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RESUMO

O presente trabalho é dividido em dois capitulos. No primeiro sdo apresentados 0s
efeitos da alimentagédo com alga fresca (Chaetomorpha clavata) na fisiologia e balango
energético do camardo-branco-do-pacifico Litopenaeus vannamei. No segundo
capitulo buscou-se comparar a fisiologia de L. vannamei cultivado nos sistemas de
Monocultivo ou Multitréfico Integrado com algas e ostras na Fazenda PRIMAR
Orgénica, também é apresentado os dados das ostras Crassostrea gasar, espécie
que foi cultivada com os camarfes no Sistema Multitréfico Integrado. O obijetivo foi
entendermos o funcionamento os animais em ambos os tipos de cultivos, bem como
seus desdobramentos para o bem- estar animal. Nossos resultados mostraram que o
camarédo L. vannamei se alimenta da alga C. clavata e a distribuicdo de energia para
0 metabolismo, crescimento, exuvia, excrecdo de amonia e fezes nao foi alterada
utilizando 50% de substituicdo da racdo por algas frescas comparada ao controle.
Entretanto, vimos que o crescimento e consumo de oxigénio nos camaroes cultivados
em Sistema Multitrofico Integrado foi menor comparado ao Monocultivo, no entanto,
outros parametros fisiolégicos ndo foram alterados, e num geral, o bem-estar dos
animais ndo pareceu ter sido comprometido. Sendo assim, a implementacdo do
Sistema Multitréfico Integrado parece ser promissora, por agregar maior
sustentabilidade ambiental, econémica e social, e a alga C. clavata pode ser uma

opc¢ao adequada para o uso em Sistema Multitrofico Integrado.

Palavras-chave: Fisiologia, Crustaceo, Alga verde, Ostras
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ABSTRACT

This work is divided into two chapters. In the first one, the effects of feeding with fresh
seaweed (Chaetomorpha clavata) on the physiology and energy budget of the whiteleg
shrimp Litopenaeus vannamei are presented. In the second chapter, we compare the
physiology of L. vannamei cultivated in Monoculture or Integrated Multi-trophic
systems with algae and oysters at the PRIMAR Organic Farm. The objective was to
understand the functioning of animals in both types of culture, as well as their
implications for animal welfare. Our results showed that the shrimp L. vannamei feeds
on the algae C. clavata and the energy distribution for metabolism, growth, exuviae,
ammonia excretion and feces was not altered using 50% replacement of the diet with
fresh algae compared to the control. However, we saw that growth and oxygen
consumption in shrimps cultivated in the Integrated Multi-trophic System was lower
compared to Monoculture, however, other physiological parameters were not altered,
and in general, the welfare of the animals did not seem to have been compromised.
Therefore, the implementation of the Integrated Multitrophic System seems to be
promising, as it adds greater environmental, economic, and social sustainability, and
the algae C. clavata may be a suitable option for use in the Integrated Multi-trophic

System.

Keywords: Physiology, Crustacean, Green algae, Oysters
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1. INTRODUCAO GERAL

A presente dissertacdo apresentada para a obtencao do titulo de mestre em
Aquicultura integra o projeto Horizon 2020/Aquavitae, programa de pesquisa e
inovacdo da Unido Européia. Entre os objetivos do projeto, estd a avaliacdo da
fisiologia de animais em sistemas multitréficos, utilizando dados provenientes de
animais cultivados em viveiros de carcinicultura. A fazenda Primar Organica,
localizada em Tibau do Sul — RN, Brasil, é parceira do projeto H2020 e cultiva
camardes, ostras, siris e peixes. A fazenda possui um sistema de cultivo organico,
sem a utilizacdo de produtos quimicos, pesticidas, transgénicos, antibioticos e
horménios na produgédo. Na Fazenda Primar Organica os animais se alimentam
exclusivamente a partir de recursos naturais encontrados no ambiente, como
pequenos invertebrados, detritos e materiais vegetais, sem a adicdo de racao
comercial no sistema. Além disso, durante os cultivos ndo sdo utilizados aeradores
para oxigenacdo das aguas. A renovacgado parcial e oxigenacdo se da naturalmente
pelo fluxo da maré, controlado manualmente nas comportas dos tanques por
funcionarios da fazenda (Figura 1). Em cultivos extensivos, a agua é reposta
principalmente para compensar a perda por evaporacao e infiltracdo, e a aeracao é
utilizada quando os niveis de oxigénio dissolvido estdo abaixo do recomendado para
a sobrevivéncia e bem-estar dos organismos cultivados (Conte, 2004).

Atualmente, existem diversas formas de cultivo. O monocultivo € definido pelo
cultivo de apenas uma espécie, enquanto o policultivo definido pela criacdo de mais
de uma espécie, sem que haja competicdo, compartihando o mesmo ambiente
(Glossério FAO, 2020), no entanto, a mitigacdo nesse tipo de cultivo ndo € abordada
(Biswas et al., 2020). Ja o Sistema Multitréfico Integrado (IMTA) combina organismos
pertencentes a diferentes niveis troficos, com fungdes complementares (Shi et al.,
2013; Johnson et al., 2019), por exemplo, espécies que sdo arracoadas (peixe ou
camardo) sao cultivadas com espécies extrativas organicas e inorganicas, como
ostras e algas marinhas (Granada et al., 2016; Buck et al., 2018 Johnson et al., 2019;
Nardelli et al., 2019).

Estudos tém demonstrado que a inclusdo de macroalgas em sistemas
multitroficos possuem inimeras funcionalidades, sendo capazes de melhorar tanto a

fisiologia e bem-estar dos organismos, como também a sustentabilidade ambiental do
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sistema. Macroalgas podem ser usadas como suplemento alimentar incorporado as
racdes (Ahn et al.,, 2018; Elizondo-Gonzalez et al., 2018; Nyonje et al., 2019;
Sudharaka et al., 2021) ou fornecidas de forma fresca (Pallaoro et al., 2016; Cruz-
Suarez et al., 2010). De forma geral, elas podem aumentar a imunidade (Brito et al.,
2014; Ahn et al., 2018), o crescimento (Brito et al., 2014; Tsutsui et a., 2015) e 0 bem-
estar dos animais cultivados. Jones & Preston (2011) utilizaram efluente de Penaeus
japonicus para analisar a capacidade de biorremediacdo da ostra Saccostrea
commercialis e alga Gracilaria edulis em um experimento com sistema de recirculagéo
de agua por 72 horas, os resultados mostraram que a utilizacdo desses dois
organismos diminuiu a quantidade de matéria organica e inorganica do efluente.

O presente trabalho € dividido em dois capitulos. No primeiro sdo apresentados
os efeitos da alimentagcdo com alga fresca (Chaetomorpha clavata) na fisiologia e
balanco energético do camardo-branco-do-pacifico Litopenaeus vannamei. No
segundo capitulo buscou-se comparar a fisiologia de L. vannamei cultivado nos
sistemas de Monocultivo ou Multitréfico Integrado com algas e ostras na Fazenda
PRIMAR Orgénica. Nesse capitulo também mostramos os dados fisioldgicos das
ostras Crassostrea gasar, a espécie que foi cultivada com os camarfes no Sistema
Multitréfico Integrado. O objetivo foi entendermos o funcionamento dos animais em

ambos os tipos de cultivos, bem como seus desdobramentos para o bem-estar animal.

Figura 1. Vista aérea da Fazenda PRIMAR Organica.

CAUNESP
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Efeitos da alimentacdo com alga fresca (Chaetomorpha
clavata) na fisiologia do camarédo-branco-do-pacifico
(Litopeneaus vannamei): Perspectivas para seu uso em

Sistemas Multitréficos Integrados

RESUMO

Na carcinicultura, a racdo comercial pode gerar uma alta carga de nutrientes
nos corpos d’agua, além de ser responsavel pela maior parcela dos custos da
producao. Alternativas que busquem a reduc¢éao do seu uso podem diminuir gastos e
trazer beneficios para o meio ambiente. Uma estratégia seria usar algas em Sistemas
Integrados Multitréficos (IMTA), tipo de cultivo definido como a combinagdo de
organismos pertencentes a diferentes niveis troficos, com funcées complementares.
Se os camardes se alimentarem das algas cultivadas sem que a sua biologia seja
afetada, estas poderiam trazer grandes beneficios a carcinicultura. Nesse sentido,
nosso objetivo foi avaliar se o camardao marinho L. vannamei se alimenta da macroalga
C. clavata fresca e se a substituicdo parcial (50%) desta alga na alimentacéao influencia
a sua fisiologia. Foram avaliadas as taxas de mortalidade, crescimento, ingestao,
defecacdo, metabolismo, excrecdo nitrogenada, balanco de energia, indice
hepatossomatico e substrato energético oxidado nos camardes alimentados com
racdo comercial (controle) e racdo e algas (50% cada) durante 25 dias. Nossos
resultados mostraram pela primeira vez que o camardo marinho L. vannamei se
alimenta da alga C. clavata. Observamos que os animais alimentados do grupo
controle apresentaram 12% de mortalidade, enquanto nos animais alimentados com
a alga a mortalidade foi de 25%. A taxa de defecacao em relacédo a ingestéo (F/C) no
grupo com inclusédo de algas na alimentacdo foi menor, sugerindo uma melhor
absorcao intestinal. O balanco de energia mostrou que a energia canalizada para o
metabolismo, crescimento, exivia excrecdo nitrogenada e egestdo nao foi diferente
entre os tratamentos. A energia canalizada para metabolismo e fezes foram
responsaveis pelas maiores parcelas do gasto energético (~25 a 36%). O crescimento
no grupo controle foi cerca de 19% e nos animais alimentados com alga foi de 12%.
Nossos resultados mostraram que a substituicdo de C. clavata em Sistemas

Multitréficos pode ser uma boa opg¢do, pois observamos que poucas funcdes
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fisiologicas em L. vannamei foram afetadas comparada ao grupo controle. Além do
beneficio econémico pela reducéo da quantidade de racédo utilizada durante o cultivo,
0 uso de algas também pode agregar sustentabilidade ambiental devido a uma menor
contaminacéo da agua do efluente pela racdo. Adicionalmente, animais alimentados
com 50% de algas defecaram menos, o que reduz a carga organica de contaminantes
na agua. Trabalhos futuros sobre analise econémica serao Uteis na tomada de decisao

sobre o uso de C. clavata em Sistema Multitréficos Integrados.

Palavras-Chave: Crustaceo; Macroalga; Aquicultura; Fisiologia.
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1. INTRODUCAO

O aumento populacional visto nas ultimas décadas gerou um grande desafio
para suprir a demanda por alimentos (Taagepera, 2014; Godoy et al., 2021). Nesse
cenario, a aquicultura tem se mostrado como uma alternativa eficiente para producao
de proteina de alta qualidade. Em 2018, a producéo de organismos aquaticos atingiu
aproximadamente 114,5 milhdes de toneladas, totalizando cerca de US $263,6 bilhdes
(FAO, 2020). Dentre os diversos setores da aquicultura, a carcinicultura é um dos que
mais cresce, sendo o camaréo L. vannamei um dos 20 organismos mais cultivados no
mundo (Bartley, 2022).

O camarédo L. vannamei pertence a familia Penaeidae, sendo popularmente
conhecido como camardo-branco-do-pacifico. Esta distribuido geograficamente na
costa do Pacifico, desde o Golfo da Califérnia até o norte do Peru (Zhang et al., 2009),
habita diferentes nichos ecoldgicos durante seu ciclo de vida, portanto possui alta
tolerancia a variacfes de salinidade, desde agua doce até 50S (Ravichandran, 2012).
Por possuir habito alimentar onivoro oportunista, L. vannamei consegue adquirir parte
de seu requerimento nutricional de organismos presentes em viveiros, permitindo uma
reducdo nos custos com racdes e uma melhora nos parametros fisico e quimico da
agua (Porchas-Cornejo et al., 2012). Atualmente, vem sendo amplamente utilizado em
Sistemas Multitréficos Integrados em conjunto com algas, moluscos e peixes (Omont
et al., 2020; Verdian et al., 2020; Holanda et al., 2020). Segundo a FAO (2020), em
2018 a producdo aquicola desse camardo obteve aproximadamente 500 mil
toneladas, totalizando cerca de 52,9% do total de crustaceos produzidos no mundo.
Entretanto, assim como outras atividades, a carcinicultura esta suscetivel a ocasionar
diferentes impactos no ambiente (Granada et al., 2016).

A eutrofizacdo ocasionada pela liberacdo de excretas metabdlicas, fezes e
restos de alimentos ndo consumidos pelos animais causam o enriquecimento organico
da agua, principalmente pelo nitrogénio e fésforo, esses nutrientes em abundancia
contribuem para o aumento da produtividade primaria (Marinho- Soriano et al. 2011;
Kawasaki et al., 2016; Mugsith et al., 2019). Como forma de mitigacdo, a reducdo do
uso de racdo comercial pode colaborar para a diminuicdo desses impactos no
ambiente, bem como reduzir os custos com a alimentacao (Tsutsui et al., 2015b), visto
gue com o aumento da producédo aquicola mundial, a demanda por alimentos para os
animais cultivados também aumentou, correspondendo em torno de 30 a 70% de todo
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o custo de producdo, atualmente, os ingredientes derivados de peixe continuam sendo
o mais utilizado como fonte de proteina e lipidios nas formulaces de dietas, porém
possuem alto custo (Hodar et al., 2020). Portanto, sdo necessarios estudos que
buscam novas tecnologias e alternativas mais sustentaveis.

O uso de macroalgas marinhas como suplemento alimentar incorporado a
racdes tem sido amplamente estudado (Ahn et al., 2018; Elizondo-Gonzalez et al.,
2018; Nyonje et al., 2019; Sudharaka et al., 2021), pois sdo consideradas uma 6tima
fonte de nutrientes para incrementar dietas para animais aquéticos (Anaya-Rosas et
al., 2019). Por exemplo, estudos com L. vannamei mostraram que a utilizacdo de 4%
de inclusédo da alga Undaria pinnatifida na racdo melhorou a imunidade do camaréo
enguanto a inclusao de 0,5 e 2% de Sargassum filipendula aumentou a resisténcia a
variagbes de temperatura (Schleder et al., 2017). O uso de 2 a 3% de Gracilaria
lemaneiformis melhorou o crescimento (Yu et al., 2016) assim como a utilizacao de
5% de Ulva lactuca (Rodriguez-Gonzalez et al., 2014). No entanto, a utilizacdo das
algas vivas e frescas como complemento pode ser uma alternativa de baixo custo e
que pode oferecer varios beneficios, inclusive podendo ser usadas em Sistemas
Multitroficos Integrados. Pallaoro et al (2016) observaram que a substituicdo de até
50% da racdo comercial por U. lactuca néo interfere no crescimento do camaréo L.
vannamei e Cruz-suarez et al (2010), observaram que o cultivo integrado do camaréo
com Ulva clathrata aumentou o crescimento de L. vannamei em até 60%, além de
apresentar maior teor de pigmentacéo corporal e diminuicdo de lipidios no camarao.

Em 2018, a algicultura marinha produziu cerca de 32,4 milhdes de toneladas,
com destaque para a producdo da macroalga Laminaria japonica, que correspondeu
a aproximadamente12000 mil toneladas, seguida por Eucheuma spp. e Gracilaria
spp., com 9237,5 e 3454,8 mil toneladas, respectivamente. No Brasil, a producéo de
macroalgas ainda esta em desenvolvimento, sendo predominante o cultivo da espécie
exobtica Kappaphycus alvarezii (Castellar et al., 2015). O género Chaetomorpha
(Chlorophyta) compreende 74 espécies (Guiry, 2021), possuem alta tolerancia a
variacbes de temperatura, salinidade e altas taxas de crescimento (Tsutsui et al.,
2015a). As algas deste género contém compostos como proteinas, pigmentos, acidos
graxos e polissacarideos de parede celular (Freile-Pelegrin et al., 2020) e apresentam
ativos antibacterianos e antioxidantes (Farasat et al., 2013; Thanigaivel et al., 2014;
Oktaviani et al., 2019). A adigcéo de algas a alimentagdo de animais cultivados tem

demonstrado melhorias no crescimento, imunidade e resposta hematolégica em
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peixe, camarfes e pepinos-do-mar (Tsutsui et al.,, 2015b; Song et al., 2017,
Sattanathan et al., 2020; Tsutsui et al., 2020), sendo uma alternativa para o tratamento
de efluentes (Ge & Champagne, 2017; Aquilino et al., 2020). Portanto, essas
caracteristicas tornam esse género promissor para a aquicultura, principalmente em
Sistemas Multitroficos (Moreira et al., 2022). A alga C. clavata possui ampla
distribuicdo geografica, sendo encontrada na América do Norte (Florida e Golfo da
California), Central e do Sul (Brasil, Chile, Coldmbia e Venezuela), na Africa e no
Sudeste e Sudoeste da Asia (india, Sri Lanka e Indonésia) (Guiry, 2017), porém, ainda
h& uma escassez de dados na literatura sobre a espécie.

O Sistema Multitrofico Integrado (IMTA) combina organismos pertencentes a
diferentes niveis tréficos, com funcbes complementares (Shi et al., 2013; Johnson et
al., 2019), como por exemplo, espécies que sao arracoadas (peixe ou camarao) sao
cultivadas com espécies extrativas organicas e inorganicas, como ostras e algas
marinhas (Granada et al., 2016; Buck et al., 2018 Johnson et al., 2019; Nardelli et al.,
2019). Pesquisas com o cultivo integrado de L. vannamei e algas brasileiras regionais
sao essenciais para delinear novas tecnologias de cultivo, visando a qualidade dos
produtos, o bem- estar dos animais, e aumentar a sustentabilidade ecoldgica,
econdmica e social na aquicultura.

O conhecimento dos parametros fisiol6gicos dos animais cultivados possui
grande relevancia na aquicultura, pois auxiliam a determinacdo da eficiéncia na
producdo. Nesse sentido, o Balanco Energético pode ser utilizado como ferramenta
para analise da fisiologia desses organismos. Através dele é possivel descrever a
distribuicdo de energia obtida pelos alimentos e alocada para os processos fisiol6gicos
relacionados a manutencgdo, crescimento e reproducao (Ren et al., 2020). A hipétese
fundamental relacionada ao Balanco Energético € que um conjunto de variaveis
fisioldgicas (estagio ontogenético, tamanho, reservas energéticas, comportamento,
reproducdo) associado a variaveis ambientais (salinidade, temperatura, pH, dieta)
determinem a historia de vida dos individuos (Lucas & Watson, 2002). Na aquicultura,
a bioenergética ajuda a compreender a forma como o0s nutrientes modulam os
mecanismos fisioldgicos relacionados a transformacao da energia obtida no alimento
em biomassa. Em crustaceos, a energia ingerida (C) é primariamente canalizada para
crescimento (P), manutencdo do metabolismo (R), excrecéo de produtos nitrogenados
(U), fezes (F) e exuvia (E). Estas informacdes fornecem dados sobre a quantidade de

energia proveniente do alimento necessaria para o crescimento e como as diferentes
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proporcdes de nutrientes em uma dieta sdo usadas como fonte de energia metabdlica
para o crescimento ou perdidas como produtos resultantes do metabolismo ou fezes.

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a ingestdo, crescimento,
metabolismo, muda, excrecdo nitrogenada, egestéo, indice hepatossomatico, relacéo
O/N e o balanco energético do camaréo L. vannamei alimentado apenas com ragao e

com substituicdo desta por 50% da alga C. clavata.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coletados Animais e Acondicionamento ao Laboratorio

Os juvenis de L. vannamei foram coletados em fazendas de carcinicultura do
estado de Santa Catarina e transportados para o Instituto de Biociéncias UNESP em
Séo Vicente, SP. No Laboratorio de Fisiologia de Animais Aguaticos, os animais foram
aclimatados as condic¢des laboratoriais durante quatro dias em aquarios individuais.
Durante esse periodo os animais foram alimentados diariamente com racdo comercial
(Guabitech Active 35) contendo 35% de proteina bruta e 18,56 kJ/g.

2.2 Obtencao e Manutencao da alga C. clavata no Laboratoério

As algas foram cedidas pelo Laboratério de Algas e Plantas Aquéticas da
UNESP - Registro, localizado no estado de S&o Paulo. Até o momento de sua
utilizacao, a alga foi mantida em aquario de 20L contendo agua filtrada 25ppt a 20°C

com aeracao constante e fotoperiodo controlado.

2.3 Avaliacdo do Balanco energético

Apbs o periodo de aclimatagdo, os animais foram pesados (4,36g + 0,40) e
transferidos para aquarios individuais contendo agua em 25ppt por 25 dias para avaliar
as taxas de crescimento, ingestdo, egestdo, consumo de oxigénio, excrecdo de
amonia e o balanco de energia. Os animais foram divididos em dois grupos e

alimentados da seguinte forma:

1) RC (racao comercial): alimentacdo apenas com racao comercial (controle)
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2) RC + AF (racdo comercial + alga fresca): alimentacdo com 50% racdo comercial e

50% alga fresca (C. clavata)

Os aquarios possuiam aeracdo constante, temperatura (25°C), e sujeitos a
fotoperiodo natural. Foram utilizados 8 animais (N = 8) em cada tratamento.
Entretanto, animais que estavam em estagio de pré-muda ou pés-muda ao final do
experimento foram excluidos dos resultados, pois elevados niveis de hidratacdo

corporal poderiam causar vieses na massa corporal.

2.3.1 Taxa de Ingestéo (C) e Egestéo (F)

Os animais foram alimentados diariamente no periodo da manha com porc¢des
correspondentes a 5% da biomassa total (peso Umido) de cada individuo. Para o
tratamento em gque os animais foram alimentados com racéo e alga, a porcentagem
de cada um foi de 2,5% da biomassa individual de cada camaréo. Apés quatro horas,
o alimento ndo consumido foi removido dos aquérios por sifonamento, em seguida foi
colocado em estufa a 60°C por 48 h e pesado em balanca analitica (Mettler Toledo, 1
mg).

A taxa de ingestao foi determinada pela diferenca entre a massa do alimento
oferecido e aquele que sobrou nos aquarios. Amostras foram armazenadas em freezer
para andlises do conteudo energético, que foi feito com o usando de bomba
calorimétrica (IKA, C2000 basics).

As fezes foram coletadas dos aquérios diariamente utilizando pipeta plastica.
As amostras de fezes foram secas a 60°C por 48 h e pesadas em balanca analitica
(Mettler Toledo, 1 mg). Posteriormente foram armazenadas em freezer até a analise

de energia utilizando bomba calorimétrica (IKA, C2000 basics)

2.3.2 Crescimento (P) e Exuvia (E)

Os animais foram pesados (Mettler Toledo, 1 mg) no inicio e no final do
experimento, a fim de evitar estresse por manipulacdo. A energia gasta na muda foi
quantificada por amostras de exuavia coletadas dos aquarios durante os 25 dias de

experimento, levados a estufa por 60°C por 48h e posteriormente armazenados em
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freezer. Apés a quantificacdo de oxigénio consumido e excrecdo de amdnia no ultimo
dia do experimento, os animais foram eutanasiados, secos em papel absorvente e
colocados em uma estufa (Nova Etica, 400-6ND-200C) a 60°C por 48 h e pesados em
balanca novamente (Mettler Toledo, 1 mg). Os corpos e as exuUvias foram
armazenados em freezer até a analise do conteddo energético utilizando bomba
calorimétrica (IKA, C2000 basics).

2.3.3. Metabolismo (R) e Excrecéao (U)

O consumo de oxigénio foi avaliado em uma camara respirométrica fechada
com capacidade para 1500 ml de 4gua e equipada com oximetro e monitor (YSI
modelos 53 e 5905, respectivamente) (Augusto e Masui, 2014; Augusto & Valenti,
2016). Os animais foram previamente mantidos por 24 horas sem alimentacao (para
reduzir o efeito calorigénico do alimento) e posteriormente foram transferidos para
camaras respirométricas individuais contendo aeracdo e agua com 0S Mesmos
parametros fisicos (salinidade: 25ppt, temperatura: 25°C) e aclimatados por 30
minutos. Apos esse periodo a aeracao foi retirada das camaras e foi feita a medida
inicial da concentracdo de oxigénio dentro das camaras. As camaras foram mantidas
tampadas no escuro e apdés 120 minutos foi realizada nova medida. Os animais
utilizados nos experimentos estavam no estagio de intermuda. Em todos os
experimentos foram feitos brancos em camaras respirométricas sem animais dentro,
seguindo as mesmas condi¢cdes experimentais. O consumo de oxigénio foi
determinado pela diferenca na concentracdo de oxigénio dentro das camaras no inicio
e final do experimento (ap6s 120 minutos). Para calcular a energia canalizada para o
metabolismo, o efeito calorigénico do alimento foi adicionado a taxa de consumo de
oxigénio, considerando um aumento de 70% (Romero, 1983; Chu & Ovsianico-
Koulikowsky, 1994). A energia metabdlica foi calculada considerando que 1mg de O?2
consumido equivale a 14,06J (Gnaiger, 1983)

A excrecdo de amonia-N foi medida a partir de amostras de agua obtidas das
camaras respirométricas no final de cada experimento do consumo de oxigénio
(Augusto & Masui, 2014; Augusto & Valenti, 2016). Variagbes na concentracdo
amonia-N foram calculadas pela diferenca entre os valores obtidos nas amostras e
nos controles (camaras sem animais). A concentracado de amonia foi determinada por
colorimetria (espectrofotometro Hach, 2500) (Koroleff, 1983). A energia foi expressa
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considerando que 1mg de TAN excretado equivale a 24,87J (Gnaiger, 1983). O
consumo de oxigénio e a excrecdo de amodnia-N foram expressos como taxas

individuais (mg ind! h') e massa seca especifica (ug.mg™* peso seco h?).

2.3.4 Balanco Energético

O balanco energético foi avaliado a partir do célculo:
Energia Ingerida (C) = Energia gasta no crescimento (P) + Energia gasta no
metabolismo (R) + Energia gasta na excrecdo (U) + Energia gasta nas fezes (F) +

Energia gasta na exuvia (E).

2.4 Avaliacéo do Tipo de Substrato Energético Oxidado

O principal substrato energético oxidado foi determinado pela relacdo atdmica
O/N dividindo-se a quantidade de oxigénio consumido pela excrecdo de nitrogénio
excretado (Mayzaud & Conover, 1988). Taxas entre 3 e 16 indicam a oxidagéo
predominante de proteinas; valores entre 17 e 60 indicam uma mistura de proteinas e

lipidios e taxas maiores que 60 indicam o uso de lipidios (Mayzaud & Conover, 1988).

2.5 Avaliacio do Indice Hepatossomatico (IHS)

O hepatopancreas dos animais foi dissecado e pesado apds 0s animais serem
eutanasiados, mantido em estufa a 60°C durante 48 horas e pesado novamente. O
restante do corpo de cada animal também foi seco e pesado. O indice
hepatossomatico foi calculado de acordo com a formula:

IHS = (Peso seco do 6rgéo / peso seco do animal) X 100.

2.6 Analise Estatistica

Apos verificar a normalidade de distribuicdo e igualdade de variancia dos dados foram
feitas Teste-T seguido pelo teste de médias mdultiplas de Student- Newman-Keuls
(SNK) para localizar as médias estatisticamente diferentes. As andlises foram feitas
usando-se o0 programa Sigma Stat 3.5 e empregando-se um nivel minimo de

significancia de P = 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Mortalidade

A mortalidade no grupo alimentado apenas com racao comercial (CF) foi de 12,5%,

enguanto no grupo alimentagcdo com racdo comercial e alga essa taxa foi de 25%.

3.2 Conteudo energético da racdao, alga C. clavata, corpo, fezes e
exuvia
A energia contida no corpo em RC foi cerca de 5% maior que em RC + AF, assim

como a energia contida nas fezes e exuvia, que foi cerca de 13 e 11% maior que nos

animais alimentados com substituicdo de 50% alga na alimentacao.

Tabela 1. Energia contida (kJ g-1 ms) na racéo, alga, corpo, fezes e exuvia (kJ g-1)
de L. vannamei. RC = racdo comercial; RC + AF = ragao comercial + alga fresca.

Energia da racdo 18,56
Energia da alga 5,99

RC RC + AF
Energia do corpo 17,93 £0,132 17,15 +0,15°
Energia das fezes 10,83 £ 0,182 9,43 +0,39°
Energia da extvia 6,31 + 0,262 5,59 + 0,06°

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

3.3 Ingestéo, egestéo, crescimento, metabolismo, excrecao de
amonia, razdo atébmica O:N e indice hepatossomatico

A taxa de ingestdo (mg MS dia) no grupo controle foi cerca de 30% menor que
nos animais alimentados com racéo e alga. A egestéao, crescimento, metabolismo e
excrecdo de amonia diaria (Tabela 2) e massa-especifica (Figura 1) ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos. A razdo O:N mostrou que L. vannamei

oxida principalmente proteinas como substrato energético. O indice hepatossomatico
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Tabela 2. Taxas diarias de ingestéo (C), defecacéo (F), relacédo fezes/ingestéo (F/C),

crescimento (P), respiracéo (R), excrecdo (U), e relagdo O/N e indice hepatossomatico

(IHS) de L. vannamei. RC =racao comercial; RC + AF = racdo comercial + alga fresca.

Os dados sao apresentados como Média + Erro Padréo.

RC

RC + AF

CIMUi (%)
C (mg MU dia?)

F (mg MS dia?)

FIC (%)

P (mg MS diat)

P/MUi (%)

R (mg Oz ind ! diat)

U (mg NHs-N ind* dia)
O:N

IHS

2,80 £0,112

117,67 +£5,942

47,59 + 1,902
38,80 + 1,712
27,31 + 3,362
12,67 + 0,892
26,76 + 2,772
2,29 + 0,272

6,21 0,792 (P)

1,98 +£0,162

3,66 +0,11°

165,24 +11,36°

40,63 + 2,662
19,76 + 0,71
19,42 + 2,492
9,30 + 2,262

22,95 + 1,342
3,42 +0,532

5,10 1,332 (P)

1,88 +0,10?

OBS: animais alimentados com Racao + Algas ingeriram quantidades semelhantes

dos dois tipos de alimento ofertado. Valores com letras diferentes na mesma linha

diferem estatisticamente (P<0,05).

CAUNESP

19



Orientadora Prof2Dr2Alessandra da Silva Augusto Mestranda Emanuelle Pereira Borges

e A N B
g 157 2 0.06-
o} T
P — ;
2 1.0 QODb
= =
= o
@ ‘g
2 051 £ 0.024
o} <
3 3
(o]
g 00 ©.0.00
B RC RC + AF o RC RC + AF
& Q
&) L

Figura 1. (A)Taxa de Consumo de Oxigénio massa-especifica (ug.mg ms-1.h-1). (B)
excrecdo de amonia (ug.mg ms-1.h-1) de L. vannamei. RC = racdo comercial; RC +

AF = racao comercial + alga fresca

3.4 Balanco energético

A energia ingerida e canalizada para diferentes funcdes é expressa em kJ ind-
ldial e porcentagem, apresentada na Tabela 3 e figura 2, respectivamente. Foi
observado que a canalizacdo de energia para as diferentes fung@es fisiolégicas nao
mostrou diferencgas significativas. A energia alocada no metabolismo e perdida nas
fezes corresponderam com as maiores parcelas do balanco de energia (Figura 2).

Tabela 3. Energia (J/ind/dia) proveniente da Ingestdo (C) e canalizada para
Crescimento (P), Respiracdo (R), Excrecdo (U), Fezes (F) e Exuavia (E), de L.
vannamei. RC = racdo comercial; RC + AF =ragao comercial + alga fresca.

RC RC + AF
C 2,03 +£0,162 1,74 £ 0,042
F 0,51 +0,032 0,51 + 0,062
P 0,38 + 0,052 0,21 +0,112
R 0,65+0,172 0,64 + 0,082
U 0,05 +0,012 0,07 £ 0,032
E 0,08 £0,012 0,08 + 0,022

Valores com letras diferentes ha mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
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Bal it Crescimento (P) Exuvia (E)
agggi ;lzle;if/‘co RC = 18,92% (2,80) RC = 3,88% (0,38)"
RC +AF = 12,19% (6,50) RC +AF = 4,54% (1,09)2

RC +AF =86.,40%

Fezes (F)
RC =25,20% (0,67)2
RC +AF =29,12% (3,97)2

Ingestéo (C)
RC =100%
RC +AF =100%

Metabolismo (R) Excrecdo (U)
RC=31,52% (3,25)* RC =2,72% (0,46)2
RC +AF =36,74% (4,97) RC +AF = 3.81% (1.87)2

Figura 2. Balangco energético (%) de Litopeneaus vannamei alimentado com duas
diferentes dietas: RC = racdo comercial; RC + AF = racdo comercial + alga fresca
(P<0,05).

4. DISCUSSAO

No presente estudo observamos que a substituicdo da racdo em 50% por algas
frescas a alimentagcdo de L. vannamei ndo causa alteragcbes em parametros
fisiol6égicos importantes como a sobrevivéncia, crescimento, metabolismo, excre¢éo
de ambnia, indice hepatossomatico e o balanco energético. Sendo assim, essa
substituicdo pode ser vantajosa ao produtor por oferecer maior sustentabilidade
econbmica e ambiental, pois a racdo € um dos itens mais caros e poluentes da

aquicultura.

Sobrevivéncia

Na aquicultura, o cuidado com a nutricdo animal € um dos fatores mais
importantes, pois refletira em seu desempenho zootécnico. Nesse estudo vimos que
o grupo CF apresentou 12,5% de mortalidade, enquanto em CF + FA foi 25%. Valores
semelhantes foram encontrados em estudos utilizando o cultivo de algas e L.
vannamei, onde a mortalidade variou de 25 a 44% (Ly et al., 2021; Laramore et al.,
2018; Ahn et al, 2022).
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Crescimento, Ingestao e Defecacdo em L. Vannamei

O crescimento de crustdceos pode ser definido como a energia obtida e
armazenada como reserva corporal (Lemos & Phan 2001), esse processo se da
através da muda, no qual o animal se desprende do exoesqueleto antigo (exuvia),
ocorrendo de forma ciclica ao longo de seu desenvolvimento (Chang & Mykles, 2011).
A taxa de crescimento nos crustaceos pode ser influenciada por fatores como dieta,
salinidade e temperatura (Benider et al., 2002; Fockedey et al., 2005; Kevrekidis et al.,
2009; Augusto et al., 2020; Mantoan et al., 2021). Em crustaceos, e energia canalizada
para a muda é cerca de 5% (Lemos et al., 2001), no presente trabalho, observamos
que a energia canalizada para o processo correspondeu a cerca de 3,9 a 4,5%. Além
disso, ndo observamos diferencga na taxa de crescimento e na energia canalizada para
esta funcdo entre os tratamentos. Resultados semelhantes foram observados na
mesma espécie, onde o ganho de massa em até 50% de substituicdo da racéo por
Ulva lactuca (Pallaoro et al., 2016) e Ulva clathrata (Gamboa-Delgado et al., 2011)
nao foi afetado. A energia canalizada para esta funcao foi cerca de 12 a 18%. Em
outros estudos, foi visto que a energia canalizada para o crescimento em L. vannamei
foi cerca de 11 a 24% (Coelho et al.,, 2019; Xue et al, 2021), enquanto em
Macrobrachium amazonicum foi cerca de 0,02 a 9% (Augusto & Masui, 2014).

Na natureza, o camardo L. vannamei possui habito alimentar onivoro e
oportunista com uma certa diversificacdo em sua dieta, mostrando ser capaz de digerir
a maioria dos nutrientes (Jiménez-Yan et al., 2006). O conteudo estomacal desses
animais inclui zooplanctons, diatomaceas, algas filamentosas e macroalgas marinhas
(Porchas-Cornejo et al., 2011). Neste estudo foi observado que a taxa de ingestao
aumentou com a substituicdo de alga na dieta. Resultados semelhantes foram
observados em L. vannamei, como por exemplo, com maiores niveis de substituicao
de U. lactuca na dieta (100% alga: ingestdo de 500 mg dia-1; 50% alga: 320 mg dia-
1) (Pallaoro et al., 2016), e com a utilizag&o de U. clathrata, onde os animais ingeriram
até 40% a mais que o grupo alimentado apenas com ragéao (Gamboa-Delgado et al.,
2011). Tal fato pode ter ocorrido devido a necessidade de energia e nutrientes para
manter funcdes vitais.

De acordo com o fabricante, a ragdo comercial usada nos experimentos possui
35% de proteinas e cerca de 19 KJ/g. O conteudo energético de algas verdes mostra

gue estas podem ser pouco caldricas, apresentando cerca de 12 KJ/g (Chaetomorpha
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spp, Valoniopsis pachynema, Cladophora facicaularis), 14 KJ/g U. lactuca (JI et al.,
2009) e 6 KJ/g a alga C. clavata (presente estudo), além disso, sdo pouco protéicas,
podendo variar em funcao de fatores bidticos e abidticos. Por exemplo, em U. lactuca
foi encontrado cerca de 14% de proteina bruta (Pallaoro et al., 2016) e em
Chaetomorpha spp. e C. linum esse valor variou entre 5 e 10% (Tsutsui et al., 2020;
Neifar et al., 2016). Ademais, é necessario considerar que a alga C. clavata possui
87% de agua em sua composi¢cdo enquanto a ragdo comercial usada tem 7%.
Portanto, a baixa quantidade de energia, a possivel baixa quantidade proteica (em
analise) e a alta composicao hidrica da alga pode ter influenciado o aumento da
ingestdo nos animais mantidos nesse tratamento. No entanto, € importante salientar
que as algas podem desempenhar o papel de suplementacdo de micronutrientes e
vitaminas na alimentacéo dos animais (Brito et al., 2000).

A relacao entre a defecacao e ingestdo (F/C) nos animais alimentados com alga
foi menor comparado ao controle, além disso, a energia contida nas fezes (Tabela 1)
também foi menor, tais resultados sugerem que neste grupo 0os camardes apresentam
melhor absorcao intestinal. A quantidade de fezes produzidas (mg MS dia-1) e a
energia perdida nesta funcdo, porém, ndo foi significativa entre os tratamentos,
correspondendo a 40 a 47 mg MS dia-1 e 25 a 29%. Em Macrobrachium amazonicum
foi visto valores de 1,7 a 5 mg MS dia-1 e até 6,6% de energia alocada nesta funcéo
(Augusto et al., 2020) e em L. vannamei esse valor variou de 7 a 22% (Coelho et al.,
2019; Xue et al., 2021).

O hepatopancreas € o principal érgdo de armazenamento de energia nos
crustaceos, além de ser responsavel pela sintese de enzimas digestivas e absorcéo
de nutrientes (Verri et al., 2001). Por meio da avaliagcdo do indice hepatossomatico é
possivel verificar possiveis alteracfes no uso da energia estocada em funcao da
exposicao a situacdes perturbadoras da homeostase (Gibson, 1979; Dhall & Moriaty,
1984; Navarro et al., 2006; Papa, 2007). Observamos neste estudo que nao houve
alteracbes no indice hepatossomatico entre o0s tratamentos, esses resultados
mostram por mais uma via que a substituicdo de 50% da racdo, nao ira interferir
negativamente no cultivo, pois 0s animais ndo necessitam utilizar suas reservas
energeéticas para a manutencdo dos seus processos fisiologicos. Assim como no
indice hepatossomatico, outros parametros fisioldogicos, como por exemplo, 0
consumo de oxigénio, excrecdo de amonia e razdo O/N também nao apresentaram

diferencas entre os tratamentos. O metabolismo é indiretamente mensurado a partir
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do consumo de oxigénio, sendo definido como a soma de todas as reac¢des quimicas
gue acontecem nos organismos (Blaxter, 1989). De forma geral, o consumo de
oxigénio reflete a energia necessaria para manutencao, alimentagdo e metabolismo
ativo dos animais (Rajaram et al., 2022). Alteracdes na taxa metabdlica podem surgir
em razao de diversos fatores como a salinidade, temperatura e pH (Su et al., 2010;
Ramaglia et al., 2018) e alteracdes na dieta (Xue et al., 2021). O conhecimento da
taxa metabodlica e da demanda energética para o metabolismo € essencial para a
aquicultura, pois refletira no bem-estar e sobrevivéncia dos animais e até mesmo na
capacidade de suporte do cultivo. Os nossos resultados mostram que a energia
canalizada para esta funcéo foi de 31 a 35%, ndo diferindo entre os tratamentos.

A excrecdo de amonia, principal produto do catabolismo de aminoé&cidos livres
em crustaceos, néo sofreu alteracdes. A energia alocada para excrecédo foi cerca de
2 a 4%. Coelho et al (2019) relatam valores de 1 a 8% para L. vannamei. A relacéo
O/N mostrou que em ambos os tratamentos, o principal substrato energético oxidado

foram proteinas.

O uso de Chaetomorpha clavata em Sistemas Multitroficos Integrados

Nossos resultados mostram pela primeira vez que o camardo marinho L.
vannamei se alimenta da alga C. clavata em laborat6rio. Portanto, a inclusdo desta
espécie em Sistemas Multitréficos pode ser uma boa op¢édo porgue 0s animais se
alimentardo das algas e isso pode reduzir a quantidade de racao ofertada. A inclusao
de 50% de algas na alimentacdo do camarédo L. vannamei afetou poucas funcdes
fisioldgicas comparada ao grupo controle, sendo assim, a utilizacdo desta podera ser
benéfico pela economia que o produtor tera com a reducao do uso de racgées, o item
mais caro da aquicultura. Por exemplo, foi visto que a utilizagcdo de 25% da alga
Caulerpa lentillifera reduziu o custo gasto com racdo em até 39,57% e melhorou a
qualidade da agua (Ahn et al., 2021). O uso de algas também pode agregar
sustentabilidade ambiental devido a uma menor contaminagéo da agua do efluente
pela ragdo, uma vez que estas atuam como biofiltro utilizando nutrientes como
nitrogénio e fésforo para aumento da propria biomassa. Estes dados poderao
contribuir com informacdes sobre uma melhor sustentabilidade ambiental decorrente
do uso de algas nos Sistemas Multitréficos. Trabalhos futuros sobre analise

econdmica também serao Uteis na tomada de decisdo sobre o uso de C. clavata em
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Sistema Multitroficos Integrados.
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Aquicultura Integrada no Horizon 2020: Fisiologia de
Litopenaeus vannamei e Crassostrea gasar cultivados em

Sistema Multitréfico Organico

RESUMO

O Sistema Multitréfico Integrado (IMTA) tem se destacado por promover
diversos beneficios econémicos e ambientais, podendo refletir no bem-estar dos
organismos cultivados. Dentre diversos fatores que podem influenciar o crescimento,
fisiologia e bem-estar dos animais, a alteracdo do tipo de cultivo bem como a
introducdo de novos organismos podem gerar fisiolégicas. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi comparar a fisiologia do camardo L. vannamei cultivado em
Monocultivo ou Sistema Multitréfico Integrado com ostras (C. gasar) e algas (Ulva sp.),
a fisiologia das ostras também foi avaliada. O experimento foi realizado na Fazenda
PRIMAR Organica, localizada em Tibau do Sul — RN, com duracgéo de 58 dias. Foram
utilizados 8 cercados de 9m?2 divididos em dois tratamentos: a) M8: Monocultivo do
camardo L. vannamei na densidade de 8 camardes/mz; b) IMTAS8: Cultivo integrado
do camaréao L. vannamei na densidade de 8 camarbes/m? com alga (Ulva sp.) e ostra
(C. gasar). Apos a despesca, 7 individuos de cada tratamento foram selecionados
(N=7), e o consumo de oxigénio foi avaliado em camara respirométrica fechada. Ao
final, amostras de agua foram coletadas para a andlise de excrecdo de amoénia e
excrecao de fésforo. O consumo de oxigénio individual e o crescimento dos camardes
em Monocultivo foi cerca de 27 e 31%, respectivamente, maior que em Sistema
Multitréfico Integrado. No entanto o consumo de oxigénio massa-especifica e a
excrecdo de amodnia e fésforo ndo apresentaram diferengas significativas. Nossos
resultados mostraram que poucos parametros fisiologicos aqui avaliados foram
afetados pelo tipo de cultivo, embora o crescimento dos animais mantidos em Sistema
Multitréfico Integrado tenha sido menor o bem-estar dos animais néo parece ter sido
comprometido. Sendo assim, a implementacdo do Sistema Multitréfico Integrado pode
ser uma alterativa promissora e que agrega maior por sustentabilidade ambiental,

econdmica e social ao cultivo.

Palavras-chave: Fisiologia, Bem-estar, Camaréo, Ostra
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é um dos setores que mais cresce no mundo (FAO, 2020). Em
2018, a producédo aquicola foi de aproximadamente 114,5 milhdes de toneladas,
totalizando cerca de US $263,6 bilhdes (FAO, 2020). Dentre 0os organismos mais
cultivados, destaca-se o camarao L. vannamei, que nesse mesmo ano totalizou cerca
de 500 mil toneladas, e cerca de 52,9% do total de crustaceos produzidos no mundo
(FAO, 2020).

Assim como outras atividades, a aquicultura estd suscetivel a originar
diferentes impactos ambientais como por exemplo, a eutrofizacdo (Granada et al.,
2016). Sendo assim, sdo necessarias pesquisas que busquem alternativas para
otimizar a producéo de maneira mais sustentavel. O Monocultivo € definido pelo cultivo
de apenas uma espécie, enquanto o Policultivo € a criagcdo de mais de uma espécie
em um ambiente compartilhado, sem que exista competicdo entre elas (Glossario
FAO, 2020). No Policultivo, a mitigacdo ambiental ndo é considerada um fator
relevante (Biswas et al., 2020). Nesse sentido, atualmente, tem-se destacado o
Sistema Multitréfico Integrado, como alternativa ao modelo de producéo tradicional
(Monocultivo) por agregar sustentabilidade ambiental, econémica e social.

No Sistema Multitréfico Integrado os organismos cultivados pertencem a
diferentes niveis tréficos, com funcbes complementares (Shi et al., 2013; Johnson et
al., 2019). Este tipo de sistema usa proporcdes e densidades de estocagem no cultivo
de tal forma que seja mantido o equilibrio no ambiente (Boyd et al., 2020). Espécies
alvos como peixes ou camardes sdo alimentadas e cultivadas com espécies extrativas
organicas (animais que se alimentam de matéria organica em suspensao ou
comedoras de depdsito como ostras e mexilhdes) e/ou espécies extrativas inorganicas
(micro ou macroalgas) (Granada et al., 2016; Buck et al., 2018 Johnson et al., 2019;
Nardelli et al.,, 2019). A escolha dos organismos a serem cultivados depende de
diversos fatores como condi¢cdes biologicas, climaticas e sociais (Johnson et al.,
2019), e devem ser economicamente viaveis como produtos para a aquicultura (Shah
et al., 2017).

O cultivo de mais de uma espécie em Sistema Multitréfico Integrado pode
colaborar com a aceitacédo social da aquicultura, que em geral é vista negativamente
como uma atividade que degrada o meio ambiente, pode gerar empregos adicionais
e diversificagdo de produtos, trazendo maior lucratividade ao produtor, além de
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aumentar a resiliéncia do cultivo frente a surtos de doencas ou variagcdes nos precos
de mercado (Troell et al., 2009; Correia et al., 2020). Além dessas vantagens
econdmicas, o Sistema Multitrofico, contribui na reducdo de custos adicionais com
biorremediacao (Troell et al., 2009), uma vez existe a reciclagem de nutrientes que
nado sdo aproveitados durante a producdo e que seriam perdidas no sistema e
liberadas no efluentes (Troell et al., 2009; Granada et al., 2016, Granada et al., 2018).

Nos sistemas tradicionais de aquicultura, os restos de alimentos nao
consumidos, excretas metabdlicas e fezes causam o enriqguecimento organico da
agua, devido principalmente ao nitrogénio e ao fosforo (Granada et al., 2018). Esses
nutrientes sdo necessarios para o crescimento de animais aquaticos (Wu & Yang,
2010). Uma parcela é assimilada pelos organismos cultivados, no entanto, o
excedente permanece acumulado no sedimento e coluna d’agua (Bueno et al., 2008;
Flickinger et al., 2019; Flickinger et al., 2020). Em abundancia, contribuem para o
aumento da produtividade primaria, que por sua vez, podem gerar eutrofizacao
(Marinho-Soriano et al. 2011; Kawasaki et al., 2016; Mugsith et al., 2019). Portanto,
no Sistema Multitrofico Integrado as espécies extrativas organicas e inorganicas
podem contribuir para a biorremediacao e tratamento do efluente.

Embora o bem-estar animal dos animais cultivados raramente esteja associado
a sustentabilidade dos sistemas de cultivo, tal conceito € legitimo e boas praticas
devem ser levadas em consideragdo porque melhoram a qualidade de vida dos
animais, asseguram o cumprimento de leis ambientais e de manejo, além de aumentar
a produtividade e o lucro econémico. Portanto, a geracdo de dados sobre as espécies
sujeitas a diferentes sistemas de cultivo € importante porque contribui para o
conhecimento sobre os impactos da aquicultura na biologia destas espécies e para a
criagdo de indicadores de sustentabilidade relacionados ao bem-estar animal. Nesse
sentido, informacdes sobre a biologia das espécies, principalmente repertorios
comportamentais e fisiologicos, sdo de extrema importancia porque sao 0s primeiros
parametros afetados. A qualidade da agua esta diretamente relacionada ao bem-estar
dos animais. O bem-estar pode ser classificado de acordo com cinco principios, sao
eles: 1) Nutricional, 2) Ambiental, 3) Saude, 4) Comportamental e 5) Atividade mental
satisfatoria (Mellor & Reid, 1994; Albalat et al., 2022). Nesse sentido, avaliacdes de
parametros fisiologicos podem ser utilizados como ferramenta para verificar o bem-
estar dos organismos aquaticos cultivados (Weineck et al., 2018), visto que a analise

do comportamento, dor e sofrimento em ambiente aquatico € mais dificil (Abalat et al.,
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2022). Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi comparar uma malha de processos
fisiologicos (consumo de oxigénio, excrecdo de amobnia excrecdo de fosforo e o
substrato oxidado) do camardo L. vannamei cultivado em Monocultivo ou Sistema
Multitréfico Integrado com ostras (C. gasar e algas (Ulva sp.). A fisiologia das ostras

também foi avaliada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacdo da Fazenda Organica Primar e dos
Viveiros Experimentais

Os cultivos foram realizados de abril a junho de 2021 na Fazenda PRIMAR
Organica, localizada em Tibau do Sul, Rio Grande do Norte, Brasil (-
6.225267005366811, -35.139179952868275). A fazenda possui cerca de 40 hectares,
ao longo de 9 viveiros, 1 viveiro com bacia de decantagdo e um canal de
abastecimento, dividido em 3 partes, e fica em uma é&rea de manguezal. No
experimento foram utilizados 8 cercados circulares de 9mz2, instalados em um unico
viveiro de carcinicultura de aproximadamente 0,32 ha (C3 — Figura 1). Os cercados
foram dispostos de forma aleatéria dentro do viveiro (Figura 2).
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Figura 1. Esboco dos viveiros presentes na fazenda PRIMAR Organica.

Figura 2. Disposicdo dos cercados circulares em viveiro na fazenda PRIMAR

Organica.

2.2 Delineamento Experimental

O experimento foi realizado utilizando dois tratamentos e quatro réplicas de

cada um, sendo:

1) M8: Monocultivo do camarao L. vannamei na densidade de 8 camardes/m?2

2) IMTABS: Cultivo integrado do camaréo L. vannamei na densidade de 8 camardes/m?
com alga (Ulva sp.) e ostra (C. gasar)

A densidade das ostras foi de 56 ind/travesseiro flutuante. O experimento teve
duracéo de dois meses. As algas foram cultivadas em 4 ciclos de 15 dias. A densidade
de estocagem das algas foi de 360g por cercado. O peso inicial dos camardes foi de
0,004g e das ostras era de 15,49g. A temperatura, salinidade, condutividade e
concentracdo de oxigénio foram medidos em dias alternados com um equipamento
multiparametro (AKSO, AK88). Durante o experimento os camardes nédo foram

arracoados.
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Apos 58 dias de cultivo, os animais foram despescados utilizando o método de
arrasto. Foram selecionados 7 individuos de cada espécie (L. vannamei e C. gasar) e
de cada tratamento para avaliacdo dos parametros fisiolégicos no Laboratorio de
Depuracao de Ostras, na Fazenda Primar Organica.

2.3 Crescimento

Ao final da despesca, todos os animais (L. vannamei e C. gasar) foram pesados

em balanca analitica.

2.4 Avaliacdo do Metabolismo, Amdnia e Fosforo

Para avaliacdo do consumo de oxigénio, os camardes e ostras foram
aclimatados por 30 minutos em camaras respirométricas de vidro com capacidade de
1500mL, contendo agua em salinidade 29 ppt (salinidade média dos cercados) e
aeracdo. Este periodo de aclimatacdo € importante para reduzir o estresse adquirido
durante a captura dos animais (Augusto & Valenti, 2016; Ramaglia et al., 2018). As
camaras respirométricas para avaliacdo do consumo de oxigénio por camarfes e
ostras foram equipadas com oximetro e monitor (Analyser, MP516). Apos o periodo
inicial de aclimatagéo, a aeragéo foi retirada das camaras e foi feita uma medida inicial
da concentracdo de oxigénio, posteriormente, as camaras foram fechadas. Apés 90
minutos foi realizada uma nova medida. Em todos os experimentos foram feitos
brancos em camaras respirométricas sem animais, seguindo as mesmas condi¢cdes
experimentais. O consumo de oxigénio foi determinado pela diferenca na
concentracdo de oxigénio dentro das camaras no inicio e final do experimento.

A excrecdo de amonia e fosforo pelos animais foi medida a partir de amostras
de agua obtidas das camaras respirométricas no final de cada experimento do
consumo de oxigénio. Variagdes na concentragdo amonia e fosforo foram calculadas
pela diferenca entre os valores obtidos nas amostras e nos controles (camaras sem
animais). As concentracdes de amdnia (Verdouw et al., 1977) e fésforo (APHA, 2017)
foram determinadas por colorimetria. O consumo de oxigénio e a excre¢cdo de amonia
e fésforo foram expressos como massa seca especifica (ug. mg ms-1.h-1 e mg. g ms’
L.h1). Os dados fisiol6gicos da ostra C. gasar foram obtidos utilizando o peso total,

incluindo a concha.
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2.5 Avaliacdo do Tipo de Substrato Energético Oxidado

O principal substrato energético oxidado foi determinado pela relacdo atdmica
O/N dividindo-se a quantidade de oxigénio consumido pela excre¢do de nitrogénio
excretado (Mayzaud & Conover, 1988). Taxas entre 3 e 16 indicam a oxidagao
predominante de proteinas; valores entre 17 e 60 indicam uma mistura de proteinas e

lipidios e taxas maiores que 60 indicam o uso de lipidios (Mayzaud & Conover, 1988).

2.6 Analise Estatistica

Apos verificar a normalidade de distribuicdo e igualdade de variancia dos dados
foram feitas Teste-T seguido pelo teste de médias mdultiplas de Student- Newman-
Keuls (SNK) para localizar as médias estatisticamente diferentes. As andlises foram
feitas usando-se o programa Sigma Stat 3.5 e empregando-se um nivel minimo de

significancia de P = 0,05.
3. RESULTADOS

3.1 Crescimento, Consumo de Oxigénio e Excre¢cdes de Amdniae
Fésforo de L. vannamei e C. gasar

O crescimento dos camardes e das ostras sdo mostrados na Figura 4. Foi visto
gue o crescimento de L. vannamei cultivado em Monocultivo foi cerca de 31% maior

gue em Sistema Multitréfico Integrado (Figura 3, Tabela 1).
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Figura 3: A: Massa corporal final do camarao L. vannamei cultivado em Sistema de
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Monocultivo ou Sistema Multitrofico Integrado. B: Massa corporal final da ostra C.

gasar cultivada com o camarao.

Os dados de consumo de oxigénio, excrecdo de amodnia e excrecao de fésforo
de L. vannamei e C. gasar individuais sdo mostrados na Tabela 1 e os dados de massa
seca especificos nas Figuras 4,5 e 6. O consumo de oxigénio individual nos camardes
em Monocultivo foi cerca de 27% maior que em Sistema Multitréfico Integrado. A
excrecdo de amodnia e excrecao de fosforo individual ndo apresentaram diferencas
estatisticas. O principal substrato oxidado pelos camardes em ambos os tratamentos
e pela ostra foi proteina. Foi observado que os dados em massa seca especificos nao

apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.

Tabela 1. Taxas diarias de respiracdo (R), excrecao (U), (P) excrecdo de fosforo e
relacdo O/N do camardo L. vannamei cultivado em Sistema de Monocultivo (M8) ou
Sistema Multitréfico Integrado (IMTAS8) e da ostra C. gasar cultivada com o camarao.
Os dados sao apresentados como Média * Erro Padrao.

L. vannamei M8 IMTA8
Ganho de Massa (Q) 16,53 + 1,052 11,39 +0,84b
R (mg O2 ind! dia?) 66,83 + 4,362 49,00 + 4,48°
U (mg NH3-N ind1 dia) 3,12 + 0,202 2,43 + 0,392
P (mg P ind*! dial) 0,55+0,112 0,26 + 0,072
O:N 10,10 £1,332 9,03 £ 1,242
C. gasar

R (mg Oz ind* dia't) - 16,39 +1,28
U (mg NHz-N ind! dia?) - 0,86 + 0,03

P (mg P ind! dia'l) - 0,09 +0,01
O:N - 11,20 £ 0,74
Ganho de Massa (g) 9,3

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
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Figura 4. A: Consumo de Oxigénio massa-especifica (ug.mg ms-1.h-1) do camarao L.
vannamei cultivado em Sistema de Monocultivo ou Sistema Multitréfico Integrado. B:
Consumo de Oxigénio massa-especifica (ug.mg ms-1.h1) da ostra C. gasar cultivada

com o camarao.
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Figura 5. A: Excrecdo de Amoénia massa-especifica (ug.mg ms-1.h-1) do camaréo
L. vannamei cultivado em Sistema de Monocultivo ou Sistema Multitréfico Integrado.
B: Excrecdo de Amobnia massa-especifica (ug.mg ms-1.h-1) da ostra C. gasar

cultivada com o camaréo.
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Figura 6. A: Excrecdo de Fosforo massa-especifica (mg.g ms-1.h-1) do camarao L.
vannamei cultivado em Sistema de Monocultivo ou Sistema Multitréfico Integrado. B:
Excrecdo de Fosforo massa-especifica (mg.g ms-1.h-1) da ostra C. gasar cultivada

com 0 camarao.

4. DISCUSSAO

No presente estudo observamos que camarfes cultivados em Sistema de
Monocultivo cresceram 31% a mais que aqueles cultivados em Sistema Multitrofico
Integrado. No entanto, os dados fisioldgicos dos camardes (consumo de oxigénio,
excrecdo de amonia e excrecdo de fosforo) ndo foram afetados pelo tipo de cultivo.
Portanto, embora o crescimento seja maior em Monocultivo, o Sistema Multitrofico
Integrado ndo afeta parametros importantes da fisiologia da espécie alvo e que
poderiam estar relacionados com a energética, metabolismo e estresse dos animais.
Durante o experimento, a ostra C. gasar apresentou um crescimento acelerado. Em
aproximadamente 58 dias de cultivo o ganho de massa foi de 9,3g (Tabela 1). Legat
et al (2017), mostraram que varia¢cdes na maré podem afetar o crescimento das ostras
cultivadas, uma vez que o tempo de alimentacéo pode ser limitado, refletindo em seu
crescimento. Nesse sentido, a elevada taxa de crescimento pode estar relacionada
com o fato da C. gasar ter sido mantida submersa, proxima a superficie, durante todo
0 experimento.

O crescimento é definido pela energia obtida e armazenada como reserva
corporal nos organismos vivos (Mantoan et al.,, 2021), sendo caracterizado pelo
aumento da massa dos tecidos durante a vida (Moloney & McGee, 2023). Diversos

fatores podem alterar o crescimento, por exemplo, a salinidade (Khanjani et al., 2020),
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a temperatura (Yan et al., 2007), pH (Yu et al., 2020), densidade de estocagem
(Sookying et al., 2011), dieta (Mantoan et al., 2021), entre outros. Em L. vannamei, o
ganho de massa pode variar de 3,68 a 11,2g (Harter et al., 2011; Huang et al., 2022),
sendo conhecido como um camardo com rapida taxa de crescimento (Madusari et al.,
2022). Aqui observamos que a diferenca de 31% do crescimento entre Monocultivo e
Sistema Multitréfico Integrado pode estar relacionado com a introducdo de uma nova
espécie no cultivo, pois é possivel que tenha afetado a disponibilidade e/ou
diversificacdo de alimentos presentes nos cercados. Em outros estudos utilizando L.
vannamei como espécie alvo, foi visto que, a integracdo com tilapia Oreochromis
niloticus nao alterou o crescimento do camarao (Muangkeow et al., 2007), no entanto,
em Sistema Multitréfico Integrado com Crassostrea gigas, L. vannamei cresceu cerca
de 10% a mais que Monocultivo (Omont et al.,, 2020). Entretanto, a taxa de
crescimento de L. vannamei cultivado com Crassostrea sp. esta relacionada com a
densidade de estocagem das ostras (Lima et al., 2021).

O consumo de oxigénio é utilizado como medida para aferir o metabolismo dos
animais. Em crustaceos, as trocas gasosas entre 0 meio externo e o animal € regulado
através das branquias (Freire et al., 2008), assim como em moluscos bivalves (Dame
& Kenneth, 2011). Sabe-se que diversas variaveis como a temperatura, pH,
salinidade, dieta e densidade de estocagem podem alterar o metabolismo (Su et al.,
2010; Ramaglia et al., 2018, Mantoan et al., 2021), assim como a introdu¢céo de novos
organismos e 0 aumento da quantidade de individuos mantidos no mesmo espaco,
pois podem gerar estresse e mudancas ha homeostase (Abbalat et al., 2022). Nossos
dados mostraram o consumo de oxigénio individual foi menor nos camardes em
Sistema de Cultivo Multitrofico Integrado. Bett & Vinatea (2009) mostraram que o
consumo de oxigénio pode variar entre 2,16 e 105 mgO2 ind-1 dia-1 quando expostos
em diferentes estressores. Em relacdo ao consumo de oxigénio de massa seca
especifica em L. vannamei (~0,7 pg.mg ms-1.h-1), ndo houve alteracdo quando
cultivado em Monocultivo ou Sistema Multitrofico Integrado. Dados da literatura
mostram que o0 consumo de oxigénio em L. vannamei pode variar entre 0,8 e 1,6
ug.mg m-1.h"t (Comoglio et al., 2004; Han et al., 2022). O consumo de oxigénio da
ostra C. gasar foi de 0,036 pg.mg ms™.h, resultado semelhante foi observado em
Mulinia lateralis exposto a diferentes temperaturas, apresentando cerca de 0,007 a 4
ug.mgt.h?! (Kennedy & Mihursky, 1972). No entanto, em Tegillarca granosa o
consumo de oxigénio foi maior, sendo cerca de 2,5 ug.mg=.h! (Zhao et al., 2017) e
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em Cardium edule, 0,35 a 0,89 pg.mgth?! (Newell & Bayne, 1980). Porém é
importante salientar que o consumo de oxigénio em C. gasar neste estudo foi
mensurado utilizando o corpo todo do animal, incluindo a concha.

A principal fonte de enriquecimento organico da agua na aquicultura vem de
restos de alimentos ndo consumidos, seguido por fezes e excretas metabdlicas
(Granada et al., 2016). Por exemplo, em bivalves, esses residuos séo diversas formas
de carbono, silicio, nitrogénio e fésforo (Dame & Kenneth, 2011). Na fazenda PRIMAR
Orgénica, os animais ndo sdo arracoados. A alimentacdo se d4 através do consumo
de restos de plantas, detritos e pequenos invertebrados, sendo assim, o nitrogénio e
fésforo estdo associados a mecanismos fisioldgicos dos organismos ali presentes e
ao ciclo biogeoquimico do préprio ambiente.

A amonia é o principal produto excretado em animais aquaticos (Freire et al.,
2008). Aqui, ndo foi observado diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de camardo. Foi visto que para L. vannamei sdo encontrados valores de
0,08 (Comoglio et al., 2004) a 0,1 pg.mg ms*.h* (Han et al., 2022). Aqui observamos
um valor mais alto, cerca de 0,3 pg.mg msth?l A excrecdo nitrogenada esta
diretamente relacionada com o metabolismo nos organismos, sendo assim, diversos
fatores podem influenciar a taxa de excrecdo, como por exemplo, a salinidade,
temperatura, quantidade e tipo de alimento (Renault, 1987). Em bivalves a amonia
corresponde a cerca de 37 a 78% de produtos metabdlicos nitrogenados excretados
(Dame & Kenneth, 2011). Neste estudo foi observado uma taxa de 0,3 pg.mg ms=1.h-
1. Valor semelhante foi encontrado no bivalve Tegillarca granosa, correspondendo a
cerca de 0,1 e 0,3 ug.mg mst.h't (Zhao et al., 2017).

Durante o cultivo, o fésforo é encontrado na forma organica e inorganica
(Shimoda et al., 2005). Os animais conseguem esse nutriente através da alimentacéo
(Beerstecher, 1952; Cheng et al., 2006). Uma parcela do fosforo ingerido é liberada
diretamente através das fezes, outra parte € absorvida, metabolizada e retida nos
tecidos, entretanto, o excedente é excretado (Zhu et al., 2016). Neste estudo
observamos valores de 0,006 a 0,007 mg. g ms-1. h-1 para L. vannamei e 0,0002 mg.
g ms2.h! para C. gasar. De forma geral, a introducéo de novas espécies no cultivo
poderia contribuir com a quantidade de carga de nutrientes na agua, o que poderia
ser prejudicial ao ambiente. No entanto, foi visto que a filtracdo das ostras (Saccostrea
commercialis) pode contribuir para a reducdo da quantidade total de nitrogénio e

fésforo em 28 e 14%, respectivamente (Jones & Preston, 2011), convertendo o
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excesso de nutrientes em biomassa (Chary et al., 2020). Enquanto a integracdo com
macroalga, U. lactuca, removeu cerca de 80% de compostos nitrogenados e 64% de
fosfatos em comparacgéo ao tratamento sem troca de agua (Elizondo- Gonzalez et al.,
2018).

5. CONCLUSAO

Concluimos que a maioria dos parametros fisioldgicos aqui avaliados ndo foram
afetados pelo tipo de cultivo, embora o crescimento dos animais mantidos em Sistema
Multitréfico Integrado tenha sido menor o bem-estar dos animais ndo demonstrou
indicativos negativos. Sendo assim, a implementacdo do Sistema Multitrofico
Integrado parece ser promissora por todos os outros beneficios que a integracao de
espécies extrativas organicas e inorganicas, como por exemplo, ostras e algas,
poderiam fornecer ao sistema, aumentando a sustentabilidade ambiental, econémica
e social. Além disso, esses dados poderao ser utilizados para estimar a carga total e

capacidade de suporte do sistema para oxigénio, aménia e fésforo.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APHA (2017). Standard methods for the examination of water and waste water,
23st edn. American Public Health Association, Washington, DC.

Albalat, A., Zacarias, S., Coates, C. J., Neil, D. M., & Planellas, S. R. (2022).
Welfare in farmed decapod crustaceans, with particular reference to Penaeus
vannamei. Frontiers in Marine Science, 677.

Augusto, A., & Valenti, W. C. (2016). Are There Any Physiological Differences
between the Male Morphotypes of the Freshwater Shrimp Macrobrachium
Amazonicum (Caridea: Palaemonidae)?. Journal of Crustacean Biology, 36(5), 716-
723.

Beerstecher Jr, E. (1952). The nutrition of the Crustacea. Vitamins & Hormones,
10, 69-77.

Bett, C., & Vinatea, L. (2009). Combined effect of body weight, temperature and
salinity on shrimp Litopenaeus vannamei oxygen consumption rate. Brazilian Journal
of Oceanography, 57, 305-314.

Biswas, G., Kumar, P., Ghoshal, T. K., Kailasam, M., De, D., Bera, A,, ... &

46
CAUNESP



Orientadora Prof2Dr2Alessandra da Silva Augusto Mestranda Emanuelle Pereira Borges

Vijayan, K. K. (2020). Integrated multi-trophic aquaculture (IMTA) outperforms
conventional polyculture with respect to environmental remediation, productivity and
economic return in brackishwater ponds. Aquaculture, 516, 734626.

Boyd, C. E., D'Abramo, L. R., Glencross, B. D., Huyben, D. C., Juarez, L. M.,
Lockwood, G. S., ... & Valenti, W. C. (2020). Achieving sustainable aquaculture:
Historical and current perspectives and future needs and challenges. Journal of the
World Aquaculture Society, 51(3), 578-633.

Buck, B. H., Troell, M. F., Krause, G., Angel, D. L., Grote, B., & Chopin, T.
(2018). State of the art and challenges for offshore integrated multi-trophic aquaculture
(IMTA). Frontiers in Marine Science, 5, 165.

Bueno, G. W., Marengoni, N. G., Junior, A. C. G., Boscolo, W. R., & de Almeida
Teixeira, R. (2008). Estado trofico e bioacumulacdo do fosforo total no cultivo de
peixes em tanques-rede na area aquicola do reservatorio de Itaipu. Acta Scientiarum.
Biological Sciences, 30(3), 237-243.

Chary, K., Aubin, J., Sadoul, B., Fiandrino, A., Coves, D., & Callier, M. D. (2020).
Integrated multi-trophic aquaculture of red drum (Sciaenops ocellatus) and sea
cucumber (Holothuria scabra): assessing bioremediation and life-cycle impacts.
Aquaculture.

Cheng, K. M., Hu, C. Q., Liu, Y. N., Zheng, S. X., & Qi, X. J. (2006). Effects of
dietary calcium, phosphorus and calcium/phosphorus ratio on the growth and tissue
mineralization of Litopenaeus vannamei reared in low-salinity water. Aquaculture,
251(2-4), 472-483.

Comoglio, L. I., Gaxiola, G., Roque, A., Cuzon, G., & Amin, O. (2004). The effect
of starvation on refeeding, digestive enzyme activity, oxygen consumption, and
ammonia excretion in juvenile white shrimp Litopenaeus vannamei. Journal of Shellfish
Research, 23(1), 243-249.

Correia, M., Azevedo, I. C., Peres, H., Magalhaes, R., Oliva-Teles, A., Almeida,
C. M. R,, & Guimarées, L. (2020). Integrated multi-trophic aquaculture: a laboratory
and hands-on experimental activity to promote environmental sustainability awareness
and value of aquaculture products. Frontiers in Marine Science, 7, 156.

Dame, R. F., & Kenneth, M. J. (2011). Ecology of marine bivalves: an ecosystem
approach (p. 284). Taylor & Francis.

Elizondo-Gonzalez, R., Quiroz-Guzman, E., Escobedo-Fregoso, C., Magallon-

Servin, P., & Pefia-Rodriguez, A. (2018). Use of seaweed Ulva lactuca for water

a7
CAUNESP



Orientadora Prof2Dr2Alessandra da Silva Augusto Mestranda Emanuelle Pereira Borges

bioremediation and as feed additive for white shrimp Litopenaeus vannamei. PeerJ, 6,
e4459.

FAO. 2020. The State of World Fisheries and Aquaculture 2020. Sustainability
in action. Rome.

Flickinger, D. L., Dantas, D. P., Proenca, D. C., David, F. S., & Valenti, W.

C. (2019). Phosphorus in the culture of the Amazon river prawn (Macrobrachium
amazonicum) and tambaqui (Colossoma macropomum) farmed in monoculture and in
integrated multitrophic systems. Journal of the World Aquaculture Society.

Flickinger, D. L., Dantas, D. P., Proenca, D. C., David, F. S., & Valenti, W.C.
(2020). Phosphorus in the culture of the Amazon river prawn (Macrobrachium
amazonicum) and tambaqui (Colossoma macropomum) farmed in monoculture and in
integrated multitrophic systems. Journal of the World Aquaculture Society, 51(4), 1002-
1023.

Freire, C. A., Onken, H., & McNamara, J. C. (2008). A structure—function
analysis of ion transport in crustacean gills and excretory organs. Comparative
Biochemistry and Physiology Part A: Molecular & Integrative Physiology, 151(3), 272-
304.

Granada, L., Sousa, N., Lopes, S., & Lemos, M. F. (2016). Is integrated
multitrophic aquaculture the solution to the sectors’ major challenges? A review.
Reviews in Aquaculture, 8(3), 283-300.

Granada, L., Lopes, S., Novais, S. C., & Lemos, M. F. (2018). Modelling
integrated multi-trophic aquaculture: Optimizing a three trophic level system.
Aquaculture, 495, 90-97.

Han, Y., Shi, W., Tang, Y., Zhou, W., Sun, H., Zhang, J., ... & Liu, G. (2022).
Microplastics and bisphenol A hamper gonadal development of whiteleg shrimp
(Litopenaeus vannamei) by interfering with metabolism and disrupting hormone
regulation. Science of The Total Environment, 810, 152354.

Harter, T., Buhrke, F., Kumar, V., Focken, U., Makkar, H. P. S., & Becker,

K. (2011). Substitution of fish meal by Jatropha curcas kernel meal: effects on growth
performance and body composition of white leg shrimp (Litopenaeus vannamei).
Aquaculture Nutrition, 17(5), 542-548.

Jones, A. B., Dennison, W. C., & Preston, N. P. (2001). Integrated treatment of
shrimp effluent by sedimentation, oyster filtration and macroalgal absorption: a
laboratory scale study. Aquaculture, 193(1-2), 155-178.

48
CAUNESP



Orientadora Prof2Dr2Alessandra da Silva Augusto Mestranda Emanuelle Pereira Borges

Johnson, B., Nazar, A. K. A., Jayakumar, R., Tamilmani, G., Sakthivel, M.,
Ramesh Kumar, P., ... & Sankar, M. (2019). Integrated Multi-Trophic Aquaculture
(IMTA): A technology for uplifting rural economy and bio-mitigation for environmental
sustainability. Aquaculture Spectrum, 2(5), 9-18.

Kawasaki, N., Kushairi, M. R. M., Nagao, N., Yusoff, F., Imai, A., & Kohzu,

A. (2016). Release of nitrogen and phosphorus from aquaculture farms to Selangor
River, Malaysia. International Journal of Environmental Science and Development,
7(2), 113.

Kennedy, V. S., & Mihursky, J. A. (1972). Effects of temperature on the
respiratory metabolism of three Chesapeake Bay bivalves. Chesapeake Science,
13(2), 1-22.

Khanjani, M. H., Sharifinia, M., & Hajirezaee, S. (2020). Effects of different
salinity levels on water quality, growth performance and body composition of Pacific
white shrimp (Litopenaeus vannamei Boone, 1931) cultured in a zero water exchange
heterotrophic system. Annals of Animal Science, 20(4), 1471- 1486.

Huang, H. H., Liao, H. M., Lei, Y. J., & Yang, P. H. (2022). Effects of different
carbon sources on growth performance of Litopenaeus vannamei and water quality in
the biofloc system in low salinity. Aquaculture, 546, 737239.

Legat, J. F. A, A. P., Fogaca, F. D. S., Tureck, C. R., Suhnel, S., & de Melo, C.
M. R. (2017). Growth and survival of bottom oyster Crassostrea gasar cultured in the
Northeast and South of Brazil. Embrapa Meio-Norte-Artigo em periédico indexado
(ALICE).

Lima, P. C. M., Silva, A. E. M., Silva, D. A., Silva, S. M. B. C., Brito, L. O., &
Galvez, A. O. (2021). Effect of stocking density of Crassostrea sp. in a multitrophic
biofloc system with Litopenaeus vannamei in nursery. Aquaculture, 530, 735913.

Madusari, B. D., Ariadi, H., & Mardhiyana, D. (2022). Effect of the feeding rate
practice on the white shrimp (Litopenaeus vannamei) cultivation activities.
Aquaculture, Aquarium, Conservation & Legislation-International Journal of the Bioflux
Society, 15(1), 473-479.

Marinho-Soriano, E., Azevedo, C. A. A., Trigueiro, T. G., Pereira, D. C.,
Carneiro, M. A. A,, & Camara, M. R. (2011). Bioremediation of aquaculture wastewater
using macroalgae and Artemia. International Biodeterioration & Biodegradation, 65(1),
253-257.

Mantoan, P., Ballester, E., Ramaglia, A. C., & Augusto, A. (2021). Diet

49
CAUNESP



Orientadora Prof2Dr2Alessandra da Silva Augusto Mestranda Emanuelle Pereira Borges

containing 35% crude protein improves energy balance, growth, and feed conversion
in the Amazon river prawn, Macrobrachium amazonicum. Aquaculture Reports, 21,
100962.

Mayzaud, P. and Conover, R.J. 1988. O:N ratio as a tool to describe
zooplankton metabolism. Marine Ecology Progress Series, 45: 289-302.

Mellor, D. J., & Reid, C. S. W. (1994). Concepts of animal well-being and
predicting the impact of procedures on experimental animals.

Moloney, A. P., & McGee, M. (2023). Factors influencing the growth of meat
animals. In Lawrie's Meat Science (pp. 21-49). Woodhead Publishing.

Muangkeow, B., Ikejima, K., Powtongsook, S., & Yi, Y. (2007). Effects of white
shrimp, Litopenaeus vannamei (Boone), and Nile tilapia, Oreochromis niloticus L.,
stocking density on growth, nutrient conversion rate and economic return in integrated
closed recirculation system. Aquaculture, 269(1-4), 363-376.

Mugsith, A., Harahab, N., Mahmudi, M., & Fadjar, M. (2019, July). The
estimation of loading feed nutrient waste from vannamei shrimp aquaculture pond and
carrying capacity of coastal area in Banyuputih sub-district Situbondo Regency. In AIP
Conference Proceedings (Vol. 2120, No. 1, p. 040037). AIP Publishing LLC.

Nardelli, A. E., Chiozzini, V. G., Braga, E. S., & Chow, F. (2019). Integrated
multi-trophic farming system between the green seaweed Ulva lactuca, mussel, and
fish: a production and bioremediation solution. Journal of Applied Phycology, 31(2),
847-856.

Newell, R. I. E., & Bayne, B. L. (1980). Seasonal changes in the physiology,
reproductive condition and carbohydrate content of the cockle Cardium (=
Cerastoderma) edule (Bivalvia: Cardiidae). Marine Biology, 56(1), 11- 19.8

Omont, A., Elizondo-Gonzélez, R., Quiroz-Guzman, E., Escobedo- Fregoso, C.,
Hernandez-Herrera, R., & Pefia-Rodriguez, A. (2020). Digestive microbiota of shrimp
Penaeus vannamei and oyster Crassostrea gigas co- cultured in integrated multi-
trophic aquaculture system. Aquaculture, 521, 735059.

Ramaglia, A. C., de Castro, L. M., & Augusto, A. (2018). Effects of ocean
acidification and salinity variations on the physiology of osmoregulating and
osmoconforming crustaceans. Journal of Comparative Physiology B, 188(5), 729-738.

Regnault, M. (1987). Nitrogen excretion in marine and fresh-water crustacea.
Biological reviews, 62(1), 1-24.

Shah, T. K., Nazir, 1., Arya, P., & Pandey, T. (2017). Integrated multi trophic

50
CAUNESP



Orientadora Prof2Dr2Alessandra da Silva Augusto Mestranda Emanuelle Pereira Borges

aquaculture (IMTA): An innovation technology for fish farming in India.
International Journal of Fauna and Biological Studies, 4(1), 12-14.

Shi, H., Zheng, W., Zhang, X., Zhu, M., & Ding, D. (2013). Ecological- economic
assessment of monoculture and integrated multi-trophic aquaculture in Sanggou Bay
of China. Aquaculture, 410, 172-178.

Shimoda, T., Fujioka, Y., Srithong, C., & Aryuthaka, C. (2005). Phosphorus
budget in shrimp aquaculture pond with mangrove enclosure and aquaculture
performance. Fisheries Science, 71(6), 1249-1255.

Sookying, D., Silva, F. S. D., Davis, D. A., & Hanson, T. R. (2011). Effects of
stocking density on the performance of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei
cultured under pond and outdoor tank conditions using a high soybean meal diet.
Aquaculture, 319(1-2), 232-239.

Su, Y., Ma, S., & Feng, C. (2010). Effects of salinity fluctuation on the growth
and energy budget of juvenile Litopenaeus vannamei at different temperatures. Journal
of Crustacean Biology, 30(3), 430-434.

Troell, M., Joyce, A., Chopin, T., Neori, A., Buschmann, A. H., & Fang, J.G.
(2009). Ecological engineering in aguaculture—potential for integrated multi- trophic
aguaculture (IMTA) in marine offshore systems. Aquaculture, 297(1-4), 1- 9.

Verdouw, H., Van Echteld, C. J. A., & Dekkers, E. M. J. (1978). Ammonia
determination based on indophenol formation with sodium salicylate. Water Research,
12(6), 399-402.

Weineck, K., Ray, A. J., Fleckenstein, L. J., Medley, M., Dzubuk, N., Piana, E.,
& Cooper, R. L. (2018). Physiological changes as a measure of crustacean welfare
under different standardized stunning techniques: Cooling and electroshock. Animals,
8(9), 158.

Yan, B., Wang, X., & Cao, M. (2007). Effects of salinity and temperature on
survival, growth, and energy budget of juvenile Litopenaeus vannamei. Journal of
Shellfish Research, 26(1), 141-146.

Yu, Q., Xie, J., Huang, M., Chen, C., Qian, D., Qin, J. G., ... & Li, E. (2020).
Growth and health responses to a long-term pH stress in Pacific white shrimp
Litopenaeus vannamei. Aquaculture Reports, 16, 100280.

Zhao, X., Shi, W., Han, Y., Liu, S., Guo, C., Fu, W., ... & Liu, G. (2017). Ocean
acidification adversely influences metabolism, extracellular pH and calcification of an

economically important marine bivalve, Tegillarca granosa. Marine Environmental

51
CAUNESP



Orientadora Prof2Dr2Alessandra da Silva Augusto Mestranda Emanuelle Pereira Borges

Research, 125, 82-89.
Zhu, Z. M., Lin, X. T., Pan, J. X., & Xu, Z. N. (2016). Effect of cyclical feeding on
compensatory growth, nitrogen and phosphorus budgets in juvenile Litopenaeus

vannamei. Aquaculture Research, 47(1), 283-289.

52
CAUNESP



