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RESUMO

Larvas de Macrobrachium amazonicum foram submetidas a trés diferentes testes de
exposicao para investigar os efeitos de amoénia total e nitrito na fase de larvicultura.
No primeiro capitulo as larvas foram expostas ao efeito agudo dos compostos de
forma isolada com o objetivo de encontrar a Concentragéo Letal Mediana (CLso) e o
nivel de seguranga para cada periodo de 24 horas em um total de 96 horas de
exposicao. As concentragdes escolhidas para amoénia total foram (0, 10, 20, 40, 80 e
160 mg.L-") enquanto que para nitrito as concentragdes foram (0, 5, 10, 15, 20, 40, 80,
160 mg.L™") em um sistema experimental randomizado com 4 réplicas por tratamento.
Os valores de CLso de amoénia total foram de 119,51; 94,25; 85,99 e 80,68 mg.L-! para
24, 48, 72 e 96 horas. Desta forma foram calculados os valores dos niveis de
segurancga para 24, 48, 72 e 96 horas que foram 11,95; 9,42; 8,59 e 8,06 mg.L-'. Para
nitrito os valores de CL50 foram de 96,55; 28,19; 15,58 e 15,36 mg.L™" para 24, 48 72
e 96 horas. Os valores dos niveis de seguranga foram 9,65; 2,81; 1,55 e 1,53 mg.L"’
para 24, 48, 72 e 96 horas. No segundo capitulo, investigou-se a interacdo aguda de
amonia total e nitrito sobre larvas de M. amazonicum em desenho fatorial 4x4, sendo
quatro concentragdes de amonia total (0, 40, 80, 160 mg.L-"), quatro concentragdes
de nitrito (0, 7,5, 15, 30 mg.L"") e suas combinagdes (40:7,5; 40:15; 40:30; 80:7,5;
80:15; 80:30; 160:7,5; 160:15; 160:30). Neste capitulo, observou-se, por meio do
calculo da soma da aditividade dos compostos e do indice de atividade, que a
mortalidade causada pelos compostos combinados € 0,10 a 0,38 vezes menor em
relagao aos valores de mortalidade causada pelos compostos isoladamente, portanto,
um efeito antagdnico. No terceiro capitulo, as larvas foram submetidas a niveis sub-
letais dos compostos, para isso foi utilizado um sistema experimental randomizado,
com trés réplicas por tratamento. Além de um tratamento controle (sem adigdo de
amonia total ou nitrito), foram testadas as concentragdes de 4, 8 e 16 mg.L™" para
amonia total e 0,75; 1,5 e 3 mg.L™" para nitrito. Esses valores correspondem a metade
dos niveis de seguranga, o nivel de seguranca e o dobro do nivel de seguranga de
cada composto calculado para 96 horas no Capitulo |. Foi possivel observar que os
niveis de toxicidade crénica de amoénia total e nitrito n&o influenciaram
significativamente nos valores de mortalidade, contudo, quando expostos ao dobro do
nivel de seguranga dos compostos avaliados, pode-se observar um atraso no
desenvolvimento larval de M. amazonicum. Os resultados dos estudos realizados
apontaram a importancia de determinar niveis seguros de compostos nitrogenados
durante a larvicultura de M. amazonicum proporcionando valiosas informacdes para a
producao de formas jovens em quantidade e qualidade.

Palavras-chave: Larvicultura. Zoea. Efeito agudo. Efeito crénico. Compostos
Nitrogenados.



ABSTRACT

Macrobrachium amazonicum larvae were subjected to three different exposure tests
to investigate the effects of total ammonia and nitrite on the larval stage. In the first
chapter, larvae were exposed to the acute effect of the compounds in isolation in order
to find the Median Lethal Concentration (LCso0) and the safety level for each 24 hour
period for a total of 96 hours of exposure. The concentrations chosen for total ammonia
were (0, 10, 20, 40, 80 and 160 mg.L™") while for nitrite the doses were (0, 5, 10, 15,
20, 40, 80, 160 mg.L") in a randomized experimental system with 4 replicates per
treatment. The LCso values for total ammonia were 119.51, 94.25, 85.99, and 80.68
mg.L-" for 24, 48, 72, and 96 hours. Thus the values of the safety levels for 24, 48, 72
and 96 hours were calculated to be 11.95; 9.42; 8.59 and 8.06 mg.L-'. For nitrite the
LCso values were 96.55; 28.19; 15.58 and 15.36 mg.L""! for 24, 48, 72 and 96 hours.
The values of the safe levels were 9.65; 2.81; 1.55 and 1.53 mg.L" for 24, 48, 72 and
96 hours. In the second chapter, the acute interaction of total ammonia and nitrite was
investigated in a 4x4 factorial design, being four concentrations of total ammonia (O,
40, 80, 160 mg.L™"), four concentrations of nitrite (0, 7.5, 15, 30 mg.L-') and their
combinations (40:7.5; 40:15; 40:30; 80:7.5; 80:15; 80:30; 160:7.5; 160:15; 160:30). In
this chapter, it was observed, that by calculating the sum of the additivity of the
compounds and the activity index, that the mortality caused by the combined
compounds is 0.10 to 0.38 times lower compared to the mortality values caused by the
compounds alone, therefore, an antagonistic effect. In the third chapter, larvae were
subjected to sub-lethal levels of the compounds, for this a randomized experimental
system was used, with three replicates per treatment. In addition to a control treatment
(no total ammonia or nitrite added), concentrations of 4, 8, and 16 mg.L-! for total
ammonia and 0.75, 1.5, and 3 mg.L-" for nitrite were tested. These values correspond
to half the safe levels, the safe level, and twice the safe level for each compound
calculated for 96 hours in Chapter I. It was possible to observe that the chronic toxicity
levels of total ammonia and nitrite did not significantly influence the mortality values,
however, when exposed to twice the safety level of the compounds evaluated, a delay
in larval development of M. amazonicum was observed. The results of the studies
performed pointed out the importance of determining safe levels of nitrogen
compounds during larviculture of M. amazonicum providing valuable information for
the production of young forms in quantity and quality.

Keywords: Hatchery Systems. Zoea. Acute effect. Chronic effect. Nitrogen

compounds.
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INTRODUGAO GERAL

O camarao-da-amazonia (Macrobrachium amazonicum) € uma das inumeras
espécies de camardes nativos do género Macrobrachium no Brasil, essa espécie vem
sendo foco de estudos devido a sua importancia ecologica e econémica, sendo um
dos principais recursos explorados na regiao Norte e Nordeste do Brasil (Moraes-
Valenti e Valenti, 2010). A espécie pertence a familia Palaemonidae e apresenta
ampla distribuicdo em rios, lagos e planicies aluviais em regides tropicais e
subtropicais da América do Sul, ocorrendo das Guianas até a Argentina. No Brasil, a
ocorréncia de M. amazonicum foi registrada em diversas regides e ambientes,
inclusive na regiao sul com registros na planicie de inundagao do alto rio Parana, onde
contribui para a dieta de inumeras espécies de peixes, além de ser considerada uma
oportunidade de exploragao sustentavel para regido (Maciel e Valenti, 2009).

Devido sua importancia varios estudos para desenvolvimento da espécie estao
sendo realizados para viabilizar sua produgdo em cativeiro (Meireles et al., 2013;
(Rodrigues et al., 2019; Dantas et al., 2020; Dantas et al., 2022). Entretanto, ainda sao
necessarios estudos que gerem informagdes para compreender melhor a biologia da
espécie que se encontra a mercé das variagdes na qualidade de agua (Boyd, 2020) e
assim obter informagdes para a manutencdo deste camardo em sistemas de
producgao.

Nos sistemas de producdo de camardes, requisitos basicos devem ser
atendidos em relagdo ao manejo alimentar e ao monitoramento e controle da
qualidade de agua. Esses requisitos, quando n&o atendidos, podem ser considerados
agentes estressores, podendo ocasionar desde crescimento reduzido até mortalidade,
a exemplo dos compostos nitrogenados (De Queiroz, 2013).

Dentre os compostos nitrogenados, a amébnia € comprovadamente toxica,
devido a capacidade de difusdo pelas branquias, podendo ocasionar estresse e
reduzir a habilidade na manutengdo da homeostase (Mugnier e Justons, 2004;
Romano e Zeng, 2013; Zhang et al.,, 2015), influenciando no crescimento,
alimentacgao, sobrevivéncia e suscetibilidade a doencas e parasitas em camardes e
outros organismos aquaticos (Kir et al., 2004; Mugnier e Justons, 2004). Da mesma

forma, altos niveis de nitrito na agua sao potenciais fatores desencadeadores de
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estresse para organismos aquaticos (Tomasso, 1994; Ciji e Akhtar, 2020). Estudos
sobre o efeito do nitrito para camardes mostraram que, em concentragdes elevadas,
o nitrito pode retardar o crescimento, ocasionar a formagdo de metahemocianina,
diminuindo o nivel de oxihemocianina, impedindo a funcédo respiratéria do
metabolismo, causando hipdéxia nos tecidos ou ainda podendo afetar o equilibrio
acido-base e a excregédo de amoénia, diminuindo a capacidade imunolégica do animal,
aumentando a suscetibilidade a infeccéo por bactérias e até mesmo causando a morte
em casos extremos (Chen e Cheng, 1995; Xian et al., 2011).

Para avaliacdo de efeitos téxicos de compostos quimicos, estudos usando
testes de letalidade (CLso) sdo recomendados (Zagatto e Bertoletti 2008). A espécie
Macrobrachium amazonicum ja foi alvo de estudos tanto para aménia total quanto
para nitrito, quando foram realizados testes com pds-larvas, juvenis e adultos dessa
espécie (Dutra et al. 2016a; Dutra et al. 2016b). Contudo, ainda € preciso gerar
informacdes sobre a toxicidade destes compostos durante a fase larval desta espécie
(Valenti et al., 2010).

Tais informag¢des s&o importantes pois é através da larvicultura que serdo
obtidas as formas jovens que s&o fundamentais para o desenvolvimento dos cultivos.
Aliado a isso estéo os altos indices de captura (Moraes-Valenti e Valenti, 2010) desta
espécie que podem acabar causando impactos a sua populagédo natural e levar a
niveis perigosos quanto a extingdo da espécie, assim como acontece com o
Macrobrachium carcinus (Gomes et al., 2016), desta forma, informacbes que
subsidiem a producao de pdés-larvas e a criagao em cativeiro destes camardes séo de

fundamental importancia.



CAPITULO|
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Efeito agudo de amonia total e nitrito para larvas do camarao-da-amazénia
Macrobrachium amazonicum
Toxicidade aguda de aménia total e nitrito para larvas de Macrobrachium
amazonicum
RESUMO

Conhecer os agentes toxicos e seus efeitos, € fundamental para a protegao da vida aquatica
e para avaliacdo do impacto que esses agentes causam a biota. Entre estes agentes, a
amonia total e o nitrito ocorrem naturalmente em ambientes aquaticos e podem ser perigosos
em sistemas de producédo. Desta forma, o objetivo neste estudo foi encontrar a Concentracao
Letal mediana (CLso) para cada periodo de 24 horas em um total de 96 horas de exposigéo e
definir um nivel de segurancga para larvas de Macrobrachium amazonicum expostas ao efeito
agudo de amonia total e nitrito. Para isso, testes individuais de amdnia total e nitrito foram
realizados em um sistema experimental randomizado, com quatro réplicas por tratamento. Os
tratamentos com aménia total continham as seguintes concentragdes (0, 10, 20, 40, 80 e 160
mg.L"), enquanto que as concentragdes de nitrito avaliadas foram (0, 5, 10, 15, 20, 40, 80 e
160 mg.L"). Os experimentos foram conduzidos em unidades experimentais com volume Uutil
de 1000 ml de agua, aeragao forgcada constante e fotoperiodo 12:12 (claro: escuro), em sala
climatizada. A agua utilizada continha salinidade de 12 g/L e foram estocadas 20 larvas por
unidade experimental. Os animais utilizados foram larvas de M. amazonicum no estagio de
Zoea V, foi fornecida alimentagao com nauplius de Artemia recém eclodidos (20 a 40 nauplius
por larva) diariamente. As concentragdes foram obtidas a partir de solugdes estoque, para
amonia utilizou-se Cloreto de aménio P.A em uma concentragdo de 1000 mg.L™", enquanto
que para nitrito foi utilizado Nitrito de Sodio P.A em uma concentragédo de 1000 mg.L™". As
Clso, foram calculadas utilizando o método estatistico Probit entre 24, 48, 72 e 96 horas e o
nivel de seguranca multiplicando cada valor de CLso por 0,1. As variaveis de qualidade de
agua foram avaliadas, diariamente, para oxigénio dissolvido, temperatura, pH e salinidade.
Os valores de CLso de amonia total foram de 119,51; 94,25; 85,99 e 80,68 mg.L™" para 24, 48,
72 e 96 horas , respectivamente. Desta forma foram calculados os valores dos niveis de
seguranga para 24, 48, 72 e 96 horas que foram 11,95; 9,42; 8,59 e 8,06 mg.L"". Para nitrito
os valores de CLso foram de 96,55; 28,19; 15,58 e 15,36 mg.L"" para 24, 48 72 e 96 horas. Os
valores dos niveis de seguranga foram 9,65; 2,81; 1,55 e 1,53 mg.L™" para 24, 48, 72 e 96
horas. Os valores encontrados serao importantes para promover maior seguranga e melhores

resultados na producgao de pés-larvas da espécie.

Palavras-chave: Compostos Nitrogenados, Larvicultura, Carcinicultura.
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INTRODUGAO

No cenario da cadeia produtiva brasileira, a criagdo de camarao de agua-doce
€ baseada na espécie exotica Macrobrachium rosenbergii, contudo, o uso de espécies
exoticas em sistemas de produgdo vai de encontro a alguns preceitos de
sustentabilidade (Valenti et al., 2021), principalmente em sistemas onde ha pouco ou
nenhum controle sobre o escape, o que tem representado altos riscos ambientais
(Silva et al. 2020). Das espécies nativas brasileiras, que tém sido objeto de estudo
para a geragao de informagcbes que melhorem as respostas de crescimento,
desempenho produtivo e viabilidade da prole, a que se destaca é a Macrobrachium
amazonicum (Moraes-Valenti e Valenti 2010; Rodrigues et al. 2019, Dantas et al.
2020). A espécie também ja foi alvo de estudos quanto a toxicidade aguda de amoénia
e nitrito, quando foram realizados testes com péds-larvas, juvenis e adultos dessa
espécie (Dutra el al. 2016a; Dutra et al. 2016b) contudo, ainda € necessario gerar
informagdes sobre a fase larval.

Estudos sobre a toxicidade de compostos nitrogenados com énfase na fase
larval ja foram realizados para outras espécies do género, como o trabalho de Gomes
et al., (2016) realizado com Macrobrachium carcinus; Macrobrachium rosenbergii
também foi alvo dos estudos realizados por Armstrong et al., (1976) e Armstrong et
al., (1978); ja Figueroa-Lucero et al., (2012) realizaram testes para Macrobrachium
tenellum. Além das espécies do género Macrobrachium, estudos em fases larvais
também foram realizados para outras espécies como para Penaeus paulensis,
Penaeus japonicus e Eriocheir sinensis, (Ostrensky and Wasielesky, 1995; Lin et al.,
1993; Zhao et al., 1997).

Ha uma preocupacdo com relagdo a qualidade de agua em sistemas de
larvicultura, devido ao acumulo de compostos nitrogenados oriundos do metabolismo
larval, dos nauplius de Artemia, da decomposicédo bacteriana de restos de alimento,
fezes e organismos mortos (Valenti et al., 2010). O acumulo de substancias toxicas
inorganicas como amoénia e nitrito € um dos principais problemas de qualidade da
agua em quaisquer sistemas aquicolas (Boyd, 2020). Dependendo das concentra¢des
e do estagio de desenvolvimento do organismo aquatico produzido, os compostos
nitrogenados podem atingir niveis toxicos, afetando o desempenho zootécnico e
causando mortalidade (Brazao et al. 2022, Dutra et al. 2022).
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O presente trabalho visa contribuir para o entendimento ecolégico e bioldgico
da espécie M. amazonicum. A determinagao de niveis de CLso de aménia total e nitrito
para fase larval é importante para que se compreenda a agao destes compostos na
fase inicial de vida dessa espécie. A partir da CLso também sera possivel calcular o
nivel de seguranca para espécie na fase larval, conforme proposto por Sprague (1971).
Além disso, um maior conhecimento sobre a toxicidade da aménia total e do nitrito
nesta fase é fundamental para a produgédo de pos-larvas que sao as formas jovens
utilizadas no inicio da fase de producao em cativeiro.

O objetivo neste estudo foi encontrar a Concentragao Letal mediana (CLso) para
cada periodo de 24 horas em um total de 96 horas de exposi¢ao e definir um nivel de
seguranca para larvas de M. amazonicum expostas ao efeito agudo de amoénia total e

nitrito.

MATERIAIS E METODOS

Os reprodutores de M.amazonicum foram fornecidos pelo Centro de
Aquicultura da UNESP (CAUNESP) de Jaboticabal, SP, Brasil, estes animais sao
originarios de uma populagéo do nordeste do Para, Brasil (01°14'30”S e 48°19'562"W)
em 2001 (Mantoan et al., 2021). Apés um periodo de aclimatagdo nos tanques de
reproducdo do Laboratério de Carcinicultura, no Nucleo de Pesquisas e
Desenvolvimento em Aquicultura Sustentavel (LABCAR — NPDA), fémeas ovigeras
foram selecionadas e aclimatadas em um tanque de eclosdo. Apos a eclosao em agua
com salinidade a 4 ppt, as larvas foram transferidas para tanques de larvicultura, onde
novamente foram aclimatadas a uma salinidade de 12 ppt. As larvas foram mantidas
e alimentadas nesse sistema até atingirem o estagio de desenvolvimento larval de
zoea V, segundo a classificagado proposta por Guest (1979).

No estagio larval de zoea V, testes individuais de toxicidade aguda de amoénia
total e nitrito foram realizados. Para realizagcdo dos testes foi utilizado um sistema
experimental randomizado, com quatro réplicas por tratamento. Os tratamentos de
amonia total continham as seguintes concentragées (0, 10, 20, 40, 80 e 160 mg.L™").
Enquanto que as concentragdes utilizadas para nitrito foram (0, 5, 10, 15, 20, 40, 80 e
160 mg.L"). Os valores das concentragdes foram baseados no estudo de (Gomes et

al., 2016), para M. carcinus.
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Para cada unidade experimental foram selecionados e transferidos 20 animais,
as unidades eram constituidas de potes plasticos contendo 0,5 L de agua e salinidade
12 ppt com aeragéo constante. Apds o povoamento foram acrescentados mais 0,5 L
de agua nas unidades experimentais, sendo que cada nova adi¢ao consistiu em uma
diferente concentragao de amdnia ou nitrito, oriunda de solugéo padrao. Para amoénia
utilizou-se Cloreto de aménio P.A na concentragédo de 1000 mg.L™", enquanto que para
nitrito foi utilizado Nitrito de Sodio P.A na concentragdo de 1000 mg.L-! com o objetivo
de chegar as concentragdes testadas em cada tratamento.

Apos o inicio do experimento, as larvas foram contadas a cada 24 horas e
durante esse processo, as que se encontravam mortas foram retiradas e descartadas.
O critério para avaliagdo da mortalidade em cada unidade experimental, foi a auséncia
de resposta motora a partir de estimulos mecanicos com pipeta plastica de Pasteur.
Os registros ocorreram em 24, 48, 72 e 96 horas apds a exposi¢gao as crescentes
concentracdées de amoénia e nitrito. As larvas foram alimentadas diariamente com
nauplios de Artemia sp. recém eclodidos na proporgéo de 20 a 40 nauplios/larva. Foi
utilizado um fotoperiodo de 12:12 horas em sala climatizada. Os parametros de
qualidade de agua como oxigénio dissolvido e temperatura (HANNA HI9146) e pH
(LUCAMEDA LUCA-210) foram aferidos diariamente. A determinagdo das
concentragdes de amodnia total e nitrito foram realizadas a partir de amostras coletadas
no inicio e no final do experimento. A aménia total foi avaliada pelo método de Koroleff
(1976) e nitrito foi analisado pelo método de Reagao de Griess (Baumgarten, 1996).
O controle da salinidade dos tanques de reproducao até a realizacdo do experimento
foi feito com auxilio de Refratdbmetro Analdgico (LORBEN 211).

A CLso e os intervalos de confianga (95%), foram calculados utilizando o
método Probit com um software de licenga livre (Jamovi) para cada periodo de 24
horas das 96 horas experimentais. O nivel de seguranga foi estimado baseado em
Sprague (1971), multiplicando cada valor de CLso por 0,1. Os dados de mortalidade
passaram pela verificacdo dos pressupostos de normalidade e homogeneidade por
meio dos testes de Shapiro & Wilks e Levene (Sokal 2012), respectivamente. Apds a
verificagcdo dessas premissas, os dados foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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Os dados das variaveis de qualidade de agua foram agrupados por tratamento

para obtencdo das médias e desvio padréao e sdo apresentados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo das variaveis de qualidade de agua nas unidades

experimentais contendo larvas de Macrobrachium amazonicum submetidos a diferentes

concentracoes de amoénia total em 24, 48, 72 e 96 horas.

Tratamento Ambnia Nitrito Oxigénio
Temperatura ) ]

(mg.L") (mg.L") ¢C) dissolvido pH
0A 0,4+0,2 0,17+0,0 28,2+0,2 7,2+0,2 8,2+0,1
10A 10,3+0,9 0,17+0,1 28,0+0,2 72+0,2 8,1+0,1
20A 19,3+ 3,0 0,17+0,0 28,1+0,2 72%0,2 8,1+0,1
40A 42,2+ 91 0,17+0,1 28,2+0,2 7,2+0,2 8,0+0,1
80A 81,9+ 16,0 0,2+0,1 28,3+ 0,1 7,3+0,7 79%0,1
160A 197,9 £ 20,9 0,1+0,1 28,0+ 0,1 7,4+0,1 8,0+0,1

Valores referéncia* 28a 30 26 ~8

*Valores recomendados por Moraes-Valenti e Valenti (2010)

Fonte: O autor (2022)
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Tabela 2 — Média e desvio padrdo das variaveis de qualidade de agua nas unidades
experimentais contendo larvas de Macrobrachium amazonicum submetidos a diferentes

concentragoes de nitrito em 24, 48, 72 e 96 horas.

Tratamento Nitrit? Ambnia Temperatura Qxigér)io
(mg.L 1) (mg.L") °C) dissolvido pH
Valor Esperado  Valor de Leitura (mg/ L)
ON 0,3+0,0 0,0+0,0 28,1+ 0,1 6,5+0,2 7,8+0,2
5N 6,3+0,0 0,0+0,0 28,2+0,6 6,3+0,2 8,0+0,1
10N 9,9+0,0 0,0+0,0 28,2+0,3 6,5+0,3 8,0+0,1
15N 17,9+0,0 0,0+0,0 28,2+0,6 6,2+0,2 8,0+0,1
20N 19,8 £0,2 0,0+£0,0 28,1+0,1 6,7 +0,2 8,0+0,1
40N 41,2+0,2 0,0+£0,0 28,1+0,1 6,7+0,2 8,0+0,1
80N 81,2+0,3 0,0+0,0 28,0+ 0,1 6,6 +0,3 8,0+0,1
160N 163,3+0,5 0,0+0,0 28,1+0,1 6,6 +0,2 8,0+0,0
Valores referéncia* 28a30 =6 ~8

*Valores recomendados por Moraes-Valenti e Valenti (2010)
Fonte: O autor (2022)
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As mortalidades foram observadas durante as 96h de experimento, observou-
se um aumento conforme o aumento das concentracées de amonia total e nitrito e do

tempo de exposi¢gdo como apresentados nas Figuras 1 e 2.

Figura 1 — Média e desvio padrdo da mortalidade acumulativa de larvas de Macrobrachium
amazonicum submetidos a diferentes niveis de exposi¢cao de aménia total em 24, 48, 72 e 96
horas. Letras sobrescritas diferentes nas colunas de um mesmo periodo indicam diferencas
significativas (P <0,05).
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Fonte: O autor (2022)
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Figura 2 — Média e desvio padrdo da mortalidade acumulativa de larvas de Macrobrachium

amazonicum submetidos a diferentes niveis de exposicao de nitrito em 24, 48, 72 e 96 horas.

Letras sobrescritas diferentes nas colunas de um mesmo periodo indicam diferencas

significativas (P <0,05).
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Fonte: O autor (2022)
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A partir dos valores de mortalidade, foi possivel calcular os valores de CLso, intervalos

de confianga e niveis de seguranga, como apresentados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Concentracao letal mediana (CLso), intervalo de confianga e nivel de seguranca
para larvas de Macrobrachium amazonicum submetidos a diferentes niveis de exposicao de

amoOnia total em 24, 48, 72 e 96 horas.

Intervalo de Confianga Nivel de seguranca
Horas CLso CLso CLso
(mg.L-' de Amédnia) (mg.L-' de Amédnia) (mg.L-" de Amédnia)
24 119,51 109,05 — 129,97 11,95
48 94,25 86,76 — 101,74 9,42
72 85,99 76,39 — 95,58 8,59
96 80,68 70,87 — 90,92 8,06

Fonte: O autor (2022)

Tabela 4 — Concentracao letal mediana (CLso), intervalo de confianga e nivel de seguranca
para larvas de Macrobrachium amazonicum submetidos a diferentes niveis de exposicao de
nitrito em 24, 48, 72 e 96 horas.

Intervalo de Confianca Nivel de seguranga
Horas CLso Clso Clso
(mg.L" de Nitrito) (mg.L-" de Nitrito) (mg.L" de Nitrito)
24 96,55 94,60 — 98,50 9,65
48 28,19 19,86 — 36,51 2,81
72 15,58 13,09 — 18,07 1,55
96 15,36 12,89 — 17,84 1,53

Fonte: O autor (2022)
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Com a obtencgao dos valores de CLso para 96 horas foi realizado um comparativo entre

as diferentes fases de vida da espécie, como apresentado na tabela 5.

Tabela 5 — Concentragéo letal mediana (CLso) e nivel de seguranga para diferentes fases de

vida de Macrobrachium amazonicum em 96 horas.

Composto e estagio de vida CLso Nivel de segurancga Referéncia
(mg.L™) (mg.L™)

Amonia Total

Larva 80,68 8,06 Este estudo

Pds-larva 21,14 2,11 Dutra et al. 2016a

Juvenil 21,65 2,16 Dutra et al. 2016a

Adulto 36,59 3,65 Dutra et al. 2016a

Nitrito

Larva 15,36 1,53 Este estudo

Pads-larva 1,49 0,14 Dutra et al. 2016b

Juvenil 2,36 0,23 Dutra et al. 2016b

Adulto 2,34 0,23 Dutra et al. 2016b

Fonte: O autor (2022)

DISCUSSAO

As concentragdes de amoénia total e nitrito que foram utilizadas, ficaram dentro
dos valores esperados apds a diluicdo das solugcbdes estoques preparadas para os
experimentos. Para ambos os experimentos, os valores médios de temperatura,
oxigénio dissolvido e pH ficaram dentro do recomendado para fase de larvicultura de
M. amazonicum segundo Moraes-Valenti e Valenti (2010).

Uma sobrevivéncia de 70% a 80% ¢€ esperada para larvicultura da espécie
(Moraes-Valenti e Valenti, 2010). Em nossos experimentos no estagio larval de Zoea
V, a taxa de mortalidade aumentou significativamente (P<0,05) com o aumento das
concentracdes testadas. No experimento com aménia total, para o tratamento controle,
nao foi observada mortalidade em 96 horas. Foi observado que as larvas de M.
amazonicum expostas as concentragbes de 10, 20 e 40 mg.L"' de aménia total
apresentaram mortalidade de 5%, 1,25% e 17,5%, respectivamente. Esses valores de

mortalidade podem ser considerados baixos de acordo com Moraes-Valenti e Valenti
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(2010). No tratamento de 80 mg.L-' foi observado que as mortes aconteceram
gradativamente até chegar em um total de 93,75% ao fim das 96 horas experimentais.
A maior mortalidade (100%) ocorreu na concentragdo de 160 mg/L, para essa
concentragdo o total de mortalidade ocorreu dentro de 24 horas. Ja para nitrito, no
tratamento controle foi observada uma mortalidade de 1,25% dentro das 96 horas.
Para 5 mg.L"" de nitrito a mortalidade foi de 2,5%, nesse caso, como no controle, os
valores foram considerados normais (Moraes-Valenti e Valenti, 2010). Quando
desafiados a 10 e 15 mg.L", a mortalidade observada foi de 31,25% e 85%,
respectivamente. A partir de 20 mg.L', todos os tratamentos obtiveram 100% de
mortalidade ainda em 72 horas de experimento.

No presente trabalho, para ambos os compostos, foi observado que a CLso
diminuiu com o tempo de exposigao, pois como os animais ficam mais tempo expostos
aos compostos, é necessaria uma menor concentragao do agente toxico para levar a
mortalidade dos organismos. O mesmo foi observado por Gomes et al., (2016) que
encontrou uma reducao dos valores de CLso com o tempo de exposi¢ao para larvas
de M.carcinus. Além disso, CLso de 96 horas, quando comparada com outras fases de
vida da espécie, foi bem mais alta, tal resultado deve-se, provavelmente, a salinidade
existente em fase de larvicultura. Essa influéncia da salinidade na toxicidade ja foi
descrita para outras espécies, tanto para aménia como para nitrito (Romano e Zeng,
2013). Lin e Chen, (2001) utilizaram 3 diferentes niveis de salinidade para juvenis de
Litopenaeus vannamei e observaram que com o decréscimo da salinidade de 35 %o
para 15 %o houve um aumento na suscetibilidade da aménia. Resultado semelhante
com juvenis de Litopenaeus schmitti foi encontrado por Barbieri, (2010). Chen e Lin,
(1991), encontraram um aumento superior a 20% na toxicidade de nitrito para juvenis
de Penaeus penicillatus quando desafiados a um decréscimo de salinidade de 34 para
25 ppt. Do mesmo modo, para juvenis de L. vannamei, houve um decréscimo da CLso
de nitrito quando desafiados a reducgdes de niveis de salinidade, Lin e Chen, (2003).

Para as larvas de M. amazonicum, a estimativa de 96 horas de CLso de amdnia
total para Zoea V foi de 80,68 mg.L" maior do que foi estimado para M. carcinus
(Gomes et al., 2016), sendo a CLso de 96 h de 13,84 mg.L"", superior também ao que
foi estimado para M. rosenbergii, onde a ClLso de 24 horas foi de 89,5 mg.L™
(Armstrong et al., 1978), neste estudo a CLso de 24 horas foi de 119,51 mg.L". Para
Macrobrachium tenellum, a CLso encontrada foi de 24,73 e 13,07 mg.-" para 24 e 72

horas, respectivamente (Figueroa-Lucero et al., 2012). Desse modo, podemos
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considerar as larvas de M. amazonicum mais resistentes quando expostas as
concentracdes letais de aménia total durante 96 h. O mesmo cenario é observado
para nitrito, quando comparado com outras espécies do género. Nesse estudo a CLso
para M. amazonicum foi de 15,36 mg/L em 96 horas, enquanto M. rosenbergii e M.
carcinus, obtiveram valores de 8,6 e 9,37 mg/L em 96 horas. Embora a CLso seja
tradicionalmente utilizada para o monitoramento das concentracbées de compostos
toéxicos a organismos aquaticos (Romano e Zeng, 2013), sua aplicagédo € pouco
recomendada para atividades em que se busca o0 maximo de sobrevivéncia, como o
caso da larvicultura de camardes (Moraes-Valenti e Valenti, 2010). Por esse motivo,
utiliza-se como complemento aos valores de CLso 0 nivel de seguranga proposto por
Sprague (1971). Para o presente estudo, os niveis de seguranga de amoénia total para
24, 48, 72 e 96 horas foram 11,95; 9,42; 8,59 e 8,06 mg.L". Enquanto que para nitrito
os valores dos niveis de seguranga foram 9,65; 2,81; 1,55 e 1,53 para 24, 48, 72 e 96
horas.

Deste modo, considerando a resisténcia de M. amazonicum a toxicidade aguda
de amadnia total e nitrito, pode-se dizer que a espécie parece ser bastante promissora
perante os resultados aqui obtidos. O monitoramento da qualidade de agua com niveis
de produtos nitrogenados durante a producao de larvas de M. amazonicum se faz
necessario, assim como as boas praticas de manejo que tendem a diminuir o acumulo
desses compostos durante a produgao, especificamente durante os primeiros estagios

larvais.

CONCLUSAO

Os valores de CLso de aménia total neste estudo foram de 119,51; 94,25; 85,99
e 80,68 mg.L" para 24, 48, 72 e 96 horas , respectivamente. Os niveis de seguranca
para 24, 48, 72 e 96 horas que foram 11,95; 9,42; 8,59 e 8,06 mg.L-'. Para nitrito os
valores de CLso foram de 96,55; 28,19; 15,58 e 15,36 para 24, 48 72 e 96 horas. Os
valores dos niveis de segurancga foram 9,65; 2,81; 1,55 e 1,53 para 24, 48, 72 e 96
horas. Os valores encontrados serdo importantes para promover maior seguranga e

melhores resultados na producao de pos-larvas da espécie.
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Efeito combinado de aménia total e nitrito para larvas do camarao-da-amazoénia

Macrobrachium amazonicum

Interagdo aguda de aménia total e nitrito para larvas de Macrobrachium amazonicum

RESUMO

O objetivo no presente estudo foi calcular a Concentragao Letal Mediana (CLso) do efeito combinado
de amédnia total e nitrito para cada periodo de 24 horas em um total de 96h, determinar o nivel de
seguranca e compreender a interacdo destes compostos sobre larvas de Macrobrachium
amazonicum,. Foram utilizadas 1280 larvas no estagio Zoea V distribuidas em 64 unidades
experimentais, com delineamento experimental casualisado, em desenho fatorial 4x4, sendo quatro
concentragdes de amoénia total (0, 40, 80, 160 mg.L™"), quatro concentragdes de nitrito (0, 7,5, 15,
30 mg.L™") e suas combinagbes (40:7,5; 40:15; 40:30; 80:7,5; 80:15; 80:30; 160:7,5; 160:15; 160:30),
para cada tratamento haviam quatro réplicas. Nos tratamentos com os compostos isolados foi
observado um aumento nas mortalidades ao longo das 96h de experimento diretamente relacionado
com o aumento na concentragao dos compostos a que as larvas foram submetidas. Foi utilizado o
método probit para calcular as CLso dos compostos, para aménia total os valores da CLsg isolados
foram de 97,48; 64,79; 61,75 e 57,01 mg.L" para 24, 48, 72 e 96 horas. Ja os valores de CLso
combinados foram de 60,68; 44,28; 42,23; 40,58 mg.L" para 24, 48, 72 e 96 horas. Desta forma, os
niveis de seguranca foram 9,48; 6,47; 6,17 e 5,70 mg.L"", quando isolados, 6,06; 4,28; 4,22 e 4,05
mg.L"" quando combinados. Para nitrito os valores de CLso para 24, 48, 72 e 96 horas foram de
19,58; 12,67; 11,90 e 11,64 mg.L"' quando isolados e 9,26; 6,57; 7,43 e 7,80 mg.L" quando
combinados. Por consequéncia os niveis de seguranga quando isolados foram de 1,95; 1,26; 1,19
mg.L"'e 1,16 € 0,92; 0,65; 0,74 e 0,78 mg.L"' quando combinados. Observou-se, por meio do calculo
da soma da aditividade dos compostos e do indice de atividade, que a mortalidade causada pelos
compostos combinados € 0,10 a 0,38 vezes menor em relacédo aos valores de mortalidade causada
pelos compostos isoladamente, portanto, um efeito antagbénico. A partir dos resultados do presente
estudo, podemos afirmar que as larvas de M. amazonicum possuem maior tolerancia aos

compostos combinados em relagao aos compostos isoladamente.

Palavras-chaves: Carcinicultura; Ecotoxicologia; Compostos nitrogenados.
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INTRODUGAO

Embora os efeitos de amodnia e nitrito sejam vastamente relatados e discutidos, em
trabalhos especificos ou em revisdes do tema, para uma série de espécies de crustaceos
(Romano e Zeng, 2013; Zhao et al. 2020) e outros organismos com interesse em aquicultura
(Tomasso, 1994; Ciji e Akhtar, 2020), poucos trabalhos abordaram os efeitos da interacao
destes compostos, especialmente para camardes de agua doce (Zhang et al., 2015; Brazao
et al., 2021, Brazao et al., 2022).

O tema da interacdo dos compostos € muito relevante, pois em sistemas aquaticos
naturais ou nos ambientes de producéo, os organismos podem estar expostos ndo a um
unico composto, mas a uma combinagao dessas substancias ao mesmo tempo. Quando
iSsO ocorre € necessario observar o resultado desta interacdo, podendo ela ter um efeito
antagonico, aditivo ou sinérgico (Zagatto e Bertoletti, 2008; Rand et al, 2020).

Atualmente, o Brasil conta com pelo menos 10 larviculturas comerciais de
camardes de agua doce que distribuem pos-larvas da espécie exodtica Macrobrachium
rosenbergii por todo pais, contudo existem apenas duas que produzem pos-larvas de
Macrobrachium amazonicum (Valenti et al., 2021). A espécie é tradicionalmente consumida
nas regides norte e nordeste do pais, espera-se que o cultivo da espécie possa suprir o
declinio na oferta causado pela pesca artesanal excessiva (Valenti et al., 2021). Além disso,
uma série de estudos vem demonstrando sua viabilidade econémica em trabalhos de
aquicultura multitréfica integrada (Rodrigues et al., 2019; Dantas et al., 2020; Dantas et al.,
2022). Soma-se a isso o risco de dispersao de espécies exoéticas que pode ser uma ameaga
a biodiversidade (Silva et al. 2020) e a aceitagdo do mercado interno para o consumo de
espécies nativas (Pincinato e Asche, 2016).

Diversas sao as estratégias e pesquisas necessarias para o sucesso da produgao
de espécies nativas, havendo inclusive diversos segmentos da sociedade, organizagoes
nao governamentais e instituicbes que vem pressionando o setor para que a producao
possa ser mais sustentavel (Valenti et al., 2021). Por esse motivo, compreender a interagéo
destes compostos na fase de vida inicial da espécie é fundamental e esta de acordo com
0s objetivos de uma carcinicultura de agua doce sustentavel

Desta forma o objetivo no presente estudo foi calcular a Concentragcédo Letal

Mediana (CLso) do efeito combinado de amdnia total e nitrito para cada periodo de 24 horas
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em um total de 96h, determinar o nivel de seguranga e compreender a interagao destes

compostos sobre larvas de M. amazonicum, durante 96 horas de exposicao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Carcinicultura, no Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento em Aquicultura Sustentavel (LABCAR - NPDA), da
Universidade Federal do Parana. As larvas de M. amazonicum utilizadas para o
experimento foram oriundas de fémeas ovigeras dos tanques de reprodugédo do préprio
laboratorio, sendo a origem destes camardes uma populagdo do nordeste do Para, Brasil
(01°14'30”S e 48°19'52"W) em 2001 (Mantoan et al., 2021). Para execugao dos ensaios,
que tiveram duracao de 96 horas, foram utilizadas larvas de M. amazonicum (n= 1280)
distribuidas em 64 unidades experimentais, no estagio de Zoea V (Guest,1979). Os animais
foram alimentados diariamente com nauplius de artémia recém eclodidas (20 a 40 nauplius
por larva). As unidades experimentais eram constituidas de potes brancos de polipropileno
de 1 litro de volume util e com sistema de aeragao individual para cada unidade. O ambiente
experimental foi controlado com fotoperiodo 12:12 (claro:escuro) em sala climatizada 28 a
30°C. A agua utilizada nos bioensaios foi oriunda do servigo de abastecimento publico,
devidamente desclorada e salinizada (12 ppt) com Sal Nutrazoo® (Composicédo: Sais de
sédio, calcio, magnésio, potassio, cloretos, brometos sulfatos, carbonatos e elementos-
tracos devidamente balanceados e misturados para simular o sal marinho).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x4,
com concentragdes isoladas de amoénia total (0, 40, 80 e 160 mg.L™") e nitrito (0, 7,5, 15 e
30 mg.L"), e nas concentragbes combinadas (40:7,5; 40:15; 40:30; 80:7,5; 80:15; 80:30;
160:7,5; 160:15; 160:30), com quatro repeticbes por tratamento. As concentragdes
utilizadas para a realizagdo dos testes foram baseadas nas CLso de 96h determinadas no
Capitulo anterior. As doses correspondem a um controle, metade da CLso de 96h de cada
composto, a CLso e o dobro da CLso. As concentracbes de amoénia total e nitrito foram
preparadas por meio de solugdes estoques individuais (1.000 mg.L-' de amdnia total; 250
mg.L-" de nitrito), obtidas pelas diluicdes de 3,819 g.L"' de cloreto de amonio P. A. (éxodo
cientifica®) e 1,232 g.L"! de nitrito de sddio P. A. (éxodo cientifica®), respectivamente. As
solugbes estoques foram devidamente diluidas em cada unidade experimental para

obtengao das concentragdes desejadas.
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A verificagdo da mortalidade foi realizada a cada 24 horas, o critério para avaliagéo
da mortalidade foi a auséncia de reagcdo ao estimulo mecanico com Pipeta de Pasteur
descartavel. Ao final do experimento os dados de mortalidade foram agrupados a cada 24
horas por tratamento.

Diariamente para verificagdo do oxigénio dissolvido e temperatura utilizou-se um
oximetro digital portatil com sensor de temperatura (HANNA HI9146) e para a determinagao
do pH foi utilizado um medidor de pH de bancada (LUCAMEDA LUCA-210). A determinagao
das concentracdes de amoénia total e nitrito foram realizadas a partir de amostras coletadas
no inicio e no final do experimento, onde a aménia total foi avaliada pelo método de Koroleff
(1976) e nitrito foi analisado pelo método de Reagao de Griess (Baumgarten, 1996).

A concentracao letal mediana ao longo de 96 horas (CLso - 24, 48, 72 e 96h) dos
compostos e os intervalos de confianca foram calculados utilizando o método probit. O nivel
de seguranca foi estimado baseado na literatura (Sprague, 1971) multiplicando cada valor
de CLso por 0.1. Apds a obtencédo dos valores de CLso foi feito o calculo da soma da
aditividade dos compostos (soma da toxicidade de amdnia total e nitrito) e o indice de
aditividade (estimativa de quantas vezes o efeito combinado € maior ou menor que o efeito
isolado) conforme descrito por Zagatto e Bertoletti, (2008). O modelo expressa a soma da

aditividade para diferentes substancias (S) e o indice de aditividade (lA).

(Am)  (Bm)
S="an T B

Onde:

S é a soma da toxicidade dos compostos A e B;
Ai é a CLso do unico composto A;

Am é a CLso do composto A na mistura;

Bi é a CLso de unico composto B;

Bm é a CLso de composto B na mistura.

Assim, quando S > 1, o efeito da mistura é antagonico; S = 1, o efeito é aditivo; S <
1, o efeito sinérgico. Para estimar quantas vezes o efeito combinado foi maior ou menor

que o efeito isolado, este foi submetido ao indice de atividade (IA).
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Onde:
S > 1, aplica aequagado IA=S (-1) + 1;
S <1, aplica a equacgao IA =1/S - 1.

Os valores de mortalidade, agrupados em cada periodo, passaram pela verificagéo
dos pressupostos de normalidade e homogeneidade por meio dos testes de Shapiro & Wilks
e Levene (Sokal e Rohlf 2012), respectivamente. Apds a verificacdo dessas premissas, 0s
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (a = 0,05).

RESULTADOS

Os dados das variaveis de qualidade de agua foram agrupados por tratamento para

obtencado das médias e desvio padrao e sdo apresentados na Tabela 1.
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As mortalidades foram observadas durante as 96h de experimento, onde registrou-
se um aumento nos tratamentos isolados conforme o aumento das concentragcdes dos
compostos avaliados. Nos tratamentos com os compostos combinados foi atingida

mortalidade de 100% ao longo das 96h, como indicado na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores médios (+ desvio padrédo) de mortalidade (%) para larvas de
Macrobrachium amazonicum expostas a diferentes concentracdes de aménia total e nitrito

em efeito isolado e combinado em periodo de 24, 48, 72 e 96 horas.

Tratamento 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
(0A-ON) 0,00 + 0,002 2,50 + 5,002 3,75 + 7,502 6,25 + 9,462
(40A-0N) 1,25 + 2,502 8,75 + 6,292 15,00 + 12,252 26,25 + 18,87°
(80A-0N) 16,25 + 6,292 98,75 + 2,504 100,00 + 0,00d 100,00 + 0,00¢
(160A-0N) 97,50 + 5,004 100,00 + 0,00¢ 100,00 + 0,004 100,00 + 0,00¢
(0A-7,5N) 3,75 + 7,502 10,00 + 14,142 16,25 + 14,932 16,25 + 14,93
(0A-15N) 53,75 +11,90° 73,75+ 16,01° 78,75 + 14,93° 80,00 £ 12,91¢
(0A-30N) 63,75 + 8,54b¢ 100,00 + 0,004 100,00 + 0,004 100,00 + 0,004
(40A-7,5N) 67,50 + 11,90P¢ 75,00 + 17,80¢p¢ 80,00 + 11,55b¢ 100,00 + 0,004
(40A-15N) 66,25 + 12,50¢bc 95,00 + 7,07 95,00 + 7,07bcd 100,00 + 0,004
(40A-30N) 75,00 £ 10,80¢ 90,00 + 10,80¢bed 97,50 + 5,00 100,00 + 0,004
(80A-7,5N) 81,25+ 11,81 96,25 + 4,794 100,00 + 0,00d 100,00 + 0,004
(80A-15N) 73,75 + 4,79bc 92,50 + 5,00bcd 100,00 + 0,00d 100,00 + 0,004
(80A-30N) 71,25 + 9,46b¢ 95,00 + 4,08¢cd 100,00 + 0,004 100,00 + 0,004
(160A-7,5N) 100,00 + 0,00¢ 100,00 + 0,004 100,00 + 0,004 100,00 + 0,004
(160A-15N) 100,00 + 0,00¢ 100,00 + 0,004 100,00 + 0,004 100,00 + 0,004
(160A-30N) 100,00 + 0,00¢ 100,00 + 0,004 100,00 + 0,00d 100,00 + 0,004

Fonte: O autor (2022) Letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 3 — Concentracao letal mediana (CLso), intervalo de confianga e nivel de seguranca

de amonia total em efeito isolado (I) e combinado (C) em 24, 48, 72 e 96 horas para larvas

de Macrobrachium amazonicum submetidos a diferentes niveis de exposigao.

Intervalo de Confianga

Nivel de seguranga

CLso CLSO

Horas CLso

(mg.L"' de Aménia (mg.L' de Aménia
(mg.L' de Aménia Total)
Total) Total)

241 97,48 88,95 - 106,01 9,48
48 | 64,79 55,17 - 74,42 6,47
721 61,75 52,23 -71,28 6,17
96 | 57,01 47,32 - 66,71 5,70
24C 60,68 58,28 — 63,08 6,06
48 C 44,28 36,57 — 52,00 4,28
72C 42,23 32,81 -51,65 4,22
96 C 40,58 29,78 — 51,40 4,05

Fonte: O autor (2022)

Tabela 4 — Concentracéo letal mediana (CLso), intervalo de confianga e nivel de seguranga

de nitrito em efeito isolado (I) e combinado (C) em 24, 48, 72 e 96 horas para larvas de

Macrobrachium amazonicum submetidos a diferentes niveis de exposigao.

Intervalo de Confianga

Nivel de segurancga

Horas CLso CLso CLso
(mg.L"" de Nitrito) (mg.L"" de Nitrito) (mg.L" de Nitrito)
241 19,58 18,87 — 20,28 1,95
48 | 12,67 11,51 - 13,82 1,26
721 11,90 10,65 - 13,16 1,19
96 | 11,64 10,42 - 12,86 1,16
24C 9,26 9,08 — 9,43 0,92
48 C 6,57 5,56 — 7,57 0,65
72C 7,43 5,94 — 8,91 0,74
96 C 7,80 6,07 — 9,52 0,78

Fonte: O autor (2022)
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Apds a obtencao dos valores de CLso de 96h foi possivel determinar a soma da
aditividade dos compostos, sendo 1,10 para 24 horas, 1,20 para 48 horas, 1,31 para 72
horas e 1,38 para 96 horas, o que representa um efeito antagénico. O indice de aditividade
calculado demonstrou que o efeito dos compostos combinados foi menor que a soma dos
efeitos isolados em um fator de 0,10 vezes para 24 horas, 0,20 vezes para 48 horas, 0,31

vezes para 72 horas e 0,38 vezes para 96 horas.

DISCUSSAO

As concentracdes de amoénia total e nitrito que foram testadas, para os tratamentos
isolados e combinados no presente estudo, ficaram dentro dos valores esperados apoés a
diluicdo das solugdes estoque utilizadas. Para o presente estudo os valores de oxigénio
dissolvido, temperatura e pH estdo de acordo com os valores recomendados para a fase
testada (Moraes-Valenti e Valenti 2010).

De acordo com Moraes-Valenti e Valenti (2010), uma mortalidade de 20 até 30% é
considerada normal para larvicultura de M. amazonicum. Em nosso trabalho, pode-se
observar que no tratamento controle (sem adicdo de compostos nitrogenados) houve uma
baixa porcentagem de mortalidade dentro das 96 horas, chegando a um maximo de 6,25%.
Nos tratamentos com adigdo de amodnia total, porém sem adigdo de nitrito (isolados de
amoénia), as mortalidades foram crescentes, assim como as concentragdes utilizadas. No
tratamento com 40 mg.L™" foi observado 26,25% dentro das 96 horas, enquanto que em 80
mg.L™" atingiu 100% de mortalidade em 72 horas e 160 mg.L-" em 48 horas. Para os
tratamentos com adicdo de nitrito e sem adicdo de aménia total (isolados de nitrito), as
mortalidades também cresceram com o aumento das concentragdes. No tratamento com
7,5 mg.L" foi registrada 16,25% de mortalidade em 96 horas, em 15 mg.L' 80% em 96
horas e em 30 mg.L"" 100% ja em 48 horas.

Todos os tratamentos combinados (com adi¢do de amoénia e nitrito) resultaram em
100% de mortalidade apds 96 horas. Os tratamentos com 40 mg. L' de amoénia total
combinados com as doses crescentes de nitrito (7,5; 15 e 30 mg.L™"), chegaram aos 100%
de mortalidade somente no intervalo entre 72 e 96 horas de experimento, sendo possivel
observar que, até 72 horas, as mortalidades foram crescentes assim como as doses de
nitrito. Para os tratamentos com 80 mg. L-' de aménia combinados com as doses crescentes

nitrito houve 100% de mortalidade ja em 72 horas de experimento. Por fim, onde houve a
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maior concentragido de aménia (160 mg.L™") combinados com as doses crescentes nitrito,
as mortalidades totais ocorreram ja dentro de 24 horas de experimento.

As Concentragdes Letais medianas de amoénia total encontradas no presente
trabalho reduziram ao longo do periodo experimental, tanto para valores isolados, como
para valores combinados. A CLso de 96h combinada de amdnia total foi de 40,58 mg.L""
enquanto o valor isolado foi de 57,01 mg.L™". Brazéo et al. (2021) trabalhando com juvenis
da mesma espécie encontrou uma CLso de 96 horas combinada de amoénia total de 20,87
mg.L"" e uma isolada de 29,85 mg. L. Ja no trabalho com pds-larvas os valores
encontrados foram de 22,14 mg.L-' e 23,87 mg.L"" para CLso isolada e combinada (Brazao
et al. 2022). Um maior valor de CLso na fase larval quando comparado a fases de vida mais
avancgadas pode ser explicado pelo fato da larvicultura de M. amazonicum ocorrer em uma
salinidade de 12 ppt, assim como no presente experimento (Romano e Zeng, 2013). Com
relacédo ao nitrito, as CLso reduziram para valores isolados, mas para valores combinados,
foi possivel observar um maior valor para 24 horas e um aumento dos valores de 48 para
72 e 96 horas, possivelmente pela interagdo de nitrito com a aménia. A CLso de 96h
combinada foi de 7,80 mg.L"" e a isolada de 11,64 mg.L™", valores menores que o valor de
CLso encontrado no capitulo anterior (15,36 mg.L-"). Para juvenis da espécie Brazao et al.
(2021) encontrou valores de 2,95 e 2,49 mg.L" para CLso de 96h combinada e isolada. Os
valores encontrados por Brazio et al. 2022 para pés-larvas foram de 1,68 e 1,36 mg.L™",
sendo novamente possivel ver a influéncia da salinidade nos valores de CLso (Romano e
Zeng, 2013). Isso porque em ambientes onde ha uma menor concentragéo de sais, o liquido
externo tende a entrar com mais facilidade no organismo devido a pressdo osmética. Ja em
ambientes com mais concentracao de sais, a tendéncia ¢é inversa, (Schmidt-Nielsen, 2000).

Os valores encontrados na soma da aditividade dos compostos representam um
efeito antagobnico, efeito que foi similar, porém mais sutil, do que o encontrado por Brazéo
et al. (2021) em experimento de efeito combinado para juvenis da mesma espécie. Os
indices de atividade mostram que a soma dos efeitos compostos (aménia total e nitrito)
foram de 0,10 a 0,38 vezes menor em valores de mortalidade que quando isolados
enquanto Brazao et al. (2021) encontrou um valor de 0,88 vezes menor. Brazao et al. (2022)
em outro trabalho com a espécie, porém para pds-larvas, novamente observaram um efeito
antagbnico de amdnia total e nitrito, neste mesmo trabalho foi possivel ver o mesmo efeito
para a espécie M. rosenbergii. Zhang et al. (2015) em trabalho com camardes adultos da

espécie M. rosenbergii observaram um menor nivel de estresse dos camardes submetidos
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aos compostos combinados. Ainda, conforme relatam os autores, o efeito combinado
destes compostos causa menos mudangas fisiologicas, sendo explicada pela interagao que
ocorre do nitrito com alguns ions de cloreto, como por exemplo o cloreto de amdnio, que
acarreta a diminuicdo do seu efeito toxico pela ligacéo de radicais livres de cloreto, que
entram em conformacao e dificultam a absorg¢ao pelas branquias.

Outros crustaceos, porém, marinhos, foram objeto de estudo da interagao de aménia
total com nitrito. Chen e Chin (1988) encontraram tanto o efeito antagbnico como o sinérgico
para pos-larvas de Penaeus monodon, sendo o primeiro para 48 e 72 horas de estudo e o
segundo para 96 horas. Chen et al. (1989) observaram um efeito sinérgico para nauplios
de artémias apos 48 horas de exposi¢ao. Alcaraz et al. (1999) observaram em pés-larvas
de Penaeus setiferus um efeito sinérgico em 48 horas de exposi¢cao, contudo antagénico
apos 72 horas. Schuler et al (2010), também encontraram ambos os efeitos em poés-larvas
de Litopenaeus vannamei. Ja Cheng et al. (2013) encontram um efeito sinérgico de amoénia
e nitrito para Marsupenaeus japonicus.

Varios fatores podem ser considerados quando observados os resultados da
interacdo dos compostos, entre eles podemos citar: a espécie, fase de vida, tempo de
duracao do teste de toxicidade e a presenca ou n&o de salinidade. Contudo, ao que tudo
indica, para a espécie M. amazonicum, independe dos fatores, €& observado

constantemente um efeito antagénico quando submetidos a interagdo de aménia e nitrito.

CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados, mostraram que, quando submetidos exposicoes
agudas, de diferentes concentracbes de amdnia total e nitrito em combinacgao, durante 96
horas, as larvas do camarido-da-amazdnia demonstraram maior tolerancia a estes
compostos (efeito antagbnico) do que quando submetidos a estes compostos

isoladamente.
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Efeito cronico de aménia total e nitrito para larvas do camarao-da-amazoénia
Macrobrachium amazonicum

Niveis sub-letais de amonia total e nitrito para larvas de Macrobrachium amazonicum

RESUMO

Assim como os testes de interacdo de compostos, os testes de toxicidade crénica também
sao pouco frequentes, isso porque, tradicionalmente, utiliza-se o método proposto por
Sprague (1971) para se estimar o nivel de seguran¢a dos compostos téxicos aos quais os
organismos aquaticos estdo expostos por longos periodos de exposicao. Desta forma o
objetivo no presente trabalho foi avaliar os efeitos da exposicdo crbnica em larvas de
Macrobrachium amazonium submetidos a niveis subletais de amoénia total e nitrito. Para
realizacao dos testes crbnicos foi utilizado um sistema experimental randomizado, com trés
réplicas por tratamento. Além de um tratamento controle (sem adigdo de amodnia total ou
nitrito), foram testadas as concentragdes de 4, 8 e 16 mg.L™" para aménia total e 0,75; 1,5e 3
mg.L™" para nitrito. Esses valores correspondem a metade dos niveis de seguranga, o nivel de
seguranga e o dobro do nivel de seguranca de cada composto calculado para 96 horas no
Capitulo |. Para cada unidade experimental foram selecionados e transferidos 20 animais.
Apo6s o povoamento foram acrescentadas as solu¢des nas unidades experimentais, sendo
que cada adicao consistiu em uma diferente concentragado de amdnia total ou nitrito, oriunda
de solucao padrao. Para manter as concentragdes experimentais, 100% do volume util dos
tanques foi renovado a cada dois dias, e as solugdes foram adicionadas novamente para a
manutencao das concentragdes experimentais. Ao final do experimento, todos animais foram
contados para contabilizar a sobrevivéncia e foi realizado a verificacdo do estagio larval. Os
dados de estagios larvais foram submetidos a duas analises diferentes, na primeira fez-se
uma comparacao da frequéncia de estagios observados. Enquanto na segunda analisou-se
as porcentagens de estagios que atingiram o oitavo estagio de desenvolvimento ou superior.
Em nossos resultados é possivel observar que os niveis de toxicidade crdénica de amdnia total
e nitrito n&o influenciaram significativamente nos valores de mortalidade, contudo, quando
expostos ao dobro do nivel de segurangca dos compostos avaliados, pode-se observar um
atraso no desenvolvimento larval de M. amazonicum. Um atraso no desenvolvimento larval
resultara em mais dias de producao na fase de larvicultura, o que nao € interessante, pois

aumentara os custos para a producao de pds-larvas.

Palavras-chave: Zoea, Carcinicultura, Larvicultura, toxicidade



42

INTRODUGAO

Na atividade de carcinicultura, para a obtencao de formas jovens, é necessario
realizar uma larvicultura que permita a obtencdo de pds-larvas em quantidade e
qualidade suficientes para abastecer os sistemas de produgdo. Varios sistemas
podem ser empregados com esse intuito, sendo indispensavel o planejamento da
estrutura fisica, bem como os manejos a serem utilizados no sistema produtivo
(Valenti et al, 2010). Um dos manejos necessarios € o monitoramento constante dos
compostos nitrogenados, que embora levem a preocupagao somente quando ocorrem
elevadas concentragdes, também podem ocasionar em problemas quando presentes
de forma crbénica em niveis subletais (Zagatto e Bertoletti, 2008).

Assim como os testes de interagdo de compostos, os testes de toxicidade
crébnica também sio pouco frequentes, isso porque, tradicionalmente, utiliza-se o
método proposto por Sprague (1971) para se estimar o nivel de seguranga dos
compostos toxicos aos quais 0s organismos aquaticos estdo expostos por longos
periodos de exposicdo. Apesar de ser considerado um método consagrado, sua
estimativa pode ndo ser tdo exata, pois alguns efeitos causados pelos compostos
podem n&o ser detectados pelos testes de toxicidade aguda, pois ocorrem de maneira
subletal, causando desordem fisioldégica ou comportamental (Zagatto e Bertoletti,
2008). Desta maneira observou-se a necessidade de uma avaliagao mais precisa, 0s
testes de toxicidade cronica, que podem ser realizados em uma determinada fase de
vida de um organismo. Segundo Mckim (1977), o teste em uma determinada fase de
vida de uma espécie, possibilita aplicar ensaios nos periodos mais sensiveis do
organismo-teste, que seria nas fases iniciais de vida, permitindo avaliar os efeitos
sobre o crescimento, sobrevivéncia e até mesmo a reproducgao.

Como os organismos aquaticos estdo constantemente expostos a algumas
formas nitrogenadas que sdo abundantes nos ambientes naturais e de produgéo e
tem a tendéncia de provocar danos significativos, como a aménia, o nitrito e o nitrato
(Romano e Zeng, 2013; Ciji e Akhtar, 2020; Zhao et al., 2020); a investigagao dos
efeitos sub-letais se faz necessaria, sendo que os restos alimentares e a excregao
dos organismos sao os principais meios de origem desses compostos (Gross et al.
2000; Valenti et al., 2010).

Recentemente, a espécie Macrobrachium amazonicum, foi alvo de um estudo

de toxicidade cronica de amonia total e nitrito com foco no consumo alimentar
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(Campos et al, 2021). Tais iniciativas sdo fundamentais para aumentarmos o
entendimento que os compostos téxicos podem exercer em espécies consolidadas
em atividades de aquicultura e com potencial para a mesma (Rodrigues et al., 2019;
Dantas et al., 2020; Dantas et al., 2022). Desta forma o objetivo no presente trabalho
foi avaliar os efeitos da exposig¢ao cronica em larvas de M. amazonium submetidos a

niveis subletais de amonia total e nitrito.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Carcinicultura,
localizado no Nucleo de Pesquisas e Desenvolvimento em Aquicultura Sustentavel
(LABCAR — NPDA). As larvas utilizadas foram obtidas de reprodutores do laboratério,
doados pelo Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP) de Jaboticabal, SP, Brasil,
originarios de uma populag¢ao do nordeste do Para, Brasil (Mantoan et al., 2021).

ApoOs a eclosdo em agua com salinidade a 4 ppt, as larvas foram transferidas
para tanques de larvicultura, onde novamente foram aclimatadas a uma salinidade de
12 ppt. As larvas foram mantidas e alimentadas nesse sistema até atingirem o estagio
de desenvolvimento larval de zoea lll, segundo a classificagado proposta por Guest
(1979). Para realizacdo dos testes crbnicos foi utilizado um sistema experimental
randomizado, com trés réplicas por tratamento. Além de um tratamento controle (sem
adicao de amonia total ou nitrito), foram testadas as concentragcbes de 4, 8 e 16 mg.L"
" para amonia total e 0,75; 1,5 e 3 mg.L-! para nitrito. Esses valores correspondem a
metade dos niveis de seguranga, o nivel de segurangca e o dobro do nivel de
segurancga de cada composto calculado para 96 horas no Capitulo |.

Para cada unidade experimental foram selecionados e transferidos 20 animais,
as unidades eram constituidas de potes plasticos contendo 0,5 L de agua e salinidade
12 ppt com aeragéo constante. Apos o povoamento foram acrescentados mais 0,5 L
de agua nas unidades experimentais, sendo que cada nova adi¢ao consistiu em uma
diferente concentracdo de amodnia total ou nitrito, oriunda de solucdo padrido. Para
amonia utilizou-se Cloreto de amonio P.A na concentragdo de 1000 mg.L™", enquanto
que para nitrito foi utilizado Nitrito de Sédio P.A na concentragdo de 1000 mg.L-' com
0 objetivo de chegar as concentragdes testadas em cada tratamento. Para manter as
concentragdes experimentais, 100% do volume util dos tanques foi renovado a cada

dois dias, e as solugdes foram adicionadas novamente para a manutencdo das
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concentragdes experimentais, adaptando a metodologia proposta por (Melo et al.,
2016). A cada troca de solugao, foram analisados os parametros de qualidade de agua.
A amonia total foi avaliada pelo método de Koroleff (1976) e nitrito foi analisado pelo
método de Reacgéo de Griess (Baumgarten, 1996). Oxigénio dissolvido e temperatura
foram aferidos com equipamento HANNA HI9146 e pH com phmetro de bancada
(LUCAMEDA LUCA-210). O monitoramento da salinidade durante o experimento foi
feito com auxilio de Refratdmetro Analégico (LORBEN 211). Apds o inicio do
experimento, as larvas foram contadas a cada 2 dias e durante esse processo, as que
se encontravam mortas foram retiradas e descartadas. O critério para avaliagao da
mortalidade, foi a auséncia de resposta motora a partir de estimulos mecéanicos com
pipeta plastica de Pasteur. Os registros ocorreram apos 2, 4, 6, 8 e 10 dias da
exposicao as crescentes concentragdes de amoénia total e nitrito. As larvas foram
alimentadas diariamente com nauplios de Artemia sp. recém eclodidos na proporcao
de 20 a 40 nauplios/larva. Foi mantido um fotoperiodo de 12:12 horas em sala
climatizada.

Ao final do experimento, todos animais foram contados e foi realizado a
verificacdo do estagio larval conforme Guest (1979). Os dados de estagios larvais
foram submetidos a duas analises diferentes. Na primeira fez-se uma comparacgao da
frequéncia de estagios observados pelo teste Kruskall-Wallis com comparagao pelo
teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. Ja na segunda analise, as porcentagens de
estagios que atingiram o oitavo estagio de desenvolvimento ou superior, assim como
os dados de mortalidade passaram pela verificagao dos pressupostos de normalidade
e homogeneidade por meio dos testes de Shapiro & Wilks e Levene (Sokal 2012),
respectivamente. Apos a verificagado dessas premissas, os dados foram submetidos a

analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).

RESULTADOS

Os dados das variaveis de qualidade de agua foram agrupados por tratamento

para obtencédo das médias e desvio padréao e sdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo das variaveis de qualidade de agua nas unidades
experimentais contendo larvas de Macrobrachium amazonicum submetidos a diferentes niveis

de exposicao crénica de amoénia total e nitrito.

Amébnia Nitrito Oxigénio
TRATAMENTO (mg.L") (mg.L") Tempoeratura dissolvido pH
Valor de Leitura  Valor de Leitura ©) (mg/ L)

Controle 0,1+0,1 0,0+£0,0 28,2+0,5 73+04 8,2+0,1
4 mg.L-" amOnia 3,9+0,6 0,0+0,0 28,0+0,5 7,6 +0,5 8,2+0,1
8 mg.L' ambnia 7,7+0,7 0,0+0,0 28,0+0,5 7,7+0,4 8,2+0,1
16 mg.L-' amonia 15,8+ 1,6 0,0+0,0 28,0+0,5 7,7+0,3 8,2+0,1
0,75 mg.L" nitrito 0,0+0,0 0,72+0,1 28,0+0,5 79+04 8,2+0,1
1,5 mg.L" nitrito 0,0+0,0 1,4+0,0 28,0+0,6 79+0,4 8,2+0,1
3 mg.L" nitrito 0,0+£0,0 29+0,1 28,0+0,6 79+0,5 8,2+0,1

Valores referéncia* 28a30 26 ~8

*Valores recomendados por Moraes-Valenti e Valenti (2010)
Fonte: O autor (2022)
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Tabela 2 — Média e desvio padrao de sobrevivéncia de larvas de Macrobrachium amazonicum

submetidos a diferentes niveis de exposicao crénica de amdnia total e nitrito.

TRATAMENTO

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10

Controle 100,0+0,0 96,7+29 783+76 76,758 61,7+115 46,7+5,8

4 mg.L-* amébnia 100,0+0,0 100+0,0 950+50 933+58 70,0+36,1 70,036,
8 mg.L"" amdnia 100,0+0,0 96,7+29 91,7+76 900+50 81,7+153 76,7+189
16 mg.L-" aménia  100,0+0,0 983+29 983+29 950+0,0 91,7+29 88,9+29
0,75 mg.L-' nitrito  100,0+0,0 100+0,0 98,3+2,9 983+29 850180 81,7+20.2
1,5 mg.L" nitrito 100,0+0,0 983+29 983+29 96,7+29 70,0+278 66,7275
3 mg.L" nitrito 100,0+0,0 100x0,0 1000 95050 91,7+29 66,7+40,4

Fonte: O autor (2022)

Tabela 3 — Tabela de frequéncia de estagio larval de larvas de Macrobrachium amazonicum
submetidos a diferentes niveis de exposicao crénica de ambénia total. Letras sobrescritas

diferentes na coluna de tratamento indicam diferencas significativas (P <0,05).

Estagio Larval % VI VI Vil IX
Controle? 0 0 1 26 1
4 mg.L"' aménia? 0 0 3 37 2
8 mg.L"' aménia? 0 0 1 42 3
16 mg.L' aménia® 0 4 31 18 0

Fonte: O autor (2022)
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Tabela 4 — Tabela de frequéncia de estagio larval de larvas de Macrobrachium amazonicum
submetidos a diferentes niveis de exposi¢ao cronica de nitrito. Letras sobrescritas diferentes

na coluna de tratamento indicam diferengas significativas (P <0,05).

Estagio Larval Y VI il Vil IX
Controle? 0 0 1 26 1
0,75 mg.L™" nitrito2 0 0 1 37 11
1,5 mg.L" nitrito? 0 0 4 33 3
3 mg.L" nitrito® 0 2 15 23 0

Fonte: O autor (2022)

Tabela 5 — Média * desvio padrao da porcentagem de larvas de Macrobrachium amazonicum
que alcancaram o estagio VIl ou superior apds a exposi¢ao cronica de amdnia total. Letras

sobrescritas diferentes na coluna de tratamento indicam diferengas significativas (P <0,05).

Estagio Larval > VI
Controle 95,83 £+ 7,222
4 mg.L"' aménia 94,17 + 6,292
8 mg.L"! aménia 98,15 + 3,212
16 mg.L" aménia 33,66 + 16,18

Fonte: O autor (2022)

Tabela 6 — Média * desvio padrao da porcentagem de larvas de Macrobrachium amazonicum
que alcancaram o estagio VIl ou superior apés a exposicdo crbénica de nitrito. Letras

sobrescritas diferentes na coluna de tratamento indicam diferencas significativas (P <0,05).

Estagio Larval > VIl
Controle 95,83 £ 7,222
0,75 mg.L" nitrito 98,33 + 2,892
1,5 mg.L™" nitrito 92,98 + 12,162
3 mg.L™" nitrito 55,55 + 9,62

Fonte: O autor (2022)
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DISCUSSAO

As concentragdes de amodnia total e nitrito, ficaram dentro dos valores
esperados apods a diluicdo das solucdes estoques preparadas para os experimentos.
Para ambos os experimentos, os valores meédios de temperatura, oxigénio dissolvido
e pH ficaram dentro do recomendado para fase de larvicultura de M. amazonicum
segundo Moraes-Valenti e Valenti (2010).

Apos os 10 dias de experimento ndo foi possivel observar uma diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos nos dados de sobrevivénvia, contudo no
tratamento controle houve uma mortalidade maior que o recomendado por Moraes-
Valenti e Valenti, (2010) para larvicultura da espécie. Essa mortalidade pode ser
explicada pelo stress do confinamento e dos manejos realizados nas trocas de
solucdes. Soma-se a isso o fato de as larvas nao terem sido isoladas em subunidades
experimentais devido ao seu tamanho, pratica usual em experimentos de toxicidade
(Brazao et al., 2021, Brazao et al., 2022), onde busca-se eliminar o possivel efeito
agonistico e de canibalismo nos dados de mortalidade (Dutra et al., 2016; Dutra et al.,
2022). Além disso, em fungao das larvas nao estarem sob o stress causado pelo efeito
dos compostos nitrogenados, elas podem ter se tornado mais agressivas,
potencializando o canibalismo e o comportamento agonistico (Preto, 2008; Maciel e
Valenti, 2014; Brazao et al., 2022).

Por meio da verificacdo dos estagios larvais ao fim dos 10 dias de exposi¢cao
crénica, foi possivel determinar que quando submetidos ao dobro de nivel de
seguranga proposto por Sprague (1971) ha uma diferenga significativa no
desenvolvimento dos estagios larvais. Considerando que os animais iniciaram o teste
experimental no terceiro estagio de desenvolvimento larval, apés 10 dias esperava-se
gue majoritariamente estivessem em seu oitavo estagio de desenvolvimento (Moraes-
Valenti e Valenti, 2010). Da mesma forma, em outro experimento com exposi¢ao
cronica de aménia total e nitrito, para pos-larvas de M. amazonicum, foi observado
qgue o consumo alimentar apresentou alteragdes significativas para todos os camardes
expostos as concentragbes de nitrito e a concentragdo com o dobro do nivel de
seguranca do valor recomendado para amoénia total, o que pode influenciar o
desempenho em sistemas de cultivo (Campos et al, 2021). Por esse motivo, fica
evidente a necessidade de realizacado dos testes de toxicidade crbnica, além do valor

tedrico proposto por Sprague (1971). O nivel de seguranga para 96 horas calculado
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no primeiro capitulo e desafiado no presente capitulo, de fato mostra-se seguro, tendo
em vista que os animais expostos a ele tiveram desenvolvimento larval satisfatorio.
Contudo, quando extrapolado esse valor, é perceptivel a influéncia dos compostos
nitrogenados quando avaliado o desenvolvimento larval. Um atraso no
desenvolvimento larval resultara em mais dias de produg¢ao na fase de larvicultura, o
que nao é interessante, pois aumentara os custos para a producao de pdés-larvas
(Valenti et al., 2010). Dentro destes custos estdo a mao de obra, gastos com energia
e outros insumos, como a Artemia, essencial para o sucesso da larvicultura, porém de

elevado custo (Dhont et al., 2010; Bengtson et al., 2018).

CONCLUSAO

Os niveis de toxicidade crénica de amoénia total e nitrito ndo influenciaram
significativamente nos valores de mortalidade, contudo, quando expostos ao dobro do
nivel de seguranga dos compostos avaliados, pode-se observar um atraso no

desenvolvimento larval de M. amazonicum.
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CONSIDERAGOES FINAIS

No primeiro capitulo pode-se determinar os valores de CLso de amoénia
total que neste estudo foram de 119,51; 94,25; 85,99 e 80,68 mg.L-! para 24, 48,
72 e 96 horas, respectivamente. Os niveis de seguranca para 24, 48, 72 e 96
horas que foram 11,95; 9,42; 8,59 e 8,06 mg.L-!. Para nitrito os valores de CLso
foram de 96,55; 28,19; 15,58 e 15,36 para 24, 48 72 e 96 horas. Os valores dos
niveis de seguranca foram 9,65; 2,81; 1,55 e 1,53 para 24, 48, 72 e 96 horas. No
segundo capitulo observou-se que as larvas do camardo-da-amazodnia
demonstraram maior tolerdncia a exposicao as diferentes concentracdes de
amonia total e nitrito em combinacgao, durante 96 horas, (efeito antagdnico) do
que quando submetidos a estes compostos isoladamente. No terceiro capitulo
0s niveis de toxicidade crbnica de aménia total e nitrito ndo influenciaram
significativamente nos valores de mortalidade, contudo, quando expostos ao
dobro do nivel de seguranga dos compostos avaliados, pode-se observar um
atraso no desenvolvimento larval de M. amazonicum. Esses resultados s&o

importantes para produgao de pos-larvas.
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Efeito cronico de aménia total e nitrito no consumo alimentar de pés-

larvas do camarao-da-amazénia Macrobrachium amazonicum (Heller,

1862)

RESUMO

Os experimentos foram conduzidos para investigar os efeitos crénicos de aménia total
e nitrito no consumo alimentar de pés-larvas de Macrobrachium amazonicum. Os
animais com peso médio de 0.0625g foram aclimatados por 21 dias em diferentes
concentragdes de amoénia total e nitrito. Apds o periodo de exposi¢cao, 6 camardes por
tratamento foram acomodados em unidades experimentais de 250 ml para analisar o
consumo alimentar em fungédo da quantidade de ragao oferecida e das sobras durante
um periodo de 24 horas. Foram determinadas alteragdes significativas (P <0,05) para o
consumo alimentar dos camardes expostos a todas as concentragdes de nitrito, e em
concentracdes de duas vezes o nivel de seguranga para amoénia total. De acordo com
os resultados obtidos, altas concentragdes de amdnia total, e nitrito, afetam o consumo
alimentar de M. amazonicum. Portanto, a possibilidade de que isto ocorra por longos
periodos, afetando negativamente as espécies em cativeiro, reforca a necessidade de

uma gestao da qualidade da agua.

Palavras-chave: qualidade da agua, compostos nitrogenados, nutrigdo, aquicultura.
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INTRODUGAO

O camarao-da-amazbénia Macrobrachium amazonicum pertence ao grupo
de espécies continentais de desenvolvimento larvar completo (Odinetz-Collart,
1993). Sua ocorréncia foi revisada por Maciel e Valenti (2009) e é bem descrita
para rios, lagos e planicies aluviais de regides tropicais e subtropicais da América
do Sul (Melo, 2003), sendo também muito comum em reservatorios no nordeste
do Brasil e em rios da Amazénia, onde representa cerca de 80% da biomassa
de macrocrustaceos em lagos de terras baixas (Odinetz-Collart e Moreira, 1993).

Fatores ambientais sdo considerados determinantes para o sucesso da
produgao em cativeiro de camardes, e M. amazonicum tem potencial para o
producao em regides subtropicais e tropicais. O desenvolvimento e o dominio
das técnicas de aquicultura levaram a intensificacdo das culturas de diferentes
espécies, e ha uma tendéncia crescente na geragcdo de compostos de
nitrogenados nestes sistemas (Wasielesky, 2000).

Em sistemas fechados, especialmente em sistemas modernos de
larvicultura, bercgarios e tanques de produgao que utilizam recirculagado de agua
e altas densidades de povoamento, o aumento de compostos inorganicos,
especialmente amoénia total (Perfettini e Bianchi, 1990; Lin e Chen, 2001) e nitrito
(Russo e Thurston, 1978; Furtado et al., 2016) sdo um risco potencial para a
performance dos organismos criados. Esses compostos estdo geralmente
relacionados a mortalidade dos crustaceos nos sistemas de producéo.
Entretanto, mesmo que ndo causem mortalidade, quando em altas
concentracdes, podem afetar diretamente o crescimento e o consumo de racao
(Tomasso, 1994; Campos et al., 2013; Maica et al., 2018). De acordo com Kinne
(1976), em qualquer sistema de criagdo, a manutengcdo do meio e o

conhecimento dos limites de tolerancia de uma espécie em relagéo a qualidade
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da agua sao indispensaveis. De acordo com Ostrensky e Wasielesky (1995), tais
fatores influenciam decisivamente o sucesso ou o fracasso da atividade
produtiva.

Nos sistemas de criagcdo, os residuos de nitrogénio sédo poluentes
comuns do meio ambiente, sendo a excregdo de organismos e a degradagao
dos residuos alimentares as principais fontes dessas substancias. Os alimentos
utilizados na aquicultura contém altos niveis de proteina e, como esses alimentos
sao digeridos ou degradados, a liberacao de compostos de nitrogénio aumenta
(Tomasso, 1994). Os compostos nitrogenados ocorrem naturalmente no sistema
aquatico, porém, se as concentracdes alcangarem niveis elevados, podem
causar mortalidade ou afetar o crescimento de organismos cultivados (Thurston,
1980).

O conhecimento do consumo alimentar € fundamental para a gestao de
fornecimento de racdo, a fim de evitar uma administragao excessiva de alimentos
que comprometa a qualidade da agua, bem como um fornecimento insuficiente
de alimentos que afete o crescimento (Soares et al., 2005). Embora estudos
tenham mostrado que o consumo alimentar varia de acordo com o peso do
camarao, foram descritos diferentes resultados entre espécies e condi¢cdes
experimentais, tais como a diminuicdo ou aumento da taxa alimentar com o
crescimento (Gonzalez-Pefa et al., 2002; Campos et al., 2013; Maica et al.,
2018).

Como forma de reduzir os gastos com ragao e manter a qualidade
adequada da agua para o desenvolvimento de organismos de criagdo, muitas
fazendas de camarao tém usado bandejas de ragéo, em vez de alimentar todo o
plantel guiadas por tabelas de arragoamento. Entretanto, tal pratica nao impede
que a qualidade da agua seja prejudicada e, em ambos os casos, é essencial
saber como a qualidade da agua influencia o consumo de alimento dos camardes
(Wasielesky et al., 2003).
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MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Carcinicultura localizado
na Universidade Federal do Parana — Setor Palotina, e os organismos foram
fornecidos pelo Centro de Aquicultura da UNESP — CAUNESP/ Jaboticabal.

O experimento com as pos-larvas foi realizado em unidades
experimentais com volume util de 10 litros, sendo fornecido aeragéo constante,
substrato (para reduzir o comportamento agonistico) e fotoperiodo 12:12, em
sala climatizada.

A agua utilizada foi oriunda de abastecimento publico, devidamente
desclorada. Doze animais (0.0625g + 0.02) da espécie M. amazonicum foram
estocados em cada unidade experimental por trés semanas em um sistema
randomizado com quatro tratamentos e quatro réplicas. Os animais eram
alimentados duas vezes ao dia com uma taxa de arragoamento de 10% da
biomassa com ragéo comercial Poti Mirim QS 40 J; Guabi® - 40% proteina bruta.
Os camardes foram expostos a quatro concentragées de amdnia total (0, 1.05,
2.1 e 4.2 mg.L") e quatro concentragdes de nitrito (0, 0.075, 0.15 and 0.30 mg.L"
'). Esses valores correspondem a um controle, metade do nivel de seguranga, o
nivel de seguranga e o dobro do nivel de seguranga como determinado por Dutra
et al. (2016a) e Dutra et al. (2016b) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Tratamentos aplicados a pds-larvas de Macrobrachium amazonicum para
analisar o consumo de ragdo em fungao das concentragdes (média + desvio padrdo) de
amonia total (A, B e C) e nitrito (D, E e F) utilizadas nos experimentos. Os valores sao
apresentados em ordem crescente e de acordo com a metade do nivel de seguranca
(N.S.), o N.S. e duas vezes o N.S

Composto Tratamento Concentragdo (mg/L™")
Controle - -
A 1,05+ 0,12
Amonia total B 2,11 £ 0,07
C 4,23 £ 0,08
D 0,075+ 0,10
Nitrito E 0,15+ 0,11
F 0,30 £ 0,26

As concentracdes de amonia total e nitrito foram preparadas por meio de
solugdes estoques individuais (1.000 mg.L-' de aménia total; 50 mg.L-! de nitrito),
obtidas pelas diluigbes de 3,819 g.L"' de cloreto de aménio P. A. (éxodo
cientifica®) e 1,232 g.L' de nitrito de sdédio P. A. (éxodo cientifica®),
respectivamente. As solucdes estoques foram devidamente diluidas em cada
unidade experimental para obten¢ao das concentragdes desejadas. Para manter
as concentragdes, 100% do volume dos tanques foi renovado a cada trés dias e
as solugdes foram adicionadas novamente para manutencao das concentragdes
experimentais, adaptando a metodologia proposta por Melo et al., 2016. As
unidades experimentais foram sifonadas diariamente para remoc¢des de sobra
de ragao e fezes. As pds-larvas de M. amazonicum foram contadas, pesadas e

medidas no inicio e ao final do experimento para avaliagdo da performance
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zootécnica. Sobrevivéncia (%), peso total (g) e comprimento (cm) foram
avaliados.

Os parametros de qualidade de agua como oxigénio dissolvido e
temperatura (HANNA HI9146) e pH (LUCAMEDA LUCA-210) foram aferidos
diariamente. A determinagao das concentracdes de amobnia total e nitrito foram
realizadas a partir de amostras coletadas em cada troca de solugdo. A amodnia
total foi avaliada pelo método de Koroleff (1976) e nitrito foi analisado pelo
método de Reagéo de Griess (Baumgarten, 1996).

Ap0os o periodo de exposicao cronica, 6 camardes por tratamento foram
selecionados aleatoriamente e acomodados em unidades experimentais de 250
ml, com as respectivas solugdes de compostos nitrogenados. para analisar o
consumo alimentar em funcédo da quantidade de racéo oferecida e das sobras.
Nessas unidades, os animais foram mantidos por 24 horas sem alimentagao.
Apos esse tempo, a agua foi completamente renovada e iniciou-se a alimentagéo
com ragao pesada previamente. Apos 24 horas, foi realizado o sifonamento e a
filtragem em malha de 30 uym, que posteriormente foi lavada para eliminagcéo das
fezes. Os restos de alimentacao foram raspados e colocados em papel laminado
e depois secos em estufa a 60°C até atingirem peso constante. Para determinar
o percentual de matéria seca, foram utilizadas 5 amostras de peso conhecido em
um forno a 60°C, até atingir peso constante, utilizando uma balanga eletrénica
digital (AY220, Marte®) com precisdo de 0,01 g. As amostras foram pesadas
novamente e a umidade foi determinada pela diferenca entre o peso da racao
antes e depois da secagem em estufa. Para a determinacgao da lixiviagao, o teste

branco foi realizado com 5 amostras, sem camarao e com aeragao constante.
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Foi utilizado um peso de ragdo conhecido, e apos 24h, os meios experimentais
foram sifonados e filtrados através de uma malha de 30 ym. Os restos da
alimentacao foram raspados e colocados em papel laminado e depois em forno
a 60°C até atingir peso constante. O consumo de matéria seca de cada camarao
foi baseado na diferenca entre o que foi alimentado e as sobras, levando em
conta o teor de umidade inicial, a lixiviagao da ragao e as perdas no processo de
sifonagem e lavagem. O consumo de matéria seca foi calculado utilizando a
seqguinte férmula:

CMS = ((Rfornecida x 0.928) - Rseca) x 0.55 / peso do camarao

onde:

CMS = consumo de matéria seca (g de ragédo / g do camaréo / dia);

Rfornecida = quantidade de ragao fornecida;

0.928 = 92.8% = conteudo inicial de matéria seca da ragao;

Rseca = quantidade de rag&o apds a secagem;

0.55 = 55.0% = porcentagem de material seco apods o teste branco (sem
camaréo), referindo-se a perdas com solubilidade da ragdo e a metodologia
utilizada (sifonagem e lavagem).

Os dados sobre a qualidade da agua e parametros de desempenho
zootécnico obtidos nos diferentes tratamentos foram submetidos a analise de
variancia ANOVA, levando em conta os pressupostos necessarios. Quando
foram detectadas diferengas significativas (P <0,05), foi aplicado o teste de
Tukey (P <0,05). Os valores percentuais de sobrevivéncia foram transformados

(arco de raiz quadrada) antes de serem analisados (Zar, 1996).
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RESULTADOS

As concentragdes de amodnia total e nitrito permaneceram proximas as
concentragdes desejadas para o teste de toxicidade crbénica. As outras variaveis
de qualidade da agua permaneceram dentro dos padrées recomendados para

as espécies durante todo o periodo experimental (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios de amodnia total e nitrito, pH, temperatura (° C) e oxigénio
dissolvido (mg / L) durante os 21 dias de experiéncia. Os dados correspondem a média

* desvio padréao.

Amonia total Amonia total pH Temperatura Oxigénio
(Valor (Valor de Leitura) Dissolvido
Esperado)
0.0 0.029 + 0.029 8.17+0.08 27.311.2 7.3x0.4
1.05 1.22+£0.23 8.18+0.09 27.4+1.1 7.2+0.4
21 211 +£0.37 8.13+0.09 27.4+1.1 7.2+0.3
4.2 4.07 £0.92 8.15+0.13 27.61£1.3 7.1£0.4
Nitrito Nitrito pH Temperatura Oxigénio
(Valor (Valor de Leitura) Dissolvido
Esperado)
0.0 0.02 £ 0.023 8.32+0.09 24.2+1.2 6.9+0.3
0.075 0.083 £ 0.011 8.31+0.09 24.311.2 7.0+£0.3
0.15 0.15+0.014 8.28+0.09 24.3£1.2 6.9+0.3
0.30 0.30 £ 0.031 8.24+0.11 24.31+1.2 6.9+0.3

Os pesos inicial e final dos camarbes submetidos as diferentes concentragdes
de amonia total e nitrito ndo apresentaram diferengas significativas (p> 0,05). Os

parametros de desempenho zootécnico podem ser visualizados na tabela 3.
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Tabela 3 - Parametros de desempenho zootécnico obtidos nos diferentes tratamentos
ao final de 21 dias de exposicao crénica. Os dados correspondem a média + desvio
padrao de sobrevivéncia (%), peso final (g) e comprimento total (cm). Diferentes letras
sobrepostas na mesma coluna indicam meios estatisticamente diferentes (tratamento x
controle) (p <0,05).

Amédnia total Sobrevivéncia (%) Peso (g) Comprimento (cm)
0.0 56.252 0.060 £ 0,015 1.19+0.17
1.05 58.33? 0.070 £ 0,020 2.1+0.20
2.1 16.66° 0.054 £ 0,017 1.9+0.22
4.2 6.25° 0.066 + 0,025 2.1+0.36
Nitrito Sobrevivéncia (%) Peso (g) Comprimento (cm)

0.0 72.2° 0.052 + 0.026 1.9+£0.3
0.075 61.1° 0.050 + 0.016 1.9+0.2
0.15 88.82 0.046 + 0.017 1.9+0.2
0.30 5.5¢ 0.064 + 0.001 21+0.1

O consumo de racao por pos-larvas de M. amazonicum variou de 0,0133
a 0,0181g/g/dia (Fig. 1a) e foi afetado pela maior concentracdo de aménia total,
sendo o tratamento C significativamente diferente (p <0,05) dos outros. Para
animais expostos a nitrito, o consumo de ragao variou de 0,0077 a 0,0169g/g/dia
e foi significativamente afetado (P <0,05) nos tratamentos D, E e F, quando
comparado ao controle, o tratamento F foi significativamente diferente dos

tratamentos D e E (Fig. 1b).
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Fig. 1 - Consumo alimentar de péds-larvas de M. amazonicum em diferentes
concentragcdes de aménia total (A, B e C) (a) e nitrito (D, E e F) (b). Os dados
correspondem a média * desvio padrao. Letras iguais indicam meios estatisticamente

iguais entre eles (p> 0,05).
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DISCUSSAO

Pode-se observar uma diferenga significativa (p <0,05) nos valores de
sobrevivéncia das pos-larvas de M. amazonicum submetidos as concentragdes
sub-letais de amdnia total e nitrito. Para aménia total os melhores resultados
foram observados no controle e no tratamento que representava a metade do
nivel de seguranga. Ja o nivel de segurancga e o dobro do nivel de seguranca
apresentaram sobrevivéncias inferiores a 20%. Ja em nitrito o melhor resultado
foi observado na dose que representava o nivel de seguranga, seguido pelo
controle, metade do nivel de seguranga e o dobro do nivel de seguranga, sendo
que somente o ultimo apresentou sobrevivéncia inferior a 60%. Em ambos os
casos ha uma mortalidade muito grande quando submetidos ao dobro do nivel
de segurancga, sendo esse o pior tratamento. Para peso e comprimento nao
foram observados diferengas significativas, contudo, os resultados encontrados
mostram a importancia de realizar experimentos de efeito crénico de niveis sub-
letais, fato este confirmado pelos resultados encontrados nos testes de consumo
alimentar.

Em altas concentragdes, os compostos nitrogenados (aménia, nitrito e
nitrato) afetam os processos fisioldgicos dos organismos cultivados. Entre esses
processos, a osmoregulagao e a respiragao podem ser afetadas, resultando em
baixo consumo de alimentos, baixa taxa de crescimento especifico ou mesmo
mortalidade do camarao. (Kuhn et al., 2010, Furtado et al., 2016). No periodo de
muda, os camardes sdo mais sensiveis as diferentes agdes dos compostos
nitrogenados e, por essa razdo, 0s animais que estavam na muda foram
desconsiderados na avaliagédo do consumo de alimentos.

Para aménia total os efeitos adversos sobre o consumo de ragcédo so
foram observados com concentragdes de duas vezes o nivel de seguranga da
espécie M. amazonicum. Os efeitos toxicos da amébnia em péds-larvas sao
observados em varias espécies de camarao, com poucos estudos relatando os
efeitos sobre o M. amazonicum (Dutra et al., 2016).

Pesquisas prévias com outras espécies mostraram um desenvolvimento

reduzido (Mallasen e Valenti, 2005), aumento da taxa de mortalidade (Ostrensky



69

e Wasielesky, 1995) e mudangas nos processos fisioldgicos, como o aumento
do consumo de oxigénio (Barbieri, 2010) na excregao de nitrogénio (Romano e
Zeng, 2013). Wasielesky et al. (2003) em estudos com camardo marinho
Farfantepenaeus paulensis, ndo encontraram efeitos adversos no consumo de
alimentos, expondo o camarao por um periodo de 15 dias a concentracdes de
0,91, 3,65 e 7,30 mg/l de aménia total. Isto pode estar relacionado com o tempo
de exposicao do camarao. Por outro lado, Miranda-Filho et al. (2009) analisando
o efeito da amodnia sobre os juvenis da mesma espécie nas fases pods-larvas e
de juvenis durante 75 dias, observaram uma redug¢ao na atividade de predacéao
e crescimento.

Em estudos com o camaréo rosa F. paulensis, Wasielesky et al. (2003)
observaram uma relagao negativa entre as concentragdes de nitrito e 0 consumo
de alimentos, mesmo com apenas 15 dias de exposi¢cao. Segundo os autores, a
acgao do nitrito sobre os pigmentos respiratorios e a capacidade de absorgéo e
transporte de oxigénio na hemolinfa poderia ser responsavel pela diminuicao das
taxas de consumo de alimentos, ja que reduziriam o metabolismo aerdbico dos
camardes. O estudo de consumo alimentar é importante para a sobrevivéncia e
crescimento, pois em condigdes adversas, como organismos submetidos a
niveis mais elevados de compostos nitrogenados, a maior parte da energia
proveniente dos alimentos pode ser canalizada para a manutengao do
metabolismo e sobrevivéncia, enquanto uma parte menor estaria disponivel para
reproducao (Wong et al., 1993). Portanto, com 0 menor consumo de alimentos,
causado por produtos nitrogenados, por exemplo, as taxas de crescimento
podem ser comprometidas e a produtividade também, resultando em perdas

financeiras para os produtores.

CONCLUSAO

Os compostos nitrogenados, como descritos neste experimento,
afetaram a sobrevivéncia e as taxas de consumo de racao de M. amazonicum.
Com o menor consumo, a taxa de crescimento especifico diminui, afetando

diretamente a produtividade final.
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