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RESUMO

A visdo tem importancia destacada para as larvas de peixes, ja que a
maioria sdo predadoras visuais. Porém, existem poucos trabalhos sobre a
importancia do aumento do contraste presa-predador na alimentacdo de
peixes. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia, o
crescimento e a metamorfose de larvas de peixe-palhagco Amphiprion
clarkii alimentadas com rotiferos Brachionus sp. pigmentados. Foram
utilizados quatro tratamentos em triplicata, durante oito dias na
larvicultura deste peixe: TA- rotiferos pigmentados com astaxantina;
TAN- rotiferos pigmentados com astaxantina e a microalga
Nannocloropsis oculata; TN- rotiferos pigmentados com N. oculata e
TCA- rotiferos pigmentados com corante alimenticio vermelho. A
temperatura foi de 26°C e a salinidade de 25. Para o crescimento, 0 peso
em TA foi significativamente maior (5,9 £ 0,5 mg; média + Erro
Padrdo) que TCA (4,4 £ 0,43 mg), porém ndo diferiu estatisticamente
dos demais tratamentos. Os maiores comprimentos totais encontrados
foram no TA (7,9 £ 0,15 mm) e TAN (7,7 £ 0,19 mm), diferindo
somente do TCA (7,2 = 0,21 mm). Em relacdo a sobrevivéncia, o valor
de TAN (72,6 £ 1,52%) foi maior somente quando comparado com
TCA (46,7 + 0,42%). TAN foi o tratamento onde foram observadas as
primeiras larvas em processo de metamorfose (4° DAE) e no TCA este
processo iniciou-se apenas no 8° DAE. No final do experimento, no
TAN, 11,8 + 0,91% das larvas estavam metamorfoseadas, seguido de
TA (8,0 £ 0,58%), TN (5,6 + 0,75%) e TCA (1,1 £ 0,23%). O uso do
corante, apesar de pigmentar os rotiferos, ndo mostrou resultados
positivos para nenhum dos parametros avaliados. Conclui-se que 0 uso
da astaxantina ndo afetou de forma significativa o crescimento em peso
e comprimento e a sobrevivéncia de larvas de A. clarkii em relacdo a
microalga. Entretanto, acelerou o desenvolvimento, sendo que o inicio
do processo de metamorfose foi influenciado pelo uso da astaxantina
isolada ou conjuntamente com a microalga.

Palavras-chave: 1. Alimento vivo. 2. Astaxantina. 3. Crescimento. 4.
Metamorfose. 5. Sobrevivéncia.






ABSTRACT

Vision has an outstanding importance for fish larvae, since most of these
are visual predators. Few studies have focused on the importance of
increasing the contrast between predator and prey at fish feeding. In this
way, the objective of this study was to evaluate general performance
(survival, growth and metamorphosis) of larvae of the clownfish
Amphiprion clarkii fed pigmented rotifers Brachionus sp. Four
treatments were tested in triplicate for eight days during the larviculture
of this fish: TA- rotifers pigmented with astaxanthin; TAN — rotifers
pigmented with astaxanthin and microalgae Nannocloropsis oculata; TN
- rotifers pigmented with N. oculata and TCA- rotifers pigmented with
synthetic red dye. Temperature was kept at 26 ° C and salinity at 25.
Regarding growth given as weight, the value at TA was significantly
higher (5.9 + 0.5mg, mean * SE) than at TCA (4.4 + 0.43mg), although
not different from the other treatments (P> 0.05). The greatest total
lengths were observed at TA (7.9 £ 0.15mm) and at TAN (7.7 £ 0.19
mm), differing only from TCA (7.2 £ 0.21mm). Increased survival rate
was obtained at TAN (72.6 £ 1.52%) compared only to TCA (46.7 £
0.42 %). TAN was the treatment where the first larvae in the
metamorphosis process were observed (4° DAH) and at the TCA, this
process started only at the 8th DAH. At the end of the experiment, 11.8
+ 0.91% of the larvae were metamorphosed in TAN, followed by TA
(8.0 £ 0.58%), TN (5.6 + 0.75%) and TCA (1.1 £ 0.23%). The use of the
dye, although pigmented the rotifers, did not show positive results for
the parameters evaluated. It is concluded that astaxanthin did not affect
significantly growth rates and survival of A. clarkii larvae in relation to
the use of microalgae. However, the beginning of the metamorphosis
process was influenced by the use of astaxanthin alone or in conjunction
with microalgae.

Keywords: 1. Astaxanthin. 2. Growing. 3. Live food. 4.
Metamorphosis. 5. Survival.
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INTRODUCAO GERAL

Producao de peixes ornamentais marinhos

Atualmente, a piscicultura ornamental marinha é uma das
atividades que mais cresce dentro da aquicultura (KODAMA et al.,
2011), assumindo uma posicdo destacada no mercado internacional
(RIBEIRO et al., 2007).

Mais de 84 espécies de peixes ornamentais sdo criadas
mundialmente e destas, 26 pertencem a familia Pomacentridae
(ARVEDLUND et al., 2000), a qual pertencem os peixes-palhaco. No
cenario mundial da aquicultura, as diversas espécies de peixes-palhago
sdo cultivadas desde 1950 e atualmente sdo intensamente
comercializadas (WITTENRICH, 2007). A espécie Amphiprion
ocellaris é o peixe ornamental com maior demanda, representando mais
de 15% do valor total de exportagdo mundial (WABNITZ et al., 2003).
Peixes-palhaco apresentam diversas caracteristicas favoraveis a sua
producdo em cativeiro, como o alto valor de mercado e o dominio da
tecnologia de cultivo (HOFF, 1996). No Brasil, ¢ um dos poucos peixes
ornamentais marinhos cultivados.

O Brasil é um dos cinco maiores exportadores de peixes para
aquariofilia e a partir do final dos anos 90, houve um aumento
consideravel no interesse em organismos ornamentais marinhos
(GASPARINI, 2005). Nos ultimos anos, a movimentacao financeira do
comércio ornamental no pais foi de mais de cinco milhdes de dolares ao
ano (IBAMA, 2008). Este mercado, no entanto, ainda estd em
desenvolvimento e atualmente constitui uma alternativa de geracdo de
renda para pequenos produtores, levando em consideracdo que o cultivo
de peixes ornamentais utiliza pequenas areas e gera produtos com alto
valor de mercado (KODAMA et al., 2011). Neste sentido, existe a
necessidade da realizacdo de pesquisas que objetivem otimizar a
produtividade dos cultivos, através do aumento do desempenho
zootécnico das espécies comercializadas.

Peixe-palhago Amphiprion clarkii

Os peixes-palhaco sdo peixes recifais originarios do Indo-
Pacifico, que pertencem a familia Pomacentridae, que é composta por
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30 espécies, sendo 29 do género Amphiprion e somente uma do género
Premmas (THORNHILL, 2012).

A espécie Amphiprion clarkii (Figura 1) é muito popular em
aquarios domésticos, principalmente devido a sua resisténcia e
coloracdo caracteristica, podendo ser amarela, marrom ou até mesmo
préxima ao negro (MATIAS, 2011). Os exemplares adultos possuem de
duas a trés bandas de coloragdo branca ou acinzentadas perpendiculares
ao corpo. Assim como diversas espécies de peixes-palhaco, vive
associada a anémonas. S8o hermafroditas protandricos e vivem em
grupos sociais em que hd uma dominancia baseada no tamanho corporal,
onde o maior animal do grupo geralmente é uma fémea e os restantes
sd80 machos. Na ocasido da remog¢do desta fémea, 0 maior macho do
grupo sofre inversdo sexual para ocupar a posi¢cdo de dominante
(KOBAYASHI et al., 2010; LE et al., 2011).

L
Figura 1. Exemplar adulto da espécie Amphiprion clarkii (fonte
Google imagens).

Esta espécie é muito territorialista, agressiva e possui um apetite
voraz. Seus ovos sdo demersais e aderidos ao substrato, sendo que a
fecundacdo e o desenvolvimento ocorrem no meio externo. A
fecundidade desta espécie varia de quatrocentos até mil e quinhentos
0Vvos, que permanecem aos cuidados do macho durante a incubacéo. As
larvas de A. clarkii apresentam comportamento voraz e iniciam a
alimentacdo exdgena logo apos a eclosdo (WILKERSON, 2003).

Apesar de ser um peixe altamente comercializado no mercado da
aquariofilia, estudos que melhorem o seu desempenho zootécnico ainda
s80 necessarios, possibilitando assim, melhores taxas de crescimento e
sobrevivéncia.
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Larvicultura de peixes marinhos: dificuldades

O desenvolvimento da aquicultura depende da obtengdo de
formas jovens, sendo que um dos fatores considerados mais importantes
para 0 sucesso da etapa de larvicultura é a alimentacdo. O inicio da
alimentacdo exdgena é um processo muito importante para as larvas de
peixes marinhos e constitui um dos periodos mais criticos da
larvicultura (ALVAREZ-LAJONCHERE e MOLEJON, 2001).

A fase larval implica em muitas transformagfes. O tamanho da
boca das larvas é pequeno para aceitar com facilidade qualquer tipo de
alimento, e a maioria das espécies cultivadas sdo muito frageis logo
apds a eclosdo (CONCEICAO et al., 2007). Além disso, larvas ndo
apresentarem um sistema digestério completamente formado na
primeira alimentacdo ou no inicio da alimentacdo exdgena
(DABROWSKI, 1984). Desta forma, as transformacdes fisiologicas e
anatdmicas durante o desenvolvimento larval possuem necessidades
nutricionais especificas (CIVERA et al., 2004). Apesar da determinacgéo
das exigéncias nutricionais das larvas ser uma tarefa bastante complexa,
acredita-se que as formulagBes dtimas para as larvas devem simular a
composi¢do do vitelo (RAINUZZO et al., 1997), e maiores taxas de
crescimento e melhor qualidade larval sdo obtidas com a utilizagdo do
zooplancton como alimento inicial das larvas de peixes (PORTELLA et
al., 2012).

Importancia do alimento vivo para alimentacdo e nutrigdo das
larvas de peixes marinhos

O zooplancton constitui o alimento essencial para a produgéo de
larvas de peixes marinhos, pois fornecem aminoacidos, acidos graxos,
vitaminas e minerais (WATANABE et al., 1983). O alimento vivo
também pode estimular as larvas de peixes na predacdo, ja que
evolutivamente as espécies se adaptaram a capturar presas em
movimento e, além disto, 0 zooplancton pode ser mais palatavel do que
as racBGes comerciais, apresentando também um nivel maior de umidade,
0 que pode facilitar a aceitacdo do alimento pelas larvas (BENGTSON,
2003).

Apesar do desenvolvimento de muitas pesquisas para substituir
o0 alimento vivo pelo inerte, a fase de larvicultura de peixes marinhos
ainda depende exclusivamente do zooplancton (KOVEN et al., 1990)
que, segundo Portella et al., (2012) s&o organismos fundamentais para a



18

alimentacdo inicial das larvas, garantindo assim seu rapido
desenvolvimento.

Para selecionar 0s organismos vivos que serdo utilizados na
larvicultura, alguns fatores devem ser considerados, como o tamanho
adequado, valor nutritivo e facilidade de cultivo em grande escala
(BARROS e VALENTI, 2003). O rotifero Brachionus sp. atende a estas
exigéncias e tem sido muito utilizado como alimento vivo para larvas de
peixes marinhos (WATANABE et al.,1983). Este organismo &
indispensavel na larvicultura de uma grande quantidade de peixes
devido ao seu pequeno tamanho (120 - 300 um), reduzida mobilidade,
permanéncia na coluna d’agua e facilidade de manejo em termos de
assimilacdo de dietas enriquecedoras (GILIBERTO e MAZZOLA,
1981; SORGELOOS e LEGER, 1992), servindo assim como veiculo de
substancias nutricionalmente ricas.

Muitas técnicas de enriquecimento sdo utilizadas para aumentar a
qualidade nutricional dos rotiferos (WHYTE e NAGATA, 1990;
CARIC et al., 1993). Diversas pesquisas foram realizadas com o uso de
emuls@es de lipidios, microalgas e varias dietas inertes (MOURENTE et
al., 1993; KOSTOPOULOU et al., 2006). Entretanto, sdo poucos 0s
estudos que investigam o0 uso de substancias que modifiquem a
coloracdo natural dos rotiferos, como forma de aumentar a atratividade
para as larvas de peixes.

Fatores abioticos que influenciam a taxa de predagéo pelas larvas

Larvas de peixes marinhos sdo predadoras visuais € 0 sucesso
da alimentacdo das mesmas depende do fornecimento de um alimento
adequado, das condigdes do meio de cultivo e da visualizacdo e da
densidade correta da presa (INA et al., 1979). Pesquisas obtiveram
resultados positivos quando melhoraram a visualiza¢do do alimento para
aumentar o consumo e a sobrevivéncia dos peixes (DENDRINOS et al.,
1984; MERIGHE et al., 2004). Entretanto, 0 aumento do contraste entre
a presa e o predador, facilitando a captura do alimento vivo pelas larvas
¢ um fator que pode ser ainda melhor explorado na larvicultura de
peixes marinhos.

A percepcéo do alimento é condicionada pela capacidade visual
da larva, produzida pela acuidade visual, pelos limites de visdo e pela
cor e contraste sobre o fundo (BLAXTER, 1968; DURAY et al., 1996).
Neste sentido, a manipulacdo das condi¢fes ambientais pode
desempenhar um papel fundamental para o desenvolvimento de
protocolos de cultivo para larvas de peixes (CESTAROLLI, 2005), pois
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além da disponibilidade de alimento, a detec¢do é importante para que
ocorra a sua captura (WEINGARTNER e ZANIBONI FILHO, 2004).

A visdo tem um papel decisivo nos primeiros estagios de vida
da maioria dos peixes teledsteos, sendo a fase em que ocorre o
desenvolvimento do olho e o estabelecimento da visdo funcional
essencial para percepcdo do alimento (GERKING, 1994). Segundo
Blaxter (1986), os olhos das larvas de peixes sdo funcionais e
pigmentados ja na primeira alimentacdo. O olfato e o gosto também se
desenvolvem cedo, da eclosdo até os 16 dias (IWAI, 1980). Segundo
Levine e MacNichol (1982), os olhos dos peixes possuem cones que
permitem discriminar cores. Tamura e Niwa (1967) investigaram a
sensibilidade espectral e a capacidade de diferenciacdo das cores para
diversas espécies de peixes. Estes autores descobriram que dentre os
peixes marinhos estudados, a tainha Mugil cephalus possui melhor
capacidade de visdo das cores, talvez pelo fato de habitar a superficie da
agua, onde a incidéncia de luz solar € maior. J4 o0 pargo negro Mylio
macrocephalus adulto, assim como alguns elasmobranquios, €
daltdnico.

Apesar das larvas de peixes utilizarem a visdo como principal
6rgdo sensorial na alimentacio (ANDRADE et al., 2004), existem
poucos trabalhos sobre a importancia do aumento do contraste presa-
predador na alimentacdo de peixes (MERIGHE et al., 2004). Ostrowski
(1989) relata que a cor do tanque de cultivo é o fator que mais afeta as
taxas de sobrevivéncia em larvas do dourado marinho Coryphaena
hippurus. Muitos trabalhos utilizam a cor do tanque (cor das paredes e
do fundo) e a intensidade luminosa para obter melhores resultados de
crescimento e sobrevivéncia (HOWELL, 1979; MATSUDA et al., 1987,
OSTROWSKI, 1989; RIEGER e SUMMERFELT, 1997; PEDREIRA e
SIPAUBA-TAVARES, 2001; SOARES et al., 2001; FARIA et al,
2001; GIWOJINA, 2002; RODRIGUES et al., 2009; MATIAS, 2011).
Paredes negras e fundo claro incrementam a capacidade de visdo das
larvas e facilitam a observacdo das mesmas pelo produtor
(OSTROWSKI, 1989).

Entretanto, ainda s@o escassas pesquisas que aumentem o
contraste através do proprio alimento vivo, melhorando a visualizagéo
da presa para as larvas de peixes. Neste sentido, a pigmentacdo de
rotiferos para posterior alimentacdo das larvas, poderia ser uma
ferramenta importante para atingir este objetivo.
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Carotenoides e astaxantina

Carotenoides sdo pigmentos naturais, com coloragdo variando
do amarelo ao vermelho intenso, e sdo sintetizados pelas frutas,
vegetais, algas, fungos e bactérias (STAHL e SIES, 2003).
Aproximadamente 600 carotenoides ja foram identificados na natureza.
Segundo Stahl e Sies (2003), além dos efeitos antioxidantes, esses
compostos podem atuar também através de outros mecanismos como
regulacdo do crescimento celular, modulacdo da expressdo génica e
resposta imune.

Segundo Odeberg et al., (2003) a biodisponibilidade dos
carotenoides é baixa, devido a estes compostos serem lipofilicos, o que
pode limitar sua dissolugdo pelos fluidos gastrointestinais. A
lipofilicidade desses compostos também influencia sua absorgdo,
transporte e excrecdo no organismo. Desta forma, sua absorcdo
intestinal e biodisponibilidade sdo facilitadas quando administrados
juntamente com compostos lipidicos. Segundo Wathene et al. (1998) a
composicdo da dieta e a temperatura da agua sdo fatores que também
afetam a digestibilidade dos carotenoides.

Dentre os carotenoides, a astaxantina (3,3’-dihidroxi-p, B-
caroteno-4,4’-diona) pode influenciar a qualidade dos ovos e larvas em
diversas espécies de peixes (WATANABE e MIKI, 1993). Para o
Amphiprion sebae, a mobilizacdo ativa de carotenoides da dieta de
reprodutores para 0s ovos ocorre em um curto periodo de tempo (menos
de 48 h), indicando a importancia deste pigmento para a qualidade dos
ovos e larvas da espécie (VARGHESE et al., 2009). Outros autores
também relataram a mobilizacdo dos carotenoides para 0s ovarios e
posteriormente para as larvas (CHOUBERT et al., 1998). A astaxantina
é um pigmento carotenoide do grupo das xantofilas. Segundo Miki
(1991), a configuracdo quimica diferenciada da astaxantina seria a
responsavel pela sua elevada capacidade antioxidante, que chega a ser
de 100 a 500 vezes maior que outras moléculas antioxidantes, como o o-
tocoferol e o B-caroteno. Na forma pura, apresenta-se como um pé fino
de coloracéo alaranjada escura.

Naturalmente, a astaxantina ocorre em algumas algas, bactérias,
peixes e frutos do mar, sendo responsavel pela coloracdo laranja-
avermelhada dos mesmos. E o principal pigmento carotenoide
encontrado em animais aquaticos como o camarao, o salméo, a truta e a
lagosta. Entretanto, os animais ndo conseguem sintetizar carotenoides,
necessitando da suplementagdo deste nutriente na dieta. Mesmo o
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salmdo selvagem e a truta se ndo consumissem carotenoides na
alimentacdo, teriam a coloracdo do musculo esbranquicada,
(SIGURGISLADOTTIR et al., 1994).

Nos animais aquaticos, além de conferir pigmentacdo, a
astaxantina possui funcGes de protecdo contra a oxidacdo de &cidos
graxos e colesterol, protecdo contra a radiagdo UVA e aumento da
sobrevivéncia, entre outros papéis, como na reproducdo (HIGUERA-
CIAPARA et al.,, 2006). Este carotenoide é bastante utilizado na
alimentacdo de pos-larvas de camarfes cultivados, aumentando sua
resisténcia a varios estresses ambientais (CHIEN et al., 2003). Véarios
carotenoides sdo encontrados nos camarfes, porém, a astaxantina é o
principal deles (TORRISSEN et al., 1989).

O uso de carotenoides na dieta de peixes ornamentais ocorre
principalmente na fase juvenil, sendo adicionados na ra¢éo. Segundo Ho
et al. (2013), as concentracdes de astaxantina que apresentaram 0s
melhores resultados na coloragdo de juvenis de Amphiprion ocellaris
(30 DAE), variaram entre 80 e 160 mg. kg™ na racéo. Porém, estes
mesmos autores afirmam que a formulagdo e a concentra¢cdo minima
ideal para uma boa coloracdo do A. ocellaris ndo foram definidas até o
momento.

Apesar dos beneficios ja conhecidos dos carotenoides para 0s
peixes marinhos, a maioria das pesquisas é voltada para animais adultos
e praticamente todas se referem ao uso destes pigmentos somente na
racdo, durante a fase de engorda. S&o poucos os trabalhos realizados que
avaliaram o efeito dos carotenoides como suplemento alimentar, ou
como forma de alterar a cor do alimento vivo, aumentando assim sua
visualizacdo pelas larvas de peixes. Sendo assim, pesquisas que
investiguem o uso de carotenoides na fase larval de peixes marinhos
utilizando o zooplancton, podem esclarecer os beneficios destes
compostos nesta fase de cultivo, principalmente em relagcdo ao aumento
da atratividade do alimento vivo para as larvas de peixes marinhos.

Este trabalho sera submetido ao Journal of the World Aquaculture
Society.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

- Avaliar o desempenho zootécnico de larvas do peixe-palhago
Ampbhiprion clarkii alimentadas com rotiferos Brachionus sp.
pigmentados.

Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento larval até o 8° dia ap6s eclosao;
- Quantificar o inicio do processo de metamorfose;
- Determinar a taxa de sobrevivéncia larval.
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ARTIGO

Efeito da pigmentacao de rotiferos Brachionus sp. na larvicultura
do peixe-palhaco Amphiprion clarkii.

Resumo

A visdo tem importancia destacada para as larvas de peixes, ja que a
maioria sdo predadoras visuais. Porém, existem poucos trabalhos sobre a
importancia do aumento do contraste presa-predador na alimentacdo de
peixes. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia,
crescimento e metamorfose de larvas de peixe-palhago Amphiprion
clarkii alimentadas com rotiferos Brachionus sp. pigmentados. Foram
utilizados quatro tratamentos em triplicata, durante oito dias na
larvicultura deste peixe: TA- rotiferos pigmentados com astaxantina;
TAN- rotiferos pigmentados com astaxantina e a microalga
Nannocloropsis oculata; TN- rotiferos pigmentados com N. oculata e
TCA- rotiferos pigmentados com corante alimenticio vermelho. A
temperatura foi de 26°C e a salinidade de 25. Para o crescimento, 0 peso
em TA foi significativamente maior (5,9 £ 0,5 mg; média £ Erro
Padrdo) que TCA (4,4 £ 0,43 mg), porém nao diferiu estatisticamente
dos demais tratamentos. Os maiores comprimentos totais encontrados
foram no TA (7,9 £ 0,15 mm) e TAN (7,7 £ 0,19 mm), diferindo
somente do TCA (7,2 £ 0,21 mm). Em relacdo a sobrevivéncia, o valor
de TAN (72,6 £ 1,52%) foi maior somente quando comparado com
TCA (46,7 + 0,42%). TAN foi o tratamento onde foram observadas as
primeiras larvas em processo de metamorfose (4° DAE) e no TCA este
processo iniciou-se apenas no 8° DAE. No final do experimento, no
TAN, 11,8 + 0,91% das larvas estavam metamorfoseadas, seguido de
TA (8,0 + 0,58%), TN (5,6 + 0,75%) e TCA (1,1 + 0,23%). O uso do
corante, apesar de pigmentar os rotiferos, ndo mostrou resultados
positivos para nenhum dos parametros avaliados. Conclui-se que 0 uso
da astaxantina ndo afetou de forma significativa o crescimento em peso
e comprimento e a sobrevivéncia de larvas de A. clarkii em relacdo a
microalga. Entretanto, acelerou o desenvolvimento, sendo que o inicio
do processo de metamorfose foi influenciado pelo uso da astaxantina
isolada ou conjuntamente com a microalga.

Palavras-chave: 1. Alimento vivo. 2. Astaxantina. 3. Crescimento. 4.
Metamorfose. 5. Sobrevivéncia.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da aquicultura depende da obtencdo de formas
jovens de organismos e um dos fatores considerados mais importantes
para o sucesso da larvicultura é a alimentacdo. Apesar do
desenvolvimento de pesquisas para substituir o alimento vivo pelo
inerte, a fase larval de peixes marinhos ainda depende exclusivamente
do zooplancton (Koven et al. 1990) e o rotifero Brachionus sp. € um dos
principais alimentos utilizados nesta fase inicial de cultivo (Watanabe et
al. 1983). Diversas pesquisas foram realizadas com o uso de emulsdes
de lipidios, microalgas e dietas inertes para aumentar o valor nutricional
dos rotiferos (Watanabe et al. 1983; Sorgeloos e Léger, 1992; Izquierdo
et al. 1992, 2000; Mourente et al. 1993; Kostopoulou et al. 2006).
Entretanto, sdo poucos os estudos que investigam o uso de substancias
gue modifiqguem a coloragdo natural dos rotiferos, como possivel forma
de aumentar a atratividade para as larvas de peixes.

O aumento do contraste entre presa e predador € um aspecto que
pode ser melhor explorado na larvicultura de peixes. Segundo
Weingartner e Zaniboni Filho (2004), além da disponibilidade de
alimento, a sua deteccdo é importante para que ocorra a captura. A visdo
tem um papel decisivo nos primeiros estagios de vida da maioria dos
peixes teledsteos e o desenvolvimento do olho e o estabelecimento da
visdo funcional, que ocorrem nestas fases, sdo essenciais para a
percepcdo do alimento (Gerking, 1994). Segundo Blaxter (1986), os
olhos das larvas de peixes sdo funcionais e pigmentados j& na primeira
alimentacdo. Assim, muitos trabalhos focam na cor das paredes e do
fundo e na intensidade luminosa para obter melhores resultados de
crescimento e sobrevivéncia (Howell, 1979; Matsuda et al. 1987,
Ostrowski, 1989; Pedreira e Sipalba-Tavares, 2001; Soares et al. 2001;
Giwojna, 2002; Rodrigues et al. 2009; Matias, 2011). Contudo, apesar
das larvas de peixes utilizarem a visdo como principal érgéo sensorial na
alimentacdo (Andrade et al. 2004), existem poucos trabalhos sobre a
importancia do aumento da visualizacdo do alimento vivo, através do
contraste presa-predador (Merighe et al. 2004). A pigmentacdo do
alimento vivo com substancias artificiais ou naturais, como o0s
carotenoides, poderia auxiliar neste aumento de contraste. Além disto,
0s carotenoides também poderiam influenciar na melhora do
desempenho zootécnico das larvas.

Carotenoides sdo pigmentos naturais, com coloracdo variando do
amarelo ao vermelho intenso, sendo sintetizados pelas frutas, vegetais,
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algas, fungos e bactérias (Stahl e Sies, 2003). A astaxantina é o principal
pigmento carotenoide encontrado em animais aquaticos como o0
camardo, o salmédo, a truta e a lagosta e € um dos carotenoides mais
utilizados na aquicultura (Wang et al. 2006). Além de apresentar uma
elevada capacidade antioxidante, que chega a ser de 100 a 500 vezes
maior que outras moléculas antioxidantes, como o a-tocoferol e o f3-
caroteno (Miki, 1991), possui funcfes de protegdo contra a oxidagéo de
acidos graxos, colesterol e radiacdo UVA, (Higuera-Ciapara et al. 2006).
Estas propriedades podem proporcionar o aumento da sobrevivéncia e
crescimento na piscicultura (Torrissen e Christiansen, 1995; Sinha e
Asimi, 2007). Os peixes também utilizam os carotenoides para a
pigmentacdo da pele, o que faz com que sejam importantes na
aquicultura ornamental (Wang et al. 2006), porém, pouca énfase tem
sido dada ao uso destes compostos na fase larval.

Apesar dos beneficios ja conhecidos dos carotenoides para 0s
peixes, a maioria das pesquisas é voltada para juvenis e animais adultos
e se refere ao uso destes pigmentos somente na racdo, durante a fase de
engorda. Assim, estudos que investiguem o uso de carotenoides na
larvicultura de peixes marinhos através da suplementacdo do
zooplancton, podem auxiliar a esclarecer os beneficios destes compostos
nesta fase de cultivo, principalmente em relacdo ao aumento da
atratividade para as larvas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi testar
0 uso da astaxantina e outros compostos na pigmentacdo de rotiferos,
para aumentar sua visualizacdo pelas larvas do peixe-palhago
Ampbhiprion clarkii, avaliando a sobrevivéncia e o desempenho larval.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Manutencao dos Reprodutores e Origem das Larvas

Foram utilizadas desovas de um casal de reprodutores de A. clarkii,
mantido em um tanque rede (1 m3) dentro de um tanque de concreto de
8.0001, com 4&gua circulando em sistema aberto. A 4gua passava
previamente por um filtro de nailon de 100 um, filtro bioldgico,
“Skimmer” e filtro Ultra Violeta (11 w).

Diariamente, mediu-se a temperatura (duas vezes/dia), com um
termdmetro de mercurio, esta foi mantida em 25,9 + 0,02 °C (£ erro
padrdo) por meio de termostato e aquecedor de (6000 watts). A
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salinidade foi mensurada uma vez ao dia com refratbmetro optico
(Modelo RTS-101 ATC) e manteve-se em 35 + 0,01.

O alimento dos reprodutores foi ofertado trés vezes ao dia até a
saciedade aparente. A dieta consistia de racdo comercial TDO® (46%
proteina bruta, 16% lipidios e 250 ppm de astaxantina), peixes e
moluscos frescos e uma pasta preparada a base de pescados (com adigdo
de vitaminas comerciais, dleo de figado de bacalhau, farinha de peixe e
astaxantina natural).

O casal de A. clarkii desovava regularmente em um intervalo de
aproximadamente 12 dias, em um vaso de cerdmica que também servia
como abrigo. A incubacdo dos ovos era realizada pelo macho durante
sete dias. ApoOs este periodo, a desova foi transferida para um tanque de
ecloséo.

A eclosdo foi realizada em um tanque de fibra de vidro com
volume util de 80 L, com temperatura e salinidade iguais a &gua em que
eram mantidos os reprodutores. Em ambiente natural, as larvas de peixe-
palhaco eclodem ao escurecer (Wilkerson, 2003). Para simular esta
situacdo, no fim da tarde, o tanque foi coberto com uma lona por
aproximadamente duas horas para que ocorresse a eclosdo. Apds a
eclosdo, a salinidade foi reduzida gradativamente (uma parte por hora)
até chegar a 25 (salinidade utilizada nas unidades experimentais), uma
vez que Le et al. (2009, 2011) obtiveram melhores resultados utilizando
esta salinidade para a larvicultura desta espécie.

A transferéncia das larvas para as unidades experimentais ocorreu
24 h apods a eclosdo, ou seja, no 1° dia apos eclosdo (DAE). Para isto,
utilizou-se um béquer de 50 ml para capturar as larvas que permaneciam
na coluna d’agua, e uma pipeta de 25 ml para a captura das larvas que
permaneciam no fundo do tanque. Foram transferidas aleatoriamente 67
larvas de A. clarkii para cada aquario (6,7 larvas/litro).

2.2. Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido do 1° ao 8° DAE, intervalo no qual
sdo utilizados rotiferos no protocolo de larvicultura (adaptado dos
trabalhos de Olivotto et al. 20083, 2008b).

Foram testados quatro tratamentos, em triplicata: TA- rotiferos
pigmentados com astaxantina; TAN- rotiferos pigmentados com
astaxantina e microalga Nannocloropsis oculata; TN- rotiferos
pigmentados com N. oculata e TCA- rotiferos pigmentados com corante
alimenticio vermelho.
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Utilizou-se a astaxantina natural e corante alimenticio para
modificar a coloracdo usual dos rotiferos. A microalga foi utilizada por
se tratar do alimento comumente fornecido aos rotiferos na maioria das
larviculturas de peixes marinhos. Os rotiferos alimentados com N.
oculata, normalmente apresentam coloracdo do trato gastrointestinal
levemente esverdeado.

Foram utilizadas 12 unidades experimentais, que consistiam em
aquarios de vidro com volume util de 10 L. Cada aquério foi equipado
com aera¢do e aquecedor de 30 watts, ligados a um termostato (Modelo
MT 511 RIFULLGAUGE). A temperatura utilizada foi 26 £ 0,02 °C e a
salinidade 25 + 0,01. A intensidade luminosa empregada foi de 1200 lux
e o fotoperiodo de 14 luz:10 escuro. O cultivo foi realizado em “4dgua
clara”, ou seja, sem a presenga de microalgas nos aquarios. No periodo
da manhd, 50% da agua de cada aquério era renovada, o volume de agua
era reposto com o auxilio de um funil, para evitar o revolvimento da
agua e minimizar o estresse das larvas.

Os rotiferos foram fornecidos de uma a duas vezes ao dia
(dependendo do consumo de cada aquario). No periodo da manha era
ofertado o valor fixo de 20 rotiferos.ml™. No periodo da tarde, o residual
de rotiferos era contabilizado em cada aquério, procurando-se manter a
densidade minima de 20 rot.mI™.

Duas vezes ao dia foram medidas as variaveis salinidade e
temperatura, com refratbmetro e termdmetro digital. A amdnia total
(NHs) e o pH foram monitorado uma vez ao dia com kit comercial de
analise (Alcon Labcon®). O nitrito (NO,) foi mensurado a cada dois dias
com este mesmo Kkit.

2.3. Cultivo e Pigmentacéo dos Rotiferos

Os rotiferos foram cultivados em caixas de polipropileno com
volume dtil de 100 L, temperatura de 26°C e salinidade 25, e
alimentados com dieta comercial Culture Selco Plus (INVE®), a uma
concentracdo diaria de 0,5 g por milhdo de rotiferos, ofertada quatro
vezes ao dia, segundo protocolo do fabricante.

Para pigmentar os rotiferos utilizou-se astaxantina comercial (Bio-
Marine® - AlgamacAST, EUA), corante alimenticio de cor vermelha
(Anilina Supercor®, Brasil), formulado a base de agua destilada e
anilina, e microalga Nannocloropsis oculata, produzida em laboratério.

A concentracdo de cada produto para a pigmentacdo dos rotiferos
foi determinada em experimento piloto, onde os rotiferos foram
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avaliados quanto a pigmentagdo ao longo de 2 horas, em intervalos de
15 minutos, onde se encontrou o periodo de uma hora, para que 0s
rotiferos apresentassem a maior intensidade de pigmentagdo. Este
experimento foi realizado com as mesmas condic¢Ges de qualidade de
agua para todos os compostos (salinidade 25 e temperatura 26°C). Os
rotiferos foram observados em um microscopio estereoscépio (SZ-CTV
Olympus).

As concentracfes encontradas foram: TA — 1250 mg de astaxantina
diluida em 3 L de 4gua; TAN — 1250 mg de astaxantina diluida em 1 L
de 4gua e 2 L de N.oculata (100.000 a 150.000 cel. mI™); TCA — 20 ml
de corante diluido em 3 litros de a4gua; TN — 3 L de N.oculata (100.000
a 150.000 cel. mI™"). A pigmentacdo foi realizada em recipientes de
vidros com volume util de 3,5 L imersos em banho-maria para a
manutencdo da temperatura. A astaxantina foi filtrada em tela de 100
um antes de ser fornecida aos rotiferos, para que as particulas do
pigmento ficassem com um tamanho mais homogéneo e adequado para
0 consumo. Os rotiferos foram pigmentados por uma hora, e apés este
periodo, foram filtrados em tela de 60 pum antes de serem fornecidos as
larvas de A. clarkii, para que nenhum pigmento fosse introduzido
diretamente nas unidades experimentais. Nos tratamentos que
utilizavam astaxantina, os recipientes de vidro foram cobertos por uma
lona de pléastico escura, ja que em sua forma pura, este carotenoide é
instavel e sensivel a luz (Higuera-Ciapara et al. 2006).

2.4. Avaliacdo do Crescimento, Sobrevivéncia e Metamorfose
Larval

Para biometria, foram amostradas 20 larvas recém eclodidas e 10
larvas de cada aquario no final do experimento (8 DAE). O crescimento
médio diario (mm.dia™) foi calculado através da formula: (CTf — CTi)/t.
Onde CTf é o comprimento total final, CTi é o comprimento total
inicial, e t é o tempo de duragéo do experimento.

O comprimento total das larvas foi medido com um auxilio de um
microscopio estereoscépio com escala, e pesou-se cada larva com uma
balanca analitica com precisdo de 0,00001g. No processo de pesagem,
foi retirado o excesso de umidade das larvas com papel toalha. No final
do experimento, duas larvas de cada aquario, em estagio mais avancado
de metamorfose foram fotografadas com auxilio de uma camera Leica
(EZ4HD), acoplada a um microscopio estereoscopio (SZ-CTV
Olympus), para visualizacdo da morfologia externa.
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Para a realizacdo das biometrias, as larvas foram anestesiadas com
benzocaina (Reagen®/Brasil) a uma concentracdo de 5 mg.l™, e
sacrificadas pela imersdo em agua com temperatura em torno de 1°C.

Diariamente, em cada aquério, as larvas mortas foram sifonadas e
contabilizadas antes da primeira alimentacdo (periodo da manha) e ao
final do dia para verificar as taxas de mortalidade diaria e permitir o
calculo da sobrevivéncia final. A partir do segundo dia de experimento,
duas observacdes diarias (inicio da manhd e final da tarde) foram
realizadas para verificar o aparecimento de larvas iniciando o processo
de metamorfose. Este processo consiste na transicdo da fase larval para
a fase juvenil, em que os animais ji& comegam a apresentar
caracteristicas morfoldgicas similares ao individuo adulto da espécie.
No caso do A. clarkii, esta transicdo é marcada inicialmente pelo
escurecimento das larvas, e posterior inicio da formagdo das bandas
verticais presentes ao longo do corpo. Neste estudo, foi considerado o
aparecimento da primeira banda como o inicio da metamorfose larval.

2.5. Analise Estatistica

Para constatar a ocorréncia de diferencas entre 0s tratamentos,
utilizou-se a Andlise de Variancia (ANOVA), com probabilidade de
95%. Quando constatada diferenca entre médias, aplicou-se o teste de
Tukey para comparacdo, para todos os pardmetros avaliados, com
excecdo da metamorfose, analisada através do teste Qui-quadrado. As
médias de sobrevivéncia foram transformadas em arco-seno.

3. RESULTADOS

3.1. Pigmentacéo dos Rotiferos e Consumo pelas Larvas de A. clarkii

Apo6s o periodo de uma hora de pigmentagdo nos diferentes
tratamentos, os rotiferos apresentaram alteracfes na sua coloracdo. A
microalga foi a que menos influenciou na mudanca de cor dos rotiferos,
gue apresentavam o trato digestdrio levemente esverdeado, enquanto
gue nos demais tratamentos apresentaram coloracdo do trato
avermelhada (Fig.1).
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Figura 1. Coloracédo dos rotiferos ap6s o perolo Ie uma hora de pigmentacéo

nos diferentes tratamentos. TN: N. oculata; TCA: Corante artificial; TA:
Astaxantina e TAN: Astaxantina + N.oculata.

No 2° e 3° DAE, o residual de rotiferos encontrado foi
significativamente maior (P<0,05) no tratamento TAN (17,4 e 14
rotiferos/ ml para 2 e 3 DAE respectivamente) quando comparado ao
TN (7,22 e 3 rotiferos/ml). No 7° DAE, o maior valor de residual foi
encontrado no TN (13,33 rotiferos/ml) e foi significativamente maior
(P<0,05) que o residual do TCA (4,33 rotiferos/ml) (figura 2). Entre os
demais tratamentos, ndo houve diferencas ao longo do tratamento.

35 -

30 - = TAN

25 - mTCA
£20 - mTN
§15 i ETA
£10 -

5 .

0 -

1 2 3 4 5 6 7 8
Dias ap0s eclosdo ( DAE)

Figura 2. Residual de rotiferos (+ erro padrdo) dos tratamentos ao longo do
experimento. TA: Astaxantina; TAN: Astaxantina + N.oculata; TCA: Corante
artificial e TN: N. oculata.



31

3.2. Metamorfose e Sobrevivéncia larval

O inicio do processo de metamorfose ocorreu mais cedo nas larvas
alimentadas com rotiferos pigmentados com astaxantina e N. oculata -
TAN (4 DAE), seguido das larvas do TA (5 DAE). As larvas do TN
iniciaram a metamorfose no 6° DAE, enquanto no TCA, apenas no
Ultimo dia de experimento (8 DAE) observou-se o inicio deste processo
(Fig. 3). No final do experimento, no TAN, 11,8 + 0,91% das larvas
haviam sofrido a metamorfose, seguido de TA (8,0 + 0,58%), TN (5,6 +
0,75%) e TCA (1,1 £ 0,23%), no entanto, no TAN este valor foi
significativamente maior (P<0,05) somente em relacdo ao TCA (Fig. 4).
Ao final do experimento, a taxa média (+ Erro Padrdo) de sobrevivéncia
no tratamento com astaxantina e microalga - TAN (72,6 + 1,52%) - foi
significativamente maior (P<0,05) somente quando comparada ao
tratamento com corante artificial - TCA (46,8 £ 0,42%). Ndo houve
diferenca significativa entre TAN e os demais tratamentos (TA - 56,2 +
0,91%; TN - 62,2 + 1,55%) (Fig. 5).

Figura 3. Larvas metamorfoseadas no 8° DAE em cada tratamento. TA:
Astaxantina; TAN: Astaxantina + N.oculata; TCA: Corante artificial e TN: N.
oculata. As flechas indicam a formagao das bandas, que estdo mais acentuadas
no tratamento que utilizava astaxantina e N. oculata (TAN).
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Figura 4. Porcentagem (porcentagem média + EP) de larvas metamorfoseadas
ao longo do experimento em relagdo a sobrevivéncia diaria. TN: N. oculata;
TCA: Corante artificial; TA: Astaxantina cumulativa e TAN: Astaxantina +
N.oculata. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (P<0,05).
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Figura 5. Sobrevivéncia média acumulada (%) das larvas de A. clarkii nos
diferentes tratamentos. TN: N. oculata; TCA: Corante artificial; TA: Astaxantina
e TAN: Astaxantina + N.oculata. Letras diferentes em cada tratamento indicam
diferenga significativa na sobrevivéncia final (P<0,05).

3.3. Crescimento Larval

As larvas recém eclodidas tiveram médias (+EP) de peso Umido e
comprimento de 0,6 £ 0,61 mg e 4,5 £ 0,04 mm.

A taxa média (+EP) de crescimento (mm.dia™) ao final do
experimento foi significativamente maior (P<0,05) nas larvas
alimentadas com rotiferos pigmentados com astaxantina - TA (0,43
0,04 mm.dia®) somente quando comparada ao TCA (0,34 + 0,01
mm.dia™), e estes dois tratamentos nao diferiram dos demais, (TN - 0,38
+ 0,03 mm.dia® e TAN - 0,40 + 0,03 mm.dia™). O menor valor de
comprimento total foi observado no TCA (7,2 = 0,21 mm), diferente
somente de TA (7,9 £ 0,15 mm) e TAN (7,7 £ 0,19 mm) (P<0,05). Para
0 TN (7,5 £ 0,24 mm), ndo houve diferenca significativa em relacdo aos
demais tratamentos (Fig. 6A).

Em relagdo ao peso umido, ao final do experimento, a média do
tratamento com astaxantina (TA - 5,9 + 0,5 mg) foi significativamente
maior (P<0,05) somente quando comparada a do tratamento com
corante artificial (TCA - 4,4 £ 0,43 mg), porém, ndo diferiu
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significativamente dos demais tratamentos. As médias de peso de TN e
TAN foram de 5,1 + 0,63 e 5,3 £ 0,47 mg, respectivamente (Fig. 6B).
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Figura 6. Comprimento total e peso final (média £ EP) das larvas de A. clarkii
nos diferentes tratamentos apds 8 dias de cultivo. TN: N. oculata; TCA:
Corante artificial; TA: Astaxantina e TAN: Astaxantina + N.oculata. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

4. DISCUSSAO

No presente estudo, 0 uso da astaxantina influenciou o inicio do
processo de metamorfose, onde a larva comeca apresentar pigmentacdo
do corpo semelhante ao do exemplar adulto. Os resultados evidenciam
gue o uso da astaxantina pode antecipar este processo para as larvas de
A. clarkii, principalmente se este carotenoide for administrado
juntamente com a microalga N. oculata. Assim, a metamorfose iniciou
mais cedo nas larvas do tratamento com astaxantina e microalga - TAN
e no tratamento com astaxantina - TA (4° e 5° DAE), quando comparada
ao TN e TCA (6° e 8° DAE) e a outros trabalhos realizados com peixes-
palhaco (Tabela 1).
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Tabela 1. Inicio da metamorfose em larviculturas de diferentes espécies de
peixes-palhaco.

Inicio da
- . Temperatura metamorfose A
Espécies Salinidade °C) (Dias Ap6s Referéncias
Ecloséo)
Presente
25 26 48 estudo
Francio-
20-30 26 10,2 Medeiros,
. 2013
Amphiprion 26 30 8
clarkii Nass, 2013
20a25 26-27,5 8 Leetal.
2009
Ghosh et al.
26 - 15 2012
Amphiprion Olivotto et
ocellaris 30 28 9-12 al. 2011
Amphiprion i Kumar et al.
sebae 22a24 28 15-18 2010

(-) ndo informado pelos autores.

E possivel que os melhores resultados encontrados no TAN para o
inicio da metamorfose, sejam decorrentes dos acidos graxos presentes
na microalga N. oculata. Segundo Olson (1994), a coadministracdo de
carotenoides e compostos lipidicos aumenta a biodisponibilidade desses
pigmentos. Desta forma, o fornecimento da astaxantina juntamente com
a microalga, possivelmente favoreceu sua absorcdo pelas larvas de A.
clarkii, influenciando positivamente o processo de metamorfose.
Segundo Olivotto et al. (2011), os acidos graxos, principalmente os de
cadeia longa (HUFAS), sdo particularmente importantes durante a
primeira semana de vida dos peixes, podendo influenciar o crescimento
e a metamorfose. Izquierdo et al. (2008) também afirmam que as larvas
de peixes marinhos sdo sensiveis a falta de acidos graxos na dieta.
Hamrea et al. (2005) observaram que houve uma ma pigmentacdo do
Atlantic halibut quando alimentados com baixa concentracdo de cidos
graxos. A formacdo de pigmentos também foi reduzida em larvas de
turbot Scophthalmus maximus quando a dieta foi deficiente em HUFAS
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e vitamina A (Reitan et al. 1994). Os resultados destes trabalhos
confirmam os encontrados no presente experimento, ja que houve uma
diferenca significativa no nimero de larvas metamorfoseadas entre os
tratamentos TAN e TCA, e segundo Hamrea et al. (2005) a falta de
nutrientes pode ter um impacto sobre a producdo dos horménios da
tireoide, que estdo envolvidos no processo de metamorfose larval.
Provavelmente os rotiferos pigmentados apenas com corante artificial
apresentaram uma deficiéncia nutricional, que refletiu no processo de
metamorfose.

A antecipacdo da metamorfose é um fator favoravel no comércio
de peixes ornamentais, pois a diminuicdo do periodo larval implica
também em menores custos no cultivo e em maior quantidade de ciclos
produtivos. A larvicultura é a fase mais critica para producdo de peixes
marinhos. O futuro desta atividade depende entre outros fatores, da
obtencdo de larvas saudaveis que irdo metamorfosear com sucesso para
suas formas jovens (Holt, 2003). Neste sentido, a astaxantina mostrou-se
eficiente no cultivo das larvas de A. clarkii e, além disto, também pode
influenciar a pigmentacgéo da pele dos peixes (Gupta et al. 2007), o que
pode afetar o valor de mercado destes organismos (Gouveia e Rema,
2005).

O presente estudo obteve resultados de sobrevivéncia final (46,8 a
72,6%), superiores a outros trabalhos utilizando a mesma espécie na
fase de larvicultura. Olivotto et al. (2008a,b, 2009), obtiveram
sobrevivéncia de 41 a 43%, utilizando rotiferos na alimentacdo até o
oitavo dia de larvicultura. Neste trabalho, os tratamentos utilizando
astaxantina (TAN e TA) ndo mostraram diferencgas significativas em
relacdo ao TN, o que sugere que 0 uso da astaxantina ndo teve efeito
significativo sobre os pardmetros de sobrevivéncia e crescimento,
guando comparada ao uso exclusivo da microalga N. oculata. Este
resultado corrobora com os obtidos por Wang et al. (2006), que
relataram que os carotenoides provenientes de varias fontes, ofertados
na dieta do peixe ornamental de agua doce Hyphessobrycon calistus,
ndo afetou as taxas de crescimento e sobrevivéncia. Por outro lado,
Higuera-Ciapara et al. (2006) citam que um dos resultados da adicdo de
astaxantina em dietas para animais aquaticos € o aumento na
sobrevivéncia. Rezende (2010) encontrou efeito positivo para a
sobrevivéncia de acaras-disco Symphysodon aequifasciatus alimentados
com cantaxantina comercial, ressaltando a importancia dos carotenoides
para esta espécie. Yagi et al. (2001) suplementaram rotiferos com
carotenoides para alimentagdo de larvas de Pagrus major e obtiveram
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maiores taxas de sobrevivéncia em relagdo aos tratamentos sem 0 uso
destes compostos.

O residual de rotiferos indica a ocorréncia de dois possiveis
eventos. O primeiro sugere que a pigmentacdo com astaxantina ndo
aumentou a atratividade dos rotiferos para as larvas de A. clarkii, ja que
o residual de rotiferos foi significativamente maior no tratamento
utilizando astaxantina e N. oculata no 2° e 3° DAE, ou seja,
possivelmente houve um menor consumo de rotiferos pelas larvas. Além
disso, durante o restante do experimento, o residual apresentou
resultados bastante similares entre todos os tratamentos. O trabalho
diverge dos resultados encontrados por Dendrinos et al. (1984), em que
0s autores pigmentaram nauplios de artemia com diferentes corantes
para alimentacdo de larvas de Solea solea e obtiveram melhor eficiéncia
alimentar, sugerindo que o contraste do alimento melhora sua percep¢do
pelas larvas. Os resultados do presente trabalho também sugerem que
pode ter ocorrido a reproducdo dos rotiferos nas unidades de cultivo,
ocasionando um aumento na biomassa.

Em relacdo ao crescimento das larvas de A. clarkii, os resultados
do presente estudo sugerem que 0 uso da astaxantina ndo afetou
significativamente este parametro, ja que o tratamento com astaxantina
(TA), os resultados de peso e comprimento ndo diferiram
estatisticamente do tratamento com a microalga N. oculata. Outros
autores observaram que a suplementacdo de carotenoides na dieta ndo
afetou o crescimento (Amar et al. 2001; Page e Davies, 2002) e a
conversao alimentar (Amar, 2004) durante a engorda de trutas arco-iris
Oncorhynchus mykiss. Em estudo realizado com alevinos de pargo
Pagrus pagrus observou-se que o0s peixes alimentados com racao
comercial e camardo Pleisonika sp. (88% racdo e 12% camardo) nédo
apresentaram diferencas significativas no crescimento e sobrevivéncia,
demonstrando que esta espécie ndo sofreu influéncia dos carotenoides
naturais presentes no camarao (Cejas et al. 2003). Contrariamente, Sinha
e Asimi (2007) relatam a importancia da astaxantina para peixes e
crustaceos, descrevendo que, além de promover a pigmentacdo de
espécies cultivadas é efetiva em seu crescimento e sobrevivéncia. Estes
mesmos autores observaram que o crescimento de kinguios Carassius
auratus foi melhor em ganho de peso nos grupos alimentados com
racdo enriquecida com carotenoides. Um efeito positivo em relagdo ao
ganho de peso foi observado também em acaras-disco alimentados com
racdes enriquecidas com cantaxantina comercial (Rezende, 2010).
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Sugere-se que novas pesquisas sejam desenvolvidas a fim de
investigar a composigdo nutricional dos rotiferos pigmentados com
astaxantina. A maioria dos trabalhos com carotenoides enfoca, de uma
maneira geral, as taxas de pigmentacdo na pele e no musculo dos
animais aquaticos destinados ao consumo como alimento (ex: salmdes e
camardes), existindo, portanto, a necessidade de se esclarecer a
influéncia dos pigmentos carotenoides no desempenho zootécnico das
espécies ornamentais marinhas.

Outra abordagem para novas pesquisas seria a aplicacdo de testes
de estresse com larvas alimentadas com rotiferos pigmentados, ja que os
carotenoides sdo considerados imunoestimulantes (Miki, 1991;
Christiansen e Torrissen, 1996; Chien et al. 2003; Stahl e Sies, 2003;
Amar, 2004), e podem influenciar na resisténcia das larvas ao manejo.

5. Conclusao

A astaxantina isolada ou juntamente com a microalga
Nannocloropsis oculata antecipa o inicio do processo de metamorfose
para larvas de Amphiprion clarkii. Entretanto, a astaxantina néo afeta de
forma significativa as taxas de crescimento e sobrevivéncia das larvas
em relacdo ao uso de rotiferos pigmentados exclusivamente com N.
oculata.
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ANEXO

Figura. Astaxantina comercial utilizada no experimento.
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Figura. Filtragem da astaxantina antes do fornecimento aos rotiferos.



Figura. Larva de A. clarkii ndo metamorfoseada.
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