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1. INTRODUGAO GERAL

A criacdo de camarbes de agua doce € um dos setores da aquicultura que mais
cresceu nos Ultimos anos, tanto em termos de quantidade, como em valor (New, 2000),
sendo Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) a principal espécie cultivada. Em
1998, a producdo anual global desta espécie atingiu 130.000 t, movimentando um
montante de aproximadamente U$ 800 milhdes (New, 2000). Entre 1989 e 1998, o
volume produzido teve um crescimento de 660%. Deve-se destacar, no entanto, que a
producdo da China apareceu nas estatisticas oficiais a partir de 1996 e a de Bangladesh,
a partir de 1997. Ainda assim, o volume produzido saltou de 109.000 t em 1997, para
130.000 t em 1998, o que representa um crescimento de 18,6% (Valenti, 2001).

A carcinicultura de agua doce apresenta uma série de vantagens que tém
despertado o interesse de 6rgdos governamentais, empresarios e produtores rurais. Ao
contrario da carcinicultura marinha, pode ser realizada em areas interiores, apresenta
maior estabilidade, ndo sofrendo oscilagcbes repentinas de produgéo, € menos susceptivel
ao efeito de patdgenos e pode ser praticada com lucro em empreendimentos pequenos,
médios ou grandes. Dessa forma, adapta-se perfeitamente aos conceitos modernos da
aquicultura sustentavel, uma vez que € uma atividade lucrativa, de baixo impacto
ambiental e com ganhos sociais, adequando-se muito bem aos sistemas familiares de
producéo (New et al., 2000; Valenti, 2001).

Devido ao interesse econdmico que essa espécie apresenta, varias pesquisas
foram conduzidas, resultando em um grande avanco na tecnologia de producgéo de poés-
larvas e camarbes e ao uso de técnicas de despesca, abate e conservacdo da carne
(Valenti, 2001).

Apesar do desenvolvimento tecnologico obtido nas Ultimas décadas, a
alimentagdo ainda constitui-se em um ponto critico na fase de larvicultura de M.

rosenbergii e outros decapodes de interesse comercial (Lavens et al., 2000).



Durante os primeiros estagios de desenvolvimento, larvas de M. rosenbergii sdo
muito pequenas, extremamente frageis e utilizam-se de sistemas ainda parcialmente
desenvolvidos, como o trato digestorio, a visdo e quimiorrecepgdo. Além disso, passam
por uma série de estagios durante o seu desenvolvimento, com caracteristicas distintas.
Dessa forma, as larvas possuem limitacdes com respeito a tomada de alimento e
digestdo, acarretando em necessidades especificas do tipo de alimento para cada
estagio (Lavens et al., 2000).

Nauplios de Artemia spp sao utilizados em todo o mundo como alimento vivo no
cultivo larval de crustaceos e peixes. Entretanto, alguns problemas relacionados a
sazonalidade da producdo e a variacdo na qualidade dos cistos tém elevado
consideravelmente o custo da produgcdo de pos-larvas e alevinos. Na tentativa de
maximizar a eficiéncia alimentar das larvas, varios esforcos tém sido realizados
objetivando o desenvolvimento de uma estratégia de alimentacdo adequada e menos
onerosa para o cultivo larval (Lavens et al., 2000).

O sucesso de dietas para manutencdo larval de peixes e de crustaceos é
dependente de varios fatores. Além da qualidade nutricional, a concentracdo adequada
do alimento e o comportamento alimentar das larvas, séo de importancia basica (Yufera e
Rodriguez, 1985). A falta de informacdes sobre a forma como os animais percebem,
capturam, ingerem e assimilam o alimento pode representar um ponto de
estrangulamento no fornecimento de determinado organismo vivo e na formulagdo de
dietas artificiais (Mooler, 1978; Jones et al., 1997). Além disso, critérios de sele¢gdo como
tamanho, forma e textura adequados, atratividade e custos de producdo devem ser
considerados (Jones et al., 1979; Wilckenfeld et al., 1984; Meyers e Hagood, 1984;
Kurmaly et al., 1990; Sorgellos e Léger, 1992; Jones et al, 1997).

Alguns aspectos abidticos também sdo de grande importancia para o sucesso do
manejo alimentar. Temperatura e salinidade da 4gua e luminosidade inadequadas podem
afetar o metabolismo e comportamento das larvas e, conseqientemente, a taxa de

alimentacédo e desenvolvimento larval (Minagawa, 1994).



O objetivo deste trabalho foi fornecer subsidios para o estabelecimento de uma
estratégia de fornecimento de alimento adequada para maximizar a producao de poés-
larvas de M. rosenbergii. Foram estudados os seguintes aspectos do comportamento
alimentar das larvas em cada estagio de desenvolvimento:

1. consumo de nauplios de Artemia pelas larvas em diferentes densidades de
fornecimento;

2. aceitacdo de alimento inerte (racdo seca e Umida) em diferentes tamanhos de
particulas;

3. aceitagdo de alimento vivo e inerte (ragdo seca e Umida);

4. consumo de nauplios de Artemia pelas larvas em diferentes regimes de fotoperiodo.

Dessa forma, foram determinadas as densidades de nauplios de Artemia, o
tamanho das particulas de alimento inerte, o tipo de alimento e o fotoperiodo mais
adequados para larvas de M. rosenbergii em cada estagio de desenvolvimento.

Optou-se por apresentar esta tese na forma de artigos cientificos. O primeiro,
apresentado no capitulo 2, engloba o assunto contido no item 1 acima; esta redigido em
inglés, dentro das normas exigidas para publicacdo na Revista “Aquaculture”. O capitulo
3 contém artigo referente aos itens 2 e 3 e o capitulo 4 contempla o item 4. Esses dois

Ultimos serao traduzidos para o inglés e enviados para publicacéo.
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2. Artemia nauplii consumption during larval development of Macrobrachium

rosenbergii in laboratory conditions

Abstract

The functional response (relationship between ingestion rate and food concentration) was
determined for each larval stage of Macrobrachium rosenbergii. Artemia nauplii were
supplied at six different densities: 2, 4, 6, 8, 10 and 12 ind/mL. The nauplii were counted
manually using a Pasteur pipette and placed in Petri dishes containing 40 mL of brackish
water (12%o). A single Macrobrachium rosenbergii larvae was placed in each Petri dish
and after 24 hours the leftover nauplii were counted. Daily average ingestion rate by larva
was calculated for each zoeal stage. Consumption pattern was defined by the model | =
Im(1-€™*). Ingestion rate increased with food density in the medium. The best relationship
between predator and prey seemed to occur during stages IV and V. The high values for
maximum ingestion (I,) and the low values for constant k obtained in the last larval stages

indicate the necessity of supplementary diet during the final stages of development.

Keywords: functional response; ingestion rate; prawn larvae; Macrobrachium; Artemia.



2.1. Introduction

Feed is a fundamental aspect in larval culture of decapod crustaceans (Jones et
al., 1997; Correia et al., 2000; Valenti and Daniels, 2000). In general, species cultivated
for commercial purposes are small, present reduced buccal opening, and small vitellinic
reserve, hence the necessity of exogenous food one or two days after hatching. In
addition, they undergo several developmental stages, changing their morphology,
behavior and nutritional needs (Loya-Javellana, 1989; Sorgellos and Léger, 1992, Jones
et al., 1997, Lavens et al., 2000).

The main difficulty in larviculture of the majority of the species with aquaculture
potential is to determine an optimum diet, that is, a diet with high nutritive value at low
cost. Generally, feeding is based on live food supply, which in addition to supplying all
necessary nutrients for development, can contribute with exogenous digestive enzymes
that act on larvae digestive tract (Kurmaly et al., 1990; Jones et al., 1993; Kamarudin et
al., 1994).

Studies on the rate of live food ingestion have been conducted with several larvae
of decapods crustacean, such as: Penaeus marginatus (Gopalakrishnan, 1976); Homarus
americanus (Carlberg and Van Olst, 1976); Penaeus indicus (Emmerson, 1980; 1984);
Pandalus borealis (Wienberg, 1982); Hyas araneus (Anger and Dietrich, 1984); Penaeus
kerathurus (Yufera et al., 1984); Palaemonetes varians (Yufera and Rodriguez, 1985a);
Palaemon serratus (Reeve, 1969; Ylfera and Rodriguez, 1985b; 1987); Metapenaeus
ensis (Chu and Shing, 1986); Carcinus maenas (Dawirs and Dietrich, 1986); Ranina
ranina (Minagawa and Murano, 1993a; 1993b); Lysmata wurdemanni (Zhang et al., 1998).
However, the research conducted up to this date is insufficient to establish a feeding
schedulle for species of economical importance.

The food of Macrobrachium rosenbergii larvae culture consists basically of newly
hatched Artemia nauplii (Lavens et al., 2000). However, the adequate amount to be

supplied daily is based on empirical data. The hatcheries, in general, maintain a constant



supply (about 5 nauplii/mL/day) or increase it over culture period (Aquacop, 1983; Daniels
et al., 1992; Valenti et al., 1998). Although this common practice brings positive results,
larval ingestion rates might vary, thus presenting consumption peaks at certain stages and
decreasing consumption in others. Consequently, there could be leftover nauplii in some
phases of culture, generating waste and elevating the concentration of toxic nitrogen
compounds that compromises water quality. On the other hand, there could be some
phases during which the larvae are underfed, thus resulting in reduced growth rate and
eventually, cannibalism.

Supplying the optimum amount of Artemia nauplii during each developmental
stage contributes not only to reduce production costs, but also minimizes the problems
related to water quality in larviculture. Therefore, rationalization of Artemia supply can
contribute significantly to maximize productivity and profits.

The aim of this work was to investigate daily consumption of Artemia nauplii by M.
rosenbergii larvae, during their ontogenetic development with respect to nauplii density in
the medium. The resulting knowledge will then be used to establish a feeding schedule for

the production of M. rosenbergii post-larvae.



2.2. Material and Methods

This work was conducted at Crustacean Biology Laboratory, Aquaculture Center
(CAUNESP), UNESP (Jaboticabal, SP, Brazil), in a controlled temperature room. The
larvae were supplied by four berried M. rosenbergii females obtained from the broodstock
at Crustacean Sector, CAUNESP. The larviculture was carried out to supply larvae at
different developmental stages to conduct the trials. In this way, newly hatched larvae
were stocked in a 120 L cylindrical tank, with conical bottom, equipped with water
circulation closed system and heater. Density in the tank was about 90 individuals/L and
water salinity was kept at 12%.. The main water parameters (temperature, pH, ammonia,
nitrite and dissolved oxygen) were monitored and kept within the range recommended by
Valenti et al. (1998) and Correia et al. (2000). The larvae were fed exclusively with newly
hatched Artemia nauplii, supplied ad libitum twice a day.

For each developmental stage (Il to Xl), six densities of Artemia nauplii were
tested: 2, 4, 6, 8, 10 and 12 individuals/mL. The experimental design was completely
randomized with 6 treatments and 15 repetitions. The tests were not carried out with
larvae in the first developmental stage, since these larvae do not feed themselves even
when there is available food (Mooler, 1978; Barros and Valenti, 1997). The identification
of different larval stages was done according to Uno and Kwon (1969).

Newly hatched Artemia franciscana nauplii (originating from Great Salt Lake, USA)
were counted manually using a Pasteur pipette and transferred to Petri dishes containing
40 mL of brackish water lying on the top of a black plastic. The water used in the trials
was previously collected from the larvae storage maintenance tank and filtered using 125
um nylon screen. Water temperature was monitored at the beginning and the end of each
trial. One larvae at each stage was placed separately in the Petri dish, containing different
food density. After 24 hours, the larvae was removed from the Petri dish and the leftover

nauplii were counted. Only intact individuals were considered.
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Average number of nauplii consumed daily by the larvae in each stage was then
calculated. In order to determine variation in consumption for all ten developmental stages (11 to XI) and
among all six treatments, daily average values obtained for ingestion were compared by variance analysis
(F test) followed by Tukey pairwise comparison when significant differences were found. Differences

were considered to be significant when P < 0.05.

The mathematical model that describes daily consumption of Artemia by the larvae
as a function of nauplii density was analyzed. The ingestion curve was adjusted for each

larval stage and can be described by the following equation:

=1y (1-e7*)

where: | = ingestion rate (naupli/larvae/day); |, = maximum ingestion rate
(nauplii/larvae/day); k = constant; P = prey density (nauplii/mL). This model is frequently
used to represent the ingestion curve in Crustacea (Valiela, 1984; Lin e Uno, 1987;
Minagawa e Murano, 1993a).

Ingestion rate was calculated as corresponding to 90% of the maximum ingestion
rate (loos). Nauplii density (psos) Necessary to reach lg, was obtained by the following

equation:

Pooss = -In(L — 1)k
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2.3. Results

Average value for water temperature in the maintenance tank was 30.0(C and in
the Petri dishes 28.2(C. Other parameters displayed the same values for both, tank and
Petri dishes. Average salinity was 12.9%o., pH 7.9, ammonia and nitrite varied from 0 to 0.1
mg/L, and light intensity was about 200 lux. Dissolved oxygen content in the maintenance

tank water was close to saturation value.

2.3.1. Consumption at different larval stages

The smallest average ingestion rate was 9.3 nauplii/larvae/day, observed for
larvae in stage XlI and density of 2 naupliimL; the highest average value was 82.2
nauplii/larvae/day, obtained in stage X, and density of 10 nauplii/mL (Fig. 1).

Individual consumption varied from 0 nauplii/larvae/day, observed in stage VI,
density 2 nauplii/mL, to 184 nauplii/larvae/day, density 12 nauplii/mL in stage Xl. Large
variation in nauplii consumption by larvae in the same stage was observed, independent
of food density. Variation coefficient displayed values between 28 and 85%, but in almost
cases lower than 50%.

Ingestion pattern was similar for densities 2, 4 and 6 naupli/mL. In general,
ingestion rate increased up to stages VII — VIII and decreased in the final stages (IX to Xl),
with discontinuity between stages VIII and IX (Fig. 1). The decrease observed between
stages V and VI for 2 and 6 naupli’fmL densities was not significant, in opposite 4
naupli/mL. Larvae submitted to densities of 8 naupli/mL displayed similar pattern,
however, reduction in consumption was only observed from stage X onward (Fig. 1). For
density of 10 nauplii/mL, ingestion rate displayed a tendency to increase between stages
Il to X, reaching 82 nauplii/larvae/day. In stage XI, consumption decreased down to 47
nauplii/larvae/day, thus differing significantly from the previous stages (P < 0.01). At 12

naupli/mL, average values of ingestion rate presented large variation between
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consecutive stages up to VII. However, it was observed an increasing tendency in nauplii
consumption until a relatively stable plateau was reached from stage VIl onward, at about

70 nauplii/ larvae/day (Fig. 1).

2.3.2. Consumption variation for different densities of food supply

Consumption rates of Artemia naupli by M. rosenbergii larvae increased
significantly (P < 0.01) with food concentration in the medium, for all larval stages, except
stage IV. Average ingestion values for each treatment presented significant differences
between the highest and the lowest food concentration. Generally, densities between 4
and 8 nauplii/mL yielded similar consumption rates by larvae in each stage.

For larvae in stages Il to VIII, ingestion reached a maximum limit, thus suggesting
a saturation value (Fig. 2). From this point on, increasing nauplii concentration did not
affect consumption significantly, thus resulting on stabilization of consumption. Therefore,
the regression equation used to describe the mathematical model of daily ingestion rate
for M. rosenbergii larvae fitted quite well the data on nauplii consumption obtained during
this phase of development.

Table 1 shows the values for maximum ingestion rate (l.,), rate constant k and
nauplii density necessary for consumption corresponding to 90% of maximum ingestion
(Pgoow), obtained from the regression equation. The results shown four groups of
consumption during larval development. The first is formed by stages I, 1l and IV, with
average maximum consumption of about 40 nauplii/day; the second is formed by stages V
and VI, with consumption of approximately 55 nauplii/day; the third is formed by stages VI
and VIII, with consumption of 80 — 100 nauplii/day and the fourth group is formed by
stages IX, X and Xl, which presents much higher consumption, and estimated values

given by the adjusted equation are above the load capacity of the medium.
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Table 1. Values of maximum ingestion rate and constant k calculated using the regression
equation, as well as nauplii density necessary to attain consumption corresponding to

90% of maximum rate for each stage of M. rosenbergii larvae.

Stage Im k Paoo
I 445 0.200 11
I 40.1 0.243 9
vV 36.9 0.383 6
\Y 57.1 0.299 8
\4 53.5 0.175 13
Y 99.4 0.119 19
Vil 77.1 0.156 15
IX 369.8 0.019 -
X 601036.9 0.997x10° -
X 176631.2 0.300x10* -

The values obtained for constant k were plotted as a function of larval
development stages (Fig. 3). It can be seen that constant values increase between stages
Il 'to IV, and decrease in subsequent stages (IX to Xl). In the final stages of development,

the values were practically nil (Table 1).
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2.4. Discussion

The order of magnitude of ingestion rates for M. rosenbergii was similar to other
decapod crustaceans fed with Artemia nauplii at similar densities, such as Menippe
mercenaria (Mootz and Epifanio, 1974), Homarus americanus (Carlberg and Van Olst,
1976), Rhithropanopeus harrisii (Levine and Sulkin, 1979), Pandalus borealis (Wienberg,
1982), Hyas araneus (Anger and Dietrich, 1984), Palaemon serratus (Yufera and
Rodriguez, 1985a), and Carcinus maenas (Dawirs and Dietrich, 1986). The large variation
in the ingestion rates by larvae in the same developmental stage observed in our study of
M. rosenbergii seems to be a common phenomenon in several species of crustaceans
(Anger and Dietrich, 1984). This variation may result from interference of molting cycle on
energy demand of the prawn or individual changes on prey perception capacity by the
larvae.

Studies about daily food rate for some Crustacea species, such as Menippe
mercenaria (Mootz and Epifanio, 1974), Hyas araneus (Anger and Dietrich, 1984, Anger
et al., 1989; Anger, 1990), Carcinus maenas (Dawirs and Dietrich, 1986) and Ranina
ranina (Minagawa and Murano, 1993b), showed that ingestion rate changes during
molting cycle. In some species, consumption was higher during post-molt period (Anger,
1990), while in others peak consumption occurs during intermolting or pre-molting period
(Minagawa and Murano, 1993b). In the present research, the phases of the molting cycle
were not determined, but it is assumed that all phases were represented in the 15 repeat
trials that were carried out. Thus, the resulting data represent daily average consumption
by larvae in each stage.

In general, decapod larvae do not show orientation behavior towards food
resource, therefore they depend on chance encounter to capture food (Mooler, 1978;
Stickney and Perkins, 1981; Meyers and Hagood, 1984; Kurmaly et al., 1989, 1990).
However, Barros and Valenti (1997), while studying feeding behavior of M. rosenbergii

larvae, observed individual changes in senses acuity. These authors observed that only a



18

small fraction of individuals detected and pursued Artemia nauplii as well as ration
particles in motion. Thus, this small fraction of individuals of certain population would be
more able to take fully advantage of available resources, and probably, present higher
ingestion rates. Such ability would result in higher variability in consumption among
individuals at same developmental stage.

The stabilization or decline in daily ingestion rate during the last larval stages of
crustaceans fed with uniform size preys, as it was done in the present work, can be the
result of stabilization of nutritional needs of the animals or loss in capture efficiency due to
necessity of larger preys (Valiela, 1984; Yufera and Rodriguez, 1985b). The first
hypothesis did not seem valid for M. rosenbergii, since there was an increase in
consumption by larvae during the final development stages as a function of increasing
nauplii concentration (Fig. 1). Analysis of ingestion rates in each larval stage as a function
of nauplii density (Fig. 2) indicated that for Il to VIl stages, consumption increased with
food availability to a maximum value, thus suggesting the existence of a saturation point
from which nauplii concentration did not seem to affect consumption significantly.
Although the proposed regression equation fitted the data obtained for stages IX, X and
XIl, the saturation point falls far from the studied concentration intervals. The saturation
point for these stages could be determined more precisely in new studies using higher
nauplii densities. Therefore, the relationship can be described by a linear model, indicating
that the larvae can consume even more if nauplii concentration increases. This fact
suggests the need of more food to fulfill the energy demand of M. rosenbergii during the
last three larval stages. Literature data have shown higher energy demand to fulfill
metabolic costs and/or growth, as well as preparation of the organism for metamorphosis
during the last larval stages of Menippe mercenaria (Mootz and Epifanio, 1974),
Rhithropanopeus harrisii (Levine and Sulkin, 1979), Penaeus kerathurus (Yufera et al.,
1984), Penaeus indicus (Emmerson, 1980, 1984) and Penaeus monodon (Kurmaly et al.,

1989).
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On the other hand, it was verified that for densities of 2, 4 and 6 nauplii/mL, the
consumption decreased from stage IX onward. When the number of nauplii was increased
to 8 and 10 individuals/mL, this decrease occurred from stages X and XI, respectively. For
density of 12 nauplii/mL, ingestion rates did not decrease during the last developmental
stages. Possibly, as the larvae grow, the relationship prey size/predator size makes
nauplii capture by the larvae more difficult. So, at low densities ingestion rate is lower for
larvae in final development stages, because higher nauplii density is needed to make
capture possible. Observations of larvae feeding behavior have shown that from stage VIII
onward, larvae do not grab nauplii with their appendices, but they create a current of
water towards their mouth in order to ingest the food (Barros, 1997). Such pattern
demands high nauplii concentration in order to attain satisfactory consumption by the
larvae. Ingestion reduction by the predator, when prey number is reduced, might be a
strategy to maximize energy. If food concentration is very low, the energy consumed with
the feeding process can be higher than the energy supplied by the food. In addition, for
decapod planktonic larvae in the last stages, energy is displaced from growth strategy and
epidermis reconstruction (morphogenesis) to search for a favorable habitat, since they
assume a more benthic behavior (Anger, 1991). In order to attain adequate larval
development, food supply in M. rosenbergii larviculture should be at least 6 nauplii/mL in
stage VIII; 8 nauplii/mL in stage IX; 10 nauplii/mL in stage X and 12 nauplii/mL in stage XI.
Holling (1959) named the relationship between ingestion rate and food concentration
functional response. According to this author there are three basic types. In type |
ingestion increases linearly with increasing number of preys until it reaches a satiation
point. In type Il ingestion rate increases with increasing food density with decelerating
rate, until it reaches a maximum value when it stabilizes, thus resulting in an asymptote.
The third type displays a sigmoid response, with a lower and upper limit, beyond which it
displays decreasing ingestion rates. The variation in the ingestion rates showed by M.
rosenbergii larvae from stages Il to VIII with respect to concentration of live food follows

type Il model. Similar functional response was observed for other decapods, such as Hyas
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araneus (Anger and Nair, 1979), Penaeus indicus (Emmerson, 1980), P. kerathurus
(Yufera et al., 1984), Palaemon serratus (Yufera and Rodriguez, 1985a), Palaemonetes
varians (Yufera and Rodriguez, 1985b), Metapenaeus ensis (Chu and Shing, 1986) and
Penaeus monodon (Loya and Javellana, 1989).

The mathematical model proposed in this work fitted the data and described M.
rosenbergii functional response adequately up to stage VIl (Fig. 2). With the proposed
equation it is possible to determine maximum ingestion rate (Inax) and constant k with
respect to each developmental phase. Maximum ingestion rate values given by the
equation represent the maximum average value consumed by the larvae when food
density tends to infinity. The average consumption values observed (Fig. 1) were,
generally, lower than I (Table 1). This indicates that nauplii concentration in the medium
is a limiting factor for ingestion. Possibly, when nauplii concentration is lower than the
optimum value, the larvae ingest less Artemia than it needs.

Aquacop (1983) suggests supplying 5 nauplii/larvae/day for M. rosenbergii from
the second day of culture and increasing 5 nauplii/larvae every 1 or 2 days. Thus, more
than 40 nauplii/larvae/day would be supplied only from the 12" day on, when the larvae
have attained stages V and VI. A comparison between I« Values obtained in the present
work with the values reported by Aquacop (1983) indicate that in the initial stages the
amounts were underestimated by the latter, since values close to 40 nauplii/larvae/day are
needed from stage Il onward. Between stages V and VI, 55 nauplii/larvae/day would be
necessary, which is lower than the value reported by Daniels et al. (1992). These authors
suggest a daily ingestion rate of 100 nauplii/larvae/day from the 15" day onward. In the
final stages (between 13" and 30" day), Aquacop (1983) suggests values of about 45
nauplii/larvae/day, which is much lower than the results obtained in the present work
(more than 75 nauplii/larvae/day). However, these authors recommend supplementary
ration diet from the 12" day onward.

As Inax coOrresponds to an asymptotic value, it was assumed that the density

needed to reach ingestion rate values corresponding to 90% of the maximum rate was
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nauplii critical density (Pgoyw) (Table 1). These values could be recommended for M.
rosenbergii hatcheries. In the last larval stages (IX to XI) the regression equation gives
very high maximum ingestion rates. In these stages, the functional response is type I,
when the food is made up of Artemia nauplii at studied densities. These data suggest the
need of a supplementary diet from the stage 1X onward.

The constant k measures the curvature of the regression line (Knight, 1968), that
is, it determines the change in the ingestion rate (I) with respect to prey density (P)
(Valiela, 1984). If we consider that this constant represents the velocity at which maximum
ingestion is reached, this value also represents adaptability of the food to prey
characteristics, such as, size, mobility, etc. Therefore, higher k values implies more
appropriate food for the predator, since that even in low densities, it would be consumed
in an adequate manner. In the present research, the constant k might be representing the
adjustment of Artemia nauplii with respect to M. rosenbergii larvae in each developmental
stage, since the newly-hatched nauplii used had the same origin and, therefore, size,
mobility and nutritional value were constant during the larval cycle. It was verified that k
values increased up to stage IV. From this stage on, it decreased gradually all the way to
almost zero in stages IX, X and Xl (Table 1 and Fig. 3). It can be concluded that the best
relationship between predator and prey occurs for larvae in stage 1V, when in addition to
attaining maximum ingestion rate at 4 nauplii/mL density, they ingested more nauplii at
low densities than larvae in final developmental stages (Fig. 2). This conclusion is backed
up by the fact that this was the only stage in which no significant differences were
observed in nauplii consumption among tested densities. In this stage, mouth and
pereiopods are more developed with respect to earlier stages, which increases the
efficiency in capturing nauplii. Barros and Valenti (1997) observed that M. rosenbergii
larvae in stages Il and Il ingest only the abdomen of the nauplii; complete ingestion
occurs only from stage IV and onward. The capacity by the larvae to capture preys
increases in the following stages with the development of buccal apparatus and

locomotion appendices. However, nauplii adaptability as food seems to diminish, probably
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due to small size compared to the larvae. In stage IV, nauplii size corresponds to
approximately 20% of larvae average total length (2.5 mm according to Uno and Kwon,
1969). This relationship diminishes to about 8 to 6% in stages IX to Xl, when the larvae
reaches average length between 6 and 7.7 mm, respectively, thus suggesting that larvae
in the final developmental stages (IX, X and Xl) present restrict abilities to capture these
preys. Larvae capture performance during different stages with different sizes can be
compared by minimum density necessary for the larvae to attain 90% of the maximum
ingestion rate about 10 nauplii/mL in the final stages (Table 1).

Prey size and density are not independent variables when determining ingestion
rate (Valiela, 1984). Sick and Beaty (1974) investigated consumption of Artemia nauplii of
different sizes by M. rosenbergii larvae in stage Xl and reported higher ingestion rates
when the size of the nauplii supplied corresponded to about 19% of larvae average length.
Alam et al. (1995) observed that increasing consumption of Moina micrura by M.
rosenbergii in stage VI, when the relationship between the size of prey and predator was
approximately 18%. These data suggest that for M. rosenbergii larvae, the most favorable
relationship prey size/predator size lies at about 0.2. This indicates that in larviculture the
ideal size of live food to be supplied is approximately 20% of larvae size.

Yufera et al. (1984) observed that consumption of the rotifer Brachionus plicatilis
by Penaeus kerathurus larvae diminish during development. These authors reported
functional response of type | (linear relationship) when feeding B. plicatilis from phase
protozoea | and on. However, when feeding Artemia nauplii between mysis Il and post-
larvae IlI, functional response was of type Il (asymptotic). The authors concluded that
rotifers are not an adequate food type from mysis Il onward, due to their reduced size.

According to Holling (1959) functional response takes into account two very
important parameters for predator consumption, among others, when prey size does not
vary: capture or attack rate and handling time. As the larvae develop, attack rate tends to
increase and handling time decreases, thus increasing ingestion rate. Barros and Valenti

(1997) observed that for M. rosenbergii larvae in stages Il and Ill capture and ingestion
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time of Artemia nauplii was approximately 10 minutes. In stage IV this time was reduced
to about 3.5 minutes. From then on, there is a gradually reduction reaching about 1
second in stages 1X to XI. Although they present more developed appendices and buccal
apparatus, larvae in stages IX to Xl have difficulties to capture preys and small particles
when available in low concentrations. As it was mentioned earlier, larvae in these stages
create a nauplii flow towards the mouth, similar to filtering animals, instead of capturing
one nauplius at once. Therefore, in higher concentrations ingestion should be higher. In
fact, increasing food concentration lead to higher ingestion rates (Fig. 1). Thus reinforcing
the hypothesis that Artemia nauplii are not adequate to feed M. rosenbergii larvae during
the three last developmental stages. This result is of great importance for culture and
might explain the low productivity displayed in larviculture using only Artemia as food.

In order to establish an adequate feeding schedule for M. rosenbergii larviculture,
the minimum concentration of Artemia necessary to maximize capture efficiency and daily
amount of nauplii ingested by the larvae should be considered. These vary with the larval
stage. Table 2 displays recommended nauplii densities for larviculture considering these

two factors.
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Table 2. Recommended nauplii densities for M. rosenbergii larviculture. Column A:
minimum concentration necessary to maximize capture efficiency; column B: minimum

concentration needed to attain daily ingestion rate.

Artemia (nauplii/mL) Supplementary

diet
Larval stage A B
I - - No
I 6 11 No
i 6 No
v 6 No
\Y, 6 No
Vi 6 13 No
VI 6 19 No
VI 6 15 No
IX 8 - Yes
X 10 - Yes
Xl 12 - Yes

From stage Il to VIII, the minimum concentration of nauplii necessary to maximize
capture efficiency is always lower than the concentration needed to maximize ingestion
rate. Thus, it is recommended that these last values should be used in larviculture. These
are higher than values commonly used in commercial hatcheries, that is, 5 to 7 nauplii/mL
during the entire larval cycle (Valenti and Daniels, 2000). However, mass-rearing culture
should be tested, because excessive amount of Artemia might compromise the water
guality and consequently, larval development and survival rates.

In stages IX, X and XI recommended concentrations are the minimum nauplii
density necessary for an efficient capture by the larvae. However, at these densities
nauplii are not present in sufficient amounts to fulfill the larvae feeding needs, because as

it has been shown by the mathematical model, at these stages the larvae would need a
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very large amount of nauplii, higher than the load capacity of the culture tanks. Therefore,
a supplementary diet should be used or Artemia nauplii should be replaced by larger

preys. Supplying Artemia nauplii several times a day would be a palliative procedure.
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3. Aceitacdo de alimento por Macrobrachium rosenbergii durante o

desenvolvimento larval.

Resumo

A frequéncia de aceitagdo de alimento (FAA) por larvas de M. rosenbergii foi
utilizada como medida para determinar o tamanho de particula e o tipo de alimento mais
adequados para cada estdgio de desenvolvimento. Foram testados quatro classes de
tamanho de particulas (250-425; 425-710; 710-1000 e 1000-1190 um) de dois tipos de
racdo (seca e umida). Verificou-se também a freqiiéncia de aceitacdo das duas racdes e
de nauplios de Artemia em cada estagio larval. A freqiiéncia de aceitagéo foi obtida pela
avaliacdo qualitativa da ingestéo de cada alimento pelas larvas por meio da observacéo
do trato digestério das mesmas sob estereomicroscépio. Nao houve relagdo significativa
(P < 0,01) entre o tamanho das particulas na freqiiéncia de aceitacdo das racdes pelas
larvas no decorrer do desenvolvimento. Nauplios de Artemia foram significativamente
mais ingeridos por larvas entre os estagios Il e VII; aceitagdo similar para a ragdo Umida e
seca foi obtida a partir dos estégios VIl e IX, respectivamente. Verificou-se que o alimento
inerte foi capturado e ingerido por mais de 50% das larvas apenas a partir dos estagios
VII (ragdo umida) e VIII (racdo seca). Nossos resultados indicam que a complementagéo

da dieta com alimento inerte deve se iniciar a partir do estagio VII.

Palavras-chave: alimento; racdo; larva; Artemia; Macrobrachium.
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3.1. Introducéo

O sucesso do cultivo comercial de larvas de Macrobrachium rosenbergii e de
outros decapodes depende da utilizacao eficiente e econémica de alimentos disponiveis
(Yufera et al. 1984; Freeman 1990). A dependéncia por alimentos vivos dificulta a
definicdo de um manejo alimentar adequado nessa fase (Jones et al. 1997).

Nauplios recém-eclodidos de Artemia constituem-se no principal alimento vivo
utiizado na larvicultura de espécies de crustaceos de valor comercial. Apesar das
vantagens que esse microcrustaceo oferece, tais como facilidade de manejo e alto teor
protéico (Emmerson 1984), o limitado niumero de sitios de producdo de cistos e a estreita
relacdo entre produtividade e condi¢cdes climéaticas tém causado oscilagdo na sua
disponibilidade (Lavens et al. 2000). A vulnerabilidade do estoque e da qualidade dos
cistos em termos de taxa de eclosdo e valor nutricional, somadas ao grande crescimento
da carcinicultura mundial, tém elevado consideravelmente o pre¢o dos cistos (Lavens et
al. 2000), tornando a alimentacdo um dos itens mais onerosos aos produtores.

Alguns autores afirmam que o uso de nauplios de Artemia é suficiente para a
producdo de poés-larvas de M. rosenbergii (Devresse et al. 1990; Lavens et al. 2000). No
entanto, outros acreditam que estes ndo suprem todas as necessidades nutricionais das
larvas nos Ultimos estagios de desenvolvimento e recomendam o fornecimento de dieta
complementar (Daniels et al. 1992; Alam et al. 1995b; New 1995; Valenti et al. 1998;
Valenti e Daniels 2000). Por esses motivos, varios alimentos alternativos, tanto vivos
como inertes, vém sendo pesquisados com o objetivo de complementar ou substituir os
nauplios de Artemia na larvicultura de crustaceos (Sick e Beaty, 1974; Murai e Andrews
1978; Aniello e Singh 1982; Meyers e Hagood 1984; Jones et al. 1987; Lovett e Felder,
1988; Kurmaly et al. 1989; Samocha et al. 1989; Alam et al. 1995a e 1995b; Silva e
Rodrigues 1997). Enquanto que larvas de peneideos apresentaram taxas de
sobrevivéncia e tempo de desenvolvimento larval satisfatérios quando cultivadas com

rotiferos ou dietas microencapsuladas, o cultivo larval de M. rosenbergii ndo se mostrou
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favoravel com a substituicdo de nauplios de Artemia por outro tipo de alimento (Lavens et
al. 2000).

Alguns autores atribuem a baixa eficiéncia de alimentos inertes ao limitado
conhecimento sobre as necessidades nutricionais das larvas e, conseqientemente, ao
fato destes se apresentarem nutricionalmente inadequados (Jones et al. 1979a e 1979b;
Wilckenfeld et al. 1984; Sorgellos e Léger 1992). Porém, o sucesso de dietas para
manutencdo larval de crustaceos depende de outros fatores além da qualidade
nutricional. Antes que 0s nutrientes essenciais possam ser avaliados completamente,
todos os processos comportamentais, mecanicos e fisioldgicos que ocorrem durante a
alimentagdo devem ser conhecidos (Jones et al. 1997). O alimento deve ser aceito,
capturado e ingerido pelas larvas de forma adequada. Assim, aspectos como tamanho,
consisténcia, textura e densidade das particulas do alimento inerte oferecido podem
influenciar a selecéo e consequente ingestdo do mesmo pelos animais.

Atualmente, a maioria das larviculturas comerciais de M. rosenbergii utiliza
nauplios recém-eclodidos de Artemia durante todo o ciclo larval e ragdo Umida (conhecida
como creme de ovos) ou seca como complementagdo (Correia et al. 2000; Valenti e
Daniels 2000; Lavens et al. 2000). Entretanto, as dietas e 0 manejo utilizados séo
derivados de observacbes empiricas, uma vez que o comportamento alimentar e as
necessidades nutricionais das larvas sdo pouco conhecidos (Valenti e Daniels 2000).

Alguns autores reportaram que o tamanho das particulas inertes é especifico e
critico para cada estagio larval (Aquacop 1977; Corbin et al. 1983; New e Shilgolka 1985;
Daniels et al. 1992; New 1995). Inversamente, outros verificaram a captura e a ingestéo
de particulas de véarios tamanhos, em todos os estagios (Sick e Millikin 1983; Barros
1997).

Além da adequacgdo das caracteristicas fisicas do alimento para as larvas, a
maximizacdo da eficiéncia alimentar depende do estabelecimento de regimes alimentares
especificos para cada estagio de desenvolvimento (Valenti e Daniels 2000). Varios

esquemas de alimentagdo sdo utilizados na manutencdo larval de M. rosenbergii,
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dependendo, principalmente, do sistema de cultivo empregado. Entretanto, ha grande
controvérsia entre os pesquisadores na recomendacdo do estagio a partir do qual a
alimentacédo suplementar a Artemia deva ser fornecida.

O conhecimento do tamanho adequado da particula e do estagio no qual o
alimento inerte é aceito pelas larvas, em proporcées semelhantes ao alimento vivo, é de
grande importancia. A sobra de ragdo ocasiona acumulo de material organico, que pode
causar a proliferacdo de bactérias e consequiente aparecimento de doencas, bem como
aumento de méo-de-obra na limpeza do tanque e manejo para manutencédo da qualidade
da agua e saude dos animais (Valenti e Daniels 2000).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a aceitacdo de diferentes tipos de
alimento pelas larvas de M. rosenbergii em cada estagio de desenvolvimento.
Inicialmente, determinou-se o tamanho adequado de particulas de dois tipos de ragéo
(seca e Umida) na alimentacdo das larvas. Numa segunda etapa, verificou-se a
freqliéncia de aceitacdo das duas racdes e de nauplios de Artemia em cada estagio
larval. Os resultados obtidos a partir das duas etapas experimentais permitiram estipular
tanto o tamanho das particulas inertes quanto o tipo de alimento mais adequado para

cada estagio larval.
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3.2. Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Centro de Aquicultura da UNESP, no
Laboratério de Biologia de Crustaceos (UNESP, Jaboticabal), em sala com temperatura
controlada, mantida ao redor de 29°C. As larvas utilizadas foram provenientes de fémeas
ovadas de M. rosenbergii obtidas no viveiro de reprodutores do Setor de Carcinicultura do
CAUNESP. Para a realizacdo de cada experimento, foi instalada uma larvicultura com o
objetivo de servir de estoque para o fornecimento de larvas nos diferentes estagios de
desenvolvimento. Larvas recém-eclodidas foram estocadas em um tanque cilindrico, de
fundo conico, com capacidade para 120 L, provido de sistema fechado de circulacéo de
agua e aquecimento. A densidade foi de aproximadamente 90 individuos/L e a salinidade
da agua foi mantida ao redor de 12 %.. As principais variaveis da agua (temperatura, pH ,
amonia, nitrito e oxigénio dissolvido) foram monitoradas e mantidas dentro da faixa
recomendada por Valenti et al. (1998) e Correia et al. (2000). As larvas foram
alimentadas com racdo seca e racdo Umida (creme de ovos), fornecidas as 08:00 e as
11:00 h, e nauplios recém-eclodidos de Artemia, fornecidos ad libitum ao entardecer,
durante todo o ciclo.

Foi estudada a freqiiéncia de aceitacdo de alimento (FAA) vivo e inerte por larvas de
M. rosenbergii em cada estagio de desenvolvimento. Foram realizados dois experimentos.
No primeiro, foram testados quatro classes de tamanhos de particulas de racao seca e de
racdo umida. No segundo, verificou-se a FAA de nauplios recém-eclodidos de Artemia e das
duas racgOes (seca e Umida), que apresentam formulacdo, cor e consisténcia diferentes. Os
testes ndo foram realizados com larvas no estagio I, uma vez que estas ndo se
alimentam, mesmo quando ha disponibilidade de alimento (Mooler 1978; Barros e Valenti
1997). A identificagéo dos diferentes estagios larvais foi feita de acordo com Uno e Kwon

(1969).
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3.2.1. Preparo dos alimentos inertes
3.2.1.1. Racéo seca

A racdo seca contém mais de 90% de matéria seca, apresenta cor vermelha escura
(devido a inclusdo do 6xido de ferro) e consisténcia rigida. Os ingredientes utilizados na
preparacéo da racdo seca foram escolhidos por serem comuns na formulagéo de dietas em
aquicultura. Os farelos de milho, de trigo e de soja e a farinha de peixe foram adquiridos no
comércio, enquanto a farinha de camardo foi preparada no Laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquaticos do CAUNESP.

A composicdo e o valor nutritivo da ragdo seca encontram-se na Tabela 1. A
andlise bromatologica foi realizada no Laboratério de Bromatologia, Departamento de
Melhoramento e NutricAo Animal da FMVZ, UNESP, Botucatu, segundo as normas da
AOAC - Association of Official Agricultural Chemists (1984).

ApOs o célculo da quantidade necessaria de cada ingrediente para o preparo da
racdo, estes foram moidos, pesados e homogeneamente misturados, acrescentando-se
oxido de ferro (Fe,Os) na propor¢céo de 1% do peso seco. A inclusdo do 6xido de ferro foi
adotada para facilitar a observacdo da racdo ingerida no trato digestivo dos animais.
Adicionou-se, entdo, um pouco de agua a mistura até que se transformasse em uma pasta.
Esta foi levada para secagem em estufa (a 60°C) por 24 h, triturada e passada através de
uma bateria de peneiras de malhas de diferentes aberturas, obtendo-se particulas em

quatro classes de tamanho: 250 — 425, 425 — 710, 710 — 1.000, 1.000 — 1.190 pm.
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TABELA 1 - Composi¢do e valor nutritivo da ragdo seca (com base em 100% de matéria

seca).

Ingredientes %
farelo de milho 8,0
farelo de trigo 12,0
farelo de soja 22,0
farinha de peixe 27,0
farinha de camarao 30,0
suplemento vitaminico e mineral* 1,0
Total 100,0

Analise aproximada %
proteina bruta 43,42
extrato etéreo 6,14
fibra bruta -
extrativo ndo-nitrogenado 28,83
matéria mineral 11,89
Matéria seca original (%) 90,28
Energia bruta (kcal/kg) 4.213,39

! Agromix AC 50 — suplemento vitaminico-mineral, contendo por kg: Vitamina A — 176.000 U.I., Vitamina Ds —
40.000 U.I., Vitamina E — 500 mg, Vitamina Kz — 36 mg, Vitamina B1> — 560 mg, Niacina — 700 mg, Biotina — 3 mg,
Acido Pantoténico — 500 mg, Acido Félico — 30 mg, Colina — 20 mg, Ferro — 1.100 mg, Cobre — 300 mg,
Manganés — 1.800 mg, Zinco — 1.200 mg, lodo — 24 mg, Selénio — 3 mg, Metionina — 20 mg, Calcio — 176 mg,
Fosforo — 68 g, Sddio — 23 g, Cloro — 36 g, Promotor de crescimento — 2 g, Cocciodiostatico — 10 g, Antifingico —

200 mg, B.H.T. — 1 g, Veiculo energético e protéico (g.s.p.) — 1.000 g.

3.2.1.2. Ragdo umida

Essa ragdo, conhecida como creme de ovos, constitui-se um dos principais alimentos utilizados
como complementacdo da dieta de larvas de M. rosenbergii (Valenti & Daniels 2000). Apresenta teor de
matéria seca inferior a 20%, coloragdo amarelada e consisténcia macia.

A Tabela 2 apresenta a composi¢do e analise da ragéo Umida realizada no
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Laboratério de Andlises de Alimentos do Departamento de Nutricdo Animal e Pastagens da FCAVJ, UNESP,

segundo as normas da AOAC (1984).

TABELA 2 - Composicéo e valor nutritivo da ragdo Umida (com base em 100% de matéria seca).

Ingredientes

%

ovo de galinha homogeneizado 34,0
carne de molusco 10,0
filé de peixe 10,0
leite em pé 4.0
farinha de trigo 2,0
Oleo de figado de bacalhau 0,8
suplemento vitaminico e mineral* 1,4
agua 37,8
Total 100,0

Analise aproximada

Peso seco (%)

proteina bruta 45,07
extrato etéreo 22,55
fibra bruta -
extrativo ndo-nitrogenado 23,55
matéria mineral 8,83
Matéria seca original (%) 18,29
Energia bruta (Kcal/Kg) 4.989,20

! Agromix AC 50 — suplemento vitaminico-mineral — composicéo descrita na Tabela 1.

ApOs a pesagem, os ingredientes foram batidos no liquidificador, formando um

creme. Este foi colocado em uma fébrma e cozido em banho-maria, até ficar com a

consisténcia de um pudim. Apds esfriar, foi cortado em pequenos pedacos, que foram

embrulhados individualmente em filme de polietileno e, entdo, congelados em freezer a

-18°C. Na ocasido do fornecimento para as larvas, os pedacos retirados do freezer foram

submetidos a jatos d'agua e transformados em pequenas particulas. Para obtencéo dos
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diferentes tamanhos, estas foram passadas por uma bateria de peneiras, conforme

descrito anteriormente para a preparacdo da racao seca.

3.2.2. Determinacdo da freqléncia de aceitacdo de racdo seca e Umida em
diferentes tamanhos de particulas

A freqiiéncia de aceitacdo (FAA) de cada racao fornecida em diferentes tamanhos
de particulas foi obtida por meio da avaliacdo qualitativa da ingestdo das mesmas pelas
larvas. Para cada estdgio de desenvolvimento larval (Il ao Xl), foram testados quatro
classes de tamanhos de particulas de cada racdo: 250 — 425, 425 — 710, 710 — 1.000,
1.000 — 1.190 um. O delineamento experimental foi totalmente casualizado, em esquema
fatorial 2x4x10 (tipo de racdo x tamanho de paticula x estagio larval), com trés repetices.

Para a realizacdo dos testes, cinco larvas do mesmo estagio de desenvolvimento
foram colocadas em béqueres de 100 mL, contendo 80 mL de agua salobra proveniente
do tanque de larvicultura. Esta foi previamente filtrada em tela de nylon de malha 125 um.
Os béqueres foram colocados em uma caixa subdividida em 12 compartimentos forrados
com polietileno preto. Cada béquer foi provido de aeragao suficiente para manter a racao
em suspensdo. Apds o periodo de duas horas em jejum, as larvas foram alimentadas de
acordo com as respectivas condicbes experimentais. As racdes foram fornecidas ad
libitum.

Os animais permaneceram em contato com o alimento por 30 minutos. Apos esse
periodo, as larvas foram retiradas do béquer, com uma pipeta Pasteur, e colocadas em
placas de Petri. O trato digestivo de cada animal foi analisado sob estereomicroscopio e o
namero de larvas que haviam se alimentado foi anotado. Calculou-se a frequéncia de
aceitacdo (FAA) absoluta e relativa de cada alimento para cada estagio larval.

Para a determinacdo de variagfes entre os dez estagios de desenvolvimento (Il a
XI) e entre os tratamentos, os valores médios da freqliiéncia de aceitacdo foram

comparados por analise de variancia (teste F), seguida pelo Teste de Tukey.
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3.2.3. Determinacédo da frequéncia de aceitacdo de nauplios de Artemia, racdo seca
e racao Umida

A frequéncia de aceitagdo (FAA) de alimento vivo (nduplios recém-eclodidos de
Artemia) e inerte (ragdo seca e ra¢do umida) em cada estagio de desenvolvimento larval
foi verificada por meio da andlise qualitativa de ingestdo de cada um dos alimentos. As
racBes foram fornecidas em particulas de 1000 — 1190 um de tamanho, uma vez que, no
experimento anterior, verificou-se que o tamanho da particula ndo influencia a taxa de
ingestao. O delineamento experimental foi totalmente casualizado, em esquema fatorial
2x10 (tipo de alimento x estagio larval), com sete repeticdes.

Dez larvas do mesmo estagio de desenvolvimento foram colocadas em béqueres,
contendo 500 mL de &agua salobra proveniente do tanque de larvicultura. Esta foi
previamente filtrada em tela de nylon de malha 125 um. Os béqueres foram envoltos em
filme de polietileno preto e providos de aeracdo. Apos o periodo de duas horas em jejum,
os alimentos foram fornecidos ad libitum para as larvas. Cada um dos alimentos foi
testado separadamente, utilizando-se lotes diferentes de larvas.

Apb6s 45 minutos em contato com o alimento, as larvas foram retiradas do béquer
com uma pipeta Pasteur e colocadas em placas de Petri. O trato digestivo de cada animal
foi analisado sob estereomicroscépio, anotando-se, entdo, o numero de larvas que
haviam se alimentado em cada tratamento. A frequéncia relativa de aceitacdo (FAA) de
cada item alimentar para cada estagio de desenvolvimento larval foi calculada.

Para verificar se a aceitacdo esta associada aos diferentes tipos de alimento e aos
varios estagios larvais, os valores obtidos foram comparados por andlise de variancia

(teste F), seguida pelo Teste de Tukey.
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3.3. Resultados

Os valores médios da temperatura da agua do tanque de manutencao dos dois
ciclos realizados foram 28,9 e 30°C. A salinidade média foi 13,6 e 12,9%.; o pH foi 8,3 e
7,9; a ambnia e o nitrito variaram entre 0,0 — 0,1 mg/L e a intensidade luminosa ficou ao
redor de 200 lux. O oxigénio dissolvido se apresentou proximo do ponto de saturacéo.

Assumiu-se que a agua dos béqueres apresentou as mesmas caracteristicas.

3.3.1. Determinacdo da freqlUéncia de aceitagcdo de racdo seca e Umida em
diferentes tamanhos de particulas

A Figura 1 apresenta a variacdo da freqiiéncia de aceitacdo das quatro classes de
tamanho de particulas de racdo seca e ragcdo Umida ao longo do desenvolvimento
ontogenético. Nao se evidenciou preferéncia por um tamanho determinado em cada um
dos estagios. As diferencas nas freqiiéncias de aceitacdo devido aos diferentes alimentos
e aos estagios larvais foram significativas (P < 0,01), porém a interac@o entre o tamanho
das particulas e os estagios ndo foi significativa, tanto da ragdo seca como da Umida.
Verificou-se maior aceitacdo de alimento inerte por larvas nos Ultimos estagios de
desenvolvimento (VII — Xl, para a racdo Umida e IX — XI, para a ragao seca). Houve um
aumento gradativo na aceitacdo da racao seca a partir do estagio VIII. Por outro lado,
observou-se um aumento brusco na FAA da racdo Umida no estégio VII; a partir dai, esta

foi ingerida por mais de 70% das larvas.

3.3.2. Determinacédo da frequéncia de aceitacdo de nauplios de Artemia, racdo seca
e racdo Umida

A FAA de nauplios de Artemia apresentou pouca variacdo durante o
desenvolvimento larval, com valores entre 70 e 100%. Esta foi significativamente maior
do que a obtida para os alimentos inertes entre os estagios Il e VI. Entre os estagios VIl e
XI, as FAA dos nauplios e da racao Umida foram similares; a aceitacao da racao seca foi

semelhante a do alimento vivo entre os estagios I1X e Xl (Figura 2).
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FIGURA 1 - Freqiéncia de aceitagdo (FAA) dos diferentes tamanhos de particulas da raggo seca e ragio

umida em cada estagio de desenvolvimento.
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FIGURA 2 - Frequiéncia de aceitagio (FAA) do alimento vivo e de alimento inerte (racdo seca e
Umida) em cada estagio de desenvolvimento. Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tipos de alimento em cada estagio.
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Observou-se um padréo de variacdo semelhante da frequiéncia de aceitacdo das
duas racdes no decorrer do desenvolvimento larval (Figura 2). Nos estagios iniciais (Il ao
V) o nimero de larvas que aceitou e ingeriu alimento inerte foi similar, variando entre 15 e
40%. No estagio VI, embora a FAA da racdo seca tenha sido significativamente menor
gque a da racdo Umida, o numero de animais que ingeriu cada tipo de alimento
permaneceu entre 10 e 40%. A partir desse estagio, verificou-se um aumento na
aceitacdo dos dois tipos de alimento. A FAA da ra¢do Umida subiu de 35% no estégio VI,
para 70% no estagio VI, e para cerca de 90% nos estagios seguintes (VIIl ao XI). A FAA
da racdo seca seguiu padrao similar, porém atingiu valores superiores a 50% apenas a

partir do estagio VIII, e manteve-se entre 80 e 90% a partir do estagio I1X (Figura 2).
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3.4. Discusséao

Larvas de Macrobrachium rosenbergii aceitam indistintamente alimento inerte de
tamanhos variados. Particulas entre 250 e 1190 um podem ser capturadas e ingeridas
sem nenhuma preferéncia (Figura 1). Isto indica que a pratica comum de variar o
tamanho das particulas de racdo no decorrer do desenvolvimento larval (Corbin et al.
1983; New e Shingholka 1985; Daniels et al. 1992; Alam et al. 1993; Correia e Castro
1998; Valenti et al. 1998) é desnecessaria. Provavelmente a larva pode “quebrar’ o
alimento com seus apéndices bucais em pedacos compativeis com sua capacidade de
ingestao. Estudos com outras espécies de crustaceos decépodes, tais como Penaeus
marginatus (Gopalakrishnam 1976), Penaeus monodon (Jones et al. 1979a; Kurmaly et
al. 1989), Penaeus indicus (Emmerson 1984), Penaeus kerathurus (Yufera et al. 1984),
Penaeus vannamei e P. stylirostris (Jones et al. 1987) e Penaeus semisulcatus (Samocha
et al. 1989) tém mostrado que particulas de tamanhos muito variados séo ingeridas pelas
larvas. As diferencas nas FAA entre as duas ra¢gdes com mesmo tamanho de particula
observadas no presente trabalho a partir do estagio VIl (Figuras 1 e 2) indica que a cor,
consisténcia e composicdo da racdo podem ser fatores de maior importancia na
aceitacdo do alimento do que o tamanho.

Comparando-se os resultados obtidos nos dois experimentos, verificou-se que, no
primeiro, o alimento inerte foi aceito a partir dos estagios Ill (racdo seca) e IV (racédo
Umida). Porém, no experimento 2, além da aceitacdo das racdes ocorrer a partir do
estagio Il, os valores da FAA foram maiores. Esse fato pode ser explicado pela diferenca
da metodologia empregada. O volume de agua utilizado no experimento 2 (500 mL)
proporcionou maior dispersdo das particulas, que permaneceram por mais tempo em
suspensdo, aumentando a oportunidade de encontro das mesmas com as larvas.

Larvas de M. rosenbergii ingerem tanto alimento vivo como inerte a partir dos
primeiros estagios de desenvolvimento (Figuras 1 e 2). Entretanto, somente a partir dos

estagios VII e VI, mais do que 50% das larvas ingeriram ragdo Umida e seca,
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respectivamente (Figura 2). A habilidade para utilizar material inerte tem consideravel
importancia ecoldgica, ndo apenas como suprimento adicional a dieta, quando ha baixa
concentracdo de zooplancton, mas pelo fato de proporcionar melhor diversidade
bioquimica para as necessidades nutricionais das larvas (Harms e Seeger 1989). Larvas
a partir do estagio VIl estariam mais aptas a explorar os recursos alimentares do meio
ambiente e, possivelmente, apresentem maior exigéncia nutricional.

A FAA das racdes foi baixa até o estagio VI. A partir do estagio VI, a ragdo umida
€ aceita por mais de 50% das larvas e a FAA nédo difere da obtida para nauplios de
Artemia. Esses resultados podem ser explicados por mudancas na capacidade de
percep¢do do alimento e/ou nas caracteristicas morfo-fisiologicas das larvas no decorrer
do desenvolvimento. No inicio (estagios Il — VI), a mecanorrecepgdo parece ser o
principal mecanismo utilizado para a deteccdo do alimento (Barros e Valenti 1997). A
motilidade dos nauplios favorece a sua permanéncia na coluna d'agua, aumentando a
chance de encontro e, conseqiientemente, a taxa de ingestdo larval. Além disso, larvas
nos estagios iniciais (I — 1ll) apresentam mandibulas caracteristicas de larvas carnivoras
(Jones et al. 1997). Com o desenvolvimento, a denticdo mandibular aumenta, porém os
dentes tornam-se progressivamente mais arredondados, indicando o inicio da mudanca
de habito alimentar para omnivoro (Jones et al. 1997). O desenvolvimento do trato
digestério e o aumento da atividade enzimatica que ocorre a partir do estagio VI
(Kamarudin et al. 1994 ; Kumlu e Jones 1995) também pode explicar a maior aceitacédo
do alimento inerte, uma vez que o0 processo de digestdo torna-se completamente
funcional. De acordo com Agard (1999), o inicio da alimentag&o ativa ocorre a partir do
estagio VI[J, (de acordo com a descricio de Gomez Diaz e Kasahara, 1987,
correspondente ao estagio VI descrito por Uno e Kwon, 1969), quando se esgota a
reserva vitelina e o trato digestorio esta completamente formado. O aumento da atividade

especifica da amilase a partir dos estagios VII — VIII (Kamarudin et al. 1994) indica a

! Agard (1999) utilizou a descricdo dos estagios larvais de M. rosenbergii realizada por Gomez Diaz e
Kasahara (1987), que identificaram 17 estagios larvais no decorrer do desenvolvimento.
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mudanca de habito alimentar das larvas de carnivoro para omnivoro, coincidindo com a
maior aceitacdo de alimento inerte verificada no presente trabalho. Alam et al. (1995b)
apontaram maior importancia do alimento inerte na larvicultura de M. rosenbergii do
estagio VI em diante.

A maior aceitacdo de racdo Umida em relacdo a seca verificada nos estagios VI
VIl e VIl poderia indicar preferéncia das larvas por particulas claras e de consisténcia
macia. Meyers e Hagood (1984) observaram que as particulas de dietas floculadas com
cores claras foram preferidas por larvas de M. rosenbergii em relagdo as escuras a partir
do estagio IV. Os baixos valores de FAA da racdo seca sugerem maior dificuldade de
manuseio e ingestdo de particulas mais rigidas. Por outro lado, a ragdo Umida apresenta
particulas com caracteristicas fisicas mais semelhantes aos nauplios de Artemia.
Segundo Dall e Moriarty (1983), as dietas artificiais devem ter a forma e o estado fisico e
tatil da dieta natural. De forma similar ao obtido no presente trabalho para M. rosenbergii,
Pillai e Mohamed (1973) verificaram que nauplios de Artemia foram rapidamente aceitos
por larvas de Macrobrachium idella em todos os estagios, sendo o material seco pouco
aceito e a carne fresca de camardo bem aceita a partir do estagio IV de desenvolvimento.

Nos estagios finais (IX — Xl), as larvas de M. rosenbergii alimentam-se
indistintamente de racdo seca, ragdo Umida e Artemia. O animal torna-se mais
generalista e omnivoro, consumindo o alimento de acordo com a disponibilidade.
Portanto, a ampliagdo do espectro alimentar por larvas mais desenvolvidas pode ser
decorrente da maior necessidade de nutrientes para o preparo para a metamorfose. Por
outro lado, isto poderia indicar, ainda, maior desenvolvimento da capacidade de
percepc¢do do alimento.

A determinacao do estagio inicial para introducéo do alimento inerte no sistema de
cultivo € um aspecto importante do ponto de vista pratico e econémico. O alimento inerte
tem sido oferecido as larvas de M. rosenbergii em diferentes estagios de
desenvolvimento. New e Shingholka (1985) recomendam o fornecimento de creme de

ovos a partir do estagio Ill. Carvalho F° e Mathias (1998) indicam alimentac&o
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complementar a partir dos estagios IV — V. Aquacop (1983) e Daniels et al. (1992)
recomendam suplementacao da dieta com alimento inerte a partir dos estagios V — VI e
Valenti et al. (1998) sugerem adicdo de racdo Umida entre os estagios VI — VI
Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho indicam que apenas ap6s o estagio VIl o
alimento inerte é satisfatoriamente aceito pelas larvas. Assim, o fornecimento de racao
em estagios anteriores ao estagio VIl resulta em desperdicio, aumentando os custos de
producéo, além de prejudicar a qualidade da agua.

A substituicdo total do alimento vivo pelas ragfes Umida e seca pode ser viavel a
partir dos estagios VII e IX, respectivamente, pois a FAA nao difere daquela obtida para
0s nauplios de Artemia e as larvas jA apresentam sistema de enzimas digestivas
completo (Kamarudin 1994; Kumlu e Jones 1995; Jones et al. 1997), prescindidndo das
enzimas exogenas. Entretanto, é necessario avaliar os resultados finais de sobrevivéncia
e produtividade com a aplicacdo desse manejo alimentar em sistemas comerciais. Os
gastos com mao-de-obra também devem ser avaliados, pois 0 nUmero de arragoamentos
com o fornecimento de alimento inerte devera ser maior, bem como o tempo gasto para a
limpeza dos tanques de cultivo.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, sugere-se um manejo alimentar
no qual as larvas de M. rosenbergii sejam alimentadas exclusivamente com nauplios de
Artemia até o estagio VI; nos estagios VIl e VIII, a dieta deve ser complementada com
racdo Umida e, a partir do estagio IX até o final do desenvolvimento, a complementacéo

deve ser feita com racdo Umida ou seca, conforme as condi¢des do produtor.
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4. Influéncia do fotoperiodo na taxa de ingestdo de nauplios de Artemia por larvas

de Macrobrachium rosenbergii

Resumo
As taxas de ingestdo de nauplios de Artemia por larvas de Macrobrachium

rosenbergii mantidas em quatro regimes de fotoperiodo (0, 8, 12 e 24 horas de luz diaria)
foram determinadas para cada estagio de desenvolvimento. O delineamento experimental
foi totalmente casualizado com quatro tratamentos de regimes claro (L):escuro (D)
(OL:24D, 8L:16D, 12L:12D e 24L:0D) e cinco repeti¢des. Os testes foram realizados em
placas de Petri contendo 40 mL de agua salobra (12 %..). Estas foram dispostas sobre
balcbes cobertos com filme de polietiieno preto e colocadas em diferentes
compartimentos providos de “timer”, ajustados aos diferentes regimes de claro:escuro
(12L:12D, 16L:8D e 24L:0D), com excec¢do do fotoperiodo OL:24D, cujas placas foram
cobertas com filme de polietileno preto. A intensidade luminosa de 700 a 800 lux foi
mantida por meio de lampadas fluorescentes. Nao houve incidéncia de luz solar. Os
nauplios foram contados manualmente com uma pipeta Pasteur e colocados nas placas.
A densidade de fornecimento foi de 10 nauplios/mL. Foi colocada uma larva em cada
placa e apés 24 h os nauplios restantes foram contados. A taxa média diaria de ingestao
por larva em cada estagio foi calculada. O regime de luz nédo interferiu na taxa de
ingestao no inicio do desenvolvimento larval (estagios Il ao V). A partir do estagio VI, o
consumo de nauplios de Artemia foi significativamente menor na auséncia total de luz,

sendo que maiores taxas de ingestao foram obtidas no regime 12L:12D (P < 0,05).

Palavras-chave: fotoperiodo; taxa de ingestéo; larva; Macrobrachium.
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4.1. Introducao

O sucesso da larvicultura de crustaceos depende, entre outros fatores, do controle
de parametros abidticos, tais como temperatura e salinidade da 4gua (Minagawa 1994). A
luz tem sido considerada um fator de grande importancia para o desenvolvimento larval
de decapodes, embora ainda pouco estudada sob condi¢des de laboratério (Gardner e
Maguirre 1998).

Estudos realizados com varias espécies de crustaceos, tais como Palaemonetes
vulgaris (Knowlton 1974), Crangon crangon (Dalley 1980), Homarus americanus (Aiken et
al. 1981; Eagles et al. 1986), Pagurus bernhardus e Carcinus maenas (Dawirs 1982),
Ranina ranina (Minagawa 1994), Pseudocarcinus gigas (Gardner e Maguirre 1998) e
Jasus edwardsii (Moss et al. 1999), demonstraram a influéncia da luz no crescimento,
sobrevivéncia, ecdise e metamorfose larval. Embora os dados apresentem ampla
variedade de respostas, as diferencas obtidas geralmente sdo atribuidas aos efeitos da
luz no comportamento alimentar (Minagawa e Murano 1993; Gardner e Maguirre 1998) e,
conseqlentemente, na taxa de ingestéo das larvas.

A importancia da luz na larvicultura de Macrobrachium rosenbergii foi reconhecida
por alguns autores (Daniels et al. 1992; New 1995; Valenti e Daniels 2000). No entanto,
existe muita controvérsia a respeito da qualidade e da intensidade luminosa e da duracao
do fotoperiodo mais adequados (Correia et al. 2000).

Larvas de M. rosenbergii, como a maioria das larvas de decapodes, apresentam
fototaxia positiva e possuem acuidade visual suficiente para detectar particulas em
suspensao (Mooler 1978). No entanto, este autor reportou que elas ndo tém habilidade
para se direcionar ao alimento, dependendo principalmente da oportunidade de encontro
para captura e ingestdo. Inversamente, Daniels et al. (1992) acreditam que as larvas
utilizem a percepcgédo visual para se alimentar, pois verificaram reducdo no consumo de
alimento em dias nublados, quando a intensidade luminosa diminui sensivelmente.

Aquacop (1977) obteve melhores resultados na producéo larval em tanques com
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incidéncia indireta de luz solar. Além da intensidade luminosa, a cor da parede
dos tanques também parece influenciar a visualizacdo do alimento pelas larvas (Lin e
Omori 1993; Rodrigues et al. 1998). Dessa forma, a presenca de luz seria necessaria
para assegurar taxas maximas de ingestdo. Entretanto, a maioria das informacfes
existentes sobre a influéncia da luz na alimentacdo de larvas de M. rosenbergii esta
baseada em dados empiricos. Estudos sdo necessarios para definir o fotoperiodo, a
intensidade luminosa e a qualidade (espectro de comprimento de ondas) da luz utilizada
na larvicultura dessa espécie (Valenti e Daniels 2000).

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do fotoperiodo na taxa de
ingestdo de nauplios de Artemia por larvas de M. rosenbergii em cada estagio de

desenvolvimento.
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4.2. Material e métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Centro de Aquicultura da UNESP, Laboratério
de Biologia de Crustaceos (UNESP, Jaboticabal), em sala com temperatura
controlada. As larvas utilizadas foram provenientes de uma fémea ovada de M.
rosenbergii obtida no estoque de reprodutores do Setor de Carcinicultura do
CAUNESP. Uma larvicultura foi conduzida para fornecer larvas nos diferentes estagios
de desenvolvimento para a realizacdo dos testes. Larvas recém-eclodidas foram
estocadas em um tanque cilindrico, de fundo cénico, com capacidade para 120 L,
provido de sistema fechado de circulagédo de 4gua e aquecimento. A densidade foi de
aproximadamente 90 individuos/L e a salinidade da agua foi mantida em 12 %o. As
principais variaveis da agua (temperatura, pH, aménia, nitrito e oxigénio dissolvido)
foram monitoradas e mantidas dentro da faixa recomendada por Valenti et al. (1998) e
Correia et al. (2000). As larvas foram alimentadas exclusivamente com nauplios

recém-eclodidos de Artemia, fornecidos ad libitum ao entardecer.

A taxa de ingestéo foi determinada para cada estagio de desenvolvimento larval (Il
a XI) em quatro regimes de fotoperiodo, com 0, 8, 12 e 24 horas de luz diaria
(tratamentos 0L:24D, 8L:16D, 12L:12D e 24L:0D). O delineamento experimental foi
totalmente casualizado, em esquema em fatorial 10 x 4 (estagio x fotoperiodo), com
cinco repeti¢des. Os testes ndo foram realizados com larvas no estagio |, uma vez que
estas nao se alimentam, mesmo quando ha disponibilidade de alimento (Mooler 1978;
Barros e Valenti 1997). A identificacdo dos diferentes estagios larvais foi feita de

acordo com Uno & Kwon (1969).

Os testes foram realizados em placas de Petri contendo 40 mL de agua salobra
(12 %o). A agua utilizada nos testes foi coletada previamente no tanque de manutencéo
do estoque de larvas e filtrada em tela de nylon de malha 125 um. Todas as placas foram
dispostas em balcdes cobertos com filme de polietileno preto. As unidades experimentais

foram colocadas em diferentes compartimentos providos de “timer” ajustados aos



59

diferentes regimes de claro:escuro (12L:12D, 16L:8D e 24L:0D), com excecdo do
fotoperiodo OL:24D, cujas placas foram cobertas com filme de polietilieno preto. A
intensidade luminosa de 700 a 800 lux foi mantida por meio de lampadas fluorescentes,
marca Sylvania, luz do dia Plus, F 40W T 12. Segundo as especificacdes do fabricante,
estas lampadas emitem luz de um espectro similar a luz do sol. Nao houve incidéncia de
luz solar. A temperatura da agua foi monitorada no inicio e final de cada teste.

Nauplios recém eclodidos de Artemia franciscana (proveniente de Great Salt Lake,
EUA) foram contados manualmente com uma pipeta Pasteur e transferidos para as
placas de Petri. A densidade foi de 10 nauplios/mL. No decorrer do desenvolvimento,
uma larva de cada estagio foi colocada separadamente nas placas. Apos 24 horas, as
larvas foram retiradas para a contagem dos nauplios restantes. A quantidade consumida
foi determinada pela diferenca entre 0 nimero final e 0 nimero inicial de nauplios, sendo
considerados apenas os individuos intactos.

O numero médio de nauplios consumidos diariamente por larva em cada estagio
de desenvolvimento e em cada tratamento foi calculado. Para a determinagédo de
variacdes de consumo entre os dez estdgios de desenvolvimento (Il e Xl) e entre os
quatro tratamentos, os valores médios diarios de ingestdo obtidos foram comparados por

analise de variancia, seguida pelo Teste de Tukey, quando foram verificadas diferencas
significativas.
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4.3. Resultados

O valor médio da temperatura da agua do tanque de manutencdo foi 30°C e das
placas de Petri foi 29°C. Os demais parametros foram iguais no tanque de manutencéo e
nas placas. A salinidade média foi 12,9%o; o pH foi 7,9; a amdnia e o nitrito variaram entre
0,0 — 0,1 mg/L. O teor de oxigénio dissolvido da agua do tanque de manutencdo se
apresentou proximo do ponto de saturagéao.

N&o foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos até
o estagio V (P < 0,05). A partir desse estagio, o fotoperiodo exerceu influéncia na taxa de
ingestdo. A andlise estatistica revelou a existéncia de trés grupos que diferem
significativamente entre si (P < 0,01): o fotoperiodo 12L:12D, que condicionou a maior
taxa de ingestdo; os tratamentos 16L:8D e 24L:0D, com taxas intermediarias, e 0 escuro
continuo, que proporcionoou 0 menor consumo de nauplios de Artemia.

As taxas médias de ingestdo das larvas de M. rosenbergii em cada estagio e em

diferentes fotoperiodos estao apresentadas na Figura 1.
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4.4. Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que a luz é um fator abidtico que
influencia o comportamento alimentar das larvas de M. rosenbergii, principalmente a
partir do estdgio VI (Tabela 1, Figura 1). Podemos inferir que, no inicio do
desenvolvimento (estagios Il ao V), a oportunidade de encontro é o principal mecanismo
para a captura de alimento. Nos estagios seguintes (VI ao XI), ocorreria 0
desenvolvimento da percepcdo visual, ou da capacidade de captura dos nauplios
baseada na visdo. Alternativamente, a luz poderia aumentar a movimentagcédo das larvas
a partir do estagio VI, o que facilitaria o contato com o alimento. A quimiorrecepcao
parece ndo ser desenvolvida, pois além do consumo de nauplios ter apresentado
pequena variacdo no decorrer do desenvolvimento larval, a taxa de ingestdo por larvas
mantidas em escuro constante foi significativamente menor nos ultimos estagios (VI ao
XI) (Tabela 1).

Barros e Valenti (1997) verificaram que, embora a maioria das larvas de M.
rosenbergii capture o alimento por oportunidade de encontro, algumas larvas nadam em
direcdo ao mesmo antes de captura-lo. Essa habilidade aparece com maior freqiiéncia
nos estagios finais (VIIl ao Xl), sugerindo o desenvolvimento de um mecanismo de
percepgdo nesta fase, provavelmente visual. Meyers e Hagood (1984) observaram que
larvas de M. rosenbergii preferem particulas de alimento de cores claras a partir do
estagio 1V, corroborando a hipétese da percepgéo visual.

O comprimento do fotoperiodo (horas de luz) parece nao interferir na taxa de
ingestdo, uma vez que ndo se observou relagcdo direta entre maior exposicao a luz e
aumento no consumo (Tabela 1). Resultados similares aos obtidos neste trabalho foram
verificados por Minagawa (1994). O autor observou que a quantidade diaria de alimento
consumido por larvas de Ranina ranina aumentou ligeiramente sob luz continua
comparada aos regimes de 6, 12 e 18 horas de luz, porém foi significativamente menor

no escuro. Minagawa e Murano (1993) verificaram efeitos negativos na sobrevivéncia,
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desenvolvimento e crescimento de larvas da mesma espécie mantidas em 24 horas de
luz, sugerindo maior consumo de energia nessas condi¢gdes. Por esse motivo, Minagawa
(1994) recomendou evitar a larvicultura de R. ranina em condi¢des de luz continua. Ao
contrario, Lin (1997) e Lin et al. (1998) sugeriram a manutencdo de larvas de M.
rosenbergii sob condi¢cdes de luz continua. Esses autores obtiveram maiores taxas de
ingestdao e melhores resultados de sobrevivéncia, desenvolvimento e crescimento em
larvas mantidas no fotoperiodo 24L:0D. Entretanto, no presente trabalho, ficou evidente a
importancia de um periodo de escuro no ciclo diario, pois larvas mantidas em 12L:12D
consumiram maior quantidade de nauplios do que em 24L:0D. O escuro pode ter efeito
sobre o metabolismo ou comportamento das larvas. A diferenca dos resultados obtidos
pode estar relacionada a diferentes intensidades ou espectros da luz empregada nos
experimentos.

Altas intensidades de luz tém demonstrado reduzir o consumo de alimento,
crescimento e sobrevivéncia de filossomas de Thenus orientalis devido a separacdo dos
mesmos e das presas, uma vez estes possuem fototaxia negativa (Mikami e Greenwood,
1997). Paul et al. (1979) recomendaram a manutencdo de filossomas de Jasus edwardsii
em baixas intensidades luminosas ou no escuro para evitar aglomeracdes e manter igual
distribuicdo do alimento. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas no
consumo de nauplios de Artemia por filossomas desta espécie mantidos em diferentes
intensidades de luz e no escuro (Moss et al. 1999).

Embora a importancia da intensidade luminosa e duragdo do fotoperiodo para o
desenvolvimento larval de decéapodes seja reconhecida por varios autores, nenhum
padrdo foi evidenciado (Minagawa 1994). O comprimento do fotoperiodo afetou a
sobrevivéncia, duragdo e/ou crescimento larval em Palaemon serratus (Reeve, 1969),
Carcinus maenas e Pagurus bernhardus (Dawirs 1982), Ranina ranina (Minagawa 1994),
Macrobrachium rosenbergii (Lin 1997; Lin et al. 1998) e Pseudocarcinus gigas (Gardner e
Maguirre 1998). Entretanto, o fotoperiodo parece nao interferir no metabolismo de

Pandalus borealis (Wienberg 1982). Sob condi¢des de escuro continuo, efeitos positivos
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na sobrevivéncia, duragdo e crescimento larval foram descritos em Pagurus bernhardus
(Dawirs 1982), Homarus americanus (Eagles et al. 1986) e Jasus edwardsii (Moss et al.
1999). Por outro lado, efeitos negativos foram observados no cultivo de Carcinus maenas
(Dawirs 1982). O fotoperiodo parece ser fator controlador da metamorfose em larvas de
Palaemonetes vulgaris, uma vez que dias curtos (9L:15D x 18L:6D) aumentaram o
periodo larval (Knowlton 1974). Entretanto, a freqiéncia de muda, sobrevivéncia,
crescimento diario e crescimento por estagio ndo foram afetados. A variacdo dos
resultados pode ser decorrente de diferengas interespecificas quanto as funcgfes
metabdlicas, comportamento ou habitat.

Larvas de Ranina ranina apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia e de
crescimento larval quando mantidas no escuro continuo do que sob regimes de 8L:16D e
24L:0D. Além disso, o canibalismo foi reduzido (Minagawa 1994). Este mesmo efeito
também foi observado em larvas de Pseudocarcinus gigas mantidas no escuro (Gardner
e Maguirre 1998). O metabolismo pode ser mais baixo no escuro, resultando na maior
utilizacdo da energia para o crescimento (Minagawa 1994). Larvas com habitos diurno ou
noturno possivelmente apresentardo respostas diferentes.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho e na literatura, recomenda-se a
realizacdo da larvicultura de M. rosenbergii em regime de 12L:12D, uma vez que este
fotoperiodo proporcionou maiores taxas de ingestdo de nauplios. Entretanto, n&o ha
consenso sobre os efeitos da luz no desenvolvimento larval de decapodes. Estudos
enfocando a intensidade luminosa e aspectos qualitativos da luz, ou seja, o efeito dos
varios comprimentos de onda do espectro luminoso, sdo essenciais para a compreensao

dos fendmenos envolvendo a luz e a ingestdo de alimentos.
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5. DISCUSSAO GERAL

Os aspectos que governam a eficiéncia da nutricdo larval, além da qualidade
nutricional do alimento, podem ser resumidos em comportamento alimentar (percepcao,
captura e selecdo do alimento antes da ingest&o), morfo-fisiologia do aparelho digestorio

e condicdes metabdlicas das larvas. Taxas de sobrevivéncia e crescimento adequadas
serdo obtidas se tais aspectos forem bem conhecidos (Jones et al., 1997).

Os dados obtidos no presente trabalho permitem inferir que, no inicio do
desenvolvimento larval de M. rosenbergii (estagios Il ao V), o comportamento alimentar é
independente de fatores como a densidade de nauplios e o fotoperiodo. Larvas nestes
estagios ingerem apenas o abdémen dos nauplios de Artemia (Barros e Valenti, 1997),
isso porque as pegas bucais e os apéndices que auxiliam na captura da presa
encontram-se ainda em processo de desenvolvimento (Uno e Kwon, 1969; Gomez Diaz e
Kasahara, 1987). Anger (1991) classificou esse comportamento como ineficiente do
ponto de vista energético e o denomina de "sloppy feeding” (alimentacdo descuidada). O
fato da captura e ingestdo ser ineficiente nesses estagios deve estar relacionada a menor
correlacdo entre a concentracdo de nauplios e o consumo larval verificada neste trabalho.
O tempo gasto no manuseio e na ingestdo de cada nauplio (aproximadamente 10
minutos, de acordo com Barros e Valenti, 1997) deve ser o fator mais limitante na taxa de
ingestao do que a concentracdo do alimento. A partir do estagio V, observou-se maior
correlagéo da concentracdo do alimento no consumo larval. Em geral, a taxa de ingestédo
aumentou com a densidade de nauplios de Artemia.

De modo geral, larvas de M. rosenbergii ndo possuem mecanismos de percepcao
do alimento, dependendo da oportunidade de encontro para alimentar-se (Mooler, 1978;
Barros e Valenti, 1997). Nos estagios iniciais (Il ao V), as larvas apresentam 06rgéos
sensoriais pouco desenvolvidos, sendo a mecanorrecep¢do 0 principal mecanismo
utilizado na captura do alimento. A percepcdo visual e a quimiorrecepcao parecem ter

pouca ou nenhuma importancia na tomada de alimento, uma vez que o consumo de
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nauplios pelas larvas nessa fase foi similar mesmo em diferentes fotoperiodos. A
partir do estagio VI, o desenvolvimento da percepg¢ao visual ou da capacidade de
utilizacdo desse mecanismo podem estar envolvidos na captura do alimento, pois a taxa
de ingestdo de nauplios foi significativamente menor quando as larvas foram mantidas no
escuro. Por esse motivo, pode-se inferir também que a quimiorrecepcao nao deve ser
utilizada na captura dos nauplios, jA& que o consumo foi baixo no decorrer de todo o
desenvolvimento larval em regime de escuro constante.

A existéncia de um tubo digestorio pouco desenvolvido e a baixa atividade
enzimatica verificados nos estagios |l ao V (Kamarudin et al., 1994; Kumlu e Jones, 1995;
Jones et al., 1997) também podem justificar a menor correlagdo entre a densidade de
nauplios no consumo larval. Nos estagios | e II? (estagios | e Il de acordo com Gomez
Diaz e Kasahara, 1987), o hepatopancreas, responsavel pela secre¢cdo de enzimas e
absorcao de nutrientes, apresenta células epiteliais embridnicas pequenas (Agard, 1999).
Nos estagios Ill e IV (estagios lll e IV, de acordo com Gomez Diaz, 1987), as larvas
apresentam sinais de diferenciacdo e reconstrucdo celular do hepatopancreas. Esse
processo se completa entre os estagios V e VI (estagios V a VI, de acordo com Gomez
Diaz e Kasahara, 1987). Além disso, a glandula filtrante, inexistente nos estagios iniciais,
torna-se funcional a partir do estagio IV (Jones et al., 1997). De acordo com Agard
(1999), a partir desse estagio (IV, de acordo com Gomez Diaz e Kasahara, 1987) ocorre
o inicio da dependéncia de material exdgeno, sendo observado um aumento da
contribuicdo exogena da tripsina e amilase proveniente dos nauplios de Artemia
(Kamarudin et al., 1994). O processo de digestao estar4 completamente funcional a partir
do estégio VI (estagio VII, de acordo com Gomez Diaz e Kasahara, 1987), quando se
observa aumento de aproximadamente 300% no volume celular do hepatopancreas

(Agard, 1999), aumento no conteldo especifico da tripsina (Kamarudin et al., 1994;

2 Agard (1999) utilizou a descricdo dos estagios larvais de M. rosenbergii realizada por Gomez Diaz e
Kasahara (1987), que identificaram 17 estagios larvais no decorrer do desenvolvimento.
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Kumlu e Jones, 1995) e deple¢éo das reservas vitelinicas (Kamarudin et al., 1994). O
inicio da alimentacéo ativa ocorre a partir desse estagio (Agard, 1999).

O consumo ineficiente (considerando que os nauplios ndo sdo consumidos por
inteiro) e a relativa independéncia da concentracdo de nauplios na taxa de ingestédo
verificados nos estagios Il e lll de larvas de M. rosenbergii caracterizam uma fase
metabdlica na qual a alimentacdo € facultativa. Embora as larvas comecem a se
alimentar a partir do estégio Il, a principal fonte energética é enddgena, proveniente da
reserva vitelinica existente até o estagio VI de desenvolvimento. De acordo com Agard
(1999), a energia assimilada por meio da alimentacdo seria direcionada principalmente
para a morfogénese e a reorganizacao celular, pois até esse estagio (VII, de acordo com
Gomez Diaz e Kasahara, 1987), o aumento de peso € pequeno.

De acordo com Anger (1991), embora as larvas se alimentem quando ha
disponibilidade de alimento, o periodo de alimentacdo facultativa é caracterizado por
baixas taxas de ingestdo e de crescimento, altas perdas metabolicas e,
conseqlentemente, baixa eficiéncia de crescimento liquido. Baixa taxa de crescimento foi
verificada por Uno e Kwon (1969) e Gomez Diaz e Kasahara (1987) no inicio do
desenvolvimento larval (estagios | - V) de M. rosenbergii. Agard (1999) verificou valores
negativos de eficiéncia de crescimento liquido e consumo elevado de O, nos estagios | -
Il da mesma espécie (corespondente aos estagios | — lll de Gomez Dias e Kasahara,
1987), denominando essa fase de fase pos-embrionaria ou de baixo crescimento.
Segundo esse autor, essa fase seria a preparacdo do animal para o inicio da
alimentacgéo; a energia disponivel proveniente do estoque vitelinico seria canalizada para
a reorganizacdo tecidual (diferenciacdo e reconstru¢do celular do hepatopancreas).
Valores baixos de eficiéncia de crescimento liquido e taxa O:N (oxigénio:nitrogénio)
verificados nessa fase (Agard, 1999) indicam algum grau de lecitotrofia, o que seria um
fator adaptativo a escassez de alimento e ao comportamento alimentar ineficiente.

Apés o contato com o alimento, mecano e/ou quimiorrecepcdo parecem estar

envolvidos no processo de ingestédo/rejeicdo do alimento (Mooler, 1978; Barros e Valenti,
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1997). Nos estagios iniciais (Il - Ill), a selecdo do alimento apds a captura € mais
rigorosa, sendo que a mecanorrecepgdo parece ser o0 principal mecanismo utilizado
(Barros e Valenti, 1997). Tamanho da presa e textura ou palatabilidade do alimento inerte
parecem ser caracteristicas limitantes para que a ingestéo ocorra.

Os baixos valores da constante k (medida da curvatura da linha de regresséo, que
deve estar associada a adequacao da presa ao predador) obtidos através da equacao de
regressdo indicam que nauplios de Artemia sao pouco adequados como alimento nos
estagios Il e Il devido ao seu tamanho (cerca de 0,5 mm), que corresponde a
aproximadamente 25% do tamanho das larvas. A partir do estagio IV, os apéndices e
pecas bucais ja estdo desenvolvidos e os nauplios sdo consumidos por inteiro. O tempo
de manuseio e ingestdo diminui para cerca de 3 minutos (Barros e Valenti, 1997). A
pequena variabilidade obtida nas taxas de ingestao entre as diferentes densidades de
fornecimento testadas e o alto valor da constante k sugerem que o tamanho do nauplio
de Artemia € mais adequado nesta fase de desenvolvimento. No estagio 1V, o tamanho
do nauplio corresponde a aproximadamente 20% do comprimento total médio das larvas.
A partir do estagio V, observou-se maior dependéncia da concentracdo de alimento e o
consumo larval. De modo geral, a taxa de ingestdao aumentou com o nimero de nauplios
fornecidos. Embora o tempo de captura e ingestdo tenha decrescido com o
desenvolvimento larval, a constante k diminuiu progressivamente, tornando-se
praticamente nula nos ultimos estagios (IX — Xl). Esses dados reforcam a hipétese de
inadequacdo dos nauplios como presa devido ao seu tamanho, sendo necesséria uma
concentracdo muito elevada de nauplios em um sistema de cultivo para que as larvas
consigam atingir a taxa de consumo maxima. Esta é superior a capacidade de carga do
meio. Assim, recomenda-se a complementacdo da dieta com outro tipo de alimento.
Nesses estagios, as larvas assumem comportamento mais bentdnico e 0 mecanismo de
selecdo do alimento torna-se menos rigoroso, aceitando e ingerindo dietas artificiais. De
fato, observou-se que apenas a partir dos estagios VIl e VIII, mais que 50% das larvas

consumiram as ra¢cfes Umida e seca, respectivamente.
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Ao contrario do alimento vivo, o tamanho da particula de racdo, seca ou Umida,
nado interferiu na aceitacdo das mesmas pelas larvas no decorrer do desenvolvimento.
Dessa forma, particulas entre 250 e 1190 um foram aceitas e ingeridas pelas larvas de M.
rosenbergii com igual intensidade. A ingestdo de alimento inerte deve ser limitada pelas
caracteristicas fisicas, tais como textura, cor e densidade, ou quimicas (palatabilidade)
das particulas, ou ainda, pelas caracteristicas morfo-fisiolégicas das larvas.

Larvas nos estagios iniciais de desenvolvimento (I — Ill) apresentam mandibulas
caracteristicas de larvas carnivoras (Jones et al., 1997), o que pode explicar a pequena
aceitacdo de outro tipo de alimento nessa fase. Com o desenvolvimento, a denticdo
mandibular aumenta, porém os dentes tornam-se progressivamente mais arredondados,
caracteristicos de larvas omnivoras (estagios IV — XI) (Jones et al., 1997).

A diferenciacdo do hepatopancreas e o inicio da sintese de enzimas digestdrias
ndo sdo controlados pela taxa de ingestdo (Biesot e Capuzzo, 1990; Agard, 1999). O
controle é genético (Jones et al., 1997), determinado pelos habitos alimentares e
necessidades nutricionais das larvas (Hirche e Anger, 1987). A tripsina € a protease
predominante em larvas de M. rosenbergii. O contetdo especifico da tripsina € alto no
estagio |, decrescendo nos estagios Il e Ill, quando as larvas comegcam a se alimentar
(Kamarudin et al., 1994). Nessa fase, as larvas podem sobreviver e mudar de estagio
sem alimentacdo exdgena (Uno e Kwon, 1969), sendo que a energia disponivel é obtida
do estoque enddgeno de lipoproteina (Kamarudin et al., 1994; Jones et al., 1997; Agard,
1999).

Essa relativa independéncia de alimento exdégeno deve refletir uma adaptacdo das
larvas a suscetibilidade de permanecer em jejum ou encontrar baixa concentracdo de
zooplancton no ambiente natural logo apds a eclosao, bem como a inabilidade de captura
da presa pelas mesmas. O aumento da tripsina a partir do estagio IV - V (Kamarudin et

al., 1994) reflete a maior contribuicdo exégena das enzimas digestorias verificadas nessa
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fase (Kamarudin et al., 1994). O aumento na atividade da tripsina em larvas de carideos
coincide com a capacidade de sobrevivéncia a dietas artificiais (Kamarudin et al., 1994).

A alta atividade da tripsina e atividade quase nula da amilase entre os estagios Il -
V (Kamarudin et al., 1994) indicam que as larvas nessa fase de desenvolvimento sdo
carnivoras, ndo apresentando capacidade de digerir alimentos artificiais. O aumento do
contetdo especifico da amilase ocorre a partir dos estagios VII - VIII, quando o trato
digestorio esta completo. Esse aumento indica a mudanca do habito alimentar das larvas
de carnivoro para omnivoro e a necessidade de alimentacdo exégena. O aumento na
freqliéncia de aceitacdo do alimento inerte verificado a partir dos estagio VIl e Vlll e a
maior dependéncia da concentracdo de nauplios na taxa de ingestdo das larvas,
verificadas neste trabalho, refor¢a essa observacéo.

A elevacdo nas taxas de ingestdo méaxima obtidas e a maior freqiéncia de
aceitacdo de alimento inerte a partir do estagio VII indicaram maior dependéncia do
alimento exdgeno. Valores altos da taxa O:N, verificados por Agard (1999) nessa fase de
desenvolvimento (estagios VI ao Xlll, de acordo com Gomez Diaz e Kasahara, 1987),
indicam mudanca do processo catabdlico para anabdlico, com a utilizacdo de
lipidios/carboidratos como recurso energético para manutencdo larval. Esse autor
também obteve elevada eficiéncia de crescimento liquido, o que caracteriza um baixo
grau de lecitotrofia larval. A alimentacdo é de grande importancia, pois as larvas devem
acumular proteina como reserva energética para os Ultimos estagios de desenvolvimento
(X - XI), nos quais o crescimento é lento e h& declinio na taxa O:N. As baixas taxas de
ingestao verificadas nos ultimos estagios nas menores concentra¢des de nduplios podem
indicar o aumento no grau de lecitotrofia. Quando a concentracdo de alimento nédo é
adequada, a alimentacdo pode tornar-se facultativa. Nesse caso, a energia disponivel
seria canalizada para o desenvolvimento de mecanismos osmorreguladores e para a
procura de um habitat favoravel, e ndo para a procura de alimento (Anger, 1991; Agard,

1999).



74

A partir dessas observacdes, concluimos que o fornecimento de ragcdo em
estagios anteriores ao VIl resultam em desperdicio de alimento e conseqliente aumento
no custo de producgéo de poés-larvas. Embora algumas larvas aceitem o alimento inerte a

partir do estagio Il, provavelmente este ndo sera assimilado de forma adequada.
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