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RESUMO

O peixe-palhaco Amphiprion ocellaris € um peixe ornamental marinho. Esta é uma
espécie comum na aquariofilia e sua tecnologia de producdo é simples. Uma vez que a
producdo de espécies ornamentais requer menor volume de agua do que espécies de corte, a
producdo de espécies ornamentais marinhas pode ser feita mais facilmente em regibes
distantes do litoral, utilizando sistemas de recirculagdo de agua (SRA) e agua marinha
artificial. Nos dltimos anos houve uma diminuicdo nas exportacdes e aumento do valor de
importacdes de peixes ornamentais no Brasil, isso reforca o potencial e a necessidade da
criacdo de peixes ornamentais no pais. O objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho, as
respostas de estresse oxidativo e os custos de producdo de juvenis de A. ocellaris em baixa
salinidade, utilizando &gua salinizada artificialmente. Os juvenis foram criados por 60 dias em
quatro SRA com agua marinha artificial nas salinidades 5, 15, 25 e 35%.. Todos 0s peixes
morreram na menor salinidade, mas as sobrevivéncias foram acima de 90% para as demais
salinidades testadas. Nenhuma diferenca foi encontrada para crescimento e demais parametros
zootécnicos observados, mas o numero de iondcitos aumentam a medida que se eleva a
salinidade. A atividade da GST (Glutationa S-Tranferase) foi significativamente menor na
salinidade 25%o, mas ndao foram observadas diferencas para ACAP (Capacidade total frente a
um radical peroxil) e TBARS (lipoperoxidagdo) entre as salinidades. Os custos de producao
referentes a salinizagcdo é reduzida em 57% para os peixes produzidos a 15%. quando
comparados com 35%.. Um segundo experimento avaliou a sobrevivéncia e as respostas de
estresse oxidativo para juvenis de A. ocellaris submetidos ao choque salino. Os peixes foram
transferidos de 15 para 35%o ¢ ndo foram observadas mortalidades ap6s um periodo de 7 dias.
TBARS e GST néo foram afetados pelo choque salino, mas a ACAP aumentou 1h depois da
transferéncia de 15 para 35%o e continuou elevada. Os resultados deste estudo demonstram
que a producdo de juvenis de A. ocellaris tem menor custo na salinidade 15%. e esta nédo

causa problemas relacionados a sobrevivéncia, crescimento ou respostas de estresse oxidativo.

Palavras-chave: crescimento; estresse oxidativo; iondcitos; SRA, salinizagdo



ABSTRACT

The clownfish Amphiprion ocellaris is an ornamental marine fish. It is a common
species in the aquarium industry and rearing technology is simple. Since the production of
ornamental species requires a smaller volume of water than that of table fish, the production
of marine ornamental species can be done more easily inland, using recirculating aquaculture
systems (RAS) and artificial seawater. In recent years, there was a reduction on exports and
an increase on imports of ornamental species into the Brazilian market, which favors the
development of the local ornamental aquaculture industry. The objectives of this work were to
evaluate the performance, oxidative stress responses, and the cost of production of juvenile A.
ocellaris reared in low salinity, using artificial seawater. Fish were reared for 60 days in four
RAS at different salinities: 5, 15, 25, and 35%o.. All fish died at the lowest salinity, but
survival was above 90% for all other salinities tested. There was no significant difference for
growth, but the number of ionocytes increased with salinity. The activity of Glutathione S —
Transferase (GST) was significantly lower at 25%o, but no significant differences were
observed for lipoperoxidation measured by TBARS and ACAP (total antioxidant competence
against peroxyl radicals) among salinities. The production costs related to artificial seawater
were reduced by 57% for fish reared at 15%o compared to fish reared at 35%0. A second
experiment evaluated survival and oxidative stress responses of juvenile A. ocellaris
submitted to acute saline shock. Fish were transferred from 15 to 35%o and no mortalities
were observed after 7 days. TBARS and GST were not affected by the saline shock, but
ACAP was improved 1h after the transference from 15 to 35%o and remained elevated
thereafter. The results of this study reveal that production of juvenile A. ocellaris has a lower
cost at 15%o0 and in this condition there are no problems related to survival, growth, and

oxidative stress responses.

Keywords: growth; ionocytes; oxidative stress; RAS; salinity
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquariofilia € um dos ramos da aquicultura no qual é feita a produgdo de organismos
para uso ornamental, que embora ndo tenha um elevado volume de comercializa¢do, tem um
alto valor agregado (FAO, 2014). Considerando que a legislacdo brasileira trata qualquer
peixe como ornamental desde que sua producdo tenha esta finalidade (IBAMA, 2008),
podemos inferir que a aquariofilia, ou aquarismo, ¢é a atividade de manter peixes e demais
organismos aquéaticos em ambientes limitados pessoais ou publicos que possuam o intuito de
ornamentar, decorar, trazer conhecimentos e/ou consciéncia ambiental. Segundo LIMA et al.
(2001), o nascimento da aquariofilia ocorreu em 1596, quando o chinés Chang Chi’em-Té
escreveu um livro intitulado Chu Sha YuP’u, que significa Livro do Peixe Vermelho, onde o
autor descreveu os manejos realizados em seu “aquario”. Os mesmos autores relatam estudos
que indicam o inicio da atividade no Brasil em 1922, quando japoneses apresentaram aquarios
ornamentais simulando os jardins da cultura oriental no estado do Rio de Janeiro durante uma
exposicdo. Entretanto, foi em 1926 que teve inicio a piscicultura ornamental no pais, quando

Shigueiti Takase trouxe peixes ornamentais da Asia (LIMA et al., 2001).

1.1 Aquicultura ornamental no mundo e no Brasil

Segundo RIBEIRO (2007), o setor de peixes ornamentais € um componente
significativo do comércio internacional, sendo que a importancia desta indistria estd no
grande potencial em contribuir para o desenvolvimento sustentavel de recursos aquaticos. A
criacdo peixes ornamentais estd entre os setores mais lucrativos da piscicultura, pois a
atividade representa uma opcdo com custo de implantacdo relativamente baixo, e elevada
rentabilidade para piscicultores familiares, servindo como possibilidade de melhoria da
situagdo econdmica (REZENDE, 2010).

A maioria das espécies ornamentais comercializadas no mundo tem os Estados Unidos
como destino, sequido pela Europa e Japdo (SMITH et al., 2008; RHYNE et al., 2012). Ainda
segundo esses autores, mais de um bilhdo de animais vivos foram importados pelos Estados
Unidos entre os anos 2000 e 2005, dos quais 60% eram aquaticos, majoritariamente
representados por peixes, que quando classificados corretamente em espécies tropicais (87,5%
no ano de 2005) estavam divididos em marinhos (42,1%) e de agua doce (45,4%), sendo
97,6% dos organismos marinhos selvagens. O Sudeste Asiatico, Oceania, Norte da America
do Sul e Trinidad e Tobago sdo os locais de origem mais comuns das importacdes para
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aquarismo. Foi registrado o ingresso de mais de 11 milhdes de peixes marinhos nos Estados
Unidos em 2004 e 2005, representantes de 1802 espécies de 125 familias (RHYNE et al.,
2012).

Relacionando os anos de 2008 e 2009, o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA)
observou uma diminuigéo da exportacao de peixes ornamentais em 26% do volume e aumento
do faturamento em 25%. Assim este bem apresentou aumento médio no prego de 69%, e por
ndo ter um produto similar, demonstra ser de demanda inelastica, ou seja, os valores de venda
ndo exercem tanta influéncia sobre a quantidade comprada. Quanto a importacdo de peixes
ornamentais, em 2009 o Brasil aumentou suas compras em 28% em quantidade e 11% em
valor (MPA, 2013). Esses dados ilustram o potencial que o aquarismo demonstra e a
necessidade do aumento da producéo brasileira de organismos ornamentais.

A expansdo da aquariofilia no Brasil favoreceu o desenvolvimento de novos polos de
piscicultura ornamental, que se tornaram mais expressivos a partir da década de 1980, com
destaque para Muriaé/MG, Mogi das Cruzes/SP, Magé/RJ, Recife/PE, Salvador/BA,
Fortaleza/CE e Cascavel/PR, onde quase a totalidade dos produtores tem o perfil de agricultor
familiar (REZENDE, 2010). LIMA (2010) diz que alguns estados estdo aprimorando a
producdo de peixes-palhagos em produgdes particulares na Bahia, Pernambuco, Parana, Rio
de Janeiro, Santa Catarina e S&o Paulo, incitando a necessidade de maiores informacGes
produtivas sobre a espécie. A producdo de peixes ornamentais marinhos é interessante,
servindo como um produto alternativo e de maior valor agregado aos pequenos produtores e
industrias do ramo distantes do litoral, sendo que DHANEESH et al. (2012) afirmam que
consideracdes econdmicas sobre a aquicultura de espécies de agua marinha ou estuarina
poderiam ser um atrativo as de agua doce. Para isso, além da salinizacdo, € importante a
utilizacdo de sistemas de recirculacdo de agua (SRA).

A utilizacdo de sistemas de recirculacdo tem crescido nos Gltimos 30 anos gracas as
pesquisas e produgdes comerciais que utilizam este sistema em suas atividades (TIMMONS
& EBELING, 2010). Segundo os mesmo autores, sistemas de recirculagdo possuem uma série
de vantagens frente a outros regimes de producdo aquicolas como a economia de &gua gracas
a filtragem bioldgica, maior controle das variaveis abidticas, menor risco de escape de
especies exoticas ou geneticamente modificadas, menor vulnerabilidade a doencas, maior
produtividade, além de permitir a producdo em locais de clima inicialmente inadequado para
determinada espécie, ou no caso especifico da producdo de peixes ornamentais marinhos,

longe do litoral.
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1.2 Pomacentrideos e Amphiprioninae

A Familia Pomacentridae, pertencente a Ordem dos Perciformes, é a mais explorada
no mundo, sendo desta 0s cinco maiores representantes marinhos que somam 76% do nimero
de peixes ornamentais importados para os Estados Unidos. (RHYNE et al., 2012) Os mais
populares representantes desta Familia pertencem a Subfamilia Amphiprioninae, que possui
30 especies (THORNIHIL, 2012) divididas em dois géneros, Amphiprion e Premnas,
respectivamente com 29 e uma espécie. Estas espécies habitam recifes da regido oeste dos
oceanos Indico e Pacifico. No indico desde a costa oeste da Africa, Mar Vermelho até as Ilhas
do Pacifico aonde sua distribuicdo vai do norte de Téquio, Japdo até o sudoeste australiano
(THORNIHIL, 2012; FAUTIN & ALLEN, 1992). Para melhor classificagdo, os peixes dessa
Subfamilia estdo divididos em seis grupos ou complexos, que possuem comportamento e
morfologia similares. Estes grupos sdo o Complexo Tomato; o Complexo Clarkii; o
Complexo SaddleBlack; o Complexo Percula; o Complexo Skunk e o Complexo Maroon
(BRIGHTWELL, 2006).

1.3 Amphiprion ocellaris, variedade “Black”

Dentre os representantes da Subfamilia Amphiprioninae, existe uma que se destaca no
mercado ornamental, o Amphiprion ocellaris, popularmente conhecido como falso peixe-
palhago, peixe-anémona e nas Ultimas décadas como “Nemo”. Esta espécie é de coloracéo
geralmente laranja brilhante, possui trés bandas brancas circundadas de estreitas linhas pretas
e 11 (raramente 10) espinhos na nadadeira dorsal (FAUTIN & ALLEN, 1992).

Existem, segundo TIMM & KOCHZIUS (2008), quatro clds genéticos de falsos
peixes-palhaco, que se distribuem sobre a regido oeste dos oceanos Indico e Pacifico de
acordo com as marés e seu periodo larval planctdnico. Além de clas genéticos, essa espécie de
peixe-palhaco é a Unica onde ocorre naturalmente o melanismo (FAUTIN & ALLEN, 1992;
MADHU & MADHU, 2007). Este melanismo confere ao peixe tonalidades negras ou
marrons nas partes comumente pigmentadas de tons laranja. As variedades melénicas de A.
ocellaris tem distribuicdo geogréfica especifica, assim segundo MADHU & MADHU (2007),
os falsos peixes-palhagco marrons ocorrem no litoral de duas ilhas indianas, Andaman e
Nicobar, e os totalmente pretos na provincia de Darwin, Australia (FAUTIN & ALLEN,
1992). Apesar de natural, 0 melanismo passa ser uma caracteristica peculiar da espécie
tornando as variedades preta ou “Black” e marrom ou “Brownish” mais raras € com maior
valor de mercado. Segundo GOUVEIA & REMA (2005), a cor desempenha um importante

3
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papel na aceitacdo do peixe e além da forma, tipo de nadadeira e tamanho é um fator que afeta
0 preco de mercado. De fato, essas variedades chegam a custar duas ou trés vezes mais do que
o falso peixe-palhago laranja, assim além de representar uma diversidade de mercado, as

variedades podem melhorar os ganhos produtivos.

1.4 Beneficios da producéo de peixes marinhos ornamentais

Os ambientes de recife, além de expor grande diversidade bioldgica, servem como
fonte de alimento, abrigo e local de reproducéo, e embora ele ocupe menos de 1% da area dos
oceanos sao responsaveis por mais de 25% da diversidade das espécies marinhas
(THORNHILL, 2012), sendo desse habitat extraidos a maioria dos organismos ornamentais.
Estima-se que aproximadamente 11 milhdes de peixes sdo retirados por ano dos recifes para
fins de ornamentacdo (RHYNE et al., 2012). Este dado é bastante alarmante, pois embora se
conheca a técnica de reproducdo de peixes-palhagco em cativeiro, tem ocorrido uma
diminuicdo de seus estoques naturais devido a explotacdo dos espécimes (WABNITZ, 2003),
e que a aquariofilia marinha se baseia em apenas 5% de organismos produzidos em cativeiro
(THORNHILL, 2012). Este fato, somado ao que a industria movimenta milhdes de dolares,
cria uma atmosfera bastante favoravel para a criagdo em cativeiro.

Uma das questdes que podem ser levantadas quanto a aquariofilia, principalmente de
espécies exoticas, é o risco de fuga e estabelecimento da espécie no ambiente. Episddios
problematicos com espécies exdticas podem ser vistos na Costa do Atlantico com a presenca
do peixe-ledo (LUIZ et al., 2013), que também ja foi documentado no Brasil. Porém este risco
€ menor em sistemas de recirculacéo e, sobretudo em regiGes distantes do litoral.

Ao longo dos anos, a partir de cruzamentos e manejos, foi obtida uma série de
variedades criadas em empresas especificas de producdo ornamental. Dentre as empresas de
producdo de peixes-palhaco, pode-se citar a Ora, nos Estados Unidos, que detém uma série de
linhagens e variedades que diversificam a quantidade de peixes-palhaco comerciais. Como
afirmado para as espécies melanicas, sem entrar em méritos éticos de producdo destas
variedades, ¢é inegavel salientar que elas possuem um maior valor de mercado, e chamam a
atencdo do consumidor pela peculiaridade, desestimulando a explotacdo e consequentemente

sendo vantajosas ao produtor.
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1.5 Peixes-palhaco e sua producéo

Segundo WITTENRICH (2007), a reproducdo de peixes-palhaco € realizada desde o
inicio de 1900 obtendo um crescimento comercial na década de 1950 e atualmente é de
simples reproducdo inclusive para piscicultores ornamentais iniciantes. No Brasil a producéo
é realizada desde 1984 quando Alceu Roberto Catalo de Castro trouxe para o pais exemplares
de peixe-palhaco, sendo produzidos na Bahia e vendidos nas regides Sul e Sudeste, além do
préprio estado (LIMA et al., 2010). Podemos considerar frente ao tempo de produtividade de
peixes ornamentais dulcicolas, que a atividade produtiva de ornamentais marinhos é recente.
Exatamente por este fator, somado a facilidade de criacdo da espécie, é que cremos ser esta
interessante para estudos de produ¢do marinha interiorana, ainda que apesar das facilidades de
criacdo, alguns gargalos ainda precisem ser estudados na producao de peixes-palhaco.

Diversos estudos tém sido realizados para solucionar problematicas como a coloracéao
do peixe criado em cativeiro em resposta a influéncia da luminosidade (YASIR & QIN, 2009)
e de dietas (YASIR & QIN, 2009; YASIR & QIN, 2010), assim como a necessidade de acidos
graxos na larvicultura (OLIVOTTO, 2011) e estudos de identificacdo de doencas (PIRARAT
et al., 2011). Porém nao foram encontrados estudos com salinidade para juvenis em producéo.
Segundo OLIVOTTO (2011), além da importancia para a producdo ornamental, o peixe-
palhago A. ocellaris deve ser considerado um modelo de estudos fisiologicos pelas facilidades

de manté-lo em laboratorio,na larvicultura e alimentago.

1.6 Possibilidades da producéo de peixes ornamentais marinhos longe do litoral

Segundo MEDEIROS (2013), as maiores producdes de peixe-palhaco do Brasil estdo
alocadas no estado de S&o Paulo, sendo bem timidas e utilizando para sua funcionalidade,
agua marinha artificial. Esta informacdo corroborada com o desenvolvimento dos polos de
pisciculturas ornamentais brasileiros descritos no item acima e a citacdo sobre a producéo
marinha ornamental fora da costa de TLUSTY (2002), levam a crer que ensaios para o
aperfeicoamento das tecnologias de producdo distante do litoral sdo necessarios, sendo a
salinidade uma questéo relevante.

Segundo DHANEESH et al. (2012), estudos de adaptacdo de peixes-palhaco a
salinidade sdo limitados e embora uma série de estudos sobre o efeito da salinidade no
crescimento e sobrevivéncia de outras espécies de peixes marinhos e dulcicolas tenham sido
realizados (SAMPAIO et al., 2002; RESLEY et al.,2006; SAMPAIO et al., 2007;
LARUMBE-MORAN et al., 2010), estes abordam a utilizacio de NaCl ou dilui¢bes de agua

5
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do mar, logo ndo estdo num contexto de utilizagdo de &gua marinha artificial. Ao utilizar
diferentes sais comerciais, comparando-os com agua do mar diluida, foi observado que
diferentes sais marinhos influenciaram os resultados de sobrevivéncia na larvicultura do
camarao Macrobrachium rosembergii (COOPER & HEINEN, 1991).

Sais marinhos artificiais comerciais sdo feitos a partir da extracdo de sais, presentes
em maior concentracdo em agua marinha (cloreto e s6dio) do proprio mar ou de outras fontes
salinas, como pocos de agua salgada. Apds a extracdo, estes sais sdo suplementados com o0s
demais componentes idnicos presentes na agua do mar. Cada empresa possui um protocolo de
suplementacdo e um local de extracdo que proporciona diferentes caracteristicas e valores
comerciais aos sais marinhos artificiais.

Existem também empresas que formulam os sais a partir de produtos totalmente
sintéticos que conferem da mesma forma uma caracteristica especifica da marca. A média de
custo final de sais marinhos ao consumidor é de R$ 20,00 por quilo. Em nossos experimentos
foi utilizado o sal marinho Red Sea (EUA), marca referéncia na aquariofilia, sendo que seus
maiores componentes (cloreto e sddio) sdo extraidos do Mar Vermelho e suplementados para,
de acordo com o tipo de organismo mantido no aquario, atingir os niveis minimos garantidos
pelo fabricante. Neste contexto, para que o mercado se expanda, € necessario investigar
fatores que possibilitem uma reducdo dos custos, sendo um dos principais para a producgéo
ornamental marinha distante do litoral, a reducdo da salinidade e suas implicages.

O quadro geral de regulacdo osm@tica tanto para peixes de dgua doce quanto para
espécies marinhas é razoavelmente claro, desde que os 6rgédos e tecidos osmorregulatorios
(brénquias, rim, trato gastrointestinal, bexiga urinaria e figado nos reguladores ureotélicos)
foram identificados (BOEUF & PAYAN, 2001). Segundo SCHMIDT-NILSEN (2002), os
fluidos corporais dos peixes teledsteos se mantém em uma concentra¢do em torno de 1/3 da
agua do mar que corresponde a uma salinidade de 11-12%.. Assim, segundo 0 mesmo autor,
os teleGsteos osmorreguladores tém um gasto energético para manter seus fluidos nesta
concentracéo.

Segundo BOEUF & PAYAN (2001), a salinidade é um fator determinante que age
através de receptores aumentando ou diminuindo o crescimento. Os mesmos autores
concluem em sua revisdo que peixes marinhos e de dgua doce apresentam maiores taxas de
crescimento/desenvolvimento em salinidades intermediarias, optando muitas vezes os juvenis
por ambientes entre 8 e 20%o para um 6timo desenvolvimento. Para peixes-palhaco e demais
teledsteos, a salinidade age de forma diversa em cada espécie e fase de vida. Para KUMAR et
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al. (2010), as melhores condi¢bes de reproducdo para Amphiprion sebae, incluem uma
salinidade entre 22-24%,. Contudo segundo DHANEESH et al. (2012), uma salinidade entre
20-25%0 diminui a sobrevivéncia das larvas de Amphiprion akallopisos. De acordo com
MEDEIROS (2013), larviculturas de Amphiprion. clarkii feitas em 20%o apresentam melhores
resultados independente da temperatura. Porém poucas informacfes sdo encontradas sobre a
salinidade em juvenis de peixe-palhaco.

1.7 Bem estar fisioldgico e seus indicadores para peixes

O bem estar em peixes ndo é precisamente definido, uma vez que uma série de fatores
podem ser utilizados como indicador de estado fisioldgico qualitativo. De fato, segundo
VOLPATO et al. (2007), o bem estar em peixes ndo deveria ser avaliado fisiologicamente,
mas sim por liberdades e preferéncias, porém para alguns autores, a avaliacdo fisioldgica ou
comportamental é cabivel (BARCELLOS et al., 2007; KORALEVIC et al., 2014; BROWN,
2015). Peixes, bem como demais animais de producéo séo seres considerados sencientes, ou
seja, possuem a capacidade de sentir um conjunto de alteracbes como dor, fome, perigo e
interpretar que uma situacao ja vivida ou vivenciada circunstancialmente possa Ihe trazer os
mesmos resultados preteritamente ocorridos (PEDRAZZANI, 2007). De fato, embora exista a
avaliacdo das preferéncias para 0 bem estar, em cativeiro esta abordagem pode ndo ser
possivel. Assim se faz necessario a utilizacdo de fatores que indiquem a qualidade de vida do
organismo frente a situacdo em cativeiro. Para a avaliacdo fisioldgica frente a uma situacao
ambiental sdo utilizados marcadores, ou biomarcadres, que utilizados de forma correta trazem
respostas sobre o organismo em determinada circunstancia (MACHADO et al., 2013).

A histologia inicialmente descrevia a morfologia das células e tecidos, entretanto ela
focada na funcdo celular para o tecido possibilita esclarecer a funcéo fisioldgica da célula, no
caso dos peixes, por exemplo, as func@es fisiologicas da osmorregulacdo (VERLAG, 1982).
Através da contagem e avaliagdo morfologica de celulas dos diversos tecidos, é possivel se
fazer inferéncias de metabolismo, por exemplo, com a contagem de iondécitos (UCHIDA et
al., 1996). Os iondcitos, também conhecidos com células de cloreto ou células ricas em
mitocondrias, sdo células especificas responsaveis pela ionoregulagédo de peixes. Estas células
oscilam sua configuracdo funcional e morfoldgica de acordo com a espécie e 0 ambiente
(concentracdo osmatica) que ela esté inserida (KANG et al., 2012; HSU et al., 2014)

Outro importante marcador de metabolismo adequado para organismos aerobios é a
relacdo entre espécies pro e antioxidantes que podem danificar moléculas do mesmo, quando
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este se encontra em situacao fisiologica, ambiental ou patoldgica inadequada, fazendo com
que seu metabolismo ndo consiga neutralizar as espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas
naturalmente na respiragdo mitocondrial e seus consequentes danos (BANERJEE, 2008), logo
alterando seu bem-estar. Os processos celulares para detoxificacdo do organismo sdo
divididos em trés fases, cada uma composta por componentes e reacfes que levem a I-
reduzir, oxidar ou hidrolisar a molécula tdxica, Il- conjugar a molécula intermediaria,
tornando-a menos tdéxica e Ill- catabolizar o conjugado para que este possa ser mais
facilmente excretado (VAN DER OOST, 2003). Varias enzimas estdo envolvidas no
metabolismo oxidativo e podem ser ativadas dependendo da necessidade ou fator de estresse,
além dos diversos processos ndo enzimaticos que servem como moléculas antioxidantes
(ascorbato, tocoferol, carotenoides, glutationa, etc) (WINSTON, 1998; AMADO, 2009). A
acao destas enzimas e moléculas antioxidantes versus um ambiente ou molécula pré-oxidante
constitui o balango redox do organismo, que pode estar sofrendo estresse oxidativo se a acao
pro-oxidante superar a antioxidante evidenciando dano lipidico, proteico ou no DNA (VAN
DER OOST, 2003). Ou seja, a mensuracdo de diversas enzimas sem a avaliacdo de um dano
ndo permite sugerir um estresse oxidativo. Portanto € interessante avaliar enzimas primarias,
danos e a capacidade do organismo neutralizar espécies EROs, uma vez que o balanco redox
que tende a interpretar o ambiente como moderadamente pré-oxidante também pode ser
benéfico, sinalizando processos de protecdo, diferenciacdo ou proliferacdo celular
(BANERJEE, 2008). Alguns autores estudaram a relacdo entre as espécies pro e
antioxidantes, que oscilam seu balanco de acordo com a configuracdo fisioldgica do
organismo frente ao ambiente hiposmdtico ou hiperosmético (MARTINEZ-ALVAREZ,
2002; PARK et al., 2011), sugerindo estes marcadores como resultados téo relevantes quanto
0 nivel de cortisol. Estes parametros histoldgicos e biogquimicos, somados as avaliaces
pertinentes a producdo aquicola permitem avaliar qual o efeito da salinidade sobre peixes
ornamentais marinhos produzidos em agua marinha artificial revelando significativos avancos

na producao ornamental marinha.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Estudar a produgdo de juvenis do peixe-palhago A. ocellaris “Black” em
diferentes salinidades de agua marinha artificial, avaliando o seu desempenho

zootécnico e bem estar fisiologico.

2.2 Objetivos Especificos
Avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de A. ocellaris “Black” em

diferentes salinidades;

Verificar a histologia das branquias quanto aos iondcitos em juvenis de A.
ocellaris “Black” em diferentes salinidades;

Avaliar a transferéncia da menor salinidade viavel para a criagdo de juvenis de

A. ocellaris “Black” para a maior salinidade utilizada na aquariofilia;

Observar alteracBes bioquimicas: atividade da Glutationa S-Transferase, danos
lipidicos e a capacidade antioxidante de juvenis A. ocellaris “Black” criados em

diferentes salinidades e submetidos ao choque hiperosmético;

Avaliar a economia com sal, para produzir juvenis A. ocellaris “Black” em

salinidade reduzida.
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3. CAPITULO 1: Efeitos da salinidade sobre juvenis do peixe-palhaco

Amphiprion ocellaris variedade “Black” criado em agua marinha artificial

3.1 Introdugéo

De acordo com RHYNE et al. (2012), 11 milhdes de peixes ornamentais sao
retirados por ano das regides de recife para sustentar o comércio ornamental dos EUA,
nacleo desta industria, que, para espécies marinhas, baseia-se em 97,6% em individuos
selvagens (SMITH, 2008). Peixes-palhago, um dos mais representativos peixes
ornamentais marinhos, sdo encontrados na regido Oeste dos oceanos Pacifico e indico
(THORNHILL, 2012). O peixe-palhaco Amphiprion ocellaris € uma espécie ornamental
marinha de pequeno porte. Sua producdo em cativeiro é de simples execucéo e ele esta
amplamente distribuido no mercado da aquariofilia (WITTERINCH, 2007) ocupando o
quinto lugar no ranking de importaces pelos EUA (RHYNE et al.,, 2012). Sua
variedade “Black”, endémica da provincia de Darwin, na Austrdlia (FAUTIN &
ALLEN, 1992), atinge maior valor no mercado e exige maior cuidado ambiental pelo
seu endemismo (DREW, 2008).

A piscicultura marinha ornamental ocorre majoritariamente em regides afastadas
do litoral, necessitando para suas atividades que a agua marinha seja transportada, ou
que seja feita salinizacdo artificial (TLUSTY, 2002). Dentro deste contexto, estudos da
influéncia da salinidade em peixes-palhaco sdo necessarios e segundo DHANEESH
(2012a), sdo bastante escassos. Vérios estudos existem referentes ao efeito da salinidade
na sobrevivéncia e crescimento de outras espéecies de peixes marinhos (RESLEY et al.,
2006; SAMPAIO et al., 2002; SAMPAIO et al., 2007) e inclusive de representantes da
familia Amphiprioninae quanto a reproducdo (KUMAR & BALASUBRAMANIAN,
2009; KUMAR et al., 2010), larvicultura (DHANEESH 2012b) e crescimento (LE et
al., 2009). Porém esses estudos ndo utilizaram dgua marinha artificial. Para que se possa
produzir em regides distantes do mar, sdo usados sistemas de recirculagdo de agua, que
trazem beneficios como menor uso de agua e maior biosseguranga (TIMMONS &
EBELING, 2010).

A manutencdo de peixes em &guas com salinidade proxima a osmolalidade de
seus fluidos corporais pode causar beneficios, inclusive zootécnicos aos peixes, que
optam por esta faixa de concentracdo idnica uma vez que 0 gasto energético, de 20 a
mais de 50%, relacionado ao metabolismo osmorregulatorio se reduzido poderia
melhorar o desempenho produtivo do animal (BOUEF & PAIN, 2001). No contexto de
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metabolismo e respiracdo se observa em organismos a relacdo entre as espécies pro e
antioxidantes, que oscilam seu balanco de acordo com a configuracdo fisiologica do
organismo frente ao ambiente hipo ou hiperosmotico (MARTINEZ-ALVAREZ, 2002;
PARK et al., 2011a).

Apobs a comercializagdo, a industria ornamental deveria avaliar a mortalidade
acumulada e as respostas dos peixes por no minimo uma semana (LIM, 2003). Isso esta
relacionado as adaptacdes genéticas, fisiologicas e bioquimicas que se estabilizam apds
este periodo (KANG et al., 2010). Portanto, avaliar a consequéncia da producdo em
baixa salinidade, considerando que a aquariofilia marinha ocorre em salinidades de 30-
35%o, ap0Os o periodo produtivo é necessario. Esta avaliacdo remete que na producao
animal o bem-estar deve ser sempre considerado, uma vez que ele externa as questdes
fisiolégicas de desconforto frente a um empecilho ambiental (BROWN, 2015;
VOLPATO et al., 2007).

A histologia revela alteracdes morfoldgicas que indicam mudangas fisiologicas
como o0 numero de iondcitos que correlato a osmorregulacdo, é considerado um
marcador de bem estar (KOLAREVIC et al., 2014). Marcadores bioguimicos, como
atividades enziméticas relacionadas a espécies reativas de oxigénio (EROs), seus
prejuizos e a capacidade de um tecido ou organismo neutraliza-las podem ser utilizados
para avaliacdo dos danos causados pelo estresse osmotico tanto quanto marcadores
classicos como cortisol (MARTINEZ-ALVAREZ, 2002). A Glutationa S-Transferase
(GST) é uma enzima multifuncional primaria que transporta a glutationa, fazendo com
que ela exerca suas funcdes detoxificadoras. A lipoperoxidacdo (LPO) medida através
do método de TBARS, demonstra o dano que o desequilibrio de EROs causa ao
organismo. A capacidade antioxidante frente a um radical peroxil (ACAP) serve como
um indice de resisténcia do organismo frente as diversas formas de geracdo de EROs
que podem causar algum dano decorrente do estresse oxidativo (VAN DER OOST et
al., 2003).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho zootécnico e o bem-
estar fisioldgicode juvenis de A. ocellaris “Black” criados em diferentes salinidades de
agua marinha artificial e suas respostas frente a transferéncia direta de salinidade 15%o

para 35%o, além da economia com o uso de sal na producdo em salinidade reduzida.
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3.2 Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Piscicultura Estuarina e
Marinha (LAPEM) do Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG). Os peixes utilizados nesse experimento foram produzidos no LAPEM

adaptando as metodologias descritas por HOFF (1996).

DESENHO EXPERIMENTAL 1

Foram utilizados quatro sistemas de recirculagdo de dgua compostos de quatro
tanques cilindricos de parede preta e fundo branco com volume total de 50 L
preenchidos com 24 L de agua, juntamente com uma caixa de recirculacdo de 120 L,
"skimmer" e um filtro biol6gico. Cada sistema foi mantido nas salinidades de 5, 15, 25 e
35%o, obtidas pela salinizacdo artificial de dgua potavel (declorada com tiossulfato de
sodio 5ppm) de fornecimento da empresa local com sal comercial para aquario (Red
Sea, EUA). Trés tanques de cada sistema foram utilizados, sendo cada tanque uma
réplica de cada salinidade. Para cada tratamento foram utilizados 39 peixes, 13 peixes
por tanque, com 40 dias de vida totalizando 117 peixes para todo o experimento. Os
peixes foram aclimatados as salinidades experimentais com mudancas graduais de 5%o
por dia. O experimento foi realizado em sala climatizada, com um fotoperiodo de 12
horas claro: 12 horas escuro mantido com o auxilio de um temporizador, durante o
periodo de 60 dias. A alcalinidade e o pH foram corrigidos com adicéo de bicarbonato
de sodio, para atingir valores similares ao do tratamento controle (35%o). Os peixes
foram alimentados com racdo comercial 300-500um (Orange Grow, Inve, EUA) trés
vezes ao dia, as 9:00, 13:00 e 17:00 h, até a saciedade aparente durante todo o periodo

experimental, exceto nos dias anteriores as coletas (12 horas de jejum).

DESENHO EXPERIMENTAL 2

Juvenis de A. ocellaris “Black” com 40 dias de vida foram transferidos e criados
em sistema de recirculagdo de agua por 45 dias nas salinidades 15%o e 35%o. Para o
experimento foram utilizados dois sistemas de recirculacdo idénticos ao do primeiro
delineamento e com esterilizador UV (8W). Cada sistema foi mantido nas salinidades
15%o ¢ 35%o, obtidas pela salinizacdo da agua potdvel local com sal comercial para
aquario (Red Sea, EUA). Foram utilizados trés tanques do sistema, sendo cada tanque
uma réplica de cada salinidade. Os tratamentos foram as transferéncias da salinidade 15
para 15%o (T15-15%o), considerada como controle, ¢ da salinidade 15 para 35%o (T15-

35%o). Para cada tratamento foram utilizados 27 peixes, mais seis peixes de cada
17
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salinidade como controle basal (15%o ¢ 35%o) totalizando 66 peixes (peso de 604,1+27,1
mg; 30,7+£0,5 mm de comprimento total). O manejo alimentar dos peixes foi igual ao
utilizado no experimento 1.

Os peixes criados nas salinidades 15%o ¢ 35%o foram transferidos para as
mesmas salinidades de producéo e ficaram em aclimatagéo por 7 dias. Momentos antes
da transferéncia foram coletados os peixes considerados como controles basais de cada
salinidade. Os demais peixes da salinidade 15%0 foram entdo distribuidos
aleatoriamente para a salinidade 15%0 e 35%o em triplicata para cada salinidade
totalizando ao final da transferéncia 11 peixes em cada tanque. Trés peixes de cada
tanque foram coletados com pucad 1 h, 24 h e 7 dias ap6s a transferéncia, eles foram
imediatamente eutanasiados em banho de benzocaina (300 ppm), congelados inteiros

em nitrogénio liquido e armazenados em ultra-freezer (-80 °C) para analises posteriores.

ANALISE DA QUALIDADE E CARACTERIZAC}AO DA AGUA

A temperatura foi aferida diariamente pela manhd, juntamente com o0s
parametros: salinidade (multiparametro 556 MPS, YSI, EUA), oxigénio dissolvido
(Oximetro 550A, YSI, EUA) e pH (pHmetro de bancada Five Easy FE20, METTLER
TOLEDO, Suica). A alcalinidade e os nitrogenados: amonia, nitrito e o nitrato foram
analisado semanalmente, segundo Baumgarten (2010).

A caracterizacdo da agua foi realizada ao inicio e final do experimento. Os ions
de sodio e potassio foram medidos através de fotometria de chama (Micronal B462,
Brasil). Inicialmente as amostras foram diluidas em triplicata e os valores de leitura
foram plotados em curva padrdo e multiplicados pelo fator de diluicdo da amostra.
Célcio e cloreto foram analisados utilizando kits comerciais (Doles, Brasil) com os
protocolos adaptados para leitura em microplacas utilizando fluorimetro (Biotek,
Synergy HT, EUA). A osmolalidade foi medida com osmometro de presséo de vapor
(Vapro 5600, Wercor Inc., Logan, UT, EUA).

ANALISE DE DESEMPENHO ZOOTECNICO

Inicialmente, ap6s 30 dias e no final do experimento, os peixes foram mantidos
em jejum de 12h e anestesiados com benzocaina (50ppm) para medida do comprimento
total (CT) e comprimento padrdo (CP) com paquimetro e do peso em balanca (Sartorius

TE214S, Brasil) com 0,0001g de precisdo, para avaliar o desempenho zootécnico da
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espécie nas diferentes salinidades. A performance dos peixes nas diferentes salinidades
foi avaliada pelos indices de:
Sobrevivéncia:

Numero final de peixes

S(%) = %X 100
(%) Numero inical de peixes

Taxa de crescimento especifico (TCE):

In)peso meéedio final — (In)peso médio inicial
TCE©%) = P / (in)p x 100
periodo experiental

Conversao alimentar aparente (CAA):

Racgdo of ertada
CAA(%) = Ganho de peso * 100

Fator de condigéo de Fulton (K):

Peso total
x 100

G omprimento total3
Ganho de Peso (GP):

GP = peso médio final — peso médio inical

ANALISES HISTOLOGICAS

Ao final do primeiro experimento, trés peixes foram aleatoriamente coletados de
cada uma das unidades experimentais, eutanasiados em banho de benzocaina (300
ppm), fixados inteiros em Bouin por 24 h e conservados em alcool 70%. As amostras
foram processadas em processador automatico (PTO5 Lupetec, Brasil) e emblocadas em
Paraplast, cortados a 5um de espessura em microtomo (MRPO3 Lupetec, Brasil) e
corados com hematoxilina e eosina (HE). A quantificacdo dos iondcitos ocorreu em
microscopio oOtico (Nikon, Eclipse E200, Japdo) com auxilio de uma ocular
micrométrica (CARL ZEISS, Integrating Discl, 25 points-G49), com a qual foram
contados 10 campos de cada lamina em aumento de 400 %, para quantificar o numero de
iondcitos branquiais médio por campo de contagem em cada tratamento de acordo com
WEIBEL (1980).
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ANALISES BIOQUIMICAS

Cinco peixes inteiros de cada réplica foram homogeneizados (diluicdo 1:4 — p:v)
em Ice- Cold buffer (100 mM Tris—HCI, 0,1 mM EDTA e 0,1% triton X-100 (v/v), pH
7,8) como descrito por CASTRO et al. (2012) e entdo centrifugados a 10.000 xg durante
30 minutos a 4 °C (Centrifuga SOLAB SL-703, Brasil). O sobrenadante foi pipetado e
estocado a -80 °C até a realizagdo das analises. O nivel de proteina total de cada
homogeneizado foi determinado pelo método de biureto, utilizando Kkits comerciais
(Doles, Brasil) atraves de um leitor de microplacas (BioTek, LX 800, EUA) a 550 nm.
A atividade antioxidante total frente ao radical peroxil (ACAP) foi medida pelo método
de relagdo da area relativa de fluorescéncia com e sem 2,20-azobis 2-
metilpropianomidina dicloridrato (ABAP; 4 mM; Aldrich) adaptado por MONSERRAT
et al. (2014) utilizando o diacetato de 2’, 7 diclorofluresceina (H,DCF-DA) como
fluorocromo na presenca de radicais livres gerados pela temperatura de incubagéo (35
°C) e a presenca de ABAP, utilizando 10 pL de homogeneizado com 2mg/L de proteina
total descrito por AMADO et al. (2009) atraves da excitacdo (488 nm) e emissdo
(525nm) em fluorimetro (Victor 2, Perkin ElImer, EUA). Para avaliacdo do dano lipidico
foi utilizado o protocolo de reagdo com o acido til-barbitdrico (TBARS), descrito por
OAKES & VAN DER KRAAK (2003), considerando que os 20 puL do homogeneizado
utilizado no ensaio, na presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) fica
lipoperoxidado e gera Malondialdeido (MDA) que reage com o acido til barbiturico
(TBA) e pode ser lido em fluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer, EUA) a 515 nm
(excitagdo) e 580 nm (emissdo), sendo os valores plotados em fungdo de uma curva
padrdo de TMP (1,1,3,3-tetramethoxpropano). A atividade da enzima GlutationaS-
Transferase (GST) foi obtida através da leitura em fluorescéncia (340 nm) segundo
HABIG (1974) utilizando-se 20 pL de homogeneizado reagindo com o conjugado de
1mM de glutationa e 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB).

ANALISE DO CUSTO DE SALINIZAGAO
No final do experimento foi calculado valor percentual da economia com o custo
do sal (ECS):

Custo de salinizacdo do tratamento X 100

ECS=( )—100

Custo de salinizagdo controle[35%o]
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ANALISE ESTATISTICA

EXPERIMENTO 1

O delineamento foi inteiramente casualizado, e foram realizadas, apos teste de
homocedasticidade e normalidade, e transformacbes dos dados percentuais pelo arco
seno da raiz quadrada, andlise de variancia de uma via para averiguar possiveis
diferencas entre os tratamentos, nas varidveis avaliadas. Apos observacédo de diferencas,
foi realizado o teste de Tukey com 5% de significancia, segundo VIEIRA &

HOFFMANN (1989). Os dados estdo expressos em media * erro padrao.

EXPERIMENTO 2

O delineamento foi fatorial tempo versus tratamento. ApoOs teste de
homocedasticidade, normalidade e transformacdes dos dados percentuais pelo arco seno
da raiz quadrada, andlise de variancia fatoriais foram realizadas para averiguar possiveis
diferencas entre os tratamentos, tempos e suas interacGes, nas variaveis avaliadas.
Analises de variancia de uma via foram realizadas para confirmar diferencas entre os
tratamentos e os controles basais. Confirmadas diferencas foi realizado o teste de Tukey
com 5% de significancia, segundo VIEIRA & HOFFMANN (1989). Os dados estéo

expressos em média + erro padréo.

3.3 Resultados
EXPERIMENTO 1

A sobrevivéncia foi de 0, 9514,4, 97+4,4 e 95+4,4%, respectivamente para as
salinidades 5, 15, 25 e 35%o.. Portanto os peixes ndo sobreviveram em 5%o, € as mortes
ocorreram até 6 dias apds o inicio do experimento, mas nos outros tratamentos as
sobrevivéncias foram acima de 90 % e ndo diferiram estatisticamente (p>0,05).

As condicBGes ambientais do experimento estdo juntamente com a caracterizagdo
ibnica e de osmolalidade presentes na tabela 1. Ao final do experimento ndo houve
diferenga significativa dos pardmetros zootécnicos avaliados entre os tratamentos
(p>0,05) (Tabela 2).
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212  Tabela 1 — Qualidade de &gua durante a cria¢do de juvenis de peixe-palha¢co Amphiprion

213 ocellaris “Black” em diferentes salinidades.

Tratamento 15%eo 25%o0 35%o

Salinidade (%o) 15,34+0,03 25,42+0,05 35,31+0,06 i
Oxigénio (mg O,/L) 6,96 + 0,01° 6,57 +0,01° 6,24+ 0,01°
Temperatura (°C) 27,3+0,0 27,3+0,0 27,2+0,0

pH 8,10+0,01° 8,08+0,01° 8,00 +0,01°
Alcalinidade (mg CaCOs3/L) 152+2 154+2 153+2

NAT (mg N- NH; +NHs/L) 0,09+0,02 0,10+0,02 0,10+0,02
Nitrito (mg NO,/L) 1,55+0,14% 0,99+0,12° 0,74%0,11°
Nitrato (mg NO3/L) 1,05+0,72 1,52+0,86 1,70+0,83
Osmolalidade (mOsm/kg) 431+13 764+10 1060+6 i
Na'(g/L) 7,22+0,05 12,26+0,10 15,46+0,06 i
Cl(g/L) 8,25+0,01 10,81+0,03 12,70+0,05 I
K*(mg/L) 198,81+0,0 388,1+4,89 430,96x0,0 I
Ca?*(mg/L) 220,47+1,6 353,02+2,14 447794275 %

214  Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05). I: Variaveis

215  ndo submetidas a anéalise estatistica.
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Tabela 2 — Performance zootécnica de juvenis do peixe-palhaco Amphiprion ocellaris
“Black” criados em diferentes salinidades.

Tratamento 15%o 25%o0 35%o

Peso inicial 88,8+5,2 80,8+4,8 95,2+ 4,2

Peso 30 dias 1972+ 11,1 181,7 £ 8,8 181,2+104

Peso 60 dias 300,1+£22,1 287,7+17,8 2735+179

CT inicial 17,1+0,4 16,6+0,3 17,740,3

CT 30 dias 20,4+0,7 20,7+0,4 20,5+0,4

CT 60 dias 23,8+0,6 23,4+0,5 23,2405

K 4,4+0,2 46+0,1 45+0,1

CAA 1,9+0,1 14+0,1 1,5+0,01

TCE 20+0,1 21+0,3 1,7 £0,05

GP 211,1+£14)5 208,9+20,6 177,7£9,8
Peso (mg); CT: Comprimento total (mm); K: Fator de condigdo; CAA: Conversao
alimentar aparente; TCE: Taxa de crescimento especifico (%/dia), GP: Ganho de peso
(mg) .

A economia com o custo de salinizagdo referente ao tratamento 35%o foi de

28,57% e 57,14% para os tratamentos 25%o e 15%o, respectivamente. As analises
histoldgicas demonstraram diferencas significativas (p<0,05) entre todos os tratamentos,
sendo o nimero de iondcitos crescente conforme o aumento da salinidade (Figuras 1 e
2). Os resultados dos indicadores bioquimicos como representacdo do bem-estar
fisiolégico diferiram para GST (Figura 3) sendo significativamente menor no
tratamento 25%o do que em 15%o0 e 35%o (p<0,05). Entretanto ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) para ACAP (Figura 4) e TBARS (Figura 5).
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230 Figura 1: Numero de ionécitos nas branquias de peixe-palhago Amphiprion ocellaris
231 “Black” criados em diferentes salinidades. Letras diferentes indicam diferencas entre 0s

232 tratamentos (p<0,05).
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233

234  Figura 2: Fotos das branquias de juvenis de peixe-palhaco Amphiprion ocellaris
235  “Black” criados em diferentes salinidades. A: salinidade 15%o; B: salinidade 25%o; C:
236 salinidade 35%.. As setas indicam os iondcitos. Coloragdo: HE. Aumento 400 x.

237
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239  Figura 3: Atividade da Glutationa S-Transferase (GST) de juvenis de peixe-palhaco
240  Amphiprion ocellaris “Black” criados em diferentes salinidades. Letras diferentes

241  significam diferencas entre os tratamentos (p<0,05).
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243  Figura 4: Capacidade antioxidante total frente a um radial peroxil (ACAP) de juvenis de
244  peixe-palhaco Amphiprion ocellaris “Black™ criados em diferentes salinidades. Nao

245  houve diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05).
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247  Figura 5: Dano lipidico (TBARS) de juvenis de peixe-palhaco Amphiprion ocellaris
248  “Black” criados em diferentes salinidades. N&o houve diferenca significativa entre 0s
249  tratamentos (p>0,05).

250 EXPERIMENTO 2

251 Durante a producdo de 45 dias, as salinidades foram efetivamente 15,66+0,11 e
252 35,47£0,15%o, € a qualidade de agua adequada para a espécie: ~6,5 mg O,/L; ~28°C;
253  pH de ~8, 150 mg CaCOs/L de alcalinidade; ~ 0,07 mg N- NH; +NHa/L; ~0,06 mg
254  NO2/L; ~11 mg NOs/L. Durante o experimento houve diferenca significativa(p<0,05)
255  para os valores de oxigénio e nitrogénio amoniacal total (NAT), entretanto todos 0s
256  parametros sdo considerados adequados (Tabela 3). As sobrevivéncias foram de 100%

257  paraas transferéncias entre salinidades 15-15%o e 15-35%o.

258
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259  Tabela 3 — Andlise da qualidade de agua durante aclimatacéo e o experimento.

Tratamento Aclimatacao Experimento
15%o 35%o 15%o0 35%o

Salinidade (%) 15,73+0,12  35,27+0,14  15,30+0,07  35,23+0,12 i
Oxigénio (mg O,/L) 6,60+0,04°  6,17+0,06°  7,05+0,03* 6,36+ 0,03
Temperatura (°C) 28,4+0,1 28,310,1 27,740,1 27,6+0,0
pH 8,10+0,01 8,08+0,02 8,20+0,05 8,09 £0,04
Alcalinidade (mg CaCOs/L) 155+2° 16512 15442 157,+2
NAT (mg N- NH; +NHa/L) 0,07+0,01 0,06+0,01 0,04+0,01°  0,07+0,0°
Nitrito (mg NO,/L) 0,07£0,0 0,06+0,01 0,04+0,0 0,05+0,0
Nitrato (mg NO3/L) 19,45+1,49  10,95+1,0 20,46+2,5 13,95+2,0
Osmolalidade (mOsm/kg) - - 448+8 1036+12 1
Na*(g/L) - - 7,83+0,06 15,73+0,25 i
Cl'(g/L) - - 8,31+0,02 12,30+0,02 i
K*(mg/L) - - 198,51+0,0  448,82+5,07
Ca®*(mg/L) - - 214,95+0,93 434,98+1,82 1

260 Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) para cada

261  periodo. {: Variaveis ndo submetidas a anélise estatistica.

262 Sob os pardmetros bioquimicos avaliados, 0s peixes estdo numa condicdo igual

263 quando criados nas salinidades 15%o. ¢ 35%o (Figuras 6, 7 e 8 — controles basais).

264  Quando transferidos de 15%o para 15%o ou de 15%o para 35%o 0S juvenis de A. ocellaris

265  sofrem alteracGes fisioldgicas relacionadas ao metabolismo oxidativo que promove uma

266  melhora na ACAP, visto que seu resultado é menor (Figura 6). Entretanto ndo foram

267  observadas diferencas significativas na atividade da GST (Figura 7) e TBARS (Figura

268  8).
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Figura 6: Capacidade antioxidante total frente um radical peroxil (ACAP) em juvenis de
peixe-palhagco Amphiprion ocellaris “Black” transferidos de baixa para alta salinidade
(15-35) e o controle (15-15). Letras maiusculas diferentes significam diferencas entre os
tempos do mesmo tratamento, letras minusculas diferentes significam diferencas entre
os tratamentos no mesmo tempo e os asteriscos significam diferencas para com o0s
controles basais (15, 35) (p<0,05).
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Figura 7: Glutationa S-Transferase (GST) em juvenis de peixe-palhago Amphiprion
ocellaris “Black” transferidos de baixa para alta salinidade. Ndo houve diferenga

significativa entre os tratamentos (p>0,05).
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Figura 8: Dano lipidico (TBARS) em juvenis de peixe-palhaco Amphiprion ocellaris
“Black” transferidos de baixa para alta salinidade. Ndo houve diferenca significativa

entre os tratamentos (p>0,05).

3.4 Discussao

EXPERIMENTO 1

Os parametros de qualidade de agua permaneceram adequados durante o periodo
experimental. Entretanto, evidenciou-se que o processo de nitrificacdo foi dificultado no
tratamento de salinidade 15%., com uma elevacdo das concentracfes de nitrito. O nivel
de nitrito foi superior na salinidade 15%., sendo que este é mais toxico em menor
salinidade (SAMPAIO et al., 2002). O nivel de nitrito, apesar de significativamente
superior no tratamento 15%o, esta muito abaixo da CLsp-96 h de 109 mg/L e dos valores
que causam alteracGes na natacdo e danos morfoldgicos nas branquias (25 mg/L) para a
espécie do presente estudo (MEDEIROS, 2014). Contudo, ndo sabemos as
concentracdes de nitrito para estas alteracdes interagindo com a salinidade para peixes-
palhago.

Os peixes ndo sobreviveram em salinidade 5%o. Isto difere do que ocorre com
Amphiprion akallopisos espécie em que, diminuindo diariamente 2%, 100% de
mortalidade ocorreu em 3%o € mortes s6 foram observadas abaixo de 5%o, sendo essa
sua tolerancia (DHANEESH et al., 2012a), porém no presente estudo a reducdo da
salinidade foi mais rapida. O padrdo de melhor desenvolvimento de juvenis em
salinidades intermediarias, causado pelo menor custo energético osmorregulatério
estabelecido entre 8-20%o0 por BOEUF & PAYAN (2001) em sua revisdo, ndo foi
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verificado no presente estudo. A reducdo da salinidade até 15%0 ndo apresentou uma
influéncia no crescimento de A. ocellaris “Black”, porém LE et al. (2009), observaram
um melhor desempenho zootécnico de Amphiprion clarkii na salinidade 15%., quando
comparada com salinidade mais baixa (10%.) ou mais elevadas (20, 25, 30 e 35%o).

Com excecdo da GST nenhum parametro bioquimico apresentou diferenca
significativa. Os valores de GST superiores no tratamento 15%. podem estar
relacionados ao maior nivel de nitrito do tratamento, uma vez que a glutationa é uma
das moléculas capazes de diminuir a toxicidade do mesmo (DOBLANDER &
LACKNER, 1996) e/ou a maior concentracdo de oxigénio observada nesta salinidade
que pode gerar mais danos oxidativos no organismo (RIFEL et al., 2012). Os valores de
GST inferiores da salinidade 25%. quando comparado a salinidade 35%o pode ser
explicado pelas maiores compensacfes frente ao maior metabolismo osmorregulatorio,
sugerido pelo aumento do nimero de iondcitos dos peixes (UCHIDA, et al., 1996;
KANG et al., 2012).

Segundo AN (2010), os niveis de enzimas oxidativas, Catalase (CAT),
Superoxido Dismutase (SOD) e Glutationa Peroxidade (GPx) de Acanthopagrus
schlegeli se elevam frente a transferéncia para um ambiente hiposmotico (35%o-10%o), €
também se observa um dano lipidico. A GPx é uma enzima dependente da glutationa
(VAN DER OOST, 2003), logo existe uma relacdo desta com a GST que foi
significativamente superior em 15%o e 35%0 quando comparada a 25%.. Segundo PARK
et al. (2011a), niveis de SOD foram significativamente superiores para o peixe-palhaco
canela Amphiprion melanopus apés transferéncia de 35%. para 17,5%o0 que se
mantiveram elevados ap06s 48h, mas a GPx se eleva e retorna a valores proximos aos de
12h de exposicao apos 48h em ambiente hiposmotico, sendo observado um aumento no
dano lipidico (LPO) ao longo do tempo. Mas é importante observar que os dados
supracitados estdo relacionados a mudancas abruptas e tempos relativamente curtos de
exposicao.

Apesar das diferencas entre as atividades da GST, o fato de ndo existirem
diferengas nos parametros ACAP e TBARS levam a crer que mesmo que 0 organismo
utilize mais de uma enzima, seu metabolismo é suficiente para manter os mesmos niveis
de danos e a mesma capacidade frente a um desafio. Ou seja, a criacdo nas trés

salinidades ndo causa prejuizo, sob a 6tica dos parametros avaliados nos peixes.
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EXPERIMENTO 2

Os parametros de qualidade de agua so diferiram durante a aclimatagdo, na
alcalinidade e temperatura, que ainda assim estdo dentro de parametros aceitaveis para
especie (HOFF, 1996).

Embora a transferéncia de 15 para 35%o0 cause um aumento quase imediato na
capacidade do organismo em neutralizar radicais peroxil (ACAP), esta ndo demonstra
causar danos indicados pelo método de TBARS e a GST ndo altera sua atividade.
MARTINEZ-ALVAREZ et al. (2002) ao transferirem esturjées adultos, Acipenser
nacarii, de agua doce para salinidade 35%. observaram um aumento nas atividades de
catalase (CAT), superoxido-dismutase (SOD), glutationa-Peroxidase (GPx) e nos danos
lipidicos, que ndo retornam aos valores iniciais mesmo apos 20 dias da exposicdo a
salinidade 35%.. Ndo foram encontrados trabalhos que relacionem a ACAP com
salinidade, entretanto uma vez que a atividade metabdlica e a ativacdo de enzimas
oxidativas estdo intimamente ligados em peixes (WILHELM-FILHO et al., 1993) este
parametro, que representa todo o esforco metabdlico enzimatico e ndo enzimatico dos
peixes para detoxificar o organismo passa a sugerir alteracdes também em nas enzimas
classicas avaliadas em trabalhos com salinidade.

A transferéncia de 15%. para 35%. mostra uma diminuicdo da area relativa
(Figura 6) que representa um aumento da ACAP, logo apds 1h. Este fato pode estar
correlacionado a biologia do organismo (ERN, 2014), considerando que viver em uma
salinidade elevada 35%o, embora seja mais oneroso, € o0 que ocorre na natureza. O maior
metabolismo osmorregulatorio, provado pelo aumento do nimero e alteragdo de
ionocitos e consequentemente trocadores idnicos em salinidade 35%0 € um fator que
leva a um aumento na ACAP uma vez que 0 organismo precisa se proteger mais dos
radicais gerados pelo maior metabolismo (KANG et al., 2012; SAKAMOTO &
McCORMICK, 2006; PARK, et al., 2011b; HSU et al., 2014; FENG et al., 2002).
Segundo KANG (2013) a mudanca de salinidade e as consequentes mudancas nos
iondcitos passam por diferentes periodos de aclimatacdo sendo o dia 7, 0 momento onde
0s novos tipos de iondcitos comecam a se proliferar em Orizians dancena, apos a
transferéncia da agua salgada para doce, e este periodo coincide com o aumento da
capacidade antioxidante de A. ocellaris do presente estudo. Esta rapida alteracdo do
organismo no intuito de aumentar a capacidade antioxidante total estd relacionada
principalmente a salinidade. Entretanto o manejo de transferéncia apresenta um efeito

na ACAP uma vez que apo6s 7 dias os valores deste parametro nos peixes transferidos de
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15%o para 15%o também difere dos controles basais, 0 que esta correlato ao gasto de
moléculas que neutralizam espécies reativas ou danos causados pelo manejo da
transferéncia, levando a crer que ambas respostas sdo compensatorias uma vez que nao
sdo observados danos lipidicos (AMADO et al., 2009).

Estes dados demonstram que € possivel cultivar peixes-palhago em salinidade
15%. com os beneficios de sustentabilidade cabiveis, e que a transferéncia destes para
uma maior salinidade (35%o) praticada pelo consumidor final ndo implica em danos ao
mesmo. Entretanto considerando as circunstancias da produgdo, 0s manejos de
transporte e salinidade utilizada pela aquariofilia, ainda s@o necessarios estudos sobre a
producdo em baixa salinidade principalmente sobre as necessidades e suplementacfes

nutricionais com ingredientes e moléculas antioxidantes.

3.5 Concluséo

E possivel criar peixes-palhaco A. ocellaris variedade “Black” em salinidade
15%o. de &gua marinha artificial sem nenhum prejuizo produtivo ou no bem-estar
fisioldgico, diminuindo custos referentes a salinizagdo na fase de recria em 57%, além
do que estes toleram transferéncias abruptas de 15 para 35%. Sem aumento na

mortalidade nem danos ao bem-estar sob a 6tica dos parametros avaliados.
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4. CONCLUSOES GERAIS
Peixes-palhago A. ocellaris “Black” ndo sobrevivem em salinidade 5%o.

A criacdo nas salinidades 15, 25 ou 35%. ndo causa diferenca no desempenho

zootécnico.
H& um aumento proporcional no numero de iondcitos com o aumento da salinidade.

Existem diferencas significativas na GST de peixes produzidos nas diferentes

salinidades, mas ndo nos danos, portanto ndo ha prejuizo para 0s mesmaos.
A transferéncia de 15 para 35%o ndo causa mortalidade nos peixes.

Os peixes transferidos de salinidade 15 para 35%. sofrem alteragdes na ACAP, mas ndo

nos danos, logo esta transferéncia ndo exige aclimatagéo.

Peixes-palhago podem ser criados em &gua artificial com salinidade 15%. com

economia de 57% dos custos referentes a salinizacéo.
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