada
foi adicionada ao sistema para compensar as perdas por evaporacao e ajustar a salinidade. O
fotoperiodo foi natural (13h claro: 11 h escuro). A aeragdo foi constante nos tanques de
cultivo, assegurando niveis acima de 5 mg O,.L™". A temperatura da 4gua foi mantida entre 27
e 30°C, enquanto o pH variou de 7,5 a 8,6. Os compostos nitrogenados foram mantidos em
niveis baixos (amonia total < 0,01 mg.L'l; nitrito < 0,01 mg.L'l; nitrato < 3,0 mg.L'l)
conforme recomendado por Valenti et al. (1998) e Correia et al. (2000).

A alimentagao das larvas teve inicio no terceiro dia apds a eclosdo e foi composta por
nauplios de Artemia recém-eclodidos (Artemia cysts GSL®, INVE Aquaculture Inc.),
fornecidos duas vezes ao dia, as 8:00 e 17:00 h (5 a 10 nduplios/larva/dia). A partir do IV
estagio zoea (Z1v), foi adicionada as 12:00 h uma ragao especifica para larvas de camarao
marinho (Sanoguard® S-PAK, Inve Aquaculture), com 40% de proteina bruta. Diariamente,

foi realizado o sifonamento das sobras de alimento e outros residuos organicos no tanque.

2.3. Testes de tolerancia a mudanca na salinidade
Para avaliacdo da tolerancia das larvas de pitu M. carcinus a mudancgas de salinidade
foram realizados dois testes, o primeiro com larvas cultivadas inicialmente em salinidade

16%o € 0 segundo com larvas oriundas da salinidade 20%e..
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2.3.1. Teste 1 — Salinidade inicial 16%o

Larvas Zy provenientes da desova de uma tnica fémea foram transferidas, sem
aclimatacdo, da salinidade 16%o para as salinidades 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 28%o. Foram
utilizados 24 recipientes plasticos preenchidos com 1 L de 4gua, estocados com 2.400 larvas
(50 larvas.L™") durante 96 horas, com trés repeti¢des para cada salinidade. A salinidade da
agua foi ajustada um dia antes, por dilui¢ao de 4gua do mar com agua doce, previamente
filtradas, esterilizadas com hipoclorito de sddio (10 ppm de cloro ativo) e decloradas com
vitamina C (1 mg.L™") sob aeragdo por 24 horas. A salinidade foi mensurada com
equipamento multiparametro (YSI 556 MPS multi-probe, YSI Incorporation). Foi mantido
fotoperiodo natural, temperatura de 29,7+2,1°C, pH de 8,6+0,25 e aeragdo constante, com
niveis de oxigénio dissolvido de 5,8+0,45 mg O,.L"".

As larvas foram alimentadas duas vezes ao dia (08:00 e 16:00 h) com nauplios
artémia na proporcdo de 1-2 mL™ (40 nauplios larva™). A 4gua das unidades experimentais
foi renovada diariamente (50%.dia™) e os individuos mortos foram retirados e contados. A
sobrevivéncia foi registrada 24, 48, 72 e 96h apds exposi¢do a cada salinidade. A auséncia de
movimentos e resposta ao toque, com uso de uma micropipeta, foram os critérios adotados

para determinar a morte das larvas.

2.3.2. Teste 2 — Salinidade inicial 20%o
Larvas Zyj provenientes da desova de uma tnica fémea foram transferidas, sem
aclimatagdo, da salinidade 20%o para as salinidades 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ¢ 40%o.
Foram utilizados 33 recipientes plasticos com 1,6 L de dgua, estocados com 2.640 larvas (50
larvas.L™") durante 120 horas, com trés repeti¢des para cada salinidade. A salinidade da dgua
foi ajustada um dia antes por diluicdo de dgua do mar com agua doce, previamente filtradas,

esterilizadas com hipoclorito de sddio (10 ppm de cloro ativo) e decloradas com vitamina C
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(1 mg.L’l) e sob aeracdo por 24 horas. A salinidade foi mensurada com equipamento
multiparametro (YSI 556 MPS multi-probe, Y SI Incorporation). Foi mantido fotoperiodo
natural, temperatura de 30,8+1,5°C, pH de 8,4+0,37 e aeracdo constante, com niveis de
oxigénio dissolvido de 5,0+0,47 mg O,.L™".

As larvas foram alimentadas duas vezes ao dia (08:00 e 16:00 h) com nauplios de
artémia na propor¢do de 1-2 mL™ (40 nauplios larva™). A 4gua das unidades experimentais
foi renovada diariamente (50%.dia™") e os individuos mortos foram retirados e contados. A
sobrevivéncia foi registrada 24, 48, 72, 96 e 120h ap6s exposi¢ao a cada salinidade. A
auséncia de movimentos e resposta ao toque, com uso de uma micropipeta, foram os critérios

adotados para determinar a morte das larvas.

2.4. Andlise dos dados

Os dados médios de sobrevivéncia (%), obtidos a cada 24 horas (24, 48, 72,96 ¢
120h), para as diferentes salinidades utilizadas no experimento foram previamente
transformados pela fungdo arcsen x* e submetidos a Analise de Variancia — ANOVA (F-
test), complementada pelo teste de comparacdo de médias de Tukey, ao nivel de significancia
P<0,05.

A salinidade letal (SLsp), salinidade onde ocorre a mortalidade de 50% da populacao,
foi determinada a partir da analise de um modelo matematico proposto. A comparacao da
SLso entre os diferentes tempos observados foi expressa graficamente e analisada através da
sobreposi¢do dos intervalos de confianca (95%).

Para avaliagao da relagdo entre a sobrevivéncia das larvas de M. carcinus ¢ a

salinidade foi utilizado um modelo de curvas logisticas adaptado de Hoydal et al. (1982):
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a

[1 + exp (,8(5 — y))][l + exp (6(5 — e))]

onde, 7 ¢ a sobrevivéncia (propor¢ao), s € a salinidade e a, £, y, 0 € € sdo coeficientes a serem
estimados. Entre estes, os de maior interesse foram a que corresponde a esperanga (média)
para a maxima sobrevivéncia, € y € € que correspondem aos pontos de inflexao da esquerda e
da direita (usualmente denominados SLs Inferior e SLsy Superior, respectivamente).

O ajuste do modelo foi realizado pela minimizagao da soma dos quadrados dos
residuos. Os intervalos de confianca (95%) para os parametros estimados foram baseados na
raiz quadrada do inverso da matriz hessiana. Todos os procedimentos estatisticos foram
realizados com o auxilio do software de estatistica R, versdo 3.0.1 (R Development Core

Team, 2013).

3. Resultados e discussiao
3.1. Qualidade da dgua

A temperatura média da dgua durante a realizagdo dos testes foi 30,4+1,8°C, com
valor méximo e minimo de 33,3°C e 26°C, respectivamente. A temperatura 6tima para a
maioria das espécies de Macrobrachium varia entre 20 e 30 °C (Dobkin, 1971; Ngoc-Ho,
1976; Subramanian et al, 1980). Coelho et al. (1981, 1982) indicam que, para o
desenvolvimento rapido das larvas, a temperatura deve ser mantida entre 26 e 30°C. Segundo
Holtschmit (1990), os niveis de oxigénio dissolvido devem permanecer acima de 2,5 mg
0,.L"!. Esta variavel se manteve entre 3,78 ¢ 6,75 mg Oz.L'l, com média de 5,31+0,6 mg
0,.L"!. Os valores minimo e méximo de pH foram 7,66 e 9,86, respectivamente. A média
desta variavel no periodo foi de 8,4+0,35, portanto permaneceu dentro da faixa de 7,5 a 8,7,

indicada por Mago-Leccia (1995) como o pH do ambiente natural desta espécie. Durante os
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testes realizados, as varidveis temperatura, oxigénio dissolvido e pH, situaram-se dentro dos
padrdes requeridos pelas larvas de pitu M. carcinus e, portanto, ndo tiveram influencia direta

nos resultados obtidos.

3.2. Andlise da Sobrevivéncia

A sobrevivéncia das larvas (Zy;) de M. carcinus foi severamente afetada pela
mudanga brusca de salinidade para 0 e 4%o, com 100% de mortalidade nas primeiras horas,
em ambos os testes realizados. Nestas salinidades, 1h ap6s a estocagem, ja podia ser
observado um comportamento mérbido das larvas (nado irregular e ocorréncia de espasmos)
com presenca de 100% no fundo das unidades experimentais. Louzada et al. (2010) ao
estudarem o efeito da salinidade no desenvolvimento larval do M. carcinus, observaram
100% de mortalidade das larvas zoea I (Z;) mantidas em 4dgua doce durante quatro dias (96h).
Choudhury (1971b) observou a mesma mortalidade, porém em um periodo de 5 a 6 dias
(120-144h). Segundo Lal et al. (2012), as larvas Z;de M. lar também morrem em 4 dias
quando mantidas em agua doce. Segundo McNamara et al. (1986), larvas de M. olfersii nos
estagios zoea III, IV, V e VIII nao sobrevivem em agua doce por mais de 30 minutos. Os
dados médios de sobrevivéncia das larvas Zy; de M. carcinus, obtidos nos dois testes
realizados, para as diferentes salinidades e periodos de exposicao, estdo sumarizados na
Tabela 1.

No Teste 1 (larvas cultivadas inicialmente em salinidade 16%o), em um periodo de
24h de exposi¢ao foram observadas sobrevivéncias variando de 81,3% a 93,3%, sem
diferenca significativa (P>0,05) para as salinidades 12-24%o. Entretanto, a sobrevivéncia das
larvas expostas a salinidade 16%o (controle) foi maior (P<0,05) que as observadas para as
salinidades 8 e 28%o (com 24 e 53,3% de sobrevivéncia, respectivamente). Ao final de 96h, a

sobrevivéncia maxima observada foi 46,7%, nos tratamentos com salinidade 20 e 24%o.
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Entretanto, estas ndo foram diferentes (P>0,05) das sobrevivéncias obtidas nos tratamentos
16 e 12%o (Tabela 1).

No Teste 2 (salinidade inicial de 20%o), em 24 horas, as sobrevivéncias registradas
para as salinidades 12 a 28%o foram acima de 94%. Apos 48h de exposi¢ao, os valores
médios ainda permaneceram altos, variando de 85,8 a 95%, porém sem diferenga
significativa (P>0,05) entre estas salinidades. Decorridas 72h, foi registrada a mortalidade
total das larvas no tratamento com exposi¢ao a salinidade 40%o. Ao final do estudo (120h) a
sobrevivéncia maxima observada foi 71,3% na salinidade de 28%., € acima de 61% para os
demais tratamentos entre 16 e 24%o. A sobrevivéncia média das larvas de pitu M. carcinus
em salinidade 12%o (39,2%), ap6s 120h de exposic¢do, foi superior (P<0,05) a observada nas
salinidades 36 ¢ 8%o, com valores de 11,7 e 2,1%, respectivamente. Entretanto, a
sobrevivéncia em 12% foi bastante inferior a observada na salinidade 28%o (Tabela 1).

Borges et al. (2003), apds 61 dias de cultivo, observaram mortalidade total de larvas
de M. carcinus no estagio Zyy; em salinidade 12%o. Dobkin et al. (1974) obtiveram uma
sobrevivéncia larval até PL de 10-21% para larvas de M. acanthurus em condigdes de 16-
18%o. Segundo Ismael e Moreira (1997) as larvas de M. acanthurus consomem menos
energia quando mantidas em salinidades de 14-21%o e temperaturas de 25-30°C. As larvas de
M. amazonicum se desenvolvem em salinidades variando de 1-30%o, mas em salinidade 12%o
observa-se um tempo de desenvolvimento mais curto € uma maior sobrevivéncia (Vetorelli,
2008). Larvas de M. lar toleram 4gua salobra com aproximadamente 10%o, contudo requerem
um acréscimo gradual de salinidade alcangando 30-35%o, que deve ser mantido até a
metamorfose em pods-larva (Lal et al., 2012). Herman et al. (1999) conseguiram bons
resultados na criagdo de larvas de M. carcinus com salinidade variando de 12 a 21%o (~16%o
salinidade média). Segundo Coelho et al. (1981, 1982) e (Valenti,1985), para a larvicultura de

pitu M. carcinus, melhores sobrevivéncias podem ser obtidas variando de 16 a 24%e..
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3.3. Estimativas dos pardmetros e compara¢do dos modelos

As estimativas de salinidade letal (SLs,) e respectivos intervalos de confianga para
larvas Zy; de M. carcinus submetidas as mudancas de salinidade estdo representadas nas
figuras 1 e 2, que correspondem, em ordem, aos resultados dos Testes 1 € 2. No 7Teste [ a
SLsg inferior variou de 9,26 a 11,41%o e a SLs, superior variou de 27,55 a 28,69%o. Para o
Teste 2, estes valores variaram de 9,02 a 11,58%o e de 33,65 a 35,55%o respectivamente, para
SLsg inferior e SLsy superior (Tabela 2).

Os intervalos de confianga (95%) foram bastante amplos. Desse modo, ndo foi
constatada diferenca significativa (P>0,05) entre os parametros estimados para os diferentes
tempos de exposicao a variacdo de salinidade, em ambos os testes. Entretanto, foi observada
uma tendéncia evidente de reducdo na sobrevivéncia maxima estimada, onde a “janela” de
salinidade 6tima, que corresponde a sobrevivéncia maxima, se tornou cada vez mais estreita
com o passar do tempo. Ou seja, o ponto de inflexdo da esquerda (SLs, Inferior) aumenta e o
ponto de inflexao da direita (SLso Superior) diminui em ambos os testes (Fig. 1 ¢ 2).

O ajuste das curvas sobrepostas, para ambos os testes realizados (Fig. 3 e 4,
respectivamente), mostra uma evidéncia clara de que a sobrevivéncia maxima decresce no
decorrer do tempo. A sobrevivéncia maxima estimada variou de 94% (24 h) a 46% (96 h),
para as larvas oriundas da salinidade 16%o (7este 1), e de 97% (24 h) a 66% (120 h), para as
larvas oriundas da salinidade 20%o (7este 2) (Tabela 2).

A faixa 6tima de salinidade calculada para as larvas de M. carcinus em 96 h esta entre
14 € 24,9%0 (Teste 1) e entre 16,6 € 26,8%o (Teste 2). Embora tenham sido obtidos valores de
faixa 6tima de salinidade bastante aproximados entre os testes, a0 comparar as curvas de 96 h

dos modelos gerados (Fig. 3 e 4), observa-se que a sobrevivéncia para o Teste 1 (46%) foi
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inferior (P<0,05) a obtida no Teste 2 (77%). Ao final de 120 h, a faixa 6tima de salinidade
calculada no Teste 2 ficou entre 17,3 € 27,2%o0, com sobrevivéncia maxima estimada em 66%.
Sendo assim, na fase inicial de preparacao das larvas de M. carcinus (criacdo do
estagio zoea [ ao VI), também chamada de Pré-cultivo (Correia et al., 2011a, b; Rocha et al.,
2011), é mais adequado utilizar a salinidade 20%o para se obter melhores resultados. Na fase
seguinte (criacdo a partir do zoea VI), com base nos resultados obtidos neste trabalho, a faixa

de salinidade mais adequada para esta espécie estaria entre 18 e 24%o.
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Tabela 1. Sobrevivéncia (%) de larvas de pitu Macrobrachium carcinus (Zoea VI) submetidas a diferentes salinidades e tempos de exposi¢ao.

Salinidade
Tempo (h)
0%o 4% 8% 12%o 16%o 20%o 24%. 28%o 32%o 36%o 40%o
Teste 1 — Salinidade inicial de 16%o
24 0,0a 0,0a  24,0£27,5ab 853+8,3cd 93,3+3,1d 90,7+3,1 cd 81,3+12,2cd 53,3+3,1 bc — — —
48 0,0a 0,0a 8,7¢11,7ab  60,0+15,8 cd 70,7+13,0d 63,3+16,2 cd 63,3+4,2cd 28,0£7,2 be — — —
72 0,0a 0,0a 274462  46,0£9,2bc  54,0+14,4c 51,3+12,1c¢  57,3+23c¢  23,3t7,0b — — —
96 0,0a 0,0a 0,7¢1,2a  34,747,6 bc  46,0£11,1c 46,7+133c 46,7+23c  21,3+4,6 b — — —
Teste 2 — Salinidade inicial de 20%o
24 0,0a 0,0a 233+11,2b  942+47c¢  979+19c  988+22c  96,3£2,5¢  97,5+1,3c¢  858+6,2c 43,3+225b 2,1+36a
48 0,0a 0,0a 17,9489b  90,0£7,0c  95,0+£3,3¢c  93,3£59c¢  85,8+14,8¢c  95,0£2,5¢ 72,1x148¢c 27,5499b 0,8tl,4a
72 0,0a 0,0a 7,546,3ab  75,0£9,4cd  85,0+2,5cd 84,656 cd 82,9+123cd 89,2+4,0d 65,8+142c 20,8+7,5Db 0,0a
96 0,0a 0,0a 6,7£5,1ab  53,8+£26,7c¢  783%5,6c  76,3+8,8c  72,5+123c¢  80,4+6,3c 57,1£12,6¢c 14,2469 0,0a
120 0,0a 0,0a 2,1#2,6 ab  39,2+18,8¢c  61,749,2cd 65,8+10,0 cd 62,9+14,6 cd 71,3£10,9d 49,6£8,3cd 11,7+4,7Db 0,0a

* Os valores sdo apresentados como médias + desvio padrdo, originados de trés replicas. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P <0,05) entre os

tratamentos pelo teste de comparacdo de médias de Tukey.
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611  Tabela 2. Principais pardmetros do modelo proposto para descrever a sobrevivéncia das larvas Zoea VI de pitu M. carcinus submetidas a

612  variagdes de salinidade, em diferentes tempos de exposicao.

Tempo (h) a B ¥ (%0) 5 € (%o) R? (%)

Teste 1 — Salinidade inicial de 16%o

24 0,94  (0,44) -0.85 (1,86) 926 (3,70) 0,40  (1,34) 28,69  (536) 94,4
48 0,67 (0,32) -1,01 (229) 990 (479 0,75 (3.41) 27,55 (3,99) 91,5
72 0,54  (024) -1,17  (432) 10,53 (6,16) 3,56 (691,84) 27,92 (15,36) 92,7
96 0,46 (025 -1,82 (--) 1141 (-—) 1,54 (48,70) 27.89  (4,27) 92,8

Teste 2 — Salinidade inicial de 20%o

24 0,97 (021) -L13 (3,67 902 (3,72) 0,63 (1,10) 3555 (2.84) 97,5
48 093  (022) -124 (456) 915 (458) 0,58  (0,78) 3437 (3,24) 97,0
72 0,86  (0,22) -1,07 (1,91) 10,18 (3,55) 0,63  (0,88) 34,08 (3,39) 97,3
96 0,77 (0,22) -0,82 (1,83) 1098 (336) 0,67 (1,08) 33,65 (3,65) 93,3
120 0,66 (0,23) -081 (3,06) 1158 (326) 0,71  (1,31) 33,70  (4,29) 92,8

613  * Valores correspondentes as estimativas dos parametros e, entre parénteses, respectivos erros padroes. Pardmetros de interesse: o (assintota) —
614  maxima sobrevivéncia esperada; y — SLso Inferior (%o) € € — SLso Superior (%o). R’ — coeficiente de determinacdo. Modelo: 7 = o/ [1+exp(ﬁ(s'
615 Y))] [1 +eXp(3(S-8))]

616

617
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622  Fig. 1. Salinidade letal (SLs), valores inferiores (A) e superiores (B), para larvas de pitu
623 Macrobrachium carcinus (Zoea VI), criadas inicialmente em salinidade 16%o e submetidas

624  avariagdes bruscas durante 96h de exposicao.

625
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Fig. 2. Salinidade letal (SLs), valores inferiores (A) e superiores (B), para larvas (Zoea VI)
de pitu Macrobrachium carcinus, criadas inicialmente em salinidade 20%o e submetidas a

variagdes bruscas durante 120h de exposic¢ao.
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Fig. 3. Sobrevivéncia de larvas (Zoea VI) de pitu Macrobrachium carcinus criadas em

salinidade 16%o e submetidas a mudancas de salinidade ao longo de 96h.
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Fig. 4. Sobrevivéncia de larvas (Zoea VI) de pitu Macrobrachium carcinus criadas em

salinidade 20%o e submetidas a mudancas de salinidade ao longo de 120h.
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ISSN: 0044-8486/ Fator de impacto: 1.678

Normas

INTRODUCTION

Types of paper

Original Research Papers should report the results of original research. The material should not have been
previously published elsewhere. Articles are expected to contribute new information (e.g. novel methods of
analysis with added new insights and impacts) to the knowledge base in the field, not just to confirm
previously published work.

Review Articles can cover either narrow disciplinary subjects or broad issues requiring interdisciplinary
discussion. They should provide objective critical evaluation of a defined subject. Reviews should not
consist solely of a summary of published data. Evaluation of the quality of existing data, the status of
knowledge, and the research required to advance knowledge of the subject are essential.

Short Communications are used to communicate results which represent a major breakthrough or startling
new discovery and which should therefore be published quickly. They should not be used for preliminary
results. Papers must contain sufficient data to establish that the research has achieved reliable and
significant results.

Technical Papers should present new methods and procedures for either research methodology or culture-
related techniques.

The Letters to the Editor section is intended to provide a forum for discussion of aquacultural science
emanating from material published in the journal.

Contact details for submission

Papers for consideration should be submitted via the electronic submission system mentioned below to the
appropriate Section Editor:

Nutrition:

D.M. Gatlin

The Nutrition Section welcomes high quality research papers presenting novel data as well as original
reviews on various aspects of aquatic animal nutrition relevant to aquaculture. Manuscripts addressing the
following areas of investigation are encouraged:

1) determination of dietary and metabolic requirements for various nutrients by representative aquatic
species. Studies may include environmental/stress effects on animal's physiological responses and
requirements at different developmental stages;

2) evaluation of novel or established feedstuffs as well as feed processing and manufacturing
procedures with digestibility and growth trials. Such studies should provide comprehensive
specifications of the process or evaluated ingredients including nutrients, potential anti-nutrients, and
contaminants;

3) comparison of nutrient bioavailability from various ingredients or product forms as well as metabolic
kinetics of nutrients, food borne anti-nutrients or toxins;

4) identification of key components in natural diets that influence attractability, palatability,
metabolism, growth reproduction and/or immunity of cultured organisms;

5) optimization of diet formulations and feeding practices;

6) characterization of the actions of hormones, cytokines and/or components in intracellular signaling
pathway(s) that influence nutrient and/or energy utilization.

7) evaluation of diet supplementation strategies to influence animal performance, metabolism, health
and/or flesh quality.
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Manuscripts concerning other areas of nutrition using novel or advanced methods are also welcome. Please
note that in regard to various diet additives such as probiotics, prebiotics, herbal extracts, etc., a very large
number of papers have already been published. Therefore, Aquaculture will not continue to accept
manuscripts that present initial and preliminary investigations of such additives. Manuscripts addressing
these and other feed additives will be accepted for review only if they are of the highest scientific quality
and they represent a significant advance in our knowledge of the mechanisms involved in their metabolism.
Manuscripts may also be considered if they present clinical efficacy data generated in large-scale trials and
economic cost-benefit analysis of these applications.

Aquaculture Production Science:

B.Costa-Pierce

AQUACULTURE PRODUCTION SCIENCE (PS) is one of 5 sections of the international journal
AQUACULTURE dedicated to research on improvements and innovations in aquatic food production.

This section supports worldwide dissemination of the results of innovative, globally important,
scientific research on production methods for aquatic foods from fish, crustaceans, mollusks,
amphibians, and all types of aquatic plants. Contributions are encouraged in the following areas:

1) Improvement of production systems that results in greater efficiencies of resource usage and
sustainability of aquaculture; 2) Effective applications of technologies and methods of aquaculture
production for improved stocking regimes; 3) The use of new species and species assemblages; and, 4)
Investigations to minimize aquaculture wastes and improve water quality, including technologies for
nutrient recycling in aquaculture ecosystems, and potential synergy of aquaculture and other food
production systems using methods such as polyculture and integrated aquaculture. Aspects of seafood
processing and technology will not be considered in this section although aquaculture techniques that may
influence the nutritional value of aquatic food products may be considered in the Nutrition Section.
Physiology and Endocrinology:

Fish: A. P. (Tony) Farrell

Invertebrate: J. Benzie

The Physiology Section welcomes high quality papers that present both novel research data and original
reviews, on all aspects of the physiology of cultured aquatic animals and plants. Their content must be
relevant to solving aquaculture problems.

Submitted manuscripts must have a valid hypothesis or objective, clearly state the relevance to
aquaculture, have proper experimental design with appropriate controls and utilize appropriate
statistical analysis. Mention of trade names is limited to the main text.

Relevant physiological topics include, but are not limited to:

- Reproductive physiology, including: Endocrine and environmental controls development; Induced
ovulation and spermiation; Gamete quality, storage and cryopreservation; control of sex
differentiation; Physiology and endocrinology of gynogenetic, triploid and transgenic organisms

- Molecular genetic assessment of physiological processes

- larval physiology and ontogeny in relation to aquaculture, including metamorphosis, smolting
(salmonids) and molting (crustacea)

- Nutritional physiology including endocrine and environmental regulation of growth

- Performance under variable culture conditions, including temperature optima and tolerances; Altered
water quality and environmental variables; Stress and disease physiology; Rearing density

- Immunology (physiological studies of probiotics must present statistically valid conclusions)

- Respiratory, muscle and exercise physiology of cultured organisms

- Osmoregulatory physiology and control

- Physiology of harvest and handling techniques, including: Anesthesia and transport; Product and flesh
quality; Pigmentation

Genetics:

G. Hulata

The Genetics Section welcomes high-quality research papers presenting novel data, as well as critical
reviews, on various aspects of selective breeding, genetics and genomics, so long as the content is relevant
to solving aquaculture problems. Please note, however, that Aquaculture will not accept manuscripts
dealing with the application of well-described techniques to yet another species, unless the application
solves a biological problem important to aquaculture production. Aquaculture will not accept manuscripts
dealing with gene cloning, characterizing of microsatellites, species identification using molecular
markers, EST papers with small collections, or mapping papers with a small number of markers, unless the
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papers also deal with solving a biological problem that is relevant to aquaculture production. Where
appropriate, linkage maps should include co-dominant markers, such as microsatellite DNA and SNP
markers, to enable application to other populations and facilitate comparative mapping. Aquaculture will
not accept manuscripts focusing mainly on population genetics studies that are based on RAPD and AFLP
markers, since the dominance and multilocus nature of the fingerprints are not suitable for making
inferences about population genetic diversity and structure. There may be other journals that are more
suitable for manuscripts not meeting these requirements.

Sustainability and Society:

D.C. Little

The Sustainability and Society section of the journal Aquaculture invites articles at the interface of natural
and social sciences that address the broader roles of aquaculture in global food security and trade. Aims
and scope of the Sustainability and Society section are the: global dissemination of interdisciplinary
knowledge regarding the management of aquatic resources and resulting impacts on  people.
Interconnections with other sectors of food production; resource management and implications for
societal impact. Going beyond a narrow techno-centric focus, towards more holistic analyses of aquaculture
within well-defined contexts. Enquiry based on understanding trajectories of change amid the global
challenges of climate change and food security. Mixed methods and approaches that incorporate and
integrate both social and natural sciences. Relevance for the diverse range of policy makers, practitioners
and other stakeholders involved. Articles that take a value chain approach, rather than being wholly
production orientated, are encouraged.

Disease

B. Austin

The Disease sections welcomes critical reviews and high quality articles containing novel data on all aspects
concerning diseases of farmed aquatic species. The aims of the section are: description of new and
emerging diseases including characterization of the causal agent(s), development in the understanding of
fish pathogens for example including new methods of growth where this has been a problem for fastidious
organisms, pathogenicity and epizootiology, developments in the diagnosis of disease going beyond the use
of standard well used methods, and methods of disease control, notably new developments in vaccines,
immunostimulants, dietary supplements, medicinal plant products, probiotics, prebiotics and genetically-
disease resistant stock. Relevance to aquaculture must be demonstrated. Articles, which adapt well known
methods without further refinement of those methods, are unlikely to be accepted.

Page charges

This journal has no page charges.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Policy and ethics

The work described in your article must have been carried out in accordance with The Code of
Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EU Directive 2010/63/EUfor animal
experiments
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm;UniformRequirements for
manuscripts submitted to Biomedical journals http://www.icmje.org. This

must be stated at an appropriate point in the article.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See also
http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an example of a Conflict of Interest
form can be found at: http://elsevier6.custhelp.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923/.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in the
form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic preprint, see
http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the
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or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To
verify originality, your article may be checked by the originality detection service CrossCheck
http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

If the manuscript to be submitted was previously rejected by Aquaculture or another journal, it is necessary
to specify what substantive new work and/or revisions have been included to elevate the manuscripts
quality for consideration by Aquaculture.

Contributors

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors must have
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5.2 - Artigo cientifico 11

LARVICULTURA DE PITU Macrobrachium carcinus LINNAEUS, 1758
(DECAPODA: PALAEMONIDAE) SOB DIFERENTES

SISTEMAS DE CULTIVO

Joao Paulo V. Lima, Fabiana P. Melo, Maria Gabriela P. Ferreira, Rafael Liano de Souza,

Johnson Uei Yan Liu, Rivaldo S. Gomes Junior, Eudes S. Correia
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Larvicultura de pitu Macrobrachium carcinus Linnaeus, 1758 (Decapoda:

Palaemonidae) sob diferentes sistemas de cultivo

Jodo Paulo V. Lima **, Fabiana P. Melo b, Maria Gabriela P. Ferreira b, Rafael Liano de

Souzab, Johnson Uei Yan Liu b, Rivaldo S. Gomes Junior b, Eudes S. Correia °

* Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA, Av. General San Martin, 1371 Bongi, Recife,
PE 50761-000, Brazil,
® Laboratério de Sistemas de Producio Aquicola, Departamento de Pesca e Aquicultura,

UFRPE, Av. Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irméaos, Recife, PE 52171-900, Brasil;

* Corresponding author. Tel.: +55 81 3320.6517; Fax: +55 81 3320.6502.
E-mail address: joaopaulo_lima@hotmail.com (J.P.V. Lima); ecorreia@depaq.ufrpe.br (E.S.

Correia)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizagdo de diferentes sistemas de cultivo na
larvicultura do pitu Macrobrachium carcinus com base na sobrevivéncia, desenvolvimento
larval e producdo de pos-larvas. O cultivo experimental foi desenvolvido em trés fases: Fase
I (zoea VI a VIII), Fase Il (zoea VIII a X) e Fase IIl (zoea X a PL), com densidades de 30,
27,5 e 25 larvas L™, respectivamente. As larvas de M. carcinus (zoea VI) foram criadas em
quatro sistemas de larvicultura, dois abertos (Agua Verde—AV e Agua Clara—AC) e dois
fechados (Biofloco-BFT e Biofiltro-SFD), distribuidos em 12 recipientes plasticos (10 L),
abastecidos com agua salobra (20 %o), e providos de aera¢do constante, circulacdo de agua

por air lift e aquecedores com termostato (~30°C). O AV foi mantido com algas cloroficeas
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na densidade de 3 a 5x10° células mL". No AC a 4gua foi previamente filtrada (#5um),
esterilizada (10 ppm cloro ativo) e declorada, sob aeracdo por 24 h. Para o BFT, foi utilizada
uma 4agua rica em bioflocos e melaco como fonte de carbono organico. No SFD a dgua de
cultivo circulou através de um filtro bioldgico tipo “Dry-Wet” acoplado ao sistema. A
alimentacdo foi realizada ad libitum quatro vezes ao dia, alternando uma dieta timida
formulada com uma comercial, acrescida de nauplios de art€émia na propor¢do de 40 a 50
larva” dia. Temperatura, oxigénio dissolvido e pH foram monitorados diariamente e a
salinidade duas vezes por semana. Também foram analisados amdnia total, nitrito, nitrato,
ortofosfato, alcalinidade, solidos suspensos totais, clorofila-a, DQO e DBO. Em relagdo a
qualidade da agua, os melhores resultados (P<0,05) foram obtidos no SFD, com 0,49, 0,23 ¢
9,0 mg L' de N-AT, N-NO, ¢ N-NOs, respectivamente. No AV esses compostos oscilaram
bastante e apresentaram niveis crescentes (2,32, 3,53 ¢ 18,2 mg L' de N-AT, N-NO, e N-
NOs, respectivamente). Considerando as trés fases, a sobrevivéncia média durante a
larvicultura do M. carcinus (Zv . pL) com os sistemas BFT, AC, AV e SFD foi 14,9; 28.8;
35,3 e 57,1%, respectivamente. Os valores de produtividade média de pos-larvas e taxa de
metamorfose obtida no BFT (8,4 PL LY 33,7%) foram superiores (P<0,05) aos observados
no SED (2,8 PLL';11,2%) e AV (1,3 PL L''; 5,2%), e iguais aos obtidos no AC (5,6 PLL™";
22,5%). O desenvolvimento das larvas no BFT foi mais acelerado em relagdo aos demais
sistemas. Ao final do experimento, as larvas criadas no SFD obtiveram menor (P<0,05) LSI
(11,1) que os demais sistemas de cultivo AV, AC e BFT (12,4; 12,7 e 13,0, respectivamente).
Desta forma, o SFD se apresentou como o mais adequado para a larvicultura do M. carcinus

(Zvy1apL), com melhores resultados de sobrevivéncia e de qualidade da agua.

Palavras-chave: camarao de agua doce; biofiltro, biofloco, agua verde, agua clara,

sobrevivéncia larval.
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1. Introducio

O género Macrobrachium Bate (Decapoda, Palaemonidae) ¢ encontrado em todos os
continentes, exceto na Europa, e reune as espécies de camardo de agua doce mais adequadas
ao cultivo (Holthuis, 1980). No Brasil, ha quatro espécies de camardes de agua doce de real
interesse econdmico: as nativas, Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758), M. acanthurus
(Wiegmann, 1836) e M. amazonicum (Heller, 1862), que sdo bastante exploradas pela pesca
artesanal e tem grande potencial para aquicultura; e a espécie exética, M. rosenbergii (De
Man, 1879), introduzida no Pais, no final dos anos 70, e tnica a ser cultivada comercialmente
(Valenti, 1993; Cavalcanti, 1998; Valenti ¢ Moraes-Riodades, 2004; New, 2005; Bertini ¢
Valenti, 2010).

O M. carcinus (Painted river prawn - nome inglés na FAO) é conhecido no Nordeste
do Brasil como “pitu” e, em outras regides, como “lagosta de Sao Fidelis” ou “lagostinha do
Ribeira”. Ocorre em ambientes estuarinos e, principalmente, em aguas interiores, desde o Sul
dos Estados Unidos (Florida e Texas) e América Central até as Antilhas, Colombia,
Venezuela, Suriname e Brasil (do Amapa ao Rio Grande do Sul) (Holthuis, 1952, 1980;
Lewis, 1961; Lewis e Ward, 1965; Choudhury, 1971a; Graziani et al., 1993; Bond-Buckup e
Buckup, 1989; Bowles et al., 2000; Melo, 2003).

O M. carcinus tem sido um alvo constante da exploracdo comercial da pesca artesanal
em diversos paises (Ling e Costello, 1979; Holthuis, 1980; Silva et al., 1981; Rabanal, 1982;
Chauvin, 1992; Graziani et al., 1993; Bowles et al., 2000; Montenegro et al., 2001).
Entretanto, as capturas vém reduzindo significativamente devido, principalmente, a poluicao
e destruicao dos ecossistemas naturais e a sobrepesca (Valenti, 1993; Herman et al., 1999;
Bowles et al., 2000). O M. carcinus esta atualmente listado como uma espécie vulneravel ou

ameacada de extingdao em alguns paises (Bowles et al., 2000), inclusive no Brasil (Melo e
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Coelho, 2008; Bertini e Valenti, 2010), onde a captura em 4guas naturais ¢ considerada ilegal
desde 2004, exceto para fins cientificos mediante autorizacdo especial (IBAMA, 2004).

Segundo Mago-Leccia (1995), o camardo M. carcinus apresenta algumas vantagens
para o cultivo como rusticidade, tolerancia a variagdo de fatores ambientais € ao manejo,
além de uma dieta onivora dos adultos. Contudo, embora possua grande potencial, o cultivo
do pitu ainda requer o desenvolvimento de estratégias eficazes para sua aplicagdo em escala
comercial (Coelho et al., 1978, 1981; Correia e Cordeiro, 1981; Cavalcanti, 1998) ¢, assim
como em outros palemonideos, a larvicultura € o ponto de estrangulamento da produc¢ao, pois
depende de um rigido controle da qualidade da dgua, de uma alimentacdo adequada e um
manejo altamente especializado (Lobao et al., 1998).

A larvicultura € o processo de producdo de pos-larvas em laboratorio, que pode ser
realizado em sistemas aberto ou fechado (Lobao, 1997). No sistema tradicional aberto, a
agua, renovada diariamente (50 a 70% do volume do tanque), é eliminada e substituida por
agua nova e limpa, mantendo as condi¢des do meio adequadas a criagdo das larvas (Ling e
Merican, 1961; Valenti, 1996; Correia e Castro, 1998). J& no sistema fechado ou de
recirculacdo, que utiliza técnicas mais modernas, ha um reaproveitamento total ou parcial da
agua de cultivo das larvas, através da sua filtragdo (mecanica e bioldgica) e tratamento
quimico (Sandifer e Smith, 1978; Aquacop, 1983; Daniels et al., 1992; Carvalho Filho e
Mathias, 1998; Valenti et al., 1998), podendo manter biomassas altas em um volume
relativamente limitado (Lobao, 1997; Lobao et al., 1998).

O sistema de 4agua clara aberto requer uma maior disponibilidade de agua, ja que
trocas periodicas sdo realizadas para evitar niveis criticos de amonia e nitrito (Ling e
Merican, 1961; Aquacop, 1982; Suharto et al. 1982; Correia et al., 1988). Neste sistema, a
agua necessaria para a producdo de um milhdo de pos-larvas oscila entre 200 e 250 m’, ao

passo que, no sistema fechado, ndo vai além de 6 a 8 m* (Ra’anan e Cohen, 1983). Ong
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(1983), comparando a larvicultura de M. rosenbergii em sistema aberto e fechado, obteve
producgoes médias de 34,7 e 29,8 pos-larvas L'l, respectivamente, com reducao de 20 a 30%
na mao-de-obra do sistema fechado. Castro et al. (1988), utilizando sistema fechado e a
mesma espécie, verificaram redugdo de 90% no consumo de dgua em relagdo ao sistema
aberto, com uma produtividade média de 30 pés-larvas L.

A troca de dgua pode ser minimizada através do cultivo em agua verde, que consiste
na inoculagdo de algas cloroficeas, principalmente Chlorella spp., nos tanques de cultivo, que
podem atuar absorvendo os compostos nitrogenados e propiciar uma alimentagao para os
nauplios de artémia, resultando num melhor desenvolvimento das larvas cultivadas
(Fujimura, 1966; Cordeiro e Silva, 1981; Cavalcanti et al., 1986). No sistema de dgua verde o
fitoplancton ¢ cultivado separadamente, em tanques apropriados e com adigao de fertilizantes
quimicos, numa densidade de 10° a 10° células mL™', com algas coletadas no ambiente natural
ou de cultivos monoespecificos (Fujimura, 1966; Manzi et al., 1977; Lee, 1982; Cavalcanti et
al., 1986; Silva, 1995).

O uso da filtragao bioldgica vem sendo adaptado a partir da larvicultura intensiva em
sistema aberto de dgua clara (Aquacop, 1983). Nos sistemas que utilizam filtros mecanicos e
biologicos, a d4gua que circula no tanque de cultivo atravessa um substrato colonizado por
bactérias aerdbicas ¢ anaerobicas, ocasionando a remog¢ao dos residuos solidos e metabolitos
indesejaveis (Hirayama, 1972, 1974; Valenti et al., 2010). A eficiéncia destes sistemas esta
diretamente relacionada a taxa de recirculacao da agua, que ¢ da ordem de 2 a 5 vezes o
volume total do tanque de cultivo por dia, podendo atingir até 24 vezes dia™ (Sandifer e
Smith, 1975, 1978; Menasveta, 1982; Singholka e Sukapunt 1982; Aquacop, 1983; Ong,
1983; Castro et al., 1988; Cohen e Ra’anan, 1989; Griessinger et al., 1989; Choudhury et al.,

1993; Valenti et al., 1998), e também ao tamanho dos biofiltros utilizados, que varia de 4 a
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124 20% do volume dos tanques (Griessinger et al., 1989; Daniels et al., 1992; Valenti et al.,

125 2010).

126 Diferentes sistemas de larvicultura com recirculacdo e filtragdo bioldgica siao

127  utilizados atualmente, como o sistema de fluxo continuo (Correia et al., 2000), o sistema
128  fechado estatico (Carvalho Filho e Mathias, 1998) e o sistema fechado dindmico (Valenti et
129  al., 1998; Valenti e Daniels, 2000). Entretanto, o mais difundido ¢ o sistema de 4gua clara
130  com recirculagdo (New, 2002; New e Kutty, 2010). Todos estes sistemas estdo baseados no
131  processo de nitrificagdo da amonia, que resulta de uma agdo sequencial das bactérias

132 nitrificantes, onde a principal fungio do filtro bioldgico é a oxidagdo da amoénia (NH, -N)
133 para nitrito (NO,-N), pelas bactérias do género Nitrosomonas e Nitrosococcus e,

134 posteriormente a nitrato (NO;-N), através das bactérias do género Nitrobacter, Nitrospira e
135  Nitrococcus (Spotte, 1979; Kaiser e Wheaton, 1983; Brock et al, 1994; Lobao et al., 1998).
136 Nos ultimos anos tem se discutido e difundido bastante o cultivo de camardes

137  marinhos em meio heterotréfico ou sistema de bioflocos (BFT — Biofloc Technology),

138  visando a ciclagem de compostos nitrogenados e a utilizagdo da proteina microbiana na

139  nutri¢do dos camardes (Avnimelech, 1999, 2009; Schryver et al., 2008; Furtado et al., 2011;
140  Krummenauer et al., 2011, 2012). Estes sistemas tém em comum a predominancia de

141  bactérias aerdbicas heterotroficas que colonizam particulas de residuos organicos e absorvem
142 o nitrogénio, fosforo e outros nutrientes da dgua (Ebeling et al., 2006; Avnimelech, 2009)
143 através da adigdo de fontes de carboidratos e do balango da relagao C:N (Avnimelech, 1999,
144  2006; Ebeling et al., 2006; Schneider et al., 2006; Michaud et al., 2006; Samocha et al., 2007,
145  Asaduzzaman et al., 2008; Azim et al., 2008; Crab et al., 2009, 2012).

146 Sistemas BFT reduzem a utilizagdo de dgua e a emissao de efluentes, minimizando o
147  impacto ambiental, controlam os niveis dos compostos nitrogenados inorganicos através da

148  sintese de proteina microbiana e aumentam a conversao alimentar dos camardes (Wasielesky
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et al., 2006; Azim et al., 2008; Schryver et al., 2008; Avnimelech, 2009; Ray et al., 2009).
Além disso, incrementam a biosseguridade e a produ¢do, complementando a dieta dos
animais cultivados através da produtividade natural do ambiente (Mclntosh et al., 2000;
Burford et al., 2003, 2004; Erler et al., 2005; Wasielesky et al., 2006; Crab et al., 2009; Khun
et al., 2009; Ballester et al., 2010). Por ser um sistema de cultivo relativamente novo, pouco
se sabe sobre a eficacia e aplicabilidade do sistema BFT na larvicultura de camardes de dgua
doce. Entretanto, se apresenta como uma alternativa para producio de pos-larvas em sistemas
sem renovagao de agua.

Desta forma, tratando-se de uma espécie em extingao (M. carcinus — pitu) no Brasil e
em outras partes do mundo, o desenvolvimento de tecnologias de cultivo que viabilizem a
produgdo de pds-larvas em laboratdrio podera contribuir para preservagido da espécie,
disponibilizando formas jovens para fins de cultivo comercial, para futuras pesquisas durante
a fase de engorda e, principalmente, para o repovoamento dos ambientes naturais. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo de diferentes sistemas de cultivo durante a
larvicultura do M. carcinus com base na sobrevivéncia, desenvolvimento larval e producao de

pos-larvas.

2. Material e métodos
2.1. Coleta e manutengdo das fémeas ovigeras

Fémeas ovigeras de M. carcinus (pitu) foram capturadas (Licenga n® 35782-2
MMA/ICMBI0/SISBIO) no Rio Una, no municipio de Barreiros — PE (08°47'14,8"'S e
035°12'35,4""W) com a utilizacao de “covos” iscados com pedacos de coco. Os animais
coletados foram acondicionados em sacos plasticos (com oxigénio sob pressdo) e

transportados até as instalagdes da Larvicultura de Camardo de Agua Doce na Estagdo de
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Aquicultura Continental Professor Johei Koike da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), Recife — PE, onde foi conduzido o estudo.

No laboratoério, as fémeas ovigeras foram aclimatadas e, apos desinfeccdo em solucao
de hipoclorito de sédio (50 ppm cloro ativo — 30 segundos), mantidas em agua doce (0%o),
em caixas de 50 L (1 a 2 fémeas/caixa), até a eclosdo das larvas. Neste periodo a alimentagao
constou de ragdo especifica para reprodutores de camardo marinho, com 54% P.B. (BREED-
Shrimp®, INVE Aquaculture Inc., Salt Lake City, UT, USA), fornecida ad libitum, duas
vezes ao dia. Os restos de alimento e fezes foram sifonados uma vez ao dia e realizada troca
de 4gua a cada dois dias (1/3 do volume total do tanque). Diariamente, as caixas foram

checadas para verificar o bem estar das fémeas e a ocorréncia da eclosdo das larvas.

2.2. Cultivo e manejo das larvas

O manejo das larvas de M. carcinus (da eclosdo até o VI estagio zoea) seguiu
conforme os métodos descritos por Choudhury (1971a, b), Dugan et al. (1975), Coelho et al.
(1981, 1982), Santos et al. (2007), Correia et al. (2011a, b) e Rocha et al. (2011). As larvas
recém-eclodidas em agua doce, foram quantificadas por analise volumétrica e aclimatadas a
salinidade 20%o (4%o a cada 12h). O pré-cultivo foi realizado durante 20 dias, em tanques
circulares de fibra de vidro com capacidade para 250L (400 a 500 larvas L), até as larvas
atingirem o VI estagio zoea (Zvi), quando foram transferidas para o cultivo nas unidades

experimentais.

2.3. Delineamento e condigoes experimentais
O cultivo experimental foi desenvolvido em trés fases designadas Fase I (zoea VI a
VIII), Fase II (zoea VIII a X) e Fase Il (zoea X a PL) com densidades de estocagem de 30,

27,5 e 25 larvas L'l, respectivamente. Ao final das Fases I e II foi observada a sobrevivéncia
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larval em cada unidade experimental e, em seguida, realizada uma nova estocagem com
larvas oriundas da mesma eclosdo, que foram cultivadas paralelamente ao experimento.

Ap6s o pré-cultivo, as larvas Zy; foram distribuidas aleatoriamente em quatro sistemas
de larvicultura (tratamentos), sendo dois abertos (Agua Verde — AV e Agua Clara — AC) e
dois fechados (Biofloco — BFT e Biofiltro — SFD), adotando-se um delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes cada. As unidades experimentais consistiram em 12
recipientes plasticos cilindrico-conicos com capacidade para 10 L, abastecidos com 4gua
salobra (20%o) e providos de circulacdo de agua por “air-lift” (tubo PVC @ 20 mm com tela
#500um) e aeragdo constante, através de mangueiras de silicone (0 4 mm) e pedras porosas
de ar (@ 1"), supridos por compressor radial 2 CV (CR-5, Ibram Ltda, SP, Brasil). Cada
sistema de cultivo foi composto por 03 unidades experimentais interligadas a 01 caixa
reservatorio de 40 L, equipada com 01 bomba de aquario (JAD® Submersible Pump, modelo
SP-1000), para circulagdo da 4gua (Omaex. 300 Lh™), € 01 aquecedor com termostato (JEBO®
AquaHeater — 200W) para manter a temperatura da 4gua em 30£1°C (Figura 1). Foi mantido
o fotoperiodo natural (13 h claro, 11 h escuro). Nos sistemas abertos foram realizadas trocas
de 4gua a cada dois dias (20-25% do volume dia'l) e nos sistemas fechados apenas a

reposicao das perdas por evaporagado e ajustes de salinidade.

2.4. Sistemas de larvicultura

O sistema de Agua Verde (AV) foi mantido com algas cloroficeas (Chlorella vulgaris
e/ou Nannochloropsis oculata) na densidade de 3 a 5x10° células mL™', com a fun¢io
absorverem os compostos nitrogenados do sistema. A cada dois dias, foi realizada uma
renovagao parcial de 4gua no sistema (20 a 25% do volume), utilizando-se uma agua rica em
microalgas. A producao de microalgas foi efetuada conforme método desenvolvido por

Fujimura (1966), utilizando-se dois tanques externos de 500 L, fertilizados quimicamente
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com fosfato de monoamoénio — MAP (10% N e 10% P,0s) e uréia (45% N), nas proporcdes
de3mgNL'e0.60mgPL"

No sistema de Agua Clara (AC), foi utilizada somente a 4gua preparada a partir da
mistura de 4gua do mar com dgua doce, previamente filtradas (#5um), esterilizadas com
hipoclorito de sédio (10 ppm de cloro ativo) e decloradas com vitamina C (1 mg L™) sob
aeracdo por 24 horas.

No sistema de Biofloco (BFT) ndo ocorreu troca de dgua, apenas reposi¢ao com agua
doce para suprir as perdas por evaporacgdo. O biofloco foi previamente produzido, utilizando-
se dois tanques circulares de 800 L, preenchidos com agua salobra (20%o) e estocados com
camardes da espécie Litopenaeus vannamei (~1 g) na densidade de 1.500 juvenis m™, e
alimentados duas vezes ao dia com ragdo comercial 40% P.B. (10% da biomassa). Para
controle dos teores de amonia no sistema BFT foi adotada a relacdo C:N de 6:1, ou seja, para
imobilizar 1g de N-amoniacal eram necessarios 6g de C organico (Avnimelech, 1999;
Ebeling et al., 2006), utilizando-se o melago como fonte de carbono (~30%C). A agua rica
em bioflocos foi transferida para o tanque reservatorio do BFT e inoculada gradativamente as
unidades experimentais (~50% do volume do sistema).

Para o Sistema Fechado Dinamico (SFD) nao foram realizadas trocas de 4gua, apenas
a reposicao das perdas por evaporagdo. A agua de cultivo circulou durante todo o ciclo de
producao através de um biofiltro tipo “Dry-Wet” (Lobao et al., 1998) acoplado a caixa
reservatorio do sistema, propiciando um processo continuo de assimilagao dos compostos
nitrogenados (Valenti et al., 1998). Na montagem do filtro biologico foi utilizado um
recipiente plastico com capacidade para 24 L (~30% do volume do sistema), com 38 cm de
diametro na abertura superior, 20 cm de didmetro na base e 42 cm de altura. A parte interna
foi dividida em quatro compartimentos, separados por bases plasticas perfuradas e com uma

passagem central para um tubo de PVC @ 32 mm e uma mangueira de silicone (@ 4 mm)
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com pedra porosa para aeragcdo. O primeiro compartimento (de cima para baixo), com altura
livre de 10 cm, foi preenchido com espuma grossa e servia para realizar uma pré-filtragem
mecanica da dgua. O segundo e o terceiro compartimentos, ambos com 10 cm de altura,
foram compostos por pequenas estruturas plasticas tipo “bio-balls” e cascalho (conchas e
corais particulados) como substrato, respectivamente. O cascalho (particulas ~5 mm) foi
acondicionado em sacos de ndilon (#250 um) arranjados sobre uma tela tipo “perlon” que
revestia a base perfurada do terceiro compartimento. O quarto compartimento, com 12 cm de
altura, ndo recebeu nenhuma estrutura, apenas servia para armazenar a agua filtrada que era
transportada de volta a caixa reservatorio do SFD através de um tubo de PVC de @ 20 mm
com “air-lift” (Figura 2). A maturacao do filtro bioldgico ocorreu em agua salobra (20%o), 30
dias antes do experimento, com aplicagdes periddicas de cloreto de amonia (NH4Cl),

mantendo-se temperatura em 30+1°C e aeracdo constante conforme Daniels et al. (1992).

2.5. Alimentacado das larvas

A alimentagao das larvas de M. carcinus foi realizada ad libitum quatro vezes ao dia,
utilizando uma dieta imida formulada (COMP — creme de ovo, molusco e peixe), fornecida
as 08:00 e 14:00 h, e uma dieta comercial (PL +300 Ultra - FRiPPAK p FEEDS®, INVE
Aquaculture Inc., Salt Lake City, UT, USA), as 11:00 e 16:00 h, acrescidas com art€émia
recém-eclodida na proporc¢do de 1-2 nauplios mL™ (40-50 nauplios larva™ dia) as 9:00 e
17:00 h, nos primeiros 15 dias, e apenas as 17:00 horas do 16° dia em diante. A propor¢ao

dos ingredientes e composicao centesimal das dietas utilizadas estd apresentada na Tabela 1.

2.6. Parametros de qualidade da agua
A temperatura, o oxigénio dissolvido e o pH da 4gua foram monitorados diariamente,

utilizando oximetro digital (YSI 550-A, Yellow Springs, OH, USA) e peagametro (YSI pH-
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100, Yellow Springs OH, USA). A salinidade foi analisada duas vezes por semana, através de
equipamento multiparametro (YSI 556 MPS, YSI Incorporation, OH, USA). Amostras de
agua (100 mL) foram coletadas nas unidades experimentais a cada 5 dias, para determinacao
dos niveis de amonia total (N-NH;_4) e nitrito (NO,-N), e a cada 10 dias, para determinacdo
dos niveis de nitrato (NO3-N), ortofosfato (PO,), alcalinidade total (CaCO3) e solidos
suspensos totais (SST). A cada duas semanas, também foram coletadas amostras (500 mL)
para determinacao dos valores de clorofila-a, demanda quimica de oxigénio (DQO) e
demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Os compostos nitrogenados foram analisados com
base nos métodos Hach 8038 (método Nessler), 8507 (método de diazotizacao) e 8039
(reducao de cadmio) para NHs4-N, NO,-N e NOs-N, respectivamente. O ortofosfato foi
mensurado pelo método PhosVer™3 8048 (4cido ascorbico). As amostras de 4gua foram
previamente filtradas em filtro analitico de # 0,45 pm e analisadas com espectrofotometro
digital Hach DR 2800 (Hach Company, Colorado, USA). A alcalinidade foi determinada por
titulagdo volumétrica (APHA, 1995). As analises de clorofila-a, SST, DQO e DBO seguiram

conforme os métodos descritos pela APHA (1995).

2.7. Avaliagdo do cultivo e desenvolvimento larval

A sobrevivéncia das larvas foi avaliada ao final de cada fase e ao término do
experimento. Para avaliagcdo dos sistemas de cultivo também foram considerados outros
parametros como tempo de surgimento da 1?* pds-larva, comprimento total das pds-larvas,
peso médio das larvas e pos-larvas, biomassa final, producao de larvas e pos-larvas por litro,
taxa de metamorfose e percentual de larvas sem metamorfose.

O desenvolvimento das larvas foi estimado através da identificacdo dos estagios
larvais, conforme Lewis e Ward (1965), Choudhury (1971a) e Coelho et al. (1982), com o

auxilio de microscopio estereoscopio. A cada quatro dias 10 larvas de cada unidade
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experimental foram coletadas, para a identificagdo dos estdgios. Com base nestes resultados
foi calculado o Indice de Desenvolvimento Larval (LSI — Larval Stage Index), conforme

equacdo adaptada de Manzi et al. (1977) e Mallasen e Valenti (2006):

LSI= (Si x ni)/N

onde, Si= estagio larval (i = 1-12; representando cada estagio larval); ni= niimero de larvas no
estagio Si; N= nuimero total de larvas examinadas.

O experimento foi conduzido até 10 dias ap6s o aparecimento da primeira pos-larva.

2.8. Andalise estatistica

Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e homocedasticidade de Cochran foram
efetuados para verificar a normalidade e homogeneidade das varidncias dos dados amostrais.
Os parametros de avaliagdo do cultivo e qualidade da 4gua nos diferentes sistemas de
larvicultura foram submetidos a Analise de Variancia — ANOVA (F-test), complementada
pelo teste de comparacao de médias de Tukey, ao nivel de significancia P<0,05. Nos dados
de DQO, para separagao das médias, foi utilizado o teste de Duncan ao nivel de probabilidade
de 5%. Para temperatura, pH e salinidade foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (a=0,05). Os dados de sobrevivéncia, taxa de metamorfose e porcentagem de larvas
sem metamorfose foram previamente transformados pela funcao arcsen x* (Zar, 1996). Para

as analises foi utilizado o software de estatistica SysEAPRO versao 1.0.

3. Resultados e discussao

3.4. Qualidade da dgua
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Os valores médios dos principais parametros de qualidade da dgua nos sistemas com
Agua Verde (AV), Agua Clara (AC), Biofloco (BFT) e Biofiltro (SFD), estdo apresentados na
Tabela 2. Temperatura, oxigénio dissolvido, pH e salinidade permaneceram dentro dos
padrdes requeridos pelas larvas de M. carcinus e nao diferiram significativamente (P>0,05)
entre os sistemas de cultivo.

A temperatura média da dgua durante o periodo experimental foi 30,3°C, com minima e
maxima de 28,6 e 32°C, respectivamente (Tabela 2). A temperatura 6tima para a maioria das
espécies de Macrobrachium varia entre 20 e 30 °C (Dobkin, 1971; Ngoc-Ho, 1976;
Subramanian et al., 1980). Entretanto, Coelho et al. (1981, 1982) sugerem que, para o
desenvolvimento rapido das larvas, a temperatura deve ser mantida entre 26 ¢ 30°C. O
oxigénio dissolvido (OD) variou entre 4,00 ¢ 6,25 mg O, L™, valores minimo e maximo,
respectivamente, com média entre os tratamentos acima de 4,70 mg O, L. Os niveis
minimos de OD requeridos por adultos de M. carcinus no ambiente natural estdo entre 2,5 e
3,0 mg O, L! (Coelho et al., 1982; Holtschmit,1990). Por outro lado, as larvas de pitu
necessitam de 4gua com boa qualidade para o desenvolvimento, o que pode ndo ocorrer em
niveis de OD abaixo de 50% da satura¢dao (Melo e Coelho, 2008). Segundo Coelho et al.
(1982) e Lobao (1997), durante a larvicultura de macrobraquios, devem ser mantidos niveis
de OD acima de 5,0 mg O, L' ou valores proximos da saturagio. No estudo, considerando as
condig¢des de pressdo, temperatura e salinidade, foram obtidos teores médios de oxigénio com
aproximadamente 70% de saturacgao.

No ambiente natural, a faixa adequada do pH da 4gua para o M. carcinus esta entre 7,5
e 8,7 (Mago-Leccia, 1995). A média de pH entre os sistemas de cultivo foi 7,86, variando de
6,30 (AV) a 8,19 (BFT), minimo e maximo, respectivamente (Tabela 2). O pH da 4dgua ¢
diretamente influenciado pelos processos de nitrificagao, quando ha uma tendéncia de

diminui¢do devido a perda da alcalinidade na oxidacao da amdnia a nitrito e, pela taxa
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respiratoria dos organismos cultivados. A alcalinidade foi significativamente menor (P<0,05)
no sistema de cultivo AV (55,7 + 22,8 mg L' CaCOs) e significativamente maior (P<0,05)
no sistema BFT (167,5 + 57,7 mg L! CaCOs3) em relacdo ao AC e SFD. Essa tendéncia pode
ser considerada natural devido ao intenso processo de respiracdo dos organismos aquaticos.
De acordo com Wickins (1976), a alcalinidade deve ser mantida em niveis minimos de 20 a
30 mg L' CaCOjs nos sistemas fechados através da adigio de carbonato ou bicarbonato de
sodio. As concentragdes de clorofila-a foram maiores (P<0,05) nos sistemas de cultivo AV
(58,6 £31,9 ug L) e BFT e (15,1 + 12,4 ug L"), seguindo conforme a natureza dos
tratamentos.

Durante o periodo experimental a salinidade média entre os tratamentos foi 20,6%o,
com valores minimo e méaximo, oscilando entre 19,4 e 23,9%., respectivamente (Tabela 2).
Segundo Herman et al. (1999), resultados satisfatérios podem ser obtidos com salinidade
variando de 12 a 21%o. Entretanto, a faixa mais adequada para o cultivo larval do M. carcinus
esta entre 20 e 24%o (Coelho et al., 1981, 1982; Valenti, 1985).

Segundo Valenti et al. (2010) as principais variaveis de qualidade da dgua na
larvicultura de camardes sao amdnia, nitrito e nitrato. As concentragdes médias dos
compostos nitrogenados (N-AT, N-NO, e N-NOs3) foram significativamente diferentes
(P<0,05) entre os sistemas de cultivo (Tabela 2). Os niveis de N-AT mais altos (P<0,05)
foram observados nos tratamentos AV—Agua Verde ¢ BFT—-Biofloco, com média de 2,32 e
1,90 mg L', respectivamente. O sistema AC obteve niveis de N-AT similares (P>0,05) aos
observados no SFD, com médias abaixo de 1 mg L™ (0,60 e 0,49 mg L™, respectivamente).
Os valores maximos 1,85 ¢ 1,40 mg L' N-AT observados no AC e SFD, respectivamente,
estiveram dentro da faixa considerada satisfatoria por Armstrong et al. (1976) para larvas de

M. rosenbergii (1,0 a 3,2 mg NH; L™).
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A varia¢do média da amoénia e nitrito, ao longo do periodo experimental, esta
representada na Figura 3. Inicialmente, os sistemas de cultivo apresentaram valores de N-AT
bastante aproximados. No entanto, a partir do 10° dia de cultivo, ocorreram picos de amodnia
nos tratamentos AV—Agua Verde e BFT—Biofloco, com concentra¢des significativamente
mais altas (P<0,05) que as observadas no AC—4gua Clara e SFD—Biofiltro (Figura 3A). No
AV, as concentragdes mais altas (3,78 ¢ 5,30 mg L' N-AT) foram registradas no 10° e 25°
dia de cultivo (final da Fase I e inicio da Fase I1I, respectivamente). No BFT, estes picos de
N-AT ocorreram no 10°, 20° e 35° dia de cultivo (final da Fase I, meio da Fase II e final da
Fase I1l) com concentracoes 2,5, 3,12 e 3,87 mg L'l, respectivamente. Entretanto, estes
valores foram inferiores a 8,0 mg N-AT L' que, segundo Mallasen e Valenti (2005), sio os
niveis maximos toleraveis para larvas de M. rosenbergii.

Os valores médios de nitrito no BFT (0,25 mg N-NO, L) e SFD (0,23 mg N-NO, L)
foram significativamente inferiores (P<0,05) aos observados no AC ¢ AV (2,41 e 3,53 mg N-
NO, L', respectivamente). As concentra¢des de N-NO, apresentaram o mesmo
comportamento ao longo da Fase I e ndo diferiram significativamente (P>0,05) entre os
sistemas de cultivo. Porém, nas Fases II e III os sistemas de cultivo de AV—Agua Verde e
AC—Agua Clara apresentaram um padrio crescente (P<0,05), com concentrag¢des acima de 2
mg N-NO, L' (Figura 3B). Armstrong et al. (1976), analisando a toxidez do nitrito durante o
desenvolvimento larval do M. rosenbergii, observou que o valor de LCsp em 192 horas de
exposicio foi de 4,5 mg NO, L', e nenhuma mortalidade foi registrada para concentra¢des de
9,7 ¢ 1,4 mg NO, L em 24 e 168 horas de exposi¢io, respectivamente.

O nitrato ¢ um composto estavel que pode se acumular progressivamente em sistemas
fechados de recirculagdo (Valenti et al., 2010). Porém, ao longo do periodo experimental, as
concentragdes de nitrato foram significativamente maiores (P<0,05) no sistema de cultivo

AV (18,2+12,9 mg L") quando comparado aos demais sistemas AC, BFT e SFD (9,5+4,7,
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10,843,0 € 9,0£1,5 mg L', respectivamente). As concentragdes maximas de N-NOs
recomendadas para larvicultura de M. rosenbergii variam entre 20 e 60 mg L™ N-NOj; (Cohen
e Ra’anan, 1989, New, 1990, Correia et al., 2000). Segundo Mallasen et al. (2003) o nitrato
ndo tem efeito sobre as larvas de M. rosenbergii em niveis até 180 mg L™ N-NO; e
concentragdes mais elevadas, como 600 mg L N-NOj, sdo toleradas devido a baixa toxidez
deste composto.

As concentracdes de ortofosfato (11,3+3,5 mg PO, L), demanda bioquimica de
oxigénio (18,4+3,3 mg O, L), demanda quimica de oxigénio (4552 + 5,7 mg O, L") e
sélidos suspensos totais (341,7+175,2 mg L) foram significativamente maiores (P<0,05) no
sistema BFT quando comparado aos demais sistemas de cultivo (Tabela 2). Estes valores
mais altos foram devidos, principalmente, a0 maior aporte de matéria organica que ¢ uma
caracteristica inerente ao BFT.

Em termos de qualidade de agua, o SFD—Biofiltro apresentou os melhores resultados,
sendo considerado o mais adequado para a larvicultura do M. carcinus (Zyi,pL). A eficiéncia
do SFD no controle dos compostos nitrogenados se deve, principalmente, as condigdes de
maturacao prévia do filtro bioldgico, que forneceu meios para a colonizagdo das bactérias
nitrificantes (Griessinger et al., 1989). Segundo Valenti et al. (2010), o uso de substratos
maturados reduz a probabilidade de picos de amonia e nitrito ao longo do ciclo de cultivo. Os
piores resultados de qualidade da 4gua durante este estudo foram observados no AV—A4gua
verde. Segundo Fujimura (1966) e Cohen et al. (1976) a principal funcao das algas em um
sistema de dgua verde seria como agentes desintoxicadores, removendo os compostos
nitrogenados. Entretanto, durante este estudo, o AV ndo mostrou eficiéncia nesta remogao. A
amonia oscilou bastante e, assim como o nitrito € o nitrato, apresentou niveis crescentes e
inadequados para o cultivo das larvas de M. carcinus. Estes resultados também foram

verificados por Lee (1982) que observou uma grande flutuacao destas variaveis durante o
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cultivo em dgua verde. Segundo Manzi et al. (1977), ndo existe uma correlagdo entre a

presenga das algas e os niveis de nitrato e amonia.

3.5. Sobrevivéncia larval

As Fases I (Zyivm), 1 (Zyiix) € III (Zx o pr) tiveram duragdo de 11, 13 e 12 dias,
respectivamente, contabilizando um periodo total de 36 dias de cultivo experimental. A
sobrevivéncia média das larvas de M. carcinus nas trés fases foi representada na Figura 4. Ao
final da Fase I, a sobrevivéncia média das larvas Zvyy de M. carcinus registrada em AV, AC,
SFD e BFT foi 58,7; 43.,8; 40,6 ¢ 8,4%, respectivamente. O sistema BFT — Biofloco foi
significativamente inferior (P<0,05) aos demais tratamentos nesta fase. Na Fase II, todos os
sistemas foram diferentes estatisticamente (P<0,05) entre si, sendo a melhor sobrevivéncia
observada no SFD-Biofiltro e a pior no BFT. A sobrevivéncia média das larvas Zx ao final
desta fase foi 70,6; 38,7; 15,9 e 2,18%, para os sistemas SFD, AV, AC, e BFT,
respectivamente. Ao final do cultivo, na Fase 11, os valores médios de sobrevivéncia para
AV, AC, BFT e SFD foram 8,7; 26,8; 34,13 ¢ 60,3%, respectivamente. Nesta fase, o
tratamento AV—Agua Verde apresentou resultados inferiores (P<0,05) aos do BFT ¢ SFD,
igualando-se apenas ao AC—Agua Clara.

Considerando as trés fases, a sobrevivéncia média durante a larvicultura do M. carcinus
(Zy1apL) com os sistemas BFT, AC, AV e SFD foi 14,9; 28,8; 35,3 ¢ 57,1%, respectivamente
(Tabela 3). Desta forma, o SFD — Biofiltro apresentou sobrevivéncias melhores (P<0,05) que
as observadas no AC—A4gua Clara e BFT-Biofloco. Ja o sistema AV—-Agua Verde obteve
resultados similares (P>0,05) ao AC e SFD, e superiores (P<0,05) ao BFT. Santos et al.
(2007), utilizando um sistema com filtro bioloégico e troca de dgua para avaliar diferentes
dietas na larvicultura do M. carcinus, obteve sobrevivéncias entre 3,5 e 14,8%. Choudhury

(1971b) e Herman et al. (1999), em cultivo de M. carcinus utilizando agua clara, obtiveram
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sobrevivéncias de 2,5 e 14,3%, respectivamente. Durante este estudo foi adotada uma
estratégia de retirada das pos-larvas a medida que foram surgindo nas unidades
experimentais, e isto reduziu bastante as perdas por canibalismo, responsavel pela baixa

sobrevivéncia e produtividade do M. carcinus.

3.6. Avaliacdo do cultivo e desenvolvimento larval

Os parametros de desempenho do M. carcinus ap6s 36 dias de larvicultura em
diferentes sistemas de cultivo estdo sumarizados na Tabela 3. Ao final do cultivo, verificou-
se que ndo houve diferenca significativa (P>0,05) quanto ao peso médio das larvas (7,6 a 9,1
mg) e o comprimento total das pds-larvas (8,4 a 8,7 mm). Em relacdo ao peso das pds-larvas,
a média variou de 10,6 a 13,0 mg e os maiores valores (P<0,05) foram registrados nos
sistemas sem renovacao de agua (BFT—Biofloco e SFD-Biofiltro).

Os dados de producao de larvas e pos-larvas, biomassa final, taxa de metamorfose,
percentual de larvas sem metamorfose e sobrevivéncia média entre as fases foram
significativamente influenciados (P<0,05) pelos sistemas de cultivo utilizados (Tabela 3). Ao
final do experimento, a maior quantidade de larvas foi observada no SFD (12,3 larvas L'l) ea
menor no BFT (0,1 larvas L™"). Nos sistemas AV e AC esta quantidade foi 0,9 e 1,1 larvas L°
! respectivamente, sem diferenca estatistica (P>0,05) entre estes sistemas. Relacionando a
quantidade final de larvas com a sobrevivéncia na Fase IIl, foram obtidos os percentuais de
larvas sem metamorfose em cada sistema (Tabela 3). O sistema BFT, apresentou o menor
(P<0,05) percentual de larvas sem metamorfose entre os tratamentos, apenas 1%. J& nos
sistemas AV, AC e SFD estes percentuais foram 17,2, 42,5 e 81%, respectivamente.

Os valores de produtividade média de pos-larvas e taxa de metamorfose obtida no BFT
(8,4 PL L™'; 33,7%) foram superiores (P<0,05) aos observados no SFD (2,8 PLL"; 11,2%) e

AV (1,3 PL L' 5,2%), e iguais aos obtidos no AC (5,6 PL L'';22,5%) (Tabela 3). A
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biomassa média estimada ao final do cultivo em AV, AC, BFT e SFD foi 224; 692; 1.097 ¢
1.291 mg, respectivamente. Herman et al. (1999) e Choudhury (1971b), utilizando um
sistema com agua clara obtiveram taxas de metamorfose mais baixas para o M. carcinus (10,6
e 2,5%, respectivamente). No entanto, os valores obtidos para M. carcinus sao bastante
inferiores aos observados em larvicultura de M. rosenbergii (75-80%) (Herman et al. (1999).

Segundo Sandifer et al. (1977) a produtividade média nos sistemas com agua verde
geralmente ¢ inferior a obtida em agua clara. A producdo de larvas de M. rosenbergii em
agua verde variade 11 a 30 PL L! (Fujimura, 1972, 1974; Malecha, 1980, 1983) e em agua
clara de 34 a 60 PL L', dependendo dos niveis diarios de trocas de d4gua (Aquacop, 1977,
1983, 1984; Ong, 1983). Manzi et al. (1977), obtiveram os melhores resultados em agua
verde (59 PL L' de M. rosenbergii). Segundo Parseval et al. (1989), em uma comparagio
simulada entre os sistemas de larvicultura de M. rosenbergii aplicados em escala comercial, a
produtividade média projetada para agua verde, agua clara e sistema fechado foi 40, 50 e 60
PL L', respectivamente. Nos sistemas fechados, a produ¢io média de pos-larvas de M.
rosenbergii varia de 30 a 65 PL L! (Ong, 1983; Castro et al., 1988; Griessinger et al., 1989).

Lobao et al. (1998), ao comparar quatro métodos de manutenc¢ao de larvas de M.
rosenbergii em sistemas fechados, obtiveram sobrevivéncias variando de 27,7 a 50,8%,
produtividade de 5,7 a 18,6 PL L'e tempo de desenvolvimento entre 38 e 46 dias. Mallasen e
Valenti (1998), utilizando filtro bioldgico na larvicultura do M. rosenbergii obtiveram taxa de
metamorfose e produtividade média, em 4gua salobra natural e artificial, de 74% ¢ 60 PL L™
e55%e44 PLL", respectivamente.

Em relagdo ao Indice de Desenvolvimento Larval (LSI) acompanhado ao longo dos 36
dias de cultivo (Figura 5), foram observadas diferencgas significativas (P<0,05) em fun¢ao da
utilizacao dos diferentes sistemas de larvicultura. A partir do 22° dia de cultivo, as larvas do

sistema BFT — Biofloco apresentaram um desenvolvimento mais acelerado em relagdo as
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larvas dos demais sistemas. Ao final do experimento, as larvas de M. carcinus criadas no
SFD obtiveram menor (P<0,05) LSI (11,1) que os demais sistemas de cultivo AV, AC e BFT
(12,4; 12,7 e 13,0, respectivamente) (Figura 6). Este retardo no desenvolvimento das larvas
pode estar relacionado a maior densidade de larvas observada no SFD ao final do cultivo,
uma vez que este sistema apresentou os melhores indices de sobrevivéncia e producao de
larvas/L (Figura 4 e Tabela 3).

O tempo médio de surgimento da 1?* pos-larva foi significativamente (P<0,05)
influenciado pelos tratamentos (Tabela 3), e variou de forma equivalente aos dados de LSI
(Figura 5). No sistema BFT, a 1? pos-larva foi observada com aproximadamente 25 dias de
cultivo, enquanto que no SFD — Biofiltro, este tempo foi superior, cerca de 30 dias (Tabela 3).
No AC-Agua Clara e AV-Agua Verde a 1* pos-larva foi observada com 28 e 29 dias,
respectivamente, ¢ ndo foram estatisticamente diferentes (P>0,05) do BFT e SFD. Segundo
Herman et al. (1999) e Santos et al. (2007), as primeiras pos-larvas de M. carcinus sdo
obtidas, geralmente, entre 33 e 56 dias de cultivo. Considerando os 20 dias de pré-cultivo
(eclosao até Zyp), o tempo total para obtengdo da 1? pos-larva no BFT, AC, AV e SFD foi 45,
48, 49 e 50 dias, respectivamente, ¢ permaneceu dentro do esperado para a espécie.
Entretanto, esta variagdo pode estar relacionada com a temperatura ou outras variaveis do
cultivo (Kutty e Valenti, 2010), como compostos nitrogenados, densidade de estocagem,
salinidade e alimentagao.

A grande problematica na producao de pds-larvas de M. carcinus esta no seu longo
desenvolvimento larval (45 a 70 dias) (Valenti, 1985; Herman et al., 1999; Pinheiro et al.,
2004; Santos et al., 2007) e comportamento agressivo, o que acarreta uma baixa
sobrevivéncia (10-18%) e produtividade (6-10 pos-larvas/L) (Correia e Cordeiro, 1981,

Lobao e Rojas, 1985; Graziani et al. 1993; Abreu et al., 2004; Kutty e Valenti, 2010).



521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

LIMA, J.P.V. Determinagao da salinidade letal e larvicultura do camardo pitu M. carcinus... 118

4. Conclusoes

O sistema fechado dinamico (SFD-Biofiltro) se apresenta como o mais adequado para a
larvicultura do M. carcinus (Zvyy,pL), com melhores resultados em termos de sobrevivéncia e
de qualidade da dgua. Entretanto, o retardo na metamorfose larval observado neste sistema
(LSI=11,09), pode ser atribuido a densidade mais elevada (12,3 larvas L; 81%) ao final do
cultivo. Alternativamente, com a possibilidade de ado¢do de um sistema de larvicultura
multifasico para o M. carcinus, o sistema AV—Agua Verde seria adequado para os estagios
larvais intermediarios (Zvyyix), € 0 BFT—Biofloco para os estagios finais (Zx.pr ), considerando
a possivel contribuicio nutricional do biofloco. No caso do AC—A4gua Clara, considerando a
producdo de pos-larvas obtida pode ser utilizado mediante a adogdo de taxas de renovacao de

agua mais elevadas.
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923 Tabelas

924
925  Tabela 1. Formulagdo e composicao das dietas utilizadas na larvicultura do M. carcinus.
Dieta Umida Formulada (COMP)" Dieta Comercial (Frippak PL+300 Ultra)

Ingredientes P. U. (%) Ingredientes P. U. (%)
Filé de lula 23,52 Farinha de peixe 52,05
Filé de peixe 23,52 Farelo de soja —
Leite em p6 2,94 Oleo de peixe —
Ovo de galinha 13,82 Farelo de trigo —
Selco' 1,04 Lecitina de soja —
Acido ascorbico 0,06 Levedura —
Alginato de sodio 0,07 Premix mineral e vitaminico —
Premix vitaminico 0,06 Aditivo pigmentante —
Premix mineral’ 0,88 Antioxidante —
Agua salobra (20%o) 34,10
Total 100,00
Composicao P.S. (%) P.S. (%)
Proteina bruta 57,75 Min. 42,00
Lipidios 21,63 Min. 7,00
Fibras — Max. 2,50
Cinzas 11,88 Max. 15,00
Carboidratos 8,74 —
Matéria seca (%) 23,35 Min. 91,00
Energia bruta (Kcal Kg™) 1.431 —

926  P.U. - Peso Gmido; P. S. — Peso Seco. * COMP — Creme de ovo, molusco e peixe. ** Informagdes fornecidas pelo

927 fabricante no rotulo do produto (INVE Aquaculture Inc., Salt Lake City, UT, USA).

928 'DC DHA Selco® (INVE Aquaculture Inc., Belgica), composigio nutricional: Umidade (30%), Lipidios (65%), Cinzas
929  (3%); Vit. A, 1.500.000 Ul kg''; Vit. D3, 150.000 Ul kg™'; Vit. E, 2.000 Ul kg''; Vit. C, 400 mg kg™'(M.S.); Antioxidantes
930  Ethoxyquin e BHA (Butil Hidroxi Tolueno); n-3 HUFA 200 mg g™'(M.S.); EPA 47 mg g”'(M.S.); DHA 139 mg g'(M.S.);
931  DHAJ/EPA, 0,73.

932 2 Suplemento vitaminico ADE pé® (VetBras Ind. e Com. de Prod. Agrop. Ltda., Montes Claros, MG, Brasil). Niveis de
933 garantia por quilograma do produto: Vit. A, 13.000.000 UT; Vit. D3, 2.200.000 UT; Vit. E, 7.000 UI; Calcio 270-297 g.
934 ? Suplemento mineral Suinvet® (VetBras Ind. e Com. de Prod. Agrop. Ltda., Montes Claros, MG, Brasil). Niveis de garantia
935 por quilograma do produto: Acido Foélico, 7 mg; Célcio, 192-228 g; Cobalto, 95 mg; Cobre, 220 mg; Colina, 5.000 mg;
936 Ferro, 12 g; lodo, 35 mg; Manganés, 800 mg; Metionina, 10 g; Selénio, 15 mg; Zinco, 7.000 mg; Vit. A, 500.000 UI; Vit.
937 B1, 1.200 mg; Vit. B2, 2.000 mg; Vit. B6, 1.300 mg; Vit. D, 100.000 UL Vit. K, 600 mg; Acido Pantoténico, 2.500 mg;
938 Niacina, 3.000 mg.

939
940
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Tabela 2. Pardmetros de qualidade da 4gua em larvicultura de pitu Macrobrachium

carcinus com uso de diferentes sistemas de cultivo

Sistemas de cultivo*®

Parametros
AV AC BFT SFD
A 30,3 + 0,80 30,9 + 0,62 30,2 +0,50 30,1 £0,76
Temperatura (°C)
(28,9-319) (29,2-32,00 (29,1-31,5) (28,6-31,7)
' 4,90 £0,41 4,80 +0,47 4,71 £0,44 4,97 £0,46
OD (mgL™)
(4,18-6,000 (4,01-6,11) (4,00-5,94) (4,02-6,25)
HA 7,71 £0,34 7,94 +0,11 7,86 £0,19 7,93 +£0,07
p
(6,30-8,09) (7,65-8,11) (7,45-8,19)  (7,65-28,06)
A 20,1 £ 0,44 20,6 £0,88 20,9 +1,46 20,9 + 1,26
Salinidade (%o)
(19,4-21,2) (20,0-22,5) (20,0-23,9) (20,0-234)
. 1 232+1,68b 0,60+044a 1,90+1,24b 0,49+0,38a
Amonia total (mg N-AT L")
(0,05-5,35) (0,05-1,85) (0,15-3,95) (0,06 —1,40)
o X 3,53£3,53¢c  241+198b 0,25+0,24a 0,23+0,22a
Nitrito (mg N-NO, L)
(0,00-10,84) (0,00-5,60) (0,01-1,16) (0,01 —0,65)
. 1 182+129c¢ 9,5+4,7 ab 10,8 +£3,0b 9,0+x1,5a
Nitrato (mg N-NO; L)
(2,2-39,1) (1,8-14,4) (5,2-16,1) (7,4 -12,8)
. 14,7£9,1b 49+19a 11,3+£3,5b 50+15a
Ortofosfato (mg PO, L™)
(4,7 —38,6) (1,9-7,4) (6,9-16,4) 2,7-17.,5)
o ' 55,7+228a 823+11,1b 167,5+57,7c 72,7+15]1b
Alcalinidade (mg CaCO; L")
(24,0-86,0)  (68,0—-96,0) (80,0-248,0) (52,0-96,0)
| 122,1+529a 113,5+50,0a 341,7+1752b 140,1 +45,0a
SST (mg L™)
(45,7-216,5) (55,6 —235,1) (156,8 —650,7) (75,0—194,7)
B 440,8 £12,0a 446,4+12,5ab 4552+57b 4419+144a
DQO (mg L")
(412,7—453,4) (430,4-460,9) (447,6 —467,1) (415,6 —461,0)
' 9,7+23a 88+1,0a 184+33b 10,1£2,5a
DBO (mg L")
(6,0 —12,6) (7,2-9,8) (15,5-24,1) (6,0-13,0)
X 58,6 £31,9¢ 1,2+09a 15,1+124b 1,1+£08a
Clorofila-a (ug L)
(13,9 -96,5) (0,0-2,8) (2,5-353) (0,0-2,2)

“Os valores sdo apresentados como médias + desvio padrio, originados de trés replicas. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa (P <0,05) entre os tratamentos pelo teste de comparagio de médias de Tukey. AV — Agua
Verde, AC — Agua Clara; BFT — Biofloco; SFD — Biofiltro.

AParametros analisados estatisticamente pelo teste nio paramétrico de Kruskal-Wallis (a = 0,05).

BDiferenca significativa (P <0,05) entre os tratamentos pelo teste de comparacio de médias de Duncan.
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Tabela 3. Desempenho das larvas de pitu M. carcinus em larvicultura experimental

utilizando diferentes sistemas de cultivo, durante 36 dias.

Sistemas de cultivo*®

Parametros
AV AC BFT SFD

Producdo média final*

Larvas (larva L™) 0,9+0,6b 1,L1£04b 0,1+0,2a 123+£22c¢

PL(PLL™" 13+1,1a 5,6 +2,0 ab 84+35b 28+12a
Peso médio final

Larvas (mg) 90+10a 9,1+03a 9,0+£0,0a 7.6+12a

PL (mg) 11,4+1,8a 10,6 £2,2a 13,0£2,6 b 128 +1,8b
Comprimento total das PL (mm) 8,4+04a 8,7+0,7a 8,7+0,7 a 8,5+05a
Tempo de 1* PL (dias) 29,0+20ab 28,0+2,6ab 250%1,0a 30,0£1,0b
Sobrevivéncia média (%)"® 35,3+23,7bc 28,8+14,2ab 149+169a 57,1+139c¢
Biomassa final (mg)© 224+ 118a 692+18lab 1.097+455b 1.291£171Db
Taxa de metamorfose (%)D 52+42a 225+80ab 33,7+13,8Db 112+46a

Larvas sem metamorfose (%)" 425+338bc 17,2+10,1Db 09+1,5a 81,0+9,4c¢

“Os valores sdo apresentados como médias + desvio padriio, originados de trés replicas. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenga significativa (P <0,053) entre os tratamentos pelo teste de comparagdo de médias de Tukey. AV — Agua
Verde, AC — Agua Clara; BFT — Biofloco; SED — Biofiltro.

ANumero final de larvas ou pés-larvas (PL) produzidas por litro;

BMédia entre as trés fases de cultivo;

“Biomassa final = (namero final de larvas x peso médio das larvas) + (mimero final de PL x peso médio das PL);

PTaxa metamorfose = (niimero final de PL/namero de larvas estocadas) x 100;

FLarvas sem metamorfose = (niimero final de larvas/niimero total final) x 100.
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Figuras
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Tela nylon
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SP-1000 (300L/h) ™

Fig. 1. Configuragdo basica, panorama superior (A) e frontal (B), utilizada nos sistemas
experimentais para o cultivo das larvas de pitu Macrobrachium carcinus — caixa
reservatorio (50 litros) e unidades experimentais (10 litros), interligadas com circulagdo de

agua por “air-1ift” e bomba submersa.
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Fig. 2. Filtro biologico tipo “Dry-Wet”, com substrato de cascalho de concha e corais,

utilizado no sistema fechado dinAmico — SFD.
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N - Aménia Total (mg/L)

N - Nitrito (mg/L)
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Tempo de cultivo (dias)
—a— AV —I-AC --O- BFT —X%—SFD
Fig. 3. Variagdo média das concentragdes de N-amonia total (A) e N-nitrito (B) ao longo

de 36 dias de larvicultura do pitu Macrobrachium carcinus utilizando diferentes sistemas

de cultivo. AV — Agua Verde, AC — Agua Clara; BFT — Biofloco; SFD — Biofiltro.
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Fig. 4. Sobrevivéncia das larvas de pitu Macrobrachium carcinus criadas durante 36 dias
em diferentes sistemas de cultivo. Barras com letras diferentes na mesma fase indicam
diferenca significativa (P <0,05) entre os tratamentos pelo teste de compara¢do de médias

de Tukey. AV — Agua Verde, AC — Agua Clara; BFT — Biofloco; SFD — Biofiltro.
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Fig. 5. Indice de desenvolvimento larval (LSI) do pitu Macrobrachium carcinus durante 36
dias de larvicultura com diferentes sistemas de cultivo. AV — Agua Verde, AC — Agua

Clara; BFT — Biofloco; SFD — Biofiltro.
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Fig. 6. Indice de desenvolvimento larval (LSI) do pitu Macrobrachium carcinus ao final do
cultivo. Barras com letras diferentes na mesma fase indicam diferenca significativa (P
<0,05) entre os tratamentos pelo teste de comparagido de médias de Tukey. AV — Agua

Verde, AC — Agua Clara; BFT — Biofloco; SFD — Biofiltro.
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Please do not add line numbers in the manuscript file. The system will automatically generate the PDF along with
line number.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1,
1.1.2,...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should
appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a
summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be indicated by a
reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction
and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a practical development
from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.
Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or
form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices
should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eg. (B.1) and so on.
Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Vitae

Include in the manuscript a short (maximum 100 words) biography of each author, along with a passport-type
photograph accompanying the other figures.

Essential title page information

¢ Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations
and formulae where possible.

¢ Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate
this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names.
Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of
the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and
publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area code) are provided in
addition to the e-mail address and the complete postal address.

Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

¢ Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was
visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's
name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research,
the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must
be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined
at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images that clearly
represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the
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online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96
dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best presentation
of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the core
findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission system. Please use
'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per
bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding general
and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.
Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article.
Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as well as in
the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals who
provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article,
etc.).

Nomenclature and Units

Sl units should be used.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-click access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research.

Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and
a full list of supported databases.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal
line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed separately
from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using superscript
Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this
not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at
the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

¢ Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

¢ Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

¢ Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.

¢ Produce images near to the desired size of the printed version.

¢ Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats
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Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save as" or convert the
images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office applications please supply
"asis".

Please do not:

¢ Insert the figures and tables in between the text. Please provide each figure and table as a separate file;
 Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;

 Supply files that are too low in resolution;

¢ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or

MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color
figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the
printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web only.
For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the
printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of
all the color illustrations.

Figure titles may be placed directly on the figures provided for peer review. This is for the reviewer's convenience
and these titles must be removed from the figures submitted with the accepted manuscript.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below the
table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of
tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

Do not insert the tables in between the text. Please provide each table as a separate file.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any
references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the
reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of
the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in
press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources cited.
In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed,
please ensure that data provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book
titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as
they may already contain errors. Use of theDOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further
information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given.
Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can
be included in the reference list.

If a URL must be divided between two lines, break it only after a slash; do you introduce a hyphen at the break or
allow your word-processing program to do so.

Examples:

DOE, 1994. Handbook of Methods for the Analysis of the Various Parameters of the Carbon Dioxide System in Sea
Water, Version 2, Dickson, A.G. and Goyet, C. (Eds.), ORNL/CDIAC-74, Oak Ridge National Laboratory, U.S.
Department of Energy, Oak Ridge, Tennessee. 1 Nov. 2009 <http://cdiac.ornl.gov/oceans/handbook.html>.
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IPCC, 2007. Climate Change 2007: The Physical Science Basis. Contribution of Working Group | to the
Fourth Assessment Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change, Solomon, S., Qin, D., Manning, M.,
Chen, Z., Marquis, M., Averyt, K.B., Tignor, M., Miller. H.L. (Eds.) Cambridge University Press, Cambridge, UK, 15
Nov. 2009 <http://www.ipcc.ch/
publications_and_data/publications_ipcc_fourth_assessment_report_wgl_report_the_physical_science_basis.ht
m>.

Lewis, E., Wallace D.W.R. 1998. Program Developed for CO2 System Calculations. ORNL/CDIAC-105. Carbon
Dioxide Information Analysis Center, Oak Ridge National Laboratory, U.S. Department of Energy, Oak Ridge,
Tennessee. 15 Nov. 2009 <http://cdiac.ornl.gov/oceans/co2rprt.html>.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to
other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only need to
select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references and citations to
these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format
as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article
title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the
proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to
format the references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of

publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al." and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.

(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary. More
than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc.,
placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.

Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z.
(Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to
include links to these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by
referring to the video or animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your
video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats
with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the
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electronic version of  your article in Elsevier  Web  products, including  ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com.

Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a
separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video
data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded in the print
version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the
article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article. AudioSlides
are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on ScienceDirect. This gives
authors the opportunity to summarize their research in their own words and to help readers understand what
the paper is about. More information and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides.
Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after
acceptance of their paper.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution
images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online
alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable, please
provide the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic
format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed
instructions please visit our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal for review.
Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

¢ E-mail address

e Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

¢ Keywords

« All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

¢ Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)

e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge) and in
print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print

e If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for printing
purposes. For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.
AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI consists of a
unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher upon the initial
electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full bibliographic information. Example of a
correctly given DOI (in URL format; here an article in the journal Physics Letters B):
http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to change.

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our ProofCentral system, allowing annotation
and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also
comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster
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