39
1

SOBREVIVÊNCIA DE PÓS-LARVAS DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) (DECAPODA, PENAEIDAE) ASSOCIADA AO MÉTODO E TEMPO DE ACLIMATAÇÃO E ÁGUAS DE DIFERENTES ORIGENS.    
RESUMO. Observou-se o efeito de três métodos de aclimatação na sobrevivência de PL10 de L. vannamei: choque direto, diluição gradativa e gotejamento utilizando águas com diferentes parâmetros químicos para diluição, uma oligohalina e outra doce. E estudos histológicos das brânquias das PLs aclimatadas por gotejamento para verificar alterações estruturais.  Os efeitos entre a sobrevivência, método e tempo de aclimatação e diferenças da água foram analisados através de Modelos Lineares Generalizados e Processo de Stepwise (p<0,05). As sobrevivências foram maiores que 90% nos choques diretos para as salinidades iguais ou superiores a 10‰, e todas influenciaram a sobrevivência, com exceção de 0‰. Na diluição gradativa apenas as águas de origens diferentes correlacionaram-se com a sobrevivência, a água oligohalina apresentando os melhores resultados. No método de gotejamento o tempo de aclimatação de 48h foi o mais relacionado com a sobrevivência. A aclimatação não promoveu modificações morfológicas nas PLs estudadas. No estudo histoquímico para técnica do APS o resultado foi negativo e para Alcian Blue as glicoproteínas ácidas e as glicosaminoglicanas ácidas reagiram positivamente. O método recomendado  de acordo com os resultados  foi gotejamento (48h), iniciado com choque direto a salinidade 10‰, sendo a água oligohalina a mais recomendada para aclimatação. 

PALAVRAS-CHAVES: Água oligohalina, aclimatação, Litopenaeus vannamei, brânquias, Penaeidae. 

ABSTRACT. Survival of acclimated Litopenaeus vannamei postlarvae associated with acclimation method, time and water sources. The effects of different acclimation methods to freshwater and oligohalin water on L. vannamei postlarvae (PL10) survival and gills histologic and histochemical studies were analysed. Three methods of acclimation were used: direct shock, gradual diluition and dripping. Three General Linear Models and Stepwise process (p<0.05) were used to analyse the effects of methods and time of acclimation and of differents waters for diluition on survival. The survival rates were higher than 90% in directs shocks in salinities equal or above 10‰. In gradual diluition the oligohalin water had the best survival rate. In dripping only the time of acclimation had a significant effect on survival rate.Gills histologic studies of the PL10 showed short primary filaments and rare secundary filaments. The PL16 had primary elongated filaments and secundary filaments reaching over the prolongament of the primary filament. The APS method showed a negative result and the Alcian Blue method showed positive reaction to acidglicoproteins and acidglicosaminoglicans in all postlarvae gills. The acclimation did not change the morphology of branchiae. Recommended time to acclimation of L. vannamei to freshwater was 48h by dripping and can be started at the PL10 stage.

KEY WORDS: Low salinity, acclimation, Litopenaeus vannamei, Penaeidae, gills.
Introdução

O cultivo de camarão marinho em águas de baixas salinidades provenientes de poços em regiões distantes do litoral é um agronegócio crescente em muitas áreas do mundo (Jory et al., 2003; Saoud et al., 2003, Gong et al. 2004). 

A aclimatação é um processo biológico indispensável para o sucesso do cultivo em águas interiores. As pós-larvas (PLs) de camarão são comercializadas e enviadas das larviculturas para as fazendas em águas com salinidades geralmente superiores a 20‰. Logo, os carcinicultores de águas interiores têm de aclimatar estas pós-larvas para a água do local antes de povoar seus viveiros. 

Resultados de aclimatações com águas oceânicas não podem ser extrapolados para a sobrevivência do camarão em águas não oceânicas (Saoud et al., 2003). Ao contrário da água do mar a constituição iônica das águas interiores varia consideravelmente. O tipo de solo, por exemplo, influencia nos valores de dureza e alcalinidade, já que ambos os parâmetros derivam principalmente da dissolução do calcário contido nos solos (Boyd, 2001).
O camarão marinho cultivado em baixa salinidade retira os minerais necessários para sua osmorregulação da água e da alimentação (Valença e Mendes, 2004, Gong et al., 2004). Os órgãos responsáveis pela osmorregulação são, principalmente, as brânquias, a glândula antenal e o intestino (Mantel e Farmer, 1983). O estágio de desenvolvimento das brânquias tem sido citado como um importante fator para a aclimatação de L. vannamei à água doce (Wyk et al., 1999). 

Os objetivos deste trabalho foram avaliar se diferentes métodos, tempos e origem da água afetariam a sobrevivência das PLs do camarão marinho à aclimatação, e o estudo histológico e histoquímico comparativo de brânquias das PLs de L. vannamei utilizadas nesta pesquisa. 

MATERIAL E MÉTODOS

No início dos experimentos, as PLs estavam no estágio de PL10, apresentando peso médio de 0,0038g  e comprimento total médio (do rostrum ao telson) de 8,0 mm (n=30). A pesagem foi feita em balança digital Mettler AE 260, com precisão de 0,0001g, e o comprimento medido com régua milimetrada.

Os parâmetros da água foram medidos no início e no final dos experimentos: a temperatura e o oxigênio através de um oxímetro YSI Model 55, o pH, amônia, nitrito, cloro (Cl-) e a dureza total por testes colorimétrico e titulométricos simplificados. A salinidade foi monitorada diariamente através de refratômetro Model ABMTC (0-100‰) e precisão de 1‰. 

Para diluição das salinidades foram utilizadas águas com características físico-químicas distintas no intuito de avaliar sua influência na aclimatação dos camarões. Estas águas foram de diferentes origens: uma de um poço artesiano localizado em Candeias - Jaboatão – PE, e outra de riacho em Carpina – PE (Tabela 1). Os testes iniciais de salinidade das águas (Candeias e Carpina) foram executados no Laboratório Químico do Departamento de Oceanografia da UFPE através do método de “Mohr-Knudsen”, descrito por Strickland e Parsons (1965), enquanto a verificação desse parâmetro durante a pesquisa foi feita com refratômetro manual.

Tabela 1: Parâmetros físico-químicos das águas utilizadas para diluição das salinidades. Table 1: Physical-chemical parameters of the waters used to salinities diluition.

	Água
	Dureza total

(ppm* CaCO3)
	Cloro

(ppm* Cl-)
	Salinidade (‰)

	Candeias
	240
	52
	0,05

	Carpina
	420
	428
	1,16


*- partes por milhão.

Para realização da pesquisa foram realizados 3 experimentos. O primeiro (choque direto) consistiu em passar as PLs da salinidade em que se encontravam na larvicultura (31‰) diretamente para as salinidades experimentais e, após 24h, contar o número de indivíduos sobreviventes determinando-se então até quais salinidades as pós-larvas suportaram uma modificação brusca. 

Este experimento utilizou 9 salinidades: 31 ‰ (controle), 25 ‰, 20 ‰, 15‰, 10 ‰, 5 ‰, 2,5 ‰, 1,25 ‰ e 0,05 ‰, sendo cada salinidade um tratamento, todos com 3 repetições cada, totalizando 27 unidades experimentais. A densidade utilizada foi de 50 PLs/L. Os recipientes utilizados foram de vidro transparente com capacidade de 1,5L, porém o volume útil foi 1L. A aeração foi fornecida individualmente através de mangueiras de ar, este gerado por um soprador. Devido à curta duração deste experimento não foi fornecida alimentação nesta etapa. 

O segundo experimento consistiu de diminuições gradativas de salinidade até atingir as salinidades finais das águas utilizadas para diluição: 0,05‰ e 1,16‰. A salinidade foi baixada em 50% da salinidade anterior a cada 24h através da retirada de 50% do volume de água e posterior adição da água usada para diluição. As salinidades iniciais deste experimento foram baseadas nos melhores resultados do experimento anterior (choque direto), por isto o início dos tratamentos com 10‰ e 15‰. 

 A densidade e o volume de água foram os mesmos do tratamento anterior. Devido a maior duração do experimento foi fornecida alimentação, náuplios de Artemia recém-eclodidos, administrados duas vezes ao dia às 8h e16h. 

Após atingir a salinidade 0,05‰, utilizando água de Candeias, e 1,16‰, utilizando água de Carpina para diluição, os animais aclimatados foram mantidos nestas salinidades por 24h para só então proceder-se a contagem dos sobreviventes.

 O desenho experimental consistiu de cinco tratamentos com três repetições cada: tratamento 1: salinidade inicial 10‰ e água para diluição de Candeias (0,05‰); tratamento 2: salinidade inicial 10‰ e água para diluição de Carpina (1,16‰); tratamento 3: salinidade inicial 15‰ e água para diluição de Candeias (0,05‰); tratamento 4: salinidade inicial 15‰ e água para diluição de Carpina (1,16‰) e tratamento 5: controle mantido na salinidade 31‰.

No terceiro experimento utilizou-se a técnica de gotejamento que consistiu em colocar os camarões em um recipiente com água na salinidade 31‰, e ir gotejando a água da diluição, armazenada em outro recipiente, através de válvula de graduação para soro fisiológico (Equipo, Marca Biojet). 

 A vazão da água gotejada foi calculada de maneira que a salinidade foi sendo reduzida a 50% da salinidade anterior de acordo com os intervalos de tempos testados para cada tratamento: 24h, 36h e 48h. No tratamento controle, as PLs permaneceram na salinidade 31‰. Para cada tratamento foram feitas 3 repetições com a densidade inicial de 50PLs/L. Náuplios de Artemia sp. recém-eclodidos foram fornecidos 2 vezes ao dia (8h e 16h). Recipientes plásticos de 18L foram utilizados para a aclimatação. 


Para realização dos cortes histológicos e histoquímicos das brânquias 12 espécimes inteiros foram fixados de cada uma das seguintes amostras: PL10 na salinidade 31‰ e PL16 em 31‰ e em 0,05‰. 

As PLs16 em 0,05‰ foram retiradas das PLs aclimatadas pelo método de gotejamento por 48h, utilizando água de Candeias para diluição. A idade das PLs correspondia a 16 dias pois foram mantidas durante 3 dias na salinidade 0,05‰ para permitir eventuais mudanças morfológicas ou químicas.

Foram retiradas e fixadas as brânquias de 3 espécimes juvenis coletados em viveiros com salinidade 27‰, permitindo a comparação morfológica de brânquias totalmente desenvolvidas com as brânquias das PLs ainda em estágio inicial de desenvolvimento.

Foi usado o fixador químico composto de Davidson (25ml de formol, 5ml de ácido acético e 75ml de álcool etílico), proposto por Bell e Lightner (2000) para as PLs e as brânquias dos juvenis de L. vannamei. Os tempos de fixação foram 12 e 24h para as PLs e juvenis, respectivamente. Após lavagem e desidratação, as peças foram inseridas em parafina líquida. Os cortes foram feitos com 7 µm de espessura.

A estrutura e organização das brânquias foram analisadas através de duas técnicas: Tricrômico de Gomori e Hematoxilina-Eosina. 

Para detectar a presença de células produtoras de glicoproteínas e de glicosaminasglicanas, estas anteriormente conhecidas como mucopolissacarídeos (Junqueira e Carneiro, 1995), foram usadas 2 técnicas: Alcian Blue e APS (ácido periódico de Schiff).  As glicosaminasglicanas ácidas e as glicoproteínas ácidas reagem fortemente ao Azul de Alcian (Alcian Blue) com pH baixo. Já as neutras são identificadas pelo APS (Lison, 1960; Martoja e Martoja, 1967).

Usando estas técnicas histológicas e histoquímicas foi feita uma comparação entre as brânquias das PL10 em água salgada (31‰), e PL16 em água salgada (31‰) e em água doce (0,05‰).

Para avaliar as relações entre a sobrevivência, método de aclimatação, tempo de aclimatação e origem da água foram utilizados 3 Modelos Lineares Generalizados (GLM).

No experimento do choque direto para avaliar a relação entre a sobrevivência e a salinidade, foi utilizado o seguinte modelo:

Sob( = (1S0‰ + (2S1,25‰ + (3S2,5‰ + (4S5‰ + (5S10‰ + (6S15‰ +(7S20‰ + (8S25‰ +(9S31‰ + ei       

No experimento da diluição gradativa para avaliar a relação entre sobrevivência,  salinidade inicial e o tipo de água foi utilizado o seguinte modelo:

Sob( =  (1Can + (2Carp + (3Cont + (4S10‰ + (5S15‰ + (6S31‰ +(7CanS10‰ +(8CanS15‰ + (9CarpS10‰ + (10CarpS15‰ + ei

No experimento de gotejamento a sobrevivência, o tempo de aclimatação e a origem da água foram relacionados de acordo com o seguinte modelo:

Sob( =  (1Can + (2Carp + (3Cont + (4T24 + (5T36 + (6T48 + (7CanT24 +(8CanT36 + (9CandT48 + (10CarpT24 +(11CarpT36 + (12CarpT48 + ei
Nas equações acima: Sob – sobrevivência; ( - fator de transformação Box e Cox (Box e Cox, 1964); (1, (2, (3, (4, ... – parâmetros do modelo, S – salinidade, Can- água de Candeias, Carp – água de Carpina, Cont - água do controle (31‰); T – tempo de aclimatação; ei – erro associado a cada observação.

Nos referidos modelos as salinidades (S), os tempos de aclimatação (T) e a origem da água (Candeias, Carpina e Controle) utilizadas na diluição foram designadas como variáveis muda e para avaliar o significado de cada variável nos modelos utilizou-se o Processo de Stepwise (p < 0,05) (Mendes, 1999).

RESULTADOS e discussão

De acordo com a equação modelada para a sobrevivência de PLs de L. vannmaei  submetidas a choques diretos nas salinidades experimentais (Equação 1), nota-se que a variável que não entrou no modelo foi a salinidade 0‰, a sobrevivência ao choque direto nesta salinidade foi zero para as três repetições (Figura 1).

Sob = 6,6S1,25 + 27,3S2,5 + 80,0S5,0 + 99,3S10 + 96,0S15 + 96,6S20 + 98,6S25 +   96,0S31 

                (R2 = 98,90%)                 (Equação 1) 

O experimento de choque direto objetivou determinar qual a menor salinidade em que poderia ser iniciada a aclimatação por diluição gradativa ou gotejamento, diminuindo assim o tempo gasto com a aclimatação para água de baixa salinidade ou doce. Nas carciniculturas o procedimento utilizado costuma ser diluição gradativa da salinidade a partir de salinidades maiores ou iguais a 30‰, podendo levar até 10 dias para aclimatação a salinidades próximas de zero. 

Os resultados obtidos com o choque direto demonstram a possibilidade de iniciar a aclimatação de PL10 de L. vannamei a partir da salinidade 10‰. Nesta salinidade a sobrevivência das PLs foi de 99,3%. As pós-larvas não suportaram choques diretos em salinidades a partir de 2,5‰, onde a sobrevivência foi 27,3%, a partir daí baixando até 0% (Figura 1).
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Figura 1: Sobrevivência das pós-larvas de L. vannamei após 24h dos choques diretos a diferentes salinidades.

Figure 1: L. vannamei post-larvae survival after 24h from salinities shock treatments. 
Os resultados deste experimento foram próximos aos encontrados por Aquacop e Damez (1991) com PL de L. vannamei de 7mm (da base do rostrum a extremidade central do telson)  submetidas a choque direto da salinidade de 37‰ para 5‰, estes autores obtiveram sobrevivência de 90%, os melhores resultados encontrados provavelmente devido a contagem dos indivíduos sobreviventes ter sido feita logo após 2h do choque direto. No presente trabalho as PLs utilizadas estavam com 8mm de comprimento e a contagem dos indivíduos sobreviventes foi feita após 24h do choque direto.

Charmantier et al. (1988) observaram que a habilidade de osmorregulação aumenta progressivamente a partir dos estágios PL5-PL6 de Penaeus japonicus, a mais baixa salinidade tolerada por PL10 foi de 7‰ onde verificaram 50% de mortalidade após 24h de manutenção sem alimentação.

Tsuzuki, Cavalli e Bianchini (2000), verificaram através de transferências diretas de PL10 de Farfantepenaeus paulensis para baixas salinidades que a salinidade letal para 50% das PL10 após 96h de exposição a 25oC foi 11,4‰ e a 30 oC foi 14,4‰ .

Resultados semelhantes ao deste trabalho foram obtidos por Scarpa e Vaughan (1998) observando que PLs de L. vannamei sobrevivem a transferências diretas de 28-30‰  para 10‰ sem mortalidade e para salinidade 5‰ com 20% de mortalidade, mas nenhuma sobreviveu a transferência direta para 0‰ de salinidade. 

Estas diferenças na tolerância à redução de salinidade podem ser explicadas pela variação entre as características de cada espécie. A tolerância de L. vannamei a amplas faixas de salinidade já foi destacada em inúmeros trabalhos (McGraw e Scarpa, 2004). 
Ao se avaliar a sobrevivência, através de diluição gradativa, em função das diferentes salinidades iniciais no processo de diluição com águas de origens diferentes, obteve-se o seguinte modelo:

Sob = 34,5Candeias + 40,5Carpina + 42,66Controle      (R2 = 98,90%) (Equação 2)

As variáveis que não entraram no modelo foram às salinidades iniciais 10 e 15‰, assim como as interações entre as salinidades utilizadas e as águas de origens diferentes também não influenciaram na sobrevivência, e não entraram no modelo.

A sobrevivência foi significativamente diferente apenas no grupo controle (p < 0,05), onde a água utilizada foi mantida na salinidade 31‰. As outras sobrevivências foram significativamente iguais para todas as variáveis analisadas (p> 0,05) (Figura 2).
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Figura 2: Sobrevivência encontrada nas diluições gradativas utilizando águas de origem diferente e duas salinidades iniciais distintas. Can- água de Candeias, Carp – água de Carpina.

Figure 2: L. vannamei post-larvae survival  in gradual diluition treatments using water from different sources and two differents initial salinities. Can- water from Candeias, Carp – water from Carpina.

Neste trabalho foi observado o efeito sobre a sobrevivência de PL10 de L. vannamei da utilização de águas de origens diferentes para diluição que apresentavam diferenças marcantes nos parâmetros salinidade, clorinidade e dureza da água (Tabela 1).

As diferentes salinidades iniciais não exerceram influência sobre a sobrevivência, porém a origem das águas utilizadas para diluição influenciou. Segundo o modelo matemático proposto a água de Carpina comparada a de Candeias teve uma maior influência na sobrevivência (Figura 2, Equação 2). Isto ocorreu, provavelmente, porque a água de Carpina apresentava maior salinidade, clorinidade e dureza, caracterizando-se como uma água oligohalina, enquanto a de Candeias possuía características de água doce (salinidade <0,05‰, Esteves, 1988). 

Tsuzuki, Cavalli e Bianchini (2000) obtiveram sobrevivências maiores que 90% aclimatando durante 5 dias PL10 de F. paulensis da salinidade 30‰ até 2‰. Gaudy e Sloane (1981) conseguiram com um processo de aclimatação gradual, também de 5 dias de PL32 de Penaeus monodon e P. stylirostris,  de 35‰ para 2‰, taxas de sobrevivência de 62% e 73%, respectivamente.

Andrade et al. (1999) aclimataram PL2, PL12 e PL18 de L. vannamei da salinidade 31 até 0‰ com dois tempos de aclimatação 35h e 30m e 21h e 30m. As taxas de sobrevivência na aclimatação mais lenta foram 1,2% para PL2 e 98% para PL12, e na aclimatação mais rápida foram 0% para PL2, 89% para PL12, e em ambos os tempos de aclimatação a sobrevivência foi de 99% para PL18. 

É importante observar que o tempo de manutenção das PLs após aclimatação, para então proceder a contagem dos sobreviventes, foi de apenas 15h no trabalho anteriormente citado, tempo considerado insuficiente pela maioria dos autores para estabilização da sobrevivência. Ostrensky (1998), estudando o efeito de baixas salinidades em juvenis de P. paulensis e P. schmitti observou que praticamente todos os resultados apontaram para uma tendência de estabilização das curvas de sobrevivência dos camarões em um período de 24 a 30h. Zein-Eldin e Aldrich (1965) observaram que a tolerância à salinidade de P. aztecus durante 28 dias foi apenas ligeiramente menor que a observada em 24h. 

Os resultados das aclimatações com diluição gradativa foram melhores para aquelas utilizando água de Carpina (oligohalina), demonstrando a possibilidade de cultivo de L. vannamei em águas continentais oligohalinas.

Avaliando-se a sobrevivência em relação aos diferentes tempos de aclimatação e também em relação às duas águas de origens diferentes utilizadas para diluição, através do gotejamento, encontrou-se o seguinte modelo:

Sob = 35,3T24 + 41,5T36 + 44,0T48 – 13,3CandeiasT24     (R2 = 96,51%) (Equação 3)

Observou-se que apenas o tempo de aclimatação e a água de Candeias associadas ao tempo de 24h influenciaram nas sobrevivências, o tempo de aclimatação com maior sobrevivência foi o de 48h utilizando água de Carpina. O tempo de 24h utilizando água de Candeias foi o que apresentou sobrevivência mais baixa (Figura 3).
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Figura 3: Sobrevivências de PLs de L. vannamei para cada tempo de aclimatação por gotejamento. 

Figure 3: L. vannamei postlarvae survival for each acclimation time by dripping.

Wyk et al. (1999) observaram que as taxas de sobrevivência ficaram em torno de 70% no cultivo de L. vannamei por 150 a 168 dias a partir de PLs aclimatadas à salinidade de cultivo de 0,5‰ com fluxo contínuo de água doce no tanque de aclimatação, durante um período de 3 dias, 48h de aclimatação e 24h de descanso antes do transporte para os tanques de engorda. Neste trabalho não se utilizou fluxo contínuo de água como no citado acima, a partir de um volume inicial de água salgada foi se gotejando água doce até chegar em 1,16‰ (Carpina) e 0,05‰ (Candeias).

A vantagem do fluxo contínuo em relação ao método de gotejamento é manter a densidade de animais ideal, enquanto no gotejamento ao iniciar-se com um volume menor de água a densidade alta favorece o canibalismo. Hirono e Leslie (1992) observaram que a densidade das PLs, durante aclimatação a salinidades diferentes daquelas do ambiente, está relacionada a duração da aclimatação, utilizando densidades típicas usadas em larviculturas de 500 a 1000 PLs/L, e recomendam uma alimentação suplementar se a aclimatação durar mais que algumas horas. 

No entanto, Charmantier et al. (1988) estudando osmorregulação em PLs de P. japonicus através de choque direto manteve as PLs entre 24 – 96h nas salinidades experimentais sem alimentação, considerando este período de tempo curto para que o efeito da falta de alimentação pudesse interferir no efeito dos choques à salinidades diferentes. Porém, Charmantier-Daures et al. (1988) também estudaram osmorregulação em PL20-60 de P. japonicus e P. chinensis através de choques diretos a diferentes salinidades associadas a diferentes temperaturas, e constataram em seu trabalho uma incidência notável de canibalismo particularmente a 25oC (temperaturas usadas 10, 14, 18 e 25oC), nesta temperatura os camarões estavam muito ativos e agressivos, devorando os indivíduos recém-mudados.

Wyk et al. (1999) ressaltaram que as taxas de mudança de salinidade por unidade de tempo não devem ultrapassar 10% de mudança de salinidade por hora ou 50% de mudança da salinidade em 5 horas, se possível recomenda um período de 8 horas para cada 50% de mudança na salinidade. As taxas de mudança de salinidade (‰/hora), citadas pelos autores acima, foram semelhantes às taxas utilizadas neste trabalho no tempo de aclimatação de 48h com água de Candeias e nos tempos de 36 e 48h utilizando água de Carpina. 

No presente trabalho a sobrevivência manteve-se acima de 60% para todos os tratamentos testados (Figura 3).

Mendes e Pedreschi (1998) aclimataram juvenis de L. vannamei à água doce utilizando duas técnicas: choque direto e diminuição gradativa de salinidade, concluíram que os juvenis podem ser aclimatados diretamente a uma salinidade de 1,43‰ e a partir daí com decréscimos diários para 0,77‰, 0,63‰ e 0,09‰. Com este processo a sobrevivência foi de 90%, perfazendo um total de 3 dias para aclimatação total à água doce. 

 Andrade et al. (1999) conseguiram sobrevivências de 89% para PL12 e 99% para PL18, aclimatadas à água doce gradualmente, num processo cujo tempo de duração foi de 21 horas e 31 minutos. 

Mendes et al. (2006) aclimataram PL10 de L. vannamei à água doce com diferentes concentrações de cal hidratada para aumentar a dureza da água, porém o procedimento de aclimatação durou dez dias alcançando sobrevivências finais de 77,74% e 98,04%.  
Morfologicamente, as PL10 apresentaram em suas brânquias os eixos centrais (EC) em fase de desenvolvimento e raros filamentos primários (FP). Estes quando presentes eram curtos, surgindo primeiro na porção proximal. 

As PL16, tanto as da salinidade 31‰ quanto em 0,05‰, possuíam eixos centrais mais longos e vários filamentos primários que se estendiam por todo prolongamento dos eixos centrais, além de maior presença de vasos sanguíneos (V). 

Os filamentos primários das PL16 da salinidade 31‰, assim como daquelas de 0,05‰, não sofreram ramificações neste estágio de vida, apresentando sempre o aspecto de pequenos brotos ou protuberâncias. 

Os elementos celulares das brânquias de PL10, assim como de PL16 apresentaram-se negativos ao APS, isto evidenciado pela coloração clara. Ao reagir positivamente ao APS as células apresentam coloração escura. Observou-se claramente esta diferença através da coloração diferenciada dos elementos celulares das brânquias (B) quando comparados com células da mucosa digestiva (MD), que reagiram positivamente ao APS, apresentando coloração escura.  Para garantir a segurança da reação submetemos paralelamente, um corte histológico de jejuno-íleo de rato ao mesmo tratamento. Neste, como era de se esperar, apenas as células caliciformes do epitélio, reagiram positivamente.

Na presença do Alcian Blue com pH 2,5 as glicoproteínas ácidas e as glicosaminasglicanas ácidas reagiram positivamente. Nas PL10 e PL16 (31 e 0,05‰) observou-se uma reação fracamente positiva em 2 locais das brânquias: na superfície mais externa dos filamentos e em algumas células do seu interior, evidenciando a presença de concentração moderada de glicoproteínas e glicosaminaglicanas ácidas. Estas substâncias podem, eventualmente, desempenhar uma função de proteção ao epitélio.

A habilidade osmoregulatória em camarões Penaeidae está relacionada ao desenvolvimento das brânquias. Gilles (1982), Charmantier et al. (1988) e Aquacop e Damez (1991), comentam em seus trabalhos sobre a regulação iônica que ocorre ativamente nas brânquias a partir de PL5.

As PL10 apesar de apresentarem brânquias ainda pouco desenvolvidas quando comparadas as PL16 foram capazes de suportar a aclimatação por gotejamento realizada no período de 48h, o que contraria a afirmação de Wyk et al. (1999) onde recomendam que o processo de aclimatação seja iniciado com PL12, pois afirmam que PL10 ainda não apresenta brânquias suficientemente ramificadas para suportar a aclimatação. Entretanto, os autores acima citados, não apresentaram nenhuma comparação histológica para corroborar esta afirmação. McGraw e Scarpa (2004) também afirmaram que a idade das pós-larvas devido ao desenvolvimento das brânquias tem efeito significativo sobre a sobrevivência de PLs de L. vannamei aclimatadas de 24‰ para 1‰. 

Porém, Sá et al. (2005) ao analisarem o desempenho de PLs de L. vannamei  de diferentes idades PL10 e PL15 quando aclimatadas a água mesohalina, retirada do Poço “Juazeiro” pertencente a Universidade Federal Rural do Semi-Árido localizada em Mossoró (RN), não encontraram diferenças significativas na sobrevivência devido a idade. 

Talbot, Clark Jr. e Lawrence (1972) descreveram um tecido que recobre a cavidade branquial em larvas (a partir de protozoea 3) e PLs de P. aztecus, responsável pela regulação osmótica e iônica na ausência das brânquias (larvas), ou enquanto as brânquias ainda estão se desenvolvendo e não são capazes de realizar eficazmente estas funções. Os resultados destes autores concordam com o que foi encontrado neste trabalho, ou seja, PL10 já possui brânquias capazes de suportar o estresse osmótico e adequar seus gradientes de concentração internos permitindo a sobrevivência do animal.

Ao contrário do que era esperado nos resultados histoquímicos, não foram encontradas diferenças entre as PLs mantidas em água salgada e água doce. 

Os resultados positivos para Alcian Blue (pH 2,5) concordam com os de Foster e Howse (1978), estes submeteram adultos de P. aztecus, a choques diretos nas salinidades 2,5 e 59‰ por 1 a 4 h, logo após extraíram suas brânquias e fixaram, ao tratar os cortes de ambas as salinidades com Alcian Blue (pH 2,5) encontraram resultados positivos na superfície mais externa (cutícula) das brânquias.

Os resultados idênticos para análise da presença de células produtoras de glicoproteínas e de glicosaminasglicanas indicam que os animais aclimatados estavam em condições semelhantes daqueles mantidos em água salgada, o que parece ser mais uma evidência da condição eurihalina das PLs estudadas.

CONCLUSÕES

Os resultados deste trabalho demonstram a possibilidade de aclimatar PL10 de L. vannamei a salinidade das fontes de água estudadas com taxas de sobrevivência maiores ou iguais a 80%. A metodologia mais adequada e recomendada, de acordo com os resultados deste trabalho para aclimatação de pós-larvas, foi a do gotejamento com tempo de aclimatação de 48h.
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