UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Marcia Souza da Cruz

DIFERENTES SALINIDADES NA SOBREVIVENCIA, CRESCIMENTO E
EXPRESSAO DE ENZIMAS DIGESTIVAS EM LARVAS DO PEIXE-PALHACO
Amphiprion ocellaris CUVIER, 1830

FLORIANOPOLIS

2019



Marcia Souza da Cruz

DIFERENTES SALINIDADES NA SOBREVIVENCIA, CRESCIMENTO E
EXPRESSAO DE ENZIMAS DIGESTIVAS EM LARVAS DO PEIXE-PALHACO
Amphiprion ocellaris CUVIER, 1830

Dissertacdo submetida ao Programa de Pés-Graduagdo em
Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina
para a obtencdo do Grau de Mestre em Aquicultura.

Orientadora: Prof.? Dr.* MonicaYumiTsuzuki

Florian6polis

2019



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Cruz, Marcia Scuza da

Diferentes salinidades na sobrevivéncia, crescimento e
expressdo de enzimas digestivas em larvas do peixe palhago
Amphiprion ocellaris Cuvier, 1830 / Marcia Souza da Cruz ;
orientadora, Monica Yumi Tsuzuki, 2019.

36 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Agréarias, Programa de Pés
Graduagdo em Aquicultura, Floriandpolis, 20189.

Inclui referéncias.

1. Aguicultura., 2, Cultivo. 3. Fator abidtico. 4. Peixes
ornamentais marinhos. I. Tsuzuki, Monica Yumi. IT.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pods
Graduagdo em Aquicultura. ITII. Titulo.




Marcia Souza da Cruz

DIFERENTES SALINIDADES NA SOBREVIVENCIA, CRESCIMENTO E
EXPRESSAO DE ENZIMAS DIGESTIVAS EM LARVAS DO PEIXE-PALHACO
Amphiprion ocellaris CUVIER, 1830

O presente trabalho em nivel de mestrado foi avaliado e aprovado por banca examinadora
composta pelos seguintes membros:

Profa. Monica Yumi Tsuzuki, Dra.
Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Aimé Rachel Magenta Magalhaes, Dra.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Carlos Peres Silva Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta € a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado
adequado para obtenc¢do do titulo de mestre em Aquicultura.

Digitally signed by Leila
Hayashi:26459401888
Date: 2019.08.28 19:35:36 -03'00'

Profa. Dra. Leila Hayashi
Coordenadora do Programa

. . Assinado de forma digital por
Monica Yumi Monica Yumi

Tsuzuki:59701650000 Tsuzuki9701650000

Dados: 2019.08.27 09:36:38 -03'00'

Profa. Dra. Monica YumiTsuzuki
Orientadora

Floriandpolis, 30 de maio de 2019



Este trabalho ¢é dedicado aos meus

maravilhosos pais.



AGRADECIMENTOS

A Deus primeiramente por ter me concedido a graca da vida, por estar presente em todos
os momentos, mesmo quando eu duvidei do seu amor, e por um dos bens mais precioso da
minha vida a minha familia.

A minha mae Izabete, a mulher de minha vida, o dia em que eu encontrar com DEUS
agradecerei pela mae que Ele me deu de presente, ndo poderia ser outra, nem sei o que dizer ou
expressar, € tanto amor que o peito as vezes parece que vai explodir. Eu te amo mae.

Ao meu pai Antdnio, pelo apoio em todos os momentos da minha vida e desta batalha,
que apesar da distancia sempre me deu forca e apoio e amor, te amo paizao.

As minhas irmis que me ajudaram e deram apoio incondicional, em especial a Carolina,
que deixou a sua vida em Belém para vir me ajudar como segunda mae de minha filha Arcelina
0 meu muito obrigada. Obrigada por tudo minha mana do coracao.

As minhas outras irmas: Daluana, que mesmo distante teve um papel fundamental me
apoiando sempre, a Natdlia, Claudilene e a Claudionora (In memorian) que mesmo 14 do céu
sempre torceu e esteve ao meu lado.

Ao Elielson Santo pai de minha filha Arcelina, pelo companheirismo e apoio desde o
momento em que decidi fazer o mestrado, muito obrigada por tudo.

A minha irmi em Cristo e grande amiga Helen, que me ajudou em todos os momentos,
antes, durante e depois do experimento, sem ela eu nao sei se teria conseguido. Nao tenho como
agradecer por tudo que fizeste amiga, até deixaste tua familia para dormir comigo as noites em
que precisel ficar no laboratdrio, sem palavras para agradecer, serei eternamente grata a voce.
DEUS te abengoe grandemente.

A professora Ménica Tsuzuki por ter me dado a oportunidade de vivenciar esses anos
no laboratério e pela experiéncia incrivel que eu tive ao trabalhar com peixe ornamental
marinho, cultivar rotifero, Arfemia e muitas outras coisas. Neste sentido também sou agradecida
pela realizacdo deste trabalho, pela orientacdo, apoio, revisdes, muitas revisdes, confianca,
oportunidade, puxao de orelha e pela paciéncia, muita paciéncia que ela teve e tem comigo.
Muito obrigada minha professora do coracao.

As minhas amigas Marillyse Vieira e Fernanda Carmo que me deram apoio durante todo
o tempo, desde que eu havia passado no mestrado e ja grdvida, sempre diziam que eu iria
conseguir, e que eu chegaria 14. Muito obrigada por sempre estarem ao meu lado. E serem
minhas melhores amigas. Amo amo. E nos trés ultimos dias antes da defesa, em especial

agradeco a Marillyse que me abrigou em sua casa, e ajudou na elaboraciao da apresentacdo de



defesa de mestrado, na verdade os elogios da professora Aimé Magalhaes sdo para vocé minha
amiga, é voc€ mesma, se nao fosse sua ajuda, pobre de mim, eita, e ja ia esquecendo, obrigada
por ndo ter deixado eu surtar, e olha que nao faltou nada, rsrsrs..

A professora Aimé Magalhaes, uma pessoa incrivel e espetacular, e que diante dos meus
momentos de desespero, sempre sabia dar uma palavra de conforto e animo. Muito obrigada
professora.

Ao professor Carlos Silva pelo Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de
Insetos, que foi extremamente necessdrio para a realizacdo das andlises, e pelas dicas
valiosissimas na realizacdo destas, o meu muitissimo obrigada.

Ao Rafael Sales pela amizade, paciéncia e forca em todos os momentos, pela grande
ajuda com a estatistica do trabalho, e pelos chds que tomamos em muitas tardes.

Ao Sérgio Araujo também quero agradecer pela amizade, e pela preocupacdo comigo,
pois eu percebia o quanto ele ficava preocupado quando um experimento ndo dava certo.
Obrigada Serginho.

Ao insuportdvel Raoani Mendonga, que amo de coracdo, menino chato mas que eu
gostava de estar perto, € ndo posso negar que me ajudou bastante, os meus eternos
agradecimentos.

Ao Carlito Klunk uma das pessoas mais incriveis que conheci nessa vida, nunca
imaginei que me ajudaria tanto como ajudou. Em meus momentos de desespero e angustia, pela
vez em que ndo aguentei o choro em sua frente, e ele me surpreendeu com um forte e carinhoso
abraco, amizade que levarei para a vida toda e no coragdo também. Muitissimo obrigada por
tudo. Deus te abengoe sempre.

A Tania Lopes e Lucianny Bastos que nas tltimas semanas antes da defesa se tornaram
minhas amigas, sei que o tempo pareceu pouco para eu chamar de amigas, mas foi o suficiente
para eu reconhecer essas amizades importantes. Agradeco a Deus por vocés duas.

Ao professor Roberto Bianchini também contribuiu com a pesquisa e sempre perguntava
como estava o experimento, obrigada professor.

A Renata Ozério nossa técnica do laboratério, que foi mais mie que técnica. Meus
agradecimentos também quando eu tive que ir para a “forca” do colegiado para solicitar
prorrogacgdo e ela se dispds a ir comigo. Obrigada minha flor por tudo...

A Paula Lira que também foi importante para o desenvolvimento desta pesquisa, foi
ideia dela fazer o trabalho com salinidade. Agradeco pela amizade e pelo apoio nos momentos

dificeis. Obrigada por tudo Paulinha.



Cristina Rios, o que dizer de vocé? Sempre muito paciente, solicita, alegre, e
compreensiva comigo, foste meu alicerce nas analises de enzimas que pareciam intermindveis.
Aqui o meu muito e eterno agradecimento.

A minha segunda familia, meus irmdos de igreja que em um dos momentos mais dificeis
(periodo em que os experimentos ndo davam certo) se reuniram e rezaram com muita fé para
que o mesmo desse certo. Muito obrigada por todas as ora¢des, pensamentos positivos € apoio.

A minha terceira familia o “LAPOM” que me ajudou direta e indiretamente, meus
agradecimentos a toda a equipe: Desde quando eu havia chegado até o presente momento: Ana
Carolina Ricardo, Daner Ferreira, Danilo Santana, Douglas Matos, Gabriel Santini, Ilson
Neoroci, Jeorgélia Marques, Leticia Trajano, Mariana Moraes, Ksénia Santos, Maria Salete.

Ao pessoal do LAPMAR, que também foi fundamental para o andamento da pesquisa,
com o fornecimento de rotiferos, muitos rotiferos e equipamentos. Quero agradecer em especial
a Vanessa pela sua enorme amizade e pela singular companhia nos cafés da manha, no almoco,
no café da tarde e no tultimo café da tarde também rsrsrs. Também meu agradecimento especial
a senhorita Cleize Sales que sempre foi muito solicita e companheira, sua amizade levarei para
a vida toda. Ao Fabio Carneiro que também me ajudou bastante quando surgiam duvidas e pela
companhia nos cafés de todas as tardes, e principalmente pelas conversas descontraidas com
risos, muitos risos e gargalhadas, obrigada por fazer minhas tardes pesadas ficarem mais leves.

A toda equipe do laboratério de Moluscos Marinhos que nos cederam as microalgas
para alimentar os rotiferos, sempre foram muito solicitos.

E finalmente agradeco a Universidade Federal de Santa Catarina, em especial ao
Programa da Pds-graduacdo em Aquicultura, pela oportunidade impar de fazer parte deste

programa, e a CAPES pela bolsa de estudo.



“As dificuldades sdo os degraus para chegar ao topo”

(Marcia Cruz, 2019)



RESUMO

Este trabalho avaliou a sobrevivéncia, o crescimento e a expressao de enzimas digestivas na
larvicultura do peixe-palhago Amphiprion ocellaris em diferentes condicdes salinas (14, 21, 28
e 35%o) na densidade de 6,25 larvas por litro. Portanto, foram testadas quatro salinidades, em
triplicata, com animais de 3 dias apds a eclosdo (DAE) até o 23° DAE (periodo em que
completaram 100% da metamorfose, quando surge a terceira e ultima banda corporal). No inicio
e ao final do experimento foram coletadas larvas em cada tratamento para medi¢do dos
pardmetros zootécnicos e andlise de enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina e amilase). Os
resultados mostraram melhor crescimento (peso, comprimento, comprimento didrio, ganho em
peso), especialmente quando comparado a 14%o, € maior atividade da amilase, na salinidade de
35%o. Apesar disto, nas salinidades de 14 a 28 %o, 0s peixes mostraram crescimento e boas taxas
de sobrevivéncia, viabilizando assim o cultivo das larvas de Amphiprion ocellaris nestas
condi¢cdes. O cultivo de A. ocellaris em salinidades mais baixas pode contribuir
consideravelmente com a reducdo dos custos de producdo, uma vez que o processo de
salinizacdo da 4gua apresenta alto custo para os produtores que nao tem acesso a 4gua do mar.

Palavras-chave: Aquicultura. Cultivo. Fator abidtico. Peixes ornamentais marinhos.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the survival, growth parameters and expression of
digestive enzymes of clownfish (Amphiprion ocellaris) larviculture in different saline
conditions (14, 21, 28 and 35%o). It was tested four salinities in triplicate, with animals from 3
days after hatching (DAH) until the 23rd DAH (period in which they completed 100% of the
metamorphosis, when the third and the last body band appeared). At the beginning and at the
end of the experiment, larvae were collected in each treatment for measurement of the growth
parameters and analysis of digestive enzymes (trypsin, chymotrypsin and amylase). Growth
parameters (weight, length, daily length, weight gain) showed better results when compared to
14%o, and the amylase activity increased at 35%o salinity. However, fish showed better growth
parameters and survival rates at salinities of 14 to 28%o enabling the larvae cultivation of the
Amphiprion ocellaris in these conditions. Lower salinities can reduce production costs of the
larvae cultivation of A. ocellaris, because the water salinization is one of the most expensive
process.

Key-words: Aquaculture. Culture. Abiotic factors. Marine ornamental fish.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 COMERCIO DE PEIXES ORNAMENTAIS

A industria da aquariofilia € um setor que apresenta um crescimento vertiginoso, sendo
considerado altamente lucrativo (WOOD, 2001; TLUSTY, 2002). As exportagdes mundiais de
peixes ornamentais aumentaram de US$ 177,7 milhdes para US$ 364,9 milhdes no periodo de
2000 a 2011, declinando para US$ 347,5 milhdes em 2014 (DEY, 2016). Dessa forma, percebe-
se que mesmo com oscilagcdes monetdrias ainda € um mercado lucrativo. Os peixes ornamentais
marinhos constituem mais de 15% do mercado em termos de valor.

De forma geral, esse comércio envolve diversos paises em todo o mundo (MADDUPPA
et al., 2014), com um total de 125 paises (DEY, 2016). O nimero representativo de paises
envolvidos nesse comércio deve-se a crescente popularidade dos aquérios marinhos, refletindo
diretamente no aumento da captura de espécies selvagens e consequente preocupacdo com a
deplecdo dos estoques naturais (MADHU et al., 2006). Além disso, ha preocupag¢do com a
destruicao das dreas recifais em virtude da utilizacdo de métodos inadequados de captura, tais
como cianeto e explosivos (SAILA; KOCIC; MANUS, 1993). Neste contexto, algumas
espécies de peixes ornamentais marinhos tornam-se alvo de intensa atividade relacionada a
captura, para sustentar a crescente demanda do mercado.

No Brasil, o comércio da aquariofilia também segue em ascensio devido ao aumento da
demanda mundial (LIMA; BERNADINO; PROENCA, 2001). Em 2007, o pais foi considerado
o 18° exportador mundial de peixes ornamentais, sendo o0 Amazonas € o Para responsdveis por
mais de 95% das exportacOes de peixes de dgua doce, oriundos de cultivo (RIBEIRO et al.,
2008). Diferente deste comércio, a maioria dos exemplares (98%) de peixes ornamentais
marinhos € proveniente de captura em ambiente natural e somente 2% origina-se de cultivo
(DEY, 2016).

Um dos entraves para a comercializag@o de peixes ornamentais € a necessidade de maior
organizacdo por meio da criagdo de cooperativas, associagdes ou condominios de produtores,
visando aumentar a margem de lucros do cultivo (ZUANON; SALARO; FURYA, 2011). Além
disso, Faria (2018) cita que o mercado esta cada vez mais exigente por animais sauddveis, com
cores vivas e formatos diferenciados. Desta forma, a produ¢do em cultivo vem ganhando seu
espaco para atender o mercado, visando a producdo lucrativa, o desenvolvimento social,

conservagao do meio ambiente e dos peixes ornamentais.
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1.2 CULTIVO DE PEIXES ORNAMENTAIS

O cultivo de peixes ornamentais ¢ uma atividade que vem se expandindo (PALMA et
al., 2008), tornando a piscicultura ornamental marinha uma das mais promissoras dentro da
aquicultura (KODAMA et al., 2011) uma vez que, além de constituir uma atividade interessante
do ponto de vista econdmico por apresentar caracteristicas que favorecem a geragdo de trabalho
e renda para pequenos empreendedores (KODAMA et al., 2011), também contribui para a
sustentabilidade dos estoques naturais das varias espécies cultivadas (WABNITZ; TAYLOR;
RAZAK, 2003). Nos Estados Unidos a producdo de peixes ornamentais ¢ o quarto setor em
termos econdmicos dentro da aquicultura, perdendo somente para o cultivo de bagre, truta e
salmao (TLUSTY, 2002).

No Brasil os produtores ornamentais marinhos mais representativos do setor sio:
Peixepalhaco.com, Azul FishFarm, Ari dos Palhacos, Eco Reef e Aqua King, localizados no
estado de Sdao Paulo (MEDEIROS, 2013). No Nordeste, a Piscicultura de Tanganyika e se
destaca, trabalhando com aproximadamente 162 espécies ornamentais entre dulcicolas e
marinhas (FARIA et al., 2016).

Percebe-se que a producdo no Brasil ainda se mostra incipiente por estar limitada a
algumas regides, o que € contrastante para um pais que tem grande potencial para cultivo de
organismos aqudticos, por possuir um vasto territério e uma considerdvel zona costeira. Isto
reforga, portanto, a importancia de desenvolver mais pesquisas direcionadas para cultivo de
peixes ornamentais marinhos no pais.

Atualmente, no pais, existem instituicdes de ensino que atuam na area da pesquisa com
a produgdo de ornamentais marinhos, entre elas a Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), a Universidade Federal do Rio Grande (FURG), a Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), a Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e a Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE)-

Atualmente os avancos na pesquisa tém gerado conhecimento e tecnologia para a
producdo em cultivo de diversas espécies aqudticas ornamentais, difundindo assim a
informacdo e contribuindo com o avanco do setor (FARIA, 2018). Entretanto, ainda sdo
necessarios estudos para melhorar as técnicas de cultivo relacionadas a nutri¢do, crescimento e
sobrevivéncia, assim como o efeito de fatores abioticos, contribuindo para fechar pacotes

tecnoldgicos para diferentes espécies.
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1.3 Amphiprion ocellaris (peixe-palhaco)

Peixes-palhaco ou “anemonefish” sdo recifais, origindrios do Indo-Pacifico, conhecidos
por apresentarem relacio de simbiose com algumas espécies de anémonas. Pertencem a familia
Pomacentridae, composta por 30 espécies, das quais 29 sd@o do género Amphiprion e apenas
uma do género Premmas (THORNHILL, 2012). Essa espécie é hermafrodita protandrica
(BUSTON, 2003), cujas gonadas funcionam inicialmente como masculinas (VAZZOLER,
1996). Além disso existe uma hierarquia de dominancia dentro dos grupos baseado no tamanho,
onde a fémea apresenta tamanho maior, enquanto que o segundo maior do grupo é o macho
funcional (BUSTON, 2003).

A. ocellaris (Figura 1) é uma espécie que apresenta cores vibrantes, normalmente
laranja, com trés bandas brancas, sendo a do meio um pouco mais acentuada em comparacao
as demais (FAUTIN; ALLEN, 1992). Sdo exemplares de pequeno porte, fascinante
comportamento e ficil adaptagio ao cultivo (MADHU et al., 2006; AVELLA et al., 2007). E
uma das espécies mais populares no mercado da aquariofilia, e um dos primeiros peixes

marinhos ornamentais a serem cultivados.

Figura 1 - Exemplar de Amphiprion ocellaris
utilizado na pesquisa.

Fonte: autor

Em 2003, o lancamento e sucesso mundial do filme “Procurando Nemo” nos Estados
Unidos, contribuiu para que o peixe-palhaco se tornasse uma das espécies mais populares no
aquarismo marinho e isto resultou no aumento da demanda de mercado e consequentemente a
exploracdo deste peixe em ambiente natural (WABNITZ; TAYLOR; RAZAK, 2003). Neste
sentido, os programas de reprodu¢do em cultivo podem contribuir para mudar esse cendrio de
pressdo sobre muitas espécies ornamentais, entre elas o peixe-palhaco, além de promover o

crescimento da industria de aquarismo em nivel mundial (WULILIAN, 2009).
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O peixe-palhaco é uma das espécies alvo de muitas pesquisas, especialmente sobre
melhores condicdes para sua produgdo em cultivo, haja visto que, apresenta grande importancia
dentro do comércio de peixes ornamentais marinhos (FAUTIN; ALLEN, 1992). A
determinacao de melhores parametros ambientais para o cultivo, dentre outros fatores, pode
otimizar taxas de crescimento e sobrevivéncia, reduzindo o periodo de larvicultura e os custos

de producao (HART; HUTCHINSON; PURSER, 1996).

1.4 EFEITO DA SALINIDADE NOS ORGANISMOS AQUATICOS

O desenvolvimento e o crescimento de peixes sdo controlados por fatores internos como
o sistema nervoso central (SNC), endocrinolégico e neuroenddcrinos (BOEUF; PAYAN, 2001)
e fatores ambientais como a salinidade, a temperatura e o fotoperiodo (HART; HUTCHINSON;
PURSER,1996; BOEUF; PAYAN, 2001; KAMLER, 2002). Assim, estudos sobre como estes
parametros podem afetar os animais sdo de extrema importincia para o aprimoramento do
cultivo de peixes, maximizando o crescimento, a sobrevivéncia larval, a reducdo de periodo de
cultivo e assim os custos produtivos (BOEUF; PAYAN, 2001; HART; HUTCHINSON;
PURSER, 1996).

Diversos estudos mostram que a salinidade influencia o desenvolvimento dos peixes em
diferentes estdgios da vida, desde a sobrevivéncia e o crescimento larval (TSUZUKI et al.,
2000; BOEUF; PAYAN, 2001; TSUZUKI et al., 2007; HORA et al 2016), a fertilizacdo e a
incubacdo de ovos (GRIFFIN et al., 1998), o desenvolvimento de juvenis e de adultos
(RESLEY; WEBB; HOLT., 2006; LIN; ZHANG; LIN, 2009), o consumo de oxigénio
(PETERSON-CURTIS, 1997; TSUZUKI; STRUSSMANN; TAKASHIMA, 2008), a
conversdo alimentar (IMSLAND et al., 2001) até o comportamento (PETERSON-CURTIS,
1997).

Estudos sobre o efeito da salinidade em peixes-palhacos Amphiprion sp. ja foi avaliado
no crescimento, na natacdo e na metamorfose larval (ARVEDLUND, LARSEN, WINSOR,
2000; GREEN; FISHER, 2004; DHANEESH et al., 2012; YE et al., 2009; MEDEIROS, 2013).
Contudo, estudos para avaliar o efeito da salinidade sobre as atividades de enzimas digestivas

em Amphiprion ocellaris ainda ndo foram realizados.
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1.5 ENZIMAS DIGESTIVAS

As enzimas digestivas sdo proteinas globulares que funcionam como catalisadores com
o objetivo de aumentar a velocidade das reacdes quimicas no organismo, controlando quase
todos os processos que ocorrem nas células (NELSON; COX, 2018).

Neste sentido a caracterizagdo das proteases digestivas € importante por permitir o
conhecimento sobre as condi¢des Otimas para que estas atinjam a atividade mdaxima
(SIMPSOM, 2000). E sabido que a alimentagio da espécie em conjunto com o seu habito
alimentar pode influenciar de maneira positiva ou negativa no perfil da atividade dessas
enzimas. Além destes fatores, a sua correta caracterizacdo mostra o efeito que as condi¢des
ambientais t€m sobre a espécie estudada (ALVAREZ-GONZALEZ et al., 2010).

A salinidade pode afetar as atividades de enzimas digestivas e interferir no
desenvolvimento dos peixes (MOUTOU; PANAGIOTAKI; MAMURIS,2004), em virtude da
alterac@o no contetiido do trato intestinal e digestibilidade do alimento (WANG et al., 1997).
Quando submetido a diferentes salinidades, o peixe pode apresentar um gasto energético para
a osmorregulacdo numa tentativa de equilibrar o meio interno com o externo (BOEUF;
PAYAN, 2001). No entanto, caso esteja em um meio cuja salinidade seja similar ao do seu meio
interno, essa energia nio seria gasta para a osmorregulacido, sendo alocada entdo para o
crescimento.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo de avaliar o efeito de
diferentes salinidades no desenvolvimento de peixe-palhaco A. ocellaris e verificar se a
atividade das enzimas digestivas € afetada pela variagdo deste parametro. O presente trabalho
contribuird com informagdes para o aprimoramento da técnica de cultivo desta espécie,

altamente valorizada pelo mercado da aquariofilia.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo geral

Aprimorar a tecnologia para o cultivo do peixe-palhago Amphiprion ocellaris, através

da determinacdo da salinidade ideal para a larvicultura.
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1.6.2 Objetivos especificos

e Avaliar a sobrevivéncia e o desempenho zootécnico de larvas em diferentes

salinidades;

e Verificar o efeito da salinidade na expressao de atividade das enzimas digestivas

(tripsina, quimotripsina e amilase) nas larvas.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

INFLUENCIA DA SALINIDADE NO DESENVOLVIMENTO E EXPRESSAO NA
ATIVIDADE DE ENZIMAS DIGESTIVAS EM Amphiprion ocellaris

Este trabalho avaliou a sobrevivéncia, o crescimento e a expressdo de enzimas digestivas na
larvicultura do peixe-palhaco Amphiprion ocellaris em diferentes condicdes salinas (14, 21, 28
e 35%o). Portanto, foram testadas quatro salinidades, em triplicata, com animais com 3 dias apds
a eclosao (DAE) até o 23° DAE (periodo em que completaram 100% da metamorfose, quando
surge a terceira e ultima banda corporal). No inicio e ao final do experimento foram coletadas
larvas em cada tratamento para medicdo dos parametros zootécnicos e andlise de enzimas
digestivas (tripsina, quimotripsina e amilase). Os resultados mostraram melhor crescimento
(peso, comprimento, comprimento didrio, ganho em peso), especialmente quando comparado a
14%o, ¢ maior atividade da amilase, na salinidade de 35%o. Apesar disto, nas salinidades de 14
a 28 %o, peixes mostraram crescimento ¢ boas taxas de sobrevivéncia, viabilizando assim o
cultivo das larvas de Amphiprion ocellaris nestas condi¢des. O cultivo de A. ocellaris em
salinidades mais baixas pode contribuir consideravelmente com a reducdo dos custos de
producdo, uma vez que o processo de salinizacdo da dgua apresenta alto custo para os
produtores que ndo tem acesso a d4gua do mar.

Palavras-chave: Peixes ornamentais marinhos. Fator abiotico.Cultivo.

2.1 INTRODUCAO

O mercado da aquariofilia faz parte de um mercado maior denominado “Mercado Pet”,
um segmento econdmico que tem crescido em todo o mundo. O Brasil, em 2015, ocupou o
terceiro lugar nesta atividade, s6 ndo conseguindo a segunda posicdo por causa da
desvalorizacdo do real frente ao dolar. De acordo com a Associag@o Brasileira da Industria de
Produtos para Animais de Estimacdo (Abinpet), o setor movimentou 16,7 bilhdes em
faturamento no ano de 2014. O Brasil estd atrds apenas dos Estados Unidos (41,8%) e do Reino
Unido (6,5%), com 6,3% do mercado mundial, que movimentou nada menos que U$ 100,4
bilhdes (FARIA et al., 2016).

O comércio desses organismos, como um todo, incluindo os equipamentos e acessorios,
tornou-se multibiliondrio e significativo no mercado internacional sendo que no mercado da
aquariofilia mundial, estima-se que os peixes ornamentais marinhos oriundos de cultivo
representem apenas de 1 a 10% (MOORHEAD; ZENG, 2010). Entretanto segundo Kodama e?
al. (2011) a piscicultura ornamental marinha é uma atividade promissora que vem crescendo
dentro da aquicultura, colaborando com a diminui¢do da captura dos estoques em ambiente

natural.
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Das mais de 84 espécies de peixes ornamentais cultivadas no mundo, 26 pertencem a
familia Pomacentridae (ARVEDLUND; LARSEN; WINSOR, 2000), na qual encontram-se os
peixes-palhaco. Essa familia é composta por 30 espécies catalogadas, 29 do género Amphiprion
e apenas uma do género Premmas (THORNHILL, 2012). Os peixes-palhaco do género
Amphiprion sdo bastante apreciados para a aquariofilia devido a sua coloragdo
predominantemente laranja ou vermelha, apresentando diferengas em termos de tom de cor,
brilho e saturacdo (HEKIMOGLU et al., 2017).

Com aumento do interesse por peixes ornamentais marinhos, hd uma crescente demanda
pela producdo de peixes-palhaco oriundos da aquicultura. Com isso, novas técnicas de cultivos
vém surgindo, ou vem sendo aprimoradas visando aperfeicoar a producdo. Sabe-se que a
influéncia de fatores abidticos como salinidade, temperatura, fotoperiodo, cor do tanque,
luminosidade, pH, oxigénio, entre outras, podem influenciar de diversas formas o
desenvolvimento de peixes. Sendo assim, os estudos dos parametros ambientais sdo de extrema
importancia para o aprimoramento das técnicas de larvicultura de peixes, contribuindo com o
crescimento e a sobrevivéncia larval, além da reducdo do periodo de cultivo e dos custos
produtivos (BOEUF; PAYAN, 2001; HART; HUTCHINSON; PURSER, 1996).

A temperatura, o fotoperiodo e a salinidade sdo parametros varidveis e estdo entre 0s
mais importantes na ontogenia de peixes em laboratério e em sistemas de cultivo (HART;
HUTCHINSON; PURSER, 1996; KAMLER, 2002). Esses parametros tém sido investigados
para avaliar os impactos na sobrevivéncia, crescimento, natacdo e metamorfose na larvicultura
das espécies do género Amphiprion sp. (ARVEDLUND; LARSEN; WINSOR, 2000; GREEN;
FISHER, 2004; YE et al., 2009).

A salinidade se destaca como um parametro abidtico de suma importancia, pois
influencia o desenvolvimento dos peixes em diferentes estagios da vida, desde o crescimento
larval até a fase de juvenis e de adultos (BOEUF; PAYAN, 2001). A variacao de salinidade em
peixes marinhos e estuarinos pode afetar negativamente o crescimento e a sobrevivéncia das
espécies (BOEUF; PAYAN, 2001; HORA et al., 2016), quando o nivel de salinidade ndo € o
ideal para a realizacdo das atividades metabodlicas. Alguns trabalhos também t€m apontado que,
a exposicdo de peixes a diferentes salinidades pode influenciar a atividade das enzimas
digestivas pelo efeito da salinidade sobre o conteido do intestino, e desta forma afetar a
performance do crescimento (WANG et al., 1997, TSUZUKI et al., 2007). Isto ocorre em
funcdo de um maior gasto para a osmorregulacdo que pode variar de 10 a 50%, objetivando

manter a concentracdo adequada de sais nos fluidos corpéreos (BOEUF; PAYAN, 2001). Neste
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sentido, estudos sobre o efeito da salinidade na sobrevivéncia e crescimento de espécies
aqudticas € necessdrio por fornecer informacdes bdasicas e essenciais para o sucesso do cultivo.

Desta forma, o presente trabalho tem o objetivo de verificar o efeito de diferentes niveis
salinos sobre a sobrevivéncia, o desenvolvimento e a atividade de enzimas digestivas do peixe-

palhaco A. ocellaris.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Peixes e Ornamentais Marinhos
(LAPOM), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob autorizacdo do Comité de
Etica e Uso de Animais CEUA — UFSC N° 6177250219.

2.2.1 Manutencao dos reprodutores

Os reprodutores de peixe-palhaco A. ocellaris usados neste experimento foram
mantidos em dois tanques-rede, acomodados dentro de um tanque de 8.000 L ligados a um
sistema de recirculacdo fechada de 4gua do mar. A dgua do sistema de recirculacdo vem por
ponteira da praia de Mocambique, Florianépolis, SC. e passa por um tratamento com as
seguintes etapas: filtro de areia, skimmer, midias bioldgicas e filtro ultravioleta (UV) e
aquecimento em trocador de calor. A dgua chega aos tanques de 8.000 L, com temperatura de
25,5 - 27°C e salinidade 29 - 33%o.

As matrizes foram alimentadas trés vezes ao dia, até a saciedade aparente, com
alimentacdo variada (ra¢do comercial para peixes ornamentais marinhos e um paté composto
de peixe, lula, mexilhdo, ova de peixe e camardo preparado no proprio laboratério) visando
otimizar a reproducao.

Dois vasos de barro serviram como substrato para as desovas dos reprodutores. Apds a
verificacdo das mesmas, que ocorreram no mesmo dia, esperou-se um periodo de 6 a 7 dias até
que estivessem proximos a eclosdo, entdo os vasos com os ovos foram retirados para serem
incubados em aqudrio com aeracdo moderada constante, até a eclosdo dos ovos. A temperatura
de incubagdo foi mantida em 26 £ 0,7°C (média + desvio padrao), controlada com climatizador
de ar na sala de cultivo, sendo aferida uma vez ao dia com termdmetro de mercurio (precisao
de 0,1°C) e a salinidade mantida em 33 + 1%, medida uma vez ao dia utilizando refratbmetro

(Modelo RTS-101 ATC).
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2.2.2 Manutencao das larvas e delineamento experimental

Ap6s a eclosdo, as larvas foram mantidas em um aquério de 20 L, alimentadas trés vezes
ao dia com rotiferos Brachionus sp. a uma densidade de 20 rot/mL. No 3°DAE, as larvas foram
transferidas com auxilio de beakers de 100mL, para as unidades experimentais (recipientes
del5 L, volume util de 8 L) que continham dgua na mesma salinidade e temperatura do aquério
inicial onde estavam as larvas, afim de evitar choque osmético e térmico.

Foram testados quatro tratamentos com diferentes salinidades: 14, 21, 28 e 35%o, em
triplicata. Para aclimatacdo as diferentes salinidades, utilizou-se um sistema com a 4gua
previamente preparada em cada salinidade experimental, armazenada em uma vasilha acima
das unidades experimentais, sendo gotejada a uma taxa de diminuicdo de salinidade de 1,5 a
2%o por hora até que se atingisse a salinidade final. Para se chegar a salinidade de 35%o
adicionou-se agua a 37%o, também por gotejamento, até alcancar a salinidade desejada. Assim,
o tempo total necessdrio para todos os tratamentos atingirem a salinidade experimental desejada
foi de aproximadamente 12 horas. O fotoperiodo foi mantido em 16L/8E. A densidade de
estocagem utilizada foi de 50 larvas por unidade experimental (6,25 larvas L).

Para alimentacdo das larvas, do 3° ao 5° DAE foi ofertado o rotifero Brachionus sp. na
densidade de 5 rot/mL, enriquecido com produto comercial Epiffed®-LHF,de acordo com a
metodologia do fabricante. A partir do 6° dia, iniciou-se a transi¢do alimentar onde a densidade
alimentar usada a partir do 6° dia até o 18° foi de 5 alimentos vivo/mL, ofertado na propor¢ao
de 75% de rotifero e 25% Artemia sp. no 7° dia, 50% rotifero e 50% de Artemia sp.; no 8° dia,
25% de rotifero e 75% de Artemia sp.; e a partir do 9° dia, 100% de Artemia sp. A partir do 19°
dia, iniciou-se a ofertada da racdo INVE Desmame S-Park com 7% da biomassa e a Artemia
sp. na densidade de 3 ind/mL, trés vezes ao dia.

Os rotiferos utilizados para alimentar as larvas do experimento foram cultivadas
utilizando o produto comercial Epiffed®-LHF (Epicore Networks, USA) de acordo com a
metodologia do fabricante a salinidade da 4gua de cultivo ficou mantida em 26 e a temperatura
em 26°C. As Artemias sp. foram obtidas a partir da eclosdo de cistos (INVER Aquaculture,
EUA) os quais foram incubados em recipientes com volume de 5 litros de dgua, sendo usado 1
grama de cisto para 1 litro de 4gua, a salinidade da dgua foi mantida em 35 e a temperatura em
28°C.

Diariamente, antes da primeira alimenta¢do, as unidades experimentais eram sifonadas
uma vez ao dia, para remover restos de alimento e fezes do fundo, e a 4gua era reposta com

dgua previamente preparada um dia anterior, na salinidade ideal de cada tratamento. A taxa de



22

renovagao de adgua nos primeiros dias foi de 30% para evitar manejo excessivo € estresse aos
animais, sendo a mesma aumentada diariamente até chegar a 70%, com objetivo de retirar o
maximo possivel restos de alimento e manter a qualidade de d4gua das unidades experimentais.

Quando finalizada a reposicdo de 4dgua de todas as unidades, uma amostra de
aproximadamente 20 mL de dgua de cada unidade experimental era coletada para fazer a
contagem de alimento vivo residual, com intuito de manter a densidade de rotiferos e Artemia
sp. A alimentagdo foi ofertada trés vezes ao dia, a primeira pela manha (10:00h) e as outras
duas no periodo da tarde (14:00 e 18:00h).

O experimento iniciou com larvas no 3° Dia Ap6s a Eclosdo (DAE) e foi encerrado no
23° DAE (periodo em que completaram 100% da metamorfose, quando surge a terceira e tltima
banda corporal).

Para a biometria no inicio do experimento (3°DAE) foram amostrados um total de 5
larvas e ao final (23°DAE) foram amostrados o total de 48 animais (12 por tratamento). As
larvas foram capturadas aleatoriamente e eutanasiadas com 6leo de cravo (1,5mL/L). Em
seguida foram fotografadas na lupa (Leica, LAS EZ4HD, GER) e medidos através de programa
de computador (Leica, LAS EZ, GER) e pesadas em balanga analitica. Apds biometria, as larvas

foram armazenadas em tubos Eppendorf com dgua destilada e mantidas a -18° C.

A partir dos dados biométricos foram calculadas:

- Taxa de Crescimento Especifico em peso (TCE, %dia): TCE=100x [(Inpeso final -Inpeso

inicial) /tempo];

- Fator de Condicao (FC): FC=Peso/Altura3;

- Ganho de Peso: GP= (peso final — peso inicial) / peso inicial;

- Sobrevivéncia (S%): 100x [(nimero de sobreviventes no dia) / (nimero de larvas inicial -

nimero de juvenis amostrados no dia)].

2.2.3 Analise de enzimas digestivas

A andlise de determinacdo enzimdtica foi realizada no Laboratério de Bioquimica e

Biologia Molecular de Insetos, UFSC.
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2.2.3.1 Extrato enzimatico

Para obten¢do do extrato enzimético foram utilizadas 48 larvas inteiras (12 por
tratamento) as quais foram manualmente maceradas inteiras em Eppendorf com auxilio de um
pistilo em 1 mL de dgua de milli-Q. As larvas foram maceradas inteiras devido ao tamanho das
mesmas. O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante a
ser usado para realizagdo das andlises enzimdticas foi coletado e armazenado a -20°C até
posteriores andlises.

A atividade de quimotripsina foi testada com o substrato N-succunil-alanil-alanil-proil-
fenilalanil-p-nitroanilida (suc-AAPF-pNa) e a atividade de tripsina determinada a partir do
substrato N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilina (bz-R-pNa). Os ensaios foram realizados de
acordo com Erlanger, Kokowsky e Cohen (1961) e Delmar et al. (1979). Para tanto, utilizou-se
0,05 mL do homogeneizado e 0,05 mL do substrato a uma concentracao final em meio de reacdo
de 1 mM em tampao fosfato de sédio dibdsico 100 mM (pH 7,8). Aliquotas de 0,05mL do
sobrenadante e substrato-tampao foram recolhidas para placa de 96 pocos e as absorbancias
lidas a 410 nm no aparelho de leitura Tecan (Infinitepro, Califérnia, EUA). A unidade de
atividade (U) de enzima definida como a quantidade de enzima que catalisa a clivagem de 1
umol de substrato™", determinadas a partir da curva padrio de p-nitroanilina.As reacdes das
atividades de quimotripsina e tripsina foram lidas em quatro intervalos de tempo (30, 60, 90 e
120min) e (120, 240, 360 e 480 min) respectivamente em temperatura de 30°C.

A atividade amildsica foi determinada de acordo com o protocolo adaptado de
Noeltinge Bernfeld (1948), analisada através da deteccdo da presenca de grupos redutores na
reacdo com o dcido 3-5, dinitrosalicilico (DNS). O substrato preparado com solu¢do de amido
1% em tampao acetato de sédio 100 mM (pH 5,5). Para os ensaios foram utilizados 0,025 mL
do substrato-tampao e 0,025 mL do homogeneizado. As amostras foram incubadas em banho-
maria 30°C, e posteriormente testadas em quatro tempos (60, 120, 180 e 240 min.). A
interrupc¢do da reacdo foi realizada adicionando 0,1 mL de DNS. Apds a ultima interrupgao,
todos os tubos que continham as amostras foram cobertos com papel de aluminio e aquecidos
a 100°C por 5 min, e posteriormente adicionados 0,1 mL de dgua destilada e agitada em vortex.
As leituras foram realizadas em microplaca em absorbancia de 550 nm no equipamento TECAN
(Infinitepro, Califérnia, EUA). A atividade da amilase foi calculada em mili unidades (mU),
que equivale a 1 umol de glicose formado por minuto, determinadas a partir da curva padrdo

de glicose.
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2.2.4 Anadlise estatistica

Ap6s verificada a homocedasticidade (teste de Lavene) e a homogeneidade dos dados,
estes foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) com nivel de significAncia de 5%.
Quando detectada diferenca, foi utilizado o teste de Tukey para comparac@o entre médias. Aos
dados em percentual (taxa de sobrevivéncia e metamorfose) foi aplicado a transformacgado
angular, antes de serem analisados. A andlise estatistica foi realizada através do software

Statistic 2007 e os resultados foram apresentados como Média + Desvio Padrao (DP).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Qualidade de agua

As salinidades nos sistemas de 14, 21, 28 e 35%o, mantiveram-se respectivamente (14,15
+ 0,67%0; 21,16 £+ 1,24; 28%o0, 27,76 + 0,62; 35%0, 34,96 + 0,56). Em relacdo a qualidade de
agua a temperatura foi mantida em 26,19 + 0,03°C, o oxigénio em 5,96 + 0,27mg, e A amOnia
total ficou entre 0 e 0,25 em todos os tratamentos, o pH ficou entre 7,3 e 8, e o nitrito entre 0 e

0,25 em todos os tratamentos.

2.3.2 Sobrevivéncia e crescimento larval

A média de sobrevivéncia das larvas dos peixes-palhaco ao longo do experimento variou
de 70,2 a 96,5% (tabela 1). A maior taxa de sobrevivéncia foi observada na salinidade de 14 e
a mais baixa na salinidade de 21%o (P<0,05), enquanto que nas salinidades de 28 e 35%o a
sobrevivéncia foi similar e nao diferiu entre as demais salinidades.

Ao iniciar o experimento, as larvas com 3 DAE apresentavam o comprimento total de
4,47 + 0,33mm. No final dos 21 dias de experimento, os peixes que foram submetidos a
salinidade de 35%o obtiveram um crescimento como comprimento total superior quando
comparado somente a 14%o (P<0,05). As larvas mantidas nas faixas intermedidrias de
salinidade (21 e 28%o) ndo apresentaram comprimento diferente quando comparados as demais

salinidades (p>0,05).
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Tabela 1 - Parametros zootécnicos (média + DP) durante a larvicultura (21 dias) do peixe palhagco Amphiprion
ocellaris em diferentes salinidades.

Sobrevivéncia Comprimento
Salinidade (%o) Fator de condiciao
(%) (mm)
14 96,49 +4,01a 12,04 + 0,63b 1,74 £ 0,08ab
21 70,18 £ 7,6b 12,49 £ 0,72ab 1,84 +£0,13*
28 77,19 + 5,48ab 12,67 £ 0,54ab 1,72 £ 0,095
35 77,19 £ 17,12ab 13,11 £ 0,89a 1,85 +0,19*

*Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05)

Com relagdo ao fator de condicdo, ndo houve diferenga estatistica entre as larvas
submetidas nas salinidades de 21 e 35%o, apenas quando comparada as larvas submetidas a
salinidade de 28%o (Tabela 1).

Os dados da taxa de crescimento didrio (mm.dia') das larvas mostraram diferenca
significativa entre a menor e a maior salinidade testada, com o melhor crescimento a 35%o

(Figura 2).

Figura 2 - Crescimento didrio em comprimento
(mm.dia™") (média + DP) de larvas de Amphiprion
ocellaris submetidas a diferentes salinidades por
21 dias. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os tratamentos.
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O peso umido médio inicial foi de 0,7mg e ao final do experimento, este teve um
incremento de quase 60 vezes, sendo significativamente maior nas larvas cultivadas na
salinidade 35%o, em relacdo aos demais tratamentos (Figura 3). Este mesmo padrio foi
observado para a taxa de crescimento especifico em peso, cujas as larvas submetidas a
salinidade de 35%o foi significativamente maior (17,6 + 0,94a) em comparacdo aos demais

tratamentos (14%o: 16,35 + 0,86b; 21%0:16,81 + 0,56b; 28%0: 16,76 + 0,58b).
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Figura 3 — Peso umido (média+ DP) por larva de
Amphiprion ocellaris submetidas a diferentes
salinidades por 21 dias. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os tratamentos
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Em relacdo ao ganho de peso, foi observado nas larvas maior incremento com diferenga

significativa para o tratamento de salinidade 35%o, quando comparado aos demais tratamentos

(Figura 4).

Figura 4 — Ganho de peso (média + DP) por larva
de Amphiprion ocellaris submetidas a diferentes
salinidades por 21 dias. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os tratamentos.
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2.3.3 Metamorfose

As larvas de Amphiprion ocellaris iniciaram o processo de metamorfose no 6° DAE, em
todos os tratamentos, sem diferenca estatistica entre eles (p>0,05). Com base na figura 5, pode-
se observar que no 10° DAE, mais de 70% dos animais j4 haviam iniciado o processo de
metamorfose, e que na salinidade de 14%o, haviam mais animais que haviam sofrido a
metamorfose em relacdo aos demais tratamentos. A partir do 11° DAE tornou-se invidvel a

contagem das larvas que estavam iniciando o processo de metamorfose, em func¢do do
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comportamento de cardume e intensa movimentacdo das larvas. Todavia, as que faltavam
metamorfosear eram de f4cil reconhecimento pela falta de colorag@o nas bandas corporais.

No 14°DAE foram observadas as primeiras larvas com metamorfose completa nos
tratamentos (surgimento da terceira e dltima banda), sem diferenca estatistica entre 0s mesmos.
O experimento foi conduzido até que todas as larvas em cada tratamento apresentassem a

metamorfose completa, estendendo-se até o 23° DAE.

Figura 5 - Porcentagem (média + DP) de larvas de Amphiprion ocellaris
iniciando a metamorfose (surgimento da primeira banda) do 6° ao 10°DAE
(Dias Ap6s a Eclosdo) quando submetidas a diferentes salinidades. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos.
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2.3.4 Atividade da Tripsina, Quimotripsina e Amilase

A atividade especifica de tripsina, de quimotripsina e de amilase estao representadas na
figura 6.

A atividade da tripsina e quimotripsina foi mais alta nas larvas submetidas a salinidade
28%o, sendo que a atividade de tripsina somente ndo diferiu das larvas submetidas a salinidade
21%o0 (P<0,05). Os valores da atividade especifica de amilase foram superiores nas larvas
submetidas a salinidade de 35%o em relacdao as demais salinidades, mostrando um incremento

de atividade de até 4 vezes nesta condigao em relagao a 14%eo.
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Figura 6 - Atividade especifica (média+ DP) de tripsina, quimotripsina e
amilase de larvas de Amphiprion ocellaris submetidas a diferentes
salinidades. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos.
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2.4 DISCUSSAO

A sobrevivéncia das larvas encontrada neste trabalho variou de 70,2 a 96,5% entre as
salinidades de 14 a 35%o. Pesquisas tém mostrado sobrevivéncia entre 45 a 95% na larvicultura
de peixes-palhaco Amphiprion sp. (ARVEDLUND; LARSEN; WINSOR, 2000; MADHU, et
al., 2006; OLIVOTTO et al., 2008; YE et al., 2011; DHANEESH et al., 2012; GHOSH et al.,
2012; MEDEIROS, 2013; NASS, 2013). Essa variacdo na taxa de sobrevivéncia pode ser
atribuida a diversos fatores como diferentes espécies utilizadas, protocolos de manejo, e
densidades distintas. A 6tima sobrevivéncia das larvas em todos os tratamentos testados da
presente pesquisa pode ser conferida a densidade larval utilizada. Em estudo com outra espécie
do género Amphiprion, Medeiros (2013) utilizou uma densidade de estocagem superior (16,8
peixes.L'!) ao deste estudo (6,25 peixes.L™!), o que pode ter aumentado a competicio por
alimento e espaco, causando estresse larval, e assim reduzindo a sobrevivéncia e o crescimento
em densidades mais altas.

Além da competicdo por espaco e alimento, outros fatores podem influenciar o
crescimento de peixes teledsteos como o fotoperiodo, a temperatura e a salinidade (BOEUF;
PAYAN, 2001). Alguns autores t€ém estudado o efeito da salinidade sobre crescimento dos
peixes (PARTRIDGE; JEKINS 2002; EROLDOGAN; KUMLU; AKTAS, 2004; MARTINEZ-
PALACIOS et al., 2004; WADA; ARITAK; TANAKA, 2004).

Nas condicdes do presente estudo, de forma geral, os melhores resultados de

desempenho zootécnico (comprimento, crescimento didrio, peso imido e ganho de peso) foram
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observados nas larvas submetidas a salinidade mais alta (35%o). Alguns peixes marinhos
toleram a variagdo de salinidade, entretanto parte da energia metabdlica que poderia ser
investida no desempenho zootécnico, passa a ser usada no processo osmorregulatério
(MARAIS, 1978; MOSER; MILLER, 1994), o que pode justificar menor desempenho
zootécnico nas larvas que foram submetidas a salinidades mais baixas, em especialmente a
14%o.

Os resultados do presente estudo indicam que, nas condi¢des testadas, a salinidade mais
indicada para a larvicultura de A. ocellaris seria 35%o, salinidade em que este peixe €
naturalmente encontrado.

A salinidade ndo teve influéncia na porcentagem de larvas que iniciaram a metamorfose
nos diferentes tratamentos no 6°DAE, sendo que a partir do 10°DAE, mais de 70% j4 tinham
dado inicio a este processo. De forma geral, o inicio da metamorfose das larvas neste
experimento ocorreu mais cedo quando comparado a outros estudos como Madhu ez al. (2006)
e Olivotto et al. (2011), que observaram que as larvas de A. ocellaris iniciaram este processo
entre os dias 9-10 e 9-12, respectivamente, trés dias mais tarde do que neste estudo. Apesar
desta diferenca, no presente estudo, as larvas finalizaram o processo de metamorfose a0 mesmo
tempo, independente da salinidade testada.

A salinidade parece ndo ter afetado de forma clara a atividade da quimotripsina e da
tripsina, entretanto, maior atividade da amilase ocorreu em 35 %o. Este aumento da atividade
da amilase foi acompanhado pelo maior desempenho zootécnico nesta salinidade. De acordo
com Moutou, Panagiotaki € Mamuris (2004), a salinidade pode influenciar a atividade de
enzimas digestivas, afetando o desempenho dos animais.

A baixa atividade de proteases e alta atividade da amilase encontrada na presente
pesquisa podem estar relacionadas ao habito alimentar da espécie em estudo, considerada
onivora (Khoo et al. 2018) pois em ambiente natural consome grande variedade de presas entre
crustaceos, copépodes, larvas de tunicados e algas (FAUTIN; ALLEN 1992). Espécies onivoras
e herbivoras possuem baixa atividade de proteases e alta de amilase em comparacdo aos

carnivoros (HIDALGO; UREA; SANZ, 1999).
CONSIDERACOES FINAIS
Neste estudo os resultados mostraram melhor peso e ganho de peso, e maior atividade

da amilase nas larvas submetidas a salinidade de 35%.. Entretanto as larvas submetidas as

salinidades de 14 a 28 %o 0s peixes mostraram bom crescimento e boas taxas de sobrevivéncia,
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viabilizando assim o cultivo das larvas de Amphiprion ocellaris nestas condi¢des. Contudo
deve-se levar em consideracdo que para as larvas submetidas a salinidade de 14%o tem uma
perda em crescimento de 8.16% o equivalente a 1.07mm.

O cultivo de A. ocellaris em salinidades mais baixas pode contribuir consideravelmente
com a reducao dos custos de produ¢do, uma vez que o processo de salinizacdo da dgua pode ter
um custo alto para os produtores que ndo tem acesso a 4gua do mar.

Neste sentido mais estudos sao necessarios para avaliar a influéncia da salinidade sobre
a espécie A. ocellaris, em outras fases de cultivo (juvenil até adulto).

O prosseguimento desta pesquisa se faz necessario devido ao grande potencial de cultivo
que a espécie apresenta, a fim de desenvolver um pacote tecnolégico para aumentar sua

producdo em cativeiro.
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