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RESUMO

O monitoramento actstico passivo ou “PAM” (sigla utilizada do inglés “Passive Acoustic
Monitoring”) é uma ferramenta amplamente utilizada para detecgdo sonora e avaliagdo do
comportamento de diversas espécies aquaticas. Os crustaceos apresentam diversos mecanismos
para emissdo de sons, normalmente associados a situacdes ou comportamentos especificos. Nos
camard@es, a emissao de som ocorre através do choque entre as mandibulas durante a ingestao de
alimento, gerando um som de “clique” que permite a associagdo com a atividade alimentar dos
animais. Neste sentido, 0 PAM vem sendo utilizado para o desenvolvimento de alimentadores
automatizados na criagdo comercial, assim como representa uma alternativa ndo invasiva para
estudar o comportamento alimentar de camardes em condicGes laboratoriais. No Capitulo | da
presente Tese, & apresentada uma revisdo das aplicagdes do PAM para avaliacdo do
comportamento alimentar de camarfes em laboratério, aléem da introducgéo de conceitos, termos
e metodologias gerais no ambito da bioacustica. Dentre as principais contribuicdes da aplicagdo
de PAM em estudos laboratoriais com camardes, pode-se destacar: a caracterizagdo acustica de
cliques e estrutura mandibular associada a sua emisséo para diferentes espécies; detectar variagdes
em parametros acusticos de cliques em funcdo do tamanho dos animais, textura e tamanho dos
péletes de racdo; e ainda analisar efeitos no comportamento alimentar causados pelo tamanho dos
camar@es, densidade de estocagem e caracteristicas especificas de dietas artificiais (textura,
formulaces, aditivos e tamanhos de pélete). Nos Capitulos seguintes, sdo apresentados dois
estudos de caso relacionados a aplicagdo de PAM para caracterizagdo de cliques e anélise do
comportamento alimentar de Litopenaeus vannamei. No Capitulo I1, foram investigados os efeitos
do ciclo de muda (ecdise) nas caracteristicas acusticas dos cliques emitidos durante a atividade
alimentar. Os estagios de p6s-muda e intermuda afetaram as caracteristicas acusticas dos cliques,
com menor energia maxima (dB) dos cliques emitidos por camarfes na pds-muda provavelmente
associada a menor espessura da cuticula mandibular observada neste estagio. J& no Capitulo IlI,
foram utilizadas diferentes frequéncias alimentares (uma, duas, quatro e oito vezes ao dia) para
avaliar o comportamento alimentar dos camardes. Os resultados indicaram uma maior atividade
acustica e consumo de racdo em grupos de camardes alimentados mais vezes ao dia, com destaque
para frequéncia alimentar de oito vezes. Os resultados da presente Tese ressaltam as contribui¢des
do uso PAM como uma metodologia etoldgica eficiente para aprimorar nosso conhecimento sobre

0 comportamento alimentar de camardes em laboratério.

Palavras-chave: bioacustica; etologia; crustaceos; cliques; ecdise; frequéncia alimentar.



ABSTRACT

Passive acoustic monitoring (PAM) is a widely used tool for sound detection and assessing
behavior of various aquatic species. Crustaceans have different mechanisms for emitting sounds,
usually associated with specific situations or behaviors. The sound emission in shrimp occurs by
the collision of their mandibles during food ingestion, generating a "click” sound that allows the
association with the feeding activity. Therefore, PAM has been used to develop automated feeders
in commercial farming, as well as represents a non-invasive alternative for studying shrimp
feeding behavior in laboratory conditions. The Chapter | of this Thesis presents a review of the
applications of PAM for evaluating shrimp feeding behavior in the laboratory, as well as
introducing general concepts, terms and methodologies used in bioacoustics. Among the main
contributions of PAM in laboratory studies with shrimp, the following can be highlighted: the
acoustic characterization of clicks and mandibular structure associated with their emission for
different species; detecting variations in acoustic parameters of clicks according to animal size,
texture and size of feed pellets; and analyzing the effects on feeding behavior caused by shrimp
size, stocking density and specific diet characteristics (texture, formulations, additives and pellet
sizes). The following chapters present two case studies related to the application of PAM to click
characterization and feeding behavior analysis for Litopenaeus vannamei. In Chapter I, the
effects of the molting cycle (ecdysis) on the acoustic characteristics of clicks emitted during
feeding activity were investigated. The post-molt and intermolt stages affected the acoustic
characteristics of the clicks, with lower maximum energy (dB) of clicks emitted by shrimp in the
post-molt stage probably associated with the lower thickness of the mandibular cuticle observed
to this stage. In Chapter I1l, different feeding frequencies (once, twice, four and eight times a day)
were used to evaluate shrimp feeding behavior. The results indicated a greater acoustic activity
and feed consumption in shrimp groups fed more times a day, especially at the feeding frequency
of eight times a day. The results of this Thesis highlight the contributions of using PAM as an
efficient ethological methodology to help improving our knowledge on the shrimp feeding

behavior in laboratory conditions.

Keywords: bioacoustics; ethology; crustaceans; clicks; ecdysis; feeding frequency.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

O presente documento consiste na Tese Académica Inédita, necesséria para
promocdo de carreira a Classe E, denominada de Professor Titular do Magistério
Superior, junto ao Departamento de Pesca e Aquicultura (DEPAQ) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), conforme consta nas Resolugdes NO°s
086/2014, 120/2018, 009/2019 e 065/2020 do Conselho Universitario da UFRPE. Em
conformidade com estas resolucdes, foi concluida a primeira etapa de aprovacdo do
Relatério de Desempenho (Processo n.° 23082.029333/2023-58) pela Comissédo de
Avaliacdo do Relatério de Desempenho Académico, designada por esta Reitoria
através das Portarias N° 1.169/2019-GR e 962/2022-GR. Assim, este documento
representa a segunda etapa da avaliacdo para fins de Promocao para Professor Titular,
que se refere a elaboracdo e defesa de Memorial Descritivo Analitico ou Tese Inédita.

A presente Tese intitulada “Aplicacdes do monitoramento acustico passivo na
avaliagdo do comportamento alimentar de camardes” traz informagdes sobre uma linha
de pesquisa recente na area de Aquicultura, que venho desenvolvendo com a equipe do
Laboratorio de Tecnologia de Aquicultura - LTA (DEPAQ/UFRPE), e com parcerias
feitas durante o pds-doutorado na Universidade de Auburn, EUA. Apesar de ter
trabalhado com diferentes temas relacionados a carcinicultura ao longo de minha
carreira académica, a atuacdo em pesquisas na area de bioacUstica aplicada no
comportamento alimentar de camardes ocorreu a partir de 2017. Entretanto, o contato
inicial com a bioacUstica se deu atraveés de uma outra espécie de crustaceo. Naquele
ano, o Prof. Dr. Paulo Travassos (DEPAQ/UFRPE) que coordenava o projeto
“Monitoramento de atividades bioldgicas e antropicas utilizando a acustica passiva em
ecossistemas costeiros marinhos” (CNPQ- 459456/2014-8), nos solicitou a estrutura
laboratorial para realizar testes acusticos com lagostas espinhosas vermelha (Panulirus
meripurpuratus) e verde (Panulirus laevicauda), com objetivo de caracterizar 0s sons
emitidos por estas espécies, como referéncias para sua deteccdo em pesquisas de
campo. Assim, desenvolvemos em conjunto um estudo que, aléem de analisar as
carateristicas acusticas de sons tipo “raspado” emitidos por ambas as espécies, utilizou
microscopia eletrénica de varredura para descrever as estruturas envolvidas nesta
emissdo (HAMILTON et al., 2019). Nessa mesma época, surgiu a curiosidade em
conhecer mais aprofundadamente sobre o monitoramento acustico passivo (ou “PAM’

sigla utilizada do inglés “Passive Acoustic Monitoring”), além da possibilidade de
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aplicacdo desta ferramenta em estudos com camardes, 0S quais habitualmente
utilizavamos em diversas pesquisas no laboratdrio.

Embora tivesse conhecimento do uso de alimentadores automaticos baseados
em acustica, cuja tecnologia foi inicialmente desenvolvida junto ao “Commonwealth
Science and Industrial Research Organisation” (CSIRO), Austrélia, onde realizei
doutorado sanduiche em 2003-2004, ndo tinha maiores informacbes sobre 0s
mecanismos envolvidos na emissao de som por camardes, tdo pouco sobre pesquisas
relacionadas a este tema. Assim, foi com surpresa que constatei no ano de 2018 que 0s
Unicos artigos com caracterizacdo acustica do som de “clique” emitido por camardes e
sua aplicacdo em inteligéncia artificial na carcinicultura, tinham sido realizados com
Penaeus monodon pelos cientistas do CSIRO (SMITH e TABRETT, 2013; SMITH e
SHAHRIAR, 2013). As pesquisas com Litopenaeus vannamei, espécie mais cultiva no
mundo, estavam restritas a comparacgdes entre o emprego de alimentadores automaticos
acusticos AQ1 (AQ1 Systems, Tasmania, Australia) com outros métodos de manejo
alimentar utilizados na criacdo de camarbes (NAPAUMPAIPOM et al., 2013;
JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et al., 2019 a,b). Muitas destas pesquisas
estavam sendo realizadas pela equipe do Dr. Allen Davis da Universidade de Auburn,
Alabama, EUA, que na época contavam com quatro alimentadores AQ1 instalados no
conjunto de 16 viveiros de pesquisa (0,1 ha) na estacdo de pesquisa “Claude Peteet
Mariculture Center - CPMC” (JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et al., 2019 a,b).
Entretanto, apesar das pesquisas realizadas com tais alimentadores acusticos trazerem
contribuicbes importantes sobre o manejo alimentar, desempenho zootécnico e
produtividade na criacdo de camardes, as informacBes sobre os dados acusticos
associados ao comportamento alimentar ndo sdo disponibilizadas pelos fabricantes.

Neste sentido, no final de 2018 publicamos o primeiro estudo com a
caracterizacdo acustica e descricdo do mecanismo de emissdo de som para L. vannamei
(SILVA et al., 2019). Este estudo foi apresentado em marco de 2019 no Congresso
“Aquaculture America 2019” em New Orleans, EUA, na sessdo de nutricdo de
camardes que foi coordenada pelo Dr. Davis (PEIXOTO et al., 2019). Naquela ocasiéo,
planejamos com o Dr. Davis a possibilidade de realizar o pés-doutorado na
Universidade de Auburn, focando aplicagdo de PAM em pesquisas com L. vannamei
em laboratério. No mesmo ano, fui selecionado como Professor Visitante no Exterior
Sénior pelo Programa CAPES-PRINT-UFRPE, e, juntamente com a Profa. Dra.
Roberta Soares (DEPAQ/UFRPE), realizamos o pds-doutorado no periodo de agosto de
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2019 a marco de 2021. Durante este periodo na Universidade de Auburn, tivemos a
oportunidade de aprofundar nossos estudos sobre bioacustica e adquirir novos
equipamentos necessarios para realizacdo de pesquisas com PAM em laboratorio.
Assim, foram realizados diversos estudos utilizando PAM na avaliagdo do
comportamento alimentar de L. vannamei nas instalagdes laboratoriais da Universidade
de Auburn (PEIXOTO et al., 2020a,b; SOARES et al 2021a,b; HUSSAIN et al., 2021;
HUSSAIN et al., 2022; PEIXOTO et al., 2022; REIS et al., 2023; TABBARA et al.,
2024). Entretanto, as pesquisas da equipe do Dr. Davis, também seguiram focando em
experimentos de larga escala com uso de alimentadores AQ1, que atualmente estéo
instalados nos 16 viveiros da estacdo de pesquisa CPMC na Universidade de Auburn
(REIS et al., 2020,2021; WALSH et al., 2022; STREBEL et al., 2023; REIS et al.,
2023). Ja4 na UFRPE, continuamos coordenando pesquisas com PAM relacionadas a
caracterizagdo acustica de Macrobrachium rosenbergii (HAMILTON et al., 2021),
entre outras aplicagdes no comportamento alimentar de L. vannamei (COSTA FILHO
et al., 2023; NEVES et al., 2023; MOREIRA et al., 2023; HAMILTON et al., 2023,
2024).

O periodo brevemente relatado acima, foi marcado pela superacéo de diversos
desafios e intenso aprendizado para o desenvolvimento de pesquisas em uma area
relativamente nova na carcinicultura mundial, fato que nos traz grande motivacdo na
busca por conhecimento e elaboracdo desta Tese. Em muitos casos, e até hoje, surgiram
mais perguntas do que respostas relacionadas a aplicacdo de PAM na avali¢do da
atividade alimentar de camarfes, e estamos descobrindo aos poucos o verdadeiro
potencial desta ferramenta acustica. Atualmente, a bioacustica se soma a outros ramos
da ciéncia que contribuem com o desenvolvimento da carcinicultura, tais como nutrigéo,
etologia, fisiologia, bioquimica, quimica e microbiologia. Entretanto, o0 emprego da
bioacustica e interpretacdo de seus resultados passa pelo entendimento das
peculiaridades inerentes as diferentes espécies e sistemas aquicolas, assim como o
conhecimento de outras ciéncias correlatas importantes no ambito das pesquisas em
carcinicultura. Desta forma, a presente Tese busca reunir informagdes que facilitem o
entendimento de aspectos basicos na area de bioacustica e, consequentemente, seu
emprego para avaliagdo do comportamento alimentar de camardes em condic¢des de
laboratorio.

No Capitulo I, é apresentada uma revisdo das diferentes aplicacbes do PAM

direcionadas exclusivamente para avaliacdo do comportamento alimentar de camardes
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em laboratorio. Inicialmente, foi feita uma descricdo de conceitos, termos e metodologias
gerais importantes no &mbito da bioacustica. Esta descric¢do visa facilitar o entendimento
da caracterizacgdo acustica, metodologias especificas e principais utilizacbes de PAM em
pesquisas com camardes. Ao final deste Capitulo, foram sugeridas algumas perspectivas
futuras para estudos laboratoriais com PAM. Nos Capitulos Il e 1, sdo apresentados
estudos de caso relacionados a aplicagdo de PAM para caracterizagcdo de cliques e
comportamento alimentar de L. vannamei, respectivamente. No Capitulo II, foram
investigados os efeitos do ciclo de muda (ecdise) nas caracteristicas acusticas dos cliques
emitidos durante a atividade alimentar dos camardes. Neste estudo, 0s parametros
acusticos e espessura cuticular da mandibula foram comparados em camardes nas fases
de p6s-muda (cuticula macia) e intermuda (cuticula rigida). J& no Capitulo 111, foram
utilizadas diferentes frequéncias alimentares (uma, duas, quatro e oito vezes ao dia) para
avaliar o comportamento alimentar dos camardes. O consumo alimentar dos grupos de
camardes também foi avaliado ao final do periodo de alimentacdo e monitoramento
acustico. Por ultimo, as principais conclusdes e recomendacdes de futuros estudos foram

reunidas nas consideracgdes finais da Tese.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais
Explorar as aplicacbes do monitoramento acuUstico passivo na avaliacdo do

comportamento alimentar de camardes em ambiente de laboratorio.

2.2. Objetivos especificos
Os seguintes objetivos especificos foram propostos na presente Tese:
- Apresentar conceitos e termos gerais importantes em estudos com bioacustica;
- Descrever equipamentos e metodos basicos utilizados para gravacbes e andlises
acusticas em estudos com camaroes;
- Detalhar o mecanismo de emissao de som de camardes;
- Reunir informac6es atualizadas sobre a caracterizagdo acustica do som emitido;
- Revisar o conhecimento atual sobre as aplicacOes e fatores interferentes na avaliagcdo
acustica do comportamento alimentar;
- Apresentar um estudo de caso sobre o efeito do ciclo de muda nos parametros acusticos
do som emitido por L. vannamei;

- Apresentar um estudo de caso sobre o comportamento alimentar de L. vannamei
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submetido a diferentes frequéncias de alimentacéo;
- Contribuir com sugestdes sobre lacunas no conhecimento e futuros estudos com

monitoramento acustico passivo na carcinicultura.
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Resumo

A bioacustica, em especial os estudos com monitoramento acustico passivo (PAM),
somam-se atualmente a outras metodologias etoldgicas ndo invasivas para auxiliar na
construcdo do conhecimento sobre o comportamento alimentar de camarGes em
laboratério. A presente revisao busca reunir os avangos recentes e as diferentes aplicagdes
do PAM direcionadas exclusivamente para avaliagdo do comportamento alimentar de
camarfes em laboratério. Uma descri¢cdo de conceitos, termos e metodologias gerais
importantes no ambito da bioacustica foi realizada com o objetivo de facilitar o
entendimento da caracterizagdo acustica, metodologias especificas e principais
utilizagdes de PAM em pesquisas com camardes. Dentre as principais contribui¢des da
aplicacdo de PAM em estudos laboratoriais com camardes, até o presente, pode-se
destacar: a caracterizacdo acustica de cliques e estrutura mandibular associada a sua
emissdo para diferentes espécies; variacdes em parametros acusticos de cliques em funcéao
do tamanho dos animais, textura e tamanho dos péletes de racdo; e efeitos no
comportamento alimentar causados pelo tamanho dos camardes, densidade de estocagem
e caracteristicas especificas de dietas artificiais (textura, formulac@es, aditivos e tamanhos
de pélete). Ao final foram sugeridas algumas perspectivas futuras para estudos
laboratoriais com PAM. A reviséo ressalta a contribui¢cdo do uso PAM que, aliada a outras
metodologias etoldgicas, surge como uma nova ferramenta para pesquisas

comportamentais com camardes visando o desenvolvimento da carcinicultura.
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1. Introducgéo

A carcinicultura tem destaque no comércio e economia global com uma producéo
anual aproximada de 11 milhdes de toneladas, o que representa mais do que o dobro da
producdo de crustaceos oriunda da pesca. Em particular, o camardo marinho Litopenaeus
vannamei domina a producdo mundial com aproximadamente 6 milhdes de toneladas
produzidas anualmente, representando mais de 50% da producdo total de crustaceos e
mais 80% da producdo de camarbes (FAO, 2022). A alimentacdo artificial é
reconhecidamente o maior custo variavel nos sistemas de producdo de camardo (REGO
et al., 2017; NUNES et al., 2022). Na carcinicultura moderna, o conhecimento sobre o
comportamento alimentar dos camardes € um passo fundamental no desenvolvimento de
dietas eficientes e otimizacdo de protocolos de manejo alimentar, resultando em maltiplos
beneficios nos sistemas de criacdo. No entanto, estudar este comportamento dos camardes
é uma tarefa desafiadora sob varios aspectos. O habito bentdnico e a localizagéo ventral
do aparato bucal dificultam a observacédo da ingestdo de alimento, cujo consumo efetivo
pode ainda depender de uma vasta gama de fatores ambientais, fisiologicos e
intraespecificos. Além disso, as condi¢fes de baixa transparéncia da agua e distribuicéo
dos camarbes podem tornar impraticaveis a visualizacdo e rastreamento da atividade
alimentar em sistemas de criacdo. Diferentes estratégias utilizadas em estudos etoldgicos
foram revisadas por Bardera et al. (2019), as quais normalmente incluem métodos de
observacao visual direta, analises de gravacGes de video ou visdo computacional para
avaliar o comportamento alimentar de camardes (isolados ou em grupo) usando aquarios
de vidro ou tanques transltcidos especialmente concebidos em laboratério.

O monitoramento acustico passivo ou “PAM” (sigla utilizada do inglés “Passive
Acoustic Monitoring”), ha muito tempo € uma importante ferramenta em estudos sobre
comportamento de espécies aquaticas, principalmente de cetaceos (ZIMMER, 2011;
FILICIOTTO e BUSCAINO, 2017), vem sendo recentemente aplicado nas areas de
piscicultura (BEGOUT et al., 2012; LI et al., 2020; LIU et al., 2022; LI et al., 2024) e
carcinicultura (DE TAILLY etal., 2021; Ll etal., 2021; REISetal., 2022; LI et al., 2024).
A énfase é direcionada principalmente pelo potencial desta ferramenta para a avaliagao
do comportamento alimentar e desenvolvimento de alimentadores automatizados
baseados em acustica para espécies aquicolas. Estes sistemas de alimentacdo automatica
estdio em ampla expansdo, contribuindo com o manejo alimentar e desempenho
zootécnico na criacdo de camarBes. Porém, as informagGes acusticas relativas as

atividades alimentares processadas por seus algoritmos séo protegidas pela industria, e
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ndo sao disponibilizadas mesmo em pesquisas que utilizaram tais sistemas acusticos em
larga escala (NAPAUMPAIPOM et al., 2013; JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et
al., 2019a,b; REIS et al., 2020,2021; WALSH et al., 2022; STREBEL et al., 2023; REIS
et al., 2023). Paralelamente, o uso de PAM tornou-se uma importante alternativa ndo
invasiva para estudar o comportamento alimentar de camardes marinhos (L. vannamei e
Penaeus monodon) e de &gua doce (Macrobrachium rosenbergii) em condigdes
laboratoriais, uma vez que suas mandibulas emitem sons caracteristicos durante a
ingestdo de alimento (SMITH e TABRETT, 2013; SILVA et al., 2019; PEIXOTO et al.,
2020a,b; SOARES et al., 2021a,b; HAMILTON et al., 2021; PEIXOTO et al., 2022;
HAMILTON et al., 2023; TABBARA et al., 2024).

Esta revisdo esta focada nas diferentes aplicacdes do PAM para avaliacdo do
comportamento alimentar de camarGes em condicBes de laboratdrio, agregando também
informacdes recentes sobre formas de registro, caracterizac¢ao e interpretagdo dos sinais
acusticos emitidos durante a alimentagdo. Inicialmente, é feita uma breve descricdo de
conceitos e termos importantes no ambito da bioacUstica e PAM, assim como de
equipamentos e métodos basicos utilizados para gravacGes e andlises acusticas.
Posteriormente, sdo abordados detalhadamente os aspectos relativos ao mecanismo de
emissdo de som, caracterizacao acustica e metodologias especificas em estudos de PAM
com camar@es. Em sequéncia, sdo apresentados e discutidos 0s conhecimentos atuais
sobre as principais aplicacbes e fatores interferentes na avaliagio de PAM no
comportamento alimentar. Finalmente, sdo sugeridas algumas questdes-chave, para as
quais estudos laboratoriais com PAM poderiam contribuir com o conhecimento sobre
comportamentos alimentares, assim como de forma mais abrangente para a otimizagédo
do manejo alimentar e equipamentos automatizados com base acustica na criacdo de

camaroes.

2. Bioacustica e monitoramento acustico passivo

A bioacustica é um ramo da zoologia fortemente relacionado a etologia, incluindo
outras ciéncias como a ecologia, fisiologia e biofisica, e que investiga a producgéo e
recepcdo de som pelos animais, assim como seu papel para a comunicacdo intra e
interespecifica (OBRIST et al., 2010). O seu desenvolvimento como ciéncia ocorreu de
forma mais efetiva a partir dos anos 50, quando limitagdes tecnologicas comegaram a ser
vencidas, disponibilizando métodos mais préaticos de registro e analise acUstica para a

comunidade cientifica. O progresso de tecnologias eletrénicas e informatica, aliados a
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miniaturizagdo dos equipamentos, transformaram a maneira como 0s sons podem ser
gravados, armazenados e analisados. Como consequéncia, a bioacuUstica passou a ser
amplamente aplicada a grupos taxonémicos bem conhecidos por serem acusticamente
ativos, tanto em meio terrestre como no aquético (e.g. aves, anuros e mamiferos).
Entretanto, atualmente sua aplicacdo também vem sendo realizada em grupos que,
embora sejam menos conhecidos acusticamente, sdo ricos em espécies como no caso dos
crustaceos. Estudos de bioacustica com espécies de crustaceos, tanto direcionados a
populacdes em ambientes naturais (COQUEREAU et al., 2016; POPPER e HAWKINS,
2018; SOLE et al., 2023; RADFORD e STANLEY, 2023) como em sistemas de criacio
(DE TAILLY etal., 2021; Ll etal., 2021; REIS et al., 2022; LI et al., 2024), estdo abrindo
novos horizontes para o conhecimento do comportamento destes animais e
desenvolvimento tecnoldgico da carcinicultura.

O som consiste em ondas de pressao oscilatorias que se propagam em velocidades
relacionadas ao meio, sendo cerca de cinco vezes mais veloz na agua (1484 m/s a 20°C)
do que no ar (343 m/s a 20°C) (OBRIST et al., 2010). Além disso, a energia acustica no
meio aquatico, propaga-se de forma mais eficiente do que outras formas de energia
severamente atenuadas na agua (e.g. eletromagnética, térmica, luminosa) (OBRIST et al.,
2010; BEGOUT et al., 2012; GHANI e ISA, 2015). Fato que explica a sua utiliza¢do por
diversos organismos para desempenhar fungdes associadas ao seu ciclo de vida, tais como
comunicacdo, navegacao, prevencao contra predadores e deteccao de presas. Igualmente,
aspectos como localizagdo, movimentagéo, interacdo social, densidade populacional,
entre outros relativos a vida animal aquéatica, também podem ser estudados através da
utilizacdo de técnicas acusticas (AU e HASTINGS, 2008). Neste contexto, o
monitoramento acustico passivo (PAM) envolve apenas recepcdo dos sons de diferentes
origens em ambientes aquaticos, nao incluindo a sua emissdo como no caso da acustica
ativa (e.g. ecossondas). Algumas terminologias basicas da area de acustica e relevantes

no ambito desta revisdo sdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Glossario de termos gerais relativos a area de acustica e ao processo de emissdo
de cliques de camarBes com importancia para 0 monitoramento acustico passivo da
atividade alimentar em laboratdrio.

Termo Defini¢des / comentarios

Acustica geral *
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Amplitude do som

Diferenca entre a pressdo de pico (corresponde ao pico da onda
sonora) e a pressdo ambiente. Proporcional & intensidade do som.

Comprimento de onda

Periodo de uma onda sonora (distancia na qual a forma da onda se
repete) e inversamente proporcional a frequéncia.

Espectrograma

Representacdo visual do som, que mostra a sua frequéncia e a
intensidade ao longo do tempo. Usado para caracterizar os parametros
acusticos dos cliques, deteccdo e analises computacionais.

Frequéncia de Nyquist

Frequéncia mais elevada que pode ser digitalizada sem introducéo de
artefatos. Corresponde a metade da taxa de amostragem do dispositivo
de digitalizacdo (gravacao).

Frequéncia do som

NUmero de ciclos de oscilagdo das ondas sonoras por unidade de
tempo. Os ciclos por segundo sdo medidos em Hertz (Hz) ou
Quilohertz (kHz = 1.000 Hz).

Infrasom

Sons abaixo de 20 Hz. Representa o limite inferior de som audivel por
humanos.

Intensidade do som

Quantidade de energia que a onda sonora transporta por unidade de
tempo por area (poténcia/area). Expressada em decibéis (dB).

Largura de banda

Abrangéncia total de frequéncias presentes no som emitido.

Oscilograma

Representacéo visual do som que mostra as alteragdes na amplitude ao
longo do tempo. Usado normalmente para analisar duragdo do clique.

Pico de frequéncia

Frequéncia dominante, que contém a energia sonora mais elevada.

Pressdo do som

Desvio da pressao local em relacdo a pressdo atmosférica ambiente
produzida pelas ondas sonoras. No meio aquatico é expressa como dB
re 1 pPa

Pulso sonoro

Fisicamente, um Unico pulso ininterrupto de ondas isolado no tempo
por uma reducdo significativa da amplitude.

Reverberacao

Fendmeno criado quando um som incide sobre superficie refletiva,
fazendo com que se prolongue mesmo apos interrupcdo na fonte de
origem.

Som

Ondas de pressédo longitudinais que viajam através de um meio como
oar (343 m/s a 20°C) ou a 4gua (1484 m/s a 20°C).

Som audivel

Definido como o som perceptivel pelo ser humano que vai de 20 Hz a
20 kHz.

Taxa de amostragem

NUmero de medicbes da amplitude por segundo ao digitalizar uma
onda sonora. Por exemplo, uma taxa de amostragem de 96 kHz resulta
em 96 mil amostras de medicdo da amplitude por segundo.

Ultrasom

Frequéncias sonoras acima de 20 kHz. Representa o limite superior de
som audivel por humanos.

AcuUstica de camardes**

Clique

Pulso sonoro emitido pela oclusdo mandibular de um camaréo durante
a atividade alimentar.

Duragdo do clique

Tempo de duragdo de um unico clique, medido do inicio ao fim do
pulso sonoro.
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Duracédo do trem Tempo de duracdo de sequéncia de cliques, medido do inicio do
primeiro clique até o final do ultimo clique.

Intervalo clique-a-cliqgue  Tempo entre dois cliques consecutivos (normalmente em trem),
medido entre o fim de um clique e o inicio do cligue consecutivo.

Raspado Som produzido por uma sequéncia de pulsos sonoros agrupados de
forma ininterrupta. Reportando apenas para M. rosenbergii

Taxa de cliques Numero de cliques emitidos, por um ou mais camardes, em intervalo
de tempo definido (e.g. cliques por minuto).

Trem Sequéncia de cliques produzida por um camardo, 0s quais apresentam

caracteristicas acusticas semelhantes e sdo separados por curto
intervalo de tempo (n&o suficiente para nova oclusdo mandibular).

* AU e HASTINGS, 2008; EVEREST e POHLMANN, 2009; OBRIST et al., 2010
** SMITH e TABRETT, 2013; SILVA et al., 2019; PEIXOTO et al., 2020b; HAMILTON et al.,
2021

Assim como uma paisagem reflete o que percebemos visualmente de um
ambiente, o termo “paisagem acustica” inclui todos os sons gerados pelos diferentes
elementos que compdem este ambiente. Tal paisagem acustica no meio aquatico, natural
ou artificial, pode conter sons emitidos pelos animais ali presentes, ruidos gerados por
fatores naturais (e.g. chuva, trovdes, ondas, etc.) e ruidos oriundos de acGes antrdpicas
(e.g. motores de embarcac@es, buzinas, equipamentos aquicolas, etc.). As propriedades
basicas do som referem-se a sua frequéncia minima e maxima (Hertz, Hz ou Quilohertz,
kHz), pico de frequéncia (onde a energia maxima do sinal esta concentrada), intensidade
(decibéis, dB) e duracdo (milissegundo, ms ou segundo, s). A frequéncia é expressa em
ciclos por segundo (Hz) e, apesar da audicdo humana estar limitada entre
aproximadamente 20 Hz até 20 kHz, a banda de frequéncia de emissdo de sons dos
animais podem prolongar-se abaixo (infrassons) ou acima (ultrassons) deste limite.

A notacdo decibel (dB) tem sido tradicionalmente utilizada para descrever a
intensidade e pressdo das ondas acuUsticas. A intensidade sonora € a energia que a onda
transporta por unidade de tempo por area (poténcia/area) quantificada em decibéis, uma
unidade de medida adimensional que compara a intensidade de um sinal a um nivel de
referéncia do limiar de audibilidade (0 dB) numa escala logaritmica de base 10 (logo).
Assim como a intensidade, o nivel de pressdo sonora (SPL) medido em decibéis, € outra
medida logaritmica da presséo efetiva de um som em relagdo a um valor de referéncia,
que no caso do meio aquatico ¢ de 1uPa, sendo expresso em “dB re 1 uPa”, onde “re”
refere-se a abreviagdo do termo “referéncia”. A utilizagdo destas razdes ¢ uma

conveniéncia na area de acustica, uma vez que expressar valores em decibéis é mais


https://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_medida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dimens%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Intensidade_(f%C3%ADsica)

27

conveniente e compreensivel em relagdo a forma como ouvimos a intensidade dos sons
(AU e HASTINGS, 2008; EVEREST e POHLMANN, 2009).

Sendo assim, para estudos com PAM, necessitamos de ferramentas de hardware
e software tecnicamente adequadas para realizar a captacao, gravacao e analise dos sons
que compBdem uma paisagem acustica, abrangendo amplas larguras de banda no ambiente

aquatico.

3. Equipamentos basicos para coleta e analise acustica

No meio aquéatico, o PAM utiliza tipicamente um conjunto de equipamentos
formado pelo hidrofone, equivalente ao microfone no ambiente aéreo, e gravador digital.
Os hidrofones sdo sensores, geralmente omnidirecionais, que transduzem o som
propagado na agua em sinal elétrico. Tais equipamentos possuem um elemento
piezoelétrico que produz uma corrente quando comprimido por ondas sonoras em
frequéncias que podem variar entre poucos Hz a mais de 200 kHz, dependendo de suas
especificacbes técnicas. Os gravadores digitais, por sua vez, registram o tempo e
intensidade (energia) dos sons detectados pelo hidrofone, permitindo através dos
processadores de sinal a conversdo (analdgico/digital) e reconstituicdo dos sinais
acusticos ao longo do tempo. Estes dados podem ser armazenados em discos rigidos ou
cartbes de memdria para analise futura ou serem processados em tempo real por
algoritmos computacionais.

O hidrofone e o gravador utilizados em estudos com PAM podem estar integrados
em um Unico equipamento autbnomo, que opera submerso por varios dias com auxilio de
uma bateria interna, como por exemplo o SoundTrap 300 da Ocean Instruments, Nova
Zelandia (Figura 1A). Porém, estes equipamentos também podem operar em separado,
onde apenas o hidrofone permanece submerso e se conecta através de cabo coaxial a um
gravador digital externo, o qual pode possuir diferentes canais que permitem a conexdo
de multiplos hidrofones. Como por exemplo no conjunto formado por até seis hidrofones
AS-1 da Aquarian Hydrophones, EUA e o gravador digital modelo F6 da ZOOM, EUA
(Figura 1B). Esta ultima alternativa pode ser uma solucdo mais adequada, e com menor
custo, para estudos com PAM realizados em corpos de agua artificiais (e.g. viveiros ou
tanques de aquicultura) com proximidade da margem ou estrutura de apoio para abrigar
o gravador. Ja ambientes aquaticos naturais (ou mesmo artificiais) de grandes dimensdes
tornam inviavel a conexao por cabo entre o hidrofone e o gravador digital, favorecendo

assim o uso de hidrofones autbnomos. Entretanto, outras situacfes especificas relativas a
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diferentes sistemas aquicolas (e.g. viveiros, tanques ou gaiolas) e aplica¢bes de estudos
com PAM, devem ser consideradas na escolha destes equipamentos em consonancia com

suas especificacdes técnicas.
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Figura 1. Equipamentos utilizados em testes de monitoramento acustico passivo
envolvendo caracterizacdo de cliques e comportamento alimentar de camardes em
laboratdrio. As fotos na parte superior mostram os equipamentos isolados, e na inferior
exemplos de sua aplicacdo. A) Equipamento autbnomo SoundTrap 300 (Ocean
Instruments, Nova Zelandia) e sua instalagdo junto ao fundo em ambiente natural. Fotos
do fabricante disponiveis em www.oceaninstruments.co.nz. B) Conjunto de
equipamentos formado por hidrofone AS-1 (Aquarian Hydrophones, EUA) e gravador
digital ZOOM F6 (ZOOM, EUA), a esquerda e direta, respectivamente, e exemplo de seu
uso com cinco hidrofones em aquarios com camardes. Fotos dos fabricantes disponiveis
em www.aquarianaudio.com (esquerda) e www.zoomcorp.com (direita), e foto abaixo de
arquivo pessoal.

Uma contribuicdo importante para estudos com bioacustica foi o desenvolvimento
de softwares e algoritmos especializados que facilitaram a analise (e.g. classificacéo e
detec¢do) dos sons presentes em uma paisagem acustica (VIELLIARD, 2000). Diversos
softwares estdo disponiveis atualmente para executar desde tarefas simples, como a
observacao gréafica de sinais acusticos, até analises complexas de interpretacdo destes
sinais, tais como Raven, Matlab, Adobe Audition e algoritmos de aprendizagem profunda
(LINDSETH e LOBEL, 2018; WEI et al., 2022; LI et al., 2024). Os sinais acusticos
podem ser exibidos graficamente através de oscilogramas, que revelam as alteracdes
temporais da amplitude do som, ou na forma de espectrogramas que ilustram a

distribuicdo da energia contida no sinal sonoro nas diferentes frequéncias em cada
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momento. Este Ultimo, é uma das formas mais usadas de representacdo do som, indicando
a ocorréncia e evolucgéo da estrutura da frequéncia de um sinal (Hz ou kHz; eixo y) ao
longo do tempo (s ou ms; eixo X) com a sua energia (dB) representada por uma escala de
cores. Exemplos de espectrogramas relativos a sinais acusticos de camardes serdo
apresentados adiante nas figuras 3 e 5 (itens 5 e 6, respectivamente).

O objetivo da anélise computacional de paisagens ou eventos acusticos é extrair
informacdes do audio, as quais irdo depender da aplicacdo do estudo com PAM. No
entanto, de forma geral, na etapa de classificacdo, busca-se categorizar uma gravacao de
audio num conjunto de categorias predefinidas e peculiares ao ambiente estudado (e.g.
sons emitidos por animais, equipamentos, embarcacdes, chuva, etc.). J& na detectacdo de
eventos acusticos, o objetivo é localizar as ocorréncias de tipos especificos de sons ao
longo do tempo, obtendo informacGes sobre cada instante em que estes ocorrem, ou
padroes temporais em que estdo ativos (e.g. investigar o ritmo circadiano em
comunidades de organismos no ambiente ou monitorar atividade alimentar de organismos
cultivados). Estas tarefas basicas de detectacdo e classificacdo exigem a utilizacdo de
varias técnicas e algoritmos relacionadas com o processamento de sinais de audio e a
aprendizagem de maquina (VIRTANEN et al., 2018).

4. Producdo de som durante a alimentacdo de camardes

Os crustaceos apresentam diversos mecanismos para emissao de sons associados
a situacdes ou comportamentos especificos, de forma intencional ou involuntaria
(COQUEREAU et al., 2016). Os sons produzidos intencionalmente podem estar
atribuidos a comportamentos sexuais, territoriais e sociais (POPPER et al., 2001; BOON
et al., 2009; BOHNENSTIEHL et al., 2016), enquanto outras atividades emitem sons
involuntarios, como a movimentacdo no substrato, natacdo e alimentacdo (SMITH e
TABRETT, 2013; COQUEREAU et al., 2016; SILVA et al., 2019). Um exemplo tipico
de som emitido intencionalmente, e marcante em paisagens acusticas marinhas, é gerado
pelo camardo-de-estalo ou camardo-pistola (género Alpheus) através do rapido
fechamento de seu quelipodo especializado, produzindo uma bolha de cavitagdo com alta
energia acustica para marcar territorio ou atordoar seus predadores e presas (LILLIS et
al., 2017). Os caranguejos e siris (infra-ordem Brachyura) produzem sons de tambor,
batidas e raspados durante rituais de corte e comportamento agonistico, envolvendo
geralmente o cefalotérax ou seus apéndices para percussdo ou raspagem (FILICIOTTO
et al.,, 2019; SAL MOYANO et al., 2019; CERAULO et al., 2022). Na presenca de
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predadores, as lagostas do género Homarus contraem masculos especificos para vibrar
sua carapaca e emitir um zunido (JEZEQUEL et al., 2018). Em circunstancias
semelhantes, as lagostas do género Palinurus produzem um som intenso de raspado
gerado pelo sistema estridulatério localizado na base das antenas, andlogo ao mecanismo
de friccdo entre o arco e as cordas de um violino (PATEK e BAIO 2007; HAMILTON et
al., 2019).

Entre os sons produzidos involuntariamente por crustaceos, caracteristicos da
paisagem acustica de ambientes aquaticos, estdo os produzidos pela atividade alimentar
de camardes (RADFORD et al., 2008). No primeiro estudo de PAM com populacédo de
camardes peneideos (Litopenaeus setiferus) em areas pesqueiras no Golfo do México, o
som gravado foi descrito como semelhante ao de "fritura” (BERK et al., 1998). Ainda
neste estudo, foram capturados exemplares vivos para identificar acusticamente 0s sons
emitidos em atividades como alimentacdo, fuga e escavacdo em laboratério. Os autores
concluiram que o som de "fritura" caracteristico de populagdes selvagens de L. setiferus,
seria, na verdade, um conjunto de pequenos “estalos” produzidos durante a atividade
alimentar dos individuos. Entretanto, apenas mais recentemente tais observacfes foram
confirmadas em laboratério através da analise sincronizada entre gravac@es de video e
audio captado por hidrofone durante a alimentacéo de P. monodon (SMITH e TABRETT,
2013), L. vannamei (SILVA et al., 2019) e M. rosenbergii (HAMILTON et al., 2021).
Para estas espécies, ficou evidenciado que os sons chamados atualmente de "cliques” sdo
emitidos quando o par de dentes incisivos da mandibula, fortemente calcificados, colidem
um com o outro para quebrar o alimento (Figura 2). Evolutivamente, os camardes
passaram a incluir fosfato de calcio para fortalecer suas mandibulas (BENTOV et al.,
2016), o que justificaria a producdo do som de um clique tdo distinto acusticamente

através do choque destas estruturas.
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Figura 2. Par de mandibulas removidas de um camardo adulto (L. vannamei) com peso
de 35 g e comprimento de carapaca de 33 mm.
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Os camardes peneideos utilizam seus pereiopodes quelados para capturar e
transferir o alimento para os apéndices bucais localizados ventralmente, os quais
trabalham em movimentos coordenados durante a ingestdo de alimentos, com excegéo
das mandibulas que funcionam de forma independente (HUNT et al., 1992). Enquanto os
pereiopodes e maxilipedes sdo responsaveis pela manipulacao e insercao do alimento na
regido mandibular, as primeiras maxilas posicionam o alimento antes da oclusao
mandibular. Apds a sua ocluséo, e consequente emissdo do som de clique, as mandibulas
reabrem e o labrum raspa o alimento para dentro da boca, processo que €é repetido
sucessivamente durante o consumo alimentar (HUNT et al., 1992; SMITH e TABRETT,
2013). O movimento de oclusdo mandibular foi estimado em 300 ms para P. monodon
(SMITH e TABRETT, 2013), enquanto o ciclo completo de abducdo e aducédo das
mandibulas durou aproximadamente 733 ms para M. rosenbergii (HAMILTON et al.,
2021). Apesar do processo de ingestdo semelhante, as mandibulas dos camardes carideos
M. rosenbergii possuem um dente molar interno, além dos dentes incisivos frontais
(KAWAMURA et al., 2018; HAMILTON et al., 2021). Sugere-se que a funcdo deste
molar estaria associada a trituracdo do alimento (KAWAMURA et al., 2018), gerando
assim assinaturas sonoras adicionais, soando como “raspados” durante a alimentagdo da
espécie (HAMILTON et al., 2021). Além disso, a ocorréncia ocasional de cliques em
série (ou “trens”) foi reportada para L. vannamei (2 a 8 cliques) e M. rosenbergii (2 a 15
cliques) cuja emissao poderia ser atribuida a movimentos de friccdo ou trituracdo pelas
mandibulas (PEIXOTO et al., 2020a; HAMILTON et al., 2021). Nestes casos, o intervalo
de tempo médio de clique-a-clique (20 ms) e a duragdo total dos “trens” (16 a 142 ms)
para L. vannamei, sugerem que estes ndo poderiam ser gerados por nova oclusao
mandibular. Recentemente, Hamilton et al. (2024) reportaram que comprimento da
mandibula de L. vannamei, em classes de tamanho de 0,01 a 12 g, apresentou relacdes
lineares significativas com os parametros acusticos dos cliques, tornando possivel prever

as caracteristicas acusticas em funcao do crescimento dos camaroes.

5. Caracteristicas do som emitido por camardes

Os principais parametros acusticos analisados nos cliques emitidos durante a
atividade alimentar de camarfes em laboratério sdo: frequéncia minima e maxima, pico
de frequéncia (onde a energia méxima do sinal esta localizada), energia e duragdo do sinal

(Figura 3). Estes parametros estdo resumidos na tabela 2 para espécies de camardes
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marinhos e uma espécie de agua doce, utilizadas até o presente em estudos com PAM
para caracterizacdo de cliques em laboratorio. As variacBes observadas entre os
parametros acusticos nestes estudos podem ser explicadas por diferencas nas
especificacbes técnicas dos equipamentos (e.g. hidrofone, taxa de amostragem e ganho
do gravador), no ambiente de registro acustico (e.g. material, tamanho e formato do
tanque, isolamento acustico dos tanques), no tipo de alimento fornecido (e.g. tamanho e
dureza dos péletes de racdo) e nos aspectos bioldgicos (e.g. espécie e tamanho dos

camardes).

Frequéncia (kHz)
(ap) 9!6Jauj

PF/Emax =

Fmin =
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Figura 3. Espectrograma acustico de um clique de L. vannamei gerado pelo choque das
mandibulas durante o consumo de racdo, com indicacdo dos parametros de frequéncia
méaxima (Fmax), frequéncia minima (Fmin), pico de frequéncia (PF), energia maxima
(Emax) e duragdo. A barra colorida ao lado direito da figura indica a energia em decibéis
(dB). Este espectrograma corresponde a uma ampliacdo do clique indicado por um
asterisco na figura 5C.

O primeiro registro de duracdo de cliques para L. setiferus foi 40 ms (BERK et al.,
1998), que € pelo menos 10 vezes mais longo do que os reportados posteriormente para
P. monodon (SMITH e TABRETT, 2013), L. vannamei (SILVA et al., 2019; PEIXOTO
et al., 2020a,b) e M. rosenbergii (HAMILTON et al., 2021). Este fato pode ser atribuido
a fendbmenos de ressonéncia e reverberacdo sonora de sinais emitidos por crustaceos em
tanques, levando ao aumento da duragdo destes sons (JEZEQUEL et al., 2022). Além
disso, foi observada uma menor duracéo de cliques em gravacdes da atividade alimentar
de L. vannamei em camaras anecoicas (PEIXOTO et al., 2020a,b; HAMILTON et al.,
2024), revestindo-se internamente 0s tanques com espuma acustica (desenho esquematico

consta na figura 4), quando comparado com este som registrado em aquarios de vidro
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(SILVA et al., 2019). A espuma minimiza as distorgdes sonoras observadas em outras
superficies da parede dos tanques (e.g. plastico, fibra de vidro ou vidro), evitando assim
uma sobrestimacéo da duracéo do sinal acustico (JEZEQUEL et al., 2022). Entretanto,
para efeitos de deteccdo de cliques (ver item 6) e analise do comportamento alimentar de
camardes (e.g. taxa de emissdo de cliques ao longo do tempo), potenciais variagdes de
milissegundos na duracdo dos cliques poderiam ser desconsideradas. Portanto, o uso de
camaras anecoicas tem sido recomendado apenas para caraterizacdes precisas de cliques
em ensaios experimentais especificos (e.g. racdes com diferentes formulacgdes, texturas
ou tamanhos de péletes), uma vez que estas podem trazer dificuldades na rotina de manejo
em experimentos com camardes, tais como para o recolhimento de alimentos fornecidos

e limpeza dos tanques revestidos com espuma (PEIXOTO et al., 2020b).
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Tabela 2. Pardmetros acusticos de cliques isolados para diferentes espécies de camardes, classes de peso (g), caracteristicas do
tanque e taxas de amostragem da gravacdo (TA; kHz) durante a atividade alimentar (racdo) em laboratorio. Os dados estdo
ordenados por espécies (ordem alfabética) e classe de peso (ordem crescente). Os valores apresentados (minimo-méximo ou médio)
se referem aos seguintes pardmetros acusticos: duracdo do som (D; ms), frequéncia minima (Fmin; kHz), frequéncia maxima
(Fmax; kHz), pico de frequéncia (PF; kHz), energia (E; dB) e nivel de pressdo sonora (SPL; dB re 1 pPa).

Espécie Peso Tanque TA D Fmin Fmax PF E SPL Referéncia

L. vannamei 0,01-12,2 Camara anecoica 288 0,4-05 3,9-16 57,3-102,8 14,1-42,7 20,8-44.8 n.i. Hamilton et al., 2024
(55x35%30 cm; 30 L)

L. vannamei 0,04-0,5 Plastico 96 3,1-35 12-21,6 >48* 33,0-334 859-994 n.i. Peixoto et al., 2020c
(48x28x16 cm; 21 L)

L. vannamei 10,2 Camara anecoica 96 2,7-29 2,2-3,2 45,7-479 11,3-14,0 92,4-96,2 n.i. Peixoto et al., 2020a
(35%20%x17 cm; 15 L)

L. vannamei 20,5 Céamara anecoica 9% 2,4-25 3841 475-47,7 15,5-18,3 90,1-91,4 n.i. Peixoto et al., 2020b
(35%20%x17 cm; 15 L)

L. vannamei 31,4 Aquario vidro 9% 4549 31-38 34,9-395 9,6-12,9 79,9-83,9 n.i. Silvaetal., 2019
(48x24%38 cm; 31 L)

L. vannamei n.i. Aquério vidro 100 8-10 2 10 5 78 n.i. Wei et al., 2020
(40x20 cm)

L. vannamei n.i. ** n.i. ni. 8-10 5 45 10-17 n.i. n.i. Cao et al., 2022a ***

M. rosenbergii  2,7-29,4 Camara anecoica 96 2,6-3,2 3,3-44  45,2-479 9,6-10,8 83,1-93,2 116,6-129,5 Hamilton et al., 2021
(55x35%30 cm; 40 L)

P. monodon n.i. Circular 48  0,4-0,7 n.i. n.i. 4-8,5 121,1-132,9  n.i. Smith e Tabrett, 2013
(2=1.9 m; 2000 L)

P. setiferus n.i. n.i. 24 40 n.i. n.i. 2-8 n.i. 112 Berk et al., 1998 ****

n.i. = N&o informado no artigo
* Valor maior que a frequéncia de Nyquist ** Comprimento total = 9-10 cm *** Artigo publicado em idioma chinés apenas com resumo em
inglés **** Tipo de alimento ndo informado no artigo
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A taxa de amostragem utilizada em gravacgdes da atividade alimentar de camardes é
um dos fatores limitantes para o registro das frequéncias maximas atingidas pelo som dos
seus cliques (Tabela 2). O teorema de Shannon-Nyquist determina que a taxa de amostragem
minima de gravacdo para reproduzir fielmente um sinal acustico, deve ser igual ou superior
ao dobro da frequéncia mais elevada deste sinal, sendo também chamada de frequéncia de
Nyquist (AU e HASTINGS, 2008). Inicialmente, foram utilizadas taxas de amostragem de
apenas 24 e 48 kHz para caracterizar os cliques emitidos por L. setiferus (BERK et al., 1998)
e P. monodon (SMITH e TABRETT, 2013), respectivamente. Embora estes autores nédo
tenham indicado a faixa de frequéncia dos cliques emitidos por estas espécies, tais taxas de
amostragem (24 e 48 kHz) limitam o registro de frequéncias maximas em 12 e 24 kHz,
respectivamente. Efetivamente, cliques com frequéncias maximas de até 48 kHz vém sendo
reportados para camardes adultos de L. vannamei (SILVA et al., 2019; PEIXOTO et al.,
2020a,b) e M. rosenbergii (HAMILTON et al., 2021) em gravages realizadas com taxa de
amostragem de 96 kHz. Entretanto, o emprego de taxas ainda mais elevadas foi sugerido para
caracterizacdo mais precisa de cliques de camardes (PEIXOTO et al., 2022; HAMILTON et
al., 2021). Fato comprovado recentemente, quando cliques com frequéncias maximas em
torno de 100 kHz foram observados para L. vannamei utilizando taxa de amostragem de 288
kHz (HAMILTON et al., 2024). Cabe ressaltar, que tais frequéncias maximas superam
largamente nosso limite auditivo (~20 kHz), sendo necessario o uso de softwares para sua
visualizacdo completa, deteccédo e anélise de dados.

Outro aspecto a ser considerado no emprego de elevadas taxas de amostragem em
gravacOes, estd relacionado ao tamanho excessivo dos arquivos sonoros gerados (e.g.
“Waveform Audio File Format”; WAV), os quais necessitam de alta capacidade para
armazenamento, velocidade de transmissdo e performance de processamento dos dados.
Assim, o tamanho em bytes de um arquivo pode ser calculado pela seguinte formula: TA x
R/8 x C x t, onde TA = taxa de amostragem em Hz (e.g. 48.000 ou 96.000 Hz); R = resolucéo
em bits (e.g. 16 ou 24 bits, dividido por 8), C = numero de canais de audio (1 ou 2 canais) e
t = tempo em segundos. Neste contexto, vale lembrar que muitas fazendas de camardes estao
localizadas em areas isoladas de regides costeiras, com acesso limitado a internet,
dificultando a transmisséo e o intercambio de dados entre dispositivos de internet das coisas

(IoT), necessarios em alimentadores automaticos baseados em acustica. Desta forma, assim
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como mencionado anteriormente para 0 emprego de camaras anecoicas, recomenda-se
gravacOes em altas taxas de amostragem apenas para situacées laboratoriais especificas que
necessitem uma caracterizacdo mais precisa dos cliques, pois estes podem ser detectados em
frequéncias maximas inferiores a 48 kHz para fins de avaliacdo da atividade alimentar
(HAMILTON et al., 2024).

Em relagdo a frequéncia minima dos cliques emitidos por camardes, os estudos
realizados indicam que esta varia entre 2 e 16 kHz (Tabela 2). Este fato merece atencdo em
sistemas aquicolas, pois 0s sons produzidos por equipamentos (e.g. aeradores, bombas de
agua e geradores) estdo concentrados normalmente em frequéncias abaixo de 5 kHz (BART
etal., 2001; DAVIDSON et al., 2007; RADFORD e SLATER, 2019; SLATER et al., 2020),
podendo sobrepor o limite inferior da largura de banda dos cliques produzidos pelos
camar@es. Entretanto, além dos cliques ocuparem um amplo espectro sonoro conforme
discutido anteriormente, o seu pico de frequéncia (e energia maxima) esta localizado entre 5
e 42 kHz (Tabela 2), o que constitui uma vantagem na deteccdo da atividade alimentar dos
camarGes mesmo em paisagens acusticas com ruidos produzidos por equipamentos
(PEIXOTO et al., 2022).

A energia emitida pelos cliques, durante o choque das mandibulas, tem sido um dos
principais parametros acusticos utilizados na avaliacdo da atividade alimentar de camardes
em ambiente de laboratério e viveiros de criacdo (SMITH e SHAHRIAR, 2013; SMITH e
TABRETT, 2013; PEIXOTO et al., 2020a,b). Assim como os demais parametros dos cliques,
a energia pode ser afetada pelas caracteristicas do equipamento e ambiente de gravacao, o
que dificulta a comparacdo direta entre as diferentes espécies de camardes e condicOes
experimentais (Tabela 2). Os parametros acusticos devem ser comparados entre gravagoes
obtidas em condicGes normalizadas, como por exemplo realizadas com o mesmo modelo de
gravador e seus ajustes de regulacdo, modelo e posicionamento de hidrofones, entre outras
caracteristicas gerais do ambiente de gravacao e desenho experimental (e.g. tipo e formato
de tanque, numero e tamanho de camardes, nivel de ruido local). A energia sonora produzida
pelos cliques se destaca na paisagem acuUstica, permitindo que sejam detectados
individualmente (e.g. razdo entre energia do clique e do ruido sobreposto) ou de forma
coletiva dentro de janelas de tempo especificas (e.g. energia total produzida por cliques em

intervalos de segundos/minutos) com uso de algoritmos ou softwares especializados,
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conforme esta exemplificado adiante no item 6.

As caracteristicas dos cliques tém sido utilizadas para identificar eventos de
alimentacdo e avaliar o comportamento alimentar dos camarfes, tanto em experimentos
controlados de laboratorio (SMITH e TABRETT, 2013; SILVA et al., 2019; PEIXOTO et
al., 2020a,b; SOARES et al., 2021a,b; HAMILTON et al., 2021; PEIXOTO et al., 2022;
HAMILTON et al., 2023; TABBARA et al., 2024), como em estudos de larga escala com
uso de alimentadores automaticos, embora neste caso 0s parametros acusticos processados
pelos algoritmos ndo sejam revelados (JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et al., 2019a,b;
REIS et al., 2020,2021; WALSH et al., 2022; STREBEL et al., 2023; REIS et al., 2023).

6. Métodos para aplicacdo de PAM em laboratorio

A observacao da manipulagdo e ingestdo de alimento pelos camardes ¢ dificultada
pelo seu héabito bentbnico, localiza¢do ventral do aparato bucal na regido cefélica e rapidez
de movimentacdo dos apéndices envolvidos nestes processos, necessitando tipicamente de
analise quadro a quadro de gravacgdes video em aquérios de vidro ou acrilico (HUNT et al.,
1992; NUNES e PARSONS, 1998; SMITH e TABRETT, 2013; SILVA et al., 2019). Além
disso, estudos de etologia tém aplicado diferentes métodos para estudar o comportamento
alimentar dos camarfes em laboratorio para contribuir com o desenvolvimento de dietas e
protocolos de manejo alimentar (para revisdo ver BARDERA et al., 2019a). Esses métodos
incluem geralmente observacgdes visuais diretas do comportamento alimentar de camardes
isolados ou em pequenos grupos (SANCHEZ et al., 2005; NUNES et al., 2006; OBALDO e
MASUDA, 2006; AHAMAD-ALLI et al., 2007; PONTES et al., 2008; LIMA et al., 2009;
SURESH et al, 2011; SILVA et al., 2012; DERBY et al., 2016) ou em gravacdes de video
realizadas em tanques transliicidos com uma ou multiplas cdmaras, ou ainda em formato “Y”
(HUNT et al., 1992, NUNES e PARSONS, 1998; BARDERA et al., 2019b). Apesar das
dificuldades impostas pela anatomia bucal e intenso trabalho observacional, estudos nessa
linha formam a base de conhecimentos sobre importantes mecanismos de detec¢cdo e
estimulagdo quimica envolvidos na atividade alimentar, assim como sobre varios repertorios
comportamentais associados a movimentacdo repetida de apéndices no cefalotorax dos
camardes (BARDERA et al., 2019a).

As peculiaridades da carcinicultura também impdem inumeros desafios para a
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observacdo dos animais, uma vez que certas condi¢cbes ambientais (e.g. profundidade e
transparéncia da &gua) e de criacdo (tipo de tanque ou viveiro, sistema de producao,
densidade de estocagem e tamanho dos camardes) podem tornar impraticavel o rastreio e a
visualizacdo de seu comportamento alimentar. Neste caso, estudos sobre 0 comportamento
alimentar dos camardes tém sido baseado na analise do contetido estomacal (NUNES et al.,
1997; SOARES et al., 2005), métodos de isétopos estaveis (NUNES et al., 1997; BURFORD
et al., 2004; SU et al., 2008) e uso de bandejas de alimentacdo (MARTINEZ-CORDOVA et
al., 1998; CASILLAS-HERNANDEZ et al., 2006), as quais demandam muito tempo e
trabalho para serem realizadas e podem ndo revelar informacdes detalhadas sobre variagdes
pontuais da atividade alimentar.

De forma geral, os aspectos inerentes a biologia e criacdo de camarfes ndo sao
obstaculos para 0 monitoramento da atividade alimentar com o uso de PAM (SMITH e
TABRETT, 2013; PEIXOTO et al., 2020b; REIS et al., 2022). Além disso, alimentadores
automatizados baseados em acustica tém melhorado o manejo alimentar e,
consequentemente, o desempenho zootécnico na criacdo de camardes em Viveiros
(JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et al., 2019 a,b; REIS et al., 2020, 2021). Neste
contexto, Smith e Tabrett (2013) apontaram trés fatores positivos sobre a utilizacdo de PAM.
Primeiramente, as estimativas em tempo real do consumo da ragao fornecida nos viveiros séo
mais precisas do que as realizadas em bandejas a partir de alimentacGes anteriores. Em
segundo lugar, o som gerado pelas mandibulas pode ser util para identificar quando e onde
os camardes se alimentam nos viveiros. Por Gltimo, a mdo de obra necessaria para fornecer
a alimentacdo dos camardes pode ser reduzida com o uso de PAM em alimentadores
automatizados. Embora esta tecnologia seja atualmente uma realidade na carcinicultura
mundial, diversos aspectos subjacentes ao uso de sistemas acusticos ndo foram investigados
pela comunidade cientifica e/ou ndo foram divulgados pelas empresas do setor que detém
esta tecnologia. Entretanto, a eficiéncia do manejo alimentar baseado em acustica depende
de pesquisas que abordem diferentes fatores bidticos e abioticos potencialmente associados
tanto ao processo de emissdo/deteccdo de cliques, como ao comportamento alimentar dos
camardes. Colaborando, ainda, para o aprimoramento de algoritmos e superacdo de desafios
técnicos no desenvolvimento de sistemas automatizados de alimentagéo acustica.

Assim, o0 uso de PAM também vem sendo proposto como um método alternativo e
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ndo invasivo para avaliar o comportamento alimentar de camar@es em laboratorio. Estes
estudos utilizam equipamentos acusticos e softwares especializados para analisar os cliques
produzidos pelos camardes durante sua atividade alimentar, tanto para caracteriza-los
acusticamente em funcgéo de diferentes aspectos biologicos (e.g. tamanho e estagio de muda
dos camardes) e propriedades fisicas dos alimentos (e.g. tipos e tamanhos de péletes de
racdes), como para relacionar sua taxa de emissdo com comportamentos alimentares (e.g.
atratibilidade e palatabilidade de racdes). Na figura 4 é apresentado um diagrama estrutural
para exemplificar a organizacdo metodologica basica em testes de PAM envolvendo o
comportamento alimentar (e.g. aquério) e caracterizacao de cliques (e.g. camara anecoica)

de camarodes em laboratorio.

Togo Hidrofones
20

Cabo coaxial

Aquario

Camara anecoica

Cabo USB

Computador

7 ({{ @] Cart3ode memoria

<

Figura 4. Diagrama estrutural para testes de monitoramento acustico passivo em laboratorio.
Nestes exemplos, a racdo é ofertada para avaliacdo do comportamento alimentar (e.g.
aquario) e caracterizacdo de cliques (e.g. cdmara anecoica revestida de espuma) dos
camardes. Os hidrofones, posicionados no centro dos tanques, estdo conectados a um
gravador digital com dois canais de entrada. Os arquivos de audio da atividade alimentar
(aquario e cdmara anecoica) sdo posteriormente transferidos e analisados em computador.

O isolamento dos cliques presentes em gravacOes da alimentacdo de camar@es € 0
método utilizado para sua caracteriza¢ao acustica em diferentes espécies, como P. monodon
(SMITH e TABRETT, 2013), L. vannamei (SILVA et al., 2019) e M. rosenbergii
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(HAMILTON et al., 2021), conforme discutido no item 5. Além disso, esta analise possibilita
avaliar potenciais variagdes nos parametros acusticos dos cliques, por exemplo, em fungéo
das técnicas de extrusao e peletizacdo na fabricacdo de racOes, e seus respectivos graus de
dureza e umidade (PEIXOTO et al., 2020a; SOARES et al., 2021a), tamanho dos péletes de
racdo (PEIXOTO et al 2020b) e tamanho dos camardes (SILVA et al., 2019, SOARES et al.,
2021a; HAMILTON et al., 2021; HAMILTON 2024). Em linhas gerais, estes estudos
utilizaram softwares de analise acustica para a identificacdo/isolamento manual ou
automatico dos cliques sonoros nas gravacdes de camardes individualizados ou em grupos,
mantidos preferencialmente em camaras anecoicas. Apés esta etapa, diversos cliques sdo
selecionados aleatoriamente e caracterizados conforme os parametros descritos na figura 3
(e.g. duracao, frequéncias minima e maxima, pico de frequéncia e energia), possibilitando
assim a sua comparacao entre diferentes grupos de camardes e tratamentos experimentais.
Uma outra abordagem em estudos laboratoriais com PAM busca analisar variagdes
na taxa de emissdo de cliques e/ou sua energia sonora ao longo do tempo, associando tais
variaces ao comportamento alimentar dos camarfes. Exemplos recentes na literatura
comparam o efeito de diferentes formulagcbes/aditivos em racbes no comportamento
alimentar, trazendo informagcdes relevantes sobre a atratividade e palatabilidade destas ragdes
(SOARES et al., 2021b; PEIXOTO et al., 2022; TABBARA et al., 2024). Nestes casos, pelo
menos duas metodologias de analise acustica vém sendo adotadas para avaliar gravacoes da
atividade alimentar de grupos de camardes em laboratério, que embora sejam aplicadas
separadamente, estdo exemplificados num mesmo espectrograma na figura 5. A primeira
avalia a energia sonora contida em curtos intervalos de tempo (e.g. 10 ou 15 s), gerados
automaticamente por softwares de andlise acustica ao longo do periodo total de gravacédo
(e.g. 30 min). Assim, os valores de energia (dB) calculados para cada intervalo refletem a
intensidade da atividade alimentar (i.e. emissdo de cliques) ao longo do periodo analisado,
demonstrando uma correlacdo positiva entre a energia total acumulada com o consumo de
racao (g) pelos camardes durante este periodo (SILVA et al., 2019; PEIXOTO et al 2020a,b;
SOARES et al., 2021b). A segunda metodologia, reportada recentemente, utiliza detectores
de energia acustica ajustados com parametros-alvo especificos (i.e. frequéncia minima e
maxima, razdo entre som e ruido, duracdo do sinal e intervalo minimo entre sinais) para

identificar automaticamente os cliques nos espectrogramas das gravagdes (PEIXOTO et al.,
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2022; HAMILTON et al., 2023; TABBARA et al., 2024). Os dados gerados indicam o tempo
(ms) em que ocorrem os cliques emitidos pelos camardes, sendo entdo calculada a sua
distribuicdo de frequéncia (e.g. numero de cliques por minuto) ao longo do periodo total de
registro. Assim como na aplicacéo da primeira metodologia, 0s estudos reportam correlacdes
positivas entre 0 nimero de cliques emitidos e o consumo de racdo pelos camarbes
(PEIXOTO et al., 2022; HAMILTON et al., 2023; TABBARA et al., 2024). Peixoto et al.
(2022) apontaram algumas vantagens do método de detecdo automatica de cliques nos
estudos de PAM em laboratoério: (1) identificacdo de cliques com menor interferéncia de
ruidos externos; (2) registar 0 momento exato em que cada clique ocorre nas gravacgdes da
atividade alimentar; e (3) evitar interferéncias na energia acustica devido a ruidos e

reverberacdo dos cligues no tanque ou aquario.
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Figura 5. Espectrogramas acusticos produzidos no software Raven Pro, a partir da gravacao
dos 5 primeiros minutos (tempo em min:s) de atividade alimentar de L. vannamei em
laboratdrio (aquéario 70 L; 10 camardes com peso médio = 6,8 g; 1g de racdo comercial). A)
Espectrograma original de gravacdo com taxa de amostragem de 192 kHz (frequéncia
maxima no eixo y = 96 kHz), mostrando uma intensa ocorréncia de cliques ap6s o
oferecimento de racdo (seta branca). B) Exemplo dos processos de geracdo automatica de
intervalos temporais de 10 s (tracos continuos verdes) e deteccdo automatica de cliques
(tracos vermelhos) no espectrograma original. C) Vista ampliada correspondente a um dos
intervalos de 10 s (2'40"" a 2'50"") do espectrograma acima (retangulo tracejado verde),
mostrando os cliques selecionados automaticamente. Asterisco indica o clique que foi
ampliado para gerar o espectrograma da figura 3. A barra colorida no lado direito das figuras
indica a energia em decibéis (dB).
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Independentemente do método de analise utilizado, uma observagdo em comum
reportada nos estudos com PAM em laboratério, e que merece destaque, é a concentracdo da
atividade alimentar dos camardes nos momentos iniciais (5 a 15 min) apos o oferecimento
de racdo, em testes com duracao de 30 minutos (PEIXOTO et al., 2020a,b; PEIXOTO et al.,
2022; HAMILTON et al.,, 2023; TABBARA et al., 2024). Fato este que resulta em
correlac@es significativamente positivas entre os valores de energia ou numero de cliques
acumulados durante estes momentos iniciais e 0 consumo de racéo ao final dos testes. Tais
correlagdes, ndo sé reforcam a utilidade do PAM para avaliacdo do comportamento alimentar
dos camardes em laboratdrio, mas também a possibilidade de prever o consumo de ragdo com

base nos dados acusticos coletados durante as fases iniciais de alimentacéo.

7. Aplicacdes de PAM no comportamento alimentar de camardes em laboratério

No monitoramento acustico passivo, os cliques emitidos pelos camardfes sdo a fonte
primaria de informaces para inferir sobre sua atividade alimentar em ambiente de criacdo
(SMITH e SHAHRIAR, 2013; SMITH e TABRETT, 2013; PEIXOTO et al., 2020 a,b). Por
conseguinte, estudos focando potenciais variacdes nesta assinatura acustica contribuem tanto
nos processos de classificagéo e detecgcdo dos sinais, como na avaliagdo do comportamento
alimentar e tomada de decisdo em sistema automatizados. As principais aplicacoes e fatores
interferentes na avaliagdo de PAM em estudos realizados (e sugestdes futuras) sobre
caracterizacdo acustica e atividade alimentar de camarfes em laboratorio estdao indicados na
figura 6. J& na tabela 3, estdo resumidas as principais informacgdes sobre as metodologias e
resultados dos estudos sobre comportamento acustico de camardes.
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Figura 6. Aplicacbes do monitoramento acustico passivo (PAM) para caracterizacdo de
cliques e avaliacdo de fatores interferentes no comportamento alimentar de camardes em
estudos de laboratdrio. Texto em vermelho representa possiveis aplicacfes que ainda ndo
foram testadas com camardes.
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Tabela 3. Estudos que utilizaram monitoramento acustico passivo (PAM) na avaliagdo do comportamento alimentar (ragdo) de L.
vannamei e M. rosenbergii (*) em laboratério, com respectivos enfoques, metodologias (geral e PAM) e principais resultados. Os
dados estéo ordenados conforme os itens 7.1 a 7.6 no texto.

Enfoque

Metodologia geral

Metodologia PAM

Principais resultados

Referéncia

Ragdes extrusadas e peletizadas

Tamanho péletes de ragdo

Aditivos em racdes

Racdo extrusada e peletizada com
tempos de imersdode 0,1e2h

Racdo extrusada e peletizada com
mesma formulagéo

Péletes com 2, 4 e 8 mm de
comprimento e 24 mm de
diametro.

Péletes com 0,2, 0,8 e 1,2 mm.

Adicdo de farinha de krill, 6leo de
krill e hidrolisado de peixe em
dieta a base de soja

Adigdo de hidrolisado de peixe,
farinha de krill e de lula em dieta
a base de soja

Diferentes percentuais de aditivo
em dietas a base de farinha de
peixe e ave

Caracterizacdo de cliques

Energia de cliques por tempo

Caracterizacdo, taxa de emissdo
e energia de cliques por tempo

Caracterizacdo de cligues

Energia de cliques por tempo

Deteccdo automatica e taxa
emissdo de cligues

Detecgdo automética e taxa
emissao de cliques

Maior energia de cliques com

ragdes extrusadas secas (0Oh)

Sem efeito no comportamento

alimentar

Sem efeito nos parametros
acusticos dos cliques
Taxa de emisséo de cliques

proporcional ao comprimento

Sem efeito nos parametros
acusticos

Comportamento alimentar
afetado positivamente em
racOes com aditivos

Comportamento alimentar
afetado positivamente em
ragdes com aditivos

Comportamento alimentar
afetado positivamente em
ragdes com aditivos

Peixoto et al., 2020a

Soares et al., 2021a

Peixoto et al., 2020b

Cao et al., 2022a

Soares et al., 2021b

Peixoto et al., 2022

Tabbara et al., 2024



Tamanho dos camardes

Densidade de estocagem

Classes de peso 13, 22 e 359

Classes de peso 4 e 10g

Classes de peso 4, 10 e 239

Classes de peso entre 0,01a 12 g

Grupos de 5 e 10 camarfes em

aquarios (40 x 20cm)

Densidades de 50, 100 e 150
camardes/m? e classes de peso de
1,3,9,e12g.

Caracterizacdo e taxa de
emissdo de cliques

Energia de cliques por tempo

Caracterizacdo de cliques

Caracterizacdo de cligues

Caracterizacdo e taxa de

emissdo de cliques

Detecgdo automatica e taxa de
emissdo de cliques

Sem efeito nos parametros
acusticos

Efeitos na taxa de emissdo de
cliques, associado a voracidade

Maior intensidade e duracéo da
energia em camardes de 10g

Sem efeito nos parametros
acusticos

Efeito nos pardmetros acusticos
em classes menores que 1g
Correlagéo positiva com o
comprimento da mandibula

Taxa de emissdo de cliques
proporcional ao nimero de
camardes

Correlages positivas entre a
taxa de cliques com a
densidade e o peso

46

Silva etal., 2019

Soares et al., 2021a

Hamilton et al., 2021 *

Hamilton et al., 2024

Wei et al., 2020

Hamilton et al., 2023
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7.1. Rag0es peletizadas e extrusadas

Sabe-se que as propriedades fisico-quimicas dos péletes de racdo sdo afetadas pelo
método de fabricacdo, resultando geralmente numa menor estabilidade fisica pelo
processo de peletizacdo do que de extrusdo (HARDY e BARROWS, 2002; MISRA et al.,
2002; SOARES et al., 2021a). Neste sentido, as caracteristicas texturais da racdo (e.g.
durabilidade, dureza e teor de umidade), poderiam influenciar na forca mandibular
necessaria para quebrar os péletes e, por consequéncia, nas caracteristicas acusticas dos
cliques produzidos durante a alimentacdo dos camarfes. As respostas acusticas tém
ajudado a inddstria na manipulagdo da estrutura e textura de varios produtos alimentares
(DUIZER, 2004; ENDO et al., 2016), mas pouca atencdo é direcionada as potenciais
contribuicdes da textura de racfes para as espéecies aquaticas. Incrementos na energia
sonora, emitida durante a oclusdo mandibular, relacionadas as propriedades mecanicas da
ragdo poderiam contribuir com o uso de PAM na avaliagdo da atividade alimentar de
camardes em paisagens acusticas no ambiente de criacdo (JESCOVITCH et al., 2018;
ULMAN et al., 2019 a,b; REIS et al., 2020).

A emissdo de cliques por P. monodon ocorreu quando os animais foram
alimentados tanto com dieta comercial como alimento natural (lula), sugerindo que a
producdo de som ndo esta ligada exclusivamente a um determinado tipo de alimento
(SMITH e TABRETT, 2013). Cao et al. (2022a) observou que L. vannamei também
emitiu cligues quando alimentado com poliquetas (Nereis succinea), e que estes
apresentaram um pico de frequéncia (7 kHz) inferior aos produzidos pelo consumo de
racdo (17 kHz). Embora este fato seja corroborado pela emissdo de som em populagdo
selvagem de L. setiferus (BERK et al., 1998), a comparac¢do entre 0os parametros acusticos
dos cliques gerados por alimentos naturais e artificiais, e suas respectivas texturas, ainda
precisa ser mais estudada para camardes. Neste contexto, Peixoto et al. (2020a) utilizaram
camaras anecoicas para avaliar a relacdo entre as caracteristicas texturais de dietas
peletizadas e extrusadas com a atividade acustica de L. vannamei. Os autores relataram
gue a textura das dietas esta estreitamente relacionada com a sua intensidade acustica,
sendo que a maior dureza da dieta extrusada resultou na emissao de cliques com maior
energia do que a racdo peletizada, ap0s serem oferecidas secas aos camardes. Tal
diferenca, entretanto, ndo ocorreu quando ambas as dietas foram ofertadas apos serem
hidratadas por 1 ou 2 h, causando também um decréscimo progressivo na intensidade
acustica para ambas as racdes (Tabela 3). Este fato sugere que a textura macia dos péletes

umedecidos demandariam uma menor forca de oclusdo das mandibulas, e,
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consequentemente, gerando cliques com menor energia.

Outro estudo envolvendo aplicacdo de PAM com uso de racOes peletizadas e
extrusadas, avaliou o comportamento alimentar em duas classes de peso (~ 4 e 10 g) de
L. vannamei (SOARES et al., 2021a). Apesar de ndo terem sido evidenciadas alteracfes
no padrdo comportamental, os autores observaram uma maior energia acustica média no
intervalo final (20-30 min) da atividade alimentar com uso de racdo extrusada na maior
classe de camardes (Tabela 3). A dureza dos péletes de racdo vem sendo medida em
analisador de textura (TA XT plus, Stable Microsystems Inc., Inglaterra), com intuito de
estabelecer relagbes com os parametros acusticos dos cliques. Este equipamento possui
uma lamina de faca incisiva e parametros de calibracéo definidos em software que registra
a forca maxima (Newton; N) para cortar um unico pélete posicionado perpendicularmente
a lamina (PEIXOTO et al., 2020; SOARES et al., 2021a). De forma geral, os resultados
da forca de ruptura dos péletes se refletem nas caracteristicas acusticas dos cliques quando
estes séo ingeridos pelos camardes, provavelmente pela similaridade com mecanismo de
oclusdo mandibular. Espera-se que estudos sobre as propriedades texturais das racdes
ganhem importancia junto com o recente crescimento da industria de alimentadores
automatizados baseados em PAM, ja que o desenvolvimento de ragdes “acusticamente
eficientes” pode trazer vantagens para a deteccdo sonora da atividade alimentar dos

camaroes.

7.2. Tamanho dos péletes de racao

Apesar da grande variedade de tamanhos de pélete (i.e. diametro e comprimento)
disponiveis no mercado, poucos estudos avaliaram seu efeito no comportamento
alimentar dos camardes (NUNES e PARSONS, 1998; OBALDO e MASUDA, 2006).
Relativo a aplicacdo de PAM, Cao et al. (2022a) observaram parametros acusticos
semelhantes em cliques gerados por L. vannamei alimentados com peletes de 0,2, 0,8 e
1,2 mm (Tabela 3). Embora sem altera¢fes nos parametros, foi reportado que péletes com
diferentes comprimentos (2, 4 e 8 mm), e mesmo diametro (2,4 mm), afetaram
diretamente no namero de cliques emitidos por pélete (15, 34 e 64, respetivamente) por
L. vannamei (PEIXOTO et al., 2020b). Esta observacdo estaria provavelmente
relacionada ao maior numero de oclusdes mandibulares necessarias para ingerir péletes
com maior comprimento, uma vez que estes sdo consumidos com o seu eixo longitudinal
posicionado perpendicularmente aos dentes mandibulares (HUNT et al., 1992; SMITH e
TABRETT, 2013; PEIXOTO et al., 2020b). Assim, pode-se inferir que variacdes no
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didmetro de péletes cilindricos ou arredondados teriam um maior potencial de afetar os
pardmetros acusticos dos cliques dos camarfes, entretanto esta hipdtese precisa ser
testada em futuros estudos.

O comportamento alimentar de L. vannamei (20 g) também foi afetado pelos
diferentes comprimentos de péletes (2, 4 e 8 mm) com mesmo didmetro (2,4 mm),
mostrando uma diminui¢do mais rapida na emissdo de cliques, e consequente energia
acustica, em seguida da oferta de péletes com menor comprimento, em compara¢ao com
os demais (PEIXOTO et al.,, 2020b). Os autores argumentaram que além do menor
namero de cliques emitidos com péletes pequenos, 0 seu rapido consumo levou 0s
camardes a atingirem a saciedade mais cedo, embora o consumo alimentar tenha sido
semelhante entre os diferentes comprimentos de racdo (Tabela 3). Estudos com PAM
nesta linha merecem mais atencdo, haja visto que além dos possiveis efeitos nas respostas
acusticas dos camardes, o tamanho dos péletes também ir& influenciar no seu peso/volume
e, por conseguinte, na sua disperséo radial pelos dispositivos dispensadores de ragdo em
alimentadores automatizados. Sabe-se que péletes de racdo com maiores dimensdes sdo
lancados mais longe dos alimentadores, atingindo um maior raio de distribuicdo do que
péletes menores (LIMSUWAN e CHING, 2013; CHING, 2020).

7.3. Formulacges de races e aditivos alimentares

A avaliacdo de formulagdes de racdo e/ou inclusdo de aditivos (i.e.
quimioatratores e estimulantes alimentares) para melhorar a atratividade e palatabilidade
tem sido geralmente realizada em tanques do tipo “Y-mazes” ou compartimentados,
através da observacdo das preferéncias e comportamento alimentar dos camarfes em
laboratério (NUNES et al., 2006; SURESH et al., 2011; DERBY et al., 2016). O uso de
PAM para tal finalidade foi primeiramente testado por Soares et al. (2021b) na avaliacédo
do efeito de aditivos (farinha de krill, 6leo de krill e hidrolisado de peixe) em dieta préatica
a base de soja no comportamento alimentar de L. vannamei. Neste estudo, foi calculada a
energia acustica acumulada em intervalos (15 s) ao longo do tempo de atividade alimentar
(30 min) na comparacdo entre as dietas (e controle) através de regressdes lineares
multiplas. Os modelos de regressao para as dietas com aditivos mostraram inclinagoes
significativamente maiores em comparacdo com a dieta basal, indicando que os camardes
iniciaram a alimentacdo mais rapidamente e permaneceram por mais tempo consumindo
o0 alimento (Tabela 3).

Recentemente, um novo método baseado na identificacdo automatica de cliques
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em gravagdes da atividade alimentar, foi utilizado para comparar diferentes aditivos
(farinha de krill, farinha de lula e hidrolisado de peixe) adicionados a uma dieta a base de
soja para L. vannamei (PEIXOTO et al., 2022). O comportamento alimentar foi avaliado
em grupos de camardes denominados “ingénuos” (sem aclimatagdo as dietas) e “ndo
ingénuos” (aclimatados as dietas). Esta analise foi realizada tanto através do total de
cliques emitidos e consumo de racdo, como por regressdes lineares maltiplas da taxa
média de emissdo de cliques por minuto ao longo do periodo de 30 min para as diferentes
dietas (Tabela 3). Esta metodologia de PAM e desenho experimental semelhante também
foram empregados por Tabbara et al. (2024) para analisar o comportamento alimentar de
L. vannamei com uso de nove dietas formuladas com farinha de peixe (6% e 12%) e de
aves (6%) como fonte de proteina animal, e diferentes percentuais de inclusdo de um
aditivo alimentar (0, 0,1 e 0,2%). Em ambos os estudos, 0s pesquisadores conseguiram
observar efeitos positivos na atratividade e palatabilidade em dietas com aditivos
alimentares através do uso de PAM, e de forma mais pronunciada nos grupos de camardes
“ndo ingénuos”, previamente adaptados a ragdo oferecida (PEIXOTO et al., 2022;
TABBARA et al., 2024).

Compreender as interagcbes entre as dietas formuladas e o comportamento
alimentar dos camar®es é um ponto de partida para o desenvolvimento de ragdes e préaticas
de manejo mais eficientes (BARDERA et al., 2019b). Considerando que os aditivos
alimentares sdo adicionados as formulacdes de racGes para estimular a sua rapida
deteccdo e ingestdo, o uso de PAM mostrou-se valioso para avaliar essas caracteristicas

no comportamento alimentar dos camardes.

7.4. Tamanho dos camardes

O emprego de alimentadores automaticos baseados em acustica esta em ampla
expansdo na carcinicultura mundial, porém uma limitagdo vem sendo reportada quanto
ao seu uso em fases iniciais da criagdo de L. vannamei em viveiros (REIS et al., 2020,
2022). Embora os fabricantes geralmente indiquem que estes sistemas automatizados
devam ser utilizados quando os camardes estejam com mais de 2 g, ndo séo divulgados
dados especificos ou justificativas sobre o motivo de tal limitacdo dos equipamentos.
Entretanto, foi observado em pesquisas utilizando estes alimentadores que a eficiéncia da
alimentacdo com base acustica é otimizada para L. vannamei com mais de 5 g, apos
aproximadamente decorridos 30-40 dias de criacdo (REIS et al., 2020, 2022). Os autores

argumentam que a baixa energia acustica de cliques produzidos pelos animais em
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menores classes de tamanho, resultaria na subalimentagdo durante a fase inicial de
criacéo.

A aplicacdo de PAM em laboratdrio para caracterizar cliques de L. vannamei nas
classes de tamanho de 13, 22 e 35g, ndo resultou em diferencas nos parametros acusticos
(e.g. frequéncia minima e maxima, pico de frequéncia, energia e duracdo) durante a
atividade alimentar (SILVA et al., 2019). Resultados semelhantes foram observados por
Hamilton et al. (2021) para classes de tamanho de 4, 10 e 23g de M. rosenbergii.
Interessantemente, a energia dos cliques emitidos por L. vannamei com aproximadamente
10 g foi maior do que em camardes de 4 g, quando estes foram alimentados com racgdes
extrusadas e peletizadas (SOARES et al., 2021a). Embora estes estudos tenham
contribuido com informac6es valiosas sobre as caracteristicas acusticas em classes de
tamanho das fases intermediarias e finais/avancadas do ciclo de criacdo de L. vannamei,
ndo esclareceram o motivo da mencionada limitacdo de uso alimentadores acusticos nas
fases iniciais. Recentemente, entretanto, foi realizada a caracterizacdo dos parametros
acusticos de cliques emitidos desde o estagio pds-larval (i.e. fase inicial de criacdo) até
camardes proximos ao tamanho comercial (12 g) em condic¢des controladas de laboratorio
(HAMILTON et al., 2024). Os autores observaram que os cliques comecaram a ser
emitidos a partir do estagio pds-larval / juvenil inicial com o peso médio de 0,01 g,
correspondendo a fase de bercario na criacdo. Os parametros aclsticos mostraram ser
influenciados pelo tamanho, principalmente nos estagios juvenis iniciais, com a
frequéncia minima e o pico de frequéncia apresentando uma diminuicéo abrupta em seus
valores até aproximadamente 1 g, enquanto a energia e frequéncia maximas mostraram
um padrdo oposto. Ainda neste estudo, modelos estatisticos estimaram que a energia
méaxima do clique estabiliza a partir de 1,48 g, enquanto a frequéncia baixa, alta e de pico
estabilizam a partir de 3,08 g. Os autores sugerem que os resultados podem contribuir
para a 0 desenvolvimento e otimizacdo dos algoritmos em sistemas automatizados,
possibilitando assim superar as atuais limitacOes e antecipar a utilizacao de alimentadores
automaticos acusticos para as fases de bercério e/ou iniciais da criagdo de L. vannamei.

Estudos com PAM também mostraram que, além dos parametros acusticos dos
cliques, o comportamento alimentar é influenciado pelo tamanho dos camardes (Tabela
3). A contagem do numero de cliques mandibulares produzidos durante a ingestdo de
péletes individualizados foi comparada entre diferentes classes de tamanho de L.
vannamei (SILVA et al., 2019). Os resultados indicaram um consumo mais rapido do

pélete (cliques / min) para camardes com 35g, ja que a maioria dos cliques ocorreram no
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primeiro minuto apos a captura do pélete, quando comparados a classes de tamanho
menores de 13 e 229 que tiveram uma taxa de emissdo de cliques mais constante durante
os testes (10 min). Esse fato que foi associado a maior voracidade para consumir 0s
péletes e a0 maior volume estomacal de camarBes maiores. Entretanto, em outro estudo
onde os péletes foram oferecidos ad libitum para grupos de L. vannamei em duas classes
de tamanho (4 e 10 g), observou-se um declinio mais acelerado da energia acustica da
atividade alimentar nos camardes menores ap0s 20 min da oferta de racdo. Os autores
atribuiram este declinio ao menor tempo necessario para que estes camardes atingissem
sua capacidade estomacal e saciedade, uma vez que os camarfes maiores mantiveram
niveis mais elevados de energia acustica durante os 30 min de atividade alimentar. O
efeito do tamanho dos camardes no comportamento alimentar em testes envolvendo
grupos de individuos mantidos em aquéarios ou tanques, também deve levar em
consideracdo a sua densidade populacional, haja visto que podem ocorrer diferentes
comportamentos individuais de competicdo e dominancia (BARDERA et al., 2021).

7.5. Densidade de estocagem

Existe pouca informac&o disponivel sobre os efeitos da densidade de estocagem
no comportamento alimentar de camardes (BARDERA et al., 2019a), ainda mais se
considerarmos a sua importancia para as praticas de manejo e produtividade em sistemas
de criacdo (ROY et al., 2020; DA SILVEIRA et al., 2022). Bardera et al. (2021)
estudaram a influéncia da densidade (6, 12 e 24 camardes/m?) no comportamento de L.
vannamei (8 g) em laboratorio, através de gravacoes de video e anélises em software de
rastreamento (EthoVision). Com esta metodologia, os autores conseguiram identificar
que na maior densidade os camardes permaneceram menos tempo na area de alimentagédo
e apresentaram menos interacdes de dominancia entre eles, mesmo com um maior
consumo relativo de racdo em comparacdo as demais densidades de estocagem.
Utilizando PAM, Wei et al. (2020) observaram que a taxa de emissdo de cliques foi
proporcional ao numero de camar@es adultos (5 e 10) de L. vannamei mantidos em
aquarios (40 x 20 cm). Recentemente, um estudo mais abrangente com PAM, buscou
avaliar as interacdes entre a densidade de estocagem (50, 100 e 150 camardes/m?) e a
atividade acustica em diferentes classes de tamanho de L. vannamei (1, 3, 9 e 12 g)
durante a alimentacdo em laboratério (HAMILTON et al., 2023). Como esperado, 0
aumento das densidades e classes de tamanho resultaram em correlagdes positivas com

numero de cliques emitidos pelos camardes, assim como entre 0 numero de cliques
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emitidos durante os primeiros 10 min e o consumo de racdo apds 30 min de
monitoramento da atividade de alimentar (Tabela 3). Estudos futuros combinando
metodologias de visdo computacional e PAM em laboratdrio, podem contribuir para uma
melhor compreenséo de relagdes intraespecificas durante a atividade acustica em grupos
de camarbes, bem como sua para a aplicagdo em praticas de manejo na producao
comercial (DE TAILLY etal., 2021).

Um outro aspecto que merece destaque é a possiblidade de se utilizar PAM para
estimar a densidade populacional de camardes, bem como identificar diminuicdes
abruptas de densidade causadas por eventos de mortalidade ou despesca parcial. Fato
sugerido pelas relagdes significativamente positivas entre a taxa de emisséo de cliques e
a densidade de estocagem em diferentes classes de tamanho de L. vannamei em
laboratério (HAMILTON et al., 2023). Um problema comum na carcinicultura é a
inabilidade de observar a populacdo de camardes durante seu desenvolvimento, causando
dificuldades na determinacdo da biomassa e sobrevivéncia (SMITH e TABRETT, 2013;
BARDERA et al., 2019a). Marques et al. (2013) argumentaram que para situa¢es em
que o numero de animais é conhecido e estes emitem um sinal sonoro, uma abordagem
de calibracdo pode ser Util para prever a densidade populacional quando esta informacéo
ndo pode ser obtida diretamente, como no caso da carcinicultura. Embora este principio
basico esteja provavelmente inserido na interpretacdo de sinais por algoritmos em sistema
automatizados de alimentacdo acuUstica, esta importante informacéo é frequentemente
protegida e ndo disponivel para pesquisadores e produtores de camardo. Assim, sugere-
se que estimativas da densidade populacional de camardes através de PAM sejam
validadas com equipamentos e analises acUsticas de precisdo em experimentos

controlados de larga escala em ambiente de criacéo.

7.6. Interferéncias de ruidos

As paisagens acusticas em ambientes aquicolas apresentam distintos ruidos de
fundo, geralmente produzidos por equipamentos como difusores de aeragdo, sopradores
de ar, fluxo de &gua, bombas de agua, filtros mecanicos e outros maquinarios (e.g.
geradores, veiculos motorizados), bem como por outras fontes de ruidos naturais ou
artificiais externos (e.g. chuva, trovdes, insetos aquaticos e impacto de péletes de ragédo
na superficie). Sabe-se que o desempenho de alimentadores automatizados acusticos é
afetado por interferéncias sonoras causadas por aeradores (i.e. movimentacdo de &gua) e

chuva em viveiros, os quais podem sobrepor ou mascarar o som dos cliques emitidos
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pelos camardes, levando assim a interpretacdes enganosas pelos algoritmos sobre a
atividade alimentar (BADOR et al., 2013; ULMAN et al., 2019 a,b). Presumidamente, 0s
fabricantes destes sistemas automatizados adotam medidas para contornar estas
interferéncias, que poderiam incluir: (1) sensores de chuva que interrompem
momentaneamente a operagao acustica e alternam para fornecimento de quantidades fixas
de racdo em intervalos de tempos predeterminados, baseados em retrocélculo de eventos
anteriores; (2) recomendacBes para posicionamento de aeradores ou difusores de ar
distantes do local de instalacdo dos hidrofones; (3) filtragem de bandas de frequéncia
especificas com ruidos indesejaveis (e.g. 0 a 5 kHz) no processamento prévio de sinal
acustico pelo algoritmo e (4) incorporagdo de assinaturas de ruidos especificos nos
modelos de aprendizado de maquina dos algoritmos. Smith e Shahriar (2013) reportaram
que um algoritmo de detecdo de assinaturas de alimentacdo foi treinado utilizando
conjuntos de dados de assinaturas de diferentes fontes de interferéncia provenientes de
gravacgdes em viveiros de P. monodon.

Em pesquisas com PAM em laboratério, além da interferéncia de ruidos
(SLATER et al., 2020), a intensa reverberacdo sonora em tanques deve ser considerada
na caracterizacdo de sinais acusticos de crustaceos (JEZEQUEL et al., 2022). Os
problemas com ruidos externos podem ser contornados através do desligamento
temporario dos sistemas de aeracdo e recirculacdo de agua nos tanques durante testes de
curta duracdo com camardes (PEIXOTO et al.,, 2020b). Em testes de longa duracao,
quando o desligamento prolongado do sistema de aeracdo e/ou recirculagdo pode trazer
problemas para a qualidade de &gua e fisiologia dos animais, algumas providéncias podem
ser tomadas para reduzir ruidos, tais como: (1) posicionar equipamentos, filtros, bombas
e tanques do sistema recirculacdo afastados do ambiente de gravacdo; (2) manter
mangueiras do sistema recirculacdo de agua submersas (evitar impacto da agua na
superficie) e afastadas do hidrofone nos tanques de gravacéo; e (3) realizar aeracdo da
agua no sistema de recirculacdo e ndo com difusores nos tanques de gravacdo. Ainda
assim, Peixoto et al. (2020 a,b) utilizaram software de anélise acustica para aplicacéo de
filtros de banda (0 a 10 kHz) em gravacGes da atividade alimentar de L. vannamei em
laboratdrio. Esta etapa, que antecede a analise de emissao de cliques, tem como finalidade
remover a banda de baixa frequéncia (e.g. abaixo de 5 ou 10 kHz) que geralmente
apresenta a maior parte dos ruidos de fundo (RADFORD e SLATER, 2019; SLATER et
al., 2020), concentrando assim a analise em bandas de frequéncia mais elevadas onde 0s

sinais de clique estariam mais “limpos” devido a menor interferéncia de ruidos externos.
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Em relacdo a interferéncia de ruidos no comportamento, foi observado que o
camardo Palaemon serratus utiliza mecanismos receptores especializados para ouvir e
responder ao deslocamento de particulas do som (LOVELL et al., 2005), e sofreu
alteracdes comportamentais e bioquimicas na hemolinfa quando foram expostos ao ruido
de embarcacg0es através de autofalantes subaquaticos em laboratorio (FILICIOTTO et al.,
2016). Slater et al. (2020) reproduziram o ruido de um sistema intensivo de recirculacdo
(SPL de 128 dB re 1 pPa; banda de frequéncia de 50 Hz a 24 kHz) em tanques com L.
vannamei (~ 6 g) durante oito semanas, porém nao observaram efeitos na sobrevivéncia,
crescimento ou parametros da hemolinfa associados ao estresse sonoro nos camardes. Os
autores recomendaram futuros estudos com exposicdo aguda ao som e testes com
camar@es em fases precoces de vida, potencialmente mais sensiveis as tais perturbacdes

sonoras e alteragdes comportamentais.

8. Desafios futuros e recomendacdes

Embora tenham ocorrido avancos significativos na compreensdo do mecanismo
de emissdo de som, caracteristicas de cliques e comportamento alimentar de camardes
através do uso de PAM em estudos laboratoriais, ainda existem diversas lacunas no
conhecimento que podem contribuir para a otimizacao de praticas de manejo alimentar,
desenvolvimento de racdes e equipamentos automatizados com base acustica para
camardes (Figura 6).

O efeito da muda (processo de ecdise) no comportamento alimentar dos camarfes
durante a criagcdo é bem conhecido, com reducdo drastica do consumo de racdo que deve
ser acompanhada pela diminuicdo de 10-30% na oferta de alimento no dia previsto para
a muda (LEMOS e WEISSMAN, 2021). Bardera et al. (2019) utilizaram gravacdes de
video para analisar os efeitos da muda e periodos de restricdo alimentar no
comportamento de L. vannamei em laboratorio, concluindo que camardes na intermuda e
mantidos por longos periodos de restricdo (24 e 48 h) tiveram maior atividade alimentar.
Em sistemas de alimentagdo acustica automatizada, as redugdes na atividade alimentar
dos camardes, associadas a eventos de muda na populagéo poderiam ser detectadas pelos
algoritmos. Entretanto, ndo existe informaces se tal processo de deteccdo e tomada de
deciséo ocorreria apenas em decorréncia da menor energia acustica gerada pela reducgéo
na taxa de emissdo de cliques pela populagéo, ou, se os pardmetros sonoros dos cliques
tambeém seriam afetados pelas variagGes na espessura e dureza das mandibulas devido ao

processo de muda. O endurecimento do exoesqueleto pode demorar varias horas apos a
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muda, dependendo da duracéo total do ciclo (i.e. fases de pré-muda, ecdise, pos-muda e
intermuda) que varia de acordo com o tamanho do camardo (DALL et al., 1990).
Conhecendo o mecanismo de emissdo de som destes animais, seria possivel supor que a
energia dos cliques emitidos durante a fase de ecdise, e/ou na fase que a precede e sucede,
seria menor do que na fase de intermuda, quando as mandibulas apresentam teoricamente
sua maxima espessura e dureza cuticular. No entanto, as relag@es entre ciclo de muda e
caracteristicas dos cliques ainda precisam ser investigadas com uso de PAM, contando
ainda com o suporte de outras ferramentas analiticas que permitam avaliar as possiveis
interacOes entre os pardmetros acusticos com a espessura e/ou composigdo cuticular das
mandibulas.

A criacdo de camardes em sistemas intensivos ou superintensivos de recirculacao
(RAS) e bioflocos (BFT), tanto em ambiente de laboratério como em escala comercial,
oferecem novos desafios para estudos com aplicacdo de PAM. Nestes sistemas, a
necessidade de aeracdo e recirculacdo intensa pode causar ruidos (e.g. bombas,
sopradores e compressores de ar) que ocupam predominantemente bandas de baixa
frequéncia na paisagem acustica (BART et al., 2001; REDFORD e SLATER, 2019).
Além disso, o colapso das bolhas ou microbolhas geradas pela injecao de oxigénio produz
ruidos em frequéncias elevadas, sobrepondo frequéncias dominantes onde ocorrem 0s
cliques da atividade alimentar dos camardes. Solugfes para a deteccdo de cliques nestas
situacOes, podem passar pela adogdo de taxas de amostragem (frequéncia de Nyquist)
mais elevadas para estes ambientes (e.g. 192 kHz), permitindo assim a deteccdo de cliques
e/ou sua energia em altas bandas de frequéncia (e.g. até 96 kHz) e evitando a sobreposicao
com ruidos associados a aeracao da agua e equipamentos no meio externo (PEIXOTO et
al., 2022). Li et al. (2024) sugerem que algoritmos de aprendizagem profunda podem
contribuir para separacdo de ruidos de fundo em sistemas aquicolas. Como exemplo nesta
linha de pesquisa, Cao et al. (2022b) reproduziu artificialmente o som de cliques de L.
vannamei, descrito por Silva et al. (2019), em simula¢Ges com diferentes intensidades de
ruidos de fundo no processo de reconhecimento de sinais por algoritmo de aprendizagem
de maquina. Finalmente, considera-se que o desenvolvimento futuro destes sistemas
intensivos de alta tecnologia contemple métodos de oxigenacdo da dgua e equipamentos
em geral com menor emissdo de ruidos, favorecendo o monitoramento acustico da
alimentacéo.

Outra questdo que surge no contexto de sistemas RAS e BFT esta relacionada aos

potenciais efeitos causados pelos ruidos de alta intensidade no comportamento e bem-
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estar dos camarfes (REDFORD e SLATER, 2019; SLATER et al., 2020). Embora sejam
necessarios mais estudos com simulacdes de ruidos através de autofalantes subaquaticos,
estes equipamentos sdo geralmente muito caros e possuem grande dimensdo para serem
instalados em tanques ou aquéarios experimentais. Entretanto, existem alternativas de
dispositivos de baixo custo, facil manufatura e pequeno tamanho no formato cilindrico
(altura = 11 cm; didmetro = 6 cm) como o descrito por De Jong et al. (2017). Os autores
demonstraram que este dispositivo, batizado de “ovo sonoro” (tradugao literal do termo
em inglés “noise egg”), foi capaz de produzir sons de baixa frequéncia como fonte
experimental de ruido para avaliagdo do comportamento de espécies aquaticas em
instalacOes de laboratdrio.

Algumas linhas de pesquisa com PAM em laboratério podem contribuir com a
otimizacdo de praticas comuns de manejo alimentar em sistemas de criacdo, e que ndo
necessariamente sejam aplicadas na alimentacdo acUstica automatizada. O manejo
alimentar € uma das areas mais diretamente beneficiadas com uma melhor compreenséao
do comportamento dos camardes (BARDERA et al., 2019a; PARRA-FLORES et al.,
2019; LI et al., 2021; DE TAILLY et al., 2021). Estudos etolégicos tém contribuido
significativamente para o conhecimento atual do comportamento alimentar deste animais
em relacdo a diferentes aspectos, tais como frequéncias de alimentacdo (PONTES et al,
2008; LIMA et al., 2009), ritmo circadiano (PONTES et al., 2006; SILVA et al., 2012;
SANTOS et al., 2016), restricdo alimentar e ciclo de muda (BARDERA et al., 2019b),
densidade de estocagem (BARDERA et al, 2021), tamanho dos péletes de racdo (NUNES
e PARSONS, 1998; OBALDO e MASUDA, 2006) e, em maior escala, a inclusdo de
aditivos em dietas (STEINER e HARPAZ, 1987; HUNT et al., 1992; SANCHEZ et al,
2005; SMITH et al., 2005; NUNES et al., 2006; AHAMAD-ALI et al., 2007; GREY et
al., 2009; SURESH et al., 2011; DERBY et al., 2016; MONTOYA-MARTINEZ et al.,
2018, NUNES et al., 2019; EAP et al., 2020; YUAN et al., 2021). Embora a grande
maioria destes estudos tenha sido realizada com observacdes visuais em condicGes
laboratoriais, novas tecnologias de visdo computacional e PAM tém sido aplicadas com
sucesso em estudos comportamentais de camardes, conforme revisado por De Tailly et
al. (2021), Reis et al. (2022), Li et al. (2024) e no presente capitulo. Existem outras
lacunas no conhecimento comportamental dos camardes que s6 poderiam ser avaliadas
através de PAM, como por exemplo estudos que abordem o efeito da turbidez da agua,
haja visto que imagens subaquéticas sofrem degradacédo induzida pela luz (GUTSCHER
etal., 2011; BEGOUT etal., 2012; GHANI e ISA, 2015). Entretanto, a utilizacdo de PAM
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de forma isolada ou combinada com outras tecnologias em estudos laboratoriais, pode
trazer uma nova luz sobre os diversos fatores citados que influenciam no comportamento

alimentar dos camardes.
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CAPITULO Il

Estudo de caso: efeito do ciclo de muda na caracteristica acustica de cliques emitidos

pelo camardo Litopenaeus vannamei

(Artigo a ser submetido para o periodico Aquaculture)
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Resumo

Nos camarfes peneideos, as mandibulas sdo responsaveis pela emissdo de sons
semelhantes a um “clique” quando se chocam durante a ingestéo de alimento, o que vém
sendo utilizado para avaliacdo da atividade alimentar. Assim, os parametros acusticos dos
cliques poderiam ser afetados por variagbes na dureza dos dentes mandibulares,
relacionadas a sua espessura cuticular durante o ciclo de muda. Neste contexto, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do ciclo de muda nas caracteristicas acusticas dos
cliques emitidos durante a atividade alimentar de Litopenaeus vannamei. Os parametros
acusticos e espessura cuticular da mandibula foram comparados em camardes nos
estagios de intermuda (cuticula rigida) e pds-muda (cuticula macia). Foram utilizados
camardes com peso médio de 8,75 g, mantidos individualmente em 24 tanques em sistema
de recirculacdo de 4gua. Um grupo de 12 animais tiveram sua atividade alimentar com
racdo comercial gravada logo apos a ecdise (grupo pds-muda), enquanto outros 12 foram
gravados na metade do seu ciclo de muda (grupo intermuda). As gravagc0es ocorreram em
camaras anecoicas com hidrofone conectado a um gravador digital (taxa de amostragem
de 192 kHz), e os parametros acusticos dos cliques caraterizados no software Raven® 1.5
Pro. Ap0s as gravacdes os camardes tiveram suas mandibulas retiradas para medigdo do
comprimento e analise histologica da cuticula mandibular. As medidas morfométricas
corporais (peso e comprimento) e mandibular ndo diferiram entre os grupos de camardes,
entretanto aqueles no estdgio pos-muda apresentaram valores significativamente
inferiores na espessura da cuticula mandibular. As caracteristicas acusticas dos cliques
emitidos durante a alimentagcdo foram afetadas pelos estadgios de muda, com menor
energia (dB) e frequéncia méximas (kHz) em camarbes no estadgio pos-muda
provavelmente relacionadas a menor espessura cuticular deste grupo. Embora variacdes
na energia acustica maxima dos cliques tenham sido observadas em relacdo aos ciclos de
muda analisados, acredita-se que as variages na energia da paisagem acustica também
estariam relacionadas a reducGes na taxa de emissdo de cliques associadas a diminuicéo
da atividade alimentar dos camardes no estagio pdés-muda. Os resultados podem
contribuir para a avaliacdo do comportamento alimentar associado ao ciclo de muda,
assim como para otimizacdo de algoritmos que controlam os alimentadores automaticos

acusticos em sistemas de criagdo de camardes em larga escala.
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1. Introducgéo

A ecdise ou muda, é o processo no qual os camarfes abandonam o exoesqueleto
antigo, substituindo sua cuticula rigida por uma nova subjacente ainda macia e flexivel
(DALL et al.,1990). Durante este processo 0s animais absorvem uma grande quantidade
de 4gua e aumentam rapidamente de tamanho, que é acompanhado pela nova cuticula
durante seu enrijecimento. A troca ciclica do exoesqueleto ocorre mais frequentemente
nos estagios larvais e fases iniciais de vida, ficando mais espacada ao longo das fases
juvenil e adulta. O intervalo entre mudas sucessivas pode variar entre 1,5 dias em pés-
larvas a 7 dias em juvenis (5 g) (LEMOS e WEISSMAN, 2021), ou entre 5 e 11 dias para
camardes com peso de 2 e 15 g, respetivamente (CORTEEL e NAUWYNCK, 2010). O
ciclo de muda completo pode ser dividido nos seguintes estagios: pré-muda (D), quando
ocorrem preparacdes morfoldgicas e fisioldgicas para que a ecdise ocorra; muda ou ecdise
(E), momento em que cuticula antiga € perdida; pés-muda (A-B), estagio imediatamente
apo6s a muda quando inicia a substituicdo da agua incorporada pela massa de tecido; e
intermuda (C), quando a nova cuticula esta inteiramente rigida, ocorrendo crescimento
muscular e acimulo de reservas para proxima muda (DALL et al., 1990; LEMOS e
WEISSMAN, 2021). Almeida Neto e Freire (2007) observaram que a textura do
exoesqueleto de Litopenaeus vannamei pode ser utilizada como método de determinagéo
do periodo de muda. Os autores sugeriram gue a relacao entre o estagio A e a textura mole
seria explicada pela cuticula semi-calcificada com alta permeabilidade, enquanto a textura
normal (rigida) no estagio C seria pela completa calcificacdo do exoesqueleto.

O exoesqueleto dos crustaceos € formado pelas seguintes camadas: uma
epicuticula externa fina, uma pré-cuticula espessa e pela epiderme subjacente. A proé-
cuticula, quando desenvolvida, consiste em uma exocuticula externa e uma endocuticula
interna. A cuticula é secretada pela epiderme, uma camada Unica de células com intensa
atividade secretora. A composicdo da cuticula consiste principalmente por agua,
proteinas, um polissacarideo (quitina), minerais e outras substancias que se distribuem
diferentemente nas diversas camadas. A quitina forma uma estrutura em teia que,
preenchida por proteina, confere resisténcia ao exoesqueleto (CORTEEL e
NAUWYNCK, 2010). Porém, a mineralizacdo por carbonato de calcio foi adotada pela
maioria dos crustaceos para o reforco geral do seu exoesqueleto. Normalmente, a parte
mais mineralizada do exoesqueleto é a mandibula que estd equipada com processos
dentarios especializados, "incisivos" para morder e cortar (e.g. camares peneideos e

carideos) e "molares™ para triturar e mastigar (e.g. camardes carideos). Nestas espécies,
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as mandibulas apresentam uma elaborada biomineralizacdo que combina varios minerais
dispostos em padrdes de distribuicdo bem definidos, especificos de cada espécie, que
refletem os héabitos alimentares do organismo. Evolutivamente, os camardes, entre outros
crustaceos, passaram a incluir fosfato de calcio para aumentar a dureza e resisténcia ao
desgaste de suas mandibulas, em funcéo da elevada carga mecanica na regido (BENTOV
etal., 2016).

As mandibulas também sdo responsaveis pela emissdo de sons semelhantes a um
“clique”, quando se chocam durante a ingestdo de alimento pelos camardes peneideos
Litopenaeus setiferus (BERK et al., 1998), Penaeus monodon (SMITH e TABRETT,
2013) e L. vannamei (SILVA et al., 2019), e carideo Macrobrachium rosenbergii
(HAMILTON et al., 2021). A emissdo destes cliques tem possibilitado o emprego do
monitoramento acustico passivo (PAM) em estudos sobre o comportamento alimentar de
camardes (PEIXOTO et al., 2020a,b; SOARES et al., 2021a,b; PEIXOTO et al., 2022;
HAMILTON et al., 2023; TABBARA et al., 2024), bem como para o desenvolvimento
de sistemas de alimentacdo baseados em acustica passiva (NAPAUMPAIPOM et al.,
2013; JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et al., 2019a,b; REIS et al., 2020,2021;
WALSH et al., 2022; STREBEL et al., 2023; REIS et al., 2023). Foi observado que o
tamanho da mandibula esta fortemente correlacionado com os parametros acusticos dos
cliques produzidos por L. vannamei de 0,01 a 12g, com menor energia acustica (dB)
produzida por camardes abaixo de 1 g (HAMILTON et al., 2024). Assim, poderiamos
supor que os parametros acusticos dos cliques também seriam afetados por variagdes na
dureza dos dentes mandibulares, relacionadas a sua espessura cuticular durante o ciclo de
muda. Entretanto, ainda nao foram realizados estudos com PAM para esclarecer este fato,
bem como ndo se tem informacédo sobre sua influéncia na deteccdo da energia emitida
pelos cliques durante o ciclo de muda dos camardes pelos algoritmos de alimentadores
automatizados.

Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do ciclo de muda nas
caracteristicas acusticas dos cliques emitidos durante a atividade alimentar de L.
vannamei. Os parametros acusticos e espessura cuticular da mandibula foram comparados
em camardes nos estagios de intermuda (cuticula rigida) e pés-muda (cuticula macia). Os
resultados podem contribuir para a interpretacao e detec¢do de sinais acusticos associados
a eventos de muda e aperfeicoamento do manejo alimentar automatizado baseado em
PAM.
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2. Material e métodos
2.1. Delineamento experimental

Foi utilizado um grupo de L. vannamei com peso médio de 8,75 + 1,05 g,
comprimento total de 10,31 + 0,39 cm e comprimento do cefalotorax 2,31 + 0,08 cm,
distribuidos aleatoriamente e mantidos individualmente em 24 tanques retangulares de
polietileno (48x28x24 cm; 27 L) em sistema de recirculacdo de agua (salinidade 10),
composto por um tanque-reservatorio de 500L (sump), filtro de tela, filtro bioldgico e
“skimmer”. Duas bombas centrifugas (1 CV) mantiveram uma taxa de recirculacdo de
agua de 4 vezes ao dia nos tanques do sistema. A aeragdo foi fornecida constantemente
através de um compressor de ar eletromagnético (2 CV) conectado a mangueiras de
silicone com uma pedra porosa por tanque. O fotoperiodo foi natural de aproximadamente
12h luz e 12h escuro. Os camardes foram alimentados trés vezes ao dia (8, 12 e 16 h)
utilizando racdo comercial (Presence, Density 40 CR2; 40% proteina; tamanho pélete ~
1,5 mm). Os parametros de qualidade de agua de temperatura, salinidade e pH foram
monitorados diariamente no sistema de recirculacdo com a utilizacdo de medidor
multiparametro (YSI 556 MPS, YSI Inc. / Xylem Inc., EUA). J& as concentracGes de
amoénia e nitrito na 4gua do sistema foram analisadas a cada dois dias em
espectrofotometro (HACH 3900, Hach, Alemanha).

O experimento foi iniciado com o0 monitoramento diario dos 24 camar&es no inicio
da manha para detectar a presenca de ecdise nos tanques e calcular o tempo (em dias) do
ciclo de muda para cada animal. Um grupo de 12 camarbes foram selecionados
aleatoriamente para serem gravados logo apo6s a sua segunda ecdise, equivalendo ao
estagio inicial de pds-muda ou estagio A (grupo pés-muda). Outros 12 camardes foram
gravados na metade do seu ciclo de muda, ou seja, aproximadamente no meio do seu

estagio intermuda seguinte ou estagio C (grupo intermuda) (Figura 1).
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Figura 1. Desenho esquematico das gravagdes da atividade alimentar do camardo L.
vannamei nos estagios de pds-muda e intermuda para obtencdo dos parametros acusticos.
Os circulos verdes indicam eventos de muda (M) e as setas vermelhas 0s momentos em
que foram realizadas as gravacgdes dos grupos pés-muda e intermuda.
2.2. Gravac0es acusticas da alimentacéo

As gravacdes para caraterizacdo de cliques emitidos durante a atividade alimentar
foram realizadas em camaras anecoicas compostas tanques retangulares de polietileno
(48x28x30 cm) revestidos com espuma de poliuretano (espessura: 30 mm; densidade: 28
Kg/m?), para minimizar a reflexdo e ressonancia do som (Figura 2). Estas cAmaras
possuiam um volume util de 25 L e foram abastecidas com a mesma agua dos tanques de
origem dos camardes, porém sem recirculacdo de dgua e aeracdo para evitar ruidos nas
gravacOes. Quando foi detectada presenca da segunda muda nos tanques (grupo pos-
muda) ou alcancando o tempo estimado relativo a metade do estagio intermuda (grupo
intermuda), os camar@es foram transferidos individualmente no inicio da manha (8 h) e
aclimatados por 1 hora nas cAmaras anecoicas antes do inicio da gravacao (Figura 2). Um
total de trés cAmaras estavam disponiveis caso fosse necessario maltiplas gravagdes em

um mesmo dia.
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Figura 2. Vistas superior (A) e corte longitudinal (B) da camara anecoica utilizada para
caracterizacdo dos cliques em gravacOGes da atividade alimentar de L. vannamei. A
conexdo com o gravador digital foi feita através do hidrofone inserido no interior da
camara por uma abertura na parte superior da tampa (setas brancas).

O equipamento de gravacdo foi composto por hidrofones omnidirecionais AS-1
(Aquarian Audio, EUA) com resposta de frequéncia linear de 1Hz a 100kHz
(sensibilidade de -208dB r 1V/uPa), acoplados a pré-amplificadores PA4 (Aquarian
Audio, EUA) com ganho de 26 dB e conectados a um gravador digital F6 (Zoom Inc.
EUA). Foi utilizada a taxa de amostragem mais elevada do gravador (192 kHz; 16 bits),
permitindo captar sons com frequéncias maximas de até 96 kHz. As gravacGes foram
realizadas por um periodo de 30 minutos, contados ap6s o oferecimento ad libitum da

mesma racao utilizada durante a manutencdo dos camardes no sistema de recirculagéo.

2.3. Caracterizacdo acustica dos cliques

Os arquivos de audio (.wav) da atividade alimentar de cada camarao no estagio de
intermuda e pés-muda foram transferidos do gravador para um computador de alto
desempenho (Intel® Core™ i5-12400, 32 GB DDR4, 1 TB SSD 500w), onde foram
analisados no software Raven® 1.5 Pro (Universidade de Cornell, EUA). Foram gerados
espectrogramas (Tipo: hann; Sobreposicdo: 50%; Resolucdo: 512 amostras) dos arquivos
de audio para identificagdo manual dos pulsos sonoros (cliques) presentes, de acordo com
parametros acusticos gerais descritos por Silva et al. (2019) e Hamilton et al. (2024) para
L. vannamei. Apds a identificagdo, foram selecionados aleatoriamente pelo menos dez
cliqgues (ou o total de cliques na gravacdo) para a sua caraterizacdo acustica
individualizada. As variaveis selecionadas para caracterizar os cliques foram: frequéncia

minima e méxima (kHz), pico da frequéncia (kHz), energia maxima (dB) e durag&o (ms).
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2.4. Analise do nivel de energia acustica durante a atividade de alimentacao

Os arquivos audio também foram avaliados em relacdo a energia acustica (dB)
gerada durante a atividade alimentar dos camarfes em intermuda e pds-muda. Nesta
analise, primeiramente os espectrogramas dos arquivos de audio foram analisados no
software Raven 1.5 Pro para remover manualmente qualquer ruido adicional durante as
gravacoes (30 min), tais como o impacto na 4gua da oferta inicial de racdo ou choques
acidentais no hidrofone por parte dos camardes. Apos este passo, foram geradas selecdes
automaticas com duracgéo fixa de 15 s nos arquivos de audio, e os valores de energia
méaxima (maximum power; dB) foram calculados para cada intervalo de tempo. Esses
valores foram utilizados para representacdo grafica e comparacdo da energia maxima nos
intervalos de 15 s ao longo dos 30 min de gravacfes para camardes em intermuda e pos-

muda.

2.5. Analise morfométrica e histolégica das mandibulas

Apbs a realizacdo das gravacOes, 0s camarGes em estagios de pds-muda e
intermuda foram insensibilizados com gelo e mortos para a remogdo do par de
mandibulas. As mandibulas (direita e esquerda) foram dissecadas e medidas em
estereomicroscopio Leica EZ4 (Leica Microsystems, Alemanha) com camera digital
integrada (0,01 mm), onde foram obtidas as medidas de comprimento total das
mandibulas (CM, mm), conforme exemplificado na figura 3A. Em seguida as mandibulas
foram inseridas em solucéo salina de Davidson (12 h) para a desmineralizacao e fixacao,
e formam conservadas em alcool 70% por 24 h. Posteriormente, as mandibulas direitas
foram submetidas ao processo histoldgico padrdo, sendo desidratadas em séries
crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina a 58° C.

Os cortes histologicos das mandibulas direitas foram realizados em micrétomo
rotativo Leica RM2145 (Leica Microsystems, Alemanha), sendo seccionados a 5um na
posicdo transversal e corados em hematoxilina e eosina-floxina (H/E-F) para a
identificacdo de substancias &cidas e basicas, respectivamente. As laminas foram
observadas sob um microscépio optico (Leica DM500, Leica Microsystems, Alemanha)
equipado com uma camera digital (Leica ICC50HD, Leica Microsystems, Alemanha). As
amostras histologicas foram fotomicrografias e digitalizadas com o software Leica LAS
EZ 3.4 (Leica Microsystems, Alemanha) com objetivas de 4x a 100x de ampliacdo. A
espessura do tecido cuticular foi mensurada (um) através do software Imagel para
Windows (SCHNEIDER et al., 2012). As medidas realizadas foram da espessura total da



76

cuticula mandibular (EM) e da espessura da camada endocuticular (EEnd), conforme
exemplificado a figura 3B.

Figura 3. Fotomicrografia indicando as medidas relacionadas as mandibulas do camarao
L. vannamei. (A) Comprimento total da mandibula (CM) realizado macroscopicamente.
(B) Comprimento associado as espessuras da cuticula mandibular (EM) e camada
endocuticular (EEnd) realizados microscopicamente através de cortes histoldgicos.

2.6. Andlises estatisticas

O comprimento das mandibulas esquerda e direita dos camardes ndo diferiram
significativamente entre si quando comparados pelo teste T, sendo entdo agrupados e
comparados novamente entre 0s grupos de camardes no estagio de intermuda e p6s-muda.
A medidas de peso e comprimento dos camardes, assim como as de espessura da cuticula
mandibular, também foram comparadas entre os grupos de camardes na intermuda e pos-
muda através do teste T. Os dados dos pardmetros acusticos dos cliques e de energia
méaxima em intervalos de 15 s nas gravacGes ndo apresentaram distribuicdo normal (teste
Ryan-Joiner) e foram comparados entre 0s grupos de camardes na intermuda e pés-muda
usando o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software Minitab versdo 18.1 (Minitab, Inc), com um nivel de significancia
de p < 0,05.

3. Resultados

Os parametros de qualidade de agua no sistema de recirculacdo apresentaram 0s
seguintes valores de temperatura 29,7 + 1,5 °C; salinidade 10,2 £+ 1,1; oxigénio dissolvido
4,5+0,4mg/L; pH 8,9 £ 0,2; alcalinidade 209 + 58 mg/L; aménia 0,3 + 0,2 mg/L e nitrito
1,5+£0,5mg/L.
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O intervalo médio de muda dos camarbes, acompanhando durante a sua
manutenc¢do no sistema recirculacao, foi de 11 + 4 dias. O peso dos camardes no estagio
intermuda e p6s-muda, correspondendo a 8,85 + 1,22 g e 8,66 = 0,86 g, respectivamente,
ndo apresentou diferencas significativas entre 0s grupos, assim como suas medidas de
comprimento total e carapaca (Tabela 1).

O comprimento total das mandibulas ndo diferiu significativamente entre 0s
grupos de camardes no estagio intermuda (2,26 £ 0,12 mm ) e p6s-muda 2,18 + 0,16
(Tabela 1). As caracteristicas morfoldgicas das mandibulas também foram semelhantes
entre estes dois grupos de camardes, apresentando um par de dentes incisivos achatados
e denticulos bem desenvolvidos nas extremidades.

A analise histoldgica das mandibulas para os camardes no estagio intermuda e
pos-muda mostrou que ambos apresentam a cuticula mandibular composta por trés
camadas: a primeira camada mais externa da epicuticula, a segunda camada intermediaria
da exocuticula, e uma terceira camada mais interna e espessa denominada endocuticula
(Figura 4). Apesar da semelhanca na distribuicdo das camadas cuticulares, foram
observados valores significativamente superiores, tanto na espessura total da cuticula
mandibular, quanto na espessura da camada endocuticular em camarbes no estagio de

intermuda (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios (x DP) das medidas morfométricas dos camardes L. vannamei
nos estagios de intermuda e p6s-muda.

Medidas morfométricas Intermuda Pds-muda Valor-p
Peso (g) 8,85+1,222 8,66 +0,86° 0,688
Comprimento total (cm) 10,25+0,51% 10,36+0,36% 0,656
Comprimento carapaca (cm) 2,30+ 0,102 2,33+ 0,072 0,305
Comprimento mandibula (mm) 2,26 +0,122 2,18+0,162 0,165

Espessura cuticula mandibular (um) 36,22 +0,962 30,08 +1,13° <0,001

Espessura endocuticula (um) 2259+0,38% 19,92+0,71° < 0,001

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p < 0,05).



78

Figura 4. Fotomicrografia mostrando cortes histologicos corados hematoxilina e eosina-
floxina da cuticula mandibular de L. vannamei no estagio de intermuda (A) e pds-muda
(B). As camadas cuticulares estdo indicadas pela numeracdo para epicuticula (1),
exocuticula (2) e endocuticula (3).

Foram realizadas 24 gravacOes da atividade alimentar, correspondendo a 12
camardes no estagio de pés-muda e 12 no estagio intermuda. Nestas gravacdes, 0 camarao
L. vannamei foi acusticamente ativo e emitiu sons tipo “clique” independentemente de
estarem no estagio de intermuda ou p6s-muda. Embora neste Gltimo, uma menor taxa de
emissdo de cligues tenha sido observada. Para a caracterizacdo dos parametros acusticos,
foram analisados 197 cliques nas gravacdes, sendo 131 para camardes em intermuda e 66

em pds-muda. Os parametros acusticos destes cliques estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Valores médios (+ DP) dos parametros acusticos de cliques emitidos por L.
vannamei durante a atividade alimentar nos estagios de intermuda e pés-muda.

Parametros acusticos Intermuda Pds-muda Valor-p
Frequéncia minima (kHz) 9,97 +8,292 9,99+7,262 0,526
Frequéncia maxima (kHz) 81,26 + 16,782 72,05+ 20,22° 0,002
Pico de frequéncia (kHz) 30,78 +21,06% 32,37 +23,08°2 0,888
Energia maxima (dB) 46,56 £9,87%  4241+6,42° 0,004
Duracéo (ms) 4,79+1942 548 +2392 0,062

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Os valores médios de frequéncia minima foram semelhantes nos cliques emitidos
por camardes nos estagios de intermuda e pds-muda, mas a frequéncia maxima foi
significativamente superior no grupo em intermuda (Tabela 2). O pico de frequéncia,
onde a energia maxima do clique esta concentrada, ndo apresentou diferenca significativa
entre 0s grupos intermuda e pds-muda, porém a energia emitida pelos cliques dos
camardes na intermuda foi significativamente mais elevada do que no estdgio de pds-
muda. A duracgdo do clique ndo apresentou diferenca significativa entre os camardes na
intermuda e pos-muda (Tabela 2). A figura 5 apresenta exemplos de cliques de camardes
na intermuda e poés-muda, salientando as diferencas de frequéncia maxima e energia

maxima em seus espectrogramas.
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Figura 5. Exemplo de espectrograma de frequéncia ao longo do tempo, mostrando cliques
de L. vannamei nos estagios de intermuda (A) e poés-muda (B). As setas amarelas indicam
a frequéncia maxima dos cliques, enquanto as setas vermelhas indicam o pico da
frequéncia, onde esta localizada a energia maxima do sinal (dB; barra com escala colorida
a direita).

A energia acustica maxima média registrada em intervalos fixos de 15 s ao longo
dos 30 min nas gravacdes da atividade alimentar em camar@es no estagio de intermuda e

p6s-muda, pode ser observada na figura 6. Os valores médios de energia maxima nestes
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intervalos foram de 42,21 + 7,73 dB para os camardes na intermuda e 39,81 + 4,95 dB na
p6s-muda, diferindo significativamente entre os dois grupos (p <0,001). Estes intervalos
apresentaram um valor minimo de 36,3 dB (i.e. energia da paisagem acustica de fundo)
nas gravacdes de ambos os grupos de camardes, enquanto os valores maximos de energia
registrados foram de 88,2 dB e 69,8 dB para 0os camardes no estagio intermuda e pos-

muda, respectivamente.

55 -

54 1 ——Intermuda
53 A

52 ——Po6s-muda
51 -
50 -
49
48
47
46
45

W‘ M"MM\MM

38 ~
37 A
36 A
/B +—TT7T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

012 3 456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 2425 26 27 28 29 30

Energia maxima (dB)

Tempo (min)

Figura 6. Representagdo grafica dos valores médios de energia maxima (dB) registrados
em intervalos de 15 s ao longo dos 30 min em gravacdes da atividade alimentar de L.
vannamei nos estagios de intermuda e pos-muda.

4. Discussao

O ciclo de mudas dos camardes ocorre em intervalos de dias ou semanas,
diferentemente de outros crustaceos decapodes (e.g. siris, caranguejos e lagostas) que
tendem a apresentar intervalos mais longos entre mudas sucessivas (DALL et al., 1990).
VariagOes intraespecificas no ciclo de mudas ocorrerem em fungéo do tamanho e idade
dos individuos, assim como em funcdo de diferentes fatores ambientais, tais como
temperatura, fotoperiodo e espago disponivel (CHANG, 1995; DALL et al., 1990;
LEMOS e WEISSMAN, 2021). A duragéo do ciclo de mudas (11 dias) registrada durante
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a manutencdo dos camardes no presente estudo, esta dentro do intervalo caracteristico
para a fase de vida e condi¢des ambientais de criagdo L. vannamei. A duragéo do ciclo de
muda de L. vannamei, com peso aproximado de 8 g, foi estimada entre 10 e 13 dias em
viveiro comercial com temperatura da agua variando de 28 a 31 °C (ALMEIDA NETO e
FREIRE, 2007). Uma duracéo similar do ciclo de muda (10-11 dias) foi reportada para
Farfantepenaeus duorarum (4-8 g) mantidos individualmente em tanques na temperatura
de 28 °C (BONILLA-GOMEZ et al., 2013). Entretanto, quando camardes L. vannamei na
mesma faixa de tamanho do presente estudo (11,5 a 13 cm de comprimento total) foram
mantidos individualizados em tanques com temperaturas mais baixas (20-22 °C), o ciclo
de muda teve sua duracdo ampliada para 24 a 40 dias (CHAN et al., 1988). Cabe ainda
considerar que a manutencdo dos camardes individualizados em tanques de peguenas
dimensbes e volume, como realizado no presente estudo, sdo fatores que podem
influenciar na duragéo do ciclo de muda de crustaceos (CHANG, 1995).

Ao longo dos diversos estagios que compdem o ciclo de muda dos camardes,
denominados como pré-muda (D), muda ou ecdise (E), pés-muda (A-B) e intermuda (C),
0s animais passam por mudancas drasticas na sua estrutura corporal, metabolismo e
comportamento (PROMWIKORN et al., 2004; LEMOS e WEISSMAN, 2021). O estagio
de pré-muda, caracterizado pela preparacdo biol6gica dos 6rgdos e tecidos para a perda
da cuticula, pode ser dividido em quatro sub-estagios (D1, D2, D3 e D4) dependendo do
grau de retracdo do tecido epidérmico da cuticula. Apds o sub-estagio D4, os camardes
levam apenas alguns segundos para perder sua cuticula antiga durante o processo de
ecdise (estagio E). Em seguida, quando os animais entram no estagio p6s-muda (A-B),
ocorre a sintese e endurecimento da nova cuticula que se inicia imediatamente apos a
realizacdo da ecdise (A), e segue durante o processo de mineralizacdo da nova cuticula
(B). Durante o estagio de intermuda (C), e seus respectivos sub-estagios (C1, C2, C3 e
C4), os camardes complementam a sintese da pro-cuticula e atingirem a rigidez total do
seu exoesqueleto (PROMWIKORN et al., 2004; LEMOS e WEISSMAN, 2021). O
comportamento alimentar relacionado ao ciclo de muda tém sido alvo de pesquisas,
devido principalmente a diminui¢es no consumo de ragcdo durante a fase de ecdise dos
camardes. Este fato estaria associado ao processo de troca do exoesqueleto, que afetaria
a funcionalidade da estrutura bucal, es6fago e parte anterior do estbmago (PANAKORN,
2018; LEMOS e WEISSMAN, 2021). Parece existir um consenso que a alimentagéo
comega a diminuir nos sub-estagios que antecedem a muda (D2-D3), cessando durante o

sub-estagio D4 e estagio E, e sendo retomada a partir dos estagios A e B (DALL et al.,
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1990; LEMOS e WEISSMAN, 2021). Similarmente, a atividade alimentar de L.
vannamei (11,5 a 13 cm de comprimento total) foi interrompida e reiniciada nestes
mesmos sub-estagios e estagios do ciclo de muda (CHAN et al., 1988). Bonilla-Gomez
et al. (2013) reportaram que o consumo alimentar de F. duorarum (4-8 g) apresentou um
declinio que iniciou 20 h antes da ecdise, e se intensificou quatro horas antes desta, tornou
a aumentar oito horas apos a ecdise e voltou ao normal ap6s cerca de 40 h. Os autores
ressaltam que, embora o consumo alimentar tenha diminuido durante a muda, ele nao
cessou por completo tanto em individuos selvagens como oriundos de cativeiro. Os
resultados do presente estudo corroboram com estas observages, uma vez que 0S
camardes no estagio pés-muda (A-B) também se mostraram acusticamente ativos através
da emissdo de cliques durante a alimentacdo. Apesar deste ser o primeiro registro de
atividade acustica no estagio p6s-muda de L. vannamei, 0 desenho experimental ndo
permitiu detectar o tempo exato decorrido entre a realizagdo da ecdise e a gravacao da
atividade alimentar dos camar@es, que pode ter ocorrido em até aproximadamente 16 h
apos a ecdise (estagio E). Neste sentido, 0 acompanhamento mais singularizado dos sub-
estagios e estagios do ciclo de muda de L. vannamei com emprego de PAM pode fornecer
futuramente informacgdes mais detalhadas sobre os respectivos parametros acusticos de
cligues e comportamento alimentar.

A atividade alimentar acustica foi detectada tanto em camarGes no estagio
intermuda como em pds-muda, porém o menor nivel de energia sonora (dB) observado
nas gravacdes destes Ultimos pode estar associado a uma menor voracidade, e
consequentemente uma menor emissdo de cliques neste estagio (CHAN et al., 1988;
DALL et al., 1990; BONILLA-GOMEZ et al., 2013; LEMOS e WEISSMAN, 2021).
Bardera et al. (2019) utilizaram analises de video para estudar os efeitos do ciclo de muda
(pré-muda, intermuda e p6s-muda) no comportamento alimentar de L. vannamei (10,5 g)
em laboratorio. Os autores reportaram que 0s camardes no estagio de pés-muda passaram
a maior parte do tempo realizando comportamentos passivos (e.g. inatividade e detec¢éo
de alimento) e alimentaram-se durante menos tempo em comparagdo aos demais estagios.
A menor energia acustica gerada por camardes no estagio pdés-muda, pode também estar
associada as variagOes na espessura (e possivelmente dureza) das mandibulas devido ao
processo de muda, o que pode ter afetado alguns parametros sonoros dos cliques. Neste
contexto, os valores significativamente inferiores de frequéncia maxima (kHz) e energia
méaxima (dB) dos cliques isolados em camardes no estagio pds-muda, associados a sua

menor voracidade, ajudariam a explicar a menor energia maxima em intervalos de 15 s
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nas gravacgdes da atividade alimentar de L. vannamei neste estagio, em comparagdo com
0s camardes na intermuda.

A estrutura mais mineralizada do exoesqueleto dos camarbes peneideos é a
mandibula, a qual possui processos dentarios incisivos especializados para morder e
cortar (BENTOV et al., 2021). Embora a mineralizagdo por carbonato de calcio seja
utilizada para o refor¢o geral do exoesqueleto, os camar@es, entre outros crustaceos,
incluiram evolutivamente a deposi¢do do fosfato de calcio em locais especificos da
mandibula para aumentar sua resisténcia mecanica (BENTOV et al., 2016; BENTOV et
al., 2021). Esta calcificagdo apresenta maior impregnacao na extremidade dos denticulos
incisivos, onde ocorre maior rigidez, e diminui em dire¢cdo a base da mandibula
(BENTOQV et al., 2016). A parte mais interna da mandibula é constituida de tecido
muscular, responsavel pela abertura e fechamento da estrutura para a quebra do alimento
através de sua contracao e relaxamento (DALL et al., 1990). A emissdo de som durante a
oclusdo mandibular de peneideos encontra-se bem documentada (SMITH e TABRETT,
2013; SILVA et al., 2019), e vém sendo utilizada para avaliar a atividade alimentar de L.
vannamei em estudos com PAM em laboratério (PEIXOTO et al., 2020a,b; SOARES et
al., 2021a,b; PEIXOTO et al., 2022; HAMILTON et al., 2023; TABBARA et al., 2024)
e viveiros de criacdo (JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et al., 2019a,b; REIS et al.,
2020,2021; WALSH et al., 2022; STREBEL et al., 2023; REIS et al., 2023).
Recentemente, o tamanho da mandibula foi associado as caracteristicas dos parametros
acusticos dos cliques produzidos por L. vannamei de 0,01 a 12g, 0s quais apresentaram
uma menor energia acustica (dB) produzida por juvenis abaixo de 1 g (HAMILTON et
al., 2024). Entretanto, os efeitos do processo de muda, e consequente alteracdo na
espessura da cuticula mandibular, sobre as caracteristicas acusticas dos cliques emitidos
por L. vannamei foram avaliados pela primeira vez no presente estudo. Dentre as camadas
que formam a cuticula dos crustaceos, a endocuticula é a principal responsavel pela
dureza do exoesqueleto por sua maior espessura e calcificacdo (ROER e DILLAMAN,
1984). Neste sentido, os resultados da histologia das mandibulas suportam a hipétese de
gue a menor energia de cliques emitidos por camardes no estagio pds-muda estaria
relacionada com a menor espessura da cuticula e endocuticula, e possivelmente menor
dureza, dos dentes incisivos mandibulares.

As caracteristicas acusticas dos cliques no presente estudo estiveram dentro dos
limites de pardmetros observados para L. vannamei em diferentes estudos com PAM
(REIS et et., 2022; Tabela 2, Capitulo | da presente Tese). Hamilton et al. (2024) realizou
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a caracterizacdo acustica de cliques emitidos por diferentes classes de tamanho L.
vannamei, observando valores médios de energia maxima entre 40,8 e 44,8 dB para
camardes com peso e comprimento da mandibula semelhantes ao presente estudo. Estes
valores de energia maxima de cliques foram similares aos registrados no presente estudo
para camardes na pds-muda e intermuda (42,41 e 46,56 dB, respectivamente), que embora
tenham diferido significativamente entre si em condic¢Ges controladas de laboratério,
possivelmente seriam igualmente detectados em sistemas automatizados de alimentacao
acustica. Em contraste, foi sugerido que as limitacGes para uso de alimentadores acusticos
em fases iniciais do cultivo de L. vannamei estaria relacionada & menor energia maxima
de cliques (23 dB) emitidos por juvenis abaixo de 1 g (HAMILTON et al., 2024).
Entretanto, ndo existem informacdes disponibilizadas pela industria sobre tal processo de
deteccdo da energia de cligues, ou tomada de decisdo pelos algoritmos, relacionados ao
ciclo de mudas dos camardes em sistemas de criagdo com uso desta tecnologia. Nossos
resultados sugerem que, embora as variagdes na espessura da mandibula no estagio pos-
muda interfiram nos parametros acusticos dos cliques, possiveis variagdes na energia da
paisagem acustica decorrentes do processo de muda estariam mais relacionadas a
reducdes na taxa de emissdo de cliques associadas a menor atividade alimentar. As
informacdes do presente estudo podem contribuir na otimizacdo de algoritmos que
controlam os alimentadores automaticos acusticos, porém cabe considerar que os dados
gerados devem ser validados em estudos com PAM em sistemas de criacdo de camardes

em larga escala.
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CAPITULO 11l

Estudo de caso: monitoramento acustico do comportamento de Litopenaeus vannamei

submetido a diferentes frequéncias alimentares

(Artigo a ser submetido para o periodico Aquaculture)
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Resumo

A frequéncia alimentar é um dos principais aspectos que podem ser ajustados para
otimizar o consumo de alimento e o desempenho zootécnico, reduzindo o desperdicio de
racdo e a degradacdo da agua no cultivo de camardes. Entretanto, ndo existe consenso
sobre 0 numero de alimentagdes diarias a serem oferecidas ou sobre o comportamento
alimentar dos camardes. Assim, o presente estudo utilizou o monitoramento acustico
passivo (PAM) para avaliar o comportamento alimentar de Litopenaeus vannamei
submetido a diferentes frequéncias alimentares de uma a oito vezes ao dia. Camardes com
peso médio de 3,31 g foram distribuidos em 12 tanques na densidade de 42 camarGes/m?
(seis animais por tanque), correspondendo a trés réplicas de tratamento de frequéncias
alimentares de uma, duas, quatro e oito vezes ao dia. Nestes tratamentos, foram ofertados
2 g de racdo em unica vez ou esta mesma quantidade dividida em duas, quatro ou oito
porcOes diarias. Apos oito horas de gravacao da atividade alimentar (8 as 16h) com uso
de hidrofones conectados a um gravador digital, a ra¢cdo ndo consumida foi recolhida dos
tanques. As andlises das gravacdes da atividade alimentar nas diferentes frequéncias
foram realizadas no software Raven® 1.5 Pro. O comportamento alimentar acustico de
L. vannamei foi afetado pelas diferentes frequéncias de alimentagcdo de uma a oito vezes
ao dia, obtendo-se valores superiores de numero de cliques emitidos e consumo de ragao
em grupos de camarBes alimentados mais vezes ao dia. Em todas as frequéncias
alimentares ocorreu um pico inicial de cliques associado a primeira alimentacdo do dia,
entretanto novos picos de atividade acustica ocorreram somente apds novas ofertas de
alimento nos grupos de camar@es submetidos as frequéncias de duas, quatro e oito vezes
ao dia. Os resultados indicaram beneficios no emprego de multiplas frequéncias de até
oito vezes ao dia como forma de aumentar a atividade alimentar e consumo de racao dos
camardes. O uso de PAM mostrou ser um método néo invasivo e eficiente para avaliacéo

do comportamento alimentar de L. vannamei em laboratorio.
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1. Introducgéo

A alimentacdo artificial € o maior custo varidvel nos sistemas de producdo de
camardo (REGO et al 2017; NUNES et al., 2022), o que justifica o esforco no
desenvolvimento de protocolos eficientes de manejo alimentar. Neste contexto, a
frequéncia alimentar € um dos principais aspectos que podem ser ajustados para otimizar
o consumo de alimento e o desempenho zootécnico, reduzindo o desperdicio de racdo e a
degradacédo da agua no cultivo de camardes. A maioria dos estudos focam nas taxas de
crescimento, sobrevivéncia e conversao alimentar dos camar@es para avaliar diferentes
frequéncias de alimentagdo, mas os relatos sdo contraditorios sobre quantas alimentacGes
por dia seriam mais adequadas. Alguns autores sugeriram que aumentar a frequéncia
alimentar em vérias vezes ao dia apresenta beneficios (TACON et al., 2002; YE et al.,
2005; CARVALHO e NUNES, 2006; AALIMAHMOUDI et al., 2016; ULLMAN et al.,
2019c; NUNES et al., 2019b; XU et al, 2020), enquanto outros ndo encontraram nenhuma
vantagem significativa quando os camardes foram alimentados mais de duas ou trés vezes
por dia (VELASCO et al., 1999; PEIXOTO et al., 2018; WASIELESKY et al., 2020;
ESPINOZA-ORTEGA et al., 2024). O manejo alimentar € uma area da carcinicultura que
se beneficiaria diretamente com a melhor compreensdo do comportamento alimentar dos
camardes (KAWAMURA et al., 2018; BARDERA et al., 2019a; PARRA-FLORES et al.,
2019; Ll etal., 2021; DE TAILLY et al., 2021). No entanto, existem poucos estudos que
avaliaram as respostas comportamentais do camardo marinho Litopenaeus vannamei
submetido a diferentes frequéncias de alimentacdo em condigdes de laboratério
(PONTES et al, 2008; LIMA et al., 2009).

Estudos etologicos tém contribuido significativamente para o conhecimento atual
do comportamento alimentar dos camardes em relacdo a diferentes aspectos, tais como
frequéncias de alimentacdo (PONTES et al, 2008; LIMA et al., 2009), ritmo circadiano
(PONTES et al., 2006; SILVA et al., 2012; SANTOS et al., 2016), restrigdo alimentar e
ciclo de muda (BARDERA et al., 2019b), densidade de estocagem (BARDERA et al,
2021), tamanho do pellet de ragdo (NUNES e PARSONS, 1998; OBALDO e MASUDA,
2006) e inclusdo de atratores nas dietas (SANCHEZ et al, 2005; NUNES et al., 2006;
AHAMAD-ALLI et al., 2007; SURESH et al., 2011; DERBY et al., 2016; MONTOYA-
MARTINEZ et al., 2018, NUNES et al., 2019a; YUAN et al., 2021). Embora a maioria
destes estudos etoldgicos tenham sido realizados atraves de observagfes visuais diretas
em condicOes laboratoriais, novas tecnologias de visdéo computacional e monitoramento

acustico passivo (PAM) tém sido aplicadas com sucesso em estudos comportamentais de
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camardes, conforme revisado por Li et al. (2021), De Tailly et al. (2021) e Reis et al.
(2022).

Recentemente, 0 uso de PAM tornou-se uma ferramenta importante para a
avaliacdo do comportamento alimentar através de estudos realizados em condicdes de
laboratério (SMITH e TABRETT, 2013; SILVA et al., 2019; PEIXOTO et al., 2020a,b;
HAMILTON et al., 2021; SOARES et al, 2021; PEIXOTO et al., 2022; HAMILTON et
al., 2023; TABBARA et al., 2024) ou pelo uso de alimentadores automatizados baseados
em acustica na criacdo de camarfes em viveiros (JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN
et al., 2019a,b; REIS et al., 2020,2021; WALSH et al., 2022; STREBEL et al., 2023;
REIS et al., 2023). As mandibulas dos camardes emitem sons tipo “clique” durante a
ingestdo de alimentos, os quais podem ser monitorados acusticamente para obter
informacBes sobre a sua atividade alimentar. Este método ndo invasivo baseia-se na
utilizacdo de hidrofones para detectar tais sinais sonoros, que sdo processados por
software em tempo real ou gravados para posterior analise do comportamento alimentar
dos camardes (SMITH e SHAHRIAR, 2013; SMITH e TABRETT, 2013; SILVA et al.,
2019; HAMILTON et al., 2021).

O presente estudo teve como objetivo utilizar PAM, pela primeira vez, para avaliar
0 comportamento de L. vannamei submetido a diferentes frequéncias alimentares em
condicdes laboratoriais. Além disso, essa abordagem foi realizada em conjunto com a

analise tradicional do consumo alimentar.

2. Material e métodos
2.1. Delineamento experimental

Juvenis de L. vannamei com peso médio (+x DP) de 3,31 + 0,49 g foram
distribuidos aleatoriamente em doze tanques retangulares de polietileno (48x24x24 cm)
na densidade de 42 camarbes/m? (seis animais por tanque). Os tanques foram preenchidos
com 27 L de agua filtrada (salinidade 13) em sistema de recirculacdo composto por um
tanque-reservatorio de 500 L (sump), filtro de tela e filtro bioldgico. A aeragdo foi
fornecida constantemente (compressor 2 CV) através de mangueiras de silicone com uma
pedra porosa por tanque e outras cinco no tanque-reservatorio. O fotoperiodo foi natural
de aproximadamente 12h luz e 12h escuro. Os camardes foram mantidos por uma semana
em aclimatagdo ao sistema experimental, sendo alimentados quatro vezes ao dia (8, 11,
14 e 17h) utilizando racdo comercial (Wean, Bernaqua, Bélgica; 45% de proteina bruta;

tamanho pélete de 0,8 mm).
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Ap0s a aclimatacdo, foram sorteados quatro tanques para corresponderem a cada
uma das frequéncias alimentares, uma (1x), duas (2x), quatro (4x) e oito (8x) vezes ao dia
(Tabela 1). Os camard@es destes tanques passaram por um periodo de 18 horas de jejum,
iniciado as 14 h do dia anterior as gravacbes de sua atividade alimentar. Este
procedimento foi repetido por trés dias com diferentes grupos de camardes, perfazendo
um total de trés réplicas por tratamento. Durante os testes, os camardes receberam a
mesma racdo utilizada na fase de aclimatacdo, sendo ofertado 2 g em Unica vez
(frequéncia de 1x) ou esta mesma quantidade dividida em duas, quatro ou oito porcdes
diérias (frequéncias de 2, 4 e 8x, respectivamente), conforme horéarios indicados na tabela
1. A racdo oferecida em cada tratamento ao longo do dia foi recolhida apés oito horas de

gravacdo da atividade alimentar (8 as 16h).

Tabela 1. Cronograma de horérios de alimentacéo de L. vannamei (indicado por X) nos
tratamentos com frequéncias alimentares de uma (1x) a oito (8x) vezes ao dia.

Frequéncias alimentares

Horério

1x ao dia 2x ao dia 4x ao dia 8x ao dia
08:00 * X X X X
09:00 - - - X
10:00 - - X X
11:00 - - - X
12:00 - X X X
13:00 - - - X
14:00 - - X X
15:00 - - - X
16:00 ** - - - -

* Inicio das gravagOes da atividade alimentar
** Final das gravacdes da atividade alimentar e recolhimento da ragdo ndo consumida
Ap0s cada gravacao da atividade alimentar em diferentes frequéncias, as sobras
de racdo no fundo do tanque foram sifonadas e filtradas em filtros de celulose (20 p) pré-
pesados. O material foi seco em estufa (100°C) e em seguida pesado novamente em
balanca analitica (Marte; precisdo 0,0001g) para calcular o consumo total de racdo ao
longo das oito horas em cada tratamento. O calculo do consumo de ragdo foi realizado
através da formula FC = (Fo - Fr) x Fl, onde FC = consumo alimentar (g); Fo = alimento
oferecido (g); Fr = alimentagéo recolhida (g); FI = lixiviacdo de racdo, proporcdo de
recuperacdo de racdo (2 g) adicionada em quatro tanques do mesmo sistema de

recirculacdo sem camardes, calculada como Fl = (Fr/ Fo). Os resultados foram calculados
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com base na matéria seca.

Durante o periodo de aclimatacao e experimental, os pardmetros de qualidade de
agua de temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido e pH foram monitorados diariamente
no sistema de recirculacdo com a utilizacdo de medidor multiparametro (YSI 556 MPS,
YSI Inc. / Xylem Inc., EUA). J& as concentra¢Bes de amonia e nitrito na agua do sistema
foram analisadas a cada dois dias em espectrofotometro (HACH 3900, Hach, Alemanha)

2.2. Caraterizacdo da atividade alimentar em diferentes frequéncias

O equipamento de gravacdo foi composto por quatro hidrofones omnidirecionais
AS-1 (Aquarian Audio, EUA) com resposta de frequéncia linear de 1Hz a 100kHz
(sensibilidade de -208dB r 1V/uPa), acoplados a pré-amplificadores PA4 (Aquarian
Audio, EUA) com ganho de 26 dB. Cada um dos hidrofones foi posicionado no centro de
cada tanque e a 15 cm do fundo, e foram conectados a um gravador digital F6 (Zoom Inc.
EUA). Foi utilizada a taxa de amostragem mais elevada do gravador (192 kHz; 16 bits),
permitindo captar sons com frequéncias maximas de até 96 kHz. As gravacdes tiveram
duracdo total de oito horas, iniciando as 8 h (primeira alimentacdo do dia em todos os
tratamentos) e encerrando as 16 h (uma hora apds a ultima alimentagdo no tratamento de
8x ao dia) (Tabela 1). Durante as gravacdes, o sistema de recirculacdo de agua foi
mantido, entretanto a aeracao foi removida dos tanques e ficou concentrada no tanque-

reservatorio do sistema, evitando assim ruidos de fundo nas gravacoes.

2.3. Caraterizacao de cliques com racdo umedecida e seca

Ao final do experimento foi realizado um teste para verificar o efeito de tempo de
exposicdo da racdo a agua na energia acustica dos cliques. Neste teste foram utilizados
quatro grupos de seis camardes selecionados aleatoriamente do experimento com
frequéncias alimentares. Estes grupos passaram por um periodo de jejum de 18 h e foram
alimentados com a mesma ragéo utilizada no experimento de frequéncia alimentar, mas
neste caso porcdes de 2 g da ragdo foram previamente expostas a &gua por periodos de 2,
4 e 8 h antes da oferta, além da racao seca.

As gravag0es foram realizadas com 0os mesmos equipamentos acusticos descritos
anteriormente, porém os camarfes foram transferidos para tanques de polietileno
(48x24x24 cm) com revestimento interno de espuma acustica com 3 cm de espessura e
densidade de 28 Kg/m3. Cada tanque foi preenchido com 25 L de &gua proveniente do

sistema de recirculagéo utilizado no experimento de frequéncia alimentar. As gravacgoes
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da atividade alimentar com os diferentes tempos de umedecimento (2, 4 e 8 h) e ragdo
seca tiveram duragdo de 20 min. Durante as gravagOes a aeracdo foi desligada para
eliminar ruidos indesejaveis durante a caraterizacao dos cliques. Neste caso, 0 objetivo
foi analisar apenas os cliques emitidos pelo grupo de camardes durante o consumo de

cada racdo, e ndo avaliar o comportamento alimentar dos animais.

2.4. Analises acusticas

As andlises das gravacdes da atividade alimentar nas diferentes frequéncias foram
realizadas utilizando o software Raven® 1.5 Pro (Universidade de Cornell, EUA), através
da anélise do audio das gravacGes em conjunto com a visualizacdo do oscilograma e
espectrograma (tipo: “hann”, resolucdo de 512 e sobreposig¢ao de 50%). Primeiramente
0s espectrogramas dos arquivos de audio foram analisados para remover manualmente
ruidos de impacto na agua causados pela oferta de racdo durante as gravacoes.
Posteriormente, um detector automatico de energia limitada por banda foi utilizado para
identificar os cliques emitidos pelos camarfes, com 0s seguintes parametros de
configuracdo: duracdo minima e maxima do sinal de 5 e 50 ms, respectivamente; limiar
da relacdo sinal-ruido (SNR) de 15 dB; e frequéncia de banda entre 10 e 90 kHz. Os
resultados gerados pelo software Raven incluem o tempo (ms) em que cada clique ocorreu
durante o periodo de gravacdo, o que constituiu a base de dados para a analise estatistica.
Apbs concluida esta etapa, foi utilizado a ferramenta de analise de histograma do
Microsoft Excel (Microsoft 365, Microsoft Corporation, EUA) para calcular a
distribuicdo de frequéncia de cliques em intervalos especificos durante o tempo total de
cada gravacao (8 h). Os dados relativos a taxa de emissdo de cliques (intervalos de 5 min
e 1 h) e o total de cliques em cada gravacdo foram utilizados para comparagdo entre 0s
tratamentos de frequéncias alimentares nas analises estatisticas.

Para a caraterizacdo acustica dos cliques emitidos durante o consumo de racéao
seca e umedecida em diferentes tempos (2, 4 e 8h), também foi usado o detector
automatico de energia limitada por banda do software Raven com 0s mesmos parametros
de ajuste, exceto pelo limiar da relacdo sinal-ruido (SNR) de 5 dB. Porém, neste caso,
foram selecionados aleatoriamente 50 cliques em cada gravacgéo para calcular a energia
méaxima (dB) de cada um destes sinais acusticos associados aos diferentes tempos de

exposicao a dgua e a racao seca.
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2.5. Analises estatisticas

Os dados relativos a energia méxima de cliques (racéo seca e umedecida por 2, 4,
8 h), assim como os de monitoramento da atividade alimentar (frequéncias de 1, 2, 4 e 8x
ao dia) relativos ao consumo de ragdo (g), numero de cliques produzidos em intervalos
de 1h e total de cliques nas gravagdes foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).
Ap0s serem satisfeitas as premissas necessarias de normalidade (Kolmogorov-Smirnov)
e homogeneidade de variancia (Cochran) para realizacdo da ANOVA, o teste de Fisher
foi utilizado para separacdo de médias entre os tratamentos, bem como dentro de cada
frequéncia alimentar para nimero de cliques produzidos em intervalos de 1h. A taxa de
emissdo de cliques em intervalos de 5 min foi utilizada para representacdo grafica da
atividade alimentar nas diferentes frequéncias ao longo das 8 h de gravacdo. A analise de
regressao foi utilizada para avaliar a relacdo entre o consumo de racdo (g) e o total de
cliques emitidos durante as 8h de gravacgéo, incluindo dados agrupados para todos 0s
tratamentos de frequéncia alimentar. Todas as analises estatisticas foram efetuadas no

software Minitab versao 18.1 (Minitab, Inc) ao nivel de significancia de 95%.

3. Resultados

Os valores médios (+ DP) da temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, pH,
amonia total e nitrito no sistema de recirculacdo foram de 29,3 + 1,3°C; 13,5+ 0,8; 4,9 +
1,0mg/L; 8,7£0,1; 0,25+ 0,11 mg/L e 0,85 £ 0,68 mg/L, respetivamente.

A energia maxima média dos cliques produzidos pelos camardes nao diferiu
estatisticamente quando comparada entre o consumo da racdo seca (38,1 + 8,6 dB) ou
previamente umedecida por duas (36,1 £ 7,8 dB), quatro (37,0 = 8,4 dB) e oito horas (36,2
+ 7,6 dB). Este resultado serviu apenas para garantir a homogeneidade de aplicacdo do
método de deteccao automatico de energia limitada por banda ao longo de 8 h de gravacao
no experimento com diferentes frequéncias alimentares.

O total de cliques produzidos e o consumo de racdo pelos camardes durante 8 h
de monitoramento acustico apresentou diferencas significativas entre as frequéncias de
alimentacdo testadas. A frequéncia alimentar de 8x ao dia resultou em valores
significativamente superiores de cliques produzidos (942,0 + 242,5) e consumo alimentar
(1,316 + 0,096 g) em relacéo aos demais tratamentos (Figura 1). O oposto foi observado
para a frequéncia alimentar de 1x, cujas médias de nimero total de cliques (217,3 + 42)
e consumo alimentar (1,014 + 0,131 g) dos camardes foram significativamente inferiores

aos demais tratamentos. J& os tratamentos com frequéncias de 2x e 4x, apresentaram
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valores intermediarios de numero de cliques (591,3 + 1619 e 576,7 = 453
respectivamente) e consumo alimentar (1,225 = 0,133 e 1,215 + 0,176 g,
respectivamente), os quais ndo diferiram entre si, mas foram significativamente diferentes
dos demais tratamentos (Figura 1). Foi observada uma correlagcdo linear positiva e
significativa (p <0,001; r = 0,87) entre os valores de nimeros de cliques totais e consumo
de racdo com os dados agrupados para todos os tratamentos.
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Figura 1. Valores médios do nimero total de cliques e consumo alimentar durante o
monitoramento da atividade alimentar de L. vannamei em diferentes frequéncias de
alimentacéo (1, 2, 4 e 8 vezes ao dia) durante 8h. Letras minusculas diferentes acima das
barras indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as frequéncias alimentares.

O comportamento alimentar dos camardes, considerando a taxa de cliques em
intervalos de 5 min, durante as gravacdes de 8 h (480 min) nas diferentes frequéncias de
alimentacdo esta representado na figura 2. Os gréaficos mostram que apds um periodo
prévio de jejum de 18 h, ocorreu um pico inicial de cliques associado a primeira

alimentacdo do dia em todas as frequéncias alimentares. Posteriormente, 0os camardes



97

voltaram a apresentar novos picos de atividade acustica alimentar nos momentos que

corresponderam as novas ofertas de alimento nas frequéncias de 2x, 4x e 8x vezes ao dia,

fato que nao ocorreu na frequéncia de 1x (Figura 2).
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Figura 2. Visualizacdo da taxa de emissao de cliques em intervalos de 5 min ao longo de
480 min (8 h) em gravac6es do comportamento alimentar de L. vannamei em frequéncias
de alimentacdo de 1, 2, 4 e 8 vezes ao dia (de cima para baixo, respectivamente). Setas
vermelhas indicam picos de atividade acustica associados a eventos de alimentacao nas
diferentes frequéncias alimentares.

Na analise comparativa do nimero de cliques acumulados em intervalos de 1 h
durante as gravaces (8 h) em diferentes frequéncias de alimentacdo, foi possivel observar
que ndo houve diferenca significativa entre estes durante a primeira hora (0-1 h) apos a
alimentacdo inicial dos camarbes (Figura 3). Na maioria dos demais intervalos , a
frequéncia alimentar de 8x apresentou um namero de cliques significativamente superior
aos outros tratamentos, com exce¢do do momento em que ocorreram novas ofertas de
ragdo nas frequéncias de 2x e 4x no intervalo 4-5 h. Neste mesmo intervalo, ocorreu um
namero significativamente superior de cliques nas frequéncias alimentares de 2x e 4x em
relacdo aos camardes alimentados 1 vez ao dia, fato que se repetiu na segunda alimentacéo
diaria (2-3 h) na frequéncia de 4x (Figura 3).

J& em relacdo as comparagbes dentro de cada tratamento ao longo do
monitoramento da atividade alimentar dos camardes, houve uma reducéo significativa no
namero de cliques apds a primeira hora de alimentacdo (0-1 h) na frequéncia de 1x ao dia
(Figura 3). Entretanto, isso ndo ocorreu ao longo do dia na frequéncia de 8x, com excegao
na sétima alimentacdo deste tratamento (6-7 h) que apresentou um ndmero de cliques
significativamente inferior em relacdo a primeira alimentacdo dos camarfes neste
tratamento. Na frequéncia alimentar de 2x ocorreu um decréscimo significativo apds a
primeira alimentacdo (0-1 h), que se manteve exceto apds o segundo oferecimento de
racao para os camardes neste tratamento no intervalo de 4-5 h. Entretanto, 0 mesmo néo
aconteceu na frequéncia de 4x, uma vez que somente a terceira alimentacdo neste
tratamento (4-5 h) ndo apresentou diferenca significativa do nimero de cliques na
primeira alimentagéo (0-1 h), e os demais eventos alimentares (2-3 h e 6-7 h), assim como

o terceiro, ndo diferiram significativamente entre si (Figura 3)
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Figura 3. Numero de cliques emitidos em intervalos de 1 h ao longo de 8 h em gravagdes
do comportamento alimentar de L. vannamei submetidos a diferentes frequéncias de
alimentacdo de 1, 2, 4 e 8 vezes ao dia. Letras maiusculas diferentes acima das barras
indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as frequéncias alimentares dentro de
cada intervalo de tempo. J& as letras mindsculas diferentes acima das barras, indicam
diferencas significativas (p < 0,05) dentro dos tratamentos de frequéncia alimentar em
cada intervalo de tempo durante 8 h.

4. Discussao

O monitoramento acustico passivo (PAM) da atividade alimentar de L. vannamei
foi capaz de revelar alteragdes comportamentais causadas pelas diferentes frequéncias de
alimentacdo de uma a oito vezes ao dia. Este é o primeiro relato da aplicacdo de PAM
para avaliacdo do comportamento alimentar de camardes em relagdo a frequéncia de
oferecimento do alimento em laboratério. Embora este seja o principio basico dos
alimentadores automatizados acusticos, oferecer racao na frequéncia e proporgao relativa
a demanda da atividade alimentar, as informacgdes sobre o comportamento dos camardes
processadas pelos algoritmos ndo séo disponibilizadas em estudos que comparam 0 uso
de tais equipamentos com outros metodos de manejo alimentar na criacdo de L. vannamei
(NAPAUMPAIPOM et al., 2013; JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et al., 2019a,b;
REIS et al., 2020).

A metodologia de andlise acustica no presente estudo utilizou detectores de
energia limitada por banda, ajustados com parametros-alvo especificos (e.g. frequéncia

minima e maxima, relagdo sinal-ruido, duragdo minima e méxima do sinal) para
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identificar automaticamente os cliques nos espectrogramas das gravacoes nas diferentes
frequéncias alimentares (PEIXOTO et al., 2022; HAMILTON et al., 2023; TABBARA
et al., 2024). Esta andlise identifica 0 momento em que ocorrem os cliques emitidos pelos
camardes durante a ingestdo dos péletes de racdo, permitindo assim o célculo da taxa de
emissdo de cliques (e.g. nimero de cliques por tempo) ao longo do periodo total de
registro da atividade alimentar. O fato da energia maxima dos cliques n&o ter diferido
durante o teste com consumo da racdo seca e umedecida por 2, 4 e 8 h, foi um aspecto
positivo. Este fato comprovou a homogeneidade na aplicagdo do método de deteccdo
automatica nas gravacdes com duracdo de 8hs, usadas para avaliar as diferentes
frequéncias alimentares. Isto possibilitou, por exemplo, no caso da frequéncia alimentar
de uma vez ao dia (1x), que fossem detectados cliques caso tivessem ocorrido novas
atividades acusticas (i.e. consumo alimentar) ao longo do dia. Peixoto et al. (2020a)
utilizaram cdmaras anecoicas e taxa de amostragem de 96 kHz para avaliar a relacdo entre
as caracteristicas texturais de dietas peletizadas e extrusadas com a atividade acustica de
L. vannamei. Os autores observaram um decréscimo progressivo na intensidade acustica
(92 a 89 dB) dos cliques para ambas as ra¢des quando estas foram oferecidas secas e
previamente umedecidas por 1 ou 2 h para os camardes. No entanto, mesmo no caso das
diferencas reportadas pelos autores, os cliques gerados durante o consumo de tais dietas
umedecidas teriam sido certamente identificados pela metodologia atual de deteccédo
automatica de energia limitada por banda. Além da maior taxa de amostragem utilizada
no presente estudo (192 kHz), que amplia a banda de analise espectral de processamento
de audio para até 96 kHz, foi realizada a calibracdo dos parametros do detector para
relacdo sinal-ruido (SNR) de 15 dB e frequéncia de banda entre 10 e 90 kHz. Em linhas
gerais, isso permitiria detectar todos 0s pulsos sonoros (i.e. cliques) que ocorressem com
15 dB acima do ruido de fundo e dentro desta banda de frequéncia, considerando também
0s demais parametros-alvo. Obviamente, estes parametros precisam ser ajustados no
software de acordo com as condi¢Oes da paisagem acustica do ambiente de gravacao (e.g.
carateristicas e intensidade dos ruidos de fundo) para aumentar a eficiéncia de deteccéo
dos cliques, mas ap0és esta etapa de calibracdo, o detector pode ser aplicado em todos os
arquivos de audio adquiridos naquela mesma situacdo. Apesar da aplicacdo desta
metodologia ser recente em estudos comportamentais com L. vannamei (PEIXOTO et al.,
2022; HAMILTON et al., 2023; TABBARA et al., 2024), os primeiros autores que
utilizaram a dete¢do automatica de cliques indicaram algumas vantagens em relacéo a

outras analises com PAM em laboratorio: (1) identificacdo de cliques com menor
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interferéncia de ruidos externos; (2) registar o momento exato em que cada clique ocorre
nas gravagOes da atividade alimentar; e (3) evitar interferéncias na energia acustica devido
a ruidos e reverberacdo dos cligues no tanque ou aquéario (PEIXOTO et al., 2022). Neste
sentido, o presente estudo corrobora tais indicacdes e traz uma aplicacdo inédita desta
metodologia para a avaliagdo da atividade alimentar de L. vannamei submetidos a
diferentes frequéncias de alimentacéo.

Reconhecidamente, a frequéncia alimentar € um dos principais componentes nas
praticas de manejo para melhorar o consumo de alimento e o desempenho zootécnico, e
concomitantemente reduzir o desperdicio de racdo e a degradacao da agua no cultivo de
camardes. Neste sentido, causa perplexidade que tdo poucos estudos tenham sido
realizados para investigar em detalne o comportamento dos camardes submetidos a
diferentes frequéncias de alimentacdo em condicdes de laboratorio (PONTES et al, 2008;
LIMA et al., 2009). O héabito benténico e localizagdo ventral do aparato bucal dos
camardes, além das condicdes de baixa transparéncia da agua e distribuicdo dos animais,
dificultam a visualizacdo e rastreamento da atividade alimentar em sistemas de criacéo,
tornando essenciais os estudos em ambientes controlados de laboratorio. Pontes et al.
(2008) realizaram observac0es visuais do comportamento alimentar de L. vannamei (8 )
mantidos em aquarios (30 L e 5 camardes por tanque) quando alimentados nas frequéncias
de trés, quatro e sete vezes ao dia. Os autores relataram que a oferta de racdo mais
espacada em trés vezes ao dia estimulou a procura e a ingestdo do alimento, resultando
em menor tempo de laténcia para acessar o alimento e maior indice de replecéo estomacal
quando comprado aos demais tratamentos. Em outro estudo similar com L. vannamei
(mesmo peso e estrutura experimental) foram avaliadas as atividades comportamentais de
alimentacdo, exploracdo do substrato, natacdo e inatividade em funcdo das mesmas
frequéncias alimentares (LIMA, et al., 2009). Os comportamentos de alimentacdo e
exploragdo foram mais elevados nos camardes alimentados trés e quatro vezes por dia,
enquanto a inatividade foi maior para os camardes alimentados sete vezes por dia.
Entretanto, os resultados do presente estudo ndo corroboram com os encontrados por estes
autores no que se refere a atividade alimentar, uma vez que o total de cliques emitidos e
a taxa de emissdo de cliques por hora indicaram que os camardes alimentados oito vezes
ao dia (8x) se mantiveram acusticamente ativos a cada evento alimentar ao longo do dia.
Considera-se ainda que o numero de eventos alimentares nas diferentes frequéncias esteve
diretamente relacionado com o padrdo de atividade dos camardes (Figura 2), e quando

estes foram alimentados apenas uma vez no inicio do dia, se mantiveram acusticamente



102

inativos durante o restante da gravacdo. Estes resultados de atividade acuUstica também
foram refletidos no consumo alimentar dos camardes, que aumentou progressivamente
com o maior nimero de ofertas de racdo e apresentou uma correlacdo significativa e
positiva com o numero de cliques. Em acordo, diversos estudos reportam tais correlacdes
positivas entre 0 nimero de cliques emitidos e o consumo de racdo (PEIXOTO et al.,
2022; HAMILTON et al., 2023; TABBARA et al., 2024), ou entre a energia acustica (dB)
gerada pelos cliques e o consumo alimentar para L. vannamei (SILVA et al., 2019;
PEIXOTO et al 2020a,b; SOARES et al., 2021). Estas correlacdes reforcam a utilidade
do PAM para avaliacdo do comportamento alimentar dos camar@es em laboratorio, além
de permitir o desenvolvimento de modelos de previsdo do consumo de racdo com base
nos dados acusticos coletados durante a alimentacao.

Outros comportamentos alimentares de L. vannamei foram observados nas
diferentes frequéncias alimentares com uso de PAM, como por exemplo o elevado pico
inicial de cliques na primeira alimentacdo do dia ap6s um periodo prévio de jejum de 18
h. Este nimero de cliques acumulados durante a primeira hora de alimentacdo foi
semelhante entre todas as frequéncias alimentares (Figura 3), fato que esta provavelmente
relacionado ao periodo de restricdo alimentar que antecedeu as gravacoes e estimulou o
apetite dos animais. Bardera et al. (2019b) utilizou imagens de video para investigar o
comportamento alimentar de L. vannamei (10 g) submetidos a diferentes tempos de jejum
(0, 24 e 48 h), e observou uma maior atracdo a racdo e atividade alimentar nos camarfes
que passaram por periodos mais longos de restricdo, em comparagdo com o controle.
Interessantemente, o fato dos camardes nas menores frequéncias alimentares terem
recebido proporcionalmente uma maior quantidade de racdo nesta primeira refeicdo do
dia, ndo se converteu numa maior taxa de emissdo de cliques em relacdo a frequéncia de
8x, na qual foi ofertada a menor quantidade de racdo. Uma provavel explicacdo seria o
fato dos camardes terem atingido a saciedade e reduzido a atividade alimentar, mesmo
com disponibilidade de alimento no tanque. A saciedade nos camardes ocorre quando o
proventriculo estd cheio, sendo que o tempo de enchimento e esvaziamento do
proventriculo, que pode levar de 1-10 min e 1-4 h, respectivamente, determina a sua taxa
de ingestdo (PARRA-FLORES et al., 2019).

As dietas artificiais ttm uma estabilidade limitada na 4gua, fato que pode afetar a
sua taxa de ingestdo pelos camardes, a qual € inversamente proporcional ao tempo de
imersdo das dietas na 4gua (PARRA-FLORES et al., 2019). Esta observacdo ficou

evidente no monitoramento da atividade alimentar de L. vannamei, especialmente na



103

frequéncia de 1x, na qual os camardes permaneceram inativos acusticamente apos
ingerirem a ra¢&o no inicio do dia. J& nas demais frequéncias, onde novas ofertas de racéo
ocorreram durante o dia, novos picos de atividade acustica alimentar foram registrados.
Neste contexto, o efeito da lixiviagdo das dietas artificiais também tem um papel
importante na perda de matéria seca, proteina bruta e lipidios durante longos periodos de
exposicao das dietas a &gua (CARVALHO e NUNES, 2006; ULLMAN et al., 2019c),
consequentemente reduzindo a atracdo dos animais pela racdo. Adicionalmente, Ullman
et al. (2019c) reportaram que a lixiviacdo de uma racdo comercial por 1 a 6 h causou
efeitos negativos no desempenho zootécnico de L. vannamei em sistema de tanques com
agua verde, em comparacao com a ragdo seca ou lixiviada por 30 min. Embora o presente
estudo ndo tenha avaliado os efeitos da lixiviacdo nas carateristicas fisicas e nutricionais
da racdo e o desempenho zootécnico dos camardes, os resultados apoiam a nogédo de que
0 aumento do numero de alimenta¢des didrias mantém os camardes acusticamente ativos,
fato que também foi refletido no incremento do consumo de ragéo.

Apesar da pouca informacdo existente acerca do comportamento alimentar,
diversos estudos foram realizados para avaliar os efeitos da frequéncia de alimentacao em
diferentes sistemas de criagdo de L. vannamei, trazendo informagdes relevantes sobre seus
efeitos nas taxas de crescimento, sobrevivéncia e conversdo alimentar dos camardes
(VELASCO etal., 1999; CARVALHO e NUNES, 2006; PEIXOTO et al., 2018; NUNES
etal., 2019b; ULLMAN et al., 2019c; XU et al, 2020; WASIELESKY et al., 2020). Tais
informacdes, em muitos casos, sdo contraditorias sobre quantas alimentacGes por dia
seriam mais adequadas para melhorar o desempenho zootécnico da espécie, variando
entre frequéncias alimentares de 1 a 36 vezes na literatura recente (IHSANARIO e
RIDWAN, 2021). Alguns autores argumentam que alimentar os camardes mais
espacadamente ao longo do dia, entre duas e trés vezes, bastaria para um melhor
desempenho zootécnico (PEIXOTO et al., 2018; NERY et al., 2019; WASIELESKY et
al., 2020; ESPINOZA-ORTEGA et al., 2024). Ja Nunes et al. (2019b) observaram
incrementos significativos na sobrevivéncia, crescimento e eficiéncia alimentar dos
camardes submetidos a multiplas alimenta¢des automatizadas (dez) em comparag¢do com
os alimentados duas ou quatro vezes ao dia. Xu et al. (2020) também utilizaram
alimentadores automaticos para fornecimento de racdo em trés, seis e doze porcoes
diarias, e sugeriram que a elevacdo da frequéncia alimentar € benéfica para um melhor
aproveitamento da racéo, digestao de nutrientes e crescimento de L. vannamei. O emprego

de mudltiplas alimentacbes parece ser uma tendéncia com o uso de alimentadores
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automaticos pré-programados em horarios definidos ao longo do dia, ou alimentadores
automatizados baseados em PAM que fornecem a ragéo conforme a demanda associada
a atividade acustica dos camardes. Estes ultimos vém contribuindo com melhorias
significativas no manejo alimentar e desempenho zootécnico na cria¢do de L. vannamei,
quando comparados com outros métodos de fornecimento de ragdo em estudos de larga
escala (NAPAUMPAIPOM et al., 2013; JESCOVITCH et al., 2018; ULLMAN et al.,
2019a,b; REIS et al., 2020,2021). Do ponto de vista do comportamento alimentar, nossos
resultados estdo em consonancia com as pesquisas prévias que indicaram beneficios no
emprego de multiplas alimentacbes com o uso de equipamentos automatizados.
Entretanto, mais pesquisas etologicas sdo necessarias para melhorar nosso conhecimento
em relacdo as praticas de manejo em sistemas de criacdo, considerando habitos e
comportamentos alimentares dos camardes sob diferentes condi¢des experimentais, que
sdo mais facilmente controladas e monitoradas em laboratorio.

Os resultados do presente estudo evidenciam a contribuicdo do uso PAM em
estudos relacionados ao comportamento alimentar de L. vannamei em laboratorio (DE
TAILLY etal., 2021; REIS et al., 2022; L1 et al., 2024). Esta tecnologia, aliada a outras
recentemente aplicadas em estudos etolégicos com camar@es, como por exemplo a viséo
computacional, surgem como novas ferramentas para estas pesquisas e podem contribuir

com o desenvolvimento da carcinicultura.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A presente Tese buscou explorar as aplicagdes do monitoramento acustico passivo
(PAM) na avaliagdo do comportamento alimentar de camardes em ambiente de
laboratorio. Algumas das principais conclusdes e recomendacdes estdo incluidas a seguir:

- A bioacustica, em especial os estudos com PAM, somam-se atualmente a outras
metodologias etoldgicas ndo invasivas para auxiliar na construcao do conhecimento sobre

0 comportamento alimentar de camardes em laboratdrio;

- O emprego adequado de PAM como ferramenta de estudo, depende, indubitavelmente,
de conhecimentos basicos sobre conceitos na area de acustica, equipamentos e softwares
especializados para andlise e interpretacdo de resultados relacionados a atividade

alimentar de camardes;

- A carcinicultura conta atualmente com ampla gama de conhecimento advindo de
diversas areas da ciéncia relativos a diferentes espécies e sistemas de criacdo, 0s quais
sdo fundamentais na definicdo de possiveis contribuicGes de estudos com ferramentas
acusticas, delineamentos experimentais, e interpretacdo adequada dos resultados obtidos

em laboratorio;

- Dentre as principais contribuicdes da aplicacdo de PAM em estudos laboratoriais com
camardes, até o presente, pode-se destacar: a caracterizacdo acustica de cliques e estrutura
mandibular associada a sua emissdo para diferentes espécies; variacdes em parametros
acusticos de cliques em fun¢do do tamanho dos animais, textura e tamanho dos péletes de
racdo; e efeitos no comportamento alimentar causados pelo tamanho dos camardes,
densidade de estocagem e caracteristicas especificas de dietas artificiais (textura,

formulacdes, aditivos e tamanhos de pélete);

- O ciclo de muda de L. vannamei nos estagios de pos-muda e intermuda afetou as
caracteristicas acusticas dos cliques emitidos durante a alimentagéo, provavelmente pelas
diferengas observadas na espessura da cuticula mandibular entre estes estagios. Assim,
sugere-se que a menor espessura cuticular em camardes na p6s-muda estaria associada a

emisséo de cliques com menor energia acustica;

- Embora variagdes na energia acustica maxima dos cliques tenham sido observadas em
relagdo aos ciclos de muda analisados, acredita-se que as variag0es na energia da

paisagem acustica também estariam relacionadas a reducGes na taxa de emisséao de cliques
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associadas a diminuicdo da atividade alimentar dos camar@es no estagio pos-muda;

- O comportamento alimentar acustico de L. vannamei foi afetado pelas diferentes
frequéncias de alimentacdo de uma a oito vezes ao dia, obtendo-se valores superiores de
numero de cliques emitidos e consumo de racdo em grupos de camardes alimentados mais

vezes ao dia;

- Nas diferentes frequéncias alimentares testadas (uma a oito vezes ao dia) ocorreu um
pico inicial de cliques associado a primeira alimentacdo do dia, entretanto novos picos de
atividade acustica ocorreram somente ap0s novas ofertas de alimento nos grupos de

camardes submetidos as frequéncias de duas, quatro e oito vezes ao dia;

- A presente Tese reafirma e ressalta a contribuigéo do uso PAM em estudos relacionados
ao comportamento alimentar de camardes em laboratorio. Acredita-se que esta
tecnologia, aliada a outras metodologias etoldgicas, como por exemplo a visdo
computacional, surgem como novas ferramentas para pesquisas comportamentais com

camardes visando o desenvolvimento da carcinicultura.



