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RESUMO

O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da administracio dos polissacarideos sulfatados (PS) extraidos das
algas marinhas vermelhas Champia feldmannii, Halymenia pseudoforesia e Gracilaria birdiae na sobrevivéncia de pos-larvas (PL’s) do
camardo Litopenaeus vannamei, submetidas ao teste de estresse salino, para verificar a qualidade dos individuos. Os PS foram administrados,
via imersio, durante seis dias, nas concentracées 0,0 mg.L! (Controle); 1,0 mg.L'le 2,0 mg.L'? (C. feldmannii); 2,0 mg.L' e 4,0 mg.L’!
(H. pseudoforesia) e 2,0 mg.L e 4,0 mg.L'? (G. birdiae) e o teste de estresse realizado apds o periodo de administragio. Para isso, 100
individuos de cada tratamento, aclimatados em salinidade 30, foram transferidos para recipientes contendo dgua doce, onde permaneceram por
uma hora e, em seguida, novamente retornados a condicio original, permanecendo por mais 30 minutos, com quatro repeticoes. Os valores
médios de sobrevivéncia foram submetidos a Andlise de Varidncia (ANOVA) e ao teste de Tukey (a=0,05). Maior sobrevivéncia foi observada
para o tratamento G. birdiae 2,0 mg.L" (94,36%), que foi significativamente superior aos menores valores registrados: controle (76,75%),
C. feldmannii 1,0 mg.L%e 2,0 mg.L? (75,37 % e 74,94%). Os resultados revelam que os PS de G. birdie (2,0 mg.L™) promoveram uma maior
resisténcia as PL’s de L. vannamei submetidas ao estresse salino, sugerindo um possivel efeito protetor deste composto, o qual merece ser
investigado em estudos posteriores.
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ABSTRACT

The experiment was carried out to evaluate the effect of the administration of sulfate polysaccharides (SP) extracted from marine red
algae Champia feldmannii, Halymenia pseudoforesia and Gracilaria birdiae, in the survival of Litopenaeus vannamei shrimp post-
larvae (PL’s), submitted to the saline stress test in order to assess their quality. The SP were administered, via immersion, during six days,
in concentrations 0.0 mg.L* (Control); 1.0 mg.L'land 2.0 mg.L? (C. feldmannii); 2.0 mg.L? and 4.0 mg.L! (H. pseudoforesia), 2.0 mg.L°
Tand 4.0 mg.L? (G. birdiae), and the stress test carried out after the administration period. Therefore, 100 individuals from each treatment,
acclimated to salinity 30, were transferred to recipients containing freshwater, where they stayed for one hour, and then restored again to
original condition for 30 more minutes. The procedure was repeated four times for each treatment, being recorded the number of survivors at
the end of the trials. Survival average values were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey Test (a=0.05). Higher survival was
observed for G. birdiae 2.0 mg.L? treatment (94.36% ), which was significantly higher than the lowest values recorded on Control (76.75%),
and C. feldmannii 1.0 mg.L" and 2.0 mg.L? (75.37% and 74.94% ) treatment. The results show that G. birdiae (2.0 mg.L?) SP ascribed a
greater resistance to the L. vannamei PL’s, submitted to saline stress, suggesting a possible protector effect of this compound, which should be
further investigated.

Key words: larviculture, shrimp farming, macroalgae, sulfated polysaccharides, saline shock.
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INTRODUCAO

A qualidade das pods-larvas (PL’s) é um dos as-
pectos mais importantes para se obter bons resultados
durante a engorda e evitar a proliferacdo de enfermi-
dades na carcinicultura (Santos, 2005). A avaliagdo da
qualidade das PL’s pode ser feita através de uma ins-
pecdo visual, seja a olho nu ou ao microscépio, ou
através de testes de estresse, os quais funcionam como
ferramentas tuteis na determinacéo de larvas de boa
qualidade, sugerindo um bom nivel de sobrevivéncia
durante o transporte e aclimatacdo, além de melhores
taxas de crescimento nas fazendas de engorda
(Bauman & Jamandre, 1990; Browdy, 1998).

Os testes de estresse, indicados para estabele-
cimentos comerciais em fungdo da simplicidade e
praticidade de seu processo (Guajardo et al., 1994),
consistem em avaliar a sobrevivéncia de uma amostra
de PL’s quando submetidas a variagdes bruscas de
parametros como temperatura e salinidade, num de-
terminado periodo de tempo (Olin & Fast, 1992; Bar-
bieri & Ostrenski, 2001).

A produgdo, transporte, aclimatacdo e esto-
cagem nos viveiros de engorda constituem opera-
¢Oes importantes na carcinicultura, exigindo uma
minuciosa atengdo e planejamento (Beltrame & Sei-
ffert, 1997). Durante estas etapas, os organismos
ficam expostos a diversas situagdes de estresse, como
variagdes bruscas na temperatura, oxigénio dissol-
vido e salinidade, as quais podem causar o declinio
das defesas naturais dos camardes, deixando-os en-
fraquecidos e sujeitos a contaminacdo por orga-
nismos patégenos (Santos, 2005).

Dessa forma, o uso de compostos capazes de
aumentar a imunocompeténcia dos camardes, em pa-
ralelo com um bom manejo do cultivo, desponta como
uma ferramenta promissora na busca de uma maior
protegdo imunolégica durante a instalagdo de infec-
¢Oes no ambiente de cultivo e exposicdes a fatores am-
bientais potencialmente estressantes (Barracco et al.,
2007). Dentre estes compostos, os polissacarideos sul-
fatados (PS) e o extrato de diversas macroalgas mari-
nhas vém sendo amplamente estudados, apresen-
tando resultados significativos na sobrevivéncia de
camardes expostos, experimentalmente, a condicoes
adversas de estresse e a microrganismos patégenos
(Huang et al., 2006; Rodrigues, 2006; Yeh et al., 2006;
Fu et al., 2007; Barroso et al. 2007).

Nesse trabalho foi avaliado o efeito da admi-
nistragdo dos PS das algas marinhas vermelhas
Champia feldmannii, Halymenia pseudoforesia e Gracilaria
birdiae, sobre o aumento da resisténcia de PL’s do ca-
mardo Litopenaeus vannamei submetidas ao teste de
estresse por choque salino.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao das algas e extracao dos
polissacarideos

As algas vermelhas das espécies Champia
feldmannii, Halymenia pseudoforesia e Gracilaria birdiae
foram coletadas na Praia do Pacheco, municipio de
Caucaia, litoral oeste de Fortaleza - Ceara. Em labo-
ratério, as algas foram lavadas com dgua destilada,
secas em estufa a 40 °C e cortadas em pequenos pe-
dagos. Para extragdo dos PS, cinco gramas de cada
alga seca foram hidratadas com 250 mL de tampao
acetato de s6dio 0,1 M, pH 5,0 contendo 5 mM de
EDTA e 5 mM de cisteina. Em seguida, o material foi
submetido & digestdo proteolitica através da adigdo
de 17 mL de uma solucdo de papaina (30 mg.mL"?),
preparada com o mesmo tampao, e incubado a 60 °C,
por 24 h. Apés a incubagdo, a mistura foi filtrada e
centrifugada (7.965 x g; 25 min; 4 °C). Os PS presentes
no sobrenadante foram precipitados com a adicao de
16 mL de CPC 10%, por 24 h em temperatura am-
biente. O precipitado foi entdo lavado com 500 mL
de CPC 0,05%, dissolvido em 250 mL de NaCl 2M :
etanol absoluto (100:15, v/v) e submetido a uma
nova precipitagdo, por 24 horas a 4 °C, através da
adicdo de 300 mL de etanol absoluto. Em seguida, a
mistura foi centrifugada e o precipitado submetido a
duas lavagens com 250 mL de etanol 80% e uma com
150 mL de etanol absoluto. Os PS foram entdo le-
vados a estufa a 60 °C, sendo obtidos, aproximada-
mente, dois gramas de material seco.

Obtencao e aclimatacao dos camardes

Cerca de 14.000 PL’s de L. vannamei no estagio
de PL,, foram adquiridas do laboratério de larvicul-
tura de camardo marinho Aquacrusta Marinha Ltda,
pertencente a fazenda de camardo Artemiza, locali-
zada no municipio de Acarad, Ceard. Os animais
foram transportados em sacos plasticos de 30 L, com
2/3 de oxigénio e 1/3 de 4gua na salinidade de 30. Ja
em laboratdrio, ap6s a aclimatagdo, as PL’s foram alea-
toriamente estocadas em sete aquérios de vidro (20 L),
cada um correspondente a um tratamento, na densi-
dade de 100 PL.L-!, com aeracdo continua e salinidade
igual a presente nos sacos de transporte. O arragoa-
mento foi realizado quatro vezes ao dia e a renovagao
de 80% da dgua dos aquarios foi feita diariamente.

Administracao dos PS e teste de estresse

Os polissacarideos sulfatados das algas ver-
melhas C. feldmannii, H. pseudoforesia e G. birdiae



foram administrados diariamente, por seis dias, via
imersdo, apds a renovagdo da dgua dos aquarios. As
dosagens utilizadas foram de 1,0 mg.L' e 2,0 mg.L?,
para a espécie C. feldmannii, e de 2,0 mg.L! e 4,0
mg.L?, para H. pseudoforesia e G. birdiae, sendo um
dos aquérios considerado como controle. As dosa-
gens utilizadas foram estabelecidas a partir de en-
saios anteriores, realizados em nosso laboratério
(Rodrigues, 2006; Lima, et al.,2009; Barroso et al.,
2007; Torres, 2008). Vale ressaltar que as menores
concentragdes utilizadas para C. feldmannii se devem
a dificuldade de encontrar a alga em seu habitat na-
tural. Apds o periodo de administracdo dos PS, as
PL’s foram submetidas ao teste de estresse por
choque salino, de acordo com o descrito por Tackaert
et al. (1989). Para isso, um total de 100 PL’s de cada
tratamento foi transferido para beckers contendo 1 L
de 4gua doce, sob aeragdo suave. Depois de 1 hora,
as PL’s foram transferidas para novos beckers, com
agua na salinidade de 30 e, ap6s 30 minutos, reali-
zada a contagem das sobreviventes. O procedimento
foi repetido quatro vezes para cada tratamento,
sendo as PL’s descartadas, ap6s o término de cada
amostragem.

Analise estatistica

Os dados médios de sobrevivéncia foram ana-
lisados com auxilio do programa STATISTICA,
versdo 6.0, utilizando a Andlise de Varidncia com
fator inico (ANOVA) no nivel de significancia de 5%
e, posteriormente, o teste de Tukey, quando encon-
trada diferenca significativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Andlise de Variancia Univariada (ANOVA)
detectou diferenca significativa (F = 4,316; p = 0,005)
na sobrevivéncia média entre os tratamentos (Figura
1). As sobrevivéncias médias encontradas para os
tratamentos referentes a alga C. feldmannii, 1,0 mg.L!
(75,37%) e 2,0 mg.L! (74,94%), ndo apresentaram di-
ferengas significativas em relagdo ao tratamento con-
trole (76,75%) (Figura 1). Estes resultados corro-
boram com Torres (2008), em que os PS da mesma
alga, administrados nas concentra¢des 0,1 mg.L?%, 0,5
mg.L!e1,0mg.L?, ndo conferiram em um aumento
na sobrevivéncia de juvenis de L. vannamei, quando
submetidos a supressdo tempordria da aeragdo, nado
sendo observada variacdo da sobrevivéncia com o
aumento da dosagem para 4,0 mg.L%.

Embora os valores médios registrados para os
individuos administrados com os PS da alga H.

pseudoforesia 2,0 mg.L? (84,17%) e 4,0 mg.L! (87,1%)
tenham sido superiores ao do controle, ndo foi detec-
tada diferencga significativa entre os tratamentos (Fi-
gura 1). Por outro lado, Rodrigues (2006) encontrou
um aumento significativo na sobrevivéncia de ju-
venis de L. vannamei, administrados com 1,0 mg.L?
dos PS da mesma alga, apds supressao da renovagao
da agua dos aquadrios, sugerindo que menores dosa-
gens dos PS de H. pseudoforesia sejam mais efetivas
no aumento da resisténcia de camardes. Resultados
similares foram reportados por Sung et al. (1994), os
quais verificaram que camardes Penaeus monodom
submetidos a banhos de imersao com a maior dose
de B-1,3 glicana testada (2,0 g.L?), apresentaram
menor resisténcia a vibrioses, sugerindo um efeito
imunossupressor ao composto. Da mesma forma,
Barroso et al. (2007) e Huang et al. (2006) reportam
que a administracdo oral das maiores doses utili-
zadas dos PS da alga vermelha Botryocladia occiden-
talis (1,5 pg.LY) e da alga parda Sargassum fusiforme
(2,0%), respectivamente, causaram a diminuigdo da
sobrevivéncia e a inibi¢do das respostas imunes em
camardes L. vannamei e Fenneropenaeus chinensis.
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Figura 1: Sobrevivéncia (%) média (+DP) das PL’s de L. vannamei, de
cada tratamento, submetidas a estresse por choque salino. Onde:
C = Controle; T1A = Champia feldmannii 1,0 mg.L-1; T1B = Champia
feldmannii 2,0 mg.L-1; T2A = Halymenia pseudoforesia 2,0 mg.L-1;
T2B = Halymenia pseudoforesia 4,0 mg.L-1; T3A = Gracilaria birdiae
2,0 mg.L-1; T3B = Gracilaria birdiae 4,0 mg.L-1.

Em relagdo aos PS da alga G. birdiae, o trata-
mento referente a dose 2,0 mg.L! apresentou a maior
sobrevivéncia média do experimento (94,36%), a
qual foi significativamente superior (p=0,03) as ob-
servadas para o controle (76,75%), C. feldmannii 1,0
mg.L! (75,37%) e 2,0 mg.L! (74,94%). Os resultados
indicam, ainda, a auséncia de uma dose-depen-

Arg. Cién. Mar, Fortaleza, 2011, 44(2): 93 - 97 \ 95



déncia, ndo sendo evidenciado nenhum aumento
significativo na sobrevivéncia com a duplicagdo da
dosagem para 4 mg.L?' (88%). Resultados seme-
lhantes foram obtidos por Lima et al. (2009), ao ava-
liar a sobrevivéncia de PL’s de L. vannamei adminis-
tradas com os PS da alga marinha parda Spatoglossum
schroederi (2,0 mg.L! e 4,0 mg.L!) e submetidas ao
mesmo teste de estresse salino.

Em relacdo ao periodo de administracdo dos
compostos, no presente estudo, apenas seis dias
foram suficientes para uma aparente imunoestimu-
lagdo das PL’s de L.vannamei administradas com 2,0
mg.L? dos PS da alga G. birdiae.

O mesmo resultado, mais uma vez, foi obser-
vado por Lima et al.(2009) ao verificar uma maior re-
sisténcia das PL’s de L. vannamei, apds seis dias de
administracdo dos PS da alga parda S. schroederi. Ja
Sung et al. (1994) e Dugger (1999) relatam que a ad-
ministracdo de dietas contendo B-1,3 glicana, duas
vezes por semana, € suficiente para manter uma ati-
vacgao celular 6tima do sistema imune de crustéaceos.
Por outro lado, segundo Campa-Cérdoba et al. (2002),
apenas uma exposicdo de 6 horas em p-1,3 glicana ou
de 3 horas em laminarina, extraida da alga parda La-
minaria digitata, foram suficientes para ativar res-
postas imunolégicas em camardes L. vannamei.

Como é possivel observar, existe uma grande
discrepéancia em relacao aos resultados referentes a
dosagem ideal e ao tempo de administracdo dos
compostos, sendo estes fatores fundamentais para a
obtencdo de resultados satisfatérios na imunoesti-
mulacéo de crustaceos.

Os resultados do presente trabalho indicam
que os PS da alga G. birdiae, quando administrados,
via imersdo, por seis dias, na concentracdo de 2,0
mg.L! promoveram uma maior sobrevivéncia das
PL’s de L. vannamei submetidas ao teste de estresse
salino, ndo sendo constatada uma correlacdo entre
sobrevivéncia das PL’s e aumento da dosagem (4,0
mg.L1). No entanto, apesar do efeito positivo consta-
tado, deve-se elucidar os mecanismos de acdo destes
compostos, os quais podem estar agindo tanto na ati-
vacdo das respostas imunoldgicas, quanto no au-
mento da capacidade fisioldgica de osmoregulagdo
das PL’s, bem como otimizar o tempo e método de
administracdo, e a dosagem ideal a ser empregada.

CONCLUSAO

A administracdo, via imersdo por seis dias,
dos polissacarideos sulfatados das algas marinhas
vermelhas Champia feldmannii, Halymenia pseudoforesia
e Gracilaria birdiae (4,0 mg.L!) ndo promoveram uma
maior resisténcia as pods-larvas de camarao Litope-
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naeus vannamei, submetidas ao teste de estresse sa-
lino. Por outro lado, quando os polissacarideos sul-
fatados de Gracilaria birdie foram administrados na
concentracdo de 2,0 mg.L?! foi observado um au-
mento significativo na sobrevivéncia dos individuos,
sugerindo um possivel efeito protetor ao composto.
O aparente efeito ndo se mostrou dose-dependente,
nao sendo observado um aumento significativo na
sobrevivéncia média dos individuos, com a dupli-
cacdo da dosagem empregada.
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