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Resumo

A amonia requer atencdo especial durante o processo de cultivo de varias especies, pois
pode acumular ao longo do tempo, devido principalmente, a decomposicdo dos compostos
organicos e a excregdo branquial dos animais cultivados, acarretando retardo no crescimento
dos camardes e em niveis elevados podem causar morte. O processo de nitrificacdo possibilita
converter a amdnia em nitrato, onde o nitrito € um produto intermediario. Se a conversdo para
nitrato for obstruida, concentrac@es significativas de nitrito podem se acumular no ambiente.
Nessas condi¢des as larvas podem ser submetidas a elevadas concentracdes de nitrito,
composto altamente tdxico aos organismos aquaticos. O presente estudo avaliou a toxicidade
de amodnia e nitrito em trés diferentes estagios larvais do camardo pitu, Macrobrachium
carcinus, e estimou os niveis seguros destes compostos durante a fase de larvicultura. Trés
grupos replicados de larvas no estagio zoea Il, V e VIII (denominados respectivamente de Z,,
Zs e Zg) foram expostos separadamente a cinco concentragcdes de amonia (5, 10, 20, 40 e 80
mg NAT L™) e seis de nitrito (5, 10, 20, 40, 80 e 160 mg N-NO, L™), além de um tratamento
controle sem aménia e nitrito, em salinidade de 20 g L™. Os valores de CL50 em 96 h de Z»,
Zs e Zgforam 8,34, 13,84 e 15,03 mg NAT L™ (0,50, 0,71 € 0,92 mg N-NH3 L™) e 3,28, 9,73 e
34,00 mg N-NO, L™, respectivamente. As CLs, estimadas para N-NO, foram menores do que
as de NAT na maior parte dos estagios avaliados. Isto sugere que as larvas de M. carcinus sdo
mais tolerantes a amonia, exceto no Zg, onde as larvas apresentaram uma maior resisténcia ao
nitrito. Com base nas concentracdes letais em 96 h, pode-se concluir que a tolerancia das
larvas de M. carcinus a amonia e nitrito aumenta com o desenvolvimento larval e os niveis de
seguranca foram estimados em 0,834 mg L™ de NAT (0,05 mg N-NH; L™) e 0,328 mg N-

NO, L, para todo o processo de larvicultura do M. carcinus.

Palavras-chave: Macrobrachium carcinus; zoea; amonia; nitrito; toxicidade aguda



Abstract

The ammonia requires special attention during the culturing process of several species,
as it may accumulate over time, mainly due to the decomposition of organic compounds and
gill excretion of the cultured animals, resulting in growth retardation of shrimps and at high
levels can cause death. The nitrification process enables to convert ammonia to nitrate, where
nitrite is an intermediate product. If the conversion to nitrate is blocked, significant
concentrations of nitrite may accumulate in the environment. Under these conditions the
larvae can be exposed to high concentrations of nitrite, compound highly toxic to aquatic
organisms. The present study evaluated the toxicity to ammonia and nitrite to three different
larval stages of the painted river prawn, Macrobrachium carcinus, and estimated the safe
levels of these compounds during the hatchery phase. Three replicated groups of larvae in the
zoea stages 1, VV and VIII (hence named Z, Zs and Zg, respectively) were exposed separately
to five ammonia (5, 10, 20, 40 and 80 mg TAN L™) and six nitrite concentrations (5, 10, 20,
40, 80 and 160 mg NO,-N L™), plus a control treatment with no addition of ammonia and
nitrite, at the salinity of 20 g LY. The LCx values at 96 h for Z,, Zs and Zg were 8.34, 15.03
and 13.84 mg TAN L™ (0.50, 0.71 and 0.92 mg NH3z-N L™) and 3.28, 9.73 and 34.00 mg
NO,-N L, respectively. The estimated LCsy for NO,-N were lower than those for TAN in
most stages evaluated. This suggests that M. carcinus larvae are more tolerant to ammonia,
except for Zg, where larvae had a higher tolerance to nitrite. Based on the lethal concentrations
at 96 h, it may be concluded that the tolerance of M. carcinus to ammonia and nitrite increases
with larval development and safe levels were estimated to be 0.834 mg TAN L™ (0.05 mg

NHs-N L) and 0.328 mg NO,-N L™, for the entire process of larvae rearing of M. carcinus.

Keywords: Macrobrachium carcinus; zoea; ammonia; nitrite; acute toxicity
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1- Introducéo

No Brasil, o Macrobrachium carcinus (LINNAEUS, 1758) é uma das trés espécies
nativas, de camardo de agua doce, com real valor econdmico. As demais sdo Macrobrachium
acanthurus (WEIGMANN, 1836) e Macrobrachium amazonicum (HELLER, 1862), todas
com grande potencial para aquicultura e bastante explorada pela pesca artesanal.

Ha varios anos o “pitu” M. carcinus tem sido alvo constante da explora¢do comercial da
pesca artesanal em diversos paises (LING e COSTELLO, 1979; MONTENEGRO et al.,
2001). Nas décadas de 80 e 90, as capturas desta espécie declinaram significativamente,
devido principalmente a poluicdo, destruicdo dos ecossistemas naturais e a sobrepesca
(VALENTI, 1993; HERMAN et al., 1999; BOWLES et al., 2000).

Atualmente, o M. carcinus encontra-se na lista oficial de espécies ameacadas de
extincdo e tem a pesca proibida conforme Instrucdo Normativa do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2004). Neste contexto, a
aquicultura surge como uma alternativa para suprir a demanda desse crustaceo e como meio
de preservacao da espécie por meio de iniciativas de repovoamento.

A grande problemética na producdo de pos-larvas de pitu estd no seu longo
desenvolvimento larval e comportamento agressivo, que acarretam uma baixa sobrevivéncia e
produtividade. Para o cultivo possui Varias vantagens, como grande resisténcia, boa tolerancia
a variacdo de fatores ambientais e ao manejo, bem como, habito alimentar onivoro, quando
adulto (MAGO-LECCIA, 2003).

A producdo larval de camarGes em laboratério (larvicultura) pode ser realizada em
sistema aberto ou fechado. Vérios autores tém mostrado vantagens no sistema fechado. Pois

no sistema aberto a quantidade total de agua necessaria para a producdo de um milh&o de pos-
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larvas de Macrobrachium rosenbergii por més é de 200 a 250 m?, ja no sistema fechado é de
apenas 6 a 8 m®, para a mesma producio (RA’ANAN e COHEN, 1983).

Além da economia de &gua, imprescindivel nos dias atuais e em regifes distantes de
fontes naturais de &gua, o sistema fechado de recirculagdo possibilita manter alto controle das
condic¢des do meio de cultivo e elevadas biomassas, em volumes relativamente baixos, gracas
a utilizacdo de filtros bioldgicos. Esse sistema consiste na mineralizacdo de compostos
organicos e denitrificacdo, por meio da atividade de bactérias, que vivem livres na dgua ou
fixadas ao substrato do filtro, possibilitando a oxidacdo de aménia (NH;") em nitrito (NO,),
por meio das bactérias Nitrossomonas, dai para nitrato (NOjs), por meio das bactérias
Nitrobacter (LOBAO et al., 1998).

Se 0 processo de oxidacao for obstruido, concentragdes significativas de amdnia e nitrito
podem se acumular no ambiente. Caso esses compostos ndo sejam removidos do sistema,
geram condigdes desfavoraveis para o desenvolvimento dos camardes e em casos extremos
podem causar mortalidades em massa. Essas substancias sdo fatores determinantes para
qualidade da agua de cultivo de véarias espécies.

Até os dias atuais, ndo existem estudos reportando os efeitos das concentracfes de
amonia e nitrito, em larvas do M. carcinus, pois a maioria esta concentrada em camardes
peneideos e espécies exdticas. Assim, torna-se necessario a realizacdo de estudos a fim de
providenciar informacdes sobre a toxicidade aguda da amonia e do nitrito durante o
desenvolvimento larval do M. carcinus, bem como estimar os niveis de seguranca desses
compostos para 0 processo de larvicultura. Esses resultados podem dar uma valiosa
contribuicdo ao desenvolvimento de técnicas para otimizacéo do processo de larvicultura com

fins nos cultivo comerciais e, principalmente, para o repovoamento dos estoques naturais.
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2- Revisao de literatura

2.1-Caracteristicas da espécie

No Nordeste do Brasil o Macrobrachium carcinus € conhecido como “pitu” e, em
outras regidoes, como “lagosta de Sao Fidelis” ou “lagostinha do Ribeira” podendo atingir
grande tamanho, sendo encontrados exemplares entre 23 e 26,5 cm de comprimento e 250 a
340 g de peso (LOBAO e ROJAS, 1985). Os machos chegam a alcancar, em média, 30 cm e
fémeas 17 cm (HOLTHUIS, 1980). Valenti et al. (1994) registraram uma fémea com seis
anos de idade, medindo 29 cm de comprimento e pesando 190 g. Certamente o M. carcinus €

um dos maiores camardes de agua doce.

Na natureza, o pitu prefere locais com turbuléncia elevada (correnteza) e substratos
rochosos ou arenosos (HOLTHUIS, 1980). Possui também a caracteristica de ser bastante
territorialista e agressivo, alimentando-se de tudo que se encontra em seu territorio (KUTTY
et al., 2000). Os juvenis e adultos de M. carcinus preferem &gua doce ou baixas salinidades
(0-5 g/L), enquanto que a salinidade entre 16 a 24 g/L seria mais adequada ao cultivo de
larvas (VALENTI, 1985; HERMAN et al. 1999).

Para o cultivo, o M. carcinus possui variais vantagens, como grande resisténcia, boa
tolerancia a variacdo de fatores ambientais e ao manejo, bem como, habito alimentar onivoro,
guando adulto (MAGO-LECCIA, 2003), além de possuir grande tamanho e alta fecundidade
(quantidade de ovos por fémea ovigera) (LOBAO e ROJAS 1985). Kutty et al. (2000)
destacaram que a espécie possui maior relagdo peso-comprimento do que M. rosenbergii.

Apesar de todas essas vantagens, a grande problemética na producdo larval de M.
carcinus estd no longo tempo de desenvolvimento larval (45 a 70 dias) (VALENTI, 1985;
HERMAN et al., 1999; PINHEIRO et al., 2004) e comportamento agressivo, tanto as larvas

quanto os adultos, que impde a utilizagéo de cultivos em baixas densidades, comprometendo a
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sobrevivéncia larval (10-18%) e a produtividade (6-10 pos-larvas/L) (CORREIA e
CORDEIRO, 1981; LOBAO e ROJAS, 1985; GRAZIANI et al. 1993; ABREU et al., 2004;

KUTTY e VALENTI, 2010).

2.2- Distribuicdo geogréafica

O género Macrobrachium (BATE, 1868) é constituido das espécies de camardo de dgua
doce, mais adequadas ao cultivo. S&o distribuidos nas zonas tropicais e subtropicais do
mundo, totalizando aproximadamente 200 espécies. Holthuis (1980) constatou sua ocorréncia
em todos os continentes, exceto na Europa.

O M. carcinus pode ser encontrado desde o sul dos Estados Unidos (Flérida e Texas),
América Central até as Antilhas, Coldmbia, Venezuela, Suriname e Brasil (do Amapéa ao Rio
Grande do Sul) (CHOUDHURY, 1971a; HOLTHUIS, 1980; GRAZIANI et al., 1993). Em
Pernambuco, a presenca da espécie ja foi registrada pela literatura nos rios Capibaribe-Mirim,
Mamucaba, Jaboatdo e Igarassu, além das localidades de Ipojuca e Tamandaré (COELHO et

al., 2002).

Figura 1 — Distribui¢cdo do Macrobrachium carcinus no Brasil.
Fonte: MMA, 2008
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2.3- Morfologia e sistematica

Os camardes adultos de M. carcinus possuem coloracdo escura, com faixas
longitudinais cremes e podem atingir aproximadamente 50 cm de comprimento, desde a
extremidade das quelas até o telson, pesando mais de 300 g e a primeira maturagdoa ocorre
partir de 10 cm de comprimento (ponta do rostro ao telson) (MMA, 2008). O rostro apresenta
uma série de dentes dorsais, que se prolongam sobre a carapaca, num total de 11 a 14 dentes,
dos quais quatro a seis sobre a carapaca; a superficie ventral apresenta dois ou trés dentes
(MMA, 2008).

Os crustaceos ocorrem nos ecossistemas terrestres e aquaticos (dulcicola, marinho e
salobro) e sdo integrantes da Ordem Decapoda (gr. deca, dez + podos, pel) (BOWMAN e
ABELE, 1982). De acordo com Pinheiro e Hebling (1998), os decapodos envolvem
crustaceos popularmente conhecidos como camardes, lagostas e caranguejos, que Ss&o
subdivididos nas Subordens Pleocyemata e Dendrobranchiata. Ainda segundo esses autores,
0s representantes destas subordens diferem, basicamente, quanto ao tipo de reproducdo: as
fémeas dos Pleocyemata incubam os ovos nas cerdas pleopodiais do abdome, enquanto que as
dos Dedrobranchiata os liberam diretamente na agua e estes se desenvolvem no plancton, sem
nenhum cuidado adicional. A Subordem Pleocyemata, é dividida em sete infraordens:
Stenopodidea, Caridea, Astacidea, Thalassinidea, Palinura, Anomura e Brachyura
(BOWMAN e ABELE, 1982). Os representantes da Infra-ordem Caridea encantram-se
distribuidos em 22 familias, dentre elas a Palaemonidae, que abrange, entre outras, 0s
camard@es de agua doce. O pitu pertence ao género Macrobrachium, e a espécie é denominada

de Macrobrachium carcinus (LINNAEUS, 1758).
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Segundo o Sistema de Informacdo Taxondmica Integrada (Integrated Taxonomic
Information System — ITIS), a classificacdo zooldgica completa de M. carcinus, é apresentada
da seguinte forma:

Reino: Animalia;
Filo: Arthropoda;
Subfilo: Crustacea (BRUNNICH, 1772)
Classe: Malacostraca (LATREILLE, 1802)
Subclasse: Eumalacostraca (GROBBEN, 1892)
Superordem: Eucarida (CALMAN, 1904)
Ordem: Decapoda (LATREILLE, 1802)
Subordem: Pleocyemata (BURKENROAD, 1963)

Infra-ordem: Caridea (DANA, 1852)

Superfamilia: Palaemonoidea (RAFINESQUE, 1815)

Familia: Palaemonidae (RAFINESQUE, 1815)
Subfamilia: Palaemoninae (RAFINESQUE, 1815)
Género: Macrobrachium (BATE, 1868)
Espécie: Macrobrachium carcinus (LINNAEUS, 1758)

2.4- Reproducéao

Na natureza o M. carcinus se reproduz durante a estacdo chuvosa, portanto, o periodo
varia de acordo com a localidade, por exemplo, em Barbados, a reprodugdo costuma ocorrer
entre maio e outubro (LEWIS et al., 1965), e no Brasil, entre fevereiro e mar¢co (VALENTI,
1986). Alcancando o estagio de primeira maturagdo com 55g e 60 mm de comprimento
(VALENTI et al., 1994; ARAUJO, 2002).

Em confinamento, esta espécie se adapta bem e produz ovos e larvas a partir de fémeas
fecundadas em laboratério (PINHEIRO et al., 2004). Segundo Abreu et al. (2004), a

reproducdo se inicia pela transferéncia do esperma do macho para a fémea, que fica
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depositado em uma estrutura especial (espermatéforo). Algum tempo ap6s o acasalamento
(25-30 minutos), a fémea expulsa os évulos, sendo entdo fecundados (MORENO et al., 2000).
Os ovos fecundados sdo incubados pela fémea e se desenvolvem aderidos aos pledpodos,
durante um periodo de 20 dias e 0 nimero de larvas produzidas pode variar de 7.000 a
190.000 (LOBAO, 1997).

Lobé&o e Rojas (1985) observaram que fémeas com peso entre 45 e 60 g produzem cerca
de 23.000 ovos. J& Coelho et al. (1982) encontraram fémeas que apresentavam de 10.000 a
80.000 ovos. Segundo Moreno et al. (2000), o M. carcinus possui um periodo de incubagdo de
24 a 36 dias, e podem produzir de 5.000 a 177.000 larvas por fémea, dependo do seu

tamanho.

2.5- Desenvolvimento larval

O processo de desova pode levar de 19 a 48 horas. Todos os camarfes de &gua doce tém
0 desenvolvimento do tipo indireto anamorfico irregular, ou seja, as larvas eclodem como
zoea. Nesta fase, a larva de M. carcinus passa por 12 estagios zoea até chegar ao estagio de

pos-larva, conforme se observa em sequéncia na Figura 2.

2.6- Larvicultura

De acordo com Lobéo (1997), a larvicultura pode ser realizada em sistema aberto ou
fechado. Nos sistemas tradicionais abertos, a agua é renovada diariamente (50 a 70% do
volume do tanque), sendo eliminada e substituida por 4gua nova e limpa, visando reduzir os
compostos nitrogenados oriundos dos metabolismos das larvas, nauplios de artémia e do
metabolismo bacteriano na decomposicdo de residuos de alimentos, fezes e organismos

mortos (CORREIA e CASTRO, 1998).
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Estagio Il. Surgimento de olhos
pedunculados

Estéagio Ill. Aparecimento dos
urépodes

Estagio V. Telso estreito e
alongado

F

Estagio IV. Dois dentes dorsais
sobre 0 rostro

Estagio VII. Pleépodes
birramados

Estagio VIII. Plebpodes com
cerdas

X\

Estagio V. Aparecimento de

brotos de ple6podes

Estagio 1X. Endopodito e
exopodito com cerdas

Estagio X. Rostro com 1-2 dentes |Estagio XI. Rostro com 3-7 dentes

dorsais. dorsais.

Estagio XII . Rostro com 10 dentes

dorsais e 1-3 dentes ventrais.

Figura 2 — Imagens das principais caracteristicas dos estagios larvais do Macrobrachium

carcinus baseadas em Coelho et al. (1982).
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J& no sistema fechado, que utiliza técnicas mais modernas como filtracdo (mecénica e

biol6gica) e tratamento quimico, hd um reaproveitamento total ou parcial da agua de cultivo

das larvas (DANIELS et al., 1992; CARVALHO FILHO e MATHIAS, 1998; VALENTI et
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al., 1998), podendo ser mantidas altas biomassas em um volume relativamente limitado
(LOBAO et al., 1998). No sistema aberto, a 4gua necesséria para a producéo de um milh&o de
pos-larvas de M. rosenbergii oscila entre 200 e 250 m®, a0 passo que, no sistema fechado, n&o

vai além de 6 a 8 m® (RA’ANAN e COHEN, 1983).

2.7- Alimentacéao

As larvas de M. carcinus sdo planctonicas e para se alimentarem posicionam-se com a
parte dorsal do térax voltada para baixo e os pereiépodos voltados para cima, movimentando-
os de forma coordenada, formando uma corrente de agua em direcdo a boca, quando uma
presa é encontrada na agua, a larva segura com seus pereiopodos e a leva para boca

(SANTOS, 2006).

Estudos feitos com diferentes dietas no cultivo larval do M. carcinus, concluiram que a
otimizacdo da sobrevivéncia e desenvolvimento larval pode ser alcangada com uso de
nauplios de artémia, permitindo bom desenvolvimento larval até o VI estagio zoea
(CHOUDHURY, 1971b). Segundo Kutty et al. (2000), nos primeiros estagios larvais a
alimentacdo deve ser com nauplios de artémia (4-5 nauplios por mL). Ap6s 10-12 dias (IV
estagio zoea) sdo atraidas por presas maiores e, por isso, deve ser ofertado alimento inerte
(KUTTY e VALENTI, 2010), que pode ser feito com peixe, lula e/ou mexilhdo, geralmente
preparados em forma de pavé. Santos et al. (2007) concluiram que a melhor sobrevivéncia
(14,83%), em larvas a partir do V estagio, foi obtida com alimentacdo composta por dieta
formulada (peixe fresco e moluscos) e nauplios de artémia. Ao fornecer o alimento inerte
deve-se ter o cuidado de manté-lo na coluna da agua, o que € possivel gracas a agitacdo da

mesma (COELHO et al., 1982; CARVALHO-FILHO e MATHIAS, 1998).
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2.8- Compostos nitrogenados

Os testes de toxicidade aguda avaliam uma resposta severa e rdpida dos organismos
aquaticos a um estimulo que se manifesta em geral no intervalo de 0 a 96 horas (RAND e
PETROCELLI, 1985). Normalmente o efeito observado é a letalidade e objetiva-se com esses
testes determinar a Concentracdo Letal Media (CLso), ou seja, a concentragdo do agente toxico
que causa mortalidade a 50% dos organismos-teste depois de um determinado tempo de
exposicio (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008).

De acordo com Rand e Petrocelli (1985), a concentracdo e 0 tempo necessario para que
um composto produza um efeito adverso, varia conforme o agente quimico, a espécie de
organismo e severidade do efeito. Ainda segundo esses autores, a tolerdncia a um
determinado poluente € normalmente pequena para organismos de mesma espécie e idade
similares e, geralmente, maiores entre espécies diferentes. J& Wajsbrot et al. (1993), acreditam
que a sensibilidade dos organismos a um determinado agente toxico pode variar de acordo
com o seu estagio de desenvolvimento (tamanho, idade), assim como o estado de salde dos
organismos.

Estudos sobre os niveis de metabolitos dissolvidos (amdnia e nitrito) no ambiente de
cultivo sdo imprescindiveis e ganham énfase em sistemas intensivos, fechados de recirculacéo
e durante o transporte dos organismos cultivados, pois a presenca desses compostos, mesmo
em baixas concentracdes sdo preocupantes (PILLAY, 2005).

Em sistema fechado de larvicultura a amonia requer atencdo especial, pois é a principal
forma de excrecdo do nitrogénio em crustaceos, variando de 60 a 70% do nitrogénio total
excretado (REGNAULT, 1987). Altas concentracfes deste composto podem acarretar retardo
no crescimento dos camardes e, em casos extremos, podem causar morte (WAJSBROT et al.,

1990; CHEN et al., 1991; ZIN e CHU, 1991).
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Na agua a amdnia apresenta-se sob a forma ionizada (NH4") e ndo ionizada (NH3), a
juncdo das duas formas constitui a amonia total (NH4; +NH3) (OSTRENSKY e
WASIELSKY, 1995). Segundo Fromm e Gillette (1968), a forma n&o ionizada é mais toxica,
devido a capacidade de difundir-se facilmente através da membrana celular. Os efeitos da
forma ionizada sdo considerados menos nocivos (EIFAC, 1983; YU e HIRAYAMA, 1986).

A proporcdo da amodnia toxica na agua de cultivo esta estreitamente relacionada com o
pH, salinidade e temperatura, ou seja, a medida que o pH torna-se bésico, a salinidade
aproxima-se de 0 e a temperatura aumenta, maior serd a propor¢cdo de aménia inorganica
(ARMSTRONG et al., 1978; BARBIERI 2010; KIR et al., 2004).

Armstrong et al. (1978) constataram que com a elevagédo do pH (6,83, 7,6 e 8,34), larvas
de M. rosenbergii sdo mais suscetiveis a aménia, visto que os valores da Concentracdo Letal
sobre 50 % da populacdo (CLsp), em 24 horas de exposicdo, decresceram respectivamente
para 200, 115 e 37 mg de amonia/L. J& com a elevacdo da salinidade (5, 20 e 35), em juvenis
de Litopenaeus schmitti, os valores da CLso, em 24 horas, aumentaram para 40,72, 53,52 e
54,32 mg N-amoénia/L, respectivamente (BARBIERI, 2010). Por fim, com a elevacdo da
temperatura de 14, 18, 22 para 26 °C, os valores da CLs, em 24 horas, diminuiram 92,2, 57,0,
41,1 e 25,89 mg N-amonia total/L, respectivamente, em juvenis de Penaeus semisulcatus
(KIR et al., 2004).

O processo de nitrificagdo possibilita converter a amonia (NH4") em nitrato (NO3),
onde o nitrito (NO2 ) é um produto intermediario. ConcentragOes significativas de nitrito
podem se acumular no ambiente caso a conversdo para nitrato seja obstruida (THURSTON et
al., 1978), devido a (a) filtros floristicamente imaturos, falhando na conversao do nitrito em
nitrato, (b) fluxo rapido de agua atraves do filtro, taxa de filtracdo superior a necessaria para

completa nitrificacdo bacteriana antes do retorno ao tanque de cultivo, (c) condigdes de filtro
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pobres, tais como baixo oxigénio dissolvido, levando a condi¢fes anaerdbias e conversao de
volta (denitrificagdo) de nitrato para nitrito (EPIFANIO e SRMA, 1975). O aumento da
concentracdo de nitrito no ambiente retarda o desenvolvimento larval, reduz o ganho de peso
e a sobrevivéncia, tanto no inicio como no final do ciclo larval do Macrobrachium
rosenbergii (MALLASEN e VALENTI, 2006).

Observando o estudo de toxicidez aguda com larvas de Macrobrachium rosenbergii,
pode-se concluir que o nitrito € mais toxico que a amonia, visto que os valores CLso, em 96h,
foram 12 mg N-amonia/L (15 mg amonia/L) e 8,6 mg N-nitrito/L (ARMSTRONG et al.,
1976, 1978). J& em juvenis de Litopenaeus vannamei os valores de CLs, em 96 h, foram 9,33
mg N-aménia/L e 9 mg N-nitrito/L, ou seja, niveis bem proximos (LI et al., 2007; GROSS et
al., 2004). E em ndauplios de artémia a tolerdncia ao nitrito foi bem maior do que a aménia,
visto que, em 48 h as CLsy foram 334,7 mg NAT/L e 1.141,0 mg N-NO,/L (CHEN et al.,

1989).
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RESUMO

O presente estudo avaliou a toxicidade de amdnia e nitrito em trés diferentes estagios larvais
do camardo pitu, Macrobrachium carcinus, e estimou 0s niveis seguros destes compostos
durante a fase de larvicultura. Trés grupos replicados de larvas no estagio zoea Il, V e VIII,
denominados respectivamente de Z,, Zs e Zg, foram expostos separadamente a cinco
concentracdes de amonia (5, 10, 20, 40 e 80 mg NAT L™) e seis de nitrito (5, 10, 20, 40, 80 e
160 mg N-NO, L™, além de um tratamento controle sem aménia e nitrito, em salinidade de

20 g L™. Os valores de CLsy em 96 h de Z, Zs e Zg foram 8,34, 13,84 e 15,03 mg NAT L™
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(0,50, 0,71 e 0,92 mg N-NH; L™) e 3,28, 9,73 e 34,00 mg N-NO, L™, respectivamente. As
CLso estimadas para N-NO, foram menores do que as de NAT na maior parte dos estagios
avaliados. Isto sugere que as larvas de M. carcinus sdo mais tolerantes a aménia, exceto no Zs,
onde as larvas apresentaram uma maior resisténcia ao nitrito. Com base nas concentragdes
letais em 96 h, pode-se concluir que a tolerdncia das larvas de M. carcinus a amonia e nitrito
aumenta com o desenvolvimento larval e os niveis de seguranca foram estimados em 0,834
mg L™* de NAT (0,05 mg N-NHs L) e 0,328 mg N-NO, L™, para todo o processo de

larvicultura do M. carcinus.

Palavras-chave: Camardo pitu; zoea; nivel de seguranca; compostos nitrogenados
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Acute toxicity of ammonia and nitrite to Macrobrachium carcinus

(Linnaeus 1758) larvae

ABSTRACT

The present study evaluated the toxicity to ammonia and nitrite to three different larval stages
of the painted river prawn, Macrobrachium carcinus, and estimated the safe levels of these
compounds during the hatchery phase. Three replicated groups of larvae in the zoea stages I,
V and VIII (hence named Z,, Zs and Zg, respectively) were exposed separately to five
ammonia (5, 10, 20, 40 and 80 mg TAN L™) and six nitrite concentrations (5, 10, 20, 40, 80
and 160 mg NO,-N L™, plus a control treatment with no addition of ammonia and nitrite, at
the salinity of 20 g L™. The LCs values at 96 h for Z,, Zs and Zg were 8.34, 15.03 and 13.84
mg TAN L™ (0.50, 0.71 and 0.92 mg NHs-N L™) and 3.28, 9.73 and 34.00 mg NO,-N L™,
respectively. The estimated LCso for NO,-N were lower than those for TAN in most stages
evaluated. This suggests that M. carcinus larvae are more tolerant to ammonia, except for Zs,
where larvae had a higher tolerance to nitrite. Based on the lethal concentrations at 96 h, it
may be concluded that the tolerance of M. carcinus to ammonia and nitrite increases with
larval development and safe levels were estimated to be 0.834 mg TAN L™ (0.05 mg NHs-N

L™ and 0.328 mg NO,-N L, for the entire process of larvae rearing of M. carcinus.

Key words: Painted river prawn; zoea; safety level; nitrogenous compounds
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INTRODUCAO

O camarao de agua doce pitu, Macrobrachium carcinus (Linnaeus 1758), é uma espécie
endémica do Brasil e pode ser encontrado do Norte (Amap4) até o extremo Sul (Rio Grande
do Sul) (MMA 2008). Nessas regides, 0 pitu possui grande importancia econdémica para pesca
artesanal, pois é bastante apreciado pela culinaria local e podem atingir grandes tamanhos e
pesos. Porém, nos ultimos anos sua oferta foi bastante reduzida devido a sobrepesca, poluigdo
e destruicdo dos ambientes naturais (Valenti 1993; Herman et al. 1999; Bowles et al. 2000).
Atualmente, 0 M. carcinus encontra-se na lista oficial de espécies ameacadas de extingdo e
tem sua pesca proibida conforme Instrucdo Normativa do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA 2004). Neste contexto, a aquicultura
surge como uma alternativa para suprir a demanda desse crustaceo e possivel meio de
preservacao da espécie por meio de iniciativas de repovoamento.

Umas das primeiras etapas para o sucesso na producdo de qualquer espécie é o dominio
da producdo de larvas em laboratério (larvicultura), que pode ocorrer em sistemas abertos ou
fechados. Nos sistemas fechados, a amonia requer atencdo especial, pois é o principal produto
de excrecdo dos crustaceos (Cavalli et al. 2000; Racotta & Herrera 2000), além de se
acumular ao longo do tempo devido, principalmente, a decomposi¢cdo dos compostos
organicos e a excrec¢ao dos animais cultivados (Romano & Zeng 2007).

A amonia (NH4") pode ser convertida em nitrito (NO,) por meio das bactérias
Nitrosomonas, e para nitrato (NO3’), por meio das bactérias Nitrobacter (Timmons & Ebelins
2007). O nitrito também pode se acumular no ambiente de cultivo, caso essa conversdo seja
obstruida devido as falhas na conversdo para nitrato, fluxo rapido de agua através dos filtros e
condicdes pobres dos filtros, como baixos niveis de oxigénio dissolvido, levando a condicdes

anaerdbicas e a denitrificacdo (Epifanio & Srna 1975).
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Os compostos nitrogenados, em niveis elevados, sdo altamente toxicos para 0s
organismos aquaticos. Nos crustaceos a aménia pode afetar o equilibrio &cido-base, a
osmolaridade da hemolinfa, o metabolismo do nitrogénio, a respiracdo, as taxas de
crescimento, bem como aumentar a frequéncia de mudas (Chen & Kuo 1992; Chen & Lai
1992; Chen & Cheng, 1993) e, em casos extremos, pode até causar mortalidade em massa
(Wajsbrot et al. 1990; Zin & Chu 1991). A incorporacdo do nitrito na hemolinfa dos
crustaceos pode reduzir os niveis de hemocianina e oxidar o pigmento respiratério (Needham
1961). Em altas concentrag¢des o nitrito retarda o desenvolvimento larval, reduz o ganho de
peso e a sobrevivéncia, tanto no inicio como no final do ciclo larval do Macrobrachium
rosenbergii (Mallasen & Valenti, 2006).

De acordo com Rand e Petrocelli (1985) os testes de toxicidade aguda avaliam uma
resposta severa e rapida dos organismos aquaticos a um estimulo que se manifesta em geral
no intervalo de 0 a 96 horas. Normalmente o efeito observado é a letalidade e objetiva-se com
esses testes determinar a Concentracdo Letal média (CLso), ou seja, a concentracdo do agente
toxico que causa mortalidade em 50% dos organismos-teste depois de um determinado tempo
de exposicdo (Magalhédes & Ferréo Filho, 2008).

As toxicidades de amonia e nitrito em larvas de M. carcinus ainda sdo desconhecidas,
pois a maioria dos estudos esta concentrada em camardes peneideos e na espécie exdtica M.
rosenbergii. Desta forma, o presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar CLsg
de aménia e do nitrito em trés diferentes estagios larvas de M. carcinus, a fim de verificar
alguma tendéncia de tolerancia e estimar niveis seguros desses compostos durante o0 processo

de larvicultura.
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MATERIAL E METODOS

Fémeas ovigeras de pitu M. carcinus, provenientes do Rio Una, localizado em
Barreiros—PE (08°47'14,8"S e 035°12'35,4"W) foram capturadas e transportadas (Licenca N°.
35782-2 MMA/ICMBIo/SISBIO) até Larvicultura de Camardo de Agua Doce da Estagdo de
Aquicultura Continental Prof. Johei Koike-UFRPE, em Dois Irméos, Recife-PE. Apds a
eclosdo, ocorrida em agua doce, as larvas foram transferidas para tanques de cultivo, onde
foram gradativamente aclimatadas a salinidade de 20 g L™, com elevacao diariade 5 g L™

O estudo englobou trés estagios do desenvolvimento larval do M. carcinus, com larvas
predominantemente nos estagios zoea I, V e VIII, denominados de Z,, Zs, e Zs,
respectivamente. Para cada estagio, foi realizado um teste de toxicidade aguda de N-amdnia
total (NAT) e N-nitrito (N-NO,) em salinidade de 20 g L™.

O desenvolvimento das larvas foi estimado através da identificacdo dos estagios larvais,
com o auxilio de microscdpio estereoscépio, conforme Coelho et al. (1982). Com base nestes
resultados foi calculado o indice de desenvolvimento larval (IDL), de acordo com a equagédo
adaptada de Manzi et al. (1977).

Em cada estagio foram adotados delineamentos experimentais inteiramente
casualizados, com cinco tratamentos referentes as concentracdes de NAT (5, 10, 20, 40 e 80
mg L), a partir da adicdo de cloreto de aménia (NH,CI), seis tratamentos de N-NO, (5, 10,
20, 40, 80 e 160 mg L™), preparados com nitrito de sédio (NaNO,), e um tratamento controle
(sem adicdo de NH4Cl ou NaNOy), todos com trés repeticdes. Foi necessario acrescentar um
tratamento extra com concentracdo de 320 mg N-NO, L™ no estagio Z,, para poder estimar a
CLsp nas primeiras 24 h de exposicao.

As concentracOes utilizadas foram definidas em testes preliminares, utilizando-se uma

escala geométrica com fator 2, de modo a obter a CLsp em 24, 48, 72 e 96 horas. A
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metodologia utilizada nos experimentos de toxicidade aguda foi baseada em Greenberg et al.
(1992) e no manual da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA 1985).

Para estocagem do experimento nos estagios determinados, as larvas foram coletadas
aleatoriamente nos tanques de cultivo, contadas e transferidas para as unidades experimentais,
as quais consistiram de recipientes plasticos com 1,5 L de volume (til, preenchidos com &gua
salobra (20 g L) e aeracéo constante oriunda de compressores radiais, com auxilio de
mangueiras de silicone e pedras porosas. As densidades de estocagens foram reduzidas de
acordo com o desenvolvimento larval (Z, = 66, Zs = 53, Zg = 33 larvas L™), com o intuito de
minimizar as diferencas de biomassa entre os estagios.

A salinidade da agua foi ajustada em 20 g L™, por diluicdo de a4gua do mar com &gua
doce, previamente filtrada, esterilizada com hipoclorito de sédio (10 ppm de cloro ativo), e
declorada com vitamina C (1 mg L™) sob aeracdo por 24 horas. A cada 24 horas era feita a
contagem dos organismos vivos, retirada dos mortos e a renovagéo de 100% das soluces
para preservacdo das concentracGes-teste. A auséncia de movimentos e resposta a estimulos
mecanicos, com auxilio de uma micropipeta, foram os critérios adotados para determinar a
morte das larvas, sendo registrada em 24, 48, 72 e 96 h, apds exposicdo as concentracfes de
amonia e nitrito.

A alimentacdo das larvas constou de nauplios de artémia recém-eclodidos, na proporcao
de 1-2 mL™ (30-40 nauplios por larva), ofertados uma Unica vez ao dia, sempre apds a
renovacgdo das concentracdes-teste. Foi mantido fotoperiodo natural (13 h claro: 11 h escuro)
e a temperatura, oxigénio dissolvido e pH foram monitorados diariamente, duas vezes ao dia
(manha e tarde), com auxilio de equipamento multiparametro (YSI Incorporation, modelo
YSI 556 MPS multi-probe). Os niveis de nitrogénio na forma de amonia ndo ionizada (N-

NH3) foram determinados utilizando a equacdo de Ostrensky et al. (1992) adaptada de
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Whitfield (1974) e Bower e Bidwell (1978), com base nas concentracfes de NAT e nos
valores de temperatura, salinidade e pH (Tabela 1).

As CLsg de NAT e N-NO; foram calculados com o software Trimmed Spearman Karber
Method, para cada periodo de 24 h até 96 h, com intervalos de confianca (95%) (Hamilton et
al. 1977) e foram confrontadas por meio das compara¢cdes multiplas de intervalo de confianca
(Greenberg et al., 1992). Os niveis de segurancas (concentracdo de poluentes que nao tenha
um efeito adverso sobre os organismos) foram estimados com base em Sprague (1971). As
taxas de mortalidade foram submetidas aos testes de normalidade e homogeneidade para
realizacdo da Analise de Variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey (a=0,05)

com o auxilio do software Statistica 7.0.

RESULTADOS
Toxicidade aguda da amonia

Com a elevagdo da concentracdo de 0 para 80 mg NAT L™, a taxa de mortalidade
aumentou significativamente (P<0,05) nos trés estagios larvais (Figura 1 A, B e C). No
estagio Z, foi constatada 100% de mortalidade no tratamento de 80 mg NAT L™, em 48 h e
alta taxa de mortalidade (35%) no tratamento controle em 96 h (Figura 1 A). Ja no Zs, a
mortalidade no controle em 96 h ndo ultrapassou 20% e a mortalidade total foi observada nos
tratamentos de 40 e 80 mg NAT L™, em 48 e 24 h, respectivamente (Figura 1 B). No estagio
Zg, também ocorreu baixa mortalidade no controle em 96 h (17,33%) e 100% de mortalidade
nas concentracdes de 40 e 80 mg NAT L™, porém em periodos diferente, em 96 e 48 h,
respectivamente (Figura 1 C).

As CLs para larvas de M. carcinus, expostas a diferentes concentragdes de NAT,

decresceram com 0 tempo nos trés estagios avaliados. Observou-se que as larvas de M.
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carcinus tendem a ser mais tolerante a aménia no final do desenvolvimento larval, pois na
maior parte do periodo avaliado, os valores de CLso das larvas no Zg foram significativamente
maiores (P<0,05) que os demais estagios larvais (Tabela 2).

O nivel méximo suportado por uma espécie ou populacdo a um composto tdxico pode
ser estimado a partir da multiplicacdo de um fator de aplicacdo (0,1) pela CLsy no estagio
larval mais sensivel ao composto toxico (Sprague 1971). No presente trabalho o nivel de
seguranca foi estimado com base na CLsp calculada no estagio Z, em 96 h, ou seja, 8,34 mg
NAT L? (0,50 mg N-NH; L™Y). Entdo, multiplicando o fator de aplicagdo (0,1) pela CLsg no
estagio larval mais sensivel (Z,) ao composto tdxico obtém-se o nivel de seguranca de 0,834

mg NAT L™ (0,05 mg N-NH; L™).

Toxicidade aguda do nitrito

Com a elevacdo da concentracdo de N-NO,, a taxa de mortalidade aumentou
significativamente, nos trés estagios larvais (Figura 2 A, B e C). No estagio Z,, nas primeiras
24 h, a concentracdo de 320 mg N-NO, L™ acarretou pouco mais que 55% de mortalidade,
entretanto em 48 horas, houve 100% de mortalidade nas concentragdes de 160 e 320 mg N-
NO, L (Figura 2 A). Ja Zs foi constatado 100% de mortalidade nos tratamentos de 40 e 80
mg N-NO, L™, em 96 h, e na concentracdo de 160 mg N-NO, L™, em 48 h de exposicdo
(Figura 2 B). No estagio Zg, s6 ap6s 72 h de exposicdo, houve mortalidade total nas
concentracdes de 80 e 160 mg N-NO, L™ (Figura 2 C).

Os valores de CLso em larvas de M. carcinus expostos a diferentes concentragdes de N-
NO, decresceram com 0 tempo, nos trés estagios avaliados. Observou-se também, que as

larvas de M. carcinus tendem a ser mais tolerante ao nitrito no final do desenvolvimento
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larval, visto que na maior parte do periodo avaliado, os valores de CLso das larvas no Zg
foram significativamente maiores do que 0s demais estagios larvais (P<0,05) (Tabela 3).

O nivel de seguranca foi estimado com base na CLsy calculada no estagio Z, em 96 h,
ou seja, 3,28 mg N-NO, L™ e o célculo do nivel de seguranca para larvas de M. carcinus,

conforme Sprague (1971), foi igual a 0,328 mg N-NO, L™.

DISCUSSAO

O manejo alimentar adotado foi considerado satisfatorio, pois em todas as unidades
experimentais, dos estagios avaliados, foi constatada a presenca de nauplios de artémia antes
da renovacdo da agua dos tratamentos. Segundo Chen et al. (1989), em 24 h as CLsy em
nauplios de artémia sdo 839,5 mg NAT L™ e 1.609,7 mg N-NO, L™, por isso, as elevadas
concentracdes de 80 mg NAT L™ e 320 mg N-NO, L™ deste estudo ndo provocaram efeito
algum sobre os nauplios ofertado como alimento.

Os compostos nitrogenados sdo fatores primordiais para qualidade da agua de cultivo de
vérias espéecies. Embora a tolerdncia a amonia e nitrito sejam diferentes, entre os mais
variados animais aquaticos, eles sdo toxicos para artémia (Chen et al. 1989), camardo marinho
(Lin et al. 1993; Ostrensky et al. 1992; Ostrensky & Wasielesky 1995), camarao de agua doce
(Armstrong et al. 1976 e 1978; Figueroa-Lucero et al. 2012), caranguejo (Zhao et al. 1997;
1998; Seneriches-Abiera et al. 2007; Romano & Zeng 2007) e peixes (Tabata 1962; Hasan &
Macintosh 1986; Rodrigues et al. 2007).

A tendéncia das larvas de M. carcinus serem mais tolerantes a amonia e ao nitrito no
final do desenvolvimento larval pode esta relacionada com avancado desenvolvimento

morfologico inerente ao estagio Zg, uma vez que as demais modifica¢Bes sdo as formacdes de
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dentes dorsais e ventrais do rostro, de acordo com as caracteristicas do desenvolvimento
larval relatadas por Coelho et al. (1982).

A tendéncia de maior tolerancia a amonia no final do desenvolvimento larval, também
foi observada em larvas de Eriocheir sinensis, em varios estagios de zoea (Zhao et al. 1997;
1998) e em varias fases larvais de Penaeus japonicus (Lin et al. 1993). Porém Mawatari e
Hirayama (1975) observaram tendéncia oposta, ou seja, uma diminui¢cdo na tolerdncia a
amonia ao longo do desenvolvimento larval de P. japonicus e Penaeus orientalis. O mesmo
foi observado em larvas de Penaeus paulensis (Ostrensky et al. 1992; Ostrensky &
Wasielesky 1995). Segundo esses autores, por se alimentarem de vitelo, os nduplios teriam
uma maior resisténcia as diversidades do ambiente externo.

Segundo Wajsbrot et al. (1993), a sensibilidade dos organismos a um determinado
agente tdxico pode variar de acordo com o seu estagio de desenvolvimento (tamanho e idade).
Entretanto, Chen et al. (1991) nédo verificaram tendéncia alguma, em larvas de Metapenaeus
ensis, pois dentre as fases avaliadas (nauplios 111, zoea Il, mysis Il e pés-larva | e X), zoea foi
a menos tolerante e mysis a mais resistente a amonia.

As CLsp em 96 h sdo utilizadas para estimar a toxicidade de agentes toxicos aos
organismos-teste. Comparando a CLso de amonia de diferentes crustaceos (Tabela 4), pode-se
dizer que o valor estimado de 8,34 mg NAT L™ para larvas de M. carcinus no Z, foi maior do
que 6,1 mg L™ em larvas Z; de P. japonicus (Lin et al. 1993) e menor que 9,4 e 12,0 mg L™
em larvas de P. paulensis (Ostrensky & Wasielesky 1995) e em larvas de Macrobrachium
rosenbergii, (Armstrong et al. 1978), respectivamente. Deve-se ressaltar que a toxidez da
amonia tende a ser maior aos organismos aquaticos a medida que o pH aumenta, a salinidade
diminui e a temperatura aumenta (Armstrong et al. 1978; Barbieri 2010; Kir et al. 2004), pois

nessas condi¢Ges hd uma maior proporcdo de aménia nao ionizada (NH3;) na agua.
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A tolerancia as elevadas concentraces de N-NO; das larvas no Z,, nas primeiras 24 h,
gerou uma CLs de 294,16 mg L™, enquanto que nos estagios Zs e Zg 0s valores de CLs foram
116,97 e 135,48 mg L™, respectivamente (Tabela 3). Esta maior resisténcia ao nitrito no
estagio Z, provavelmente foi devido ao fato de larvas de M. carcinus se alimentarem de vitelo
no estagio de zoea |, resultando numa menor dependéncia do meio externo. Como o
experimento foi realizado com larvas no inicio do estagio Il é possivel que elas tenham
mantido esse comportamento por ainda possuir reservas nutritivas do estagio anterior.

J& em 48 h, no Z,, ocorreu 100% de mortalidade nas concentragdes de 160 e 320 mg N-
NO, L™ e altas taxas de mortalidade em 40 e 80 mg N-NO, L™, resultando no valor de CLs, de
27,14 mg N-NO, L™, nivel esse bem menor quando comparado aos estagios Zs e Zg de 47,79 e
80,52 mg N-NO, L™, respectivamente, no mesmo periodo (Tabela 3). E em 96 h, a CLs, de
3,28 mg N-NO, L™ no Z, foi menor que a maioria das outras espécies pesquisadas, com
excecdo a larvas Z; de P. monodon (2,88 mg N-NO, L) (Chen & Chin 1988).

Comparando a CLsp de 3,28 mg N-NO, L™ para larvas Zg de M. carcinus em 96 h, pode-
se dizer que foi maior do que 2,88 mg L™ em larvas Z; de Penaeus monodon (Chen & Chin
1988) e menor que 8,6 e 25,54 mg L™ em larvas de M. rosenbergii (Armstrong et al. 1978) e
em larvas Z3 de S. serrata (Seneriches-Abiera et al. 2007), respectivamente (Tabela 4).

Todas essas comparacfes das CLsp de varios crustaceos com as do camardo pitu
demonstram que o M. carcinus apresenta tolerdncia satisfatoria & aménia e ao nitrito,
evidenciando a necessidade de cuidados especiais para evitar 0 acumulo desses compostos
nos tanques de larvicultura, principalmente no inicio do desenvolvimento larval.

Neste estudo, as CLsg de N-NO, foram menores do que a de NAT na maior parte dos
estagios avaliados. Isto sugere que as larvas de pitu sdo mais tolerantes a amonia, exceto no

Zgs, onde as larvas apresentaram uma maior resisténcia ao nitrito (Tabela 2 e 3). A maior
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tolerancia a amonia também foi observada em larvas de M. rosenbergii, visto que as CLsp, em
96 h, foram 12 mg NAT L™ e 8,6 mg N-NO, L™ (Armstrong et al. 1976, 1978). J4 em juvenis
de Litopenaeus vannamei as CLsp, em 96 h, foram bem préximas, sendo estimada em 9,33 mg
N-aménia L™ e 9 mg N-nitrito L™ (Li et al. 2007; Gross et al. 2004). Em néuplios de artémia
a tolerancia ao nitrito foi bem maior do que & amonia, visto que, em 48 h as CLs, foram 334,7

mg NAT L™ e 1.141,0 mg N-NO, L™ (Chen et al. 1989).

CONCLUSOES

Com base na concentracéo letal em 96 h, pode-se concluir que a tolerancia das larvas de
M. carcinus a amdnia e ao nitrito aumenta com o desenvolvimento larval e os niveis de
seguranca foram estimados em 0,834 mg L™ de NAT (0,05 mg L™ de N-NH3) e 0,328 mg L™

de N-NO,, para todo o processo de larvicultura do M. carcinus.
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Tabela 1. Valores médios (x DP) das variaveis fisico-quimicas em unidades
experimentais contendo larvas de Macrobrachium carcinus de diferentes estagios (Z; -

Zoea ll; Zs - Zoea V; Zg - Zoea VIII) expostos a concentracdes crescentes de nitrogénio

da amonia total (NAT) e do nitrito (N-NO,), durante 96 horas.

Estagio de desenvolvimento larval

Variaveis
Z, Zs Zsg

NAT

Temperatura (°C) 286+14 295+08 28910
Oxigénio Dissolvido (mg L) 54+0,6 48+0,5 56+0,4
Salinidade (mg L™) 20,1+0,1 201+01 200%0,1
pH 80+0,1 79+0,1 8,0+0,1
N-NO,

Temperatura (°C) 284+18 295+11 289+13
Oxigénio Dissolvido (mg L) 55+05 49+0,3 57+0,6
Salinidade (mg L) 200+0,1 20,1+01 20,0%0,1
pH 8,1+0,1 8,0+0,1 8,0+0,1
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Tabela 2. Concentracdo letal média (CLso; mg L™) e intervalos de confianca de 95%
(entre parénteses) de nitrogénio da amonia total (NAT) e da amonia néo ionizada (N-

NH3) estimados para diferentes estagios larvais (Z, - Zoea Il; Zs - zoea V; Zg - zoea

VIII) de Macrobrachium carcinus apés 24, 48, 72 e 96 h de exposicao.

Tempo Estagio de desenvolvimento larval
Forma
(h) Z, Zs Zs
49,42° 47,828 63,06°
NAT
y (45,04-51,90) (45,11-52,50) (59,04-66,02)
2,95 2,452 3,85°
N-NH;
(2,69-3,10) (2,31-2,69) (3,60-4,03)
22517 21,522 32,617
NAT
48 (20,09-25,35) (20,61-23,41) (30,88-33,91)
1,342 1,10° 1,99°
N-NH;
(1,2-1,51) (1,05-1,20) (1,88-2,05)
14,99 18,63 18,66°
NAT
. (13,74-16,92) (17,55-20,53) (15,96-21,23)
0,90° 0,95° 1,142
N-NH;
(0,82-1,01) (0,90-1,05) (0,97-1,29)
8,342 13,84% 15,03"
NAT
% (6,69-10,25) (9,13-18,06) (14,27-15,81)
0,50 0,71% 0,92°
N-NH;
(0,40-0,61) (0,47-0,92) (0,87-0,96)

Letras distintas na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05).
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Tabela 3. Concentracéo letal média (CLso; mg L™) e intervalos de confianca de 95%
(entre parénteses) de nitrogénio do nitrito (N-NO,) estimado para diferentes estagios
larvais (Z, - Zoea Il; Zs - zoea V; Zg - zoea VIII) de Macrobrachium carcinus apos 24,

48, 72 e 96 h de exposicao.

Estagio de desenvolvimento larval

Tempo (h) Z, Z: Zs
o4 294,16° 116,97 135,48°
(280,70 - 318,92) (113,78 -118,59) (127,40 — 146,27)
27,14° 47,79 80,52°
8 (16,70 — 40,30) (30,20 — 60,15) (69,89 — 93,14)
11,78 39,45" 39,63"
2 (3,87 —22,38) (30,29 — 50,41) (35,63 — 42,20)
9 3,28 9,73 34,00°
(0,51 —7,02) (8,60 — 11,87) (31,46 — 37,11)

Letras distintas na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)



GOMES JR., R.S. Toxicidade aguda da amonia e do nitrito em larvas de pitu... 53

Tabela 4. Concentracao letal (CLso; mg L™) e niveis seguros (mg L™) de nitrogénio da
amonial total (NAT) e do nitrito (N-NO,) estimados para diferentes estagios larvais de

varias espécies de crustaceos.

Espécie e estagios larvais  CLs, (h) L\Iezljlr;jr?ga Referéncias

TAN

M. rosenbergii, Z 12.0t (96) 1.20 Armstrong et al. (1978)

P. paulensis, Z 9.4 (96) 0.94 Ostrensky e Wasielesky (1995)
M. carcinus, Z, 8.34 (96) 0.834 Este estudo

P. japonicus, Z; 6.1 (96) 0.61 Lin et al. (1993)

M. tenellum, Z 13.07 (72) 1.30 Figueroa-Lucero et al. (2012)
E. sinensis, Z, 5.7 (72) 0.57 Zhao et al. (1997)

N-NO,

S. serrata, Z; 25.54 (96) 2.55 Seneriches-Abiera et al. (2007)
M. rosenbergii, Z 8.6 (96) 0.86 Armstrong et al. (1976)

M. carcinus, Z, 3.28(96) 0.382 Este estudo

P. monodon, Z; 2.882(96) 0.28 Chen e Chin (1988)

Valor estimado do grafico de CLsyem larvas de Macrobrachium rosenbergii, em pH de 8,34.

2Valor estimado baseado nas CLsgem 24 e 96 h, em pds-larva de P. monodon.
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Figura 1 Média (x DP) da mortalidade cumulativa (%) de larvas de Macrobrachium
carcinus nos estagios Z, (A), Zs (B) e Zg (C) expostas a concentracfes crescentes de
nitrogénio da aménia total durante 24, 48, 72 e 96 h. Letras distintas no mesmo periodo
de exposicédo indicam diferenca significativa (P <0,05).
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Figure 2 Média (£ DP) da mortalidade cumulativa (%) de larvas de Macrobrachium

carcinus nos estagios Z, (A), Zs (B) e Zs (C) expostas a concentracfes crescentes de

nitrogénio do nitrito durante 24, 48, 72 e 96 h. Letras distintas no mesmo periodo de

exposicdo indicam diferenca significativa (P <0,05).
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Generally, all papers should be divided into the following sections and appear in the
order: (1) Abstract or Summary, not exceeding 150-250 words, (2) Introduction, (3)
Materials and Methods, (4) Results, (5) Discussion, (6) Acknowledgments, (7)
References, (8) Figure legends, (9) Tables, (10) Figures.

The Results and Discussion sections may be combined and may contain subheadings.
The Materials and Methods section should be sufficiently detailed to enable the
experiments to be reproduced. Trade names should be capitalized and the

manufacturer's name and location (town, state/county, country) included.
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All pages must be numbered consecutively from the title page, and include the
acknowledgments, references and figure legends, which should be submitted on
separate sheets following the main text. The preferred position of tables and figures in
the text should be indicated in the left-hand margin.

Optimizing Your Abstract for Search Engines

Many students and researchers looking for information online will use search engines
such as Google, Yahoo or similar. By optimizing your article for search engines, you
will increase the chance of someone finding it. This in turn will make it more likely to
be viewed and/or cited in another work. We have compiled these guidelines to enable
you to maximize the web-friendliness of the most public part of your article.

References (Harvard style)

References should be cited in the text by author and date, e.g. Lie & Hire (1990). Joint
authors should be referred to in full at the first mention and thereafter by et al. if there
are more than two, e.g. Lie et al. (1990).

More than one paper from the same author(s) in the same year must be identified by the
letters a, b, c, etc. placed after the year of publication. Listings of references in the text
should be chronological. At the end of the paper, references should be listed
alphabetically according to the first named author. The full titles of papers, chapters and
books should be given, with the first and last page numbers. For example:

Chapman D.W. (1971) Production. In: Methods of the Assessment of Fish Production in
Freshwater (ed. by W.S. Ricker), pp. 199-214. Blackwell Scientific Publications Ltd,
Oxford.

Utting, S.D. (1986) A preliminary study on growth of Crassostrea gigas larvae and spat
in relation to dietary protein. Aquaculture 56, 123-128.

Authors are responsible for the accuracy of their references. References should only be
cited as 'in press' if they have been accepted for publication. Manuscripts in preparation,
unpublished reports and reports not readily available should not be cited. Personal
communications should be cited as such in the text.

It is the authors' responsibility to obtain permission from colleagues to include their
work as a personal communication. A letter of permission should accompany the

manuscript.
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The Editor and Publisher recommend that citation of online published papers and other
material should be done via a DOI (digital object identifier), which all reputable online
published material should have — see www.doi.org/ for more information. If an author
cites anything which does not have a DOI they run the risk of the cited material not
being traceable.

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference
management and formatting.

EndNote reference styles can be searched for here:
www.endnote.com/support/enstyles.asp

Reference Manager reference styles can be searched for here:

www.refman.com/support/rmstyles.asp

Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be self-explanatory and include only essential data. Each table
must be typewritten on a separate sheet and should be numbered consecutively with
Arabic numerals, e.g. Table 1, and given a short caption. No vertical rules should be
used. Units should appear in parentheses in the column headings and not in the body of

the table. All abbreviations should be defined in a footnote.

Figures: Illustrations should be referred to in the text as figures using Arabic numbers,
e.g. Fig.1, Fig.2 etc. in order of appearance.

Photographs and photomicrographs should be unmounted glossy prints and should not
be retouched. Labelling, including scale bars if necessary, should be clearly indicated.
Magpnifications should be included in the legend.

Line drawings should be on separate sheets of paper; lettering should be on an overlay
or photocopy and should be no less than 4 mm high for a 50% reduction. Please note,
each figure should have a separate legend; these should be grouped on a separate page
at the end of the manuscript. All symbols and abbreviations should be clearly explained.
Avoid using tints if possible; if they are essential to the understanding of the figure, try

to make thi coarse.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent
the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (line art) or TIFF
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(halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for
printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have
a resolution of at least 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation
to the reproduction size (see below). Please submit the data for figures in black and
white or submit a Colour Work Agreement Form (see Colour Charges below). EPS files
should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: line art: >600 dpi; halftones (including gel photographs):
>300 dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley Blackwell’s guidelines for figures:
http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Check your electronic artwork before submitting it:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissions: If all or parts of previously published tables and figures are used,
permission must be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's

responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publisher.

Colour Charges: It is the policy of Aquaculture Research for authors to pay the full
cost for the reproduction of their colour artwork. Therefore, please note that if there is
colour artwork in your manuscript when it is accepted for publication, Wiley Blackwell

require you to complete and return a Colour Work Agreement Form before your paper

can be published. Any article received by Wiley Blackwell with colour work will not
be published until the form has been returned. If you are unable to access the
internet, or are unable to download the form, please contact the Production

Editor are@wiley.com.

Once completed, please return the form (hard copy with original signature) via regular
mail to the address below:

Customer Services (OPI)

John Wiley & Sons Ltd, European Distribution Centre

New Era Estate

Oldlands Way

Bognor Regis


http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp
http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp
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West Sussex
PO22 9NQ

Any article received by Wiley Blackwell with colour work will not be published until

the form has been returned.

In the event that an author is not able to cover the costs of reproducing colour figures in
colour in the printed version of the journal, Aquaculture Research offers authors the
opportunity to reproduce colour figures in colour for free in the online version of the
article (but they will still appear in black and white in the print version). If an author
wishes to take advantage of this free colour-on-the-web service, they should liaise with
the Editorial Office to ensure that the appropriate documentation is completed for the
Publisher.

Figure Legends: In the full-text online edition of the Journal, figure legends may be
truncated in abbreviated links to the full-screen version. Therefore, the first 100

characters of any legend should inform the reader of key aspects of the figure.



