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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como principal objetivo determinar a composicao isotopica de
O'3C e d'°N e a contribuicdo qualitativa e quantitativa das principais fontes de alimento
do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris), camarao-da-amazbnia
(Macrobrachium amazonicum) e curimbatd (Prochilodus lineatus), cultivados em
viveiros de fundo natural, em sistemas de monocultivo de A. lacustris (LM), cultivo
integrado de A. lacustris e M. amazonicum (LP) e cultivo integrado com as trés
espécies, sendo A. lacustris, M. amazonicum e P. lineatus (LPC). Primeiramente, foi
realizado um ensaio para obtencao dos fatores de discriminagéo isotépica (A) entre os
consumidores e a fonte padrdo de alimento (racdo comercial). Esses valores séo
importantes para corrigir o sinal isotépico das fontes de alimento, visando aplicacéo
dos modelos de misturas. Foram realizados ensaios individuais para as trés espécies.
Nestes foram utilizadas uma ragdo comercial de teor proteico 36%, sendo esta a
mesma racao usada no experimento de engorda. A seguir, foram coletados tecidos da
musculatura dos animais para analise de isétopos estaveis. Apds a estabilizacdo do
sinal isotdépico da musculatura em relagao a racdo comercial, o A foi calculado. Os
resultados para A. lacustris foram A3C de 2,0 %o e A®N de 2,9 %o; para M. mazonicum
AC de 2,3 %o e A™N de 3,0 %o; e para P. lineatus AC de 1,8 %o e A®™N de 3,1 %eo.
ApOs a obtencao dos fatores de discriminacéo isotdpica, foi realizado um experimento
de engorda, para determinar quais sao as fontes de alimento realmente incorporadas
na biomassa das trés espécies. Esse experimento teve trés tratamentos com quatro
réplicas. Os tratamentos foram Lambari Monocultivo (LM), Lambari e Camaréo (LP) e
Lambari, Camarédo e Curimbata (LPC), todos em viveiros de fundo natural. O manejo
dos viveiros ocorreu de acordo com o mesmo usado pelos produtores, utilizando uma
racdo comercial. Foram obtidos os sinais isotopicos da musculatura dos trés
consumidores e de todas as possiveis fontes de alimentos disponiveis nos sistemas
de cultivos. A seguir, foi aplicada a analise de is6topos estaveis por meio de modelos
de misturas Bayesianos, com validagao por teste de diagnostico, para a determinacao
das fontes de alimentos que foram incorporadas na musculatura dos consumidores.

Observou-se que a racao foi a principal fonte de alimento para o A. lacustris (51 a

10
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75%), enquanto que as demais fontes de alimento apresentaram participacao
individual reduzida. No entanto, as fontes autéctones somadas alcancaram de 25 a
49% do alimento incorporado. M. amazonicum apresentou baixa incorporacdo de
racdo comercial, e os demais alimentos apresentaram contribuicdes heterogéneas
sem que alguma fonte de alimento se destacasse. Os resultados sugerem que P.
lineatus pode apresentar seletividade de absorcéo e incorporacdo de recursos do
sedimento. A ragdo foi a principal fonte de alimento incorporada quando disponivel
para consumo, mas na auséncia desta, o P. lineatus pode se desenvolver com os

recursos autoctones.

Palavras-chave: Is6topos estaveis, fontes de alimento, sistema integrado de cultivo,

fator de discriminacao, lambari-do-rabo-amarelo, camardo-da-amazonia, curimbata.
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GENERAL ABSTRACT

The main objective of this work was to determine the isotopic composition of 33C
and &'°N and the qualitative and quantitative contribution of the main food sources of
the yellow-tail lambari (Astyanax lacustris), Amazon river prawn (Macrobrachium
amazonicum) and curimbata (Prochilodus lineatus), reared in monoculture system of
A. lacustris (LM), integrated system of A. lacustris with M. amazonicum (LP) and
integrated system with the three species A, lacustris, M. amazonicum and P. lineatus
(LPC), reared in earthen ponds. First of all, an trial was carried out to obtain the isotopic
discrimination factors (A) between consumers and the standard food source
(commercial feed). These values are important to correct the isotopic signal of food
sources for applying mixing models. Individual trials were carried out for the three
species, in which a commercial feed of 36% protein content was used. It was the same
commercial feed used in the grow-out phase of the experiment. Next, tissues from the
animal’s musculature were collected for stable isotope analysis. After stabilizing the
isotopic signal of the musculature in relation to the commercial feed, the A was
calculated. The results for A. lacustris were A*C of 2.0 %o and AN of 2.9 %o; for M.
amazonicum A3C of 2.3 %o and A™N of 3.0 %o; and for P. lineatus A3C of 1.8 %o and
AN of 3.1 %o. After obtaining the isotopic discrimination factors, a grow-out experiment
was carried out to determine which food sources were actually incorporated into the
biomass of the three species. This experiment had three treatments with four replicates.
The treatments were Lambari Monoculture (LM), Lambari and Prawn (LP) and Lambari,
Prawn and Curimbata (LPC), all in earth ponds. The management of the culture was
done according to commercial production and using a commercial feed. Isotopic signals
were obtained from the muscle tissue of the three consumers and all possible food
sources available in the culture systems. Then, the analysis of stable isotopes was
applied through Bayesian mixture models, with validation by diagnostic test to
determine the food sources that were incorporated into the muscles of consumers. The
commercial feed was the primary food source for A. lacustris (51 to 75%), while the
other food sources had reduced individual participation, but the autochthonous sources

added together reached from 25 to 49% of the incorporated food. M. amazonicum

12
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presented low incorporation of commercial feed, and the other foods presented
heterogeneous contributions without any food source standing out. The results
suggested that P. lineatus may present selectivity of absorption and incorporation of
sediment resources. Commercial feed was the main source of food incorporated when
available for consumption, but in its absence, P. lineatus can develop with

autochthonous resources.

Keywords: Stable isotopes, food sources, integrated cultivation system, discrimination

factor, yellow tail lambari, Amazon river prawn, curimbata.
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Capitulo 1

Introducao Geral
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1. INTRODUCAO

A Aquicultura no Brasil e no mundo esta baseada principalmente em sistemas de
monocultivo intensivamente arracoados (Valenti et al., 2021). Essa € uma pratica
pouco eficiente, pois menos de 20% da dieta fornecida aos animais é realmente
transformada em biomassa e mais de 80% da dieta é perdida no efluente nédo
promovendo retorno a producao (Valenti et al., 2011; Boyd et al., 2020). Assim, boa
parte da alimentacéo fornecida € transformada em residuos poluidores nos efluentes
e em forma de gases. Outra parte € incorporada em organismos como fitoplancton e
zooplancton, que embora possam vir a ser uma fonte de alimento, ndo tém valor
comercial direto (Henry-Silva & Camargo 2018; Flickinger et al., 2019a; Flickinger et
al., 2019b), reduzindo a sustentabilidade do ponto de vista ambiental e econémico.
Dessa forma, a implementacdo de sistemas integrados que aperfeicoem o uso das
instalacdes e da mao-de-obra, mas principalmente a utilizacdo dos insumos e recursos
naturais pode ser uma alternativa para melhorar a sustentabilidade da aquicultura
(Valenti, 2008; Boyd et al., 2020; Valenti et al., 2021).

Aquicultura multitréfica integrada (Integrated Multi-Trophic Aquaculture - IMTA) é
o cultivo de espécies de diferentes niveis tréficos com fungdes complementares no
ecossistema, de forma que permita alimentacéo das espécies com residuos, nutrientes
e/ou subprodutos da espécie principal, aproveitando a complementariedade das
funcBes ecossistémicas das espécies cultivadas (Chopin, 2013; Chopin et al., 2013;
Boyd et al., 2020). Os cultivos em IMTA podem ser desenvolvidos tanto em sistemas
marinhos como de agua doce, incluindo varias combinacfes de espécies. Essas
combinac¢des podem envolver a criacdo de organismos aquaticos na mesma unidade
de area, ocupando niveis tréficos diferentes como espécies de mariscos, camardes e
peixes; camardes e algas; peixes e moluscos entre outros (Boyd et al., 2020). Sistemas
integrados também podem ser realizados em cultivo consorciado de arroz com peixe
(rizipiscicultura) ou arroz com camarao (rizicarcinicultura) (Marques et al., 2016).

Algumas espécies de camardes de agua doce sdo procuradas para compor 0S
sistemas integrados de aquicultura. Estas apresentam boa adaptacéo a uma variedade

de peixes e crustaceos, grande valor comercial e potencial de mercado, tornando a
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producdo muito mais rentavel (New et al., 2010; Marques et al., 2016). Além disso,
podem colaborar na melhoria da qualidade de agua dos viveiros (Flickinger et al.,
2019a; Flickinger et al., 2019b). No Brasil, cultivos integrados em agua doce vém
sendo realizados com espécies como camardo-da-malasia (Macrobrachium
rosenbergii), e tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) (Santos & Valenti, 2002; Uddin et
al., 2007; Rodrigues et al., 2019a; Rodrigues et al., 2019b). Contudo, por se tratarem
de espécies exoéticas, o perigo da liberagdo acidental na natureza podera ocasionar
impactos, uma vez que estas espécies podem causar alteracdes na estrutura dos
ecossistemas aquaticos.

Os rios brasileiros possuem uma grande biodiversidade aquatica. Nesses
ambientes, sdo encontradas varias espécies de camarfes de agua doce, bem como,
diferentes espécies de peixes. Entre essas espécies, destacam-se o lambari-do-rabo-
amarelo (Astyanax lacustris, Lutken, 1875), o camardo-da-amazonia (Macrobrachium
amazonicum, Heller, 1862) e o curimbata (Prochilodus lineatus, Valenciennes 1837),
sendo todas espécies nativas com grande potencial para o cultivo.

O camaréo da espécie M. amazonicum pertence a Ordem Decapoda, da familia
Palaemonidae. Em seu ambiente natural, € considerada espécie onivora e oportunista
durante as fases juvenil e adulta (Odinetz-Collart, 1988; Valenti, 1996; Maciel & Valenti,
2009; Moraes-Valenti & Valenti, 2010; Marques et al., 2016). Por serem onivoros, 0s
camardes de agua doce de cultivo, podem aceitar alimentos tanto de origens autéctone
guanto aléctone, podendo se alimentar de invertebrados bentbnicos, oligoquetos,
larvas de insetos e racdo com alto teor de proteina animal (Valenti, 1996). O M.
amazonicum é comercialmente explorado pela pesca artesanal nas Regiées Norte e
Nordeste do Brasil (Odinetz-Collart, 1993; Moraes-Riodades & Valenti, 2001).
Apresenta tecnologia de cultivo desenvolvida para todo seu processo de producao
(Moraes-Valenti & Valenti, 2010). Podendo ser realizada tanto para consumo humano
guanto para producao de iscas que podem ser comercializadas no uso na pesca
esportiva (Rodrigues et al., 2019a; Valenti et al., 2021).

Outra espécie nativa que vem sendo estudada e ja bastante cultivada € o A.
lacustris (antigo Astyanax bimaculatus; Lucena & Soares, 2016). Essa espécie é

encontrada na regido sudeste do Brasil. Possui habito alimentar onivoro-oportunista,
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consumindo algas, insetos, microcrustaceos, particulas de macrdfitas e folhas, frutas,
sementes e escamas (Esteves, 1996; Cassemiro et al., 2002; Gomiero & Braga, 2008;
Garultti, 2003; Silva et al., 2012; Andrian et al., 2013; Fonseca et al., 2017; Vallad&o et
al., 2018). O cultivo do A. lacustris vem crescendo no estado de S&o Paulo em grandes
fazendas, pois apresenta elevado valor comercial na forma de isca viva para pesca
esportiva e para consumo humano, apresentando altos valores comerciais em varias
regides. Por ser um peixe de pequeno porte, pode ser consumido com 0S 0SS0s e até
mesmo a cabeca e visceras. Sua biomassa é constituida de partes muito ricas em
vitaminas, minerais e outros nutrientes, favorecendo a seguranca alimentar
principalmente de populacdes vulneraveis (Fonseca et al., 2017). Estudos apontam o
uso de espécies de lambaris como Deuterodon iguape (lambari-da-mata-atlantica) e
do A. lacustris como substituto da sardinha na pesca de atum (Gongalves et al., 2015).
Além disso, o A. lacustris tem um bom potencial de mercado na forma de peixe
enlatado (Porto-Foresti et al., 2005). Sendo essas praticas estabelecidas, logo havera
um aumento na demanda de mercado, e consequentemente na producdo dessa
espécie, podendo alcangcar um crescimento exponencial em um espaco curto de
tempo.

O P. lineatus é um peixe muito consumido, principalmente por populacfes de
pescadores proximas de grandes rios da América do Sul. Apresenta habito alimentar
detritivoro, seguido pelo consumo de algas, sendo considerado como pertencente aos
grupos tréficos inferiores (Resende et al., 1995; Sampaio et al., 2010; Freire et al.,
2012; Valenti et al., 2021). A espécie apresentou potencial no cultivo integrado com
tambaqui (Colossoma macropomum) e M. amazonicum, aumentando a produtividade
do sistema e sendo uma alternativa para uma aquicultura mais sustentavel (Franchini
et al., 2020). Seu potencial é tdo significativo que a espécie ja foi introduzida na
aquicultura da China e Vietnam (Kalous et al., 2012). O P. lineatus é produzido em
todos os estados do Brasil, sendo considerada a quinta espécie nativa, mais produzida
para o consumo humano. Em paralelo, existe também a criagcdo, em grande escala,
de juvenis para a liberacdo em bacias impactadas por hidrelétricas nas Regides Sul e
Sudeste do Brasil (Valenti et al., 2021).
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Porém, ndo basta apenas a escolha das espécies de acordo com seu potencial
de cultivo ou de mercado. Para se obter um bom aproveitamento da exploracdo de um
sistema aquatico, € necessario compreender 0s processos ecoldgicos inerentes a esse
sistema. Dentro desses processos, sao incluidas as relagbes alimentares entre
organismos e ambiente, e estas podem ser limitadas e regidas pelas mesmas leis
basicas dos sistemas vivos e controladas pelo fluxo de energia (Odum, 1988). No
entanto, a relacao dos alimentos e seus processos dentro dos ecossistemas ainda ndo
€ muito conhecida. O processo basico na dinamica tréfica é a transferéncia de energia
de uma parte do ecossistema para outro. A vida dentro do ecossistema depende na
utilizacdo de uma fonte de energia externa, radiacdo solar e uma porcao desta energia
incidente. Estas serdo transformadas pelo processo de fotossintese dentro da
estrutura dos organismos vivos (Chapin et al.,, 2011). Em ambientes aquaticos, 0s
sistemas produtivos sdo complexos, pois, suportam alta diversidade e um mosaico de
habitats terrestres e aquaticos. Esta alta complexidade fisica e bioldgica tem motivado
pesquisas a fim de compreender de forma abrangente processos ecoldgicos desses
sistemas (Johnson et al., 1995; Thorp et al., 2006). Por isso, estudos de ecologia tréfica
tém revelado consideravel versatilidade alimentar para a maioria dos teledsteos
(Agostinho & Jalio Jr., 1999; Wootton, 1999; Abelha et al., 2001).

Para tentar compreender os sistemas de producao, a composi¢cao alimentar dos
animais tem sido estudada por meio de dois procedimentos: analise de conteldo
estomacal (ACE) e analise dos isétopos estaveis (AIE) (Beaudoin et al., 1999; Oliveira
et al., 2006; Silva et al., 2012; Bastos et al., 2017). A ACE é um dos métodos mais
utilizados para validar a posicéo trofica, estratégia de alimentacdo e composicao
alimentar de um consumidor (Hyslop, 1980; Oliveira et al., 2006; Silva et al., 2012;
Bastos et al., 2017). Entretanto, ACE reflete apenas o alimento ingerido pelo animal e
nao o que foi efetivamente aproveitado e incorporada aos tecidos, sendo assim, dificil
inferir com exatiddo quais e quanto das fontes alimentares estao influenciando o
desenvolvimento da espécie. Alem disso, a ACE representa um resultado
momentéaneo do consumo do individuo (Coman et al., 2006; Oliveira et al., 2006; Suita
et al., 2016; Bastos et al., 2017). J& a AIE permite estudar relagfes troficas e quanto e

guais alimentos foram incorporados e aproveitados pelo consumidor ao longo de um
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periodo de tempo de alimentacdo. Esta analise € considerada importante ferramenta
para fisiologistas, ecologos, zo6logos e outros pesquisadores que estudam os ciclos
dos elementos e matéria no ambiente (Pereira & Benedito, 2007; Bastos et al., 2017).

A palavra is6topo é originaria do grego ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar) e
podem ser definidos como atomos com 0 mesmo numero de protons e elétrons, mas
com diferente numero de néutrons no nucleo. O termo estavel significa que ndo emite
radiacdo, permanecendo indefinidamente sem variagbes no numero de prétons e
néutrons ao longo do tempo (Boutton, 1991; Ducatti, 2007; Sulzman, 2007; Martinez
del Rio et al., 2009). A diferenca no niumero de néutrons de um elemento quimico
estavel ndo afeta os processos bioldgicos e ecoldgicos. No entanto, o sinal isotépico
resultante desta diferenca de néutrons, torna possivel distinguir e mapear um tecido
ou composto em processos ecoldgicos e biolégicos. O principio basico da AlE, é que
o0 sinal isotopico de um tecido animal esta relacionado com sua dieta, sendo ajustado
por fatores de discriminacao especificos (Martinez del Rio et al., 2009).

Os is6topos estaveis (IE) dos elementos carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio
e enxofre (CHONS) ocorrem naturalmente e apresentam interesse bioldgico. Eles sao
0s principais elementos dos ciclos hidrolégico, geolégico e biolégico (Sulzman, 2007).
O carbono-13 (*3C) e o nitrogénio-15 (**N) sédo os IE mais utilizados e que apresentam
grande importancia nos estudos de ecologia tréfica, nutricado animal (Martinelli et al.,
1988; Forsberg et al., 1993; Wolf et al., 2009; Carter et al., 2019) e na aquicultura
(Mahmood et al., 2016; Heldt et al., 2019; Moraes et al., 2020; Gamboa-Delgado,
2021). O carbono (C) tem como isétopo estavel leve dominante o °C com seis
néutrons e o 13C com sete néutrons no nucleo, este sendo o isétopo pesado de carbono
mais comum. O &'3C pode ser utilizado como indicadores para o metabolismo de
carboidratos, transferéncia de lipidios e na contribuicdo estrutural (Gamboa-Delgado,
2021). O nitrogénio (N), is6topo leve 1“N e pesado '°N, tem o 3'°N predominantemente
utilizado em estudos ecoldgicos devido ao seu comportamento bioacumulativo no
tecido. Portanto, o d®N é mais positivo nos tecidos do que na dieta e material
excretado (Martinez del Rio & Wolf, 2005; Martinez del Rio et al., 2009).

A utilizacdo dos dois is6topos em conjunto vem sendo muito utilizada pelos

pesquisadores. Esse recurso somado a utilizacdo de modelos de misturas isotopicas,
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tornam-se ferramentas muito eficientes para definicdo do consumo e alimentacao das
fontes de alimentos para espécies em sistemas naturais e controlados (Gamboa-
Delgado, 2021). Uma das condi¢des basicas do uso da AIE, como metodologia de
estudos alimentares é que as fontes que compdem a dieta do animal tenham valores
isotopicos distintos (Boutton, 1991). O valor isotopico de um tecido animal reflete a
dieta assimilada ao longo do tempo (Tykot, 2004; Xu et al., 2008). Também é
importante considerar o fator de discriminagédo isotdpica (A) que ocorre devido ao
acumulo de atomos dos is6topos mais pesados nos tecidos do organismo consumidor
(Fry, 2006).

1. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo, aplicar a analise de is6topos estaveis para
determinar os valores de d3C e d'°N das fontes de alimento e consumidores nos
sistemas de cultivo visando:

- Determinar os fatores de discriminacdo isotdpica entre os consumidores, A.
lacustris, M. amazonicum e P. lineatus, e uma fonte padrdo de alimento (rac&o
comercial);

- Determinar a contribuicdo qualitativa e quantitativa das principais fontes de
alimento do lambari-do-rabo-amarelo (A. lacustris), do camardo-da-amazénia (M.
amazonicum) e do curimbaté (P. lineatus), cultivados em viveiros de fundo natural, e
as variacdes produzidas pelo cultivo integrado dessas espécies;

- Estimar se a dieta fornecida é aproveitada em maior quantidade no sistema de
monocultivo ou no sistema integrado entre as trés espécies.

Foram testadas as seguintes hipoteses:

1. Em sistema de monocultivo intensivamente arragcoado as principais fontes
alimentares utilizadas pelo A. lacustris tem origem autdctone.

2. Em monocultivo de A. lacustris e no cultivo integrado entre as trés espécies,
parte significativa do carbono e nitrogénio usado para o crescimento de A. lacustris,

do M. amazonicum e do P. lineatus tem origem na biota aquatica.
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3. Em cultivo integrado arracoado, a presenca do M. amazonicum e do P. lineatus
nao interfere nas fontes de alimentos usadas para o crescimento do A. lacustris.

4. Em sistema integrado arragoado, as principais fontes de alimentos usadas no
crescimento do M. amazonicum e do P. lineatus séo as fezes e os residuos de dieta
aléctone fornecida ao A. lacustris.

5. As fontes de alimentos usadas no crescimento variam ao longo do

desenvolvimento do A. lacustris, do M. amazonicum e do P. lineatus.

Este trabalho fez parte de um projeto amplo, envolvendo varios pesquisadores, no
gual foram estudados também a produtividade, indicadores de sustentabilidade, fluxo
de carbono, nitrogénio e energia em sistemas de monocultivo de A. lacustris, e cultivos
integrados com 0 M. amazonicum e P. lineatus. A tese foi dividida em quatro capitulos:

e O primeiro capitulo é esta introducdo geral que mostra a importancia e
pertinéncia do trabalho, justificando sua realizagao;

e No segundo capitulo sdo apresentados os estudos de fator de discriminacao
isotbépica para as trés espécies, Astyanax lacustris, Macrobrachium
amazonicum e Prochilodus lineatus em relacéo a racdo comercial;

e O terceiro capitulo tem como objetivo determinar quais sdo as fontes de
alimento realmente incorporadas na biomassa das trés espécies e em que
proporgdes ocorrem essas incorporagdes. Para o A. lacustris, o estudo foi feito
em monocultivo, cultivo integrado com M. amazonicum, e com este e o P.
lineatus. Para M. amazonicum, o estudo foi realizado em sistemas integrados
com A. lacustris e com este e P. lineatus. Para P. lineatus, o estudo foi feito
dentro de um sistema de cultivo integrado com as trés espécies.

e O quarto capitulo apresenta as conclusdes da tese.
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Capitulo 2

Determinacao dos Fatores de
Discriminacao Isotopicade C e N entre
Rac&o Comercial e Tecido Muscular de

Astyanax lacustris, Macrobrachium

amazonicum e Prochilodus lineatus
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RESUMO

A analise de isOtopos estaveis € uma ferramenta importante e consistente em
estudos de ecologia e reconstrucdo da dieta realmente incorporada na biomassa de
organismos aquaticos. O sinal isotopico em um tecido animal pode estar relacionado
com sua dieta, e é ajustado por fatores de discriminagao especificos (A). O presente
estudo tem como objetivo estimar o AC e AN de uma rag¢édo comercial no tecido
muscular das espécies Astyanax lacustris (lambari-do-rabo-amarelo), Macrobrachium
amazonicum (camardo-da-amazoénia) e Prochilodus lineatus (curimbatd). Para esse
experimento, uma ragdo comercial a base de milho, soja e produtos de origem animal
foi utilizada para alimentar A. lacustris por 84 dias, M. amazonicum por 42 dias e P.
lineatus por 48 dias. Foram utilizadas trés réplicas para cada espécie, compostas por
unidades experimentais de 900 L em sistema de fluxo continuo de &gua, providas de
aeragdo. Com os valores de 5'3C e 3'°N foi possivel estimar o A. Assim, o fator de
discriminacéo entre o tecido muscular de A. lacustris e a racdo comercial foi estimado
em 2,0 £ 0,2 %o para A3C e 2,9 + 0,3 %o para A®N. Para M. amazonicum foi estimado
A3C de 2,3 + 0,3 %o e A™N de 3,0 + 0,3 %o. Ja para P. lineatus o A'3C foide 1,8 + 0,4
%0 € AN de 3,1 + 0,2 %o. Esses valores podem servir de base para as corregées em
estudos de nutricdo e ecologia ao relacionar o sinal isotépico do tecido muscular com
a fonte de alimento. Como por exemplo os modelos de mistura, onde o A é essencial
para que as contribuigcbes das fontes de alimentos no tecido do animal possam ser
modeladas corretamente e resultarem em estimativas mais confiaveis das proporcdes

de alimentos consumidos por uma espécie nas condicdes do estudo.

Palavras-chave: Fracionamento Isotépico, lambari-do-rabo-amarelo, camarao-da-

amazoOnia, curimbata.
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ABSTRACT

Stable isotope analysis are very important and consistent in studies of ecology
and diet reconstruction actually incorporated into the biomass of aquatic organisms.
The isotopic signal in an animal tissue can be related to its diet, and is adjusted by
specifics discrimination factors (A). The study aims to estimate the A3C and A®N of a
commercial feed in the muscle tissue of Astyanax lacustris (yellow tail lambari),
Macrobrachium amazonicum (amazon river prawn) and Prochilodus lineatus
(curimbatd). For this, the A. lacustris fed for 84 days, M. amazonicum for 42 days and
P. lineatus for 48 days with a commercial feed based on corn, soybean and animal-
based products. Three replicates for each species composed the feeding trial,
consisting of experimental units of 900 liters in a continuous water flow system, with
aeration provided. With the values of 5'3C and 3N, it was possible to estimate the A.
Thus, the discrimination factor between A. lacustris muscle tissue and commercial feed
was 2.0 £ 0.2 %o for A3C and 2.9 + 0.3 %o for A®N. For M. amazonicum, it was A*3C of
2.3 £ 0.3 %o and AN of 3.0 = 0.3 %.. For P. lineatus, AC was 1.8 + 0.4 %o and AN
was 3.1 £ 0.2 %0. These values can be used as basis for corrections in nutrition and
ecology studies that relating the muscle tissue to the food source by isotopic signal. As
an example, the mixing models, where the A is essential to model correctly the
contributions of food sources in the animal tissue. Resulting in more reliable estimates

of the diet reconstruction by a species under the study conditions.

Keywords: Isotopic Fractionation, yellow tail lambari, Amazon river prawn,
curimbata.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura € um dos setores com maior crescimento nas ultimas décadas
(FAO, 2020). E devido a grande diversidade de espécies aquaticas produzidas em
cativeiro, se comparadas com a proteina animal terrestre, ainda sdo necessarios
outros tipos de conhecimentos dessa atividade. Esses seriam dos aspectos biolégicos
e nutricionais para a grande maioria das espécies aquaticas ja produzidas, bem como
das com potencial de producdo. Juntamente com outras frentes de estudos, os
conhecimentos na &area de nutricdo sdo essenciais para alcancar o sucesso de
producdo e aumentar sua eficiéncia (Boyd et al., 2020; Gamboa-Delgado, 2021;
Valenti et al., 2021). Uma das ferramentas importantes para a producdo animal é o
conhecimento dos habitos alimentares nos habitats naturais e nos ambientes de
sistema de producdo (Gamboa-Delgado, 2021).

Baseado no principio de que “vocé é o que vocé come” (Kohn, 1999), se um
tecido se desenvolve incorporando carbono e nitrogénio de apenas uma fonte
especifica, apods atingir o equilibrio isotopico, terd basicamente o mesmo sinal
isotépico que esta fonte. Porém, havera uma diferenca especifica chamada de fator
de discriminacdo isotopica entre tecido e dieta (geralmente denotado por A). Essa
diferenca entre o sinal isotopico do alimento e o do tecido animal é causada pelo
comportamento diferenciado dos IE leve ou pesado durante interacdes fisicas e
guimicas nos processos metabdlicos, denominadas como fracionamento isotépico
(Martinez del Rio & Wolf, 2005; Martinez del Rio et al., 2009; Gamboa-Delgado, 2021).
O A é especifico para cada espécie, dieta e tecido (McCutchan et al., 2003; Martinez
del Rio et al., 2009; Sacramento et al., 2016) e pode ser influenciado pelo tamanho
corporal, crescimento e turnover proteico (Martinez del Rio et al., 2009). No entanto,
os valores de A raramente sao estimados em estudos, sendo comum usar dados da
literatura de espécies e alimentos que guardam alguma rela¢cdo com o estudo ao qual
propdem. Porém, também sé&o utilizados valores de espécies e dietas néo relacionadas
(Caut et al., 2008; Caut et al., 2009 Martinez del Rio et al., 2009). Os erros causados

pela aplicacao incorreta de cada A podem ser agravados de acordo com o aumento
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do namero de IE e fontes de alimento utilizados, e pela diminuicdo das diferencas entre
0s sinais isotépicos das fontes de alimento (Martinez del Rio et al., 2009).

Portanto, é importante determinar os valores de A para o tecido de uma espécie
em relacdo a uma dieta que € utilizada na producdo comercial antes de aplicar a
técnica de isétopos estaveis. Desse modo, erros durante a utilizacdo dos sinais
isotopicos da fonte alimentar e do tecido muscular da espécie séo evitados. O presente
estudo tem por objetivo estimar os valores de A3C e A®N para o tecido muscular de
Astyanax lacustris, Macrobrachium amazonicum e Prochilodus lineatus em relagéao a

uma racdo comercial.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Unidades experimentais e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista (CAUNESP) — Campus Jaboticabal - SP, no Setor de Carcinicultura
(21°15°22”S e 48°18’48”0). Cada unidade experimental foi composta por tanques de
900 litros uteis com renovacdo continua de agua (~210 I/h), proveniente de poco
artesiano sem a necessidade qualquer tipo de tratamento, e aeracdo por compressor
radial e pedras porosas (Anexo 1). A renovacgao objetiva que a agua ndo permaneca
no sistema por tempo suficiente para o desenvolvimento de organismos que possam
ser ingeridos pelos animais e influenciar nos resultados. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, composto por um tratamento e trés repeticoes para cada
um dos trés experimentos, um para cada espécie (A. lacustris, M. amazonicum e P.
lineatus). O periodo experimental foi definido de acordo com a literatura, levando em
consideracao o delineamento e as meias vidas descritas. Sendo, portanto, 42 dias para
M. amazonicum (Heldt et al., 2019) e 48 dias para P. lineatus (Sacramento et al., 2016).
O experimento teve duracgéo de 84 dias para A. lacustris. Uma vez que néo ha literatura
especifica para a espécie, optou-se por estender o periodo experimental. Além disso,
o alongamento do periodo experimental do A. lacustris foi definido para que outros

tipos de coletas fossem realizadas. Corroborando assim, em outros estudos paralelos
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sem afetar o objetivo principal, de determinar o fator de discriminacéo isotépica. Os
procedimentos utilizados para o presente estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Agronomia e Veterinaria. Ciéncias
(FCAV), UNESP (protocolo n° 014780/19)

2.2. Obtencdo, povoamento e alimentacdo dos animais

Os alevinos de A. lacustris (40,12 + 3,64 mm e 1,07 £ 0,35 g), provenientes de
piscicultura comercial do Sitio Sobradinho, localizado no municipio de Buritizal, S&o
Paulo, Brasil (20°11'28"S, 47°42'30"0) foram estocados na densidade de 0,5 peixe I
Os juvenis de M. amazonicum (13,20 £ 1,87 mm e 17,8 + 00,0 mg) foram originados
do préprio Setor de Carcinicultura do Centro de Aquicultura da Unesp, campus de
Jaboticabal. Os reprodutores sédo provenientes de populacdes naturais coletadas no
Nordeste do Estado do Para, Brasil (1°139250S, 48°179400W), em 2001. Os juvenis
foram estocados na densidade de 2,2 camardes I'1. Os alevinos de P. lineatus (24,47
+ 2,7 mm e 0,22 + 0,08 g), provenientes de piscicultura comercial Projeto Peixes, no
municipio de Sales Oliveira (20°46'19"S, 47°50'16"0), foram estocados na densidade
de 0,45 peixe I't. Esses animais sdo do mesmo lote que foi utilizado no experimento
para o estudo das fontes de alimento nos cultivos em viveiros dessas espécies
(capitulo 3).

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (8:00 e 17:00) até a saciedade
aparente, com racao comercial (Guabi tech Onivoros QS) de 2 a 3mm de granulometria
e composicao proximal de 36% de proteina bruta, 7% lipidios, 3% fibra, e 12% matéria
mineral. A racdo era formulada a base de milho, soja e proteicos de origem animal
(Anexo 02). Esta dieta foi a mesma utilizada no experimento para o estudo das fontes
de alimento nos cultivos em viveiros (vide Capitulo 3). Desta forma os resultados dos
estudos de A podem ter melhor aplicabilidade no estudo de estimativa das fontes
alimentares em viveiros pois foram utilizados o0 mesmo recurso alimentar aléctone e

0S mesmos lotes de consumidores.
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2.3. Caracteristicas Fisicas e Quimicas da Agua

As variaveis monitoradas foram temperatura, oxigénio dissolvido (OD), pH e
condutividade elétrica. Estas foram medidas duas vezes ao dia (manha e tarde) com
sonda multiparametros YSI Professional Plus (Yellow Springs Instruments Company,
Yellow Springs, OH, USA) e mantiveram-se dentro da recomendac¢ao para o cultivo de
espécies aqudticas tropicais (Boyd, 2019) (Tabela 1). A cada 3 dias foram realizadas
analises rapidas de monitoramento de amoénia e nitrito por meio de Kits de testes,
“Labcon Test Amodnia Toxica Agua Doce” e “Labcon Test Nitrito” (Alcon®, Santa

Catarina, Brasil)

Tabela 1. Médias * desvio padrao das variaveis de qualidade de agua ao longo dos
experimentos com cada espécie.
A.lacustris M. amazonicum  P.lineatus

Temperatura minima (°C) 29,9+0,5 28,4+1,0 26,4+1,2
Temperatura maxima (°C) 31,0+0,6 30,9+1,3 285+1,3
Oxigénio dissolvido (mg L) 6,4+0,1 6,9+0,2 7,8+0,4
pH 8,4+0,1 90+04 8,5+0,6
Condutividade (uS cm™) 220+ 2 258 + 27 -

Amaonia Total (ppm) 0,2+0,2 0,3+0,1 0,2+0,2
Nitrito (ppm) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

2.4. Dados biométricos

Foi realizada biometria antes do povoamento (n = 30 para A. lacustris, n = 55
para M. amazonicum e n = 100 para P. lineatus), e trés biometrias por semana até o
final dos experimentos (n = 10 / espécie de peixe e n = 40 para M. amazonicum). A
massa dos animais foi obtida utilizando balanca (modelo AB104-S da marca Mettler
Toledo, Switzerland) com precisdo de 0,1mg. O comprimento total dos animais foi
coletado com paquimetro digital (Mitutoyo) de precisao de 0,01 mm. O comprimento
total do M. amazonicum é determinado pela distancia entre a margem distal do rostro

até a extremidade distal do telson (Moraes-Riodades & Valenti, 2002). O comprimento
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total dos peixes corresponde a distancia entre a boca e a extremidade do lobo mais
comprido da nadadeira caudal (Holden & Raitt, 1975). O ganho de massa ao longo do
tempo de experimento foi calculado pela diferenga entre a massa final e a massa

inicial.

2.5. Coleta e preparo das amostras para AlE

As amostras da ragcdo comercial foram coletadas no inicio do experimento.
Embora se tenha adquirido um anico lote de racdo para toda a duracdo do
experimento, foram coletadas amostras de todos os sacos de racdo. Estas foram
homogeneizadas em uma Unica amostra para andlise isotdpica, essa amostra foi
analisada em seis réplicas. As amostras de musculo dorsal dos peixes e abdominal do
M. amazonicum foram retiradas apds cada biometria. Sendo assim, a amostra inicial
foi coletada antes do inicio do experimento e as coletas intermediarias foram
realizadas trés vezes por semana até o final de cada experimento. Em cada
amostragem, foram coletados trés exemplares de M. amazonicum, A. lacustris e P.
lineatus por unidade experimental por dia de coleta. Cada exemplar correspondeu a
uma amostra que foi analisada separadamente. Para a coleta da amostra de M.
amazonicum foi retirado o masculo abdominal sem intestino ou exoesqueleto (Anexo
2) e para compor as amostras dos peixes foi retirado a musculatura dorsal sem
escamas ou pele (Anexo 3) para a analise de isétopos estaveis. Embora os
exemplares de A. lacustris atingissem a fase adula, as coletas de musculatura
mantiveram-se aleatérias como no inicio do experimento. Isso porque a espécie ndo é
cultivada com selecdo ou reversdo sexual. Sendo mais importante a
representatividade da populacdo sem a distingéo de sexo.

Os exemplares de M. amazonicum foram obtidos no proéprio local do experimento,
e foram mantidos sob condi¢gBes muito proximas das descritas para o experimento.
Porém a racédo utilizada para alimentar estes animais durante a fase de bercario, e
consequentemente pré-experimental, foi diferente da ragdo utilizada durante o
experimento. A racdo apresentava 35% de proteina bruta, 11% de lipidios, 4% de fibra

e 14% de matéria mineral, e sua composi¢do de ingredientes ndo foi fornecida pelo
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fabricante. Uma vez que foram alimentados unicamente com essa racao desde que
atingiram a fase de pos larva (~20 dias), buscou-se obter o A para este momento pré-
experimental, na tentativa de obter dados e informag¢des que possam contribuir com
os resultados do experimento realizado. Desta forma foi coletada a amostra da ragao
utilizada bem como os exemplares antes de iniciarem o0 experimento com a racao
experimental.

As amostras foram secas em estufa de ventilagéo forcada (marca Nova Etica) a
50°C durante 48 horas. A seguir, foram moidas individualmente até atingirem
granulometria fina e homogénea. Para amostras com maior quantidade de material,
foram utilizados almofariz e pistilo de ceramica. Para amostras com pouca quantidade
de material, a moagem ocorreu dentro do préprio tubo eppendorf de armazenamento
com auxilio de um pistilo de vidro. Posteriormente, as amostras foram pesadas em
balanca analitica (modelo XP2U Ultra Micro Balance da marca Mettler Toledo,
Switzerland) com preciséo de + 0,1 ug em capsulas de estanho com tamanho de 3,3
x 5,0 mm (Anexo 4). Para a correta leitura do equipamento de analise isotépica, €
necessario ter cerca de 50 pg de carbono ou nitrogénio na amostra. Foram realizados
testes prévios com as proprias amostras deste estudo, para estabelecer os intervalos
de peso para cada tipo de amostra, de acordo com o percentual de carbono e
nitrogénio das mesmas. Desta forma o intervalo de peso para a ragdo comercial foi de
800 a 1000 pg, e para o musculo dos animais de 450 a 550 pg. As amostras
experimentais foram analisadas no Centro de Is6topos Estaveis “Prof. Dr. Carlos

Ducatti” — CIE, Instituto de Biociéncias da UNESP, campus Botucatu.

2.6. Analise dos is6topos estaveis

As amostras pesadas e acondicionadas nas capsulas de estanho foram
submetidas a um sistema de espectrometria de massa de razao isotdpica por fluxo
continuo — CF-IRMS composto por analisador elementar (Flash 2000 — Thermo
Scientific, Germany) acoplado ao IRMS (Delta V Advantage — Thermo Scientific,
Germany) por meio de uma interfase de gases (ConFlo IV — Thermo Scientificm

Germany) para determinar a razdo isotépica R(E/E)amostra do Carbono R(33C/12C) e
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Nitrogénio R(*°N/**N). Os resultados foram expressos em diferenca relativa da razao
isotépica O'E, a partir do valor padréo R(E/E)padrzo €m (%0) conforme equacéo abaixo
(Coplen, 2011; Brand & Coplen, 2012).

— R(iE/jE)amostra -1

SE = ——
R(lE/]E)padréo

Sendo, R(E/E)padrao € 0 padrdo VPDB (Vienna Peedee belemnite) de 0,011180
para carbono e padrdo N2 de 0,0036765 para nitrogénio. Foram utilizados os padrées
NBS22 e IAEA-N-1 para calibrar os resultados das leituras do equipamento (Brand et
al., 2014). A incerteza padrdo do CF-IRMS é de + 0,10 %o € + 0,15 %o para d3'°C e d'°N

respectivamente.

2.7. Discriminacdao isotopica entre consumidores e ragcdo comercial

Com os valores de 8'3C e 5°N do tecido muscular dos consumidores e da racédo
comercial, foi possivel determinar os fatores de discriminagéo Isotopica para carbono
e nitrogénio entre o tecido muscular dos consumidores e a ragédo fornecida (A**Cmusculo-
racio € A™®Nmusculo-racao) de acordo com a equacdo (Caut et al., 2009; Britton & Busst,
2018):

Amﬁsculo—ragéoz 5mﬁsculo - 5ra950

Os dados foram analisados pelo programa R Studio, versédo 4.1.1 (2021). Os
valores de 3*3C e d'°N dos consumidores e das fontes de alimento de cada coleta
foram submetidos aos testes de normalidade e homocedasticidade. Como os dados
atenderam a essas premissas, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
medidas repetidas, e quando foi encontrada diferenca estatistica foi aplicado teste de
comparacdes multiplas para amostras pareadas (Teste de Fisher LSD “Least
significant difference”) com a < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Dados biométricos

Os alevinos de A. lacustris iniciaram o estudo com 40,1 + 3,6 mm de comprimento
e 1,1 £ 0,4 g de massa corporal e apos 84 dias, com um ganho de massa de 5,2 + 2,6
g, atingiram 6,3 £ 2,5 g e 68,2 + 7,6 mm de comprimento (Tabela 2). Desempenho este
considerado dentro do esperado, uma vez que o tempo médio de cultivo é de 90 a 120
dias (Fonseca et al., 2017), ao qual atingem de 60 a 80 mm (Valenti et al., 2021). Os
juvenis de M. amazonicum iniciaram o estudo com 13,2 £ 1,9 mm de comprimento e
0,02 g de massa corporal e apés 42 dias, com um ganho de massa de 0,08 + 0,01 g,
atingiram 0,10 £ 0,01 g e 22,5 + 3,0 mm de comprimento (Tabela 2). Os alevinos de P.
lineatus iniciaram o estudo com 24,5 + 2,7 mm de comprimento e 0,2 £ 0,1 g de massa
corporal e apés 48 dias, com um ganho de massa de 0,9 + 0,7 g, atingiram 1,1 +0,7 g

e 41,3 + 8,1 mm de comprimento (Tabela 2).

Tabela 2. Médias e desvio padrao das variaveis de desempenho zootécnico de A.
lacustris, M. amazonicum e P. lineatus apés 84, 42 e 48 dias de cultivo
respectivamente.

A. lacustris M. amazonicum P. lineatus

Massa inicial (g) 1,1+04 0,02 £ 0,00 0,2+0,1
Massa final (g) 6,325 0,10+ 0,01 1,1+£0,7
Ganho de massa (Q) 52+2,6 0,08 £0,01 0,9+0,7
Comprimento total inicial (mm) 40,1 £ 3,6 13,2+1,9 245+27
Comprimento total final (mm) 68,2+ 7,6 225+3,0 41,3+8,1

Os alevinos de A. lacustris e P. lineatus e juvenis de M. amazonicum
apresentaram ganho de massa significativos, resultando em massas finais de 5,0 a 5,7
vezes sua massa inicial (Tabela 2). Desta forma, e por se tratarem de animais em
estagio de rapido crescimento (alevinos e juvenis), a assinatura isotopica da racéo
comercial pode ser assimilada mais rapidamente (Sacramento et al., 2016). Sendo
assim, do ponto de vista biométrico e tempo experimental, os resultados estédo

representando a assimilacdo e incorporacéo da ragao comercial no tecido muscular.
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3.2. Discriminacao isotopica entre consumidores e racdo comercial

A racdo comercial apresentou composicao isotopica de -18,4 + 0,1 %o para 5'3C
e 3,7 £ 0,2 %o para d°N. O tecido muscular do A. lacustris apresentou composigéo
isotépica média inicial de 6'3C de -17,5 £ 0,2 %o € 8,4 = 0,4 %o para d'°N. Enquanto
que, apos 84 dias se alimentando exclusivamente da racao comercial, a composi¢ao
isotépica média de 5'3C elevou para -16,3 + 0,1 %o, € 0 3'°N reduziu para 6,6 + 0,2 %o
(Figura 1). Os valores se mantiveram estatisticamente iguais nas trés ultimas amostras
analisadas (a < 0.05) (Tabela 3), estas que representam os 23 ultimos dias de
experimento. Desta forma, podemos considerar que o sinal isotdpico estabilizou em
relacdo ao alimento consumido.

Com isso, péde ser obtido o A do musculo de A. lacustris em relacdo a racéo
comercial utilizada na alimentag&o dos animais. Sendo assim, o A de 13C foi estimado
em 2,0+ 0,2 % e em 2,9 + 0,3 %o para °N. Os valores das taxas de A para carbono e
nitrogénio diferiram quando comparados com os valores obtidos em estudos com
outras espécies como P. lineatus [A3C de -1,9 %o € AN de 4,2 %o] (Sacramento et al.,
2016) e Carassius auratus [A¥C de 1,5 a 2,8 %o e A’®N de 3,1 a 5,4 %o] (Britton & Busst,
2018). Provavelmente, estas diferencas decorreram das composi¢coes de C e N das
fontes proteicas das dietas assimiladas, da variacéo de espécie, do habito alimentar e

da capacidade de digestdo e absorcdo dos nutrientes desses organismos.
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Figura 1. Composigao isotépica média e desvio padrdo de 33C e 3°N do musculo de

A. lacustris ao longo de 84 dias de alimentacao exclusiva com a ragcao comercial.
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Tabela 3. Média e desvio padrdo dos valores isotépicos de 53C e d°N da ragéo
experimental e do musculo de A. lacustris, para o calculo de discriminacgédo isotépica
(A3C e A™N) entre consumidor e a racéo.

O13C (%o)

SN (%)

Dia 0 -17,5 +0,2F 8,4 +0,4"
4° dia -17,3 + 0,1PE 7,9+0,18
8° dia -17,0 £ 0,3B¢ 7,2+0,1¢
13°dia -17,1 +0,1B¢P 6,7 + 0,4PF
18° dia -17,3 £ 0,1PE 7,0 £ 0,3€PE
22° dia -17,2 £ 0,1CPE 6,9 + 0,3CPE
27° dia -17,2 £ 0,2CPE 6,7 + 0,4PF
32° dia -17,0£ 0,28 7,1 +0,2P¢
62° dia -16,4 £ 0,24 6,6 + 0,4PF
69° dia -16,3 £ 0,24 6,6 + 0,1PF
84° dia -16,3 £ 0,14 6,6 + 0,2
Ultimos 23 dias -16,3+0,1 6,6 +0,2
Racao Comercial -18,4+£0,1 3,7+0,2
Amisculo-ragao’ 2,0+0,2 29+0,3

Valores sinalizados com diferentes letras mailsculas na mesma coluna diferem estatisticamente
(ANOVA seguido de teste de Fisher-LSD com a < 0.05).

A mascuto—dieta= Omuascuto — Odieta (Britton and Busst, 2018; Caut et al., 2009)

O tecido muscular do M. amazonicum apresentou composi¢ao isotdpica média
inicial de &'3C de -18,0 = 0,3 %o € 7,0 £ 0,2 %o para &'°N (Tabela 4). Enquanto que,
apos 42 dias de experimento, a composicdo isotdpica média final de 5'°C elevou para
-16,2 £ 0,1 %o, € 0 3'°N reduziu para 6,8 + 0,2 %o (Figura 2). Para o calculo de A, foi
utilizada a média das duas ultimas coletas de musculo. Sendo assim, o fator de
discriminagéo entre o musculo de M. amazonicum e a ra¢do comercial foi estimado em
A3C de 2,3 £ 0,3 %o e AN de 3,0 + 0,3 %o. Estes resultados diferem dos obtidos para
a mesma espécie, com AC e AN de 0,6 + 0,1 %o e 2,1 + 0,2 %o (Heldt et al., 2019).
Além dos animais serem bem maiores (0,7 £ 0,1 g e 38,8 + 18,0 mm) que o do presente
estudo, a diferenca na fonte de proteina da dieta utilizada, neste caso, filé de tilapia

(Heldt et al., 2019), pode ter sido responsavel pela diferenca de resultados, sendo que
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0 presente estudo utilizou racdo comercial com fonte mista de proteina de origem
vegetal e animal e outros alimentos em sua composi¢ao (anexo 2).

O d'3C e d'°N da racéao pré-experimental dos juvenis de M. amazonicum foi de -
20,5 £ 0,1 %o e 3,9 £ 0,1 %o, respectivamente (Figura 2). Se utilizado os valores do
tecido muscular do dia zero (6'°C = -18,0 + 0,3 %o € 3*®N = 7,0 = 0,2 %o) como
apresentando sinal isotopico estabilizado em relagcdo a Unica fonte de alimento
ofertada, a racéo pré-experimental, encontra-se um A'3C e um AN de 2,5 + 0,3 %o €
3,1 £ 0,2 %o, respectivamente. Estes valores nao diferem estatisticamente (p = 0.05)
dos valores de AC e A™N obtidos no experimento realizado, corroborando com os

valores de A estimados (Tabela 4).

Tabela 4. Média e desvio padrdo dos valores isotépicos de 53C e d!°N da ragéo
experimental e do musculo de M. amazonicum, para o calculo de discriminacao
isotopica (A'*C e A'®N) entre consumidor e a racéo.

S13C (%)

SN (%o)

O13C (%o) SN (%o)

Dia 0 -18,0 £ 0,3F 7,0 £ 0,248

3° dia -18,3 £ 0,2F 7,0 0,24

8° dia -17,5+0,2F 6,9 + 0,248

13° dia -17,1 +0,2P 6,7 +0,28BC

17° dia -17,0 +0,3P 6,8 + 0,3ABC

24° dia -16,6 + 0,4¢ 6,6 +0,2¢P

31° dia -16,6 +0,3€ 6,7 + 0,28CD

38° dia -15,7 £ 0,37 6,4 +0,4°

42° dia -16,2 + 0,18 6,8 + 0,2ABC

Ultimos 5 dias -16,1+0,3 6,7+0,3

Racao Comercial -18,4+0,1 3,7+0,2

Pré-EEp?egr?rzentall 20501 3901
Amésculo-ragio? 2,3 % 0,32 3,0£0,3° 25+0,3%  31£0,2%

Valores sinalizados com diferentes letras mailsculas na mesma coluna diferem estatisticamente
(ANOVA seguido de teste de Fisher-LSD com a < 0.05).

Valores sinalizados com diferentes letras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente (ANOVA
seguido de teste de Fisher-LSD com a < 0.05).

1 Racédo utilizada para alimentacéo dos juvenis de M. amazonicum durante a fase de bergario que
antecedeu o experimento.

2Amisculo—dieta= Omusculo — Odaieta (Britton and Busst, 2018; Caut et al., 2009).

3 Fator de Discriminagdo do misculo do M. amazonicum no dia O e a ragao Pré-Experimental.
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Figura 2. Composigéo isotdpica média e desvio padrao de 5'3C e d'°N do musculo de

M. amazonicum ao longo de 42 dias de alimentacao exclusiva com a racdo comercial.

No estudo com os individuos de P. lineatus e alimentacéo exclusiva com a racéao
comercial, a composic¢éo isotdpica média inicial do musculo foi de -20,1 + 0,4 %o para
O'3C e 6,7 £ 0,2 %o para 5'°N (Tabela 5). No 48° dia 0 musculo apresentou elevacéo
na composicao isotopica média de d3C para -16,4 + 0,2 %o, e valor médio de 3'°N em
6,6 + 0,2 %o (Figura 3). Os valores se mantiveram estatisticamente iguais nas trés
tltimas amostras analisadas (a > 0.05), estas que representam os 13 ultimos dias de
experimento. Desta forma, os fatores de discriminacdo puderam ser calculados,
resultando em um A*3C de 1,8 + 0,4 e um A'®N de 3,1 + 0,2 (Tabela 5). Em um estudo
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com P. lineatus em sistema controlado, utilizando também uma dieta mista em Cs e
Cas, foram obtidos valores distintos de A3C e AN (-1,9 %o e 4,2 %o respectivamente)
(Sacramento et al., 2016). O tamanho corporal, crescimento e turnover proteico séo
fatores que influenciam os resultados de A!®N. Em animais adultos e
consequentemente com pouco crescimento proteico, a relacdo entre a entrada e saida
de nitrogénio no tecido tende a ser proxima de 1, enquanto que em animais em
crescimento essa relacdo tende a ser menor que 1. Desta forma o AN tende a ser
menor em animais em crescimento do que em adultos com crescimento reduzido
(Trueman et al., 2005; Martinez del Rio et al., 2009). Os valores de A®N do presente
estudo e os apresentados por Sacramento et al. (2016) proporcionam um exemplo
desta situacdo. Uma vez que nossos individuos com menor tamanho corporal e
proporcionalmente maiores ganhos de massa (5,5 vezes maior que a inicial) em
apenas 48 dias obtiveram AN inferior que Sacramento et al. (2016), com a massa

final média apenas 2,5 vezes maior que a inicial em 60 dias de experimento.

Tabela 5. Média e desvio padrdo dos valores isotépicos de 5'°C e &'°N da racédo
experimental e do masculo de P. lineatus, para o calculo de discriminacéo isotopica
(A3C e A™N) entre consumidor e a racéo.

O23C (%) 55N (%)

Dia 0 -20,1 + 0,48 6,7 +0,24

36° dia -16,9 + 0,54 6,9 + 0,24

41° dia -16,6 + 0,6 6,8 + 0,14

48° dia -16,4 £ 0,24 6,6 + 0,24
Ultimos 13 dias -16,5+ 0,4 6,8+0,2
Racao Comercial -18,4+£0,1 3,7+0,2
Amasculo-ragéo’ 1,8+0,4 3,1+0,2

Valores sinalizados com diferentes letras mailsculas na mesma coluna diferem estatisticamente
(ANOVA seguido de teste de Fisher-LSD com a < 0.05).

A mscuto—dieta= Omascuio — Odieta (Britton and Busst, 2018; Caut et al., 2009)
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Figura 3. Composigéo isotdpica média e desvio padrao de 5'3C e d'°N do musculo de

P. lineatus ao longo de 48 dias de alimentacao exclusiva com a ra¢cdo comercial.

Pode ser observado que para M. amazonicum e P. lineatus os valores de &'°N
da musculatura inicial ndo diferiram estatisticamente dos valores registrados nos
demais dias de coleta (Tabelas 4 e 5). Isso ndo significa que os animais nao
apresentaram resposta a racao utilizada. Mas que a composi¢ao isotopica média de
0N das fontes de alimento as quais os individuos tiveram acesso antes do
experimento, apresentaram valores proximos da ragcdo comercial utilizada durante o
experimento, fazendo com que a resposta dos animais fosse manter esse sinal
isotopico em sua musculatura. I1sso vai ao encontro com o observado na Figura 2, onde

0 0N da racdo experimental esta muito proximo da ragéo pré-experimental.
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O fato de o sinal isotépico ter aumentado, diminuido ou permanecido igual ao
longo do experimento tem importancia quando observado o turnover (Ducatti, 2007).
Porém nao interfere no célculo de discriminacdo isotdpica, uma vez que se utiliza
exclusivamente do sinal isotdpico do tecido apos estabilizado. Vale ressaltar que ha
tecidos com velocidades diferentes de renovacédo e respostas (Sacramento et al.,
2016; Carter et al., 2019; Gamboa-Delgado, 2021). Sendo assim, em 0posicdo ao
ocorrido no presente estudo, curtos periodos de experimento podem acarretar na hdo
alteracdo do sinal isotopico por conta de o tecido ser lento em responder (Carter et al.,
2019; Gamboa-Delgado, 2021) e nédo pelo tecido e fonte de alimento terem sinais
isotopicos préoximos. Como exemplo o tecido ésseo, onde a sua incorporacao € lenta
(Carter et al., 2019). Porém o tecido muscular ndo apresenta renovacgao lenta.

Desta forma, os trés experimentos com cada uma das espécies, ocorreram por
periodos longos e obtiveram ganhos de peso suficientes para que a resposta isotopica
muscular ocorresse e alcancasse estabilidade. Portanto, levando sempre em
consideragdo que os valores de A*C e A®N sdo diretamente influenciados pelo tipo
de tecido, espécie, fonte de alimento, estagio de desenvolvimento e crescimento do
animal, os valores de A®C e AN obtidos para A. lacustris, M. amazonicum e P.
lineatus podem servir de base para as corre¢cdes em estudos de nutricdo e ecologia
ao relacionar o sinal isotépico do tecido muscular com a fonte de alimento. Como por
exemplo os modelos de mistura, onde o A € essencial para que as contribuicdes das
fontes de alimentos no tecido do animal possam ser modeladas corretamente e
resultarem em estimativas confiaveis das proporces de alimentos consumidos por
uma espécie sob determinadas condigcbes ambientais. (Parnell et al., 2010; Parnell at
al., 2013).
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Capitulo 3

Contribuicéo relativa de fontes alimentares
em monocultivo de lambari-do-rabo-
amarelo (Astyanax lacustris) e em cultivo
iIntegrado com camaré&o-da-amazonia
(Macrobrachium amazonicum) e curimbata

(Prochilodus lineatus).
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi determinar a contribuicdo das principais fontes de
alimentos para o lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) em sistema de
monocultivo e em sistema integrado com o camardo-da-amazoénia (Macrobrachium
amazonicum) e o curimbata (Prochilodus lineatus) em viveiros de fundo natural,
utilizando a analise dos is6topos estaveis de 513C e 3°N. O experimento, foi conduzido
em doze viveiros de fundo natural (0,1 ha), em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os tratamentos consistiram em: monocultivo de A. lacustris (LM); cultivo
integrado de A. lacustris e M. amazonicum (LP); cultivo integrado de A. lacustris, M.
amazonicum e P. lineatus (LPC). Foram coletadas amostras das possiveis fontes de
alimento presentes nos sistemas, sendo elas: racdo comercial, séston 1 (de 20 a 60
pm), séston 2 (de 60 a 500 pm), sedimento, macroinvertebrados benténicos, fezes de
A. lacustris e fezes de P. lineatus. Também foram coletadas amostras de tecido
muscular das espécies cultivadas. Os dados da contribuicdo das fontes de alimento
foram obtidos com os valores isotépicos de 3'3C e 5'°N por meio dos modelos de
misturas Bayesianos com validacao por teste de diagnéstico. A racéo foi a principal
fonte de alimento para o A. lacustris (51 a 75%), enquanto que as demais fontes de
alimento apresentaram participacédo individual reduzida, mas as fontes autéctones
somadas alcancaram de 25 a 49% do alimento incorporado. O M. amazonicum
apresentou baixa incorporacdo de ragdo comercial, e os demais alimentos
apresentaram contribuicbes heterogéneas sem que alguma fonte de alimento se
destacasse. O P. lineatus pode apresentar seletividade de absorcéo e incorporacéo
de recursos do sedimento. A racéo foi a principal fonte de alimento incorporada quando
disponivel para consumo, mas na auséncia desta, o P. lineatus pode se desenvolver
com o0s recursos autéctones. De um modo geral, os dados mostraram que as mesmas
fontes de alimentos se mantiveram ao longo do desenvolvimento dos animais no
periodo de cultivo, podendo variar mais em funcao da disponibilidade do que de uma

alimentacao seletiva.

Palavras-chave: Isotopos estaveis, fontes de alimento, sistema integrado de cultivo,
lambari-do-rabo-amarelo, camar&o-da-amazonia, curimbata.
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ABSTRACT

The study aims to determine a diet reconstruction of the yellow tail lambari
(Astyanax lacustris) in a monoculture and integrated system with the Amazon river
prawn (Macrobrachium amazonicum) and the curimbatd (Prochilodus lineatus) in
earthen ponds, using the stable isotopes analysis (3'°C and 5'°N). The experiment was
carried out in earthen ponds (0.1 ha), in a completely randomized design. The
treatments were A. lacustris monoculture (LM); integrated culture of A. lacustris and M.
amazonicum (LP); integrated culture of A. lacustris, M. amazonicum and P. lineatus
(LPC). Samples of possible food sources in the systems were collected, as follows:
commercial feed, séston 1 (from 20 to 60 pum), séston 2 (from 60 to 500 um), sediment,
benthic macroinvertebrates, A. lacustris feces and P. lineatus feces. Muscle tissue
samples from the cultivated species were also collected. Data on the contribution of
food sources were obtained with the isotopic values of 33C and 5'°N by a Bayesian
mixing models validated by diagnostic test. The commercial feed was the main food
source for A. lacustris (51 a 75%), while the other food sources had a reduced individual
contribution, but the combined autochthonous sources reached 25 to 49% of the
incorporated food. The M. amazonicum presented low commercial feed incorporation,
and the other food presented heterogeneous contributions without any food source
being highlighted. This great food diversification and plasticity of the species can be
considered a positive adaptation for integrated culture systems. The P. lineatus can
show absorption and incorporation selectivity in the sediment compounds, which is the
main food ingested. The commercial feed is the main food source incorporated when
available for consumption, but in its absence, P. lineatus develops with autochthonous
resources. The results showed that the same food sources remained throughout the
development of the animals during the culture, and may vary more depending on

availability than on selective feeding.

Keywords: Stable isotopes, diet reconstruction, food sources, integrated cultivation

system, yellow tail lambari, Amazon river prawn, curimbata.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas as questdes de responsabilidade ambiental e as praticas de
produgéo que visam aumentar a sustentabilidade da aquicultura vem tomando a
atencao e sendo impulsionadas pela academia, governo, produtores e mercado (Boyd
et al., 2020). O conhecimento dos aspectos bioldgicos e nutricionais sdo essenciais
para alcancar o sucesso de producdo e aumentar sua eficiéncia e sustentabilidade
(Boyd et al., 2020; Gamboa-Delgado, 2021). Uma das ferramentas importantes para a
producéo animal é o conhecimento dos habitos alimentares nos habitats naturais e nos
ambientes de sistema de producdo (Gamboa-Delgado, 2021). A Analise de Is6topos
Estaveis (AIE) tem sido usada como importante ferramenta para pesquisas em
Ecologia e Zoologia (Martinez del Rio et al., 2009; Gamboa-Delgado, 2021). Apresenta
grande importancia nos estudos de ecologia tréfica, nutricdo animal (Martinelli et al.,
1988; Forsberg et al., 1993; Wolf et al., 2009; Carter et al., 2019) e na aquicultura
(Mahmood et al., 2016; Heldt et al., 2019; Moraes et al., 2020; Gamboa-Delgado,
2021). A utilizacdo dos isétopos de carbono-13 (*3C) e de nitrogénio-15 (*°N) em
conjunto vém sendo muito utilizada pelos pesquisadores. Pois esse recurso somado a
utilizacdo de modelos de misturas isotopicas, tornam-se ferramentas eficientes para a
definicdo das principais fontes de alimentos para espécies em sistemas naturais e
artificiais (Gamboa-Delgado, 2021).

Os estudos de composicédo alimentar e ecologia tréfica em sistemas de producéo
vém sendo cada vez mais importantes e recorrentes. Entre esses estudos, 0s sistemas
integrados vém ganhando destaque (Gamboa-Delgado, 2021), Isso deve-se a
importancia de saber quais e quanto dos alimentos disponiveis estdo sendo
assimilados pelas espécies cultivadas ao longo do tempo dentro de um sistema de
producédo. Essas informacdes podem embasar a formulacédo de dietas adequadas e
balanceadas, bem como a adequacédo de manejos. O conhecimento da assimilacéo
de nutrientes permite ainda a selecdo de espécies com necessidades
complementares, aumentando assim a eficiéncia no uso dos recursos autoctones e
aléctones presentes nos viveiros. Isso pode aumentar a produtividade e reduzir os

efluentes poluidores, resultando em aumento da sustentabilidade da aquicultura (Heldt
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et al., 2019; Boyd et al., 2020; Franchini et al., 2020; Gamboa-Delgado, 2021; Valenti
et al., 2021).

Os sistemas de cultivo integrados promovem a melhor utilizagdo dos recursos
naturais presentes no sistema e dos recursos fornecidos a ele, como por exemplo a
racao. Isso porgue as espécies cultivadas sédo selecionadas de forma a ocupar todo o
espaco do sistema de cultivo e de transformar o maior nimero de tipos de recursos
disponiveis em alimento e consequentemente em biomassa de valor comercial.
Garantindo a diversificagdo de produtos, bioseguridade, menor carga de efluentes e
maior eficiéncia de producdo. Outra forma de aumentar a sustentabilidade destes
sistemas estd na escolha de espécies nativas, evitando introducdo acidental de
espécies exodticas em ambientes naturais. Entre a enorme variedade de espécies
nativas com potencial para aquicultura em sistemas integrados podemos destacar o
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris), 0 camardo-da-amazoénia
(Macrobrachium amazonicum) e o curimbata (Prochilodus lineatus). Estas sé&o
espécies que individualmente apresentam caracteristicas favoraveis de producéo, tém
mercado consumidor, e a presenca de uma espécie ndao afeta o desempenho das
demais, tendo portanto, compatibilidade e complementariedade (Marques et al., 2021).

O A. lacustris apresenta ciclo curto de producao, facil manejo, reproducédo e
alimentacdo. Seu mercado vem se expandindo como isca viva para pesca esportiva e
para consumo humano (Fonseca et al., 2017, Marques et al., 2021). O M. amazonicum
€ uma espécie com mercado para iscas vivas e consumo humano. Apresenta
tecnologia de cultivo desenvolvida para todo seu processo de producédo (Moraes-
Valenti & Valenti, 2010). Por ser detritivora e onivora de habitos bentbnicos, é uma
opcao para ocupar o fundo dos sistemas de producdo sem competicdo com as
espécies pelagicas (Flickinger et al., 2020). Ja o P. lineatus é comercializado para
consumo humano e para o repovoamento principalmente de hidrelétricas. Alimenta-se
principalmente de matéria organica no sedimento, o que faz da espécie excelente
opcao para o cultivo integrado (Valenti et al., 2021). Tendo em vista a importancia das
espécies descritas e dos estudos de composicdo alimentar, o presente estudo
objetivou estimar quais e em que propor¢cdes as fontes de alimento autéctones e

aléctones presentes em viveiros escavados de fundo natural sdo incorporados por A.
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lacustris em monocultivo e por esta espécie, M. amazonicum e P. lineatus em sistema

integrado.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Manejo dos viveiros e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista (CAUNESP), em Jaboticabal - SP, no Setor de Carcinicultura (21°1522”S e
48°18'48”0). Foram utilizados doze viveiros experimentais retangulares de fundo
natural, com area aproximada de 0,01 ha e profundidade média de 1 m. Inicialmente,
os viveiros foram drenados, secos ao ar livre e a matéria organica em excesso
proveniente de cultivos anteriores foi removida. Quatro dias antes do povoamento, 0s
viveiros foram abastecidos com agua proveniente de duas represas de abastecimento
submetida previamente a filtragem mecanica. Os viveiros de abastecimento possuem
estruturas em disposicdo sequencial tendo fluxo continuo de agua e recebendo
efluentes de outros sistemas de aquicultura (Kimpara et al., 2011; Sipauba-Tavares,
2013). Nao foi realizada calagem ou adubacao dos viveiros no processo de preparacéo
dos mesmos. Durante todo o periodo experimental os viveiros foram mantidos sem
renovacao de agua, sendo utilizada a agua de abastecimento apenas para repor as
perdas por infiltracéo e evaporagcao. Aeradores (Bernauer, modelo B-500 Aquahobby-
monophasic) foram utilizados apenas em casos de emergéncia (oxigénio dissolvido <
3 mg IY).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por trés
tratamentos, e quatro repeticdes. Sendo eles:

LM = (Lambari Monoculture) Monocultivo do A. lacustris;

LP = (Lambari and Prawn) Cultivo integrado de A. lacustris e M. amazonicum,;

LPC = (Lambari, Prawn and Curimbata) Cultivo integrado do A. lacustris, M.

amazonicum e P. lineatus.
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2.2. Obtencao, povoamento e alimentacdo dos animais

Os M. amazonicum (54,2 + 3,9 mm e 1,1 + 0,2 g), produzidos no proprio Setor de
Carcinicultura do Centro de Aquicultura da Unesp, campus de Jaboticabal foram
estocados nos viveiros em densidade de 25 camardes m2. Apés 15 dias, os alevinos
de P. lineatus (24,5 + 2,7 mm e 0,22 £ 0,08 g), provenientes de piscicultura comercial
Projeto Peixes, no municipio de Sales Oliveira, Sdo Paulo, Brasil (20°46'19"S,
47°50'16"0), foram estocados nos viveiros em densidade de 13 peixes m=2. Logo em
seguida, foram estocados, em densidade de 50 peixes m2, os alevinos de A. lacustris
(34,3 £ 8,3 mm e 0,80 + 0,84 @), provenientes de piscicultura comercial do Sitio
Sobradinho, localizado no municipio de Buritizal, S&o Paulo, Brasil (20°11'28"S,
47°42'30"0). Esse manejo garantiu que as primeiras espécies estocadas pudessem
estabelecer seus territérios antes das espécies povoadas logo em seguida, evitando
possiveis encontros e comportamentos agonisticos (Figura 1). A densidade do A.
lacustris foi definida de acordo com a praticada pelos produtores do estado de Sao
Paulo, enquanto que para M. amazonicum e P. lineatus as densidades foram inferiores
as praticadas nos respectivos monocultivos. No periodo de 15 dias entre o
povoamento dos M. amazonicum e as espécies de peixes, ndo foi realizada a
alimentacdo al6ctone dos M. amazonicum. O experimento teve inicio com o
povoamento dos peixes e comec¢o do arracoamento com racado comercial (Figura 1).
Os procedimentos de manejo e coletas utilizados no presente estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ciéncias Agronomia
e Veterinaria (FCAV), UNESP (protocolo n® 014780/19).
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» Monitoring total N & P, and TSS
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Figura 1. Linha do tempo sequenciando as atividades de manejo. Temp. =
temperatura; DO = oxigénio dissolvido; EC = condutividade elétrica; N = nitrogénio

total; P = fosforo total; TSS = sdlidos suspensos totais. Fonte: Marques et al. (2021).

O experimento ocorreu entre o final do verao e inicio do outono, com inicio no dia
04/02/2019 e fim no dia 04/04/2019, totalizando 60 dias. A espécie principal produzida
no sistema € o A. lacustris, que apresenta alta voracidade na captura da racdo durante
o arracoamento. O manejo alimentar ocorreu considerando que apenas o A. lacustris
fosse alimentado com ragéo e o M. amazonicum e P. lineatus se alimentassem apenas
de outros recursos naturais, de restos de alimento ofertados aos A. lacustris e dos
residuos produzidos por eles. Desta forma, foi utilizada como alimentacdo aléctone,
um lote de racdo comercial (Guabi tech Onivoros QS) de 2 a 3 mm de granulometria
e composicao proximal, de acordo com o fornecedor, de 36% de proteina bruta, 7%
lipidios, 3% fibra, e 12% matéria mineral. A rac¢do tinha como principais ingredientes o
milho e a soja. O arragoamento ocorreu em duas por¢des diarias de acordo com a
biomassa total do A. lacustris. Sendo a quantia diaria de racéo equivalente a 10% da
biomassa até o 33° dia, e quando os animais atingiram 3.8 + 0.3 g foi ofertado 5% da
biomassa do 34° dia até o final do experimento.
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2.3. Caracteristicas Fisicas e Quimicas da Agua

As variaveis temperatura, oxigénio dissolvido (OD), pH e condutividade elétrica,
foram medidas diariamente (Figura 1) com sonda multiparametros YSI Professional
Plus (Yellow Springs Instruments Company, Yellow Springs, OH, USA). Essas
variaveis mantiveram-se dentro da recomendagdo para o cultivo em viveiros
escavados (Boyd, 2019). Apenas a variavel OD apresentou diferenca estatistica entre
os tratamentos (Tabela 1). A cada 15 dias, a agua de cada unidade experimental foi
coletada para quantificar os soélidos suspensos totais (SST), nitrogénio total e fésforo
total (Figura 1). Os SST foram determinados por meio de filtragem da agua com filtro
de fibra de vidro e o material filtrado seco a 105°C (method 2540-D; APHA, 2017). O
nitrogénio total foi determinado por meio da “combustdo catalitica de oxidacao”
(Elementar—Vario TOC Select, Langenselbold, Hesse, Germany). O fésforo total foi
determinado pelo método de digestao por persulfato (4500-P B5; APHA, 2017) para
liberar ortofosfatos associados com a matéria organica (Tabela 1). Tanto a agua de
abastecimento quanto a agua dos viveiros ao longo do cultivo, foram classificadas

como eutréfica, de acordo com Brown & Simpson (2001).

Tabela 1. Médias = desvio padrdo das varidveis de qualidade de agua em cada
tratamento ao longo do cultivo.

LM LP LPC p*
Temperatura (°C) 27,6 £0,2 27,9+0,2 27,9+0,2 0,252
OD (mg L?) 4,8 +0,3° 6,0 £0,52 54+0,2° 0,006
pH 8,0+£0,1 8,1£0,4 8,1+£0,2 0,546
Condutividade (uS cm™) 1361 134+1 136+ 1 0,162
SST (mg L) 17,2+8,1 15,7+49 149+5,2 0,768
Nitrogénio total (ug LY)  425+186 477 +135 462+ 136 0,554
Fosforo total (ug L) 164 £ 54 192 + 58 173 +52 0,216

Monocultivo de A. lacustris (LM); cultivo integrado de A. lacustris e M. amazonicum (LP); cultivo
integrado de A. lacustris, M. amazonicum e P. lineatus (LPC); Oxigénio dissolvido (OD); Sélidos
suspensos totais (SST)

*QO valor de p foi obtido na comparagéo entre os tratamentos. Médias sinalizadas com diferentes letras
na mesma linha diferem estatisticamente (ANOVA seguido de teste de Fisher-LSD com a < 0.05).
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2.4. Variaveis zootécnicas

A biometria foi realizada antes do povoamento (n = 100 / espécie), e ao final do
experimento (n = 100 / espécie / unidade experimental). No meio do experimento (07
de marco de 2019) foram coletados 50 individuos de A. lacustris por unidade
experimental, para ajuste da alimentacdo. A massa dos animais (g) foi obtida utilizando
balanca (Marte, modelo AS2000C, S&o Paulo, SP, Brasil) com preciséo de 0,01g. O
comprimento total (cm) do M. amazonicum foi coletado com paquimetro digital
(Mitutoyo) de precisdo de 0,01 mm e o comprimento total (cm) e padrdo (cm) dos
peixes por meio de ictibmetro com precisdo de 0,1 cm. O comprimento total do M.
amazonicum € determinado pela distancia entre a margem distal do rostro até a
extremidade distal do telson (Moraes-Riodades & Valenti, 2002). O comprimento total
dos peixes corresponde a distancia entre a boca e a extremidade do lobo mais
comprido da nadadeira caudal, enquanto que o comprimento padrdo refere-se a
distancia entre a boca e a extremidade do pedunculo caudal (Holden & Raitt, 1974).
Ao final do experimento os individuos das trés espécies foram coletados e contados

para a determinacéo da sobrevivéncia dada pela equacao:

. Numero final de individuos
Sobrevivéncia(%) = — —— — * 100
Numero inicial de individuos

A produtividade total se deu pela soma da produtividade individual de todas as
espécies cultivadas no viveiro. A produtividade de cada espécie, conversao alimentar
aparente (CAA) do A. lacustris e a CAA total foram determinadas pelas respectivas
equacdes a seguir. A CAA total apresenta a relacdo entre a quantidade de racao
ofertada em relacdo ao ganho de biomassa de todas as espécies cultivadas neste
sistema. Independente das espécies terem consumido ou ndo a ragao, o objetivo deste
parametro € demonstrar o quanto o sistema converte a racado em biomassa de valor

comercial.

N2 final de individuos X massa média final(t)

Produtividade da espécie (t ha™!) = drea do viveiro(hd)
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Quantidade de ragdo of ertada

CAA =
Biomassa final — Biomassa inicial

Quantidade de racao of ertada
CAA total =

Biomassa final das trés espécies — Biomassa inicial das trés espécies

Os dados foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade das
variancias pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Em seguida, 0s
dados foram submetidos a one-way ANOVA (teste F). Para diferencas significativas,
as meédias foram comparadas usando o teste Fisher-LSD. As diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. As analises estatisticas foram realizadas
no SigmaStat para Windows (Systat Software Inc., versao 3.5, San Jose, CA, EUA).

2.5. Coletas para analises de Isétopos Estaveis

Todas as amostras coletadas das possiveis fontes de alimento e consumidores
ocorreram antes do povoamento e inicio do experimento (dia 0), biometria
intermediaria (32° dia) e da biometria final (60° dia). Sendo realizadas coletas
individuais para cada unidade experimental. Foram coletadas e preparadas as

amostras conforme descrito a seguir.

2.5.1 Amostras de musculo e fezes

Foram coletados dois exemplares de M. amazonicum, A. lacustris e P. lineatus
por unidade experimental (n = 8 / tratamento / espécie). Cada exemplar coletado
corresponde a uma amostra com a massa e comprimento total determinados. De cada
exemplar de M. amazonicum, foi retirado o musculo abdominal sem intestino ou
exoesqueleto (Anexo 02) e para os peixes foi retirada a musculatura dorsal sem
escamas ou pele (Anexo 03) para a analise de isOtopos estaveis. Dos mesmos

exemplares das duas espécies de peixes utilizados para coletas da musculatura
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dorsal, foram coletadas as amostras de fezes. A coleta ocorreu por meio de
dissecacao, na qual os peixes foram abertos lateralmente para a retirada do contetudo

fecal presente no intestino (Anexo 05).

2.5.2. Amostras de Séston

Para cada unidade experimental, separadamente, foram coletados em pontos
distintos do viveiro 10 amostras de 4gua com 10 L cada uma. Estas foram obtidas com
baldes graduados. A agua foi filtrada por rede de malha de 20 um para compor a
amostra concentrada (Anexo 06 A). Em laboratério, a amostra passou por peneira de
malha 500 um, para retencao de particulas indesejadas, e a seguir, por peneira de 60
pm. O material que passou pela peneira compds o séston 1 (de 20 a 60 um) e o
material retido compés a amostra denominada séston 2 (de 60 a 500 um) (Anexo 06
B). As amostras foram submetidas a filtragem com auxilio de kit de filtracdo, bomba a
vacuo da marca Prismatec modelo 131. Foram usados microfiltros de fibra de vidro
tipo GF 3 da marca Machery-Nagel, com porosidade de 0,6 pm. Estes foram
previamente lavados com agua deionizada e aquecidos a 500°C por 4 horas. (Anexo
07 A). A amostra retida nos microfiltros foi cuidadosamente raspada e coletada em um

vidro de relégio (Anexo 07 B).

2.5.3. Sedimento e Macroinvertebrados bentdnicos (MIB)

O sedimento do fundo de cada viveiro foi coletado em dois pontos diferentes com
uma draga do tipo Petersen (Anexo 08). As amostras passaram por decantacdo de
duas horas para a retirada do excesso de agua sobrenadante. Os macroinvertebrados
bentbnicos (MIB) foram coletados utilizando duas metodologias adaptadas de
Kuhlmann et al. (2012). O sedimento coletado foi lavado com agua deionizada por
peneiras de aco inox de malhas de 1000 pum, 750 um e 500 um. O material retido nas
peneiras foi despejado em um béquer e o material que passou pelas peneiras foi

acondicionado em um balde graduado de 10 L. As peneiras passaram por detalhada
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observacéo e todos os macroinvertebrados que ficaram presos entre as malhas foram
retirados com pincas. Nos béqueres contendo material retido nas peneiras, foi
despejada solugcdo saturada de sal (NaCl), fazendo com que todos os
macroinvertebrados flutuassem e entdo fossem coletados com auxilio de peneira e
pinca (Anexo 09). Juntamente da coleta de MIB foi observada a presenca e auséncia
dos mesmos para cada unidade experimental que compdem os trés tratamentos.
Todo o restante do material contido no béquer, passou por peneira de 1000 pm
para a retirada e descarte de pedras e folhas. O material restante recebeu agua
deionizada para que o sal fosse diluido. Apés decantacéo de 15 horas, 0 excesso de
agua foi retirado para a obtencdo do material organico sedimentado, compondo a

amostra de sedimento.

2.5.4. Racao comercial

Foram coletadas amostras de todos os sacos de racdo e homogeneizadas em
uma unica amostra para analise isotdpica. Todos os sacos de racao utilizados no
experimento corresponderam a um mesmo lote de producdo. Desse modo, pode-se
garantir que toda a racao ofertada aos animais apresentasse o mesmo sinal isotépico.
A utilizacdo de um Unico lote de racéo € fundamental para este tipo de estudo, pois as
fabricas de racdo costumam reformular cada lote de ragdo comercial mantendo os
“niveis nutricionais de garantia”. Isso porque diferentes lotes de racdo podem ter em
sua composicdo quantidades diferentes de ingredientes, de safras ou regides
diferentes, e até mesmo a implementacdo de alguns ingredientes na forma de
“eventuais substitutos” (Anexo 10). Do ponto de vista isotopico, esses dois lotes
diferentes apresentariam valores de 5%0'3C e 8%0'°N diferentes entre si, mesmo sendo
nutricionalmente semelhantes. Portanto, a homogeneidade é fundamental para os
experimentos realizados com isétopos estaveis, pois a alteracdo de sinal isotdpico da
racao poderia mascarar a sua participacdo na composi¢cdo do masculo dos animais.
Tornando assim, impossivel determinar seu grau de incorporacdo pelos mesmos, bem
como na contribuicdo do 8%.'3C e d%0'°N da racdo dentro da composicdo isotopica

das demais fontes de alimento dentro do sistema do viveiro.
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2.6. Preparo das amostras para analise de is6topos estaveis

Todas as amostras foram secas em estufa de ventilagao forcada da marca Nova
Etica a 50°C durante 48 horas. As amostras foram individualmente moidas até
atingirem fina granulometria e homogeneizacdo total. Para amostras com maior
guantidade de material, foram utilizados almofariz e pistilo de ceramica. Para amostras
com pouca quantidade de material, a moagem ocorreu dentro do proprio tubo
eppendorf de armazenamento com auxilio de um pistilo de vidro.

As amostras foram pesadas em balanca analitica (modelo XP2U Ultra Micro
Balance da marca Mettler Toledo, Switzerland) com precisdo de + 0,1 pg em capsulas
de estanho com tamanho de 3,3 x 5,0 mm (Anexo 04). Para a correta leitura do
equipamento de analise isotopica, € necessario ter em torno de 50 ug de carbono e
nitrogénio na amostra. Sendo assim, foram realizados testes prévios com as proprias
amostras deste estudo, para que fossem estabelecidos os intervalos de peso para
cada tipo de amostra, de acordo com o percentual de carbono e nitrogénio das

mesmas (Tabela 2).

Tabela 2. Intervalo de peso pré-estabelecido para pesagem das amostras para analise
isotdpica conjunta de *3C e °N.

Intervalo de peso (ug)

Musculo de A. lacustris 450 - 550
Musculo de M. amazonicum 450 - 550
Musculo de P. lineatus 450 - 550
Racao comercial 800 - 1000
Séston 1 (20 a 60 um) 1000 - 1400
Séston 2 (60 a 500 pum) 500 - 600
Sedimento 4500 - 5000
Fezes de A. lacustris 350 - 450
Macroinvertebrados bentbnicos (MIB) 500 - 600
Fezes de P. lineatus 500 - 600
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2.7. Andlise dos is6topos estaveis

As amostras pesadas e acondicionadas nas capsulas de estanho foram
encaminhadas ao Centro de Isétopos Estaveis “Prof. Dr. Carlos Ducatti” — CIE, Instituto
de Biociéncias da UNESP, campus Botucatu, para que fossem analisadas
isotopicamente por um sistema de espectrometria de massa de razao isotépica por
fluxo continuo — CF-IRMS. Composto por analisador elementar (Flash 2000 — Thermo
Scientific, Germany) acoplado ao IRMS (Delta V Advantage — Thermo Scientific,
Germany) por meio de uma interface de gases (ConFlo IV — Thermo Scientificm
Germany) para determinar a razdo isotépica R(E/E)amostra do Carbono R(33C/12C) e
Nitrogénio R(*°N/“N). Os resultados sdo expressos em diferenca relativa da razéo
isotopica O'E, a partir do valor padrédo R(E/E)padra0 €m (%o) conforme equagao abaixo
(Coplen, 2011; Brand & Coplen, 2012).

R(‘E/IE
§'E = (E/E)

amostra _ q

R (iE/jE)padréo

Sendo, R(E/E)padrzo € 0 padrdo VPDB (Vienna Peedee belemnite) de 0,011180
para carbono e padrdo N2 de 0,0036765 para nitrogénio. Foram utilizados os padrées
‘NBS22” e “IAEA-N-1" para calibrar os resultados das leituras do equipamento (Brand
et al., 2014). A incerteza padrdo do CF-IRMS é de + 0,10 %o e + 0,15 %o para d*3C e

0N respectivamente.

2.8. Analise dos dados e Determinacdo das principais fontes de alimento

Os dados foram analisados pelo programa R Studio, versdo 4.1.1 (2021). Os
valores de 33C e 6'®N dos consumidores e das fontes de alimento de cada coleta
foram submetidos aos testes de normalidade e homocedasticidade. Apos passarem
por esses pressupostos, foi realizada andlise estatistica por meio de analise de

variancia (ANOVA medidas repetidas), e quando encontrada diferenca estatistica foi
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aplicado teste de comparacdes multiplas para amostras pareadas (Teste de Fisher
LSD “Least significant difference” com a < 0,05).

Para estimar a contribuicdo das fontes de alimento de cada consumidor cultivado,
os valores isotdpicos (3*3C e d'°N) das fontes de alimento foram ajustados pelos
fatores de discriminacdo determinados nos estudos de discriminacdo isotopica,
realizados também neste projeto. A partir disto, os valores de 3'°C e 3'°N ajustados
das fontes de alimento e dos consumidores foram aplicados a modelos de mistura de
isétopos estaveis (SIMM) dentro de uma estrutura Bayesiana (Phillips, 2001) utilizando
0 pacote computacional simmr — “Stable Isotope Mixing Models in R”, versdo 0.4.5
(Parnell et al., 2010; Parnell at al., 2013), no software R Studio, verséao 4.1.1 (2021). O
simmr € uma versdo atualizada e melhorada dos pacotes computacionais MixSIR e
SIAR, apresentando um modelo de mixagem mais sofisticado e recursos de plotagem
mais amplos (Parnell at al., 2013).

O modelo do simmr foi ajustado utilizando a cadeia de Markov Monte Carlo. Para
verificar se o modelo foi executado corretamente foi utilizado o diagnéstico de
convergéncia de “Brooks-Gelman-Rubin” (Brooks & Gelman, 1998). Resultados
préximos de 1 indicam convergéncia correta do modelo, enquanto que para valores
maiores que 1,1 é recomendado utilizar maiores nimeros de intera¢des na tentativa
de ajustar o modelo. No presente estudo o valor mais alto obtido foi de apenas 1,04,

desta forma o modelo se ajustou corretamente aos dados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Variaveis zootécnicas

O A. lacustris apresentou sobrevivéncia de 46 a 56% no presente estudo (Tabela
3). A sobrevivéncia de A. lacustris, em monocultivo, varia em torno de 50 a 60% em
pisciculturas comerciais (Marques et al., 2021). O tempo de cultivo de 3 a 4 meses é
0 esperado para que os individuos de A. lacustris alcancem o comprimento total de
mercado de 6 a 8 cm (Fonseca et al., 2017; Valenti et al., 2021). No presente estudo,

0 A. lacustris alcancou este comprimento total em apenas dois meses de cultivo. Uma
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vez que objetivou-se realizar a engorda dos animais buscando seguir a realidade das
pisciculturas comerciais de modo a obter dados isotopicos que possam descrevé-las.
Os resultados biométricos obtidos de A. lacustris demonstram estarem dentro da
realidade de uma piscicultura comercial.

Apods 60 dias de cultivo, com densidade inicial de povoamento de 25 ind. m, o
M. amazonicum apresentou sobrevivéncia de 80% nos tratamentos LP e LPC.
Enquanto que o P. lineatus obteve sobrevivéncia de 70% em densidade inicial de 13
ind. m? (Tabela 3). De acordo com dados da literatura, nestas densidades, pode-se
constatar que a sobrevivéncia das duas espécies no presente estudo é considerada
alta (Moraes-Valenti & Valenti, 2007; Rodrigues et al., 2019; Dantas et al., 2020;
Franchini et al., 2020). Portanto, de acordo com os dados obtidos, sugere-se que as

espécies presentes no sistema integrado nao provocaram mortalidade entre si.

Tabela 3. Médias e desvio padréo das variaveis de desempenho zootécnico apds 60
dias de cultivo. Tamanhos iniciais: A. lacustris = 0,8 £ 0,8 g; 3,4 = 0,8 cm; M,
amazonicum=1,1+0,29;5,4+0,4cm; P, lineatus=0,2+0,19; 2,5+ 0,3cm.

LM LP LPC
Produtividade total (t ha!) 1,8 +£0,4° 2,4+0,2° 3,2+0,52
CAA total* 2,5+0,82 1,8 +£0,3% 1,4 +0,3°
Astyanax lacustris
Massa final (g) 7,7+0,8 7,8+0,9 7,7+0,8
Comprimento total final (cm) 7,3+0,2 7,4+0,3 74+0,1
Sobrevivéncia (%) 46 £ 8 48 £ 9 56 + 14
Produtividade (t ha) 18+04 1,8+0,2 2,1+05
CAA 25+0,8 2,2+0,3 20+0,6
Macrobrachium amazonicum
Massa final (g) 2,7+0,2 2,4+0,2
Comprimento total final (cm) 6,8+0,2 6,6 £0,2
Sobrevivéncia (%) 804 81+3
Produtividade (t ha) 0,6 £0,1 0,5+0,0
Prochilodus lineatus
Massa final (g) 6,1+2,2
Comprimento total final (cm) 7,3x0,7
Sobrevivéncia (%) 70+10
Produtividade (t ha?) 05+0,1

Monocultivo de A. lacustris (LM); cultivo integrado de A. lacustris e M. amazonicum (LP); cultivo
integrado de A. lacustris, M. amazonicum e P. lineatus (LPC); Conversao alimentar aparente (CAA)
Médias sinalizadas com diferentes letras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente (ANOVA

seguido de teste de Fisher-LSD com a < 0.05)
10 célculo da converséo alimentar aparente (CAA) total levou em consideracao a biomassa despescada
de todas as espécies juntas de cada sistema de producao.
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As médias de massa, comprimento total, sobrevivéncia, produtividade e CAA do
A. lacustris e M. amazonicum ndo mostraram diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos (Tabela 3). Uma vez que o desempenho do A. lacustris ndo apresentou
alteracao estatistica independente do tratamento, ou seja, mesmo com a adicdo das
duas espécies, observou-se que M. amazonicum e P. lineatus ndo afetaram
negativamente o desempenho produtivo do A. lacustris. A adicdo de P. lineatus ao
sistema de producdo também néo afetou o desempenho produtivo do M. amazonicum.
O que permite inferir que o comportamento alimentar das trés espécies, nos sistemas
de cultivo analisados, pode ser distinto e/ou apresentar plasticidade, de modo a néao
haver competicdo interespecifica por alimento.

A produtividade total aumentou e a conversédo alimentar aparente (CAA) total
diminuiu com aumento do nimero de espécies no sistema de cultivo. Os resultados de
produtividade total apresentaram valores estatisticamente distintos e crescentes com
0 aumento de espécies integradas no sistema (Tabela 3). Assim, o sistema integrado
com as trés espécies apresentou produtividade total significativamente superior ao
monocultivo com A. lacustris e ao cultivo integrado com A. lacustris e M. amazonicum.
Ja4 a produtividade do cultivo integrado com A. lacustris e M. amazonicum foi
significativamente superior ao monocultivo. A CAA total representa a raz&o entre a
massa de dieta fornecida e a soma da producdo de todas as espécies presentes em
cada viveiro. Portanto, os resultados indicaram que com a mesma quantidade de
racdo, e consequentemente, com 0 mesmo custo com alimentagéo, obteve-se maior

biomassa mostrando um aumento na eficiéncia de utilizagcéo da dieta.

3.2. Determinacéo das principais fontes de alimento

Por conta de cada tratamento apresentar a inclusdo de uma espécie
consumidora, cada tratamento apresentou diferentes quantidades de tipos de fontes
alimentares. No tratamento LM foram determinadas as fontes, racdo comercial, séston
1, séston 2, sedimento e fezes de A. lacustris. No tratamento LP, além das fontes

mencionadas anteriormente, incluiu-se os macroinvertebrados bentdnicos (MIB), que
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foram adicionados a equacao para o consumidor M. amazonicum. No tratamento LPC,
além dos seis recursos alimentares mencionados, foi acrescido as fezes de P. lineatus,
totalizando sete possiveis fontes alimentares para as trés espécies de consumidores.

Durante as coletas, os viveiros pertencentes aos tratamentos em que foram
povoados M. amazonicum e P. lineatus ndo foram encontrados macroinvertebrados
bentdnicos (MIB) junto da amostra de sedimento. Enquanto que no monocultivo de A.
lacustris a amostra de sedimento apresentou a ocorréncia de MIB. Todos 0s viveiros
passaram, ao mesmo tempo, pelos mesmos procedimentos de preparo e enchimento
para receber os animais e iniciar o experimento. Desta forma, todos os viveiros
apresentaram as mesmas condi¢des para o desenvolvimento dos MIB, sendo o Unico
diferencial, a presenca das espécies cultivadas de acordo com seus respectivos
tratamentos. A presenca e auséncia dos MIB € uma informagéo valiosa para o
desenvolvimento das andlises de Modelos de Mistura de Is6topos Estaveis (SIMM),
impactando no resultado deste estudo. Isso porque a presenca de MIB apenas em
monocultivo de A. lacustris demonstrou que n&o ocorreu o consumo desta fonte de
alimento pela espécie a ponto de afetar a existéncia das mesmas no sedimento dos
viveiros. Desta forma, mesmo o A. lacustris sendo uma espécie onivora oportunista
consumidora de insetos e invertebrados, ela apresenta habitos pelagicos,
permanecendo na superficie e meio da coluna d’agua (Lobén-Cervia & Bennemann,
2000; Cassemiro et al., 2002; Garutti, 2003; Abilhoa, 2007; Silva et al., 2012; Fonseca
et al., 2017; Valladao et al., 2018), ndo tendo o habito de procurar alimento revolvendo
a camada bentdnica do viveiro.

Em contrapartida, a ocorréncia de MIB no tratamento LM e a néo ocorréncia de
MIB em viveiros povoados com M. amazonicum e P. lineatus (tratamentos LP e LPC)
sugere que os mesmos foram consumidos por M. amazonicum e possivelmente por P.
lineatus. Por conta de ndo haver um tratamento com P. lineatus sem a presenca de M.
amazonicum n&o se pode afirmar que o P. lineatus teve participagédo no consumo desta
fonte alimentar. Porém, de acordo com seu habito de revolver o fundo e consumir
detritos sedimentado (Kalous et al., 2012), ndo pode ser descartada a possibilidade de
este consumir MIB junto com o sedimento. Contudo, podemos afirmar que o M.

amazonicum consome MIB. Desta forma, ao utilizar os Modelos de Mistura de Is6topos
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Estaveis (SIMM) para estimar as fontes de alimentos para o consumidor A. lacustris, a
fonte de alimento MIB néo foi adicionada as equacgfes, pressupondo que o mesmo
ndo consome essa fonte alimentar de modo significativo. Os valores isotopicos
referentes aos MIB coletados no tratamento LM foram utilizados para representar a
mesma fonte de alimento para os consumidores M. amazonicum e P. lineatus nos
tratamentos LP e LPC.

As amostras coletadas foram analisadas isotopicamente, apresentando
resultados que podem ser utilizados nas equacdes das analises de Modelos de Mistura
de Is6topos Estaveis (SIMM) (Tabela 4). A racdo utilizada nos experimentos
apresentou valores isotopicos homogéneos entre suas seis réplicas. Isso garantiu
dados seguros da principal fonte de alimento e da principal fonte de incremento de

carbono e nitrogénio do sistema.
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Tabela 4. Média e desvio padrdo das amostras coletadas em cada tratamento no inicio (dia 0), meio (32° dia) e final (60° dia) do
experimento. Monocultivo de A. lacustris (LM), Cultivo integrado de A. lacustris e M. amazonicum (LP), Cultivo integrado de A.

lacustris, M. amazonicum e P. lineatus (LPC).

Orientadora Prof.2 Dra. Patricia Maria Contente Moraes Valenti

513C (%)

5'°N (%o)

Racao experimental -18.35+0.10 3.66£0.16

Amostra \ Tratamento LM LP LPC LM LP LPC
Musculo A. lacustris - dia 0 -17,6 £ 0,38 -17,6 +0,3 -17,6 +0,3 8,4 +0,4" 8,4 +0,4" 8,4 + 0,47
Mdusculo A. lacustris - dia 32 -17,1+0,34 -17,1+0,2 -17,4+0,6 6,9+0,88 6,9 + 0,48 7,4+ 0,68
Mdusculo A. lacustris - dia 60 -17,1+ 0,54 -17,3+0,4 -17,1+0,3 7,2+ 0,58 7,3+0,58 7,1+ 0,48
Mdusculo M. amazonicum - dia O -17,7+0,4 -17,5+0,5 11,0+ 0,4% 11,2 +0,5%
Mdusculo M. amazonicum - dia 32 -17,3+0,7 -17,2+0,6 10,7 + 0,5%8 10,5 + 0,58
Musculo M. amazonicum - dia 60 -17,1+0,4 -17,3+0,9 10,4 + 0,38 10,2 + 0,58
Musculo P. lineatus - dia 0 -18,5+1,0* 8,4+0,9
Mdasculo P. lineatus - dia 32. -19,1 + 0,778 8,4+0,6
Musculo P. lineatus - dia 60 -19,4+0,78 8,8+0,7
Séston 1 (20 a 60 um) - dia O -20,7 + 1,14 -20,3 + 1,48 -20,5 + 0,54 5,6 +0,3"8 5,3+0,68 5,6 +0,7¢
Séston 1 (20 a 60 um) - dia 32 -20,1 £ 1,2A0 -19,0 + 0,47 -20,1 £ 0,470 7,6 £ 0,772 6,1 + 0,4"° 7,8 £ 0,62
Séston 1 (20 a 60 um) - dia 60 -23,3+ 0,98 -22, 7+ 1,5° -22,7 + 0,68 5,1+ 1,28b 5,5 + 0,8/Bb 6,7 + 1,182
Séston 2 (60 a 500 um) - dia 0 -19,4 + 0,94 -19,1+0,9 -19,3+ 0,74 52+0,88 5,1+0,78 54+1,/1"
Séston 2 (60 a 500 um) - dia 32 -21,5+ 1,480 -19,1 + 0,92 -21,2 + 1,280 7,8 £ 0,972 6,4 + 1,17 8,5+ 0,2"a
Séston 2 (60 a 500 um) - dia 60 -23,6 + 1,5 -20,2 £ 2,02 -22,6 + 1,5 7,5 + 1 5Ra 7,1+0,7%° 8,3+ 0,6"2
Sedimento - dia 0 -20,2+0,3 -20,6 £ 0,5 -21,0+£0,8 8,5+0,3" 8,1+0,3" 8,2+ 0,47
Sedimento - dia 32 -21,0+0,5 -20,6 +0,8 -20,9+0,5 7,5+ 0,48 7,4+ 0,68 7,8+ 0,5
Sedimento - dia 60 -20,8+1,0 -20,5+0,8 -21,1+0,5 6,7 £ 0,3 6,8 + 0,3 7,1+0,58
Fezes A. lacustris - dia 0 -18,4+0,1 -18,4+0,1 -18,4+0,1 6,7+ 0,6 6,7 +0,6" 6,7 + 0,6"
Fezes A. lacustris - dia 32 -19,0 £ 1,1° -17,9 £ 0,42 -18,2 + 0,72 57+0,6 5,4 + 0,58 5,4 + 0,58
Fezes A. lacustris - dia 60 -19,0 £ 0,6° -18,3+ 0,728 -17,7 £ 0,32 6,0+0,9 6,2 +0,8" 5,5+0,68
MIB —dia O -21,6+1,0 Ausente* Ausente* 8,9+0,7A Ausente* Ausente*
MIB — dia 32 -20,7+0,6 Ausente* Ausente* 6,5+ 0,68 Ausente* Ausente*
MIB — dia 60 -21,3+0,8 Ausente* Ausente* 54+1,.3€ Ausente* Ausente*
Fezes P. lineatus - dia 0 -19,4 + 0,84 6,6 +1,88
Fezes P. lineatus - dia 32. -20,3+ 0,78 9,4+ 28"
Fezes P. lineatus - dia 60 -21,1 +0,4¢ 8,2+1,8"

MIB = Macroinvertebrados Bentdnicos

* Organismos ndo encontrados para serem amostrados nos tratamentos LP e LPC
Médias sinalizadas com diferentes letras mindsculas na mesma linha diferem estatisticamente (Teste de Fisher-LSD com a < 0.05)
Médias sinalizadas com diferentes letras mailsculas na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de Fisher-LSD com a < 0.05)

Médias ndo sinalizadas com letras ndo diferem estatisticamente (Teste de Fisher-LSD com a < 0.05).
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As amostras de musculo dorsal do A. lacustris e musculatura abdominal do M.
amazonicum mostram que 0s sinais isotépicos de °C e °N ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos. Isso levanta a hipétese de que
independente da presenca das demais espécies cultivadas, o A. lacustris e o M.
amazonicum nao alteraram seus habitos alimentares nos sistemas de cultivo
analisados. Porém, essa hipétese deve ser levantada de forma cuidadosa, uma vez
gue algumas fontes alimentares apresentaram alteracdo entre tratamentos,
podendo ser responséveis por estes resultados (Tabela 4). Portanto, para
esclarecer esta hipotese, um caminho possivel é o da andlise de Modelos de
Mistura de Is6topos Estaveis.

Os resultados isotopicos dos musculos dos consumidores e das possiveis
fontes de alimento resultaram em graficos bidimensionais, nos quais o eixo X
corresponde aos valores de d3'3C enquanto que o eixo y corresponde os valores de
O™N. Esse grafico denominado de “Iso-space plot” permite identificar a eventual
proximidade e relacdo de um ponto de vista espacial entre os consumidores e
fontes de alimento (Parnell et al., 2010; Parnell et al., 2013). A Figura 2, apresenta
os valores brutos dos sinais isotopicos das fontes de alimento e dos consumidores
em relacéo aos eixos 813C e 8'N. E esperado que os valores dos consumidores
estivessem dentro de uma area limitada pelas extremidades dos desvios das
médias das fontes alimentares, podendo assim explicar por meio das fontes
presentes o sinal isotépico do consumidor. Caso o consumidor esteja fora desta
area, pode ser esperada a existéncia de uma fonte ndo coletada que explique o
sinal do consumidor. Porém, antes de ser levantada tal hipétese, faz-se necessario
gue as fontes de alimentos tenham seus valores corrigidos de acordo com o fator

de discriminagao (A) entre a fonte de alimento e o tecido do consumidor.
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Figura 2. Iso-space plot das médias e desvios padrdo dos sinais isotopicos brutos

(sem correcao pelo fator de discriminacéo) das fontes de alimento Racéo, Séston

1, Séston 2, Sedimento, Fezes de A. lacustris, Macroinvertebrados Bentdnicos

(MIB), Fezes de P. lineatus e dos consumidores A. lacustris, M. amazonicum e P.

lineatus em relagao aos eixos 33C e 5'°N.
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Figura 3. Iso-space plot das médias e desvios padrdo dos sinais isotopicos,

corrigidos pela média dos fatores de discriminagéo, das fontes de alimento Racéo,
Séston 1, Seéston 2, Sedimento, Fezes de A. lacustris, Macroinvertebrados

Bentdnicos (MIB), Fezes de P. lineatus e dos consumidores A. lacustris, M.

amazonicum e P. lineatus em relagdo aos eixos 5*3C e 5°N.

O A é um fator de correcao entre os sinais isotdpicos da fonte e o tecido do

consumidor. Isso é necessario por conta do comportamento diferenciado do IE leve

e pesado durante as interagfes fisicas e quimicas nos processos metabolicos
(Martinez del Rio & Wolf, 2005; Martinez del Rio et al., 2009). Com isso, a Figura 3
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apresenta o grafico Iso-space plot com as fontes de alimento corrigidas pelos
valores de A obtidos em experimento com a racdo comercial para as trés espécies
de consumidores (para A. lacustris A3C de 2,0 £ 0,2 %o € AN de 2,9 + 0,3 %o; para
M. amazonicum A'3C de 2,3 + 0,3 %o e A®N de 3,0 + 0,3 %o; para P. lineatus A3C
de 1,8 £ 0,4 %0 e A®N de 3,1 £ 0,2 %o). Pode ser observado na Figura 3, ao contrario
da Figura 2, que os sinais isotopicos dos consumidores se encontram préximos das
fontes de alimento e dentro da &rea limitada pelas extremidades dos desvios das
médias destes alimentos. Desta forma, pode-se ter maior confianca de que as reais
dietas dos consumidores podem ser explicadas pelas fontes de alimento presentes,
e consequentemente podem ser estimadas.

O A. lacustris apresenta sinais isotopicos muito proximos do recurso alimentar
racdo, independente do tratamento ou do periodo de coleta (32° dia e 60° dia de
experimento) (Figura 3). Partindo do pressuposto de que o consumidor apresenta
o0 sinal isotdpico préximo do alimento, os dados sugerem que a racao corresponde
a principal fonte de alimento da espécie quando cultivada em viveiros escavados
em sistema de monocultivo ou cultivo integrado em que o A. lacustris é a espécie
alvo. As andlises de SIMM, validadas por teste de diagnostico, puderam confirmar
este pressuposto, uma vez que os resultados estimaram que a racéo é a principal
fonte de alimento para o A. lacustris com valor médio entre tratamentos de 60 +
15% no 32° dia e 72 + 7% no 60° dia. As demais fontes de alimento apresentaram
participacdo reduzida e sem que alguma entre elas se destacasse a ponto de poder
ser eleita como segunda principal fonte de alimento. Porém, de forma conjunta, elas
podem ser consideradas muito importantes, pois correspondem de 25 a 49% do
alimento ingerido e incorporado na musculatura da espécie (Tabela 5; Figura 4).
Este comportamento corrobora com o habito alimentar onivoro oportunista do
género Astyanax (Lobdn-Cervid & Bennemann, 2000; Cassemiro et al., 2002;
Garutti, 2003; Silva et al., 2012; Fonseca et al., 2017; Valladao et al., 2018).
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Tabela 5. Média e desvio padrao da contribuicéo das fontes alimentes para as trés
espécies de acordo com os tratamentos, monocultivo de A. lacustris (LM), cultivo
integrado de A. lacustris e M. amazonicum (LP), cultivo integrado de A. lacustris,
M. amazonicum e P. lineatus (LPC). Resultados referentes ao meio (32° dia) e final
(60° dia) do experimento.

Contribuicdo das fontes de alimento (%)

32°dia 60° dia
LM LP LPC LM LP LPC

A. lacustris

Racéao 67+9 51+21 62+16 75+6 65+8 756
Séston 1 (20 a 60 um) 7+5 14+13 7+6 6+4 13%5 714
Séston 2 (60 a 500 um) 8+5 9+8 8+6 5+3 7+5 5+3
Sedimento 8+5 18+9 8+6 6+4 8+6 5+4
Fezes A. lacustris 10+8 7+6 9+10 8+6 8+6 4+4
Fezes P. lineatus 6+5 4+3
M. amazonicum

Racédo 65 9+6 9+9 7+6
Séston 1 (20 a 60 pum) 13+11 25+18 7+4 8+6
Séston 2 (60 a 500 pum) 17+15 13+10 16+14 17 +13
Sedimento 41+21 12+10 19+13 18+16
Fezes A. lacustris 10+7 18+10 42 +15 22 +13
MIB* 14 +13 9+7 8+6 7+6
Fezes P. lineatus 15+9 21 +12
P. lineatus

Racéo 39+19 12+8
Séston 1 (20 a 60 um) 6+5 18+ 14
Séston 2 (60 a 500 pum) 7+7 8+6
Sedimento 9+8 8+7
Fezes A. lacustris 7+7 6+4
MIB* 27 + 24 42 +19
Fezes P. lineatus 5+4 6+5

LM = Monocultivo de A. lacustris; LP = Cultivo integrado de A. lacustris e M. amazonicum; LPC =
Cultivo integrado de A. lacustris, M. amazonicum e P. lineatus
*MIB = Macroinvertebrados benténicos.
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Figura 4. Boxplot das contribuicbes das fontes de alimento: Racdo, Séston 1,

Séston 2, Sedimento,

Fezes de A.

lacustris,

Fezes de P.

lineatus e

Macroinvertebrados Bentbnicos (MIB), para o perfil isotépico do musculo dorsal do

consumidor A. lacustris no 32° e 60° dia de experimento.

As proporc¢des dos recursos alimentares consumidos pelo M. amazonicum

apresentaram comportamento heterogéneo entre os tratamentos e entre os dois

periodos de coleta (Tabela 5; Figura 5). As Unicas fontes de alimento que nao

apresentaram contribuicdo elevada em nenhum dos tratamentos ou periodo de

coleta foram a racdo e os macroinvertebrados benténicos (MIB). Era esperado que

a racdo ndo fosse um recurso utilizado diretamente pela espécie em cultivos
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integrados. Isso porque 0 M. amazonicum apresenta habitos bentdnicos (Maciel &
Valenti, 2009; Moraes-Valenti & Valenti, 2010; Marques et al., 2016), e a racao é
do tipo extrusada de baixa densidade, permanecendo na superficie da &agua.
Somado a isso, 0 A. lacustris apresenta alta voracidade de captura da ragéo, ndo
permitindo que a mesma seja acessivel diretamente ao M. amazonicum. Porém,
era esperado que o MIB apresentasse proporcfes mais elevadas que as
encontradas, em que o valor mais alto foi de 14 + 13% e os demais entre 7 e 9%.
Isso porque, como discutido anteriormente, a presenca do M. amazonicum no
viveiro pode ter resultado na eliminacé&o do MIB junto ao sedimento. Possivelmente,
a predacdo dos camarBes sobre os organismos bentbnicos impediu o
desenvolvimento do MIB de modo que a baixa abundancia desses organismos se
traduziu por pequena contribuicdo do material incorporado na musculatura de M.

amazonicum.
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Figura 5. Boxplot das contribuicbes das fontes de alimento Racdo, Séston 1,
Séston 2, Sedimento, Fezes de A. lacustris, Fezes de P. lineatus e
Macroinvertebrados Bentdnicos (MIB), para o perfil isotépico do musculo abdominal

do consumidor M. amazonicum no 32° e 60° dia de experimento.
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Todos 0s outros recursos apresentaram contribuicdo elevada para M.
amazonicum em pelo menos um dos cenarios. De forma geral, ndo foi observado
um alimento que se destacasse em diversos cenarios em relagdo as demais fontes,
para que possa ser apontado como sendo 0 mais importante para o
desenvolvimento e incorporagcdo do tecido muscular (Figura 5). Apenas em dois
cenarios um alimento se destacou dos demais. No tratamento LP ao 32° dia de
experimento, o sedimento se destacou com 41 + 21% de contribuigcdo, enquanto
gue as demais fontes de alimento permaneceram de 6 a 17%. O tratamento LP
para o 60° dia, as fezes de A. lacustris foi o recurso mais consumido, com 42 *
15%, enquanto que 0S outros recursos permaneceram com proporc¢des de 7 a 19%.
Esta visao geral de heterogeneidade dos resultados, corrobora com a apresentada
por Costa (2017) e Heldt et al. (2019), em que utilizaram também IE juntamente
com modelos de mistura Bayesiano como ferramenta metodoldgica, para estimar
as fontes de alimento para M. amazonicum. De forma similar aos resultados do
presente estudo, os dados obtidos por esses autores reforcaram o habito onivoro
da espécie e a grande diversificacdo e plasticidade na utilizacdo dos recursos
disponiveis dentro do sistema em que estdo sendo cultivados. Os resultados
corroboram com outros estudos utilizando outras metodologias além do uso de IE
(Valenti, 1996; Maciel & Valenti, 2009; Moraes-Valenti & Valenti, 2010; Marques et
al., 2016). Sendo M. amazonicum, portanto, uma espécie onivora e detritivora
oportunista, com facil adaptacéo aos recursos alimentares disponiveis no sistema
de cultivo em que se encontram.

Para a espécie P. lineatus, os recursos alimentares, fezes A. lacustris, fezes
P. lineatus, sedimento e séston 2, apresentaram resultados baixos de consumo,
com contribui¢des individuais variando de 5 a 9% (Tabela 5; Figura 6). O baixo
consumo de sedimento foi um resultado oposto do esperado, pois € uma espécie
que reside na porgéao inferior da coluna d’agua (Valenti et al., 2021) e a literatura
afrma que uma das principais fontes de alimento consiste no sedimento,
juntamente com detritos e organismos ali presentes (Bayol & de Yuan, 1996; Fugi
et al.,, 1996; Resende et al.,, 1995; Lopes et al.,, 2007; Kalous et al., 2012;
Sacramento et al., 2016; Valenti et al., 2021).
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Figura 6. Boxplot das contribuicdes das fontes de alimento Racdo, Séston 1,
Séston 2, Sedimento, Fezes de A. lacustris, Fezes de P. lineatus e
Macroinvertebrados Bentbnicos (MIB), para o perfil isotépico do musculo dorsal do
consumidor P. lineatus no 32° e 60° dia de experimento. BMI = Macroinvertebrados

bentdnicos.

No 32° dia de cultivo, a racdo correspondeu a maior fonte de alimento
assimilada por P. lineatus (39 = 19%). Esse resultado ndo era esperado. Durante
0s arragcoamentos, nao foi identificado P. lineatus ingerindo diretamente a racéo,
até porque o A. lacustris apresentou grande voracidade em consumir a racdo
ofertada. Pode ser entendido que o arragcoamento com 10% da biomassa de A.
lacustris no primeiro més de cultivo excedeu a quantidade de alimento necessaria
para o A. lacustris, de forma que ocorressem sobras que foram consumidas pelo P.
lineatus. Apds a primeira metade do experimento, com a reducéo da taxa de racéo
ofertada para 5% da biomassa do A. lacustris, as sobras de racdo foram muito
reduzidas e, portanto, a incorporacao dessa fonte na musculatura de P. lineatus foi
pequena.

Na coleta do 60° dia, o MIB foi o alimento com maior incorporagédo em P.
lineatus (42 + 19%), seguido do séston 1 (18 + 14%). Embora ndo tenham sido
consideradas as principais fontes de alimentos que aparecem na literatura, foram
apontadas como fontes secundarias de grande importancia para a espécie (Bayol
& de Yuan, 1996; Fugi et al., 1996; Resende et al., 1996; Lopes et al., 2007; Kalous
et al., 2012; Sacramento et al., 2016; Valenti et al., 2021). Porém, uma vez que as
fontes de alimentos para a espécie foram determinadas por meio da analise de
conteudo estomacal, o sedimento identificado em grandes guantidades nessas

analises pode nao ter sido incorporado nos tecidos do animal. A absorcédo e
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incorporacao no tecido muscular pode ocorrer de forma seletiva, priorizando o
séston 1 e MIB presentes vivos ou mortos no sedimento, na forma de matéria
organica particulada.

Os resultados desse trabalho indicam que a racdo € o principal recurso
alimentar para o crescimento do A. lacustris durante todo o seu desenvolvimento.
Porém, a contribuicdo dos alimentos autéctones somados pode representar até
49% do material incorporado na musculatura. Portanto, os aquicultores devem
planejar o manejo dos viveiros de modo a favorecer o desenvolvimento da biota
aquatica mesmo no monocultivo do A. lacustris. O perfil onivoro com alta
plasticidade alimentar observado em M. amazonicum mostra que esta espécie &
adequada para sistemas integrados. Essa plasticidade permite o cultivo da espécie
em diferentes sistemas e integrada com diferentes espécies, uma vez que ela se
adapta as condi¢cdes de recursos alimentares disponiveis com facilidade. O P.
lineatus pode apresentar seletividade na absorcdo e incorporacdo de alimentos
presentes no sedimento. Havendo racdo disponivel, esse peixe ird se alimentar
dela incorporando seus componentes na musculatura. Portanto, € uma opg¢éao
interessante como espécie secundaria de producéo no sentido de nao permitir que
ocorra sobras de racdo. Sugere-se que na falta de racdo, essa espécie possa se
desenvolver com o0s recursos autéctones, como pode ser observado neste estudo,
principalmente do meio até o termino do cultivo. Desta forma, as trés espécies se
utilizam de fontes de alimentos que contribuem para o seu desenvolvimento de
modo a ndo ocorrer competicdo por recursos mesmo quando h& sobreposicéo dos
mesmos. Portanto, nesse estudo foram observadas trés espécies aquaticas
diferentes com caracteristicas alimentares que favoreceram o cultivo, em sistemas

integrados de producéo.
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Capitulo 4

ConsideracoOes Finais e Conclusoes
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Os resultados obtidos no presente trabalho confirmaram nossa hipotese
inicial de que no monocultivo intensivamente arracoado do lambari-do-rabo-
amarelo (A. lacustris) ou no cultivo integrado dessa espécie com o camardo-da-
amazonia (M. amazonicum) e curimbaté (P. lineatus), parte significativa do alimento
assimilado tem origem autoctone, sendo composto pela biota aquatica. Essa fracéo
pode chegar a 49% para o A lacustris. Portanto, o manejo da biota aquatica &
importante para o bom crescimento e producéo da espécie. Também foi confirmada
a hipétese inicial de que a presenca de M. amazonicum e P. lineatus nao interfere
nas fontes de alimento usadas para o crescimento de A. lacustris.

Nossa hipétese de que as fezes de A. lacustris tem papel importante como
fonte de alimento de M. amazonicum também foi confirmada. Porém, foi refutada a
hipétese de que as sobras de racdo seriam outro componente importante na
alimentacdo dessa espécie no presente estudo, provavelmente porque ndo houve
restos de racéo que foi totalmente ingerida pelos A. lacustris e P. lineatus. Os dados
mostraram que o sedimento como um todo, o séston 1, o séston 2, formado
principalmente por zooplancton e matéria organica particulada, e as fezes de A.
lacustris e P. lineatus podem desempenhar papel mais importante do que 0s
residuos de racdo, diretamente, no desenvolvimento de M. amazonicum. No
desenvolvimento de P. lineatus, as principais fontes de alimento incorporado foi a
racdo, conforme nossa hipotese inicial, e os macroinvertebrados benténicos.

A hipétese de que as fontes de alimentos usadas no crescimento variam ao
longo do desenvolvimento do A. lacustris, M. amazonicum e P. lineatus nédo foi
confirmada. Os dados mostraram que de um modo geral as mesmas fontes se
mantém ao longo do desenvolvimento dos animais no periodo de cultivo, podendo
variar mais em fungéo da disponibilidade do que de uma alimentagéo seletiva.
Principalmente para M. amazonicum e P. lineatus que n&o apresentaram
preferéncia alimentar no que diz respeito a incorporacéo das fontes de alimento na
musculatura das espécies.

A determinacdo do fator de discriminacdo isotOpica para A. lacustris, M.
amazonicum e P. lineatus mostrou-se muito importante na aplicagéo da técnica dos
isétopos estaveis para determinacgéo das fontes de alimento usadas no crescimento
desses organismos aquaticos, considerando que este fator havia sido determinado
somente para M. amazonicum e P. lineatus, mas ainda ndo havia sido para A.

lacustris.
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Finalmente, podemos concluir que a adicado de espécies bentdnicas, que se
alimentam da biota aquatica e detritos, ao monocultivo do A. lacustris aumentou a
eficiéncia do cultivo, levando a um aumento na produtividade e redugédo da
conversdao alimentar aparente. Portanto, representa uma maior eficiéncia no uso da
racao, que € o insumo mais caro no cultivo de peixes intensivamente arracoados.
Portanto, aquicultura em sistemas integrados usando espécies com funcdes
ecoldgicas complementares, quando bem planejados e executados de forma
adequada otimiza o uso dos alimentos e reciclagem dos residuos, transformando
detritos em biomassa de valor econdmico, aumentando a sustentabilidade desta

atividade.
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ANEXOS

ANEXO 01

Unidades experimentais de 900 L Gteis com renovacgao continua de agua e aeracao
forgcada por compressor radial e pedras difusoras, utilizadas para os experimentos

de fator de discriminacéo isotopica para A. lacustris, P. lineatus e M. amazonicum.
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ANEXO 02

Composicéo de produtos e eventuais substitutos de acordo com as informagdes
oferecidas na embalagem da racdo comercial “Guabi tech Onivoros QS” de 2 a

3mm de granulometria:

“Composicao Béasica do Produto: Milho Integral Mopido, Farelo de Soja, Farelo
de Trigo, Farelo de Gérmen de Milho Desengordurado, Farinha de Carne e Ossos,
Farinha de Peixe, Farinha de Sangue, Farinha de Penas Hidrolisadas, Farinha de
Visceras de Aves, Oleo de Soja Degomado, Cloreto de Sodio (Sal Comum), L-
Lisina, DL-Metionina, Vitamina A, Vitamina D3, Vitamina E, Vitamina K3, Vitamina
C, Tianina (Bl), Riboflavina (B2), Piridoxina (B6), Vitamina B12, Acido Fdlico,
Biotina, Niacina, Pantotenato de Calcio, Sulfato de Cobre, Sulfato de Ferro,
Monoxido de Manganés, Proteinato de Zinco, Selénio na Forma Organica, Aditivo
Prebidtico, Aditivo Probidnico, Extrato de Alecrim, Oleo de Palma, Oleo de Coco,
Acido Propidnico, Aluminosilicato de Célcio e Sodio, B.H.A. (Butil Hidroxianisol),
B.H.T. (Hidr6xido de Tolueno Butilado), Propilgalato;

Eventuais Substitutos: Sorgo Integral Moido, Farelo de Gluten de Milho 60, Farelo
de Arroz, Farelo de Gérmen de Milho, Farelo de Glaten de Milho 21, Quirera de
Arroz, Levedura Seca de Cana-de-Aculicar, Hemoglobina, Oleo de Peixe Refinado,

Oleo de Visceras de Aves, Calcario Calcitico, Fosfato Bicalcico, Bacillus ssp.”
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ANEXO 03

Coleta da musculatura abdominal do M. amazonicum.
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ANEXO 04

Coleta da musculatura dorsal do A. lacustris.
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ANEXO 05

Equipamentos utilizados para a pesagem das amostras. Micro balan¢ca modelo
XP2U Ultra Micro Balance da marca Mettler Toledo, com precisao de 0,1p.
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ANEXO 06

Coletada das amostras de fezes, por dissecacao do conteudo fecal presente no

intestino.
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ANEXO 07

Rede de malha de 20 um para compor uma amostra concentrada no campo (A).
Peneira de aco inox de malha 500 um, para retencdo de particulas indesejadas,
peneira de aco inox de 60 um para retencdo da amostra Séston 2, e amostra de

Séston 1 filtrada no béquer (B).
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ANEXO 08

Bomba a vacuo com microfiltros de fibra de vidro tipo GF 3 com porosidade de 0,6
um (A). Amostra retida nos microfiltros raspada para vidro de relégio (B).
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ANEXO 09

Coleta de Material organico sedimentado com auxilio de draga do tipo Petersen.
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ANEXO 10

Macroinvertebrados bentdnicos retidos nas peneiras de aco inox, e flutuando em
solucédo saturada de sal (NaCl). Animais coletados com auxilio de pincas e

peneiras plasticas pequenas.

i
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