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RESUMO

A coloracdo de fundo influencia positivamente a fase inicial de desenvolvimento de algumas
espécies de peixes. Assim, aqui nos avaliamos se diferentes cores de aquarios afetam o
crescimento, o desenvolvimento e as respostas de estresse em larvas de peixe-palhaco-tomate
Amphiprion frenatus. Operacionalmente, distribuimos as larvas de A. frenatus em aquarios
brancos (AB); aquarios amarelos (AM); aquarios azuis (AZ) e aquarios pretos (AP) e
acompanhamos o desenvolvimento das larvas até 61 dias pos-eclosao (DAE), e testamos se
as cores dos aqudrios afetaram a resposta enddcrina de larvas de peixe-palhago-tomate a um
desafio de estresse agudo. Mostramos que as cores dos aquarios influenciaram o
desenvolvimento inicial do peixe-palhago tomate, bem como seu processo de metamorfose.
De fato, 87,2 % das larvas criadas em AP completaram a metamorfose e atingiram a fase
juvenil ao 61-DAE, enquanto 20,6 em AZ e apenas 6,2% em AM atingiram a fase juvenil.
Além disso, nenhuma das larvas criadas em AB completou o processo de metamorfose.
Quando os peixes foram submetidos a um estressor agudo padrao 61-DAE, apenas os peixes
criados em aquarios brancos apresentaram aumento nos niveis de cortisol tecidual. Nossos
resultados sugerem fortemente que a metamorfose de A. frenatus pode ser acelerada se a
larvicultura ocorrer em aquarios pretos, ¢ recomendamos evitar tanques brancos para a
larvicultura de 4. frenatus. Este resultado tem fortes implica¢des praticas e econdOmicas, uma
vez que os espécimes de peixe-palhaco-tomate sdo comercializados na fase juvenil, de modo
que todas as estratégias que possam encurtar o periodo necessario para que os peixes atinjam
a fase juvenil sdo bem-vindas.

Palavras-chave: Aquicultura; bem-estar de peixes; cortisol; estresse; metamorfose.



ABSTRACT

Background color positively influences the initial phase of development of some fish species.
Thus, we evaluate if different aquarium colors affect growth, development, and stress responses
in tomato clownfish Amphiprion frenatus larvae. Operationally, we distribute the larvae of A4.
frenatus in white aquariums (AB); yellow Aquariums (AM); blue (AZ), and black (AP)
aquariums, and we follow the development of larvae up to 61 days post-hatch (DPH). Also, we
tested if the colors of the aquariums affected the endocrine response of tomato clownfish larvae
to a challenge of acute stress. We show that the colors of aquariums influenced the initial
development of tomato clownfish and its metamorphosis process. In fact, 87.2 % of the larvae
created in AP completed metamorphosis and reached the youth phase to 61-DAE, while 20.6
in AZ and only 6.2 % in AM reached the youth phase. In addition, none of the larvae created
in AB has completed the metamorphosis process. When fish were subjected to a standard acute
stressor 61-DPH, only fish created in white aquariums had increased tissue cortisol levels. Our
results strongly suggest that 4. frenatus metamorphosis can be accelerated if larviculture occurs
in black aquariums, and we recommend avoiding white tanks for A. frenatus larviculture. This
result has practical solid, and economic implications since tomato clownfish specimens are
marketed in the youth phase, so all strategies that can shorten the period needed for fish to
achieve the youth phase are welcome.

Keywords: Aquaculture; cortisol; fish welfare; metamorphosis; stress.
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INTRODUCAO

1.1 MERCADO DE PEIXES MARINHOS ORNAMENTAIS

A aquicultura ¢ uma atividade que se apresenta como uma alternativa para diminuir a
pesca sobre determinadas espécies, mas que também implica em perdas econdomicas para os
pescadores artesanais, pois a redugdo dessa pesca também reduz a renda familiar (ARAUJO et
al., 2017). Contudo, a aquicultura pode estimular os pescadores a redirecionarem suas
atividades produtivas visando manter sua fonte de renda através da captura de espécies que
ainda ndo sdo fornecidas pelo cultivo, o que também pode acabar contribuindo para a
sobrepesca de determinadas espécies (RAMOS et al., 2015).

O comércio de organismos de aqudrio estd crescendo em todo o mundo, especialmente
em termos de diversidade de espécies, e segundo TechSci Research (2021), o mercado global
de peixes ornamentais foi avaliado em US$ 6.800 milhdes em 2019 e deve atingir US$
11.336,47 milhoes até 2025, crescendo de mais de 10%. Este mercado depende de uma oferta
continua de animais aquaticos saudaveis e coloridos, em um setor que apresenta poucas
iniciativas de sustentabilidade. De acordo com Rhyne et al. (2017), o comércio de peixes
ornamentais ¢ uma indastria multibilionaria avaliada em aproximadamente US$ 15 bilhoes,
sendo que aproximadamente de 500 milhdes de peixes sdo comercializados anualmente em 145
paises, dos quais 80-85% sdo espécies tropicais (GOSWAMI e ZADE, 2015). A producao de
peixes ornamentais apresentou crescimento de 6,1% desde os Ultimos dados disponiveis de
2013, ficando atras apenas da produgdo de gatos que apresentou alta de 8,1% durante o mesmo
periodo (INSTITUTO PET BRASIL, 2019). No Brasil, a piscicultura ornamental marinha tem
se fortalecido, e ampliado sua participacdo no mercado. Em 2021 o comércio de peixes
ornamentais apresentou aumento de 20,8 milhdes de espécimes
(Tabela 1), que representou um aumento de 4,5% (INSTITUTO PET BRASIL, 2021).

No mercado de animais marinhos mais de 2.500 espécies sdo comercializadas
(1800 espécies de peixes e 700 espécies de invertebrados), das quais aproximadamente 90%
sdo capturadas na natureza (PALMTAG, 2017). Dessas 2.500 espécies, cerca de 60% sao de
origem dulcicola e 40% de origem marinha (RAJA et al., 2019), sendo que os principais
fornecedores de organismos ornamentais marinhos sdo os paises da Asia, entre os quais
Singapura se configura como o principal exportador mundial (SOMAM et al., 2021).

Apesar dos avangos recentes nos métodos de cultivo terem permitido que mais de 330
espécies de peixes ornamentais marinhos sejam produzidas em cativeiro (SWEET, 2018),

aproximadamente 30 espécies tornaram-se comercialmente disponiveis (CALLAN et al.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004484862032216X#bb0310
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2018). Porém, uma vez que a industria global de peixes ornamentais marinhos esta em constante
expansao, novas linhas de pesquisa devem ser promovidas para preencher as lacunas existentes
com relagdo a criacdo em cativeiro de peixes ornamentais (OLIVOTTO et al., 2011; CALADO
etal., 2017).

1.2 MEIO AMBIENTE

O rapido aumento da demanda por peixes e invertebrados de origem marinha no comércio
de animais de estimagdo produz a ameaca de aumento da pressao de coleta sobre os recursos
naturais (DHANEESH et al., 2012). Os recifes de corais abrigam abundante biodiversidade e
sua importancia ¢ crucial tanto ponto de vista socioecondomico como ecologico, oferecendo
varios servicos e beneficios ambientais, tais: prote¢do costeira, manutengdo de estoques
pesqueiros, ecoturismo e espécies com potencial farmacéutico (BRANDER et al., 2007).
Contudo, estes ecossistemas tém sido gravemente impactados pelas a¢cdes humanas, ligadas por
exemplo as alteragdes climaticas (MUMBYN e ANTHONY, 2015), acidificacdo dos oceanos
(COMEAU et al., 2015), sobrepesca (MCCLANAHAN et al., 2015), esgoto e residuos
industriais (WEAR e THURBER, 2015) e turismo (PEREIRA et al., 2014).

A alta demanda por peixes ornamentais marinhos devido aos recentes desenvolvimentos
na aquariofilia, que resultou em uma superexploragdo do estoque natural e consequente
destrui¢do das areas de recifes (DHANEESH et al., 2012).

Além disso, as praticas de pesca destrutivas empregadas para a captura de peixes
ornamentais levaram a altas taxas de mortalidade pos-captura e a destruicdo do habitat dos
recifes de coral (SCHMIDT e KUNZMANN, 2005). Além disso, a destruicdo de espécimes
nao-alvo, incluindo espécies de invertebrados sésseis, produz enorme preocupagdo (SOMAN

etal., 2021).

Tabela 1. Levantamento de grupos de animais de estimagao entre os anos 2018 e 2021 (em milhdes).

Répteis e
Ano Cées Gatos Aves Peixes pequenos Total
mamiferos
2018 54,2 23,9 39,8 19,1 2,3 139,30
2019 55,1 24,7 40 19,4 2,4 141,60
2020 55,9 25,6 40,4 19,9 2,51 144,31
2021 58,1 27,1 41 20,8 2,53 149,53
Evolugao
2020/2021(%) 4,0 6,0 1,5 4,5 0,8 3,6

Fonte: Instituto Pet Brasil, 2021.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004484862032216X#bb0255
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004484862032216X#bb0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004484862032216X#bb0065
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Desse modo, a reprodugdo em cativeiro de espécies de peixes comercializadas para
aquariofilia representa o inico meio sustentavel para atender a demanda crescente do setor, bem
como para abastecer recursos naturais ja esgotados.

Nesse sentido, fica claro que a unica alternativa viavel para proteger os estoques naturais
e, a0 mesmo tempo atender ao aumento da demanda por peixes-palhago, é o seu cultivo em

cativeiro.

1.3 CARATERISTICAS BIOLOGICAS DA ESPECIE Amphiprion frenatus

Entre as varias espécies de peixes ornamentais marinhos se destacam as dos géneros
Amphiprion e Premnas, pertencentes a familia Pomacentridae e subfamilia Amphiprioninae,
que mundialmente sdo conhecidos como peixes-palhaco ou peixes-anémona-do-mar e
congregam trinta espécies (WILKERSON, 2001). Segundo Madhu et al. (2006), esses peixes
sdo atragdes muito populares em todo o mundo por causa de seu pequeno tamanho, robustez,
atratividade em fun¢ao das caracteristicas das cores, natureza pacifica, alta adaptabilidade ao
cativeiro, aceitabilidade de dieta artificial, comportamento fascinante e relagdo simbidtica com
as anémonas-do-mar.

Entre as espécies de peixes-palhago destaca-se Amphiprion frenatus, conhecido com
peixe-palhago-tomate (Figura 1). Os habitats naturais do A. frenatus sdo as areas de corais de
recifes no Pacifico Indo-Ocidental: Golfo da Tailandia ao sudoeste de Palau, do norte ao sul do
Japdo, sul de Java e Indonésia ( http://www.fishbase.org/summary/6509 ), que sdo areas
frequentemente impactadas pelas descargas de esgoto produzido pelas populagdes locais e

turistas (CHEN e HSIEH, 2017).

Figura 1. Aparéncia de juvenil de Amphiprion frenatus cultivado em aquarios de coloracdo preta
por 61 dias apds a eclosdo.

Fonte: Foto da autora, 2021.


http://www.fishbase.org/summary/6509
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sewage
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Amphiprion frenatus ¢ uma espécie hermafrodita, protandrica, ou seja, que inverte o sexo,
de macho para fémea. A espécie vive em grupos sociais, nos quais existe uma hierarquia de
dominagdo baseada no tamanho dos animais, com fémeas maiores e dominantes (FRICKE e
FRICKE, 1977). Os peixes-palhaco formam uma unidade social que consiste em um par
monogamico e varios subadultos que ndo se reproduzem (CHEN e HSIEH, 2017).

Segundo Iwata e Manbo (2013), inimeras interagcdes agonisticas ocorrem em cada grupo
para manter as diferencas de tamanho entre os individuos, estratégia importante para o status
de classificacao social e diferenciagdo sexual. A poligamia ndo ocorre, € apenas o casal adulto
apresenta comportamento reprodutivo; quando a fémea reprodutora morre, o proximo macho
reprodutor sofre reversdo de sexo para se tornar uma fémea reprodutora (FAUTIN e ALLEN,
1992).

Os peixes-palhaco exibem cuidados parentais com a desova (FRICKE e FRICKE, 1977),
principalmente dos machos, que ficam nadando proximo aos ovos produzindo movimentos
leves com as nadadeiras para oxigenar os ovos, e para a retirados dos ovos ndo fecundados ou
fungados com a boca. Os peixes-palhaco-tomate sdo os tnicos em que o tempo de eclosdo ¢
muito maior do que o de outras espécies, o que resulta em larvas bem desenvolvidas na eclosao,
e, com isto, em menor tempo de duracdo do periodo larval (JOB e BELLWOOD, 2000), com
média de 12 dias para eclosdo das larvas.

A taxa de eclosdo por desova varia com a temperatura € com a concentracao de oxigénio
dissolvido na dgua (MARISCAL, 1970), sendo que a faixa ideal de temperatura oscila entre
26,3 e 27,3 °C. Segundo Wilkerson (2001) as desovas de Amphiprion clarkii, Amphiprion
perideraion e Premnas biaculeatus sao laranja-amareladas, rosadas e vermelhas,
respectivamente e, de acordo com Dhaneesh et al. (2012), os ovos sdo adesivos e cobertos por
corion transparente. As cores da desova de A. frenatus do presente estudo estdo apresentadas

na Figura 2.

Figura 2. Cores da desova do casal de reprodutores de Amphiprion frenatus. A. Desova com 48 horas
no vaso de barro, homorganica, com ovos pequenos de coloragdo rosada. B. Desova com 24 horas no
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1.4 LARVICULTURA

A aquicultura ornamental marinha depende da producdo de ovos viaveis, e do aumento
do nimero de larvas que sofrem metamorfose em juvenis, sendo que a fase inicial da
larvicultura ¢ considerada a mais critica para a produ¢do da maioria dos peixes ornamentais
marinhos (HOLT, 2003).

A larvicultura ¢ uma fase importante no processo de cultivo pois representa as primeiras
fases de desenvolvimento dos animais, nas quais as larvas estdo mais sensiveis as variagoes de
temperatura, salinidade, luz e de manejos nutricionais (OLIVOTTO et al., 2011; ABE et al.,
2016).

A literatura cientifica relata varias pesquisas em larvicultura com espécies do género
Amphiprion sp., nas quais foram avaliados o efeito de varios parametros como o fotoperiodo
(ARVEDLUND et al., 2002), a temperatura, na natagdo (GREEN e FISHER, 2004) e a
salinidade sobre a sobrevivéncia (YE et al., 2009), crescimento (OLIVOTTO et al., 2008a;
OLIVOTTO et al., 2008b) natacao e metamorfose das larvas (GREEN; FISHER, 2004; SALIS
et al., 2018).

Segundo Olivotto et al. (2011), a transicdo de alimentos enddgenos para exogenos,
quando as larvas consomem completamente o saco vitelino e comegam a se alimentar dos
alimentos disponiveis no ambiente se constitui em um dos maiores obstaculos para o cultivo de
larvas de peixes marinhos. A concentracdo de alimento e a frequéncia alimentar sdo parametros
importantes nessa fase, pois influenciam diretamente a sobrevivéncia e o crescimento dos
animais, € quando bem estabelecidos possibilitam o escalonamento da alimentagdo, otimizando
a mao-de-obra e consequentemente aumentando a produtividade (LUZ e PORTELLA, 2005;
ZUANON et al, 2011).

Um dos principais entraves que ocorrem na larvicultura de peixes marinhos ¢ a alta
mortalidade, que ocorre principalmente nos primeiros dias devido a varios fatores, entre os

quais ndo se pode descartar a coloracdo do ambiente.

1.5 METAMORFOSE

A metamorfose ¢ um processo de transformagao que faz parte do desenvolvimento pos-
embrionario, sendo crucial para a manutencao das populagdes de peixes recifes adultos.

Durante o periodo de metamorfose, as larvas ‘passam mudancas morfoldgicas
complexas e crescimento notdvel que transformam as larvas em juvenis em pouco tempo

(PEREZ-DOMINGUES e HOLT 2006). Nessa fase, os peixes sdo particularmente sensiveis a
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estressores antropogénicos que afetam os recifes de coral (MCMENAMIN e PARICHY 2013;
LECCHINI et al., 2017).

A metamorfose ¢ caracterizada por mudangas marcadas de larvas para juvenis, sendo
uma etapa do desenvolvimento que torna o cultivo de espécies marinhas um desafio particular,
que ndo ¢ encontrada em peixes de dgua doce (PUTRA et al., 2012). Segundo Victor e
Wellington (2000), as espécies de peixes-palhaco apresentam uma fase larval curta, com
duragdo de 10 a 15 dias ap6s a eclosao (DAE), sendo que outras espécies de peixes de recifes
de coral podem apresentar duragdo de 19 a 70 DAE.

De acordo com Olivotto et al. (2011), o processo de metamorfose foi antecipado por trés
dias em comparagdo com o controle quando uma dieta enriquecida com gordura altamente
insaturada (HUFA) foi oferecida a larvas de 4. ocellaris. Nesta espécie, a metamorfose envolve
a formagao completa de trés bandas brancas verticais, o que corresponde a transi¢ao a fase
juvenil (SALIS et al., 2018). Além disso, com o aparecimento de bandas brancas verticais nas
regides da cabega, abdominal e pedunculo caudal, uma alteragdo na natagdo comportamento de
A. ocellaris ¢ observada, com larvas nadando na coluna d'dgua enquanto os metamorficos e
pos-metamorfos nadam proximas ao fundo (ROUX et al., 2019).

De acordo com Salis et al. (2018), na fase adulta, espécies do género Amphiprion sao
classificados em quatro categorias de acordo com suas bandas: espécies sem bandas brancas
verticais (4. akallopisos, A. pacificus, A. ephippium e A. sandaracimos); espécies com uma
banda branca vertical na regido da cabeca (A. barberi, A. frenatus, A. leucokranos,
A. moculochi, A.nigripes, A. ormanensis, A. perideraion e A. rubrocinctus); espécies com duas
bandas brancas verticais, na cabeca e na regido abdominal (4. akindynos, A. allardi,
A. bicinctus, A. chagosensis, A. chrysopterus, A. latifasciatus, A. omanensis ¢ A. sebae) e
espécies com trés bandas brancas verticais, nas regides da cabega, abdominal e no pedinculo
caudal (A. biaculeatus, A. chrysogaster, A. latezonatus, A. ocellaris, A. percula e
A. tricinctus).

A espécie foco deste estudo, A. frenatus, apresenta, na fase adulta, uma unica banda
branca vertical na regido da cabe¢a. Nenhuma outra espécie apresenta uma tnica banda branca
vertical nas regides do abdominal ou pedunculo caudal. No entanto, a banda branca vertical na
regido abdominal esta sempre relacionada a banda branca vertical na cabega, e a do pedunculo
caudal esta sempre associada a banda branca vertical do abdominal (SALIS et al., 2018).

O papel funcional das bandas brancas em Amphiprion ainda é desconhecido, no entanto
ele pode estar associado a defesa contra predadores, ao tipo de macro-habitat e ao

reconhecimento intraespecifico (ROUX et al., 2019). O aparecimento de bandas brancas
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verticais em A. ocellaris pode indicar o momento da metamorfose, que ¢ caracterizada por
alteracdes de pigmentacdo, e ndo por mudangas.

Existem varios artigos cientificos como os de Ninwichian et al. (2022), com Clarias
macrocephalus % Clarias gariepinus, ¢ de Lopez-Betancur et al. (2020), com Oreochromis
niloticus, que mostram que diferentes cores de tanques influenciam a sobrevivéncia, o
crescimento € o bem-estar dos peixes na larvicultura, mas que nao indicam como as cores dos

ambientes afetam a metamorfose de A4. frenatus.

1.6 COLORACAO DO AMBIENTE

O bem-estar das espécies cultivadas, incluindo peixes, ¢ de suma importancia. Sendo
sencientes, os peixes t€m a capacidade de fazer escolhas, experimentar estados semelhantes ao
medo, reconhecer-se mutuamente e evitar condigdes adversas (HUNTINGFORD et al., 2006;
WARD et al., 2005).

Dentre os varios fatores que causam estresse num sistema de cultivo, a coloracdo do
ambiente deve ser considerada, pois ela pode interferir em aspectos bioldgicos dos animais,
principalmente no que se refere ao seu comportamento (SOARES et al., 2001), segundo
Cerqueira et al. (2014), relacionada a defesa (camuflagem), a agressividade (ataque) ou a
atracdo sexual de parceiros. Para Fanta (1995), a coloracdo do ambiente pode interferir no
funcionamento do sistema nervoso e, assim, interferir em algumas situagdes experimentais.

Na aquicultura, o bem-estar dos peixes pode ser comprometido pela introducao de novos
habitats ou pela alteracdo do seu habitat natural, e, nesse sentido, a coloracdo de fundo dos
tanques de cultivo € geralmente selecionada com base na experiéncia pratica ou em observagoes
das taxas de crescimento alcangadas (LI et al., 2016). A coloragdo do tanque pode induzir uma
variedade de respostas em relacao ao crescimento, sobrevivéncia (PAWAR et al., 2001; KANG;
KIM, 2013), coloragdo da pele (ESLAMLOO et al., 2015; KARAKATSOULI et al., 2015),
resposta ao estresse (RAGHAVA et al., 2013; OKADA et al., 2015), comportamento e
aceitagdo alimentar (ZHANG et al., 2015; LI et al., 2016,), ou produzir efeitos combinados em
peixes. Segundo Li et al. (2016), as cores escuras, como o preto, sdo inadequadas para o bem-
estar de juvenis de linguado (Scophthalmus maximus).

Na larvicultura de Coregonus peledo, com base na sobrevivéncia e desempenho no
crescimento, os melhores resultados foram obtidos em tanques das cores preto e branco em
relagdo as cores vermelho e cinza (SEBESTA et al., 2018); para o cultivo de Chanos chanos a
coloracdo amarela produziu melhores resultados (BERA et al., 2019); para larvas de Perca

Sfluviatilis com até doze dias apds a eclosdo, Palifiska-zarska et al. (2019) mostraram que o
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cultivo deve ser realizado em tanque de coloracdo preta; e na larvicultura de Clarias magurna
e Pangasius pangasius, sao recomendadas, respectivamente, as cores preto e verde
(FEROSEKHAN et al., 2020).

A coloragdo do ambiente ¢ bastante estressante para as larvas do bagre-amarelo,
Pelteobagrus fulvidraco. Larvas do bagre-amarelo apresentaram maior sobrevivéncia e
crescimento em tanques das cores azuis escuro ou pretos, crescimento e sobrevivéncia
moderados quando cultivados em tanques da coloragao brancos, e crescimento e sobrevivéncia
reduzido em tanques de coloracao verde (PICHIRIKKAT et al., 2013). Outro estudo mostrou
que o crescimento das larvas de Hucho taimen foi afetado pelas cores dos tanques, sendo que
o crescimento foi maior nos tanques amarelos do que nos tanques pretos ou vermelhos
(WANG et al., 2017). A coloracdo inadequada do tanque poderia reduzir o contraste alimentar
(MONK et al., 2008), dificultando a alimentagao.

As larvas de peixes sdo cultivadas em altas densidades em ambiente artificial, uma
condi¢do potencialmente estressante que pode prejudicar seu bem-estar. A coloragao de fundo
também influencia o crescimento e desenvolvimento de Morone saxatilis (MARTIN-
ROBICHAUD e PETERSON 1998), Acipenser ruthenus (BAYRAMI et al., 2017), Lates
calcarifer (SANTISATHITKUL et al., 2019), Dawkinsia filamentosa (PADHI et al., 2022) e
Amphiprion clarkii (SHIN et al., 2012). A intensidade da coloracao da pele de Pagrus auratus
(DOOLAN et al., 2008) e Amphiprion ocellaris (YASIR e QIN 2009; DIAZ-JIMENEZ et al.,

2021) também foi afetada pela coloragdo do ambiente.

1.7 BEM-ESTAR ANIMAL E ESTRESSE

O ambiente do cultivo de larvas de peixes em laboratorio ¢ diferente do ambiente natural,
no qual as larvas de peixes precisam cacar comida para sobreviver ao ambiente hostil, sendo
que a improvisacdo na tecnologia de cultivo indoor de larvas aumenta seu crescimento e
sobrevivéncia (BERA et al., 2019).

O emprego do conceito de bem-estar animal tem sido incentivado nas ultimas décadas
para se adaptar as demandas publicas e legislativas, priorizando o bem-estar positivo, em vez
de apenas evitar e aliviar condi¢des de desfavoraveis e precarias dos sistemas de cultivo (FIFE-
COOK e FRANKS, 2019; LAWRENCE et al., 2019). O conceito de bem-estar dos peixes
envolve um conjunto multifatorial baseado em medidas fisicas, fisiologicas, comportamentais
e psicologicas dos individuos (ELLIS et al., 2012).

O bem-estar dos peixes pode ser influenciado pelos efeitos das cores dos ambientes.

Segundo Rosenthal e Lobel (2006), as mudangas nos ambientes aquaticos podem afetar


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/animal-welfare

22

diretamente diversos tipos de comunicagdo, e ter consequéncias negativas no comportamento,
(dos SANTOS GAUY et al., 2018), principalmente ocasionando um desequilibrio em sua
homeostase, ou seja, estressando os peixes.

Segundo Chrousos ¢ Gold (1992), estresse € “uma condigdo na qual o equilibrio dindmico
do organismo animal, chamado homeostase, ¢ ameagado ou sofre distirbio como resultado da
acdo de estimulos intrinsecos ou extrinsecos, comumente definidos como estressores ¢ ¢
restabelecida por um conjunto complexo de respostas adaptativas”. Ja Selye (1973), definiu
estresse como "a resposta inespecifica do corpo a qualquer demanda feita sobre ele”. De acordo
com Iwama (1993), o estresse produz respostas de duas maneiras diferentes, sendo que em uma
a resposta ocorre em prazo curto (estresse agudo) e na outra a resposta normalmente conduz a
um baixo crescimento e ganho de peso (estresse cronico).

A resposta ao estresse € considerada um mecanismo adaptativo que permite ao peixe lidar
com estressores reais ou percebidos, a fim de manter seu estado normal ou homeostatico
(BARTON 2002). De forma simplificada, o estresse pode ser considerado como um estado de
homeostase ameagado que ¢ restabelecido por um conjunto complexo de respostas adaptativas
(CHORUSOS, 1998). Contudo, a resposta ao estresse ocorre a partir de uma série de
mecanismos fisioldgicos, tais como alteracdes nas proteinas, no metabolismo energético,
imunoldgico, endocrino, € como mudangas neurais € comportamentais, que tentardo primeiro
superar a situacdo estressante e depois compensar os desequilibrios produzidos (SULA e
ALIKO 2017).

Com todas essas reagdes, os peixes conseguem fugir de situacdes perigosas, como as que
envolvem risco de vida e integridade do corpo e, posteriormente, podem lidar com a carga
alostatica produzida pelo estressor, e reintegrar o equilibrio dos sistemas fisiologicos para
recuperar a homeostase (TORT, 2011). Os efeitos metabdlicos do estresse social provavelmente
sdo maiores em condi¢des de cultivo, pois a oportunidade para a fuga ¢ limitada, o que
influencia o desempenho dos peixes na aquicultura (MERIGHE et al., 2004).

Estas respostas fisioldgicas de peixes aos agentes estressores ambientais sao divididas em
primdrias, secundarias e terciarias (BARTON 2002). As respostas primarias envolvem as
respostas neuroenddcrinas iniciais, que incluem a liberagdo de catecolaminas do tecido
cromafim (RANDALL e PERRY, 1992; REID et al., 1998) e a estimulagao do eixo hipotalamo-
hipofise-inter-renal (HPI) culminando na liberacdo de hormodnios corticosteroides na circulacao
(ELLSAESSER e CLEM, 1986; MOMMSEN et al., 1999). Segundo Mommsen et al. (1999),
as respostas secundarias incluem alteragdes nos niveis plasmaticos, teciduais de ions,

metabolitos, em caracteristicas hematologicas e proteinas de estresse térmico (HSPs do inglés
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heat shock proteins), que se se relacionam com ajustes fisiologicos do metabolismo, como na
respiragdo, estado acido-base, equilibrio hidromineral, fun¢ao imunoldgica e suas respostas. As
respostas terciarias se referem a aspectos do desempenho do animal como um todo, como
mudangas no crescimento, condicdo, resisténcia a doengas, atividade, comportamento e
sobrevivéncia (WEDEMEYER et al., 1990).

Alguns constituintes do plasma podem ser utilizadas na avaliagdo da condig¢@o de saude
ou de estresse dos peixes (WAGNER e CONGLETON, 2004). O estresse eleva o cortisol
(WENDELAAR BONGA, 1997; POTTINGER ¢ MOSUWE 1994) e a glicose plasmaticos
(SILBERGELD 1974), considerados bons marcadores da resposta a situacdes estressantes
(BALM et al., 1989; BARCELLOS et al., 1999).

O principal glicocorticoide produzido pelos peixes € o cortisol que, além de exercer papel
principal na resposta ao estresse ¢ na homeostase relacionada ao estresse, influencia outros
caracteristicas, como o0 comportamento, crescimento, reproducdo e osmorregulacao
(WENDELAAR BONGA, 1997; GRIFFITHS et al., 2012).

O estresse tem sido discutido com grande intensidade quando relacionado ao cultivo de
organismos aquaticos, principalmente na fase de larvicultura, uma vez que os peixes podem
desenvolver um sistema glicocorticoide funcional em estagio iniciais (WILSON et al., 2014).
Segundo Rehman et al. (2017), as condi¢des estressantes estdo presentes durante a fase
embrionaria, € consequéncias indesejaveis podem ocorrer e predispor os peixes ao aumento da
mortalidade, doencas e a0 comprometimento do crescimento.

O cortisol tecidual foi medido para avaliar a resposta ao estresse em alevinos e pequenos
peixes ornamentais, como o peixe-zebra D. rerio (POTTINGER; CALDER, 1995; RAMSAY
et al., 2006). A identificacdo de possiveis causas de estresse para peixes ornamentais €
importante para melhorar as taxas de sobrevivéncia e a qualidade geral dos peixes
(BARCELLOS etal., 2007), uma vez que a redugdo do estresse pode melhorar a satde e o0 bem-
estar da espécie (RAMSAY et al., 2000).

Em cultivo do peixe-dourado, Carassius auratus, o crescimento foi significativamente
melhorado em tanques de cores brancas, enquanto os tanques das cores vermelhas e azuis foram
considerados mais estressantes e imunossupressores para esta espécie, sugerindo que essas
cores sao inadequadas para o seu cultivo (ESLAMLOO et al., 2015).

Rotllant et al. (2003), observaram que o pargo-vermelho (Pagrus pagrus) apresentou
menor grau de estresse em tanques brancos do que em tanques cinzas ou pretos, conforme
verificado pelos niveis de hormonios relacionados ao estresse. Contudo, muitos peixes podem

mudar a coloragdo do corpo para combinar com o fundo em resposta ao estresse (Xu et al.,
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2006). De acordo com Li et al. (2016), as cores escuras, como o preto, sdo inadequadas para o
cultivo de Scophthalmus maximus, tendo em vista o seu bem-estar. Existe influéncia da
coloragdo do ambiente sobre estresse social em juvenis de tildpias-do-Nilo, em particular nas
interacdes agonisticas entre coespecificos e sobre a concentragdo plasmatica do hormonio
cortisol (MERIGHE et al., 2004). Os autores supracitados sugerem que o cultivo de juvenis de
tilapias seja realizado em tanques de cores verdes ou pretas, que sdo as recomendadas para a
manutengao da espécie por amenizarem as interagdes agonisticas € o estresse, enquanto as cores
marrons e azuis devem ser evitadas, por estimularem estas respostas.

Contudo, quando a resposta ao estresse € prolongada ou grave, ela pode ter consequéncias
que podem ser prejudiciais a saude, as defesas imunologicas, ao crescimento e/ou a reprodugao
dos peixes (SAPOLSKY et al., 2000; REYES-LOPEZ et al., 2019). Desse modo, encontrar
maneiras de mitigar esses efeitos ¢ importante tanto para o bem-estar dos peixes quanto para

uma piscicultura bem-sucedida

1.8 OBJETIVOS
1.8.1 Objetivo Geral

Avaliar se a coloragao ambiental altera o desenvolvimento e as respostas de estresse em

larvas de Amphiprion frenatus.

1.8.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar se diferentes cores ambientais afetam o crescimento e o desenvolvimento de
larvas de peixe-palhago-tomate Amphiprion frenatus e o seu processo de metamorfose.
b) Avaliar a resposta de juvenis de peixe-palhaco-tomate Amphiprion frenatus,

cultivados em aquarios de diferentes coloragdes de ambiente, a um estressor agudo.

1.9 ESTRUTURACAO DA TESE

A tese foi estruturada por uma introducdo geral, apresentando a contextualizagdo do
tema e os objetivos, e por dois capitulos, formados pelos seguintes artigos cientificos:
Capitulo 1: Artigo cientifico intitulado “Influéncia das cores dos aquérios nos peixe-
palhaco-tomate (Amphiprion frenatus): desenvolvimento inicial e metamorfose”. O
artigo aborda o efeito de diferentes cores do ambiente afetam o crescimento e o

desenvolvimento de larvas de peixe-palhago-tomate A. frenatus e seu processo de
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metamorfose. O artigo foi elaborado segundo as normas da revista Environmental
Biology of Fishes.

Capitulo 2: Artigo cientifico intitulado “The tank color influences the response of
tomato clownfish (Amphiprion frenatus) to an acute stress challenge”. O artigo avaliou
a resposta do peixe-palhago-tomate 4. frenatus cultivados em diferentes cores de
aquario a um estressor agudo padrdo. O artigo foi elaborado segundo as normas da

revista Aquaculture.
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Capitulo 1:
Influéncia da colora¢do do ambiente no peixe-palhaco-tomate (Amphiprion frenatus):

desenvolvimento inicial e metamorfose

Abstract

The background color influenced positively the early development phase of some fish species.
Thus, here we evaluated whether different tank colors affect the growth and development of
larval tomato clownfish Amphiprion frenatus and its metamorphosis process. Operationally, we
distributed the 4. frenatus larvae in white (WA); yellow (YA); blue (BA) and black aquaria
(BLA) and accompanied the larvae development until 61-DPH. We showed that background
color influences the early development of tomato clownfish, as well their metamorphosis
process. In fact, 87.2 % of the larvae reared in BLA completed the metamorphosis and reached
the juvenile stage at 61-DPH, while only 20.6 % in BA and 6.2 % in YA reached the juvenile
stage. In addition, none of the larvae reared in WA completed the metamorphosis process. Our
results strong suggests that the metamorphosis of A. frenatus could be accelerated if the
larviculture occurs in black aquaria. This result has strong practical and economic implications
since the tomato clownfish specimens were commercialized at juvenile stage, and all strategies
that could shorten the period necessary to fish reach the juvenile stage are welcome.

Keywords: clownfish, anemonefish, larviculture, growth performance, metamorphosis.
Resumo

A coloragdo do ambiente influencia positivamente a fase inicial de desenvolvimento de
algumas espécies de peixes. Desse modo, nds avaliamos se diferentes cores de tanque afetam
o crescimento e o desenvolvimento de larvas do peixe-palhaco-tomate Amphiprion frenatus
e o seu processo de metamorfose. Operacionalmente, distribuimos as larvas de 4. frenatus em
aquarios brancos (AB), aquarios amarelos (AM), aquarios azul (AZ) e aqudrios pretos (AP) e
acompanhamos o desenvolvimento das larvas até 61 dias apos eclosdao (DAE). Mostramos
que a coloracao de fundo influenciou o desenvolvimento inicial do peixe-palhago tomate, bem
como seu processo de metamorfose. De fato, 87,2% das larvas criadas em AP completaram a
metamorfose e atingiram a fase juvenil aos 61-DAE, enquanto apenas 20,6% no AZ e 6,2 %
no AM atingiram a fase juvenil. Além disso, nenhuma das larvas criadas em AB completou
o processo de metamorfose. Nossos resultados sugerem fortemente que a metamorfose de 4.
frenatus pode ser acelerada se a larvicultura ocorrer em aquarios pretos. Este resultado tem
implicagdes praticas e econdmicas, uma vez que os espécimes de peixe-palhaco-tomate sao
comercializados na fase juvenil, e todas as estratégias que possam encurtar o periodo
necessario para que os peixes atinjam essa fase sdo bem-vindas.

Palavras-chave: peixe-palhago, peixe-anémona, larvicultura, desempenho de crescimento,
metamorfose.
1.10 Introducio

O comércio de peixes ornamentais marinhos esta crescendo em todo o mundo, no qual
mais de 1.800 espécies de peixes sdo comercializadas, das quais aproximadamente 90% sao

capturadas na natureza (Palmtag 2017; Raja et al. 2019). O mercado de peixes ornamentais
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depende de uma oferta continua de animais saudaveis e coloridos, e dentre as espécies de
peixes ornamentais mais comercializadas, destacam-se as do género Amphiprion,
mundialmente conhecidos como peixe-palhago. Por esta razao, o seu cultivo em cativeiro ¢ a
unica alternativa disponivel para salvar os estoques naturais dos peixes-palhago e atender ao
aumento da demanda por seu comércio.

A aquicultura ornamental marinha depende da produ¢do de ovos vidveis e de muitas
larvas e juvenis vidveis. A larvicultura ¢ uma fase critica para a produg¢dao de peixes
ornamentais marinhos (Holt 2003), pois as larvas sdo mais sensiveis a temperatura,
salinidade, luz e manejo nutricional (Olivotto et al. 2011; Abe et al. 2016). Portanto, todos os
procedimentos que melhorem a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos peixes,
principalmente na fase de larvicultura, sdao bem-vindos.

Na fase larval os peixes sao cultivadas em altas densidades em ambiente artificial, uma
condi¢do potencialmente estressante que pode prejudicar seu bem-estar. As cores do
ambiente, por sua vez, estdo entre as muitas variaveis que influenciam o bem-estar ¢ o
desenvolvimento dos peixes. A coloracao influencia o crescimento e o desenvolvimento de
varias espécies de peixes como Morone saxatilis (Martin-Robichaud & Peterson 1998),
Acipenser ruthenus (Bayrami et al. 2017), Lates calcarifer (Santisathitkul et al. 2019),
Dawkinsia filamentosa (Padhi et al. 2022) e Amphiprion clarkii (Shin et al. 2012). A
intensidade da coloracdo da pele também foi afetada pela coloragdo do ambiente em Pagrus
auratus (Doolan et al. 2008) e Amphiprion ocellaris (Yasir e Qin 2009; Diaz-Jiménez et al.
2021).

A metamorfose € um processo de transformacdo de desenvolvimento pos-embrionario
que ¢ crucial para a manutencdo das populacdes de peixes adultos de recife, e ¢
particularmente sensivel aos estressores antropogénicos que afetam os recifes de coral
(McMenamin e Parichy 2013; Lecchini et al. 2017). Durante o periodo de metamorfose, as
larvas passam mudancgas morfologicas complexas e crescimento notdvel, que transformam
larvas em juvenis em pouco tempo (Pérez-Domingues e Holt 2006).

De acordo com Olivotto et al. (2011), o processo de metamorfose foi antecipado em trés
dias em relacdo ao controle quando uma dieta enriquecida com acido graxo altamente
insaturado (HUFA) foi oferecida a larvas de A. ocellaris. Nesta espécie, a metamorfose
envolve a formacgdo completa de trés bandas brancas verticais, o que corresponde a transi¢ao
para a fase juvenil (Salis et al. 2018). Além disso, com o aparecimento de bandas brancas

verticais nas regides da cabeca, abdominal e pedinculo caudal, observa-se uma mudanca no
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comportamento de natacdo de A. ocellaris, com as larvas nadando na coluna d'agua enquanto
os metamorficos e pds-metamorfos nadam mais proximos ao fundo (Roux et al. 2019).

Para larvas de A. frenatus, em condi¢des de cultivo com tratamento medicamentoso de
TAE684 (NVP-TAE684) (HY-10192, MedChem Express), um inibidor especifico da tirosina
quinase especifica de leucéceitos (Ltk) e do receptor de tirosina quinase (Alk), a fase juvenil
foi alcangada quando duas ou trés bandas brancas verticais estavam presentes nas regides da
cabeca, abdominal e pedunculo caudal; o desaparecimento das bandas do abdominal e
pedunculo ocorreu meses depois, sendo uma caracteristica proeminente nos juvenis de 4.
frenatus (Salis et al. 2018).

Segundo Victor e Wellington (2000), as espécies de peixes-palhaco apresentam estagio
larval curto, com duracao de 10 a 15 dias, uma vez que a fase larval em outras espécies de
peixes de recifes de coral variam entre 19 e 70 dias.

No entanto, ndo foram encontrados estudos avaliando os possiveis efeitos da coloragao
do ambiente sobre o desenvolvimento inicial do peixe-palhago-tomate (4. frenatus). Portanto,
avaliamos se diferentes cores de tanque afetaram o crescimento € o desenvolvimento de larvas

dessa espécie, € o seu processo de metamorfose.

1.11 Material e Métodos
1.11.1 Estratégia de estudo

Um casal de reprodutores de Amphiprion frenatus foi utilizado para a producdo das
larvas, que com peso inicial de 2,71 + 0,14 mg e comprimento inicial de 3,30 + 0,47 mm
foram distribuidas, na densidade de 4 larvas.L'!, em aquarios de 10 L de quatro cores
diferentes, denominados aquarios brancos (AB), aquarios azuis (AZ), aquarios amarelos
(AM) e aquarios pretos (AP) (Fig. 1). A coloragdo foi obtida revestindo cada aquario com
papel adesivo na coloragdo de cada tratamento. O experimento foi conduzido em

delineamento inteiramente casualizado por 61 dias pos-eclosdo (DAE).
1.11.2 Animais

1.11.2.1 Casal de reprodutores

O casal de reprodutores de A4. frenatus foi mantido em tanque-rede (90 L), submerso em
tanque de concreto de 8.000 L, com fluxo de agua continuo e taxa de renovagdo de dgua de 130
L.h''. Além disso, foi instalado um vaso de barro para ser usado como ninho para desova. A

agua que abastecia o sistema de recirculacao do tanque de concreto foi coletada diretamente do
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mar, tratada com filtragem mecanica (filtro de polipropileno de 100 um) e bioldgica (cerdmica),
e mantida sob aeragdo constante em fotoperiodo 12:12.

Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (08:30, 11:30, 14:30 e 17:30h) até a
saciedade aparente com um primix composta por camarao marinho fresco (40%), peixe (salmao
15% e sardinha 15%), lulas (10%), moluscos bivalves (mexilhdo 10%, ostra 5% e vieira 5%),
e pré-mistura vitaminica (1 gkg'), produzida em liquidificador. Além disso, os peixes
receberam racdo em flocos Tropical Krill Flakes®, racdo Tropical, Soft Line America S® e
racao Tropical D-Allio Plus Granulat®.

Os reprodutores foram monitorados diariamente, e apds a desova, que ocorreu apds nove
dias, um vaso de barro com a desova foi retirado e transferido para um tanque de fibra de vidro
com capacidade de 60 L de agua, mantido nas condi¢des dos reprodutores até a eclosdo, que
durou uma média de 12 dias.

As seguintes variaveis de qualidade da dgua do tanque do casal de reprodutores foram
medidas diariamente as 08:00 h: concentragdo de oxigénio dissolvido (6,0 £+ 0,52 mg.L™"),
temperatura da agua (23,36 £+ 1,20 °C), pH (8,32 + 0,14) e salinidade (35,0 = 0,20 %o). Essas

varidveis oscilaram dentro das faixas aceitaveis para a espécie.

Fig. 1. Representag@o esquematica do desenho experimental (Fotos, Santos, TML).
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1.11.2.2 Larvas

As larvas de A. frenatus permaneceram no tanque de fibra de vidro até o quinto dia apds
a eclosdo (5-DAH) e entao foram transferidas para as unidades experimentais (trés aquarios de
10L por cor, Figura 1) na densidade de 4 larvas.L!. Cada aquario foi distribuido aleatoriamente
na sala experimental para evitar viés devido a incidéncia de luz (Figura 1). A 4gua utilizada foi
a mesma que abastecia o tanque de cultivo.

Os aquarios foram sifonados trés vezes ao dia antes da reposicdo de alimentos para
retirada de alimentos e fezes do fundo, e 30% da 4gua foi trocada. Lampadas LED brancas
forneceram intensidade de luz na sala das unidades experimentais (9 W, 6500 K, 900 lumens).

Nas unidades experimentais, as larvas foram alimentadas trés vezes ao dia as 09:00, 13:00
e 17:00 h, utilizando o seguinte esquema de alimentagdo: larvas de 5 a 7-DAE foram
alimentadas com rotiferos Brachionus plicatilis (5 rotiferos. ml-1). Entre 6 ¢ 7-DAE, teve inicio
a mudanga na alimentagdo, de rotiferos vivos para nauplio de Artemia spp., € de 6 a 20-DAE,
as larvas foram alimentadas com Artemia spp. nauplios (3 nauplios.ml-1). Entre 16 ¢ 20-DAE,
passou-se gradualmente a alimentagdo de Artemia spp. para alimentos comerciais (Dr. Bassleer
Biofish -Food baby nano food®). Em seguida, entre 20 e 40-DAE as larvas foram alimentadas
com Dr. Bassleer Biofish -Food baby nano food® até a saciedade aparente. Aos 38-DAE,
mudou-se para o alimento Sano® S-Pak 5/8 até a saciedade aparente até 60-DAE.

Em relagdo a qualidade da a4gua das unidades experimentais, as concentragdes de oxigénio
dissolvido variaram entre os tratamentos de 5,22 + 0,46 a 5,65 = 0,50 mg.L!. A temperatura da
agua variou de 25,34 + 1,5 a 25,79 £ 1,54°C. O pH oscilou entre 8,3 + 0,07 e 8,49 + 0,06, a
salinidade de 35,49 + 0,09 a 35,66 + 0,92%o, as concentracoes de amodnia total entre 0,134 +
0,09 ¢ 0,186 + 0,07 mg.L"! e de nitrito entre 0,034 = 0,01 e 0,064 + 0,064 mg.L"!. Nao houve

diferencas estatisticas na qualidade da agua entre as unidades experimentais.

1.11.3 Observagao da metamorfose

A observacdo do processo de metamorfose, definido pelo aparecimento e
desaparecimento das bandas brancas verticais nas larvas, foi realizada diariamente pela manha,
com lupa de 12 LEDs, durante 60-DAE. Nesse mesmo momento didrio, observa-se o
comportamento das larvas, principalmente quanto a sua localizacdo, atividade locomotora no
aquario e agressividade em relag@o aos coespecificos.

Ao final do experimento, cada larva foi fotografada dos lados direito e esquerdo para se

obter a porcentagem do processo de metamorfose.
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1.11.4 Analise Estatistica

A independéncia entre o fator de metamorfose, formado pelas classes nao juvenil e
juvenil, e o fator de coloragdo do aquario, formado pelos aquarios com as cores: aquarios
brancos (AB), aquarios azuis (AZ), aquérios amarelos (AM) e aquarios pretos (AP), foi
analisada pelo teste do qui-quadrado, ao nivel de significancia de 0,05%. Inicialmente, todas as
cores foram incluidas no teste (AB x AZ x AM x AP). Subsequentemente, diferentes
comparagdes parciais (AB x AZ x AM; AB x AM; AZ x AP), e comparagdes com cores
agrupadas (AB-AZ-AM x AP; AB-AM x AZ; caractere "-" indica dados agrupados enquanto

"X a comparacao) foram realizadas.

1.12 Resultados

As larvas de 4. frenatus apresentam trés bandas brancas verticais na regido da cabega,
abdominal e pedinculo caudal, e na fase adulta, apenas uma na regido da cabeca. No presente
estudo, até o 5-DAE, as larvas ndo apresentaram nenhuma banda branca vertical, porém, no 8-
DAE (2° dia do experimento), as larvas de todos os tratamentos (AB, AM, AZ ¢ AP) passaram
a apresentar bandas nas regioes da cabega e abdominal, simultaneamente (Fig. 2). O surgimento
se inicia com a formagao de uma banda transparente que se torna totalmente branca.

Do 5-DAE ao 10-DAE, o comportamento das larvas dos tratamentos AB ¢ AM foi
semelhante, sendo que as larvas sempre permaneceram nadando na superficie e nas laterais dos
aqudrios, principalmente dos lados esquerdos e direitos. Nesse intervalo a coloracdo larval
mudou de amarelo para laranja.

As larvas do tratamento AZ permaneceram nas laterais e centro dos aquarios, € sua
coloragdo mudou de amarelo para laranja-avermelhado. No tratamento AP, as larvas
apresentaram um padrdo diferente, permanecendo na coluna d'agua principalmente no centro
do aquério, com algumas nadando ativamente contra a corrente. Como resultado, a coloragao
mudou para avermelhada escura.

Com 11-DAE, as larvas do tratamento AB apresentaram 50% das bandas brancas verticais
da cabega e regido abdominal. Entretanto, nos tratamentos AZ e AP, 50% das larvas
apresentaram duas bandas brancas verticais com 15-DAE, enquanto no tratamento AM esse
padrao ocorreu com 16-DAE. Nesta fase, as bandas brancas verticais na regido da cabeca eram
completamente brancas, enquanto as da regido abdominal ainda eram transparentes. No 17-

DAE, trés larvas do tratamento AP completaram o processo de transi¢do de larvas para juvenis

(Fig. 2).
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Fig. 2. Porcentagem de animais sem bandas ou com bandas, e dia de inicio e de final de cada condi¢@o
da larvicultura de Amphiprion frenatus, submetidos em diferentes cores de aquarios por 61-DAE. A)
Aquarios Brancos. B) Aquéarios Azuis. C) Aquarios Amarelos. D) Aquarios Pretos. SB: Sem Banda.

Cab: Cabega. Ab: Abdoémen. Cau: Cauda. Juv: Juvenil a: aparecimento. d: desaparecimento.
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As larvas se adaptaram bem a todos os tratamentos, nadando ativamente nos aquarios e
principalmente proximo a saida de 4gua, sendo que no AP, algumas larvas nadavam contra a
corrente. Esses aquérios apresentavam condic¢ao de dificil registro visual, visto que as larvas se
camuflavam com preto das paredes do aquario.

O surgimento da terceira banda branca vertical na regido do pedunculo caudal apareceu
aos 15, 16, 17 e 17-DAE, respectivamente para os tratamentos, AP, AB, AZ e AM (Fig. 2). No
24-DAE, 100% das larvas apresentaram trés bandas brancas verticais nos tratamentos AB e AP,
com 26-DAE no tratamento AZ, e com 31-DAE no tratamento AM (Fig. 2).

O processo de transformagao das larvas para o estagio juvenil nos tratamentos AZ ocorreu
aos 29-DAE, atingindo 2,56% dos peixes (n=1), e aos 42-DAE no tratamento AM (2,50%; n =
1). O tratamento AB ndo produziu juvenis, enquanto no AP 7,70% (n=3) eram juvenis (Fig. 2).

No 11-DAE, teve inicio o processo de desaparecimento da banda branca vertical da regido
abdominal, em todos os tratamentos (Fig. 2), tendo sido observados dois padrdes de
desaparecimento. Em um deles o desaparecimento teve inicio na regido da nadadeira peitoral e

finalizou nas extremidades da regido ventral, acima da papila urogenital, e da nadadeira dorsal
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(Fig. 3A e 3B, enquanto no outro o inicio ocorreu na regido da nadadeira peitoral e finalizou
nas extremidades da regido ventral, acima da papila urogenital da nadadeira dorsal (Fig. 3C e
3D). Geralmente estes processos ndo ocorrerem simultaneamente nos lados direito e esquerdo
(Fig. 3). As bandas brancas verticais da regido do pedinculo caudal iniciam com coloragao
branca, finalizando como uma branca transparente que posteriormente desaparece
completamente.

Todos os tratamentos foram finalizados com 61-DAE. No tratamento AB, nenhuma das
larvas completou o processo de desaparecimento da banda branca vertical na regido abdominal,
e 76,47% (n=26) e 85,29% (n=29) das larvas permaneceram com bandas abdominais
incompletas no lado direito e no lado esquerdo, respectivamente. Além disso, as larvas
apresentavam coloracdo que tendia ao alaranjado (Fig. 2, 3A e 3B).

No tratamento AM, 6,25% das larvas completaram a metamorfose e atingiram o estagio
juvenil, sendo que 87,55% (n=28) e 81,25% (n=26) das larvas permaneceram com as bandas
abdominais incompletas nos lados direito e esquerdo, respectivamente. As larvas apresentaram

coloragdo laranja escuro (Fig. 2, 3C e 3D).

Fig. 3. Larvas de Amphiprion frenatus criadas em aquarios com paredes de cores diferentes a 61-DAE. A)
Aquario Branco (AB). Larvas no final do processo de metamorfose com desaparecimento das bandas e inicio do
desaparecimento da banda da regido dorsal; peso = 498,40 mg; comprimento = 29,30 milimetros. B. Aquario
Branco (AB). Inicio do processo de metamorfose com o desaparecimento da banda, iniciando na regido genital
com um branco bem sutil; peso = 250,00 mg; comprimento = 28,00 mm. C: Aquario Amarelo (AM). Larvas no
final do processo de metamorfose com desaparecimento das bandas acima da nadadeira peitoral; peso = 250,00
mg; comprimento = 28,00 mm. D: Aquario Amarelo (AM). Inicio do processo de metamorfose com o
desaparecimento da banda, iniciando na regido genital com branco bem sutil; peso = 250,00 mg;
comprimento = 28,00 mm. E: Aquario Azul (AZ). Larvas no final do processo de metamorfose com
desaparecimento quase imperceptivel das bandas da nadadeira dorsal; peso = 433,10 mg; comprimento = 29,50
mm. F: Aquario Azul (AZ). larvas no inicio do processo de metamorfose, com desaparecimento da banda acima
da nadadeira peitoral; o peso de 433,10 mg e com um comprimento de 29,50 mm. G ¢ H: Aquario Preto (AP).
Metamorfose completa; juvenil com peso de 418,20 mg e 23,90 mm de comprimento.

Larva AB Larva AB Larva AM Larva AM
Lado Direito Lado Esquerdo Lado Direito Lado Esquerdo
Larva AZ Larva AZ Larva PR Larva PR
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No tratamento AZ, 20,59% das larvas completaram a metamorfose e atingiram o estagio
juvenil, sendo que 58,83% (n=20) e 65,76% (n=22) das larvas permaneceram com as bandas
da regido abdominal incompletas no lado direito e no lado esquerdo, respectivamente. Além
disso, as larvas apresentaram coloragao vermelho escuro (Fig. 2, 3E e 3F).

No tratamento AP, 87,18% (n=34) das larvas completaram a metamorfose e atingiram a
fase juvenil, sendo que 12,82% (n=5) e 10,26% (n=4) das larvas permaneceram com as bandas
da regido abdominal incompletas no lado direito e no lado esquerdo, respectivamente, com
larvas apresentando coloracao avermelhada escura (Fig. 2, 3G e 3H).

O teste do qui-quadrado foi aplicado para avaliar a independéncia entre o fator de
metamorfose, formado pelas classes ndo juvenil e juvenil, e o fator de coloragdo do aquario,
formado pelas cores AB, AZ, AM e AP. O nimero de animais observado em cada classe esta
apresentado na Tabela 1. Inicialmente o teste foi aplicado com todas as classes de coloragao
(Tabela 1A), mostrando que a metamorfose foi dependente delas. Considerando-se a diferenga
no numero de juvenis nos tanques AP, esta coloragdo foi comparada com o conjunto das demais,
tendo sido encontrada dependéncia (Tabela 2B), assim como no teste entre os tratamentos AB,
AM e AZ (Tabela 2C). Para as cores AB e AZ, o teste do qui-quadrado mostrou independéncia
com a propor¢do entre ndo juvenis e juvenis, que foi a mesma para essas cores, com maior
numero de ndo juvenis (Tabela 2D). A metamorfose em aquarios AZ diferiu da combinagao
AB-AM, uma vez que o numero de juvenis em AB-AM foi menor do que o esperado e maior
do que o esperado em aquérios AZ (Tabela 2E). Esse mesmo padrao foi observado em aquérios

com a coloragdo AZ em relagdo a coloracdo AP (Tabela 2F).

1.13 Discussao

Aqui mostramos que as cores dos aquarios influenciaram o desenvolvimento inicial do
peixe-palhago-tomate (4. frenatus) e seu processo de metamorfose pois, de fato, 87,18% das
larvas cultivadas em aquarios pretos (AP) completaram a metamorfose e atingiram o estagio
juvenil no 61-DAE. Em comparacao, apenas 20,59% nos peixes dos aquarios azuis (AZ) e
6,25% nos aquarios amarelos (AM) atingiram o estagio juvenil. Além disso, nenhuma das larvas
cultivadas em aqudrios brancos (AB) completou o processo de metamorfose.

Por outro lado, as cores dos aquarios ndo produziram diferengas no peso final peso final
das larvas aos 61-DAE (F3g3= 1,308, p = 0,2768), que apresentaram pesos médio (= desvio-
padrao iguais a 250,10 + 13,87, 270,30 + 14,32, 248,10 + 11,59 ¢ 276,10 £+ 10,83 mg, para os
tratamentos AB, AZ, AM e AP, respectivamente.
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Tabela 1. Numero de ndo juvenis e juvenis de cada condigdo de larvicultura de Amphiprion frenatus,
submetidos em diferentes cores de aquarios por 61-DAE. AB: aquario branco. AZ: aquario azul.
AM: aquario amarelo. AP: aquario preto.

Classe AB AZ AM AP Total
Nao-juvenil 34 27 30 5 96
Juvenil 0 7 2 34 43
Total 34 34 32 39 139

Tabela 2. Testes de independéncia qui-quadrado entre classes ndo juvenis-juvenis e diferentes
combinagdes de classes de colorag@o na larvicultura de Amphiprion frenatus por 61-DAE.
AB: aquério branco. AZ: aquario azul. AM: aquario amarelo. AP: aquario preto. O caractere “x”
indica comparag¢ao; o caractere "-" significa poo/ de dados de cores.

A) D)
AB x AZ x AM x AP AB x AM
Valor gl P Valor gl )4
X2 83,804 3  <0,01 * X2 0,581 1 0,45 ns
n 139 n 66
B) E)
AB-AZ-AM x AP AB-AM x AZ
Valor gl P Valor gl )4
X 80,265 1  <0,01 * X% 6,439 1 0,011 *
n 139 n 100
C) F)
AB x AZ x AM AZ x AP
Valor gl p Valor gl p
X2 9,233 2 0,01 * X% 30,07 1 <0,01 *
n 100 n 73

X,c¢ = corregdo de continuidade. gl = graus de liberdade.

Os processos de desenvolvimento e metamorfose do peixe-palhaco podem ser avaliados
com base em tragos qualitativos (Roux et al. 2019). Dentre esses tracos, o aparecimento e
desaparecimento das bandas brancas verticais da cabeca, abdominal e pedunculo caudal podem
ser utilizados para avaliar se o peixe atingiu o estagio juvenil (Roux et al. 2019).

No presente estudo, observamos o aparecimento de bandas brancas verticais na regiao
cabeca e abdominal no 8-DAE. A formagao simultanea das duas bandas brancas verticais foi
observada em A. ocellaris (Roux et al. 2019) e A. frenatus (Salis et al. 2018). No entanto, em
A. frenatus, a primeira banda branca vertical foi observada na regiao abdominal com 10-DAE
e a segunda banda branca vertical foi registrada na regido da cabe¢a com 13-DAE (Putra et al.
2021). No pedunculo caudal, a terceira banda branca vertical apareceu mais tarde,

aproximadamente no 17-DAE, em 4. ocellaris (Roux et al. 2019) e com 14-DAE em A. frenatus
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(Roux et al. 2019). Os mesmos autores afirmaram que o desaparecimento das bandas brancas
verticais abdominal e pedinculo caudal pode levar varios meses, sendo uma caracteristica dos
juvenis de A. frenatus. Em nosso estudo, apenas os peixes do tratamento AP mostraram que
essas bandas desapareceram.

De acordo com Salis et al. (2018), na fase adulta, os peixes do género Amphiprion sao
classificados em quatro categorias de acordo com suas bandas: espécies sem bandas brancas
verticais (4. akallopisos, A. pacificus, A. ephippium e A. sandaracimos); espécies com uma
banda branca vertical na regido da cabeca (A. barberi, A. frenatus, A. leucokranos, A.
moculochi, A. nigripes, A. ormanensis, A. perideraion € A. rubrocinctus); espécies com duas
bandas brancas verticais, na cabeca e regido abdominal (4. akindynos, A. allardi, A. bicinctus,
A. chagosensis, A. chrysopterus, A. latifasciatus, A. omanensis e A. sebae) e espécies com trés
bandas brancas verticais, nas regides da cabeca, abdominal e pedunculo caudal (4. biaculeatus,
A. chrysogaster, A. latezonatus, A. ocellaris, A. percula e A. tricinctus).

A espécie foco deste estudo, 4. frenatus, na fase adulta, apresenta uma unica banda branca
vertical na regido da cabega, sendo que nenhuma espécie apresenta uma Unica banda branca
vertical nas regides do abdominal ou pedunculo caudal. No entanto, a banda branca vertical na
regido abdominal estd associada a banda branca vertical na regido da cabeca e a banda branca
vertical na regido do pedunculo caudal estd sempre relacionado a bandas brancas verticais na
regido da cabeca e abdominal (Salis et al. 2018).

O aparecimento de bandas brancas verticais em A. ocellaris pode indicar o momento da
metamorfose, caracterizada por alteragdes de pigmentagdo e ndo por alteragcdes morfologicas.
Ainda que o papel funcional das bandas brancas verticais no Amphiprion ainda seja
desconhecido, ele pode estar associado a defesa contra predadores, ao tipo de macro-habitat e
ao reconhecimento das espécies (Roux et al. 2019).

Quando ameacadas, as larvas do tratamento AP se comportaram de forma diferente das
dos demais tratamentos. Enquanto os peixes em AP pareceram se proteger no fundo dos
aquarios, mantendo uma distancia de 2 a 3 cm entre eles, possivelmente devido a camuflagem
dos aquérios escuros, nos demais tratamentos de cores, os peixes pareceram buscar protecao
nas laterais do aquérios. Também observamos que os peixes do tratamento AP apresentaram
interacdes menos agressivas. A interacdo agressiva faz parte do comportamento natural de
varias espécies de peixes (Damsgard e Huntingford 2012); no entanto, em ambientes de
aquarios artificiais, juvenis e adultos se envolvem em interagdes agressivas para estabelecer

uma hierarquia social (Gauy et al. 2018).
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Esse ambiente mais seguro € menos agressivo poderia explicar os melhores resultados
alcangados no tratamento AP. O comportamento menos agressivo em ambientes mais seguros
¢ plausivel e reforcado pelo fato de que a agressividade dos peixes esta correlacionada com a
razao sexual, o tamanho do aquario e a quantidade de abrigo disponivel (Baensch 2017). De
fato, uma menor agressividade pode indicar menos estresse em peixes dominantes e
subordinados, resultando em uma melhor condi¢ao de bem-estar (Olivotto e Geffroy 2017).

A coloracdo de aquario preto também influenciou positivamente a fase inicial de
desenvolvimento de outras espécies de peixes, como o robalo, Morone saxatilis (Martin-
Robichaud e Peterson 2008), o robalo asidtico Lates calcarifer (Santisathitkul et al. 2020), e
outras espécies de peixe-palhago, A. ocellaris, em ambiente com fundo preto, mantém a
coloracdo vermelha intensa, caracteristica da espécie (Diaz-Jiménez et al. 2021).

Os efeitos relacionados a coloragdo do tanque em varios aspectos, como o
desenvolvimento e a pigmentacao em peixes do género Amphiprion (Yasir ¢ Qin 2009; Diaz-
Jiménez et al. 2021), reforcam fortemente que esses peixes podem detectar e reagir a diferentes
cores. Assim, descartamos os possiveis efeitos de outras condi¢des de criagdo, uma vez que os
peixes de todos os tratamentos foram mantidos em condi¢des idénticas de qualidade de agua e
de alimentacdo.

O fato deste estudo ter sido realizado com larvas de apenas um casal reprodutor de peixe-
palhaco confere ao mesmo baixa diversidade genética suficiente. Entretanto, consideramos que
essa limitacdo nao diminui a importancia de nossos achados, uma vez que dados sobre os efeitos
da coloracdo no desenvolvimento inicial e metamorfose de A. frenatus ndo foram ainda

relatados na literatura cientifica.
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Capitulo 2:
A coloracio do tanque influencia a resposta do peixe-palhago-tomate (Amphiprion

frenatus) a desafio de estresse agudo
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Abstract

Larviculture is an important phase in the cultivation process because larvae are more sensitive
to stress and fluctuations of a series of variables such as temperature, salinity, nutritional
management, intensity, the light spectrum, and environmental colors. In this sense, we
evaluated whether aquarium colors affect the endocrine response of clownfish (Amphiprion
frenatus) larvae to an acute stress challenge. In this study, we show that the color of the
aquarium influences the response of the endocrine stress axis in tomato clownfish. When fish
underwent a standard acute stressor 61 days after hatching, only fish cultivated in white
aquariums showed increased body cortisol levels. Thus, from the results presented here, it is
recommended to avoid white tanks for 4. frenatus larviculture. The lowest level of stress and
the highest welfare of larvae created in colorful tanks can have important practical applications,
as almost all clownfish in ornamental aquariums come from captive breeding.

Keywords: anemonefish, cortisol, fish welfare, larviculture, stress.

Resumo

A larvicultura ¢ uma fase importante no processo de cultivo porque as larvas sdo mais sensiveis
ao estresse € as oscilacdes de uma série de variaveis, como a temperatura, salinidade, manejo
nutricional, intensidade, espectro da luz e cores do ambiente. Nesse sentido, testamos neste
estudo se as cores dos aquarios afetam a resposta enddcrina de larvas de peixe-palhaco-tomate
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Amphiprion frenatus a um desafio de estresse agudo. Neste estudo, mostramos que a coloragcdo
do aquario influencia a resposta do eixo do estresse enddcrino em peixes-palhaco tomate.
Quando os peixes foram submetidos a um estressor agudo padrao 61 dias apds a eclosdo, apenas
0s peixes estocados em tanques brancos apresentaram aumento nos niveis de cortisol corporal.
Desse modo, a partir dos resultados aqui apresentados, recomenda-se evitar tanques brancos
para a larvicultura de A. frenatus. O menor nivel de estresse e o maior bem-estar de larvas
criadas em tanques coloridos podem ter aplicagdes praticas importantes, ja que quase todos os
peixes-palhago no comércio de aquarios ornamentais sdo oriundos de criagdo em cativeiro.

Palavras-chave: bem-estar de peixes, cortisol, estresse, larvicultura.

1.15 Introducio

Os peixes do género Amphiprion, conhecidos mundialmente como peixes-palhaco,
figuram entre os peixes ornamentais marinhos mais comercializados. Neste sentido, essa
demanda do mercado consumidor estimulou o desenvolvimento do cultivo dessas espécies em
sistemas em caltiveiro.

No cultivo de animais aquaticos, o estresse tem sido abordado com grande preocupacao,
principalmente na fase de larvicultura, uma vez que os peixes podem desenvolver um sistema
glicocorticoide funcional em estagio iniciais (WILSON et al., 2014). Segundo Rehman et al.
(2017), condigdes estressantes estdo presentes durante a fase embriondria, e consequéncias
indesejaveis podem ocorrer e predispor os peixes ao aumento da mortalidade, a doengas e ao
comprometimento do crescimento.

Estudos relacionados ao estresse foram desenvolvidos para varias espécies de peixes de
marinho como o pargo-vermelho (Pagrus pagrus) (Rotllant et al. 2003; Van der Salm et al.
2006), a dourada (Pagrus auratus) (Doolan et al. 2008), o esturjao (Acipenser ruthenus)
(Bayrami et al. al., 2017), e o barramundi (Lates calcarifer) (Morshedi et al., 2020), e em peixes
de 4gua doce como a tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (Volpato e Barreto 2001), jundia
(Rhamdia quelen) (Barcellos et al. 2009), o tricogaster cobra (Trichogaster pectoralis)
(Ninwichian et al. 2018), o peixe-zebra (Danio. rerio) (Abreu et al. 2020).

A resposta ao estresse € considerada um mecanismo adaptativo que permite ao peixe lidar
com estressores reais ou percebidos, a fim de manter seu estado normal ou homeostatico
(BARTON 2002). De forma simplificada, o estresse pode ser considerado como um estado de
homeostase ameacado que ¢ restabelecido por um conjunto complexo de respostas adaptativas
(CHORUSOS, 1998). Contudo, a resposta ao estresse ocorre a partir de uma série de

mecanismos fisioldgicos, tais como alteracdes nas proteinas, no metabolismo energético,
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imunologico, enddcrino, e como mudangas neurais € comportamentais, que tentardo superar a
situacdo estressante € compensar os desequilibrios produzidos (SULA e ALIKO 2017).

Conforme apontado por Ruchin (2020), cores especificas estressam os peixes, o que pode
ser identificado pelo aumento do nivel de cortisol. O cortisol, além de exercer papel central na
resposta ao estresse ¢ na homeostase relacionada ao estresse, influencia outros caracteristicas,
como 0 comportamento, o crescimento, a reproducdo e a osmorregulacio (WENDELAAR
BONGA, 1997; GRIFFITHS et al., 2012).

O aumento do cortisol tem sido utilizado como biomarcador de estresse em espécies do
género Amphiprion IWATA et al. 2012). No entanto, ndo foram encontrados estudos avaliando
os possiveis efeitos das cores dos aquarios na resposta ao estresse do peixe-palhago- tomate,
(A4. frenatus). Neste sentido, avaliamos a resposta de juvenis dessa espécie criados em diferentes

cores de aquarios a um estressor agudo padrao.

1.16 Material e métodos

Para a produc¢ao das larvas utilizadas neste estudo foi utilizado um casal de reprodutores
de peixe-palhaco-tomate (4. frematus). Larvas com peso inicial de 2,71 £ 0,14 mg e
comprimento inicial de 3,30 + 0,47 mm foram distribuidas, na densidade de 4,0 larvas/L, em
aquarios de 10 L de quatro cores diferentes: branco (AB), azul (AZ), amarelo (AM) e preto
(AP). Escolhemos essas cores com base em estudos anteriores conduzidos com diferentes
espécies de peixes (Bayrami et al. 2017, Abreu et al. 2020; Mapunda et al. 2021). A coloragao
de cada tratamento foi obtida revestindo-se cada aquério com papel adesivo.

O experimento foi conduzido em delineamento casualizado por 61 dias apds a eclosdao
(DAE), e ao final desse periodo foi aplicado um desafio de estresse, a emersao aérea por

120 s; posteriormente os peixes foram eutanasiados para determinacao do cortisol tecidual (Fig.

).
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Fig. 1. Representacao esquematica do desenho experimental (Fotos, Santos, TML).

-

Casal reprodutor Desova

Manutencdo de larvasem
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azul e preto

@MDAE

Amostragem de peixes para
determinacdo de cortisol de
corpo inteiro

Extracio e determinacdo de cortisol de
corpo inteiro (EIA)

1.16.1 Animais
1.16.1.1 Reprodutores

O casal de peixes-palhago-tomate (4. frenatus) foi mantido em tanque-rede (90 L),
submerso em tanque de concreto de 8.000 L, com fluxo de 4gua continuo e taxa de renovagao
de agua de 130 L/h para a producdo de larvas. Um vaso de barro foi instalado para ser usado
como ninho para a desova. A dgua que abastecia o sistema de recirculacio do tanque de concreto
foi coletada diretamente do mar, submetida a filtracdo mecanica (filtro de polipropileno de 100
um) e bioldgica (ceramica), e mantida sob aeracdo constante em fotoperiodo 12:12.

O casal de reprodutor foi alimentado quatro vezes ao dia (08:30, 11:30, 14:30 e 17:30h)
até a saciedade aparente com primix composta por camardo-marinho fresco (40%), peixes
(salmao 15 % e sardinha 15%), lulas (10%), moluscos bivalves (mexilhdao 10%, ostra 5% e
vieira 5%), e pré-mistura vitaminica (1 g/kg), misturadas em liquidificador. Além disso, os
peixes receberam ragcdo em flocos Tropical Krill Flakes®, racdo Tropical, Soft Line America
S® e ragdo Tropical D-Allio Plus Granulat®.

Os reprodutores foram monitorados diariamente, e quando a desova ocorreu, apds nove
dias, o vaso de barro com a desova foi retirado e transferido para um tanque de fibra de vidro
com capacidade de 60 L de dgua, mantido nas condi¢des dos reprodutores até a eclosdo, que
levou, em média, 12 dias.

A seguintes variaveis de qualidade da agua do tanque do casal reprodutor foi medida

diariamente as 08:00 h: concentragdo de oxigénio dissolvido (6,0 £ 0,52 mg/L), temperatura da
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dgua (23,36 £ 1,20°C), pH (8,32 + 0,14) e salinidade (35,0 + 0,20). Os parAmetros de qualidade

da 4gua oscilaram dentro de uma faixa aceitavel para a espécie.

1.16.1.2 Larvas

As larvas de peixe-palhago-tomate permaneceram no tanque de fibra de vidro até o quinto
dia apds a eclosao (5-DAE), quando foram transferidas para as unidades experimentais,
formadas por aquarios de vidro de 10L, abastecidos com a mesma agua do tanque de criagdo,
na densidade de 4 larvas/L. Cada aquario foi distribuido aleatoriamente na sala experimental
para evitar viés devido a incidéncia de luz (ver Fig. 1). Os aquarios foram sifonados trés vezes
ao dia, antes da reposi¢ao de alimentos, para retirada de alimentos e fezes do fundo, quando
30% da agua era trocada. Lampadas LED brancas forneceram intensidade luminosa na sala das
unidades experimentais (9 W, 6500 K, 900 lumens).

Nas unidades experimentais, as larvas foram alimentadas as 09:00, 13:00 e 17:00 h,
utilizando o seguinte esquema de alimentagdo: larvas de 5 a 7-DAE receberam rotiferos
Brachionus plicatilis (5 rotiferos/ ml). Entre 6 e 7-DAE, teve inicio a mudang¢a de alimentagao
de rotiferos vivos para Artemia sp., e de 6 a 20-DAE, as larvas foram alimentadas com nauplios
de Artemia sp. (3 nauplios/ml). Entre 16 e 20-DAE, gradualmente os nduplios de Artemia sp.
foram substituidos por alimento em pd comercial (Dr. Bassleer Biofish - Food baby nano
food®). De 20 a 40-DAE, as larvas foram alimentadas com Dr. Bassleer Biofish — Food baby
nano food® até a saciedade aparente. Aos 38-DAE, gradualmente foi utilizada o alimento em
flocos Sano® S-Pak 5/8, utilizado até a saciedade aparente até 61-DAE.

Em relagdo a qualidade da dgua das unidades experimentais, os valores de oxigénio
dissolvido variaram entre os tratamentos de 5,22 + 0,46 a 5,65 + 0,50 mg/L. A temperatura da
agua variou de 25,34 = 1,5 a 25,79 + 1,54 °C. O pH oscilou entre 8,3 + 0,07 e 8,49 + 0,06, a
salinidade entre 35,49 + 0,09 ¢ 35,66 + 0,92, e as concentragdes de amonia total e de nitrito
entre 0,134 £ 0,09 € 0,186 + 0,07 mg/L e 0,034 + 0,01 e 0,064 = 0,064 mg/L, respectivamente.

Nao foram registradas diferencas estatisticas dessas variaveis entre as unidades experimentais.

1.16.2 Teste de desafio de estresse agudo e determinacdo de cortisol de tecidual

O desafio de estresse agudo foi realizado aos 61-DAE em todos os tratamentos de cor.
De cada repeti¢do, 12 larvas foram capturadas aleatoriamente, seis para o teste de estresse € seis
como controle (n = 6). Metade das larvas foi imediatamente anestesiada e sacrificada em
solucgdo de 6leo de cravo (0,16 mg/L; Balamurugan et al. 2016) e armazenadas a -80°C. A outra

metade foi exposta ao ar por 120 s, devolvidas a dgua e sacrificadas apds 15 minutos, seguindo
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o mesmo procedimento. O tipo de estressor e o tempo de exposicao utilizados tiveram como
base os niveis de pico de cortisol em outros pequenos peixes teledsteos, como o peixe-zebra
(D. rerio) (Abreu et al. 2014) e o peixe-palhago selvagem (4. ocellaris) (Mills et al. 2020).

O procedimento de extragdao de cortisol de tecidual foi realizado conforme descrito por
Oliveira et al. (2014), e os niveis de cortisol foram medidos por kit de ensaio imunossorvente
ligado a enzima (teste EIAgen CORTISOL, BioChem ImmunoSystems). O uso de kits baseados
em EIA para determinacao do cortisol sanguineo em peixes do género Amphiprion foi

previamente validado (Mills et al., 2010).

1.16.3 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média, e sua normalidade
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os niveis de cortisol de corpo inteiro de peixes criados em
tanques de diferentes cores foram analisados com andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias
com exposi¢ao ao estressor e cores do tanque como fatores independentes, seguido pelo teste

de Tukey.

1.17 Resultados

A ANOVA de duas vias revelou interagdo significativa coloragdo do aquario e exposi¢ao
ao estressor (F3zs0 = 3,823, p < 0,01). Apenas os peixes mantidos no tratamento AB
apresentaram aumento significativo das concentracdes de cortisol tecidual apds a exposigdo ao
estressor (Fig. 2). As concentragdes de cortisol pos-estresse de peixes no tratamento AB
também foram maiores do que os valores pos-estresse obtidos para peixes estocados em outras

condi¢des de coloragao (Fig. 2).

1.18 Discussao

A influéncia das cores dos aquarios na resposta ao estresse dos peixes ja foi documentada
para varias espécies de peixes, mas ndo para o peixe-palhago-tomate (4. frenatus).

No esturjao (Acipenser ruthenus), o cortisol plasmatico de peixes estocados no escuro foi
menor do que o de peixes estocados em tanques de coloragdo branca (Bayrami et al. 2017). No
entanto, aquarios coloridos (verde e azul) induziram menos estresse para o pompano de nariz
arrebitado (Trachinotus blochii) (Mapunda et al. 2021) e para o peixe-zebra (D. rerio) (Abreu
et al. 2020).


http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?genid=598
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?spid=34724
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Fig. 2. Resposta do cortisol tecidual ao estresse em peixes-palhago tomate (Amphiprion frenatus)
estocados em aquarios de cores brancas, azuis, amarelas e preta, submetidos a estresse agudo. Os
dados sdo expressos como média = SEM e foram comparados por ANOVA de duas vias, seguida pelo
teste de comparagao multipla de Tukey. (N = 6). *p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001.
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Por outro lado, os niveis plasmaticos de cortisol em peixes estocados em tanques brancos,
como o peixe marinho barramundi (Lates calcarifer) (Morshedi et al. 2022) e o peixe de dgua
doce carpa-comum (Cyprinus carpio) (Papoutsoglou et al. 2000), foram significativamente
mais baixos do que aqueles em tanques pretos. Para o pargo-vermelho (Pagrus auratus), peixes
estocados em tanques pretos apresentaram valores mais elevados de cortisol (Doolan et al.
2008), e, em contraste, aqueles cultivados em tanques brancos apresentaram menor aumento de
cortisol, condicdo que se manteve durante todo o experimento (Rotllant et al. 2003). Esta
espécie, quando desafiada com um estressor agudo, apresentou resposta de cortisol semelhante
a de peixes cultivados em tanques brancos e vermelhos (Van der Salm et al. 2006).

Situacdo semelhante foi registrada para o jundia (Rhamdia quelen), uma espécie de bagre
de habitos noturnos, para a qual a coloragdo de fundo ndo apresentou influéncia sobre a resposta
ao estresse. No entanto, os peixes mantidos em tanques fechados permaneceram com niveis de
cortisol aumentados até 24 h (Barcellos et al. 2009). Por sua vez, as cores dos aquarios (preto,
branco ou azul) ndo afetaram cronicamente os niveis de cortisol plasmatico do acara
(Geophagus brasiliensis) (Miyai et al. 2020). Esses achados sugerem uma modulagdo espécie-
especifica da coloracao de fundo sobre a resposta ao estresse em peixes.

No presente estudo mostramos que a coloragao do aquério influenciou a resposta de

estresse ao eixo enddcrino no peixe-palhago-tomate, pois quando submetidos a um estressor
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agudo padrio por 61-DAE, apenas peixes cultivados no tratamento AB apresentaram aumento
em seus niveis de cortisol tecidual.

Uma condi¢do a ser investigada ¢ considerar as cores tipicas a que 0s peixes estdo
expostos em seu ambiente e as circunstancias em que eles potencialmente evoluiram para se
entender a especificidade das respostas ao estresse em diferentes espécies. Nossos resultados
estdo focados apenas em um desafio de estresse agudo, € ndo podemos descartar que as cores
dos aquarios possam afetar a resposta do cortisol por um periodo mais prolongado.

O mecanismo subjacente ao efeito de diferentes cores dos aquarios na resposta ao estresse
de A. frenatus pode estar relacionado ao papel potencial do hormonio a-MSH na liberacao de
cortisol (Balm et al. 1995; Lamers et al. 1992; Huising et al. 2004). O horménio a-MSH esta
intimamente relacionado a adaptacdo a diferentes origens e cores claras (Lamers et al. 1992).
Nesse sentido, o papel modulador do a-MSH sobre as alteragdes relacionadas as cores dos
aquarios sobre os niveis de cortisol deve ser investigado em A. frenatus. Outro mecanismo
candidato ¢ o efeito direto da coloragdo ¢ da intensidade da luz sobre o sistema nervoso central
(SNC), uma vez que a coloracdo do tanque induz algumas mudancgas de comportamento (Abreu
et al. 2020).

No presente estudo, foram descartados possiveis efeitos de outras condigdes do cultivo,
uma vez que os peixes de todos nos tratamentos foram mantidos em condig¢des idénticas de
qualidade agua (temperatura, pH, N) e alimentacdo. Os efeitos relacionados ao aquario e/ou
coloracdo da luz em vérios aspectos, como o desenvolvimento e a pigmenta¢do em peixes do
género Amphiprion (Yasir e Qin 2009; Diaz-Jiménez et al. 2021) mostraram que esses peixes
podem detectar e reagir a diferentes cores dos aquarios. Desse modo, as auséncias de resposta
dos peixes cultivados nos tratamentos AM. AZ e AP ndo podem ser atribuidos a incapacidade
dos peixes em detectar a coloracdo do ambiente.

Independentemente das discrepancias na resposta do cortisol a coloragdo do aquario nas
espécies de peixes, a auséncia de aumento significativo nos niveis de cortisol do tecidual de
larvas de A. frenatus cultivadas nos tratamentos AM. AZ ou PA e indica menor estresse em
comparagdo com aquelas cultivadas no tratamento AB. Além disso, as cores preferidas podem
ter implicacdes substanciais para o bem-estar dos peixes. Existem estudos que mostraram os
efeitos das cores da parede (Barcellos et al. 2009), da coloragao clara (Maia e Volpato 2013) e
da coloracao de refugio (Maia et al. 2021) sobre os niveis de bem-estar dos peixes.

Os baixos niveis de cortisol encontrados em peixes-palhaco-tomate cultivados em

aquarios coloridos podem indicar um maior status de bem-estar nesses peixes.
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Esses resultados minimizam a possibilidade de que uma menor resposta de cortisol de
larvas cultivadas em aquarios coloridos possa resultar de um enfraquecimento da capacidade
de resposta ao estresse, o que pode ser interpretado como um baixo grau de bem-estar.

Neste estudo o cortisol tecidual foi mensurado em um tempo especifico apds o estressor
ter sido aplicado, e ndo podemos descartar que os efeitos da coloragdo do aquario possam vir a
ocorrer em periodos mais longos (Rotllant et al. 2003; Barcellos et al. 2009). Além disso,
usamos apenas o cortisol como biomarcador de estresse, porém outros efeitos poderiam ocorrer
em outras varidveis, como aquelas relacionadas ao comportamento (Mills et al. 2020). Como
as larvas foram produzidas a partir de uma unica desova de A. frenatus, sua variagdo genética
¢ restrita. Essa baixa diversidade, entretanto, refor¢a os efeitos da coloracdo sobre a
responsividade das larvas ao estresse, pois ela ndo pode ser atribuida a variagcdo da diversidade
genética de peixes de diferentes origens. No entanto, consideramos que as limitagdes apontadas
acima nao reduzem a relevancia deste estudo, uma vez que nao hé dados sobre os efeitos da
coloracdo do ambiente (aquario ou luz) na resposta ao estresse de 4. frenatus.

A partir dos resultados apresentados, recomendamos evitar aquarios brancos para a
larvicultura de A. frenatus. Por outro lado, o estresse mais baixo e o elevado bem-estar de larvas
cultivadas em aquarios coloridos podem ter fortes aplicagdes praticas, ja que quase todos os

peixes-palhago no comércio de aquérios ornamentais sdo oriundos de cultivos em cativeiro.
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CONCLUSAO GERAL

O comércio de organismos aquaticos da preferéncia a peixes-palhago tomate de cores
mais vivas e brilhantes. Contudo, para que isto aconteca, os animais precisam ser cultivados em
tanques de cores claras, que causam estresse € prejudicam o bem-estar dos peixes.

Nosso estudo mostrou que larvas de A. frenatus cultivadas em aquarios brancos,
produzem um nivel mais elevado da concentragdo de cortisol tecidual, quando comparadas a
larvas cultivadas em aquarios com cores escuras. Por outro lado, o cultivo de A. frenatus em
aquarios escuros, propicia larvas menos estressadas, porém com coloracdes mais escuras,
menos atrativas para o comércio.

No entanto, com o aumento das pesquisas em ambientes aquaticos com diferentes cores,
e com o resultado aqui mostrado, de que ambientes de coloragdo clara estressa e prejudica o
bem-estar dos peixes, a ampla divulgacdo dos resultados dessas pesquisas poderia contribuir
para uma mudang¢a gradual do mercado, no sentido de torna-lo mais ético e mais preocupado
com o bem-estar dos peixes comercializados em detrimento de sua maior beleza aos nossos

olhos, como jé& acontece com outras espécies de animais de estimagao.
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