UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE PESCA

JULIANA OLIVEIRA DE FREITAS

DESEMPENHO REPRODUTIVO E EXPRESSAO DE GENES EM FEMEAS DE
Penaeus vannamei (Boone, 1931) ALIMENTADAS COM OLEO DE Cocos nucifera
(Linnaeus, 1753) COMO ADITIVO ALIMENTAR

FORTALEZA
2024



JULIANA OLIVEIRA DE FREITAS

DESEMPENHO REPRODUTIVO E EXPRESSAO DE GENES EM FEMEAS DE Penaeus
vannamei (Boone, 1931) ALIMENTADAS COM OLEO DE Cocos nucifera (Linnaeus,
1753) COMO ADITIVO ALIMENTAR

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Engenharia de Pesca, do
Departamento de Engenharia de Pesca, da
Universidade Federal do Ceara, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Doutora
em Engenharia de Pesca. Area de concentrago:
Biotecnologia e genética de organismos
aquaticos.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Maggioni.
Coorientador: Dr. Rafael dos Santos Rocha.

FORTALEZA
2024



Dados Internacionais de Catalogagio na Publicagio
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Fo36d Freitas, Juliana Oliveira de.

Desempenho reprodutive e expressio de genes em fémeas de Penaeus vannamei (Boone, 1931)
alimentadas com 6leo de Cocos nucifera (Linnaeus, 1753) como aditivo alimentar / Juliana Oliveira de
Freitas. — 2024,

119 £ :1l. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pos-
Graduagio em Engenharia de Pesca, Fortaleza, 2024.

Orentagdo: Prof. Dr. Rodnigo Maggioni.

Coorientacio: Prof. Dr. Rafael dos Santos Rocha.

1. Camario branco. 2. Oleo de coco. 3. Reproducio. 4. Histologia. 5. Expressdo génica. 1. Titulo.
CDD 6392




JULIANA OLIVEIRA DE FREITAS

DESEMPENHO REPRODUTIVO E EXPRESSAO DE GENES EM FEMEAS DE Penaeus
vannamei (Boone, 1931) ALIMENTADAS COM OLEO DE Cocos nucifera (Linnaeus,
1753) COMO ADITIVO ALIMENTAR

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia de Pesca, do
Departamento de Engenharia de Pesca, da
Universidade Federal do Ceara, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Doutora
em Engenharia de Pesca. Area de concentrago:
Biotecnologia e genética de organismos
aquaticos.

Aprovado em: 03/06/2024.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Rodrigo Maggioni (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Maria Raquel Moura Coimbra
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)

Prof. Dr. Luis Otavio Brito da Silva
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)

Prof. Dr. Rubens Galdino Feijo
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE)

Dr. Luiz Fagner Ferreira Nogueira
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)



A Deus, a Virgem Maria e a Sdo José.
A minha familia, em especial meus pais Maria

Carmosa e José Nilton.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo seu cuidado, protecao, bondade, amor e misericordia. Sem Ele eu nada
seria e teria. DEle provém toda a forca, inspiracdo, coragem e fé de que tudo dara certo.

Aos meus santos de devocdo e amigos do céu: Nossa Senhora de Fatima, S&o
Miguel Arcanjo, S&o José, S&o Padre Pio, Sdo Bento e ao meu Anjo da Guarda.

A minha familia, Maria Carmosa, José Nilton e Mariane Maria, por acreditarem em
mim, por todas as oragdes, pelo amor incondicional, apoio emocional, por serem minha base
forte e motivos para lutar. Obrigada por todo o incentivo, motivagéo e por serem repouso,
aconchego e certeza de que sempre terei para onde voltar e com quem contar em todos 0s
momentos.

A Fernanda, Tia Ménica e Hadassa por serem apoio, abrigo e familia nessa cidade,
nessa trajetoria e sempre que eu preciso.

Aos colegas do laboratério, que se tornaram amigos, pessoas tdo especiais que
fizeram com que essa jornada fosse mais alegre, menos pesada e mais suportavel. Sou grata por
tudo, por todos os momentos, sufocos, alegrias, ajudas na bancada, lamentos, risos e cafés
compartilhados. Jhonatas Teixeira, Ingrid Siqueira, Vilany Menezes, Cibelle Monteiro e
Hudson Damasceno.

A Graca Coelho por toda ajuda na histologia e também por ter me acolhido tdo bem
no laboratdrio e me ter oferecido abrigo quando precisei.

Ao meu orientador, professor Dr. Rodrigo Maggioni. Gratidao pela confianga em
aceitar me orientar nessa jornada, pela forma leve como conduz a orientagdo. Obrigada por toda
contribuicdo e por acreditar em mim e no meu trabalho.

Ao meu coorientador Dr. Rafael dos Santos Rocha, a quem néo tenho nem palavras
para expressar minha gratiddo por tudo o que fez por mim nessa etapa dificil e importante da
minha formagéo profissional e académica. Por todas as vezes que vocé excedeu suas horas
diarias e ficou até tarde da noite me ajudando nas extracfes, expressdes, analises e estatisticas.
Por todo o apoio e ajuda, muita gratidao.

Ao Jhonatas Teixeira, meu coorientador extra ndo registrado em papel, mas que
também ndo tenho como mensurar sua importancia e contribuicdes na realizacao desse trabalho,
e nos que ainda estdo por vir. Obrigada por sempre estar disposto a ajudar, ouvir e me encorajar.
Suas palavras e ajudas fizeram toda diferenca.

Aos membros da banca de qualificagdo (Prof.2 Dra. Sandra Salmito e a Prof.2 Dra.
Isabela Moraes) e da banca de defesa (Profa. Dra. Maria Raquel Moura Coimbra, Prof. Dr. Luis



Otavio Brito da Silva, Prof. Dr. Rubens Galdino Feij6 e Dr. Luiz Fagner Ferreira Nogueira) que
dispuseram de seu empenho, tempo e atencdo em contribuir na avaliacdo e melhoria deste
trabalho.

A empresa Aquacrusta Marinha, na pessoa do Sr. Livino Sales, pelo acolhimento e
portas abertas que encontrei desde a idealizagdo do projeto, realizagdo e conclusdo. Por ter
disponibilizado toda a estrutura, animais, insumos para a producdo e apoio técnico de seus
colaboradores.

Ao Eliezio Cabral, responsavel pelo setor de maturagéo, por estar sempre disposto
a colaborar. Pela paciéncia antes, durante e depois da realizagdo do experimento. Pelo
compartilhamento do conhecimento, por tudo.

A todos que estiverem e estdo comigo nessa fase tdo importante e significativa para
mim. Meu muito obrigada.

A Universidade Federal do Ceara, pelo compromisso em ofertar educagdo de
qualidade.

Ao laboratério CEDECAM, gue foi minha casa por seis anos, onde pude aprender
tantas coisas que levarei para a vida, pessoal e profissional. Muita gratidao.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento 001.



“E justo que muito custe aquilo que muito

vale.” (Santa Teresa D’ Avila).



RESUMO

O camar&o marinho Penaeus vannamei é a espécie de crustaceo mais cultivada globalmente. A
reproducdo de camarfes marinhos em cativeiro ocorre em laboratérios especializados, e nessa
etapa, os fatores nutricionais desempenham um papel crucial no desenvolvimento gonadal,
fertilidade e qualidade das proles dos reprodutores de camardes. Por essa razdo, 0S mesmos sao
mantidos sob um regime alimentar diferenciado. Diante do aumento das necessidades por
lipidios na fase reprodutiva, a utilizacdo de 6leos de origem vegetal como aditivo alimentar
incorporado & ragdo configura-se como uma alternativa. O presente estudo se dispds a avaliar
0 desempenho reprodutivo e expressao de genes em fémeas de P. vannamei alimentadas com
dieta utilizando 6leo de coco como aditivo. Para tal, um experimento com duragéo de trés meses
foi conduzido no setor de maturacdo de uma empresa produtora de camardo. Um total de 840
animais foi dividido em seis tanques, que compuseram dois tratamentos: controle e 6leo. Cada
tratamento possuia 420 animais, distribuidos em trés tanques, nos quais foram formadas
familias, com 70 machos e 70 fémeas por tanque. Os camardes foram alimentados diariamente
com lula, marisco e ragdo, diferindo do tratamento com éleo para o controle apenas a adi¢édo do
6leo de coco (Cocos nucifera) a racdo, na concentragdo de 2,5%. A partir dos dados de
desempenho reprodutivo coletados diariamente, constatou-se que, com exce¢do do nimero de
ovos diarios e abortos, que nédo diferiram entre os tratamentos, em todos 0s outros parametros
analisados (taxas de copulas, desovas, eclosdes, numero de nauplios), as fémeas alimentadas
com racdo suplementada com 6leo de coco apresentaram valores superiores ao controle. Quanto
aos indices hepatossomaticos, ndo foram registradas diferencas significativas. Nos indices
gonadossomaticos, apenas no segundo més em producéo, o indice foi maior para as fémeas do
grupo alimentado com racdo suplementada com 6leo de coco. A contagem total de hemdcitos
no tratamento com AGleo foi 1,7 vezes maior que no controle. As analises histoldgicas das
gbnadas revelaram uma porcentagem 1,3 vezes maior de fémeas maduras ou em maturacdo
quando alimentadas com dieta suplementada com 6leo de coco. Com relacdo aos outros tecidos
analisados (intestino e hepatopancreas), ndo foram notadas diferencas significativas. Dentre 0s
genes analisados (Hsp70, proPO, SOD, Lipase, Tripsina, vtg, vtgr, mprg), com exce¢do da
lipase, que néo foi detectada nos ovarios, e o receptor de vitelogenina que ndo diferiu no mesmo
tecido, todos os demais foram regulados pela suplementacdo com 6leo de coco. Os resultados
obtidos confirmam a hipotese de que o 6leo de coco adicionado a ragdo fornecida as fémeas

reprodutoras de P. vannamei confere beneficios relacionados a reproducgdo, favorecendo o



desenvolvimento gonadal e resultando em maior nimero de nauplios. Foi registrado ainda

maior ganho de peso nos animais alimentados com ragdo suplementada com 6leo de coco.

Palavras-chave: camaréo branco; 6leo de coco; reproducéo; histologia; expressao génica.



ABSTRACT

The marine shrimp Penaeus vannamei is the most cultivated crustacean species globally. The
reproduction of marine shrimp in captivity takes place in specialized laboratories, and at this
stage, nutritional factors play a crucial role in the gonadal development, fertility and quality of
the offspring of shrimp breeders. For this reason, they are kept on a different diet. Given the
increased needs for lipids in the reproductive phase, the use of oils of vegetable origin as a food
additive incorporated into the feed represents an alternative. The present study set out to
evaluate the reproductive performance and gene expression in P. vannamei females fed a diet
using coconut oil as an additive. To this end, a three-month experiment was conducted in the
maturation sector of a shrimp producing company. A total of 840 animals were divided into six
tanks, which comprised two treatments: control and oil. Each treatment had 420 animals,
distributed in three tanks, in which families were formed, with 70 males and 70 females per
tank. The shrimp were fed daily with squid, shellfish and food, differing from the oil treatment
for the control only by adding coconut oil (Cocos nucifera) to the food, at a concentration of
2.5%. From the reproductive performance data collected daily, it was found that, with the
exception of the number of daily eggs and abortions, which did not differ between treatments,
in all other parameters analyzed (copulation rates, spawning, hatchings, number of nauplii),
females fed diet supplemented with coconut oil showed higher values than the control.
Regarding hepatosomatic indices, no significant differences were recorded. In terms of
gonadosomatic indexes, only in the second month of production, the index was higher for
females in the group fed with food supplemented with coconut oil. The total hemocyte count in
the oil treatment was 1.7 times higher than in the control. Histological analysis of the gonads
revealed a 1.3 times higher percentage of mature or maturing females when fed a diet
supplemented with coconut oil. Regarding the other tissues analyzed (intestine and
hepatopancreas), no significant differences were noted. Among the genes analyzed (Hsp70,
proPO, SOD, Lipase, Trypsin, vtg, vtgr, mprg), with the exception of lipase, which was not
detected in the ovaries, and the vitellogenin receptor, which did not differ in the same tissue,
all the others were regulated by coconut oil supplementation. The results obtained confirm the
hypothesis that coconut oil added to the feed supplied to breeding females of P. vannamei
confers benefits related to reproduction, favoring gonadal development and resulting in a
greater number of nauplii. Even greater weight gain was recorded in animals fed food

supplemented with coconut oil.



Keywords: white shrimp; coconut oil; reproduction; histology; gene expression.
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1 INTRODUGCAO

A aquicultura, atividade de cultivo de organismos aquaticos, contribui fortemente
para a producdo de alimentos e geracdo de empregos e renda. Apresenta crescimento notorio,
sendo uma importante contribuinte para a garantia da seguranca alimentar e fornecimento de
proteina de origem animal de qualidade, a nivel global (FAO, 2024).

Dentre os setores da aquicultura que mais crescem esta a carcinicultura. O cultivo
mundial de camar®es tem como principal espécie cultivada o Penaeus vannamei (Boone, 1931),
com 5,8 milhdes de toneladas produzidas em 2020, respondendo por 51,7% da produgéo total
de crustaceos. No Brasil, a regido Nordeste é a maior produtora, responsavel por 99,6% do
camardo cultivado no pais em 2020. Essa grande representatividade se da devido a humerosa
quantidade de empreendimentos instalados na regido, que possui caracteristicas climaticas
favoraveis, como temperatura elevada e curto periodo de chuvas, que tornam propicia a grande
produtividade do camardo. Os estados do Rio Grande do Norte e Ceara concentram a maior
parte desta producdo (FAO, 2022; VIDAL, 2022).

O ciclo produtivo do camardo cultivado é dividido em trés fases principais:
reproducdo, larvicultura e engorda (ALFARO-MONTOYA; BRAGA; UMANA-CASTRO,
2019). A reproducdo ocorre em laboratdrios especializados contendo setor de aclimatacao,
copula, desova, eclosdo e expedicdo de nauplios. No setor de maturacdo sdo formadas as
familias, onde machos e fémeas sdo mantidos juntos em um mesmo tanque para que ocorra o
acasalamento. As fémeas copuladas sdo transferidas para tanques onde desovam, e a seguir
retornam aos tanques de origem, onde recuperam-se e voltam a producdo (BARBIERI-
JUNIOR; OSTRENSKY, 2001).

Nesta fase, a nutrigdo desses animais tem um importante papel em seus processos
reprodutivos, principalmente relacionados aos niveis de lipidios totais e especificos da dieta.
Ha relatos de que, durante a reproducdo, o contetddo de lipidios diminui no hepatopancreas e é
transferido para o ovario na maturacéo dos ovocitos, que &, portanto, diretamente influenciada
pelo nivel de lipidios contido na dieta (WOUTERS et al., 2001; GLENCROSS, 2009).

Diante do aumento das necessidades por lipidios na fase reprodutiva, e da escassez
e elevado custo de 6leos de origem animal para formulacéo de dietas, a utilizacdo de 6leos de
origem vegetal como aditivo alimentar incorporado a racdo configura-se como uma alternativa
sustentavel, considerando que muitos destes 6leos sdo mais acessiveis, abundantes e localmente

disponiveis quando comparados a 6leos de origem animal. Alguns 6leos vegetais ja tiveram sua
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eficadcia comprovada na melhora do desempenho zootécnico e reprodutivo de organismos
aquaticos. Em estudo realizado por Sousa (2017) utilizando 6leo de coco como aditivo
alimentar na dieta de Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862), ocorreu maior ganho de
peso, maior vacuolizacgdo das células B na glandula digestiva e maior quantidade de odcitos nas
fémeas alimentadas com essa dieta.

Desse modo, o0 presente estudo busca avaliar através do acompanhamento de
parametros reprodutivos, analises histologicas e expressdo génica, o efeito da adi¢ao de oleo de

coco a racdo comercial da dieta de fémeas de P. vannamei.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carcinicultura

A carcinicultura é uma das atividade que mais contribui para o desenvolvimento da
aquicultura mundial nos altimos anos. De acordo com os dados do relatério mais recente da
Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) (2024), a producao
mundial de pesca e aquicultura atingiu um recorde na producéo aquicola de animais aquaticos,
superando a captura. A producdo mundial de pesca e aquicultura em 2022 elevou-se a 223,2
milhGes de toneladas, 4,4% a mais que em 2020.

O nordeste brasileiro concentra a maior producéo de camardes no pais. A regido foi
responsavel por 99,6% do camardo cultivado no pais em 2020, com a maior producao
concentrando-se nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara, e se expandindo pelos demais
estados e também em &guas interiores de baixa salinidade (VIDAL, 2022). No Brasil, o cultivo
de camarao teve inicio nos anos 70 com espécies nativas, mas sé a partir de 80, com aumento
em investimentos no setor e com a introducdo de espécies exoticas, a atividade teve maior
impulso (NOROES, 2017). Na década de 90, a introduc&o da espécie P. vannamei e a ampliacio
das areas de producdo em varios estados, em especial na regido Nordeste marcaram o inicio do
sucesso da carcinicultura brasileira (RODRIGUES; BORBA, 2013).

O desenvolvimento de pacotes tecnoldgicos, melhoramento genético, formacéao de
profissionais na area, elaboracdo de dietas cada vez mais completas, aperfeicoamento das
praticas de manejo, reutilizacdo de agua, utilizacdo de probioticos, adocdo da tecnologia de
bioflocos, simbioticos, implemento de técnicas para ampliar a rentabilidade e produtividade
tiveram e continuam tendo um importante papel na intensificacdo da carcinicultura no pais
(LEITAO et al., 2011; MELO et al., 2015).

A implantacdo desses pacotes tecnoldgicos possibilita o crescimento da
carcinicultura e em contrapartida aumenta também os custos de producéo, o que atualmente é
uma das principais preocupacdes do setor. Um dos maiores custos de producéo é referente a
racao, visto que seu preco final é diretamente proporcional ao preco da soja, do milho e do trigo,
que vém apresentando aumentos constantes. Outra problematica relevante é a manifestacdo de
enfermidades que acometem os cultivos e causam perdas expressivas quando ocorrem. 1Sso
requer dos produtores a adocdo de estratégias de prevencdo e biosseguranca aliadas ao
melhoramento genético e nutricdo a fim de reduzir perdas econémicas ocasionadas pelas
enfermidades (KUBITZA, 2015; FAO, 2020).
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Mesmo diante dos problemas enfrentados na atividade, hd perspectivas de
crescimento da carcinicultura brasileira, visto que h4 uma crescente demanda mundial por
camardo, que deve ser atendida pela aquicultura, ja que os estoques naturais continuam sendo
superexplorados e encontram-se em declinio. A expansdo dos cultivos de camardo em aguas
interiores também favorece esse crescimento, junto com a aplicacdo de investimentos em
pesquisa e tecnologia, que sdo indispensaveis para a intensificacdo e fortalecimento da
carcinicultura de forma sustentavel, com alta produtividade e rentabilidade (VIDAL, 2022).

2.2 P. vannamei e aspectos reprodutivos

O camaréo branco ou camardo cinza, como também é conhecido no Brasil, P.
vannamei, é um crustaceo pertencente & ordem Decapoda e familia Penaeidae. E uma espécie
nativa da costa oriental do Oceano Pacifico, distribuida desde o Peru até o México, mas
introduzida com sucesso em diversos paises. Apresenta alta produtividade, que se da
principalmente devido as suas caracteristicas zootécnicas favoraveis ao cultivo, como
rusticidade, crescimento acelerado, conversao alimentar eficiente, tolerancia a amplas e rapidas
flutuacGes de salinidade e capacidade de adaptacdo (COZER; ROSSI, 2016).

Segundo dados da FAO (2022), P. vannamei foi a espécie animal da carcinicultura
mais cultivada mundialmente em 2020, com 5,8 milhdes de toneladas produzidas, o que

equivale a 51,7% da producao total de crustaceos.

2.2.1 Anatomia e aparatos reprodutores

Camardes peneideos possuem corpo achatado lateralmente e alongado, coberto por
um exoesqueleto calcificado, a carapaga. Seu corpo é segmentado, dividido em trés regides: a
cabeca (céfalon), o térax (péreion) e o abddbmen (pléon). Essas regides sdo compostas por

somitos, onde estdo inseridos os apéndices do camardo (Figura 1).

Figura 1 — Vista lateral da anatomia externa de um camarao peneideo
macho (A, abddémen; Aa, antena; As, escama antenal; Au, anténula;
C, carapaga; M, terceiro maxilipide; P, pereiépode (pata usada para
caminhar) PI, pleépodo (pata usada para nadar); Pt, petasma; R,
rostro; 1. telson; U, urépodo).
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Fonte: BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001.

A cabeca e o térax sdo fusionados formando o cefalotdrax, localizado na regido
anterior, onde trés estruturas se destacam: a) a carapaca, uma fusdo de seis somitos cefalicos e
oito toracicos, que cobre as branguias e outros 6rgdos vitais; b) os olhos pedunculados; ¢) o
rostro, que se assemelha a uma sequéncia de espinhos e atua como estrutura de defesa contra
predadores. A porc¢do posterior do corpo é o abdémen, que vai desde o final do cefalotérax até
a porcéo terminal do animal, onde fica o telson. O abdémen possui seis segmentos e nele é
concentrada a maior parte da musculatura dos camardes. Nas regides anterior e posterior estdo
distribuidos apéndices que realizam diversas fun¢des, como locomocdo, alimentacao,
escavacdo, limpeza das branquias e funcdes sensoriais (Figura 1) (BARBIERI JUNIOR;
OSTRENSKY NETO, 2001).

Os camardes peneideos possuem dimorfismo sexual. Normalmente os machos
atingem a maturidade sexual no tamanho médio de 17 cm e peso aproximado de 20 g, enquanto
as fémeas comecam a maturar a partir de 23 cm e peso médio de 28 g, ambos ap0s 6-7 meses
de vida (COZER; ROSSI, 2016).

As estruturas morfoldgicas externas que definem o sexo nesses animais é o télico
em fémeas e 0 petasma em machos (Figura 2). O télico é a area genital das fémeas de peneideos,
relacionada com a fixacdo e/ou estocagem de espermatoforos, localizado na regido pdstero-
ventral do cefalotérax, entre o quarto e quinto par de pereidpodos. Pérez-Farfante (1975)
agrupou os peneideos em duas categorias quanto ao tipo de télico, que pode ser aberto ou
fechado. Nas espécies de télico fechado, as placas esternais sdo modificadas, se enrijecem apds
a muda, formando os receptaculos seminais, onde os espermatoforos sdo depositados. Nas
fémeas de télico aberto, que é o caso da espécie P. vannamei, as placas esternais ndo formam
os receptaculos, sendo modificadas formando depressdes abertas.

O petasma é o 6rgédo copulador dos machos e consiste em um par de endopoditos

aumentados do primeiro par de pledpodos, que se unem através do encaixe de mindsculas
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estruturas em forma de ganchos encontradas na face medial de cada endopodito. Sua funcao
estd relacionada com a inseminacdo, na transferéncia dos espermat6foros para o télico das

fémeas (Pérez-Farfante; Kensley 1997).

Figura 2 — Fémea (esquerda) com circulo azul mostrando o télico
aberto; macho (direita) com circulo vermelho indicando o petasma
e amarelo realcando os espermatdforos de P. vannamei.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em ambos, o sistema reprodutivo localiza-se na regido médio ventral do
hepatopancreas. Machos possuem ainda um par de testiculos, vasos deferentes, ampolas
terminais e o petasma, que € o aparelho copulador. Ja as fémeas possuem um par de OVarios,
ovidutos e um télico, aberto na espécie P. vannamei, localizado na parte ventral, composto por
placas receptoras dos espermatéforos. O ovario é composto por lébulos e ocupa grande parte
do corpo (Figura 3) (ANDREATA; BELTRAME, 2004).

Figura 3 — Fémea maturada com setas azuis indicando o ovario.
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.2.2 Ciclo de vida de P. vannamei

Em seu ambiente natural, camardes peneideos geralmente acasalam e desovam em
mar aberto, em zonas profundas, e os ovos sdo liberados no periodo noturno, o que
provavelmente € um mecanismo para minimizar a acdo de predadores. A fecundacdo € externa,
portanto os ovocitos sdo fecundados apenas no momento da sua liberacdo, onde as fémeas
passam a nadar rapidamente, liberando os ovos e com o movimento dos pledpodos facilitando
0 contato entre ovocitos e espermatozoides. Por volta de 12 horas apos a fecundagéo, ocorre a
eclosdo dos ovos e nascem 0s nauplios, que sao planctonicos. Nesse estagio, utilizam apenas
suas reservas de vitelo para se nutrir. No estagio seguinte, denominado protozoea, 0s animais
atraidos pela luz migram para as camadas superiores do mar, onde alimentam-se de
fitoplancton. Apos passarem por nova muda, onde a carapaga recobre o térax do animal, as
larvas s@o chamadas de misis e alem de fitoplancton, comecam a alimentar-se também de
zooplancton, sendo capazes de os perseguir para ingeri-los (BARBIERI JUNIOR;
OSTRENSKY NETO, 2001).

Finalizada a fase larval, é considerado uma pds-larva, e apresenta todos os

apéndices vistos em um camarédo adulto. Nessa fase 0 animal passa de planctdnico a bentonico,
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abandonando o ambiente tipicamente marinho para terminar o seu desenvolvimento em zonas
estuarinas. Os camardes juvenis crescem no ambiente estuarino, onde alimentam-se de detritos,
vegetais e pequenos invertebrados, e conforme aproximam-se da maturidade sexual, retornam
para 0 mar aberto, onde acontece a sua maturacéo, reproducéo e desova (VALLES-JIMENEZ;
CRUZ; PEREZ-ENRIQUEZ et al., 2005).

2.2.3 Reproducéo em cativeiro

Para que a carcinicultura se consolidasse no Brasil foi necessario que o pais
dominasse as técnicas de reproducdo e produzisse suas proprias larvas, visto que seria inviavel
manter-se importando ou capturando do ambiente. Para que isso ocorresse, nos anos 90 foram
adquiridos reprodutores de paises como Equador, Colémbia e México, e assim o0 pais passou a
produzir suas pos-larvas, dando inicio a distribuicdo comercial e intensificando as atividades
nas fazendas de cultivo (LIMA, 2007; FURTADO NETO, 2014).

Para a formacdo de plantel de reprodutores, animais criados em viveiros sao
selecionados e transportados para o laboratério, onde sdo transferidos para tanques de
aclimatacdo com taxa de renovacgdo diéria de 4gua mantida em torno de 150% e taxa de
alimentacdo aproximada de 12% da biomassa/dia, numa densidade recomendada de quatro a
seis reprodutores por m? (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001).

Apbs aclimatacdo, antes da transferéncia para os tanques de producdo, em setores
de maturacdo que trabalham com ablacdo, é realizado esse procedimento. O mesmo consiste na
retirada do peddnculo ocular com intuito de induzir e acelerar a maturacdo sexual das fémeas.
O pedunculo ocular dos crustaceos abriga células neuro-secretoras que formam o complexo
6rgdo-X/glandula do seio, responsavel pela producéo, estocagem e distribuicdo de hormonios
reguladores da muda e gametogénese. Esse processo esta intrinsecamente ligado ao controle da
reproducdo, visto que a remocdo deste 6rgdo favorece o desenvolvimento das gbnadas
(ALFARO-MONTOYA; BRAGA; UMANA-CASTRO, 2019).

Com aretirada do pedunculo ocular, que abriga o 6rgao-X, responsavel pela sintese
do Horménio Inibidor Gonadal (GIH), a produgdo deste horménio é reduzida, possibilitando
maior concentracdo do Horménio Estimulador Gonadal, produzido pelo 6rgdo-Y no
cefalotorax, que por sua vez estimula a maturacdao gonadal (LIMA et al., 2015).

A ablacdo pode ser realizada de varias formas, dentre elas: corte com uma lamina
no globo ocular retirando todo material interno do olho; esmagamento da base do pedunculo
com alicate ou extirpacdo com uma tesoura na base do pedinculo (BARBIERI JUNIOR,;
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OSTRENSKY NETO, 2001), ou pode ainda ser feito através da amarracdo de uma linha na
base do pedunculo ocular, fazendo com o que a circulacéo para o olho seja interrompida, vindo
a cair posteriormente.

Apesar do efeito de acelerar a maturacdo nas fémeas, a ablacdo apresenta
desvantagens para os animais. Dentre elas, podem ser citadas: estresse e perturbagéo de seu
bem-estar, desequilibrio fisiol6gico, comprometimento das defesas imunolégicas, esgotamento
acelerado da reproducéo e o0 aumento da mortalidade dos reprodutores (BAE et al., 2013; DAS
et al., 2015). Menezes (2019) e Zacarias et al. (2019) testaram e compararam 0 desempenho
reprodutivo de fémeas abladas e ndo abladas. O primeiro notou desempenho similar entre 0s
grupos, e 0 segundo obteve desempenho superior nas fémeas ndo abladas.

Aproximadamente quatro dias apds a ablacdo, as fémeas comecam a apresentar
aspectos de maturacdo de suas gbnadas, visiveis na regido dorsal. A partir dai sdo formadas as
familias de reprodutores, na propor¢éo de 1:1 (um macho para uma fémea). Normalmente esses
reprodutores permanecem em producdo por trés a quatro meses, sendo substituidos apds esse
periodo (ROCHA, 2007).

Diariamente é realizada checagem nos tanques de producdo para identificacdo das
fémeas que sdo copuladas, candidatas a desovarem. Essas apresentam o espermatdforo fresco
depositado em seu télico (Figura 4), ovarios desenvolvidos, visualizados através da observacéo
do exoesqueleto transltcido. Constatadas essas caracteristicas, as fémeas sdo transferidas para
tanques de desova, onde liberam seus ovos, e em seguida retornam a seus tanques de origem.
Os ovos sdo drenados e lavados com fluxo intenso e continuo de 4gua e em seguida transferidos
para carboys/tanques de eclosdo. Passadas 12-14 horas comegam a nascer 0S primeiros
nauplios, que tendem a concentrar-se abaixo de uma luz fixada acima do carboy, devido sua
fototaxia positiva. Os nduplios em estagio I1-111 sdo transferidos para lavadores, separando-0s
dos ovos que ndo eclodiram. A seguir sdo transferidos para tanques em laboratérios de
larvicultura, onde permanecem até atingirem o estagio de p6s larvas, quando séo transferidos
para bercarios, viveiros de engorda ou comercializadas (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY
NETO, 2001; ROCHA, 2007).

Figura 4 — Fémea copulada com espermat6foros impregnados
em seu télico, indicado pelo circulo azul.
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.2.3 Estagios de maturacéo gonadal

Os ovarios de crustaceos passam por diferentes estagios de maturacdo, que
constituem um ciclo reprodutivo. O desenvolvimento gonadal e a classificacdo desses estagios
sdo importantes informacdes da biologia reprodutiva de uma espécie. Para definir esses estagios
sdo observadas atividades inerentes ao ovario e ao hepatopancreas, uma vez que esses dois
Orgdos atuam de forma sincronizada durante a vitelogénese. O conhecimento e compreensao
deste ciclo reprodutivo é indispensavel para maior controle no crescimento e reproducdo dos
animais (CHANG; SHIH, 1995; MEDINA et al., 1996; SIEBERT, 2015).

A vitelogénese é o processo de formacéo do vitelo, que é precedida pela formacéo
de vitelogenina, precursora do vitelo, encontrada principalmente na hemolinfa das fémeas de
crustaceos no decorrer da maturagéo ovariana (PHIRI'YANGKUL; UTARABHAND, 2006). A
producdo de vitelo é de suma importancia, pois 0 mesmo € utilizado como alimento endégeno
para os nauplios recém eclodidos, possibilitando sua sobrevivéncia no primeiro estagio de

desenvolvimento, enquanto ainda ndo conseguem alimentar-se sozinhos. A vitelogénese é
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essencial para o acimulo de nutrientes nos 06citos, 0 que causa um rapido aumento no tamanho
das gbénadas (PHIRIYANGKUL et al., 2007).

A maturacdo ovariana pode ser observada a medida que o 0rgdo passa por uma série
de mudancas na coloracdo e no tamanho durante o seu desenvolvimento. Em muitos estudos
morfoldgicos, mudangas como cor, tamanho e indice gonadal (relagdo entre o peso da génada
e 0 peso do animal) também sdo utilizados como marcador para o desenvolvimento gonadal
(SOUSA, 2017). A coloracéo, espessura, tamanho e ocupacdo desse 6rgdo no corpo podem
variar de acordo com o estagio maturacional. Quando maduros, os ovarios podem atingir o
ultimo segmento abdominal (Figura 3) e a sua coloragdo nesse estagio varia de uma espécie
para outra, podendo também ser influenciada pela alimentagdo ofertada aos animais (DALL et
al., 1990).

Diversos estudos que observaram as alterac@es visuais nas coloracfes das gbnadas
de peneideos validaram a diferenciagdo dos estidgios maturacionais através de escala
macroscopica de coloracdo em conjunto com outras caracteristicas visuais que auxiliaram na
determinacdo desses estagios (MEDINA et al., 1996; AYUB; AHMED, 2002; CRAVEIRO,
2018).

Ainda que as observac¢des macroscopicas auxiliem na classificacdo dos estagios de
maturacdo ovariana, faz-se necessario o conhecimento morfol6gico a nivel tecidual do
desenvolvimento gonadal. Para validar a utilizacdo dessas escalas de cores, técnicas
histoldgicas para analises microscopicas na diferenciacdo dos estagios também sao aplicadas.
A anélise histoldgica dos ovérios contribui para uma melhor visualizacdo e confiabilidade na
diferenciagdo e classificacao dos estagios (MACHADO; DUMONT; D’INCAO, 2009).

As observagdes microscopicas de cortes histoldgicos de ovarios possibilitam a
diferenciacdo dos estagios de maturacdo gonadal baseado no desenvolvimento celular e na
predominancia do tipo de célula visualizada no tecido, que podem apresentar-se como:
oogobnias, ovdcitos pré-vitelogénicos, ovocitos em vitelogénese inicial, ovdcitos em
vitelogénese avancada, ovacitos maduros e ovocitos atrésicos (CRAVEIRO, 2018).

As classificagOes dos estagios de desenvolvimento gonadal de fémeas de camardes
peneideos ndo apresentam padronizacdo bem definida. Diversos autores classificam a seu modo
0 desenvolvimento gonadal, denominando-os como: imaturo, em desenvolvimento, maduro e
desovado (MACHADO et al., 2009; SILVA et al., 2016; LOPES et al., 2017; PEIXOTO et al.,
2018). Outros autores os classificam como: imaturo, inicio de desenvolvimento, em
desenvolvimento, maduro e desovado (AYUB e AHMED, 2002; BOLOGNINI et al., 2017,
CRAVEIRO, 2018).
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Conforme supracitado, a vitelogenina, precursora do vitelo, é sintetizada
principalmente no hepatopancreas e nos ovarios de decapodes, secretada na hemolinfa e entdo
acumulada nos ovocitos em desenvolvimento. Niveis de expressdo de mRNA de vitelogenina
nos locais onde sdo sintetizados, bem como outros genes relacionados, tém potencial para serem
também empregados como marcadores de maturagdo ovariana, visto que seus niveis flutuam
com o ciclo reprodutivo (SIEBERT, 2015; KANG et al., 2014).

Um dos fatores que influenciam diretamente no processo de maturacdo é a
alimentacdo. Segundo Wouters et al. (2001b), o armazenamento de nutrientes pelo animal em
quantidades suficientes € crucial para o inicio da reproducdo de camardes, além disso, dietas
ricas em lipidios sdo de extrema importancia para a maturacdo gonadal. Uma dieta adequada é
um aspecto determinante para a maturidade sexual e reproducdo do camarao cultivado. Em
contrapartida, uma dieta insuficiente ou desbalanceada pode causar baixo desempenho

reprodutivo e inclusive impedir a reproducao.

2.3 Biotecnologias e expressao génica na carcinicultura

Na aquicultura, a biotecnologia contribui para a ampliacdo da produtividade, a
partir da aplicacdo de inovagBes biotecnoldgicas, que vdo desde melhorias nos sistemas de
cultivos, criacdo e utilizacdo de novos sistemas, utilizacdo de microrganismos benéficos nos
mesmos, ao emprego de técnicas de biologia molecular e recursos de engenharia genética na
selecdo de individuos resistentes a doengas ou com outras caracteristicas desejaveis (FEIJO et
al., 2016; JAMAL et al., 2019; IRKIN, 2021).

Na producdo de organismos cultivados, o melhoramento genético € um tema
abordado de forma recorrente, e se trata de um conjunto de técnicas utilizadas para aumentar a
frequéncia de alelos desejaveis em individuos de uma populacdo. Para tanto, caracteristicas
externas expressas pelo animal (fen6tipo) sdo monitoradas e genes relacionados a esses
caracteres (genotipo) sdo prospectados e analisados, a fim de descobrir a relagcdo entre fenotipo
e gendtipo, para selecionar e potencializar caracteristicas desejaveis nos animais cultivados
(ROSA et al., 2013).

Nos estudos de expressao génica e producdo de organismos cultivados, a técnica
que se destaca é a RT-qPCR (do inglés quantitative reverse-transcriptase polymerase chain
reaction). Ela é essencial para analisar genes que possam controlar ou estar envolvidos em
diversos processos bioldgicos, desde o desenvolvimento do animal até respostas a estimulos
ambientais. Esta técnica possibilita a identificacdo de RNAs especificos de um gene, assim
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como sua quantificacdo, possibilitando estudos de expressdo diferencial, ou seja, quais genes
apresentam alteracdo na expressdo quando o organismo estd em determinada condigdo ou
ambiente (BUSTIN et al., 2005; BUTTOW; BONOW, 2013).

Na carcinicultura, avancos e investimentos na area de genética e biotecnologia sao
mais que necessarios, visto que a atividade sofre constantemente problemas relacionados a
sanidade, que podem ser minimizados a partir da aplicagdo de ferramentas genéticas, como
melhoramento assistido por marcadores, utilizando a identificacdo de tragcos de resisténcia
associados ao genoOtipo dos animais. A espécie P. vannamei tem sido o foco de programas de
reproducdo seletiva com a finalidade de melhorar o crescimento e a resisténcia a doencas
(JONES et al., 2017).

Através da aplicacdo das tecnologias da genetica moderna, como a realizacéo de
estudos de associacdo gendmica, é possivel analisar variac@es nas sequéncias de DNA em todo
0 genoma das principais espécies aquicolas. Tal esfor¢o possibilita identificar associacdes a
caracteres fenotipicos de interesse, que aliados as tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo, podem fornecer um grande numero de SNPs, e utilizar os resultados para a
investigacdo e controle genético dos caracteres relacionados a produtividade, bem como a
exclusio de tracos ndo desejados (PANTALIAO, 2016).

A identificacdo e quantificacdo de genes relacionados a fungdes importantes nos
camardes cultivados possibilita saber se determinadas condi¢bes ou estimulos ambientais
alteram a expressdo desses genes e que efeitos essas alteracfes causam nos animais e
consequentemente em seu desempenho produtivo. Atualmente, muitos pesquisadores
concentram esforcos nessa area, principalmente testando alimentos, imunoestimulantes,
alteracdes em condicdes ambientais, RNAI, estimulos relacionados a reproducdo, dentre outros
(ROTLLANT et al., 2015; VENTURA-LOPEZ et al., 2016; FREITAS, 2020; LI et al., 2022;
WANG et al., 2022; ABBAS et al., 2023; CHEN et al., 2023; LI1U et al., 2023).

Na reproducéo do camardo P. vannamei em cativeiro, o uso da tecnologia RNAI no
desenvolvimento de um método alternativo a ablacdo do peddnculo ocular foi testado pela
primeira vez por Feijo et al. (2016), para inibir transcrigdes de GIH em fémeas de P. vannamei.
Como resultado desse estudo, 0s autores notaram aumento na expressdo de mRNA de
vitelogenina no ovario 37° dia apés a injecdo com duplas fitas de RNA especificas.

A maioria dos trabalhos de expressdo génica relacionados a reproducdo de
camardes peneideos analisa principalmente a vitelogenina (vtg), seus receptores (vtgr) e o
horménio inibidor da vitelogénese (vih), e poucos trabalhos se propdem a explorar mais genes
(KANG et al., 2014; LUO et al., 2015; VENTURA-LOPEZ et al., 2016).
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O nivel de expresséao dos transcritos de vitelogenina nos ovérios de fémeas é maior
quando comparado com a sua expressdo no hepatopancreas em todas as fases do ciclo de muda,
se expressando mais fortemente em fémeas em processo de maturagdo. A sintese e captacdo de
vitelogenina através do processo de maturacdo e a alta expressdo de receptor de vitelogenina
observadas em estagios pré-vitelogénicos, sugerem um papel importante deste para a maturacéo
completa da gbnada, possivelmente preparando o o6cito para o proximo estagio de maturacao.
A inibicdo de VTGR pode resultar em uma expressdo diminuida de proteinas do vitelo e
diametro do odcito, impedindo o desenvolvimento gonadal como resultado. VIH é o horménio
regulador negativo mais potente da reproducdo de crustaceos, e modula criticamente a
maturacdo ovariana suprimindo a sintese de vitelogenina (LUO et al., 2015; VENTURA-
LOPEZ et al., 2016).

Rotllant et al. (2015) identificaram genes envolvidos na reproducdo e no
metabolismo da via lipidica em Penaeus monodon (Fabricius, 1798), correlacionando sua
expressdo com o desempenho reprodutivo. A partir de amostras do hepatopancreas e ovarios,
foram criadas bibliotecas de cDNA permitindo a identificacdo de genes ortdlogos chaves em
reproducdo e nutricdo de P. monodon (vitelogenina, receptor da vitelogenina, proteina cortical,
acido graxo elongase, sintase de 4acido graxo, proteina de ligacdo de acido graxo,
ciclooxigenase, enzima 4C do citocromo P450). Esses resultados indicaram que 0s genes que
codificam enzimas envolvidas nas vias do metabolismo lipidico podem ser potenciais
biomarcadores para avaliar o desempenho reprodutivo.

Para investigar melhor os genes envolvidos na reproducdo de P. vannamei,
Ventura-Lopez et al. (2017) construiram bibliotecas com dados derivados de material genético
do pedunculo ocular e gbnadas de fémeas, permitindo a identificacdo de sequéncias expressas
que tem um potencial papel na regulacdo da maturacdo gonadal. Essa associacdo com a
maturacdo gonadal foi avaliada pela andlise da expressdo da vitelogenina. Os resultados
indicaram que a expressao de membros da familia do receptor de vitelogenina tem papel
importante durante a pré-vitelogénese. Além desses, um outro importante gene teve seu papel
melhor esclarecido, o transcrito do receptor gama de progestina de membrana (mprg), altamente
expresso no hepatopancreas e intestino, e principalmente nas génadas de fémeas, aumentando
durante a maturacao oocitaria.

Informacdes bésicas relativas a atividade reprodutiva e aspectos moleculares
relacionados ao desenvolvimento gonadal de P. vannamei sdo escassas, quando comparados a
estudos de expressdo génica abordando aspectos imunoldgicos gerais para essa mesma espécie.

Ja sdo bem descritos e em maior quantidade os genes analisados com fungdes imunologicas em
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P. vannamei. Dentre estes podem ser citados: proPO, Hsp70, Superoxido dismutase (SOD),
peneidinas e crustinas. Em estudo recente, Eldessouki et al. (2022), constataram que a
expressao de transcritos de genes imunologicos como SOD, CAT e GPx foi modulada mediante
oferta de dieta contendo astaxantina em animais infectados por Vibrio harveyi, conferindo
resposta imunoldgica e aumento de resisténcia ao patdgeno.

Silveira et al. (2018) criaram um atlas de expressédo de genes relacionados ao
sistema imunoldgico do sistema digestivo do camardo em resposta a patdgenos, trazendo
informacdes sobre o envolvimento de hemdcitos na imunidade intestinal. Gagliardi (2020)
descreveu a imunidade intestinal em camar@es P. vannamei através da andlise de expressao
génica de animais infectados com WSSV, notando a modulag&o de varios dos genes analisados.

Para nutrigéo, alguns genes sdo descritos e utilizados, tais como: a-amilase, lipase,
tripsina, proteina de ligacdo a acidos graxos e acido graxo sintase, e suas funcdes estdo
intimamente associadas a digestdo e aproveitamento do nutriente ao qual faz mengéo sua
nomenclatura. Duan et al. (2018) testaram o efeito da suplementagéo alimentar de P. vannamei
com probiotico Clostridium butyricum na imunidade desses camar@es, concluindo que o
referido probidtico modula a expressdo de genes imunoldgicos presentes no intestino.

Assim como para reproducdo, também séo poucos os trabalhos que descrevam e
investiguem transcritos relacionados a nutrigdo. Diante dessa escassez, trabalhos nesta temética
tém grande relevancia. Frente aos avangos na area de biotecnologias e biologia molecular, e das
ferramentas disponiveis, cabe ao setor investir cada vez mais em esfor¢os que possam gerar
maior entendimento do processo reprodutivo como um todo, e em seus aspectos moleculares.
Isso possibilitard melhor compreensdo da relacdo entre a expressdo de genes chaves e estimulos
externos, tais como alimentacéo, estagio de maturacdo, idade reprodutiva, tempo em producéo,
dentre outros aspectos importantes, otimizando o processo produtivo, embasando-0 em

conhecimento cientifico apropriado.

2.4 Nutricdo de camardes peneideos

De modo geral, camardes peneideos sdo classificados como onivoros. Porém,
algumas espécies, quando na fase adulta, podem ser também detritivoras ou carnivoras. Os
nutrientes (proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas e minerais) necessarios para a construcao
e manutencdo dos tecidos, bem como de suprimento energetico sdo fornecidos aos animais
cultivados principalmente através de ra¢6es formuladas, a depender da fase de vida do animal.

Nos estagios naupliares nutrem-se apenas do vitelo; zoea I-11 alimentam-se de particulas
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menores que 53 um, como microalgas; de zoea I11 a misis Il sdo alimentados com fitoplancton
e zooplancton, como rotiferos e nauplios de artémia, e também ja recebem ragdes proprias para
essa fase larval, e a partir de misis I11 a oferta de racdo é intensificada, incluindo ainda biomassa
de artémia. Quando transferidos para os viveiros de engorda, os animais consomem o alimento
natural do viveiro, composto por microalgas e pequenos crustaceos, poliquetas, moluscos,
algas, detritos, entre outros organismos que compdem o zooplancton. Nessa etapa, a ragao € o
principal alimento exogeno ofertado (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001;
BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002).

Para o0 bom desempenho dos camardes cultivados, o conhecimento de sua exigéncia
nutricional é indispensavel, bem como o conhecimento sobre as fontes nutricionais dos
ingredientes utilizados nas formulacdes de ragcdes. A saude e desempenho zootécnico desses
animais dependem diretamente da alimentacao fornecida (WOUTERS et al., 2001b).

Na carcinicultura, o maior custo de producdo é com a alimentacdo, podendo
representar mais de 50% das despesas de uma fazenda de cultivo. Normalmente a proteina é o
nutriente mais caro na elaboracao de uma dieta para camardo, podendo representar até 60% do
custo de producdo da racdo. A concentracdo ideal desse nutriente em racdes é definida pelo
balanco entre energia e proteina. Quantidade excessiva de proteina em relagdo a energia resulta
em reducdo da taxa de crescimento e no aumento da excrecao nitrogenada, o que € indesejado
no cultivo (CYRINO et al., 2010).

O fornecimento de lipidios baseia-se na satisfacdo das necessidades de nutrientes
especificos, tais como acidos graxos insaturados de cadeia longa, fosfolipidios, e colesterol para
o fornecimento de energia. Os crustaceos sao reconhecidos por terem uma capacidade limitada
para sintese de acidos graxos insaturados de cadeia longa e nenhuma capacidade para a sintese
de colesterol, necessitando adquiri-los dos alimentos (WOUTERS et al., 2001b). Os
fosfolipidios atuam aumentando a emulsificacdo, digestao e a absorcdo de colesterol, e também
facilitam o seu transporte e mobilizacdo (GONG et al., 2004).

Para carboidratos, o camardo ndo possui exigéncia dietética especifica (NRC,
2011), no entanto, a inclusdo destes compostos nas ra¢fes pode fornecer caracteristicas fisicas
desejaveis, como a manutencdo da textura das particulas da racdo e a estabilidade na agua,
caracterizando-se ainda como uma fonte de energia barata, sendo usados para a sintese de
quitina para a formacdo do exoesqueleto. Quanto as exigéncias nutricionais de vitaminas e
minerais pelos camardes para formulagédo de dietas, pouco se sabe. Grande parte da dificuldade
de obter essas informac6es deve-se ao desafio da perda destes nutrientes por lixiviagcdo na agua,
e a dificuldade de determinacgéo dessas exigéncias, visto que até certo ponto, 0 camardo é capaz
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de utilizar alguns minerais dissolvidos na agua de cultivo para satisfazer as suas necessidades
metabolicas (VELASCO-ESCUDERO; LAWRENCE, 2010).

2.4.1 Exigéncias nutricionais na fase reprodutiva

O desempenho reprodutivo dos animais de cultivo é geralmente menor que o de
especimes em seu habitat natural capturados na natureza, principalmente devido as aparentes
deficiéncias nutricionais dos camarfes produzidos em laboratério quando comparados aos
animais que se alimentam dos inumeros recursos disponiveis em seu proprio habitat
(PALACIOS; IBARRA; RACOTTA, 2000).

A alimentacdo de reprodutores de camardes cultivados ainda € bastante dependente
de alimentos frescos como lulas, poliquetas, biomassa de artémia, mexilhGes e ostras, e por
mais que sejam alimentos altamente nutritivos, podem ser considerados desfavoraveis devido
ao risco de propagacdo e transmissao de doencas em ambientes de biosseguranga como o setor
de maturacdo, alto custo, necessidade de congelamento, e também a qualidade nutricional
inconsistente dessas fontes de alimentacdo. Substituicdo de alimentos frescos por alimentos
formulados séo essenciais para a criacdo segura e econdmica de camardes domesticados
(WOUTERS et al., 2002).

A nutricdo desses animais tem um importante papel em seus processos
reprodutivos, principalmente os niveis de lipidios totais e especificos da dieta. Ha relatos de
que durante a reproducéo o contetdo de lipidios diminui no hepatopéancreas e é transferido para
0 ovario na maturacdo, que é, portanto, diretamente influenciada pelo nivel de lipidios contido
na dieta (WOUTERS et al., 2001a; GLENCROSS, 2009).

Os lipidios ingeridos sdo convertidos no hepatopancreas em lipidios polares e
glicoproteinas, como no caso da vitelina e lipovitelina. Durante o ciclo reprodutivo, essas
proteinas sdo transportadas aos ovarios através da hemolinfa. Enquanto os ovarios alcangam o
estagio maduro e consequentemente a maior concentracao lipidica, a quantidade de lipidios no
hepatopéancreas diminui, indicando a mobilizacdo dos lipidios do hepatopancreas as génadas.
Quando as fémeas se encontram imaturas ou em estagios iniciais de maturagéo é observado o
acumulo de lipidios no hepatopancreas (CAVALLI et al., 2001).

Os lipidios sdo frequentemente adicionados as dietas na forma de Oleos,
principalmente 6leos de peixe e soja. Ja os fosfolipidios sdo adicionados a partir da inclusdo da
lecitina de soja. O dleo de peixe marinho é comumente utilizado como o principal ingrediente

lipidico em alimentos para organismos aquaticos, no entanto, a diminui¢cdo no fornecimento
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global de dleo de peixe devido a reducdo do estoque pesqueiro e 0 seu custo elevado vem
alertando a industria sobre a necessidade da utilizacdo de fontes alternativas de lipidios na
elaboracdo de alimentos para organismos aquaticos cultivados (SUN et al., 2020).

A riqueza relativa no sentido de diversidade e disponibilidade de plantas torna os
6leos vegetais uma boa alternativa e fonte sustentavel. A soja e seus derivados ja vém sendo
empregados com sucesso na formulagéo de dietas, e trabalhos com nutricdo de reprodutores de
P. vannamei também j& foram realizados (MANEII et al., 2019; CAHU et al., 1994). A lecitina
de soja é a fonte comercial mais acessivel de fosfolipidios para alimentacdo na aquicultura. Foi
confirmado que sua incorporacdo nas dietas de reprodutores pode levar & maturacdo sexual e
promover o desempenho reprodutivo, melhorando a mobilizacéo de lipidios do hepatopancreas
para os ovarios (CAHU et al., 1994).

Maneii et al. (2019) concluiram que quando incorporado em quantidade ideal, a
lecitina de soja melhora o crescimento e desempenho reprodutivo comprovado por meio da
expressdo génica de vitelogenina no hepatopancreas, bem como mobilizacao lipidica induzida
através da hemolinfa e do transporte do hepatopancreas para os ovarios. De acordo com Sun et
al. (2020), 6leos vegetais como o de soja e canola podem ser melhores fontes de lipidios para
Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) que o 6leo de peixe, 0 que pode ser atribuido ao
estado oxidativo modificado induzido pela via de sinal e pelos bons resultados obtidos no
crescimento dos animais testados.

Grandes avanc¢os podem ser notados e inimeros trabalhos vém sendo realizadas no
campo de nutricdo do camardo, no entanto, especificamente para reprodutores h& poucos
trabalhos disponiveis na literatura, principalmente relacionados a inclusdo ou substituicdo de
ingredientes, reforcando a necessidade de estudos na area de alimentacdo para reprodutores
(LIANG et al., 2022; ZHANG et al., 2022; TESSER et al., 2019; CAHU et al., 1994; SUN et
al., 2020; MANEII et al., 2019).

2.5 Oleo de coco como fonte de lipidios

Os 6leos vegetais podem ser considerados alternativas promissoras de fonte lipidica
para nutricdo de camard@es, por causa de seu baixo preco, alto rendimento e presenca de acidos
graxos insaturados, como acido linoleico (Chen et al., 2020). Diante desse potencial e da
problemética de escassez e elevado preco do 6leo de peixe, 6leos de diversas fontes vegetais ja

foram testados em trabalhos de nutricdo de espécies aquicolas (LIM et al., 1997; GONZALEZ-
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FELIX etal., 2002; CORDEIRO-JUNIOR, 2011; SOUSA, 2017; COUTO et al., 2021; LIANG
etal., 2022).

O Brasil ocupa uma relevante posicdo na producao de alimentos de origem vegetal.
Em 2020, foi o quarto maior produtor mundial de grdos como arroz, milho, cevada, trigo e soja
(EMBRAPA, 2020). Ainda sobre a producdo vegetal, o pais demonstra grande potencial
produtivo de coco, o fruto do coqueiro, cientificamente denominado Cocos nucifera (Linnaeus,
1753). Em 2018 uma &rea de aproximadamente 200 mil hectares foi destinada ao cultivo de
coqueiros, colocando o pais como um dos maiores produtores mundiais desse fruto, que
apresenta derivados alimenticios bastante consumidos e bem aceitos, como a agua, polpa fresca,
leite, 6leo de coco, coco ralado e outros subprodutos (SANTANA; SILVA; MULDER, 2020).

O Nordeste é a regido do Brasil que mais produz coco e seus derivados, com grande
namero de industrias de alta capacidade de producdo e processamento para as mais distintas
finalidades, dentre elas a produgéo do 6leo de coco virgem, que se destaca como um suplemento
alimentar, apresentando varios beneficios para a saude humana e animal, devido suas
propriedades antioxidante, umectante, hidratante, antifingica e antibacteriana (SOUSA, 2018;
COUTO et al., 2021).

O Oleo € extraido do endosperma do coco maduro, uma vez que este acumula
elevado teor lipidico. Pode ser extraido por meio de prensagem, solventes e processos caseiros.
De forma artesanal é extraido a partir do leite de coco, devendo ser deixado em repouso ou
resfriado para a separacdo em trés fases: agua, 6leo e creme (sobrenadante). No processo a frio,
0 Oleo é coletado e filtrado, possuindo aspecto incolor e aroma suave de coco
(WONGPOOWARAK et al., 2009; SANTANA,; SILVA; MULDER, 2020).

O oleo de coco € constituido por lipidios. Os acidos graxos predominantes s&o:
acido laurico (45-53%), miristico (16-21%), palmitico (7-10%), caprilico (5-10%) e caprico (5-
8%) e o principal triacilglicerol é a trilaurina (22,2-23,9%), a qual consiste em um glicerol
esterificado com 3 acidos lauricos. As gorduras lauricas, encontradas em maior concentracao,
sdo resistentes a oxidacdo, e por isso bastante utilizadas na industria cosmética e alimenticia.
Apresenta ainda em sua composi¢do &cidos oleicos e linoleicos (MACHADO et al., 2006;
SANTANA,; SILVA; MULDER, 2020).

Dentre os maiores produtores de coco do pais, quatro sdo do Nordeste, respondendo
por mais da metade da producdo nacional. O Ceara € o0 segundo maior produtor e com potencial
notdrio de crescimento, visto que possui vasto litoral e perimetros irrigados bem desenvolvidos,
o0 que favorece o fortalecimento da atividade (CAVALCANTE, 2015). A abundancia da matéria
prima para fabricacéo do 6leo de coco no pais e no estado do Ceard, um dos maiores produtores
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de camardo do Brasil, caracteriza-se como uma oportunidade de explorar a potencial aplicacao
desse insumo na alimentacdo de camardes marinhos cultivados.

Dentre os estudos realizados com 6leos vegetais na dieta de espécies aquicolas,
poucos sdo 0s que testaram o 6leo de coco como fonte lipidica para reprodutores (LIM et al.,
1997; GONZALEZ-FELIX et al., 2002; SOUSA, 2017; COUTO et al., 2021).

Sousa (2017) ao avaliar os efeitos da adigdo de 6leo de coco e outros tipos de 6leos
na maturacdo ovariana de fémeas do camardo M. amazonicum, notou maior ganho de peso,
maior vacuolizagdo das células B na glandula digestiva e maior quantidade de o6citos maduros
em animais alimentados com racdo contendo Oleo de coco quando comparadas as
suplementadas com outros 6leos vegetal e animal (linhaga e peixe, respectivamente).

Dietas a base de 6leos vegetais (coco, cartamo, milho, soja e linhaca) foram
empregadas por Lim et al. (1997) para avaliar o desempenho de juvenis de P. vannamei. Destes,
0 Oleo de soja foi o que exibiu melhores resultados em comparagdo aos demais (acido estearico,
6leos de coco, cartamo, milho, soja, linhaca e peixe), com melhor taxa de conversdo alimentar
dentre os tratamentos, perdendo apenas no ganho de peso dos individuos alimentados com 6leo
de linhaca, e na sobrevivéncia dos alimentados com Gleo de girassol.

Gonzalez-Félix et al. (2002) avaliaram o crescimento e sobrevivéncia de P.
vannamei alimentados com dietas contendo diferentes 6leos vegetais como fonte lipidica (6leo
de coco, soja, linhaca e amendoim) e uma fonte lipidica de origem animal (6leo de savelha),
ndo encontrando diferenca significativa entre os tratamentos que utilizaram fontes lipidicas
vegetais, no entanto, o 6leo de savelha apresentou menores taxas de conversdo alimentar e
melhores taxas de crescimento comparado aos 6leos de origem vegetal.

Para a espécie de peixe tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1816), o 6leo
de coco atuou como um nutracéutico, melhorando seu desempenho produtivo e sanidade,
apresentando agdo imunoestimulante quando os animais foram submetidos a infecgdo por
bactéria patogénica (COUTO et al., 2021).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos com Oleo de coco na dieta de
reprodutores de P. vannamei, o que demonstra que ainda ha muito a ser explorado no que diz
respeito a busca por fontes lipidicas oriundas de matéria prima local abundante e acessivel que
possam ser incorporadas na ragao para suprir ou diminuir a grande necessidade de incluséo de
6leo de peixe nas dietas para reprodutores. O 6leo de coco caracteriza-se como um bom
candidato, diante da abundancia e de suas propriedades ja descritas.

O armazenamento suficiente de nutrientes para o inicio da reproducdo de camardes

é indispensavel, e por esta razdo dietas ricas em lipidios sdo importantes para a maturacao
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gonadal (WOUTERS etal., 2001). O requerimento de lipidios para o desenvolvimento ovariano
depende da imediata ingestdo de dietas com esse nutriente, visto que de uma forma geral, 0s
crustaceos tém habilidade limitada para biossintese de fosfolipidios, o que torna ainda mais
necessario o desenvolvimento de pesquisas que avaliem o potencial lipidico de fontes mais

acessiveis e sustentaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito da suplementacdo de dieta comercial com 6leo de coco sobre a reproducéo,

nutricdo e imunologia de camardes Penaeus vannamei.

3.2 Especificos

° Avaliar o desempenho reprodutivo das fémeas alimentadas com ragdo suplementada
com 6leo de coco, por meio das taxas de copula, desovas e eclosdo, numero de ovos e
de nauplios, analises macroscopicas e histologicas das gbnadas, e expressdo de genes

relacionados a reproducéo.

° Verificar os efeitos do Oleo vegetal em aspectos histoldgicos, imunoldgicos e
nutricionais, atraves da analise de expressdo de genes, contagem total de hemdcitos,

histologia do hepatopancreas e intestino.

° Analisar, com base nos parametros avaliados, se ha varia¢ao ao longo dos trés meses de
experimento, na capacidade de cépulas e desovas das fémeas ao longo de um ciclo

produtivo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao dos animais e aclimatacgéo

Os experimentos de alimentacdo dos reprodutores de camarbes marinhos P.
vannamei foram conduzidos em um laboratério de producéo de pds larvas no litoral oeste do
Ceara, localizado no municipio de Acarad, nas instalagdes da empresa Aquacrusta Marinha
LTDA, e teve duracdo de quatro meses.

Para a execugdo do experimento foi realizada despesca de um viveiro contendo
camardes cultivados exclusivamente com finalidade de serem futuros reprodutores. Foram
selecionados durante a despesca 1.200 camar@es, separados por sexo, correspondendo a 600
machos e 600 fémeas, com peso médio de 42 g +1,1 ge 47 g + 1,6 g, respectivamente. Todos
sdo do mesmo lote, e portanto, possuem a mesma idade (£ 8 meses) e tempo de cultivo. Os
camardes foram transportados em caixas de transporte contendo agua e oxigenacdo nas
concentracdes adequadas e transferidos para quatro tanques de fibra de 9,8 toneladas cada,
instalados no setor de aclimatacdo da maturacéo.

Nos tanques supracitados ocorreu a aclimatagdo dos animais distribuidos por sexo
nas seguintes quantidades: dois tanques contendo 300 machos cada, e dois tanques contendo
300 fémeas cada. Os tanques de aclimatacéo foram identificados de acordo com os tratamentos
da seguinte forma: Tql: MR (Machos alimentados com Racdo); Tg2: MRO (Machos
alimentados com Ragdo suplementada com Oleo de coco; Tg3: FR (Fémeas alimentadas com
Ragcdo); Tg4: FRO (Fémeas alimentadas com Rac#o suplementada com Oleo de coco).

Durante todo o periodo experimental, parametros como salinidade (31 psu),
temperatura (= 28 °C), oxigénio (= 5,5 mg/L) e pH (= 7,4) foram monitorados e mantidos

dentro dos limites recomendados para o cultivo da espécie.

4.2 Dietas e delineamento experimental

Antes da transferéncia para os tanques de aclimatagéo, em seus viveiros de origem,
os camard@es alimentavam-se unicamente de alimento natural contido no préprio ambiente. Nos
trés primeiros dias apos a transferéncia foram alimentados apenas com rag¢éo para que pudessem
adaptar-se ao novo alimento. A racdo utilizada foi a comercial semi-Umida para reprodutores
(Redi-Mate da Zeigler Bros., Inc Copyright ©) que apresentava as seguintes informagdes

nutricionais (Tabela 1). A mesma racdo foi utilizada durante todo o experimento.
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Tabela 1 — Composicao da ragdo comercial ofertada aos reprodutores de P. vannamei.

Componente Proteina | Gordura Fibra Umidade | Cinza Fosforo
% Min ou Min. 40 Min. 9 Max. 2 Max. 30 Max. 10 Min. 1
Max.

Fonte: Elaborada pela autora, conforme informacg6es do rétulo do produto.

A racdo ofertada para os animais do grupo testado ja foi desde o inicio da
aclimatacao/treinamento alimentar, suplementada com 6leo de coco (2,5%). Durante o periodo
em que foram alimentados apenas com racdo, a mesma foi ofertada em cinco horarios ao longo
do dia (00:00, 02:00, 10:00, 13:00, 20:00h). A quantidade inicial por horéario foi de 0,6% em
relacdo ao peso corporal na primeira oferta, e nas demais a quantidade foi aumentada ou
diminuida de acordo com a saciedade aparente dos animais de cada tanque.

Decorridos os dias de adaptacéo, até o final do experimento, os camardes passaram
a receber alimentacdo padrédo da maturacdo com adaptagdes estabelecidas para o presente
trabalho, conforme exposto na Tabela 2. A porcentagem de cada alimento foi calculada com
base na biomassa total de camardes contidos no tanque, totalizando 24% de oferta diaria de
alimentos em relagdo ao peso corpdreo dos camardes. As quantidades foram ajustadas apos
cada biometria semanal, ou de acordo com as sobras ou falta de alimento constatadas

diariamente.

Tabela 2 — Alimentagdo diaria dos reprodutores de P. vannamei.

Horério 00:00 02:00 10:00 13:00 | 20:00
Alimento Lula Racéo comercial  Ragdo comercial Lula Marisco
%BM/trato |8 1 1 8 6

Fonte: Elaborada pela autora.

Apos a aclimatacdo, que durou 10 dias, a maioria das fémeas se encontrava no
periodo intermuda. Decorrido os 10 dias, as mesmas foram submetidas ao procedimento de
ablacdo unilateral do pedunculo ocular. Tal procedimento foi feito com auxilio de uma linha,
amarrada a um dos pedunculos (Figura 5), ocasionando apés quatro dias a perda do mesmo, e

conferindo estimulo a maturagdo gonadal.

Figura 5 — Procedimento de ablagdo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Decorridos sete dias da ablacdo, quando as fémeas ja estavam sem um pedinculo
ocular e com grande porcentagem de camardes maduros, foi realizada a formacéo das familias,
que consistiu na distribuicdo dos animais em tanques de producéo de 20 m? cada, na densidade
de 3 animais por m?, utilizando a proporcdo sexual de 1:1, sendo em cada um dos tanques 70
machos e 70 fémeas. Cada uma das fémeas foi marcada utilizando aneis de marcagédo
numerados e com cores distintas (Figura 6) para cada um dos seis tanques, 0 que possibilitou
acompanhar parte do desempenho reprodutivo individual e a devolucdo das fémeas para seus

tanques de origem apds o procedimento de desova.

Figura 6 — Fémea marcada com anel em seu peddnculo
ocular.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao todo foram utilizados seis tanques, divididos em dois tratamentos: A) Controle
(camardes alimentados com racdo sem 6leo); B) Teste (camardes alimentados com ragdo

suplementada com 0leo de coco) (Figura 7).

Figura 7 — Desenho esquematico da disposicdo dos tanques
no setor de producdo.
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Oleo Controle

Fonte: Elaborada por Alvaro Luccas Bezerra dos Santos e
Juliana Oliveira de Freitas.

Para o tratamento B, em que os animais foram alimentados com racao suplementada
com o6leo de coco, diariamente foram feitas misturas de racdo com 6leo de coco comercial. O
oleo utilizado foi o extra virgem da marca Copra, prensado e extraido a frio da polpa do coco
seco, 100% natural e sem adi¢do de conservantes, com propriedades antioxidantes, rico em
TCM (Triglicerideos de Cadeia Média) e fonte de acido laurico, &cido caprilico e vitamina E,
com acidez maxima de 0,3%, segundo informac@es do fabricante.

O mesmo foi adicionado a rac¢do na quantidade de 2,5% em relacdo ao peso total da
racdo ofertada, que posteriormente eram secas em estufa a 50 °C por 6 horas e armazenadas em
potes plasticos a temperatura ambiente até 0 momento da oferta. A porcentagem de 6leo de
coco a ser adicionada na racdo foi definida com base em teste prévio a realizacdo do
experimento, com camardes de outros tanques e outro lote, onde observou-se maior
consumo/aceitacdo da racdo pelos animais na concentracdo de 2,5% quando comparadas as
concentracdes de 1% e 5% que também foram testadas.

As sobras de alimentos, quando existentes, foram removidas através de sifonagens

diérias realizadas as 08:00 e 17:00 horas. No setor de maturacéo e copula, local onde os tanques
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experimentais foram instalados, utilizou-se fotoperiodo invertido com 12 horas de claro e 12
horas de escuro.

No setor de copula ocorreu o0 acasalamento entre machos e fémeas no periodo claro,
onde os machos depositavam no télico das fémeas suas bolsas espermaticas (espermatéforos),
que ficavam impregnadas. No inicio do periodo escuro, com auxilio de uma lanterna foi
realizada a checagem, por volta das 06:00 horas de cada dia. Essa atividade consistia em
observar as fémeas maduras que foram copuladas e transferi-las para os tanques de desova. No
setor de desova foram utilizados dois tanques de desovas coletivas, referentes a cada um dos
tratamentos, com as mesmas dimensdes dos tanques de producdo, contendo agua filtrada e
tratada com EDTA, com salinidade 31 psu, sem aeracdo, onde as fémeas copuladas
permaneceram por volta de sete horas até que fosse realizada a desova.

As 13:00 horas de cada dia, as fémeas dos tanques de desova foram individualmente
devolvidas aos seus tanques de origem, e nesse momento era observado se a mesma desovou.
Nos tanques de desova observava-se ainda se houve abortos, que é caracterizado pela liberagdo
precoce de uma massa gonadal com um aglomerado de ovos que ainda estavam em seu processo
de formacao e que ndo foram fecundados.

Ap0s a devolugdo das fémeas para os tanques de producéo foi realizada a drenagem
dos ovos que foram coletados em dois carboys com telas filtrantes, uma para cada tratamento,
e submetidos a lavagem com fluxo continuo e intenso de agua para eliminacdo de residuos.
Finalizada a lavagem dos ovos, os mesmos foram transferidos para o setor de eclosdo, até que
nascessem os nauplios, que no dia seguinte eram transferidos para lavadores na sala de nauplios
onde permaneceram até o estagio de nauplio VV, momento em que eram contados, embalados e
transferidos para os tanques de larvicultura, onde foram cultivados até atingirem o estagio de
pos larvas.

Todas as etapas acima citadas foram acompanhadas diariamente durante trés meses,
gerando dados que possibilitaram a comparacdo do desempenho dos camardes dos diferentes
tratamentos ao longo do tempo. Além dos parametros de desempenho reprodutivo analisados
com os dados que foram coletados diariamente, outros aspectos, tais como observagoes
histoldgicas, indices hepatossométicos e gonadossomaticos, contagem hemocitica e expressdo
génica também foram analisados, e para tanto foram realizadas coletas ao longo do experimento

para a realizacdo dessas analises.

4.3 Coletas
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Cada tratamento foi realizado em triplicata, ou seja, foram utilizados trés tanques
de producdo por tratamento. Ao longo do periodo experimental, seis coletas foram realizadas,
distribuidas nos intervalos de tempo de producéo descritos a seguir (Tabela 3). Em cada coleta
foram extraidas trés fémeas por tanque, totalizando nove por tratamento, coletadas
aleatoriamente. As fémeas foram coletadas com auxilio de um pucg, transferidas para um balde
contendo agua fria e levadas para a sala de extragdo de tecidos.

Cada camardo coletado teve seu numero anotado, foi seco, pesado e identificado
macroscopicamente quanto ao seu nivel de maturacdo. Em seguida, foi coletada hemolinfa para
contagem de hemdcitos; intestino, ovarios e hepatopancreas para histologia, ovarios e

hepatopéancreas para expressao génica e indices gonadossomaticos e hepatossomaticos.

Tabela 3 — Identificacdo dos pontos de coletas.

Coleta Identificagéo dos pontos de coletas
1° Um dia antes da ablacao
2° Quatro dias apds ablagéo
3° Uma semana em producéo
4° Um més em producéo
5° Dois meses em producao
6° Trés meses em producéo (Final do experimento)

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Desempenho reprodutivo

O desempenho reprodutivo das fémeas de P. vannamei foi avaliado através da
analise comparativa dos parametros abaixo apresentados entre 0s tratamentos controle e
tratamento das fémeas alimentadas com racdo suplementada com 6leo de coco.

Contados a partir do primeiro dia em producédo, que representa o primeiro dia em
que houve checagem das fémeas copuladas e transferéncia das mesmas para o setor de desova,
0 experimento teve duracdo de 3 meses. Nestes, houve observacao diéria e coleta de dados de
desempenho reprodutivo. Foram realizadas checagens em 74 dias, com intervalos de cerca de
6 dias a cada més de producdo para descanso dos animais, esterilizacdo mais rigorosa do setor

de desova e atendendo a programacao da empresa.

4.4.1 Taxa de copula
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As taxas de copulas (Tc) foram calculadas para cada um dos tratamentos utilizando
a formula abaixo:

Tc = Nrr x 100 / Nep
Onde:
Tc = Taxa de copula;
Nrr = NUmero de fémeas transferidas diariamente para o setor de desova;

Nrp = NUmero de fémeas em produgdo.

4.4.2 Taxa de desovas

Ap0s o término do periodo estabelecido para a desova, na devolucéo dos animais
para seus tanques de origem, verificava-se se a fémea havia ou ndo desovado, incluindo essa

informagdo nos calculos das taxas de desovas (Tp), que foi obtido a partir da seguinte equagao:

Tp = Nrc x 100/ Nrp
Onde:
Tp = Taxa de desova;
Nrc = NUmero de fémeas copuladas levadas ao setor de desova;

Nep = NUmero de fémeas que desovaram.

A utilizacdo de marcadores de identificacdo nas fémeas possibilitou saber a
frequéncia de desova individual, o intervalo de tempo entre uma desova e outra, e assim

comparar fémeas que desovaram mais ou menos nos distintos tratamentos.

4.4.3 Abortos

Conforme citado na secdo de delineamento experimental, diariamente ap6s a
desova e momentos antes da devolucgdo das fémeas para seus tanques de origem, verificava-se
0 numero de abortos por tratamento, a partir da observacdo da visualizagdo de massa com
aglomerado de ovécitos ndo fecundados, no fundo do tanque e também observando a regido

gonadal de cada fémea para constatar se a desova tinha sido concluida.
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4.4.4 NUmero de ovos

Conforme descrito no subtdpico de delineamento experimental (4.2), 0s ovos
liberados pelas fémeas nos tanques de desova foram drenados por gravidade para lavadores
com volume Util de 425 litros, onde passaram por intensa lavagem em agua corrente e fluxo
continuo. Apds a lavagem dos ovos, antes de serem transferidos para o setor de ecloséo, foram
coletadas amostras para contagem dos mesmos. As contagens foram feitas de forma manual
macroscopicamente. A partir de trés amostras coletadas, cada uma tendo cinco mL, obteve-se
a média do nimero de ovos neste volume, possibilitando a partir dai estimar a quantidade de
ovos por lavador (Nowv) e consequentemente por tanque de desova e por fémea (Nor), atraves
de extrapolacdo e dos seguintes calculos, respectivamente.

NoLv = (Ov5mL x 425/ Va) x 1.000
Em que:
NoLv = Numero de ovos no lavador;
OvbmL = Quantidade de ovos em cinco mL;
Va = Volume da amostra;
425 = volume do lavador em litros;

1.000 = ajuste das unidades de medida de volume.

Nor = Norv / Nep
Onde:
Nor = Numero de ovos por fémea;
NovLv = NUumero de ovos no lavador;

Nrp = NUmero de fémeas que desovaram.
4.4.5 Taxa de eclosdo e numero de nauplios
No dia seguinte a transferéncia dos ovos para os carboys de eclosdo, apos

aproximadamente 17 horas, ocorria a eclosdo dos ovos, normalmente ap6s sete horas de sua

transferéncia para os carboys da sala de ecloséo. Acima de cada um desses carboys era instalada
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uma luz, estimulando a migracdo dos nduplios para a superficie da agua, visto que 0s mesmos

apresentam fototaxia positiva (Figura 8).

Figura 8 — Nuvem de nauplios (circulo azul)
concentrados abaixo da luz (circulo amarelo).

Fonte: Elaborada pela autora.

Desse modo, com o auxilio de uma peneira, foi realizada a transferéncia dos
nauplios em seu segundo estagio (N2) para os lavadores na sala de nauplios. Antes da
transferéncia, de forma manual era realizado um movimento circular nos carboys para
homogeneizar ovos e nauplios e assim realizar trés amostragens de 50 mL para obter a taxa

média de eclosdo (Tg), a partir da seguinte formula.

Te = Qn/ Qmno x 100
Em que:
Te = Taxa de eclosao;
Qn = Quantidade de nauplios;

Qmno = Quantidade total de nauplios e ovos.

Com os dados obtidos da contagem acima citada, a partir do nimero de nauplios
contados foi calculado o nimero de naduplios por carboy (Qncw) € estimado o numero de

nauplios por fémea (Qnr), utilizando respectivamente, as seguintes equacdes:



45

Qncb = Qnet X 2.700 / 50 x 1.000
Onde:
Qncp = Quantidade de nauplios no carboy;
nct = Quantidade de nauplios contados;
2.700 = volume em litros do carboy;
50 = volume amostrado;

1.000 = conversao das unidades de medida.

OnF = Qnct/ Nrp
Em que:
QNF = Quantidade de nauplios por fémea;
Qncb = Quantidade de nauplios no carboy;

NFD = Numero de fémeas que desovaram.

4.5 Analises macroscépicas, somaticas e histoldgicas

Ap0s serem pesadas (peso umido) e terem a hemolinfa coletada, as fémeas foram
dissecadas com auxilio de pinca e tesoura para remocao do hepatopancreas, gonadas e intestino.
As fémeas de cada tratamento, em cada um dos pontos de coleta foram analisadas
macroscopicamente quanto ao: peso, grau de maturacdo através de observacao visual do animal
vivo, conforme usualmente praticado no setor onde se realizou o experimento e grau de

maturacao apos dissecada, conforme tamanho e preenchimento gonadal.

4.5.1 Indices gonadossomatico e hepatossomatico

Ovérios e hepatopancreas foram pesados (peso Umido) apos coleta para calcular os
indices gonadossomaticos (lgs) e hepatossomaticos (Ins), obtidos através da razdo entre 0 peso
das gbnadas ou hepatopancreas e o peso total do corpo do animal, aplicando as seguintes

equac0es, respectivamente.

lgs = (PG / PA) x 100
Ihs = (Pup / Pa) x 100
Sendo:
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IGS = indice gonadossomatico;
Pc = Peso da gbnada;
PA = Peso do animal;
IHS = Indice hepatossomatico;

PHp = Peso do hepatopancreas.

Os indices foram comparados entre os estagios de maturacdo para constatar se ha

relacdo entre 0s mesmos, bem como avaliar se difere entre os tratamentos.

4.5.2 Analises histoldgicas

Ovérios, hepatopancreas e intestinos foram fixados através de imersdo em solucéo
de Davidson AFA (&cido acético glacial (11,5%), formalina (22%), alcool etilico 95% (33%) e
agua destilada (33,5%)) e mantidos em frascos separados por animal. A quantidade de fixador
utilizado correspondeu a um volume 10 vezes maior do que o volume da amostra.

Apbs 16-24 horas de fixacao (Figura 9), os tecidos foram lavados com alcool 70%
e armazenados em alcool de mesma concentragdo para serem processados posteriormente. Em
laboratério, as amostras passaram por tricotomia (cortes menores de aproximadamente 1 a 2
centimetros, para serem acondicionados em histocassetes). Em seguida foram processadas
passando por desidratacdo em séries crescentes de alcoois com duracéo de 1 hora cada: 1 banho
em etanol 70%; 2 banhos em etanol 80%; 2 banhos em etanol 95%; 3 banhos em etanol 100%.
Ap0s desidratacdo, os tecidos passaram por diafanizagdo em 2 banhos de xilol, para em seguida
serem infiltrados por parafina liquida em dois banhos. Cada banho teve duracdo de uma hora.
Depois da infiltracdo os tecidos foram emblocados com parafina, posteriormente cortados em
microtomo na espessura de 5 um e submetidos a coloracdo com hematoxilina—eosina para

serem examinados por microscopia de luz (BELL; LIGHTNER, 1988).

Figura 9 — Ovarios (azul), intestino (amarelo) e
hepatopéncreas (vermelho) fixados com solugéo de
Davidson.
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Fonte: elaborada pela autora.

A nivel histolégico, os estagios de desenvolvimento gonadal foram determinados
conforme a abundancia relativa do tipo mais avancado de ovdécito no ovario, e foram
classificados em: imaturo; em desenvolvimento inicial (I); desenvolvimento avancado (I); e
maduro (I11), de acordo com a figura classificatoria apresentada a seguir na secéo de resultados
(Figura 13), construida com base em classificacdes adotadas por Craveiro (2018), Bernabé et
al. (2022) e Craveiro et al. (2022).

Foi construido um quadro descritivo de classificacdo dos estagios gonadais (Figura
15) baseado na observacdo macroscopica do animal inteiro, de suas génadas dissecadas e dos
resultados da observacdo histoldgica, adaptadas de bibliografia disponivel (BELL;
LIGHTNER, 1988; SILVA et al., 2016; CRAVEIRO, 2018, BERNABE et al., 2022;
CRAVEIRO et al., 2022) e apoiadas no conhecimento pratico adquirido e empregado no setor
onde se realizou o experimento. As definicbes foram feitas levando em consideragdo as
caracteristicas observadas com maior frequéncia para cada um dos estagios.

No hepatopancreas foram observados os tipos celulares predominantes, analisando
se ha alguma relacdo entre 0s aspectos observados e os estagios de maturacdo. No intestino
foram levados em consideracdo a integridade do 6rgdo, seus tipos celulares e a presenca de
vilosidades. Em todos os tecidos analisados foram observadas a integridade do mesmo, as
estruturas e tipos celulares dominantes, bem como observado se ha diferencas entre os
tratamentos (BELL; LIGHTNER, 1988).
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4.6 Contagem total de hemacitos

Para a coleta de hemolinfa, a regido abdominal de cada fémea foi higienizada com
papel absorvente embebido com alcool 70%. Entre o ultimo esternito cefalotoraxico e o
primeiro abdominal foram coletados 100 pL de hemolinfa, utilizando uma seringa estéril de 1
mL com agulha hipodérmica de 25 x 0,7mm contendo 300 pL de solugdo isotbnica
anticoagulante SIC EDTA (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, HEPES 10 mM, EDTA 10mM). A
hemolinfa coletada foi transferida para tubo estéril e em seguida contada em camara de
Neubauer sob microscépio para determinar a quantidade total de hemdcitos, seguindo 0s passos
abaixo, e descrito na equacao abaixo e ilustrado na Figura 9:

1 - Foram contados os 4 quadrantes externos (A,B,C,D) (Figura 10);

2 - O valor obtido foi somado e o total dividido por 4 para obter a média;

3 - A quantidade média foi multiplicada pela profundidade (10) e diluigdo (3);

4 - Obteve-se o valor total de células por mmé,

5 - Para calcular a quantidade de células por mL, o valor foi multiplicado por 1.000.

Cel/mL = ((A+B+C+D)/4) x 10 x 3 x 1000
Sendo:
Cel/mL = Quantidade de celulas por mililitro;

A+B+C+D/4 = Média dos quadrantes externos.

Figura 10 — Desenho esquematico da cAmara de Neubauer com destaque para
0s quadrantes utilizados para a contagem.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.7 Ganho de peso

O acompanhamento do ganho de peso se deu por meio da realizagéo de biometrias
semanais, onde cinco fémeas de cada tanque foram selecionadas aleatoriamente e pesadas,
gerando um peso médio por tanque e por tratamento, tornando possivel descobrir o ganho de

peso (GP) a partir da seguinte equacao:

GP =Pr—Pi

Onde:
Gp = Ganho de peso;
Pr = Peso final;

Pi= Peso inicial.
4.8 Expressao de genes
Para analises da expressdo génica, os tecidos utilizados foram hepatopancreas e

ovarios. Os mesmos foram coletados e mantidos em Trizol (Invitrogen®) até 0 momento da

extracdo, na proporc¢édo de 50 a 100 mg de tecido para 500 pL de Trizol.
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O material coletado conservado sob congelamento a -18 °C foi descongelado
naturalmente em temperatura ambiente para realizagdo da extracdo de RNA com Trizol
(Invitrogen®) seguindo as recomendagdes do fabricante. As amostras foram incubadas por 5
minutos a temperatura ambiente, foi adicionado 100 pL de cloroférmio, a seguir agitando-as
vigorosamente no vortex. Em seguida foram mantidas a temperatura ambiente por 15 minutos.
As amostras foram centrifugadas a 12.000 g/15 min/4°C para a separagdo de fases e
transferéncia da fase superior (RNA total) para um novo tubo contendo 100 pL de alcool
isopropilico. As amostras foram incubadas por 15 minutos a 30°C, e centrifugadas a 12.000
9/10 min/4°C. O sobrenadante foi removido por inversdo, permanecendo o pellet, que foi
lavado com etanol 75%, mesclado no vortex e centrifugado a 7.500 g/5 min/4°C. O etanol foi
descartado e os tubos invertidos sob um papel toalha para secagem em temperatura ambiente.

O RNA total extraido foi eluido em 40 pL de 4gua ultrapura (Invitrogen®) e
quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 da ThermoFisher Scientific. As amostras
de RNA foram padronizadas para a concentragdo de 100 ng/uL. Foram feitos pools das
amostras, onde cada trés amostras de RNA padronizado deram origem a um pool. Cada um
desses pools corresponde a RNA extraido de tecidos de trés animais de um mesmo tanque e de
um mesmo tratamento no mesmo ponto de coleta, exemplificando: RNA extraido e padronizado
de 3 hepatopancreas de 3 dos 9 animais coletados do tratamento controle na coleta 1 originaram
1 pool. O mesmo foi feito para ambos os tecidos, tratamentos e coletas. Cada coleta gerou 3
pools de cada um dos tecidos por tratamento.

Os pools de RNA foram tratados com DNase | (Invitrogen™), conforme
recomendacdes do fabricante, para eliminacdo de DNA residual e purificacdo do RNA extraido.
Apds tratamento com a enzima, foi sintetizado o cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Life Technologies®) seguindo as instrucbes do fabricante.

Os genes selecionados para expressao estdo listados na Tabela 4. A anélise dos
mesmos foi feita através de PCR quantitativa em Tempo Real, utilizando o reagente Platinum®
SYBR® Green gPCR SuperMix — UDG (Invitrogen®), na plataforma ABI 7500 Real Time
Systems (Applied Biosystems®). Como genes de referéncias, foram utilizados a f-actina e o
Fator de Elongacgdo lo (EF-1a), através da média geométrica dos seus valores de Ct (LIANG
etal., 2019).

As reagoes foram realizadas em volume final de 10 pL, sendo 5 pL de Platinum®
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 uL (10 uM) de cada primer, 0,2 pL
do corante ROX, 1 uL. de cDNA e 3,2 puL de 4gua ultrapura (Invitrogen®). A termociclagem
ocorreu em etapas de 2 min a 50°C, 2 min a 95°C, e 40 ciclos de 15sa 95°C e 30 s a 60°C; e
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para maior confianca dos dados, as reacdes aconteceram em duplicata e validadas apenas
quando a média dos CT de mesma amostra apresentou desvio padrdo < 0,3.

A eficiéncia de amplificacdo dos primers selecionados foi determinada e a
especificidade das amplificacdes examinadas através da andlise das curvas de melting. Os
valores de Ct médios obtidos foram normalizados e convertidos para a forma linear pelo método
2-44Ct onde Ct € o ciclo de quantificacdo da PCR em tempo real, no qual a amplificagdo atinge
a fase logaritmica, e delta Cq ¢ a diferenca de expresséao entre o gene alvo e controle endogeno
de uma determinada amostra (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 4 — Sequéncias dos primers utilizados nas analises de expressdo génica.
Primers Sequéncia (*5-3%) Referéncia

[-actin-F GACCGAGGCTCCCCTTCAA

[-zctin-B TCTCGAACATGATCTGTGTCAT

EfloF CCTATGTGCGTGGAGACCTTC

EflaR GCCAGATTGATCCTTCTTGTTGAC

Hsp70-F CCGGAGATAGAACGCOTTCAGTG

Hsp70-R CGATAATTCCTCCCAACACCTG

proPO-F CGGETGACAAAGTTCCTCTTC
proPO-E GCAGGTCGCCOGTAGTAAG

Feijo et al. (2016)

Liang ef al. (2019)

W ef al. (2008)

Wang, Chang e Chen (2007)

SOD-F TGGAGTGAAAGGCTCTGGCT

Gomez-Anduro ef all (2008)
SOD-R ACGGAGGTTCTTGTACTGAAGGT
Lipaze F ACTGTCTCCTCTGCTCGTC

. Zhao et al. (2007)
Lipaze-R. ATGGTTICTGGAATAGGTGTTT

Tripsina-F COGAGAGCTGCCTTACCAG

o Klein et al. (1996)
TripsinaR ~ TCGGGGTTGTTCATGTCCTC

Vig-F AATACAAGAACGTGAGGGATAGGAA
Raviv ef al. (2006)

Vig-R AGGCAATCACACTTGTATATTTGTATITC
rvig-F AGACGCTACGCTTCOGCCAAC

Vettura-Lopez of al. (2017)
rvig -R CGGCACGTGCTATCAGTTT
mprg-F ACTTCGTTCCCGCGCTGTAT

Vettura-Lopez ef al. (2017)
mprg-E CGCAGGAGAAGGTGTGAGCA

Fonte: Elaborada pela autora.

4.9 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa OriginPro
(Verséo 2017).

4.9.1 Desempenho reprodutivo
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Para a avaliacdo do desempenho reprodutivo, foram considerados os parametros:
(a) Taxa de copula, (b) Taxa de desova, (c) Taxa de eclosao, (d) Numero de abortos (e) Nimero
de ovos e (f) Numero de nauplios. Todos os dados, por parametro, foram organizados,
considerando-se os grupos “Controle” ¢ “Oleo”. A comparagdo entre os dois grupos foi
realizada por més e no total do experimento. Para isso, foi utilizado o teste t de Student bilateral,

considerando-se um nivel de significancia (o) de 5%.

4.9.2 Contagem de Hemdcitos, Indices Gonadossomaticos (IGS) e Hepatossomaticos (IHS)
Os dados de contagem de hemacitos, IGS e IHS foram organizados considerando-

se os grupos “Controle” e “Oleo” .A comparagdo entre os dois grupos foi realizada por coleta

e por média geral das coletas. Para isso, foi utilizado o teste t de Student bilateral, considerando-

se um nivel de significancia (a) de 5%.

4.9.3 Ganho de peso

Para avaliagdo estatistica dos dados de ganho de peso foi utilizada ANOVA-One-

way considerando-se os grupos (Controle ou Oleo), a um nivel de significancia (o)) de 5%.
4.9.4 Expressdo Génica

Os dados de expressdo foram calculados por tecido (Hepatopancreas e Ovario),
considerando-se o grupo (Controle ou Oleo), por coleta (no total de 6) e no total do experimento.
Para isso, foi utilizado o teste t de Student bilateral considerando-se um nivel de significancia

(o) de 5%.

5 RESULTADOS

5.1 Desempenho reprodutivo

5.1.1 Taxa de copula
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A taxa de cOpula diaria, representada em porcentagem e calculada com base no
namero de fémeas totais do tratamento e o nimero de fémeas transferidas para o setor de desova
variou entre 6,0 e 31,6% ao longo do experimento.

No primeiro més em producdo, as taxas médias foram iguais para ambos 0s
tratamentos (16%). No més seguinte, a taxa de cépula foi superior no grupo das fémeas
alimentadas com racdo suplementada com 6leo de coco (21%). J& o controle apresentou taxa
média de copula de 17%. No terceiro més em producéo, os tratamentos novamente diferiram
entre si, com o grupo 6leo superando o controle, apresentando taxas de copulas de 22% e 16%,
respectivamente. A média geral entre os tratamentos foi significativamente diferente, com 20%
e 16% de cdpulas para as fémeas alimentadas com dieta suplementada com éleo de coco e as

do controle, respectivamente (Grafico 1).

Grafico 1 — Média mensal e geral das taxas de copulas diarias ao longo dos trés
meses de experimento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.2 Nimero de abortos

O ndmero médio de abortos diarios variou entre zero e sete ao longo do
experimento, com uma média geral ao final do experimento igual a um para ambos 0s
tratamentos. Apenas no segundo més em producao houve diferenca significativa no nimero de
abortos, com o controle apresentando média igual a 1,0 e o grupo das fémeas alimentadas com

racdo suplementada com 6leo de coco, média 0,2 (Gréfico 2).

Grafico 2 — Média mensal do niimero diario de abortos e desovas ndo concluidas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.3 Taxa de desovas

A diferenca entre 0 nimero de cOpulas € 0 nimero de abortos/fémeas que nédo
desovaram resulta no numero efetivo de fémeas que desovaram diariamente, e
consequentemente, nas taxas de desovas, expressas no grafico abaixo (Grafico 3).

As taxas médias de desova diaria variaram entre 4,7 e 31,6%. Com excecdo do
primeiro més em producdo, as taxas medias de desovas foram maiores para o tratamento com
6leo gquando comparadas ao controle. Assim como para a taxa de copulas, no tratamento
controle temos uma maior estabilidade na taxa de desovas ao longo do tempo, com a taxa média
mensal variando entre 15 e 16%.

Enquanto as fémeas alimentadas com ragédo suplementada com 2,5% de 6leo de
coco apresentaram uma taxa de desova crescente, atingindo seu pico no terceiro més em

producdo, com uma taxa média de 22% (Gréfico 3).

Gréfico 3 — Média mensal e geral da porcentagem (%) diaria de fémeas que
desovaram diariamente ao longo dos trés meses de experimento.



55

Taxa de desovas (média mensal)
m Controle = Oleo

300 * *
— " #*

250 | [ T —

200 r T

100 -

Taxa de desovas
o
LA
=
T
—

50 r

030 1 1 1 |
1° Mes 2° Mes 3° Mes Geral

Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.3.1 Quantidade de desovas por fémea

Para o parametro quantidade de desovas por fémea, os resultados aqui apresentados
levaram em consideracdo apenas as fémeas que sobreviveram até o final do experimento (3
meses em producdo). Esse critério € importante, uma vez que reflete melhor a capacidade de
coépula e desova da fémea ao longo de um ciclo produtivo.

Considerando as fémeas sobreviventes até o final do experimento, nota-se por meio
da observacdo dos gréaficos abaixo (4 e 5), que a maioria das fémeas desovaram entre 11 e 20
vezes, em ambos 0s tratamentos.

No Gréafico 4 temos uma distribuicdo mais detalhada que nos possibilita ver que o
namero de desovas mais representativo foi 14 vezes, aquele no qual esta concentrado o maior
namero de fémeas (27), representado por 16% de fémeas do controle e 12% do grupo das
fémeas alimentadas com racdo suplementada com 6leo de coco. Esse valor representa uma
média aproximada de cinco desovas por fémea no periodo de um més. No entanto, conforme
exposto no Grafico 4, esse valor € variavel, uma vez que existem fémeas que ndo desovaram
nenhuma vez em trés meses de experimento, e algumas desovaram até 23 vezes, o0 que daria
uma média mensal aproximada de oito desovas por més para essas fémeas de maximo potencial.

No controle, a média geral de desova por fémea durante todo o periodo
experimental foi de 12, enquanto para o grupo 6leo foi 15, o que resultou em uma média mensal
de trés e quatro desovas por més para cada fémea no controle e no 6leo, respectivamente.

Apenas no controle foram registradas fémeas que ndo desovaram nenhuma vez,

num total de duas. Nesse experimento notou-se que as fémeas que mais desovaram o fizeram
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23 vezes, e todas elas pertencem ao grupo alimentado com racéo suplementada com 6leo de
coco, representando 4% do total, equivalente a trés fémeas.

Ainda analisando os graficos (4 e 5), constatamos que apenas 12% das fémeas do
grupo alimentado com racao contendo 6leo de coco desovaram menos de 10 vezes, enquanto
nessa mesma faixa de nimero de desovas, o0 controle concentrou 28% de suas fémeas. Em
ambos os tratamentos, as categorias de nimero de desovas onde se observa o maior nimero de
fémeas séo as de 11 a 15 desovas e 16 a 20 desovas. Para essas duas categorias, o controle
concentrou 70% de suas fémeas e o grupo 6leo 80%, o que nos leva a inferir que o dleo favorece

0 aumento da quantidade de desovas por fémea.

Gréfico 4 — Numero de desovas por fémea ao longo do experimento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Gréfico 5 — Agrupamento em categorias da quantidade de desovas por fémea.
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5.1.4 NGmero de ovos

A quantidade media diaria de ovos por fémea variou entre 130.500 e 550.652. De
modo geral e nas médias mensais ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, com
uma média geral de 269.079 ovos por fémea no controle, e 261.542 no tratamento em que as
fémeas foram alimentadas com racgéo suplementada com 6leo de coco (Gréfico 6).

Gréfico 6 — Média mensal e geral da quantidade diaria de ovos por fémeas ao longo dos trés meses de
experimento.

Quantidade diaria de ovos por fémea (média mensal)

400,000 m Controle = Oleo
= 350000
g
& 300000 | [ [ [ [ [
(=]
B
g 250.000
S 200000 -
=
g 150,000 |
Z 100000 -

50000 |

0 ) . ,
1° Més 20 Mas 39 Mis Geral

Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.5 Taxa de eclosdo
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Nesse estudo, a quantidade de ovos néo foi influenciada pela adi¢cdo de 6leo a dieta
dos reprodutores, no entanto as taxas de eclosdo apresentaram diferengas significativas
(Graficos 7).

As taxas de eclosdo diarias ao longo do experimento variaram entre 55,4% e 97,0%.
Com excec¢do do primeiro més em produgdo, nas demais médias mensais e geral, as taxas do
tratamento com 6leo foram superiores as do controle, que apresentou média geral de 70% de
taxa eclosdo, enquanto o grupo das fémeas alimentadas com racdo suplementada com oleo de

coco exibiu média de 74,6% (Grafico 7).

Gréfico 7 - Média mensal e total das taxas diarias de eclosdo dos ovos por
tratamento ao longo dos trés meses de experimento.
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5.1.6 Numero de nauplios

Nos experimentos conduzidos utilizando 6leo de coco na dieta de fémeas de P.
vannamei, tal quantidade variou entre 95.294 e 360.000 nauplios por fémea. Analisando as
médias mensais e geral, observa-se um maior nimero de nauplios por fémea para os animais
alimentados com dleo, diferindo estatisticamente no terceiro més do experimento, em que 0
tratamento com 6leo apresentou maior quantidade (242.762) que o controle (197.886). Foi
também significativa a diferenca na média geral entre os tratamentos, com 223.052 nauplios
por fémea por desova no controle, e 247.456 para 0s animais do tratamento com 6leo (Grafico
8).

Gréafico 8 — Média mensal e geral da quantidade diaria de nauplios por fémea.
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Quantidade diaria de nauplios por fémea (média mensal)
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Analises macroscapicas e histoldgicas das gbnadas

5.2.1 Anédlises macroscopicas

No presente estudo, uma diversidade de cores das gonadas foi registrada (Figura
11). No entanto, nao foi possivel observar correlacdo de cor com tratamento, pois as mesmas
coloracdes foram registradas para ambos em diferentes pontos de coleta. O que se péde observar
€ que estas variam desde transparente, esbranquigada até diferentes tons de amarelo e mais
raramente esverdeado ou uma tonalidade mais escura, conforme mostrado na figura abaixo. As
cores se intensificam de acordo com o0 avango da maturagcdo gonadal. Fémeas imaturas
apresentaram gbnadas transparentes, e conforme foram avancando no processo de maturacao,
passaram a exibir gdnadas com coloragéo, que no estagio | geralmente foram esbranquicadas a
levemente amareladas. Nos estagios Il e 11l predominou a coloracdo amarela, observada em

diferentes tonalidades.

Figura 11 — Variagoes de coloracéo gonadal dos ovarios de fémeas coletadas aleatoriamente nos diferentes
pontos de coleta (desde antes da ablacéo ao terceiro més de experimento), no grupo controle e no das fémeas
alimentadas com racao suplementada com 6leo de coco. Na figura, as fotos foram dispostas também
aleatoriamente, sem considerar o tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Conforme descrito no topico 4.5, as fémeas foram caracterizadas visualmente e
também histologicamente, permitindo quantificar o nimero de fémeas em cada um dos estagios
nas diferentes coletas. As quantificacfes foram contabilizadas e comparadas graficamente. Os
gréficos foram dispostos lado a lado intuitivamente para facilitar a visualizagdo e comparacao
da maturagdo gonadal a nivel micro e macroscépico, e assim atestar a confiabilidade e precisdo

da identificagdo visual do estagio de maturacdo das fémeas (Figura 12).

Figura 12 — Estéagios de maturagdo gonadal a nivel macroscépico (A) e histolégico (B).
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Como previsto, na primeira coleta, antes da ablagéo, a totalidade das fémeas em
ambos 0s tratamentos se encontravam imaturas. No entanto, na caracterizagéo visual, as fémeas
do grupo 6leo j& apresentavam gbnadas visivelmente mais desenvolvidas, espessas e com
coloracdo mais forte que as do controle. Nas coletas apds a ablacdo nota-se o aumento do
namero de fémeas maduras e comegando a maturar em ambos 0s tratamentos.

Na segunda coleta, quatro dias apds ablacdo, o nimero de fémeas imaturas do
controle coincide em ambas as caracterizagdes (macro e microscopica), e ainda excede o de
maduras, sendo também superior ao nimero de imaturas do grupo 6leo. Nessa coleta, a nivel
histolégico, um namero maior de fémeas foi detectado no grupo 6leo em relacdo a analise
macroscopica.

Na coleta trés, referente ao tempo de uma semana em producdo, novamente o
namero de imaturas do controle € igual em ambas as analises e superior ao do grupo 6leo, que
histologicamente apresenta 89% de fémeas maduras, enquanto o controle tem 67%. Para o 6leo,
a analise visual diverge da histologica.

Na quarta coleta, que é referente ao primeiro més em producdo, 100% das fémeas
do tratamento em que as fémeas foram alimentadas com dieta suplementada com 6leo de coco
estavam maduras, de acordo com as analises histoldgicas (Figura 12 B). Nas coletas quatro (um
més em producado), cinco (dois meses em producdo) e seis (trés meses em producdo), séo
registrados tanto no controle quanto no grupos dos camardes alimentados com ragédo
suplementada com 6leo de coco, 0 maior nimero de fémeas maturadas, e no nivel maximo de
maturacdo, exceto para o controle na quinta coleta, que demonstra um comportamento
divergente nas duas formas de analise, com um numero elevado de fémeas imaturas.

De modo geral, as divergéncias entre as formas de classificagdo sdo pequenas. Na

primeira coleta, antes da ablacdo, as analises divergiram para o grupo alimentado com ragédo
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suplementada com 2,5% de 6leo de coco, tornando o resultado da analise visual superestimado
em relagdo ao microscopico. O mesmo aconteceu para o controle na quarta coleta e na sexta
para o grupo tratado com dieta suplementada com 6leo. Com excec¢do desses trés casos, as
demais coletas demonstram que os resultados de classificagdo macroscopica sao viaveis,

rapidos e confiaveis, quando bem aplicados.
5.2.1.1 indices gonadossomatico e hepatossomatico

Os dados apresentados graficamente (Gréaficos 9 e 10), foram gerados a partir das
médias dos nove animais de cada tratamento por coleta. No presente estudo, os indices
hepatossomaticos ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos e entre 0sS
diferentes pontos de coleta ao longo do experimento (Grafico 9). J& os indices
gonadossomaticos sé diferiram entre os tratamentos na quinta coleta, referente ao segundo més

em producdo. (Grafico 10).

Gréfico 9 — Média dos indices hepatossomaticos das fémeas por coleta e tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Gréfico 10 — Média dos indices gonadossomaticos das fémeas por coleta e tratamento.
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Quando observadas individualmente, em muitas fémeas foi possivel notar uma
relacdo inversamente proporcional entre os dois indices apresentados. Fémeas imaturas
normalmente apresentavam IHS maior que o IGS e fémeas em estagio avancado de maturacdo
ou maduras apresentaram IGS superior ao IHS. Exemplo disso é mostrado na tabela abaixo,
construida com os dados das primeira e quinta coletas, em que essa relacdo pdde ser vista com
maior clareza em grande parte das fémeas coletadas (Tabela 5). Na tabela abaixo, entre as

fémeas da coleta um e cinco, ha diferenca de 80 dias.

Tabela 5 — Relacéo entre o peso das génadas e hepatopancreas.
5° Coleta (2 meses em

1° Coleta (Antes da ablagéo) producéo)
Controle Oleo Controle Oleo

IHS IGS IHS IGS IHS IGS IHS IGS
Fémeal 26 0,5 4,3 1,0 4,7 1,2 2,7 0,8
Fémea2 2,7 0,8 2,2 1,4 34 0,9 2,8 6,6
Fémea3 3,3 1,3 31 1,7 2,0 1,3 3,6 33
Fémead4 2,1 1,2 4,5 0,9 1,4 1,1 2,0 3,8
Fémea5 29 11 2,7 0,9 3,6 0,6 3,5 2,9
Fémea6 3,8 0,4 2,1 1,0 3,2 2,5 2,4 6,7
Fémea7 3,3 1,9 2,0 1,2 2,4 33 3,8 3,8
Fémea8 3,3 0,6 2,5 11 2,1 1,0 2,0 1,2
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Fémea9 3,3 0,9 3,1 1,0 1,6 0,8 2,5 2,5

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.2 Analises histoldgicas das gonadas

Na figura 13 é possivel observar a caracterizagdo dos estagios gonadais definidos e
observados no presente estudo, classificados em: imaturo; em desenvolvimento inicial (1);

desenvolvimento avancado (I1); e maduro (I11).

Figura 13 — Fotomicrografias de cortes histologicos de gbnadas de fémeas de P. vannamei corados com
Hematoxilina e Eosina, enfatizando a classificacdo dos estagios de desenvolvimento gonadal. (A) representa o
estagio imaturo com predominancia de ovdcitos pré-vitelogénicos; (B) em desenvolvimento com ovdcitos
iniciando a vitelogénese; (C) estagio avancado de desenvolvimento gonadal com prevaléncia de ovdcitos em
vitelogénese avancada; (D) estdgio maduro destacando ovdcitos maduros. As siglas na imagem significam: N —
Nucléolo; Nu — Nucleo; OO — Oogbnias; OVPV — Ovdcitos pré-vitelogénicos; OVI — Ovocitos em estagio
inicial de vitelogénese; OVA — Ovdcitos em estagio avancado de vitelogénese. Aumento com objetiva: 10x.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na primeira coleta, referente ao tempo de dois dias antes da ablacéo, as fémeas do

controle e do grupo alimentado com racdo suplementada com ragdo contendo 6leo de coco,
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encontravam-se imaturas. A figura 13 A e B confirmam essa informacdo, a partir da
predominancia de células pré-vitelogénicas presentes na totalidade das fémeas analisadas.

Em nosso experimento, a segunda coleta, realizada quatro dias apds a ablacdo,
marcou o inicio da maturagdo (Figura 14 C e D). Nesse estagio comegam a surgir ovocitos em
vitelogénese inicial, mas ainda podem ser visualizados ovocitos pré-vitelogénicos. Diferengas
foram notadas entre os tratamentos. Nas fémeas alimentadas com ragéo contendo 6leo de coco,
0 nimero de fémeas imaturas foi menor que no controle (11 e 56%, respectivamente). Maiores
quantidades de odcitos em vitelogénese foram observados nos animais tratados com 6leo, além
de nitidamente ser perceptivel o maior tamanho celular.

Na terceira coleta, referente a primeira semana em producéo, nos dois tratamentos,
a maioria das fémeas encontravam-se no estagio dois de maturacdo. No controle, 33% das
fémeas estavam nesse estagio, e no 6leo, 67%. Nesse estagio, ja podemos observar células com
vitelogénese completa, o0 que caracteriza desenvolvimento avancado do processo de maturagdo
(Figural4 EeF).

No primeiro més completo em producéo, quarta coleta, enquanto 11% das fémeas
do controle estavam imaturas, todas as fémeas do grupo alimentado com racdo suplementada
com 0leo de coco estavam maduras ou em processo de maturacdo. Nos dois tratamentos, a
maior parte das fémeas (44%) estavam no estagio inicial de maturagdo. Essa informacéo, vista
isoladamente, pode trazer questionamento, se ndo analisada de forma prudente, técnica e
racional, levantando a hipdtese de que as fémeas regrediram seu estagio de maturacdo. No
entanto, o que de fato ocorre é que as fémeas maturam cerca de quatro a cinco vezes ao més,
conforme os dados levantados no proprio estudo.

Desse modo, como as amostragens eram realizadas aleatoriamente, qualquer fémea
em qualquer um dos estagios de maturacdo poderia ser coletada. As nove fémeas retiradas do
tanque em cada coleta s&o um representativo da porcentagem estimada de fémeas em cada um
dos estagios ao longo dos meses em producéo.

Ainda sobre a quarta coleta (primeiro més em producédo), a maior parte das fémeas,
que se encontravam em estagio inicial ou avancado de maturacdo e maduras, apresentaram a
predominancia de células em vitelogénese inicial, avangcada e completa, respectivamente.

Na coleta cinco, que representa o segundo més em producdo, diferencas nitidas
foram observadas entre as fémeas dos dois tratamentos. No controle, 44% das fémeas estavam
imaturas e no grupo alimentado com ragdo suplementada com 6leo apenas 11%. As demais
fémeas estavam em maturacdo inicial ou avangada e maduras. Dessas, no tratamento dos

camardes alimentados com racéo suplementada com 0leo, as coletas cinco e seis (segundo e
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terceiro més em producéo, respectivamente) foram as que maior porcentagem de fémeas no
estdgio maximo de maturacdo foram registradas (78%). Esse valor é superior ao do controle,
que apresentou 11% e 44% de suas fémeas em estagio Ill, nas quinta e sexta coletas,
respectivamente. Esses dados sugerem que o Oleo ajuda no desenvolvimento gonadal das
fémeas, mostrando resultados mais visiveis a partir do segundo més em producao.

Esses dados histologicos esclarecem e somam-se aos dados de desempenho
zootécnico, como taxas de copulas, desovas, ecloséo e nimero de nauplios, que apresentaram
resultados superiores a partir do segundo més em producdo para as fémeas alimentadas com
racdo contendo 6leo de coco.

A Ultima coleta, referente ao terceiro més em produgdo, mostra para ambos 0s
grupos, 0s maiores niveis de maturagdo nas fémeas amostradas. No controle, 44% das fémeas
e no grupo alimentado com racdo suplementada com 6leo, 78% das fémeas maduras. Como
pode ser observado na Figura 14 K e L, ovécitos maduros predominam em ambos 0s
tratamentos.

Em suma, com os resultados de todas as fémeas amostradas em todos 0s pontos de
coletas, as andlises histoldgicas das gbnadas revelaram uma porcentagem 1,3 vezes maior de
fémeas maduras ou em maturagdo quando alimentadas com dieta suplementada com 6leo de
coco. No controle, 68,8% das fémeas analisadas e no grupo alimentado com racédo

suplementada com 6leo de coco, 91,1% das fémeas.

Figura 14 — Fotomicrografias de cortes histologicos das gonadas das fémeas

do grupo controle e do grupo alimentado com dieta suplementada com 6leo

de coco, coletadas ao longo de todo o experimento. Aumento com objetiva:
10x.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A figura 15 apresenta o quadro resumo descritivo e explicativo, correlacionando

todos os aspectos observados, citados na metodologia, utilizados para identificacdo e

classificacdo do estagio de maturacdo gonadal das fémeas reprodutoras de P. vannamei.

Figura 15 — Classificagdo macro e microscopica dos estagios de maturagéo gonadal de fémeas reprodutoras de

P. vannamei cultivadas.

Aspectos visuais das

Estagios génadas no animal vivo

Descricdo dos aspectos
visuais macroscépicos

Imatura

O ovario n3o pode ser visualizado
através do exoesqueleto, pois
normalmente € transparente e de
pequena espessura.

Estagio 1
Inicioda |
maturagdo

E pouco visivel através do
exoesqueleto na  posigdo  do
cefalotorax e mais visivel na regido
dorsal, se tornando mais espessa que
no estagio anterior.

Estagio 2
Maturagdo
avangada

Estagio 3
Madura

Fonte: Elaborada pela autora.

A espessura aumenta e a coloragdo
€ mais forte, tornando-se mais
nitida, sendo facilmente
visualizados todos os lobulos do

Ml ovirio, podendo ainda apresentar

falha no preenchimento em algum
dos segmentos iniciais.

Apresenta a maior espessura de
todos os estagios, preenchendo toda
a cavidade abdominal e
cefalotordxica. Apresenta forte

visivel.

Aspectos visuais das
gonadas dissecada

5.3 Analises histoldgicas do hepatopancreas e intestino

Descricdo
histologica

Predominam as oogdnias e ovocitos |Hy

pré-vitelogénicos, estes possuem
citoplasma mais desenvolvido que

oogdnias e nicleo maior em relagio (GO
2o citoplasma, podendo apresentar |FEs

nucléolos na periferia do nicleo.

Ovocitos basofilos (oogbnias e pré-
vitelogénicos) estdo presentes na
zona germinativa. Aparecimento de
células em vitelogénese lipidica
inicial, evidenciada pela coloragcio
rosa.

As células mais desenvolvidas deste
estagio se
vitelogé pleta, evid

pela pigmentag3o rosa mais escuro.
Células  foliculares
formato achatado e circundam os
ovocitos nesse estagio.

encontram em (8

apresentam [&7

Predominancia de ovocitos maduros
com granulos de vitelo por todo o
citoplasma celular que aumenta de
tamanho.

Observacoes
histolégicas

As figuras abaixo (16 e 17), oriundas das analises de fémeas de camardes P.

vannamei do proprio experimento, foram utilizadas como referéncia para indicacdo e

visualizacao das estruturas de interesse nos tecidos analisados.

Figura 16 — Fotomicrografia de corte histolégico do hepatopancreas mostrando os principais tipos celulares
de uma estrutura normal da zona medial do tGbulo hepatopancreatico. (A) objetiva de 10x; (B) objetiva de
40x. Circulos verdes indicam o tdbulo; amarelos, os tipos celulares, e a seta em azul indica o limen. As
siglas significam: Lu — limen. B — célula B; E — célula E; F — célula F; R — célula R. Aumento com objetiva:

10x.
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Elaborada pela autora.

Figura 17 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de intestino médio mostrando as principais estruturas.

As siglas significam: Bm: bordas das microvilosidades; Chb: células basais; Cepc: células epiteliais

colunares simples; Epm: epitélio mucoso; Lum: limen; Mb: membrana basal; Mc: musculatura circular;

MI: musculatura Iongitudinglv. Aum\gr]tq com objetiva: 10X.
v v B4 2
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Nas andlises das laminas de hepatopancreas do presente estudo, foi possivel
identificar todos os tipos celulares citados, destacados na Figura 16. Ndo foram observadas
diferengas significativas nos tipos celulares, ou maior quantidade de um em detrimento de outro

entre os tratamentos. Além disso, tanto no controle quanto no 6leo, foram observadas estruturas
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normais, sem alterac6es nos tubulos hepatopancreaticos, em consonancia com Bell e Lightner
(1988) (Figura 18).

Figura 18 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos de hepatopancreas das fémeas do controle (A e B) e fémeas
alimentadas com a com 6leo de coco
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Nos intestinos das fémeas analisadas, foi possivel notar a presenca de vilosidades
em ambos 0s tratamentos, em todas as coletas, sem diferencas significativas entre tratamentos.
Nos mesmos foi também possivel observar a presenca de alimentos e a integridade do tecido.
Né&o foram notadas alteracGes histoldgicas no intestino de nenhuma das fémeas analisadas ao

longo do experimento para nenhum dos tratamentos (Figura 19).

Figura 19 — Fotomicrografias de cortes histologicos de intestinos das fémeas do controle (A e C: auséncia de
vilosidades; B e D: presenga de vilosidades). Fémeas alimentadas com ragdo suplementada com éleo de coco (E
e G: auséncia de vilosidades; F e H: presenca de vilosidades). Aumento com objetiva: 10x.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 Contagem total de hemocitos
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Conforme exposto no Gréfico 11, no presente estudo, os valores médios das
contagens variaram entre 390.417 e 2.403.542 cel/mL. Todas as fémeas coletadas apresentavam
aspecto de animais saudaveis. No presente estudo, notou-se que as fémeas das coletas iniciais,
para ambos 0s grupos avaliados, apresentaram valores mais elevados (Gréafico 11).

Diferencas significativas foram detectadas nas coletas quatro e cinco (primeiro e
segundo més em producdo, respectivamente) e na média geral, com valores mais elevados nas

contagens das fémeas alimentadas com racao suplementada com 6leo de coco.

Grafico 11 — Médias das contagens de hemdcitos das fémeas por tratamento e coleta.

Contagem Total de Hemocitos
4.500.000

m Controle = Oleo
4.000.000 |
3500000 ¢ %
3.000.000 r
2.500.000 r
2.000.000

1.500.000

Quantidade de células por ml

1.000.000

500.000

1° 2° 3@ 4° 59 6° Média Geral
Coletas

0

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Ganho de peso

Conforme exposto no Gréafico 12, as fémeas do grupo alimentado com racéao
contendo 6leo de coco diferiram significativamente das do controle, apresentando 10,3 + 0,6 e

7,7 £ 11,7 gramas de ganho de peso final, respectivamente.

Gréfico 12 — Média do ganho de peso das fémeas do controle e do grupo
alimentado com ragdo suplementada com 6leo de coco, ao final do experimento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 Expressdo génica

5.6.1 Expressao de genes relacionados a imunidade

O gene SOD nos ovarios apresentou down-regulations na primeira coleta (antes da
ablacdo) (2,5x) e terceira coleta (uma semana em producéo) (4,9x). Up-regulation foi observada
na quarta coleta (primeiro més em producao) (2,0x). No hepatopancreas, nas coletas um (antes
da ablagéo) (1,8x) e quatro (primeiro més em producao) (5,6x) ocorreram down-regulations, e
nas coletas cinco e seis (segundo e terceiro més em producao) expressou 17,5 e 5,6 vezes mais,
respectivamente, em relagéo ao controle (Figura 20 A e B).

As expressdes relativas desse gene foram superiores nos ovarios quando
comparadas ao hepatopancreas. As maiores foram registradas nas quatro primeiras coletas,
principalmente para o controle, com excec¢éo da quarta coleta, que foi maior a expressdo para o
grupo das fémeas alimentadas com ragdo suplementada com 6leo, tendo sido também o pico de
expressao nesse tecido. No hepatopancreas, o pico de expressao ocorreu na quinta coleta (dois
meses em producdo) para o grupo alimentado com racdo suplementada com 6leo de coco
(Figura20 A e B).

O gene proPO, reconhecido por sua atuagdo imunologica, também apresentou up-
regulations mais visiveis nos ovarios que no hepatopancreas. No primeiro tecido, diferencas
significativas foram detectadas nas coletas um, trés, cinco e seis (antes da ablagdo, uma semana
em producao, segundo e terceiro més em producao, respectivamente). Com excec¢édo da primeira

coleta, em que houve up-regulation (2x), nas demais ocorreu down-regulations, expressando
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7,3, 18,8 e 33 vezes menos em relacdo ao controle, nas coletas trés, cinco e seis,
respectivamente, apresentando o valor mais elevado no controle no terceiro més em produgao
(Figura 20 C).

No hepatopéancreas, em todas coletas, as fémeas alimentadas com racao
suplementada com 6leo de coco apresentaram up-regulation para o proPO. Apresentando, na
segunda, terceira, quarta, quinta e sexta coletas, respectivamente, indices de expressao 1,8x,
7,2x, 1,7x, 3,8x, 72,4x e 38,7x maiores em relagdo ao controle. Assim como o SOD no
hepatopancreas, o pico de expressao e up-regulation de proPO nesse mesmo tecido também
foi na quinta coleta (dois meses em produgéo), no grupo de camardes alimentados com racao
suplementada com 6leo de coco (Figura 20 D).

Em nosso trabalho, Hsp70 foi superexpresso nos ovarios na sexta coleta, referente
ao terceiro més em producdo (161,7x), tendo sido também up-regulation na segunda coleta,
realizada quatro dias ap6s ablacdo (1,8x). Na terceira coleta, referente a primeira semana em
producdo, houve down-regulation (2,6x). No hepatopancreas, também foi registrada uma
superexpressdo de Hsp70 na quinta coleta (467,4x), segundo més em producdo. Na coleta seis
(terceiro més em producdo) também apresentou maior expressao que no controle (1,9x) (Figura
20EeF).

Figura 20 — Painel de genes relacionados a imunidade e estresse nos ovarios e hepatopancreas de fémeas de
Penaeus vannamei alimentadas com ragao suplementada com 6leo de coco.
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Fonte: Elaborada pela autora.
5.6.2 Expressao de genes relacionados a nutrigdo

Nos ovarios das fémeas alimentadas com racdo suplementada com 6leo de coco,
up-regulation foram registradas nas coletas um e seis, (antes da ablacdo e trés meses em
producdo, respectivamente), sendo 2,2 e 3,3 vezes maisS expressos que 0 controle,
respectivamente. Na quinta coleta, referente ao segundo més em producdo, ocorreu down-
regulation, expressando 16,2 vezes menos quando comparados ao controle. J& no
hepatopancreas, a expressao relativa foi down-regulation nas coletas um (1,8x), dois (2,9x) e
trés (11,8x) (antes da ablacdo, quatro dias ap6s ablacdo e com uma semana em producéo,
respectivamente). Apresentou seu pico de expressdo e up-regulation na quinta coleta (58,6x),

com dois meses em producéo (Figura 21 G e H).
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Para o gene Lipase ndo ocorreu amplificagdo no tecido ovariano das fémeas
avaliadas. No hepatopancreas, nas primeira e terceira coletas (antes da ablagcdo e com uma
semana em producdo, respectivamente), ocorreu down-regulation da expressao de Lipase no
grupo das fémeas alimentadas com racdo suplementada com 6leo de coco (2,1 e 71,8 vezes
menos, respectivamente). Enquanto nas Ultimas duas coletas, quinta e sexta, referentes aos
segundo e terceiro més em producdo, foram up-regulations, expressando 5.895,6x e 2,3x mais,

respectivamente (Figura 21 1).

Figura 21— Painel de genes relacionados a nutrigdo nos ovarios e hepatopancreas de fémeas de Penaeus
vannamei alimentadas com ragdo suplementada com éleo de coco.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.6.3 Expressao de genes relacionados a maturacdo/reproducao

Em nossas anélises utilizando tecido ovariano e hepatopancreas, ndo ocorreu
amplificacdo do gene mprg nas amostras de ovarios do controle. Entretanto, para o grupo das
fémeas alimentadas com racdo suplementada com 6leo, houve expressao nas primeira (antes da
ablacéo), segunda (quatro dias apos ablacdo) e sexta (terceiro més em producéo) coletas, sendo
nesta Gltima o pico de expressdo (Figura 22 J).

No hepatopancreas, diferente dos ovarios, ocorreu amplificacdo do mprg em todas

as coletas em ambos os tratamentos, com down-regulation nas coletas um (antes da ablagéo)
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(2,5x), dois (quatro dias apos ablacdo) (1,5x) e trés (uma semana em producao) (976,7x). Nas
ultimas coletas houve up-regulation, expressando 5,4x, 58.852,0x e 2,9x mais nas coletas
quatro (um més em producdo), cinco (dois meses em producao) e seis (trés meses em producéo),
respectivamente (Figura 22 K).

Nossos resultados mostram que nos ovarios ndo houve diferengas nas expressoes
relativas do vtgr entre os tratamentos em nenhum dos pontos amostrados. Ja para o
hepatopancreas, apenas a quinta coleta, que é referente ao segundo més em producéo, ocorreu
up-regulation, com uma expressao 4.093,1 vezes maior no grupo alimentado com racédo
suplementada com 0leo de coco em relagdo ao controle. Nas demais, 0s transcritos de vtgr
foram down-regulation, expressando 10,0, 38,1 e 13,5 vezes menos nas primeira, segunda e
quarta coleta, respectivamente (Figura 22 L e M).

No presente trabalho, nos ovarios, 0 gene vtg apresentou up-regulation, com
expressdo dos transcritos mais evidente no grupo alimentado com ragdo suplementada com
6leo, nas coletas dois (23,6x), quatro (6,8x), cinco (8,0x) e seis (4,9x) (quatro dias apds ablacéo,
um més, dois meses e trés meses em producéo, respectivamente) (Figura 22 N).

No hepatopancreas, na coleta inicial, ocorreu down-regulation de vtg (2,5x), assim
como a terceira e quarta coleta (uma semana e um més em producado, respectivamente), em que
a expressdo foi 372,3x e 56,5x menor. Ja nas coletas dois, cinco e seis (quatro dias apés ablacéo,
dois e trés meses em producdo, respectivamente) houve up-regulation, expressando 147,9x,
3,3x e 7,0x mais, respectivamente (Figura 22 O). Em ambos o0s tecidos, os niveis de transcritos

de mRNA de vtg foram mais evidentes na sexta coleta (terceiro més em producéo).

Figura 22 — Painel de genes relacionados & maturacéo e reproducgao nos ovarios e hepatopancreas de fémeas de
Penaeus vannamei alimentadas com racéo suplementada com éleo de coco.
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5.7 Desempenho geral
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Os dados de desempenho das fémeas, apresentados e discutidos de forma detalhada

nos topicos anteriores, foram organizados na Tabela 6 para visualizacdo resumida e

simplificada. Nela € possivel observar que em relagcdo as médias gerais do final do experimento,

com excecdo das varidveis numero de abortos, nimero de ovos, indices hepatossomatico e

gonadossomatico, todas as outras apresentaram diferenga significativa.

Tabela 6 — Desempenho geral das fémeas do controle e do grupo alimentado com ragdo contendo 6leo de coco.
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Variavel Tratamentos

Controle Oleo
Ganho de peso (g) 7,7£11,7° 10,3 +0,6°
Taxa de copulas diarias (%) 16,3 + 3,72 19,6 +5,4°
Numero de abortos diarios 1+2 1+£1
Taxa de desovas diarias (%) 15,7 + 3,62 19,1+5,8°
NUmero diario de ovos por fémea 269.087 + 77.499 261.542 + 62.972
Taxa de eclosdo didrias (%) 70,0 £ 6,8? 74,6 + 8,2°
Namero diario de nauplios por fémea  223.051 + 47.7432 247.456 + 48.821°
indice Gonadossomatico (%) 1,7+1,6 21+16
Indice Hepatossomatico (%) 3,0+0,6 3,1+0,7
Contagem Total de Hemacitos 797569 + 725.860°  1.370.416 + 1.223.261"

(cel/mL)

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

6.1 Desempenho reprodutivo

6.1.1 Taxa de copulas

Analisando o grafico das médias mensais (Gréafico 1), nota-se que no primeiro més
em producdo, os tratamentos nao diferem entre si, sugerindo que para esse parametro, os efeitos
do 6leo s6 sdo perceptiveis a partir do segundo més. Foi possivel observar também constancia
na taxa de copulas das fémeas do controle ao longo dos trés meses em produc¢do. Ja nos animais
alimentados com dieta contendo 6leo de coco ha uma tendéncia crescente na taxa de copulas,
atingindo seu pico no terceiro més, com valor médio geral ao final do experimento de 22%,
enquanto o controle apresenta 16% . Esses resultados demonstram que a adi¢do do 6leo a dieta
pode influenciar positivamente no nimero de copulas.

Dentre os poucos estudos que testaram substituicdo e/ou suplementacdo de fontes
lipidicas na reproducdo de peneideos, nenhum deles analisou especificamente o nimero de
coépulas (LIM et al, 1997; Sousa, 2017; Sun et al., 2020; Liang et al., 2022). No estudo de
Menezes (2019), comparando o desempenho reprodutivo de fémeas abladas e néo abladas, as
taxas de copulas diarias foram 11,7% e 6,5%, respectivamente.

Yano e colaboradores (1988), em estudo que visou analisar o comportamento
reprodutivo de P. vannamei cultivados, registraram taxa de cOpula de 12,5%. No dia a dia do
setor de maturacdo de P. vannamei cultivados no Brasil, essa taxa é considerada razoavel. Taxas
inferiores a 10% ja ndo sdo tdo satisfatdrias, e se recorrente, podem indicar algum problema no
plantel, ou mesmo que estes ja necessitam de substituicdo. Os resultados do presente estudo em
ambos os tratamentos ultrapassam as taxas observadas pelos autores citados, com 0s animais
do grupo 6leo superando os do tratamento controle, levando a inferir que o uso do 6leo de coco
provoca aumento na taxa de cépula.

E visivel e significativo o aumento do nimero de cépulas no grupo dos camardes
alimentados com racdo suplementada com 6leo de coco. No entanto, no presente estudo, que
ndo se propds a estudar com mais profundidade a composicao e propriedades do presente 6leo,
e também pela escassez de informacgdes na literatura e estudos prévios nessa linha, ndo foi
possivel explicar exatamente o que no 6leo de coco causa esse efeito nos animais com ele

alimentados.



81

6.1.2 NGmero de abortos

Os resultados dos parametros taxa de copulas e taxa de desovas se assemelham,
pois o0 esperado é que as fémeas copuladas levadas aos tanques de desovas realizem esse
processo. No entanto, pode ocorrer que nem todas as fémeas consigam desovar, por fatores
diversos, tais como estresse e outros aspectos fisiologicos, estagio maturacional visivel
diferindo do estagio celular, levando aos tanques de desovas fémeas que ainda ndo estavam
preparadas para desovar. Pode acontecer também o aborto, onde ha a morte dos embrides, e
ocorre a liberagdo pela fémea de uma massa gonadal com um aglomerado de ovocitos que
tiveram seu processo de formacéo e fecundacao interrompidos e foram liberados precocemente
(Figura 23).

Figura 23 — Fundo do tanque de desova mostrando aborto
circulo vermelho).

Fonte: Elaborada pela autora.

No momento da captura individual das fémeas nos tanques de desova para
devolucéo aos seus tanques de origem, as mesmas eram examinadas para verificar se haviam
desovado. No presente trabalho, foi registrado um numero médio baixo de abortos e desovas
interrompidas em ambos os tratamentos (Gréfico 2), e isso € um resultado satisfatorio, uma vez
que demonstra um manejo adequado, bom estado fisiol6gico dos animais e bom desempenho
reprodutivo.

Pode-se inferir que o tempo em producdo e a idade reprodutiva das fémeas tenha
relagdo com esse fendmeno, pois foi demonstrado que fémeas a partir do segundo més em
producdo apresentam maior estabilidade produtiva e menos dificuldades em suas desovas,
atingindo no terceiro més o estagio mais desejado de produtividade, referente a esse parametro

analisado.
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Apesar da diferenca entre os tratamentos no segundo més em producdo, com
melhores resultados para o grupo das fémeas alimentadas com racdo suplementada com dleo
de coco, ndo se pode concluir que a adigdo do mesmo diminua o nimero de abortos, uma vez
que as medias foram muito similares para ambos os tratamentos, e a média geral nao diferiu.

Poucos sdo os relatos na literatura que tratam sobre abortos em camardes. Nos
poucos trabalhos encontrados, a informacdo normalmente aparece na metodologia, sem
elucidar com maiores detalhes as causas que o provocam, e sem discuti-las. Apenas estudos
com camardes de dgua doce apresentaram esses dados.

A espécie Macrobrachium acanthurus (Wiegmann, 1836) quando submetida ao
cultivo em salinidade de 20 psu apresentou aborto em todas as fémeas, demonstrando que para
essa espécie, que € de agua doce, a salinidade elevada interfere no desenvolvimento
embrionario, sendo inclusive causa de abortos, chegando até a provocar a morte das fémeas
(FUKUDA,; BERTINI; ALMEIDA, 2016). Em outro estudo com a mesma espécie, Rodrigues
et al. (2022) ao testarem os efeitos da ablacdo em M. acanthurus, notaram que a mesma néo
afetou a oogénese com base na estrutura ovariana, tamanho do od6cito, propriedades
histoquimicas e odcitos atrésicos, e também nédo acelerou a maturacdo ovariana. Notaram ainda
que fémeas que iniciaram o experimento com ovarios maduros geraram odcitos nao fertilizados
e abortaram.

Em camardes Neocaridina, o efeito do diclofenaco em concentracao elevada causou
reducdo na porcentagem de ovos por fémea e também causou a mortalidades dos embrides,
provocando abortos (ZANITTI et al., 2022).

Para camardes peneideos, ndo foram encontrados relatos sobre abortos e suas
possiveis causas. No entanto, acredita-se que manejo inapropriados, estresses fisiologicos
sofridos pelas fémeas, condicdes de cultivo inadequadas, incluindo salinidade, temperatura e
desequilibrio idnico, e até mesmo a idade das fémeas sdo fatores que podem ocasionar
mortalidades dos embrides e consequentemente abortos. Sdo necessarios estudos que se
dediquem a investigar com maior profundidade esse fendbmeno em camardes peneideos, uma
vez que este grupo concentra algumas das principais espécies produzidas pela carcinicultura

mundial, a exemplo de P. vannamei e P. monodon.

6.1.3 Taxa de desovas

Uma das caracteristicas mais importante das espécies aquicolas é a sua capacidade

reprodutiva e de producdo de descendentes viaveis em suas desovas. Varios fatores tém um
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impacto significativo na quantidade e frequéncia de desovas, qualidade e quantidade de ovos.
Dentre eles estdo: idade, tamanho do reprodutor, tipo de manipulagdo, variancia genética e
alimentacéo fornecida (RACOTTA; PALACIOS; IBARRA, 2003).

Entre os alimentos frescos naturais que sao amplamente utilizados para alimentar
camardes peneideos reprodutores, a lula e poliqueta estdo entre 0s que mais estimulam a
maturacdo gonadal e desova (MEUNPOL; MEEJING; PIYATIRATITIVORAKUL, 2005).
Poliquetas podem fornecer um equilibrio nutricional correto de acidos graxos poliinsaturados,
que sdo essenciais para a maturacéo dos ovécitos em camardes cultivados. Em estudo realizado
por Galal, Said e Sharaf (2022), os mesmos constataram que dietas contendo poliquetas
aumentam a eficiéncia do desempenho reprodutivo do camardo P. vannamei, conferindo
inclusive, maiores taxas de desovas.

Emerenciano et al. (2012) testando o uso de alimentos frescos no sistema de
bioflocos, relataram que com apenas 20 dias recebendo essa alimentagdo, ja foi possivel notar
que as fémeas tratadas desovaram mais rapidamente quando comparadas as do controle. O
grupo teste alcangou ainda um maior nimero de desovas, maior nimero de ovos por desova e
menos desovas ndo fertilizadas.

Fémeas reprodutoras da espécie P. vannamei apresentam capacidade restrita de
biossintese de fosfolipideos. Cahu et al. (1994) relataram que deficiéncias dietéticas de
fosfolipideos e LC-PUFA levam a uma diminuicdo da frequéncia de desova e do numero de
ovos por desova em camarfes cultivados. Desse modo, alimentos que fornecam esses
compostos essenciais devem ser incluidos na dieta de camardes reprodutores. Maneii et al.
(2019) observaram menor periodo de laténcia (tempo até a primeira desova) em fémeas
reprodutoras alimentadas com a dieta contendo 40 g de lecitina de soja por kg, que coincidiu
com maiores concentracdes de colesterol na hemolinfa, indicando que houve aumento da
mobilizacao de lipidios do hepatopancreas para 0s 0varios neste grupo.

No presente estudo, as maiores taxas de copulas e desovas constatadas nas fémeas
alimentadas com racdo suplementada com 6leo de coco demonstram que a adicdo deste
composto influencia positivamente nesse parametros reprodutivo, sugerindo que 0 mesmo
quando oferecido da forma e quantidade utilizada no presente estudo pode aumentar a

frequéncia de copulas e desovas.

6.1.3.1 Quantidade de desovas por fémea
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Durante 0 experimento, bem como na producdo de modo geral, ocorrem
mortalidades por diversos fatores, tais como estresse fisioldgico advindo de muda, manejo,
ablagéo, o proprio ato reprodutivo em si, sanidade entre outros. Desse modo é de se esperar que
em um tanque de producdo ao longo do cultivo, fémeas desovem e ndo sobrevivam até o final
do ciclo produtivo daquele lote, e isso foi claramente observado em nosso estudo. Assim, como
foi citado na secdo de resultados, para esse parametro analisado e para apresentacdo desses
dados, apenas as fémeas que sobreviveram até o final do experimento entraram nesses
resultados.

De acordo com os dados apresentados nos Graficos 4 e 5, nossos resultados
mostram que o numero de desovas por fémea € muito variavel, ainda que todas estejam no
mesmo ambiente de cultivo, recebam 0 mesmo tratamento, alimento e condicdes, e apresentem
aspectos visuais de animal saudavel.

Foi possivel observar ainda que algumas fémeas de um plantel podem, durante trés
meses, ndo realizarem nenhuma desova. De acordo com Cavalli, Scardua e Wasielesky, (1997),
a maior parte da producdo de nduplios em um incubatério pode ser atribuida apenas a uma
proporcdo limitada de fémeas. E essas que contribuem para a maior parte da producdo
compartilham pelo menos uma caracteristica comum: a capacidade de desovas frequentes e
maltiplas. Os camardes podem amadurecer novamente e ter desovas sucessivas em um tempo
relativamente curto, como consequéncia da ablacdo do peddnculo ocular (PALACIQOS;
IBARRA; RACOTTA, 2000).

No trabalho de Carvalho, Andreatta e Fracalossi (2010), foi relatada média mensal
de aproximadamente uma cépula com desova por fémea, sem diferencas para os diferentes
tratamentos aplicados (alimentacdo com dieta controle; dieta contendo gdnada de peixes; dieta
contendo artémia). Nesta pesquisa, foram obtidas média mensal de trés e quatro desovas por
fémea para o controle e no grupo das fémeas alimentadas com ragdo suplementada com 6leo,
respectivamente, superando as médias deste outro estudo, e demonstrando que 0 grupo
alimentado com racdo contendo 6leo de coco apresenta desempenho superior nesse quesito.

A respeito da diferenca entre a qualidade de desovas e suas proles em fémeas que
desovam mais ou menos vezes, ou que desovam logo apds abla¢do ou mais tardiamente, nosso
estudo ndo se prop0s a gerar essas respostas, uma vez que so foi possivel trabalhar com tanques
de desovas coletivas. No entanto, esta € uma informacao importantissima, uma vez que tao
importante quanto o nimero de desovas e quantidade de ovos e nauplios gerados, é conhecer a

qualidade dos mesmos.
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Em acompanhamento individual de fémeas de P. vannamei marcadas na mesma
condicdo de maturacéo foi evidenciado que ndo ha declinio substancial na qualidade da desova
como efeito do nimero de desovas, avaliadas a partir das taxas de fertilizacdo e ecloséo e nem
no processo de maturacdo dos odcitos em relacdo ao numero de desovas (PALACIOS;
RACOTTA, 1999; PALACIOS; RODRIGUEZ-JARAMILLO; RACOTTA, 1999). No entanto,
foi constatado que a qualidade das proles diminui ao longo do tempo. Contudo, esta diminuicdo
nédo foi necessariamente uma consequéncia direta do nimero de desovas, mas € possivel que
seja resultado de outras condi¢cdes de maturacdo que podem ser alteradas durante o ciclo de
producdo (dieta, doenga, stress, ablagéo etc.) (PALACIOS; IBARRA; RACOTTA, 2000).

Quanto ao uso do 6leo de coco para 0 aumento da frequéncia de desovas, nosso
estudo mostra que 0 mesmo pode influenciar positivamente, uma vez que resultados superiores
foram observados nas fémeas alimentadas com racdo suplementada quando comparadas ao
controle. Apesar disso, pelo fato de esse ser o primeiro estudo utilizando éleo de coco na dieta
de P. vannamei, os resultados obtidos requerem mais repeticbes e investigagdes mais

aprofundadas, para entender de que modo o presente 6leo atua nessa melhora.

6.1.4 NGmero de ovos

Em seu ambiente natural, fémeas de camardes peneideos podem expelir por desova
entre 60.000 e 700.000 ovos, a depender da espécie e tamanho do animal. Esses ovos sao
fecundados externamente pelos espermatozoides no momento da desova (BARBIERI-
JUNIOR; OSTRENSKY, 2001). Em condic¢es de cultivo, as fémeas de P. vannamei podem
produzir até 300 mil ovos por desova e maturar cerca de quatro vezes ao més (SENAR, 2016).
Em nosso estudo, foram obtidos valores aproximados desta referéncia, com média 269.079 ovos
por fémea no controle, e 261.542 no grupo de fémeas alimentadas com racéo contendo 6leo de
COCO.

Ao avaliar o nimero de ovos em grupos de fémeas abladas e ndo abladas, Menezes
(2019) obteve valores inferiores quando comparados aos do presente estudo, para fémeas
abladas (179.120 + 32.466 ovos por fémea). Carvalho, Andreata e Fracalossi (2010) ao testarem
o efeitos de diferentes suplementacdes em dietas de reprodutores de P. vannamei, notaram que
fémeas alimentadas com dietas contendo gbnadas de peixes e artémia alcancaram maior
producéo de ovos, quando comparadas ao controle, atingindo valores aproximados de 225.000
e 214.000 ovos por fémeas nos tratamentos com gonadas e artémia, respectivamente. Esses

valores aproximam-se com os do presente estudo.
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Nesta pesquisa, 0 uso do 6leo de coco na alimentacdo das fémeas néo interferiu na
quantidade de ovos, uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas entre os

tratamentos.

6.1.5 Taxa de eclosdo

N&o foram analisados aspectos mais aprofundados sobre a qualidades dos ovos,
todavia, diversos autores afirmam que a qualidade dos mesmos, bem como sua taxa de eclosédo
estdo intimamente relacionados com fatores como ambiente de cultivo, nutricdo e estado
fisiologico da fémea (ARCOS et al., 2003; CORRAL-ROSALES et al.,, 2018; NASER,;
SARKER; HOSAIN, 2022).

No presente estudo, as taxas de eclosdo diarias ao longo do experimento variaram
entre 55,4 e 97,0%. Esses dados estdo de acordo com os de Andriantahina et al. (2012), que em
seu trabalho comparando o ambiente de cultivo de reprodutores obteve taxa de ecloséo entre
83% e 85%, e com o0s de Menezes (2019) que testou os efeitos da ablacdo no desempenho
reprodutivo de fémeas, que atingiram 69,0 e 70,8% de taxa de eclosdo para fémeas abladas e
nédo abladas, respectivamente.

A dieta ofertadas aos camardes reprodutores influencia diretamente na qualidade
de suas proles (PALACIOS et al., 2002). Xu et al. (1994) testaram o efeito de dietas contendo
diferentes fontes lipidicas (6leos de anchova, linhaca, milho e banha de porco) na fecundidade,
eclodibilidade dos ovos e composicdo de &cidos graxos do tecido gonadal de reprodutores de
camardo Penaeus chinensis (Osbeck, 1765), comparando com uma dieta de moluscos frescos.
Reprodutores alimentados com dieta contendo banha de porco apresentaram baixa fecundidade
e baixa eclodibilidade dos ovos. Os alimentados com dietas contendo 6leo de linhaca ou milho
apresentaram melhor producdo de ovos; no entanto, nenhuma melhoria significativa na
eclodibilidade foi observada. Quando os reprodutores foram alimentados com dieta contendo
6leo de anchova, tanto a fecundidade quanto a eclodibilidade dos ovos melhoraram
significativamente. Estes apresentaram maior teor de acidos graxos n -3 altamente insaturados
(HUFA) (27,6%) em comparacdo com aqueles de camardes alimentados com dietas contendo
6leo de linhaca (19,5%), 6leo de milho (14,0%) ou banha de porco (12,8%). Foram observadas
boas correlagdes entre o contetido 20:5 n —3 do lipidio do ovo e a fecundidade e entre o contetido
22:6 n —3 e a eclodibilidade. Os resultados sugerem que cada um destes n —3 HUFAs pode
desempenhar papeis diferentes e especificos na reproducdo dos crustaceos e que um ou ambos

devem ser incluidos na dieta dos reprodutores.
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Conforme citado na secdo de revisao de literatura, assim como os 6leos de origem
vegetal utilizados no estudo supracitado, o éleo de coco utilizado no presente estudo também
ndo apresenta em sua composi¢do esses acidos graxos essenciais na dieta de camardes, como
EPA e DHA. Apresenta em pouca quantidade o acido linoleico, que é um dos essenciais ao
camardo. No entanto, ndo se sabe ao certo, e ndo foi objetivo deste estudo investigar o quanto
a presenca deste &cido especifico pode influenciar em pardmetros como eclodibilidade e
qualidade de ovos e nduplios. Esta € uma lacuna que pode ser preenchida com estudos futuros
adicionais. Todavia, ficou evidente que o uso do 6leo de coco adicionado a racdo confere

maiores taxas de eclosdo nas fémeas que receberam essa dieta.

6.1.6 Numero de nauplios

A gquantidade de nauplios produzidos por fémea de P. vannamei em uma desova é
muito variavel, uma vez que a quantidade de ovos também sofre grande variacdo, a depender
de diversos fatores como condi¢des de cultivo, idade e tamanho da fémea, qualidade
espermatica do macho, sanidade dos reprodutores, tempo em producéo, alimentacdo fornecida,
manejo, entre outros. A quantidade de nauplios depende diretamente da quantidade de ovos e
da qualidade dos mesmos, que resultardo em maior ou menor taxa de eclosao.

Em estudo com L. vannamei abladas e ndo abladas, pesquisadores relataram que a
producdo média de nauplios por fémeas foi de 95.127 para o primeiro grupo, e 112.610 para o
segundo (ZACARIAS et al., 2019). Carvalho, Andreata e Fracalossi (2010) demonstraram que
fémeas alimentadas com dietas contendo gonadas de peixe marinho, Artemia sp. e dieta controle
produziram por desova 95.200, 90.900 e 67.400 nauplios por fémea, respectivamente. Na
pesquisa de Corral-Rosales et al. (2018), utilizando Ulva clathrata (Roth) na dieta de
reprodutores de P. vannamei, registraram 128.000 n&uplios por fémea no controle e 151.000 no
tratamento com U. clathrata.

Conforme mencionado, as quantidades de nauplios por fémea em uma desova
variam muito, inclusive dentro da mesma espécie. Nos experimentos conduzidos utilizando
6leo de coco na dieta de fémeas de P. vannamei, tal quantidade variou entre 95.294 e 360.000
nauplios por fémea.

Embora a média geral da quantidade de ovos no controle tenha sido maior que no
6leo, 0 nimero de nauplios no tratamento com 6leo superou o controle, devido a sua maior taxa

de eclosdo (Gréfico 7). Este é um resultado positivo, uma vez que o primeiro estagio larval
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propriamente dito € o nauplio, e é a partir dai que o animal se desenvolverd. O numero de
nauplios é um importante parametro de produtividade.

Nossas médias gerais do numero de nauplios por fémea sdo elevadas, aproximando-
se ou mesmo superando os nameros de outros trabalhos de desempenho reprodutivo de P.
vannamei (CARVALHO; ANDREATTA; FRACALOSSI, 2010; MENEZES, 2019; GALAL;
SAID; SHARAF, 2022).

6.2 Analises macroscopicas e histologicas das gbnadas

6.2.1 Anélises macroscopicas

Nas fémeas de peneideos, os ovarios se desenvolvem em direcdo a parte posterior
do cefalotérax, e quando maduros tornam-se facilmente identificaveis devido a transparéncia
da carapac¢a, como uma grande massa alaranjada. O tamanho, cor e textura dos ovarios passam
por mudancas de acordo com seu grau de amadurecimento. Sua coloracdo € resultado do
acumulo de vitelogenina contendo pigmentos do tipo carotenoides (PEREZ-FARFANTE,
1970).

Em nosso estudo, o que ficou evidente é que a coloracdo se torna mais intensa
conforme o nivel de maturacdo. Tons amarelados mais fortes e até alaranjados sé&o
predominantes nos estagios dois e trés. E esses resultados estdo de acordo outros estudos que
se propuseram a comparar coloracGes gonadais em diferentes estagios de maturacdo de
camardes peneideos (SIEBERT, 2015; CRAVEIRO, 2018, BERNABE et al., 2022;
CRAVEIRO et al., 2022).

De acordo com o exposto na secao de resultados, foram observadas fémeas imaturas
para ambos os tratamentos na primeira coleta, 0 que € um resultado esperado, visto que as
fémeas ainda ndo haviam passado pelo processo de ablacdo, cuja funcdo principal é favorecer
0 desenvolvimento gonadal e maturacdo. Nesse estagio, assim como observado por Anand et
al. (2019) e Bae et al. (2013), em fémeas imaturas prevalecem os ovocitos pré-vitelogénicos e
oogonias (Figura 18 A e B).

Na quarta coleta, que é referente ao primeiro més em producdo, 100% das fémeas
dos dois tratamentos estavam maduras, de acordo com as analises histolégicas (Grafico 16 A).
Esse dado é interessante e em conjunto com os resultados de abortos/desovas ndo concluidas e

taxa de desovas (Graficos 2 e 3, respectivamente) reforcam a ideia de que a partir do primeiro
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més em producdo as fémeas atingem maior maturidade e melhoram seu desempenho
reprodutivo.

Os resultados gerados pela observacao histologica revelam que a partir da segunda
coleta (quatro dias ap0s ablacao), exceto na sexta (terceiro més em producao), que néo diferiu,
todos os resultados foram melhores para as fémeas do grupo alimentado com racdo
suplementada com dleo de coco, que apresentou maiores taxas de fémeas maduras quando
comparado ao controle (Figura 12 B). Além disso, a nivel histologico, as fémeas do grupo
alimentado com racao suplementada com 6leo, exibiram nivel mais alto de maturacgéo (nivel 3)
em relagéo ao controle nas 4°, 5° e 6° coleta.

O nivel trés, no presente estudo, foi referido como o nivel mais elevado de
maturacao gonadal, sendo aquele em que a gonada esta totalmente desenvolvida, apresentando
maior espessura, coloracdo mais forte, preenchendo toda a cavidade abdominal e
cefalotoraxica. Nesse estagio, considera-se que a fémea esta no seu maximo potencial de
desova. Os resultados aqui encontrados mostram que o uso do Gleo de coco na ragao contribui

na elevacdo do numero de fémeas maduras (Figura 12).

6.2.1.1 Indices gonadossomatico e hepatossomatico

Os indices hepatossomatico e gonadossomatico sdo a relacao entre o peso do animal
e 0 peso do hepatopancreas e gonadas, respectivamente. Os niveis de lipidios na dieta de
reprodutores influenciam diretamente nesses indices. Se muito elevados, acima de 8,1%, 0s
niveis lipidicos, de acordo com Wouters et al. (2001a), podem afetar negativamente a
maturacdo ovariana, alem de ndo causarem ganhos no IHS e ndo aumentarem o IGS
proporcionalmente ao aumento da taxa de lipidios incorporados a dieta.

Segundo Jasmani et al. (2000), em Penaeus japonicus (Spence Bate, 1888), durante
a maturacdo, o0 ovario aumenta seu peso por conta da mobilizacdo de lipidios e proteinas do
hepatopancreas para o interior dos oocitos. Em Penaeus merguiensis (de Man, 1888), 0 mesmo
foi notado por Phiriyangkul et al. (2007), que relatou que o indice gonadossomatico (IGS)
aumentou durante todo o processo vitelogénico, acarretando maior valor de IGS no estagio mais
avancado de maturacdo gonadal, indicando maior acumulo de vitelo nos odcitos maduros.

Ao suplementar dieta de reprodutores de P. vannamei com vitamina E, Arshadi,
Gharaei e Mirdar Harijani (2020) constataram aumento no IGS e nenhuma diferenga no IHS.
Maneii e colaboradores (2019), ao avaliarem a performance reprodutiva de fémeas da mesma
especie alimentadas com dietas contendo diferentes quantidades de lecitina de soja, também
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ndo encontraram diferenca nos indices hepatossomaticos. No entanto, obtiveram IGS mais
elevado em fémeas que receberam tratamento de 40g/kg de lecitina de soja em sua dieta.

A suplementacdo dietética de fosfolipidios provenientes do 6leo de krill na
alimentacdo de P. vannamei promoveu a maturacdo das fémeas. Nessa pesquisa, Liang et al.
(2022) notaram indice gonadossomatico significativamente maior, bem como acumulo de
lipidios e secrecdo de estrogénio para as fémeas do tratamento com oleo de krill do que de
outras fontes testadas, como lecitina de soja e lecitina de gema de ovo.

O IGS entre os tratamentos so diferiram significativamente na quinta coleta, em que
a média foi maior para as fémeas alimentadas com ragdo contendo 6leo de coco (3,5) que no
controle (1,4). Esse resultado é esperado, uma vez que as fémeas comecam a avangar no
desenvolvimento gonadal, aumentando assim seu peso corporal e gonadal, e consequentemente
o indice.

Esses resultados corroboram com os de Jasmani et al. (2000), Phiriyangkul et al.
(2007) e ainda com os de Ceballos-Vézquez et al. (2010), que atestaram que o IGS aumenta de

acordo com a idade do animal.

6.2.2 Analises histoldgicas das gbnadas

Os efeitos de diferentes dietas fosfolipidicas sobre a maturacdo ovariana e
desempenho reprodutivo de fémeas de P. vannamei foram avaliados por Liang et al. (2022). A
histologia dos ovarios dos camarfes em todos 0s tratamentos experimentais mostrou as
caracteristicas da fase madura,que contém odcitos maduros preenchendo bastonetes corticais.
Além disso, fémeas de camarbes alimentadas com dietas suplementadas com fosfolipidios
mostraram maior deposicdo de granulos de vitelo nos ovocitos do que o controle. Enquanto
isso, dietas com 0leo de krill e lecitina de gema de ovo promoveram a deposicéo de granulos
do vitelo de forma mais eficaz do que a dieta de lecitina de soja.

No estudo realizado por Sousa (2017), alimentando o camardo M. amazonicum com
dietas contendo diferentes fontes de 6leo vegetal, a autora constatou que fémeas alimentadas
com dieta contendo 6leo de coco exibiram maior quantidade de ovdcitos maduros quando
comparadas ao controle e aos demais tratamentos que testaram outros 6leos. Embora esta autora
tenha trabalhado com uma espécie de agua doce, que possui habitos alimentares e necessidades
nutricionais diferentes do camardo marinho P. vannamei, nossos resultados utilizando dieta
suplementada com éleo de coco foram semelhantes ao encontrado por essa autora. Desse modo,

infere-se que por mecanismos ainda desconhecidos, o 6leo de coco adicionado a ragéo contribui
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para a maior quantidade de ovocitos maduros em fémeas de camardo, podendo estimular o

processo de maturacao gonadal.

6.3 Analises histologicas do hepatopancreas e intestino

O hepatopéncreas nos crustaceos é o 6rgao responsavel pela digestdo, assimilacdo
e armazenamento de compostos importantes envolvidos em varios processos metabolicos
(ROSZER, 2014). Quatro tipos celulares sdo identificados no epitélio de revestimento dos
tubulos do hepatopancreas em decapodes. Os mesmos sdo classificados como células E
(embrionéria), R (reabsortivas), F (fibrilar) e B (vesicular), conforme proposto por Jacobs
(1928) e Hirsch e Jacobs (1928).

Uma das principais diferencas entre os tipos celulares supracitados é em relacédo aos
seus graus de maturidade. As células embrionarias sdo imaturas e as demais sdo maduras. As
células embrionarias (E) tém capacidade de transformar-se em qualquer um dos tipos celulares,
sendo responsaveis pela renovacéo celular do epitélio dos tubulos hepatopancreéticos.

As células F sintetizam e secretam zimogénio para realizacdo da digestdo
extracelular. Em seguida, captam material para a digestdo intracelular e se diferenciam em
células B. Essas sdo diferenciadas a partir das células F e estdo envolvidas com a digestdo
intracelular. As células B sdo as maiores dentre os tipos celulares do hepatopancreas e
apresentam um grande vacuolo envolto por uma fina camada de citoplasma. No final do
processo de digestdo intracelular as células B estdo caracterizadas por grande vacuolizagdo
(AL-MOHANNA; NOTT; LANE, 1985).

As células R sdo o tipo mais abundante nos tubulos hepatopancreaticos dos
decapodes, sua funcdo é absorver nutrientes. Essas células absorvem nutrientes sollveis do
lumen do intestino e os estocam sob a forma de lipidios e glicogénio, constituindo-se o principal
local de estocagem destes (ICELY; NOTT, 1992).

Um trato intestinal saudavel e completo é fundamental para garantir que 0s
camardes apresentam boa capacidade de digestao, absorcéo e consequentemente boa imunidade
e desempenho zootécnico. As vilosidades intestinais sdo estruturas digitiformes da camada
mucosa do intestino que atuam na ampliacdo da superficie desse 6rgédo, otimizando o processo
de absorcdo dos nutrientes. Assim, a integridade das vilosidades intestinais sao um fator
importante para determinar a capacidade de digestdo intestinal e de absor¢do (PAIVA, 2017;
LI etal., 2023).
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Nos intestinos das fémeas analisadas, foi possivel notar a presenca dessas
vilosidades em ambos os tratamentos, em todas as coletas, sem diferengas significativas. Nos
mesmaos foi também foi possivel observar intestino com e sem a presencga de microvilosidades
em todas as coletas, bem como notar a presenca de alimentos e integridade do tecido. Ndo foram
notadas alteracBes histolégicas no intestino de nenhuma das fémeas analisadas ao longo do
experimento. Dessa forma, diante dos resultados obtidos, ndo podemos afirmar que o uso do
6leo de coco interfere na presenca de vilosidades ou cause alteracGes importantes na morfologia

intestinal.

6.4 Contagem total de hemocitos

Em crustaceos, a auséncia de um sistema imune especifico faz com que o sistema
inato desses animais desempenhe importante papel na sua defesa. Este sistema inclui respostas
humorais e celulares. Os hemdcitos circulantes na hemolinfa sdo responséaveis por essas
respostas celulares. Eles consistem em uma barreira celular que defende o organismo contra
agentes patogénicos, e quantificar essas células pode possibilitar o estabelecimento de uma
relacdo entre os valores alcancados e as condigBes sanitarias dos animais avaliados
(CERENIUS; SODERHALL, 2012; EKASARI et al., 2014). Os hemdcitos também tém funcdo
de producéo e estocagem de moléculas antimicrobianas, liberadas em momentos de estresse
fisioldgicos (JI; YAO; WANG, 2009).

Sdo poucas as informacgdes que ddo precisdo de valores de referéncia para a
contagem de hemdcitos em camardes. Conforme os dados do Centro de Servigos para a
Aquicultura (CSA, 2006), as médias de contagens sdo tidas como boas quando os hemadcitos
contados imediatamente ap6s a coleta ficam entre 10 e 15 x 10°, equivalente a 10 a 15 milhdes
de cel/mL.

Conforme exposto no Gréfico 11, no presente estudo, os valores médios das
contagens variaram entre 390.417 e 2.403.542 cel/mL. De acordo com a referéncia supracitada
todas as nossas contagens estariam fora do padrdo considerado bom. No entanto, todas as
fémeas coletadas apresentavam aspecto de animais saudaveis. E a escassez de informacdes
sobre padrdes de contagens e suas interpretacbes ndo nos permitem comparacdes mais
aprofundadas.

De acordo com Barreto (2009), animais mais jovens apresentam menores
concentragdes hemociticas que os mais velhos. Nos dados gerados pelo presente estudo, foi

observado que as fémeas das coletas iniciais, para ambos os tratamentos, apresentaram valores
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mais elevados (Gréafico 11). Segundo Barraco (2004), os valores de CTH podem aumentar ou
diminuir a depender do tempo de exposicdo e tipo de estresse. Em processos infecciosos e
injurias, por exemplo, normalmente acontece diminui¢do nas contagens nas primeiras horas, e
depois ocorre aumento, devido a liberacéo de novas células a partir dos 6rgdos hematopoiéticos.

Se considerarmos o valor de referéncia do CSA, nossas CTHs reduzidas podem ser
justificadas pelo estresse fisioldgico enfrentado pelas fémeas reprodutoras. A reproducao exige
grande esforco da fémea, desde o ajuste hormonal, transferéncia de nutrientes para
desenvolvimento gonadal, a copula, 0 manejo para desova até a devolugdo aos tanques de
origem. Todos esses fatores podem ter influenciado nos valores abaixo do considerado normal.

Nossas contagens mais elevadas foram na primeira coleta, antes da ablagdo (Grafico
11). Maggioni et al. (2004) afirmam haver uma reducdo consideravel na aglutinagcdo da
hemolinfa das fémeas ap0s o procedimento de retirada do pedunculo ocular, provavelmente
devido ao estresse do processo. Em razéo disso, a ablagcdo pode causar uma diminuigéo da
atividade da fenoloxidase e na contagem total de hemdcitos (SAINZ-HERNANDE et al., 2008).
Os dados do presente estudo estdo de acordo, pois foi possivel notar contagens menores em
ambos 0s tratamentos apds a ablacao.

Diferengas estatisticas significativas foram detectadas nas coletas quatro e cinco e
na média geral, com valores mais elevados nas contagens das fémeas do tratamento com 6leo.
Ainda que ambos os tratamentos apresentem valores de CTH inferiores ao desejavel, as fémeas
tratadas com 6leo demonstraram valores médios melhores, quando comparados ao controle,
sugerindo que o Oleo de coco pode influenciar beneficamente nas respostas celulares,
aumentando a contagem hemocitica.

Ainda que ambos os tratamentos apresentem valores de CTH inferiores ao
desejavel, as fémeas alimentadas com racdo suplementada com 6leo demonstraram valores
médios melhores, quando comparados ao controle, sugerindo que o 6leo de coco pode
influenciar beneficamente nas respostas celulares, aumentando a contagem hemocitica.

Em resposta imunoldgica, avaliando a contagem total de hemacitos, as fémeas
testadas apresentaram contagens mais satisfatorias que o controle, sugerindo que o 6leo de coco
pode ter potencial imunoestimulante, e que mais investigaces para investigar essa hipotese

seriam de grande valia.

6.5 Ganho de peso
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O ganho de peso é um importante parametro de desempenho zootécnico para
animais cultivados. Nossos resultados comungam com os de Sousa (2017), que ao testar e
comparar os efeitos da suplementacéao dietética de M. amazonicum com 0leos de peixe, linhaca
e coco, constatou que dentre esses, 0 que conferiu maior ganho de peso as fémeas foi o 6leo de
coco. Carvalho et al. (2020), utilizando o mesmo 6leo na nutricdo de tambaquis, relataram
aumento do ganho de peso em 50%.

A substituicdo do oleo de peixe por 6leo de coco na alimentacdo de juvenis de
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) gerou uma correlacdo positiva, causando resultados
positivos no consumo de racdo, conversédo alimentar e ganho de peso (APRAKU et al., 2017).
Esses resultados somados aos do presente estudo demonstram que o 6leo de coco € uma boa
recomendacéo de fonte lipidica que confere excelente ganho de peso aos animais.

Diferente das espécies utilizadas nos estudos supracitados, que trabalharam com
espécies de peixes e camardo de agua doce, no presente estudo, a espécie utilizada trata-se de
um camarao marinho, que em suas necessidades nutricionais requerem acidos graxos essenciais
como EPA e DHA. Esses acidos graxos nao sdo descritos como sendo encontrados no 6leo de
coco, que dentre os acidos requeridos pelo P. vannamei s6 apresenta o acido linoleico.

Para o tambaqui e tilapia do Nilo, 0 mecanismo de a¢do do 6leo de coco sobre o
ganho de peso torna-se mais facilmente compreensivel, uma vez que estas, diferente do P.
vannamei ndo necessitam de EPA e DHA e podem suprir suas demandas nutricionais de lipidios
a partir de 6leos vegetais.

Por este ser o primeiro estudo que se tem registro utilizando 6leo de coco na
nutricdo de reprodutores de P. vannamei, e pelo mesmo ndo ter analisado composicéo
bioquimica do 6leo utilizado e dos animais estudados, ndo fica claro qual o mecanismo de acéo
e quais componentes do 6leo de coco estdo envolvidos no consideravel ganho de peso obtidos
pelos animais alimentados com dieta suplementada com esse 6leo. O que fica evidente pelo
resultado exibido no grafico 12, é que de fato o dleo de coco confere resultados positivos no
parametro ganho de peso. Como esta € um importante medida de desempenho zootécnico, e
uma das que mais interessam aos produtores, sera de grande valia que mais estudos testando
essa fonte de lipidios sejam realizados a fim de melhor compreender como este 6leo atua nesse

parametro.

6.6 Expressao génica

6.6.1 Expressao de genes relacionados a imunidade
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A enzima superdxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa contra
especies reativas de oxigénio, que desempenha um papel crucial na célula contra o estresse
oxidativo por meio da modulacéo direta das quantidades de oxigénio e peroxido de hidrogénio
(ZHANG et al., 2019).

A expressdo e sintese de Proteinas de Choque Térmico (HSP), por sua vez, fazem
parte da resposta celular ao estresse fisico e/ou quimico. Elas atuam como acompanhantes
moleculares, mantendo a homeostase e agindo contra os efeitos proteotoxicos. Hsp70
desempenha papeis importantes na resisténcia ao estresse ambiental e na estimula¢do do
sistema imunolégico inato. HSPs sdo altamente expressas em hemacitos e em quase todos 0s
tecidos, incluindo mausculo, estdbmago, coracdo, hepatopancreas, ovarios e brénquias. O
aumento da expressdo de HSPs, particularmente Hsp70, é considerado um bom biomarcador
de alteracBes na atividade metabolica (ZHENYU; CHUANZHEN; JIANHAI, 2004;
VALENTIM-NETO et al., 2014).

De acordo com Chen et al. (2018), o ovario € um 6rgao importante de expressao de
MRNA de HSPs. Os niveis de mRNA de Hsp40 aumentam continuamente durante o
desenvolvimento gonadal, enquanto os de Hsp70 se mantém elevados, mas com menos
variagoes.

As super expressao de Hsp70 nas ultimas coletas (Grafico 20 E e F) podem estar
relacionadas aos picos de producdo das fémeas, pois conforme exibido nos graficos
relacionados ao desempenho reprodutivo apresentados na se¢édo 5.1, 0s segundo e terceiro més
em producdo foram aqueles em que os maiores valores de taxas de copulas e desovas foram
atingidos. A reproducdo é um processo fisioldgico que demanda muita energia dos animais,
podendo ser causa de estresse. Como essas proteinas estdo também diretamente relacionadas a
resposta celular ao estresse fisico, a superexpressdo nessas Ultimas coletas pode ter sido

ocasionada pelo maior desempenho reprodutivo.

6.6.2 Expressado de genes relacionados a nutrigdo

Entre as proteases especificas, uma das mais abundantes enzimas proteoliticas em
camardes peneideos é a tripsina, responsavel pela maior parte da digestdo de proteinas da
alimentacéo dos camardes (LEMOS; EZQUERRA; GARCIA-CARRENO, 2000). As lipases,

por sua vez, sdo responsaveis pela hidrolise dos triacilglicerois da dieta gerando glicerol e
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acidos graxos que sdo absorvidos e usados para sintese de moléculas ou para geracdo de energia
(LEHNINGER; COX, 2014).

Para o gene Lipase ndo ocorreu amplificagdo no tecido ovariano das fémeas
avaliadas. Este gene atua na digestdo, entdo por sua funcdo, espera-se que realmente sua
expressdo ocorra em tecidos mais associados a esta atividade. No entanto, em recente estudo,
Cai et al. (2024), fazem uma abordagem sobre uma lipase especifica que atua na regulacédo de
hormdnios sexuais e no desenvolvimento gonadal do camardo Macrobrachium nipponense (De
Haan, 1849). Os autores notaram niveis de expressao mais elevados no hepatopancreas, ganglio
cerebral e testiculos, indicando o potencial envolvimento do Mn-LIPA na diferenciacéo sexual
e no desenvolvimento gonadal. Nesse mesmo estudo, os autores relatam ainda a escassez de

estudos sobre o0s genes dessa familia em crustaceos.

6.6.3 Expressado de genes relacionados a maturagdo/reproducéo

Em camardes peneideos, o desenvolvimento ovariano é caracterizado pelo acimulo
de uma importante proteina vitelina e pela formacao de bastonetes nos odcitos. O precursor da
vitelina, a vitelogenina (\Vtg), é sintetizado no ovario e no hepatopancreas, transportado para 0s
o0citos, e se acumulam no ooplasma como vitelina para utilizagdo como uma fonte nutritiva
durante a embriogénese. Apos a conclusdo do acumulo de vitelo, as hastes corticais séo
formadas radialmente em torno da periferia da membrana plasmatica do o6cito e 0s o6citos
maduros sdo gerados. Receptor de vitelogenina, hormonio inibidor da vitelogenina (VIH) e
proteinas corticais de bastonete (CRP), foram identificadas em P. monodon e podem ser usado
como indicador de maturacao do ovario (ROTLLANT et al., 2015).

Nos estudos de Ventura-Lépez et al. (2016) foi relatado que os transcritos do
receptor gama de progestina da membrana (mprg) sdo altamente expressos no hepatopancreas
e intestino. Foi ainda descoberto uma super expressao apenas em gonadas de fémeas adultas,
mas ndo em gdnadas de machos adultos ou em gdnadas de machos e fémeas nao maduros.

Em nossas analises utilizando tecido ovariano e hepatopancreas, nao ocorreu
amplificacdo nas amostras de ovarios do controle. Entretanto, para o grupo das fémeas
alimentadas com racdo suplementada com 6leo, houve expressdo nas primeira (antes da
ablacdo), segunda (quatro dias ap6s ablacédo) e sexta (terceiro més em producao) coletas, sendo
nesta Ultima o pico de expressdo (Figura 22 J). Esses dados corroboram com os dos autores
supracitados, que relatam que a concentracdo de receptores de progestina aumenta durante a

maturacdo do odcito, encontrando o0s niveis mais altos de receptores quando o estagio de
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maturacdo mais avancado é alcancado. Esses dados revelam a importancia do gene mprg no
hepatopéncreas, indicando que o receptor de progestina atua também em outros tecidos além
das gbnadas das fémeas.

A vitelogenina é uma molécula de armazenamento, cuja funcao principal é fornecer
nutrientes, energia e matéria-prima aos odcitos em desenvolvimento para o crescimento
embrionario e larval. Durante a maturacdo das fémeas, o ovario sofre rapida vitelogénese a
partir da sintese de uma grande quantidade dessa proteina, que € a principal do vitelo
(BISCOTTI et al., 2018).

Poucos estudos dedicaram-se a estudar a expressao e acdo do gene receptor de
vitelogenina (vtgr) em fémeas de P. vannamei. Ventura-Ldpez et al. (2017) detectaram a
expressao dos transcritos desse gene em ovarios e intestino. Relataram que a expresséao de vtgr
foi maior nos estagios pré-vitelogénicos, diminuindo no final do processo de maturacéo.

Trabalhando com Macrobrachium nipponense (De Haan, 1849), Bai et al. (2015)
notaram que a inibicdo do vtgr resultou em uma expressao diminuida das proteinas do vitelo e
do didmetro do od0cito, interrompendo o desenvolvimento gonadal. Observaram ainda que o
silenciamento génico pos-transcricional do vtgr por RNAI retardou a maturacdo gonadal,
mantendo 0s 00citos no estagio pré-vitelogénico.

No estudo de Feijo6 et al. (2016), utilizando RNAI para silenciamento génico dos
transcritos de GIH em fémeas de P. vannamei, os autores relataram o aumento da expressao do
MRNA de vtg nos ovarios das fémeas ap0s ablacdo. Notaram ainda que utilizando as duplas
fitas de RNA que visavam silenciar o hormonio inibidor e favorecer a maturagdo sem utilizacao
da ablagdo, 0 aumento da expressdo ocorreu no 37° apds a injecdo com dsRNA-GIH.

Assim como no estudo supracitado, no presente trabalho, os niveis dos transcritos
do mRNA de vtg também aumentaram apds ablacdo (Figura 23 N e O). O aumento pdde ser
notado tanto nos ovarios quanto no hepatopancreas, apresentando visualmente maior regulacdo
positiva no primeiro tecido. Raviv et al. (2006) também j& haviam constatado maior expressdo
de vtg nos ovarios quando comparados ao hepatopancreas.

Apesar das desvantagens ja conhecidas do processo de ablacdo (BAE et al., 2013;
DAS et al., 2015), e também das tentativas de empregar novas técnicas ou formas de manejo
menos agressivas aos animais e que também confiram estimulo a maturacéo (Feijo et al. (2016);
Menezes (2019) e Zacarias et al. (2019)), a ablacdo ainda € uma técnica amplamente utilizada
e que confere efeitos positivos e comprovados no que diz respeito & promogéo da maturacao e
regulacdo positiva de genes importantes envolvidos no processo, como a vitelogenina,

conforme foi demonstrado também no presente estudo.
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Alimentos e hormonios tém sido explorados para promocéao de maturacéo e desova
em fémeas de camarfes cultivados, e foram verificados os efeitos de alguns hormonios
importantes, incluindo estradiol, progesterona e hidroxiprogesterona na maturacao gonadal. Os
alimentos sd@o uma importante fonte de nutrientes, e fornecem ndo apenas nutricao suficiente
para o desenvolvimento gonadal, sintese do vitelo e maturacdo, mas também precursores
suficientes para sintetizar alguns hormdénios importantes para o camardo (YANG et al., 2022).

Dietas contendo ingredientes que estimulem o desenvolvimento gonadal podem
ser também uma alternativa ao uso da ablacdo. No presente estudo, trabalhou-se com fémeas
abladas, e foi observado que para o gene da vitelogenina, precursora do vitelo, e com papel
crucial na vitelogénese, os transcritos do mesmo foram regulados positivamente, inferindo que
a adicdo do 6leo de coco conferiu influéncia positiva. Testar a utilizacdo do mesmo 6leo em
fémeas ndo abladas é uma possibilidade.

Conforme relatado por Tseng et al. (2002), o hepatopancreas, assim como 0s
ovarios, também é sitio de producdo de vitelogenina. No estudo de Maneii et al. (2019), houve
uma maior expressdo do gene vtg hepatopancreatico, indicado pelo aumento da abundéncia do
transcrito do mMRNA do vtg em fémeas alimentadas com a dieta contendo lecitina de soja,
indicando que o desenvolvimento secundario de odcitos e subsequente maturacdo ovariana é
induzida pela inclusdo desse suplemento na dieta.

Assim como nos achados de Maneii et al. (2019) testando diferentes concetracfes
de lecitina de soja na dieta fémeas de P. vannamei, nossos resultados indicam que a dieta
interfere diretamente na regulacdo de importantes genes relacionados a reproducdo e
maturacdo, e a inclusdo de éleo de coco na dieta favorece a expressdo de vitelogenina e
consequentemente, a maturacdo ovariana. Essa afirmacédo esta apoiada também nos resultados
apresentados nas se¢des anteriores (5.2 e 5.3).

H& ainda, uma relacdo direta desse maior desenvolvimento gonadal nas fémeas,
com a regulacdo génica apresentada. Os genes voltados a reprodugdo foram regulados
positivamente nas fémeas alimentadas com racdo suplementada com 6leo de coco. Ja 0s
relacionados ao estresse e imunidade, nas primeiras coletas foram mais expressos no controle,
e regulados positivamente nas fémeas do grupo 6leo nas coletas finais, 0 que pode ser
justificado por sua maior produtividade também no mesmo periodo, 0 que causa maior estresse
fisioldgico, e regulacdo positiva desses genes. Tripsina e lipase também foram regulados
positivamente nas coletas finais, quando os animais estavam ha mais tempo em producéo e com
as fémeas tratadas apresentando maior produtividade, o que pode sugerir que quanto a

regulacdo de genes ligados a nutrigéo, os efeitos de regulagéo se apresentem mais tardiamente.
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6.7 Desempenho geral

Todas as diferencas encontradas na maioria dos parametros analisados representam
efeitos positivos causados pela adi¢do do 6leo de coco a racdo ofertada as fémeas do grupo
testado. Os dados do presente estudo estdo de acordo com 0s obtidos por outros pesquisadores
que testaram 6leos de origem vegetal na dieta de organismos aquaticos, em sua maioria, de agua
doce, e também alcancaram resultados satisfatérios (APRAKU et al., 2017; SOUSA, 2017;
MANEII et al., 2019; CARVALHO et al., 2020; SUN et al., 2020).

Os ganhos no desempenho reprodutivo das fémeas alimentadas com racgdo
suplementada com 6leo de coco, bem como a modulagdo dos genes analisados foram mais
evidentes a partir do segundo més em producdo. Essa observacdo pode sugerir que os efeitos
benéficos causados pelo uso do éleo de coco necessitam de um tempo prévio de oferta para se
manifestarem. Com base nisso, uma alternativa seria suplementar com 6leo de coco a dieta dos
camardes que virdo a ser reprodutores, ainda nos viveiros de cultivo, a fim de que os efeitos
positivos sejam expressos desde a entrada dos animais no setor de maturacdo e inicio da
producao.

Os resultados aqui apresentados indicam que, embora ainda néo seja conhecido com
maiores detalhes, a nivel bioquimico e molecular como o 6leo de coco pode impactar no
desempenho zootécnico e reprodutivo de espécies marinhas como o P. vannamei, é valido
considerar o 6leo de coco como uma fonte com potencial de inclusdo na alimentacdo desses
camardes. Esse 6leo é uma rica fonte de vitaminas lipossolUveis. Dentre elas, a vitamina E, que
de acordo com Arshadi, Gharaei e Mirdar (2020) tem relevante papel na reproducao de P.
vannamei. Os autores notaram impacto positivo no desempenho reprodutivo e expressao de
vitelogenina em fémeas alimentadas com dietas suplementadas com vitamina E na
concentracdo de 300 mg/kg quando comparadas ao controle, e demais tratamentos (0, 100 e
500 mg/kg).

Em estudo realizado por Darvishpour et al. (2012), os resultados obtidos indicam
que a vitamina E desempenha importante papel na sobrevivéncia e crescimento de pos larvas
de P. vannamei. No presente estudo, o grupo alimentando com racdo contendo 6leo de coco,
que € rico nesta vitamina, as fémeas exibiram maior ganho de peso quando comparadas ao
controle. Em machos reprodutores da espécie P. vannamei, Montalvo et al. (2022) constataram

que a suplementacdo da dieta com 620 mg/kg de vitamina E conferiu beneficios na reproducéo,
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relacionados a quantidade de espermatozoides e nas respostas dos genes lipidicos e
imunol6gicos avaliados.

Na reproducdo de humanos, a vitamina E auxilia na producdo de hormonios
importantes na fertilidade feminina e masculina, atuando ainda na protecdo contra mutacdes
nos espermatozoides, além de ser um importante antioxidante. A presenca dessa vitamina no
6leo de coco utilizado no presente estudo pode ter sido um dos elementos que contribuiram para
a melhora do desempenho reprodutivo nas fémeas analisadas. Além de que o bom desempenho,
aqui avaliado pelo numero de copulas, desovas e nauplios, depende diretamente também da
participacdo ativa dos machos reprodutores e da qualidade de seus espermas. Pardmetros
associados ao desempenho dos machos que também receberam a dieta suplementada com 6leo
de coco ndo foram avaliados, no entanto, também s&o de importante avaliag&o.

De acordo com Gonzalez-Félix et al. (2003), as exigéncias do camardo marinho P.
vannamei por acidos graxos essenciais sdo supridas com acidos graxos altamente insaturados
(HUFA) das séries n-3 e n-6. Esses acidos sao: eicosapentaenoico (EPA), docosahexaendico
(DHA) e araquiddnico (ARA) e os acidos graxos poliinsaturados linoleico (LA) e linolénico
(LNA). Destes, apenas o LA é encontrado no 6leo de coco.

Os &cidos LA e LNA, isoladamente ou em combinacdo, ndo conferem melhoras
significativas no crescimento de P. vannamei (GONZALEZ-FELIZ et al., 2003). No entanto,
0 LA quando combinado com outros acidos, como o ARA, melhoram a taxa de crescimento
especifico e ganho de peso, além de conferir efeitos positivos sobre a biossintese de EPA, na
capacidade antioxidante e imunidade de P. vannamei (ZHU et al., 2023).

S&0 escassos os estudos e relatos da relacdo do LA com a reproducao de camardes.
Em pesquisa conduzida por Palacios et al. (2002), niveis mais elevados de acido linoleico (18:
2n-6) nos ovos de P. vannamei foram associados a melhoria da sobrevivéncia na fase de Zoea
I1l, e conferiram maiores sobrevivéncias nas desovas. Em nosso estudo, nédo foram feitas
andlises aprofundadas que investigassem os niveis de LA na dieta e/ou nos animais e suas
proles. No entanto, maiores taxas de eclosédo e maior nimero de nauplios foram registrados no
grupo das fémeas alimentadas com ragdo suplementada com 6leo de coco. Este pode ser um
dos fatores ainda ndo elucidados, por tras dos resultados satisfatorios obtidos no presente
experimento.

O &cido graxo encontrado em maior concentracdo no 6leo de coco € o acido laurico
(45-53%). Esse acido, assim como o caprilico e o caprico sdo classificados como acidos graxos
de cadeia média. Na espécie de peixe Sparus aurata (Linnaeus, 1758), o &cido laurico extraido
do oleo de coco e incluido a dieta aumentou a ingestdo de racdo e a taxa de crescimento da
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dourada (SIMO-MIRABET et al., 2017). Segundo Su et al. (2014), a adicdo de acidos graxos
de cadeia média a racdo pode melhorar significativamente o ganho de peso do camardo P.
vannamei. Poucos estudos avaliam o &cido laurico e outros acidos da mesma classe como fonte
lipidica principal. Nenhum estudo que reportasse os efeitos de suplementacédo de acido laurico
sob a reproducgdo de camardes foi encontrado. Os estudos com esse &cido graxo relacionados a
reproducdo ainda sdo bem preliminares e foram registrados apenas com camundongos,
melhorando o desenvolvimento mamario para promover a funcdo de lactacdo em fémeas
(YANG et al., 2020). Em machos, melhora o perfil hormonal, as propriedades antioxidantes, a
qualidade do esperma e as alteracdes histomorfométricas nos testiculos e epididimos de ratos
com infertilidade diabética (ANUAR et al., 2023).

Apesar de 0 0leo de coco ndo conter em sua composi¢do 0s acidos graxos essenciais
a nutricdo desta espécie, adiciona-lo a racdo ndo causou prejuizos aparentes, pelo contrario,
aumentou taxas importantes de desempenho. Assim, essa fonte lipidica pode ser usada com
essas finalidades, para suplementar, enriquecendo a dieta dos camardes cultivados. Para isso,
estudos adicionais voltados a nutricdo, elaboracdo de dietas com este ingrediente, bem como

analises de outros parametros aqui ndo avaliados serdo de grande valia.
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7 CONCLUSAO

Esse é o primeiro estudo utilizando 6leo de Cocos nucifera na alimentagdo de
reprodutores de P. vannamei e obtivemos resultados satisfatorios no desempenho reprodutivo
das fémeas analisadas. A partir desses podemos concluir que o 6leo de coco € uma fonte lipidica
que tem potencial para ser incorporada a dieta de reprodutores de P. vannamei. Essa afirmacéo
se apoia no maior potencial de desovas e maior niumero de nauplios apresentados pelas fémeas,
bem como na regulacdo de importantes genes relacionados a vitelogénese e maturagdo. Para o
setor produtivo, mais especificamente o setor de maturacédo, a capacidade produtiva da fémea e
0 numero de nauplios por ela gerado é um dos dados de desempenho mais importantes. Os
resultados encontrados nesta pesquisa mostram que o uso do O6leo contribui para o
melhoramento desse parametro.

Analisando os resultados obtidos foi possivel constatar o impacto positivo do uso
do 6leo no desenvolvimento gonadal, por meio das analises macroscopicas, histoldgicas e 1GS,
onde as fémeas alimentadas com dieta suplementada com 6leo de coco apresentaram maior
namero de fémeas maduras.

Quanto a produtividade das fémeas, tendo como produto final, 0 nimero de
nauplios, concluiu-se que o apice foi no 3° més em producdo e que ha diferenca na
produtividade ao longo dos meses de cultivo. O 6leo de coco potencializou esse parametro nas
fémeas alimentadas com racdo suplementada com ele.

Sobre os aspectos nutricionais, foi registrado maior ganho de peso nos animais
alimentados com racdo contendo 6leo de coco. Este € um importante resultado de desempenho
zootécnico, que introduz as perspectivas futuras levantadas a partir desse estudo.

Diante do exposto e dos resultados positivos obtidos, espera-se que esse estudo
motive a realiza¢do de novas pesquisas que testem a formulagéo de dietas, incluindo essa fonte
de 6Oleo vegetal. Ademais, sera de grande relevancia que o 6leo de coco seja testado também
em outras fases de vida de P. vannamei, principalmente aquelas em que se deseja otimizar o
ganho de peso. Estudos mais aprofundados sobre a composigdo do presente 6leo, e também
seus efeitos sobre outros pardmetros de desempenho zootécnicos e reprodutivos, capacidade
imunoestimulante e antimicrobiana sdo algumas das inimeras linhas de pesquisa a serem

exploradas.
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