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Resumo

O hobby da aquariofilia é uma das atracbes mais populares, representando uma
grande oportunidade de crescimento econémico para a aquacultura ornamental, bem
como uma contribuicdo para a sustentabilidade dos stocks naturais das varias espécies
cultivadas (Wabnitz et al., 2003). O peixe-palhaco, Amphiprion percula, € uma espécie
de elevado valor comercial, devido a sua coloracéo laranja intensa e comportamento de
simbiose interessante com varias espécies de anémonas, sendo uma espécie chave

para a aquacultura ornamental (Madhu et al., 2006).

Juvenis de A. percula foram expostos a trés novas formulagbes de dietas,
contendo diferentes suplementos, com o objetivo de avaliar o seu efeito no crescimento,
sobrevivéncia e alteragbes na pigmentacdo dos individuos. As dietas eram
suplementadas com copépodes, Chlorella e uma mistura das duas anteriores, sendo

usada como controlo uma formulacado comercial.

Peixes-palhaco com peso médio de 0,13+0,06g foram mantidos em sistema RAS,
composto por 12 aquérios de 40L e foram alimentados com as dietas experimentais até
a saciedade, trés vezes ao dia, durante 93 dias. No final do ensaio foram expostos a
pesagem e medicdo para avaliagdo do seu crescimento. Trés individuos de cada
aquario foram retirados para andlise da pigmentacdo da pele através de
espectrofotometria, e fotografias tiradas ao longo do ensaio foram analisadas através
do modelo HSB (Matiz-Saturagao-Brilho).

Embora todas as dietas tenham demonstrado eficacia em promover crescimento
e sobrevivéncia nos juvenis de A. percula, a suplementagdo com copépodes parece ser
a mais eficaz para um rapido crescimento e aumento da pigmentacao laranja na pele
dos peixes. A melhoria destes aspetos é bastante importante, ndo s6 porque permite
acelerar a producdo em larga escala de individuos em cativeiro, nunca esquecendo o
seu bem-estar, bem como a melhoria da pigmentacédo que os torna mais desejados,

evitando a sobre exploracao dos stocks de individuos selvagens.

Palavras-chave: Aquacultura ornamental, Copépodes, Chlorella, Crescimento,

Pigmentacéo






Abstract

The marine aquarium hobby is one of the most popular, representing a great
opportunity of business for the ornamental aquaculture, as well as contributing to the
sustainability of the natural stocks of the various species cultivated (Wabnitz et al., 2003).
Clownfish, Amphiprion percula, is a specie with a high commercial value associated,
which is caused by its intense orange coloration and symbiosis behaviour with some
anemones. This factors turn A. percula into a key specie for the ornamental aquaculture
(Madhu et al., 2006).

Juvenile A. percula were exposed to three new diet formula, with different
supplements, intending to evaluate the effects on growth, survival and pigmentation of
the individuals. Diets contained copepods, Chlorella and a mix of both. Control diet was

a commercial formula.

Clownfish weighting 0.13+0.06g were kept in a RAS system, with twelve 40L
aquaria and were fed with the experimental diets ad libitum, three times a day for 93
days. At the end of the assay fish were weighted and measured to evaluate the growth.
Three individuals of each aquarium were used for skin pigmentation analysis, by means
of spectrophotometry and photography’s taken along the experiment were analysed,

using the HSB (Hue-Saturation-Brightness) model.

Despite every diet showed efficiency promoting growth and survival in juvenile
A. percula, supplementation with copepods seemed to be the most efficient for a faster
growth and a more intense orange skin pigmentation. The development of this aspects
is of high importance, not only for the mass production acceleration in captivity, keeping
in mind the fish well-being, but to improve the pigmentation which makes them more

desirable, avoiding the wild stocks depletion.

Key-words: Ornamental aquaculture, Copepods, Chlorella, Growth,

Pigmentation
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1. Introducéo

A aquacultura contribui para o abastecimento dos mercados com organismos
aquéticos sem que haja esgotamento dos recursos naturais, respondendo a intensa
procura que se verifica nos dias de hoje (Tlusty, 2002). Apesar da maior parte da producéo
mundial deste setor, ter como finalidade a producéo de alimento, contribuindo para o bem-
estar e prosperidade da populacdo, a aquacultura ornamental é, também, um mercado

importante desta indastria (Tlusty, 2002).

O hobby da aquariofilia tem-se tornado cada vez mais lucrativo. O aumento do
namero de aquaristas interessados neste negécio tem vindo a crescer ao longo dos anos
(Dhaneesh et al., 2012), fazendo com que, hoje em dia, 0 nUmero de peixes ornamentais
disponiveis no mercado atinja as 1800 espécies (Rhyne et al., 2012). Estima-se que
apenas 0 negocio da venda de espécies ornamentais esteja avaliado em mais de 8 bilibes
de dolares. Enquanto industria global, incluindo aquarios, plantas, acessorios, alimentacgao,
medicacao, etc., este negdcio ronda os 20 bilides de ddélares de acordo com Kumar et al.
(2015).

A crescente procura por estes organismos tem tido impactos negativos, sendo que a
maioria dos ornamentais de agua salgada sdo capturados no ambiente selvagem,
causando grande preocupacdo com a deplecéo dos stocks devido a sua sobre-exploracéo,
bem como a destruicdo e a danificacdo dos recifes pela acdo dos métodos de captura
(Madhu et al., 2006). As técnicas de captura passam pelo uso de cianeto para anestesiar
as espécies de elevado valor. O uso deste composto quimico é conhecido por ser nao
seletivo, chegando a atingir varias espécies de invertebrados, apresentando uma acao
altamente destrutiva (Mak et al., 2005). O branqueamento de corais, depois da sua
exposicdo a cianeto, € um dos efeitos mais graves observados (Cervino et al., 2003).
Embora os recifes cubram menos de 1% no ambiente marinho, sdo considerados os
ecossistemas mais produtivos e ricos da terra. Suportam mais de 4000 espécies de peixes,
cerca de 800 espécies de corais que compdem os recifes e outros milhares de
invertebrados. As Ultimas décadas tém sido caracterizadas por efeitos antropogénicos
negativos nos recifes de coral. A sedimentacéo, o enriguecimento de nutrientes por dejetos
humanos e produtos de agricultura, sobre pesca e aquecimento global, juntamente com a
pesca intensiva como resposta a demanda do hobby da aquariofilia apresenta um impacto

muito importante no desaparecimento dos recifes.



E estimado que, desde os oceanos até aos aquarios, o nimero de peixes que
chegam aos mercados ainda vivos nédo atinjam os 20% (Gordon e Hecht, 2002), acabando
por morrer durante a captura, transporte, devido ao uso de compostos quimicos durante a
captura, praticas de manuseamento desadequadas e doencas (Wabnitz et al., 2003). Os
fracos numeros de sobrevivéncia observados nos individuos capturados, devido a
dependéncia da industria da captura de espécimes selvagens para suprir as necessidades
do crescente negdcio, incentivou todos os intervenientes envolvidos a iniciar um esfor¢o a
nivel mundial para minimizar a pressao nas populacfes naturais das espécies ornamentais
marinhas, com o intuito de promover a sustentabilidade destes valiosos recursos (Corbin,
2001; Olivotto et al., 2011; Kumar et al., 2015). Tlusty (2002) afirmou que o cultivo de peixes
e invertebrados ornamentais é atualmente reconhecido como uma possivel alternativa a
recolha de animais do seu ambiente selvagem mas, ainda assim, a maioria das espécies
cultivadas ndo sédo produzidas em volume suficiente para sustentar o mercado da

aguariofilia (Ho et al., 2013).

Ha cerca de uma década atras, apenas 100 das 800 espécies marinhas ativamente
comercializadas para o hobby da aquariofilia eram provenientes de cultivo, e apenas 1,4%
eram disponibilizadas ao consumidor (Tlusty, 2002; Wabnitz et al., 2003). Contrariamente,
em relagdo a espécies de agua doce, mais de 90% sdo conseguidas em cativeiro (Gordon
e Hecht, 2002; Kumar et al., 2015). Mas, gracas aos esforcos referidos para o
desenvolvimento da aquacultura ornamental, hoje em dia o niUmero de peixes ornamentais
marinhos cultivados ultrapassa as 84 espécies, incluindo peixes-palhago, donzelas, gobios,

cardinais e pseudochromis (Gopakumar, 2006).

E de esperar que a grande maioria do mercado interessado nas espécies mais
populares fique satisfeito com peixes provenientes de aquacultura mas, ainda assim,
existem certos entraves inerentes a este tipo de producdes, como a falta de conhecimento
acerca da alimentacéo e reproducéo e necessidades nutricionais das larvas, sendo que as
deficiéncias apresentadas pelos individuos podem ser um fator limitante para o sucesso
deste tipo de producéo (Onal et al., 2008; Olivotto et al., 2011). Contudo, tem-se observado
uma melhoria das tecnologias de cultivo, estando a familia Pomacentridae, a qual fazem
parte os peixes-palhaco, envolvida da maioria das experiéncias reprodutivas (Olivotto et
al., 2003).



Para além de ajudar no suprimento das necessidades do mercado da aquariofilia, a
aguacultura ornamental poderd colaborar com investigagdes por forma a resolver as
dificuldades ainda verificadas. Aspetos como a possibilidade de recolha de informacéo
importante acerca do ciclo de vida das diferentes espécies (idade de maturacgéo,
fecundidade), aumento da sobrevivéncia e adaptacdo a cativeiro das espécies mais
sensiveis, melhor gestéo dos stocks naturais e a forma como estes organismos respondem
aos impactos pelo ser humano poderdo ser resolvidos com a ajuda de diversos estudos,
contribuindo para melhorias do cultivo de diversas espécies (Wittenrich, 2007; Olivotto et
al., 2011).

Dentro das diferentes espécies ornamentais marinhas, o género Amphiprion e
Premnas pertencentes a familia anteriormente descrita, e a subfamilia Amphiprioninae,
comummente conhecidos por peixes-palhaco, sdo uma das maiores atracdes em todo o
mundo. Esta fama deve-se a aspetos fisicos como pequeno tamanho, robustez e coloragéo
atrativa, e aspetos comportamentais como facil adaptabilidade a vida em cativeiro,
aceitabilidade de dietas artificias, fascinante comportamento e relagdo simbidtica com

anémonas (Madhu et al., 2006; Avella et al., 2007; Wittenrich, 2007).

Figura 1.1 - Exemplares de peixe-palhaco, Amphiprion ocellaris, em cativeiro. Autor: Sanjay

Joshi (a) e Asawin Lekprathum (National Geographic) (b).

Amphiprion percula € uma das 32 espécies pertencentes a familia Pomacentridae.
Tipicamente, os individuos desta espécie possuem uma cor laranja brilhante, com trés
linhas laterais brancas verticais, sendo que a central possui uma protuberancia na zona
anterior. Estas linhas séo delineadas com grossas margens pretas, que podem preencher
a zona anterior do individuo. Também as barbatanas apresentam pigmentacao preta ao

longo das margens. O tamanho méximo atingido pelos individuos é de 110mm.
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Vivem em lagoas costeiras ou recifes de coral do Pacifico Oeste, na zona geografica
da Grande Barreira de Coral Australiana (Lieske e Myers, 1994), formando pequenos
grupos entre 2 e 6 membros, no qual o individuo maior é a fémea reprodutora, o 2° individuo
da hierarquia de tamanho é o macho reprodutor e os restantes sdo ndo reprodutores
(Fautin, 1992; Buston, 2003). A diferenca de tamanhos mantém a ordem no grupo e apenas
guando um dos peixes mais acima na hierarquia morre é que os restantes sobem no grupo.
Caso a fémea dominante morra ou desapareca € o macho reprodutor que a substitui,
sofrendo inversao sexual (hermafroditismo protandrico). Normalmente o laco entre fémea-
macho apenas € quebrado quando um dos membros € perdido. Numa populacdo a
conversao de um macho funcional para fémea, ou de um macho imaturo para macho

reprodutor pode demorar desde alguns meses até um ano (Hoff, 1996; Yasir e Qin, 2007).

Em termos de reproducéo, os individuos desta espécie sao reprodutores benténicos,
fixando os ovos numa rocha protegida pela anémona com a qual possuem relacdo
simbidtica, previamente limpa pelo macho reprodutor. Os ovos séo altamente pigmentados
e contém carotenoides no saco vitelino, resultando em ovos com coloracao laranja. Depois
da postura, ambos os reprodutores se mantém por perto até as larvas eclodirem,
remexendo o ninho com as barbatanas para fornecer oxigénio e removendo ovos mortos
(Green e McCormick, 2004).

Figura 1.2 - Exemplar de juvenil de Amphiprion percula, utilizado no trabalho
experimental. Autor: lvan Freitas.



Devido as suas caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas e comportamentais, 0s
peixes-palhaco sdo dos ornamentais marinhos mais populares e desejados em todo o
mundo (Yasir e Qin, 2007, 2009a; Rhyne et al., 2013). Estima-se que cerca de 400 000
individuos das espécies Amphiprion percula e Amphiprion ocellaris sejam anualmente
importados para os Estados Unidos (Rhyne et al., 2012). Segundo Wabnitz et al. (2003),
entre 1997-2002, o peixe-palhaco, mais conhecido como Nemo devido ao famoso filme “A
procura de Nemo”, foi a espécie ornamental marinha mais exportada, totalizando 15,6% do
namero total de peixes enviados para todo o0 mundo e mais de 25% para paises europeus.
Assim, o peixe-palhaco foi considerado o peixe-dourado da aquariofilia marinha, sendo que
0 seu valor é julgado através da coloracdo da pele (Hoff, 1996). Para além disto, os
individuos do género Amphiprion sdo uma boa referéncia para pesquisas cientificas,
especialmente em estudos nutricionais e de biologia reprodutiva (Fernando et al., 2006;
Vinoth et al., 2010; Madhu et al., 2012). Nos dias de hoje ja se verifica um grande sucesso
no cultivo de varias espécies de peixes-palhaco de diferentes locais do mundo (Hoff, 1996;
Ignatius et al., 2001; Kumar e Balasubramanian, 2009; Dhaneesh et al., 2011, 2012).

Mas, apesar da sua fama no mundo da aquariofilia, a producéo de A. percula enfrenta
ainda diversas dificuldades devido as taxas de mortalidade observadas nas primeiras fases
do ciclo de vida e mal formacdes devido ao stress, mas o principal problema continua a ser
a desvalorizagéo devido a diferenca de cor em relagdo aos seus congéneres selvagens
(Dhaneesh, 2012) que apresentam um laranja avermelhado ou rosado, enquanto os de
cativeiro exibem um laranja amarelado ou brilhante. Segundo Tanaka et al. (1992) a
composi¢do de carotenoides no tegumento possui potencial de modificacdo da cor do
peixe-palhagco de amarelo-alaranjado para laranja-rosado quando os individuos sé&o
transportados do meio natural para tanques de cultivo, mas as condi¢6es ndo foram ainda

analisadas.
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Figura 1.3 - Exemplares de Amphiprion percula, selvagem (a) vs cativeiro (b). Autores:
Francesco Ricciardi e desconhecido.

Os peixes ornamentais sdo caracterizados pela grande diversidade de cores e seus
padrbées. O sucesso do comércio da aquariofilia, bem como o marketing do produto estédo
muito dependentes da intensidade e colora¢des vibrantes dos peixes, forma e tamanho
corporal e forma das barbatanas. Todos estes fatores s&o determinantes para o pre¢o dos
individuos no mercado mundial (Gouveia et al., 2003; Gouveia e Rema, 2005), e o peixe-

palhaco ndo é excegdo (Tanaka et al., 1992; Ho et al., 2013).

Na natureza, 0s peixes possuem cores vivas e intensas mas, em condi¢des de cultivo
intensivas, essa coloracdo desvanece, tornando-os menos apreciados no mercado. Ao
longo do tempo foram encontradas solugcdes para este problema, verificando-se que a cor
dos individuos pode ser alterada por fatores ambientais, através de arranjos de
cromatoéforos presentes na pele (Sugimoto, 1993; Yasir e Qin, 2009b). De acordo com 0s
autores, a mudanca da cor de fundo pode provocar adaptacdes fisiologicas, comummente
conhecidas como camuflagem de forma a diminuir as interacdes predador-presa. Este fator
pode nao so ter impacto no sucesso alimentar de larvas de peixe, conseguindo também
afetar a performance de cor dos individuos. Yasir e Qin (2009a) afirmam que, dentro dos
fatores que induzem alteracdes de cor estdo os fatores de stress ambientais e verificaram
gque a baixa intensidade luminosa ou a coloragdo de fundo azul podem tornar a pele dos
peixes-palhaco mais brilhante, tornando-os desejados, valorizando o seu preco a nivel
comercial. Mas, a manipulagdo ambiental encontra-se longe de alterar permanentemente
a composicdo de pigmentos na pele dos peixes, sendo que a alternativa podera passar por
explorar a resposta dos peixes-palhaco a manipulagéo através da dieta (Ramamoorthy et
al., 2010; Yasir e Qin, 2010; Ho et al., 2013, 2014).
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Os carotenoides séo sintetizados por plantas, algas e certas bactérias (McGraw e
Ardia, 2003; van Nieuwerburgh et al., 2005), sendo responsaveis pela coloracdo vermelha,
laranja e amarela dos peixes e crustaceos (Hill et al., 2002). Sabe-se que a coloragao
laranja da pele da espécie Amphiprion ocellaris, parente proximo de A. percula, depende
dos carotenoides ingeridos (Tanaka et al., 1992; Hoff, 1996). Possuem um importante papel
na regulagéo da cor destes organismos uma vez que, tal como em outros animais, 0S
peixes ndo sdo capazes de sintetizar carotenoides (Goodwin, 1984; Ho et al., 2013),
estando dependentes da sua presenca na dieta (McGraw e Ardia, 2003; van Nieuwerburgh
et al., 2005). Para além da pigmentacao, as microalgas presentes contém outros nutrientes
essenciais que determinam a qualidade, sobrevivéncia, crescimento e resisténcia a
doencas por parte dos peixes de aquario. Através da ingestdo de carotenoides, 0s peixes
sdo capazes de modificar os carotenoides alimentares e armazena-los no tegumento e
outros tecidos (Yasir e Qin, 2010). Parece entdo existir uma relacdo direta entre
carotenoides e a coloragéo existente nos peixes (Ramamoorthy et al., 2010). Uma vez que
os individuos de cultivo, contrariamente aos selvagens, ndo tém acesso a carotenoides
naturalmente, torna-se necessaria a adicdo destes em dietas de modo a manter a
coloracao brilhante. Levanta-se a hipétese que através da adicdo desses carotenoides seja
possivel modular uma coloracdo laranja mais intensa e atrativa nos exemplares de

A. percula em cativeiro.

A ingestédo de carotenoides através da dieta, tais como (3, B - caroteno, zeaxantina
(B, B-caroteno — 3,3’ — diol) e astaxantina (3 — 3’ — di-hidroxi - B, B — caroteno — 4, 4’ — diona)
leva a uma deposicdo direta destes componentes na pele sem modificagdes ou como
metabolitos (Blount et al., 2002; Hudon et al., 2003, Ho et al.,, 2013). Para além de
promoverem coloragcdo, foi j& demonstrado que o0s carotenoides, especialmente
astaxantina, possuem fortes propriedades antioxidantes através da acdo como coletores
de radicais de oxigénio livre. Com esta caracteristica parecem capazes de remover
potenciais espécies de oxigénio ativo danificadoras, radicais livres organicos, oxigénio
atémico (*O.) e radicais de hidroxido (*OH) dos sistemas metabdlicos (Goto et al., 2001).
Contudo, o aspeto mais importante da astaxantina em termos de aquacultura da espécie

A. ocellaris é o facto de esta ser o elemento chave dos pigmentos na dieta destes
organismos (Tanaka et al., 1992, Hoff, 1996).

A astaxantina, um carotenoide classificado como xantofila, tem sido vulgarmente
usada em aquacultura de modo a proporcionar coloracdo em carne de salméo (Wathne et

al., 1998; Bjerkeng et al., 1999) e em pele de pargo (Booth et al., 2004; Kalinowski et al.,
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2005). Demonstrou também capacidade de promover coloracdo em varios peixes
ornamentais como espadas (Xiphophorus hellerii), carpas koi (Cyprinus carpio) e peixe-
dourado (Carassius auratus) (Ako et al., 2000; Gouveia et al., 2003; Wallat et al., 2005). No
gue respeita a peixes-palhago, foi verificado que quando alimentados com diferentes
concentragdes de carotenoides, incluindo astaxantina, a sua concentragdo na pele foi
significativamente alterada (Hoff, 1996). Contundo, a deposi¢cdo de carotenoides na pele
dos peixes depende do seu tipo e da sua dose nas dietas, enquanto a sua eficacia em
termos de deposicdo e a pigmentacdo parece variar de espécie para espécie. Como
exemplo, os peixes dourados convertem o pigmento amarelo zeaxantina em astaxantina,
e a truta arco-iris reage de forma contraria convertendo a astaxantina em zeaxantina
(Schiedt et al., 1985).

No peixe-palhagco, a sua capacidade para converter pigmentos numa dieta e
modificar a cor da pele ainda € pouco conhecida (Yasir e Qin, 2010). Para além disso, o
carotenoide astaxantina é extramente caro para utilizacgdo em massa na alimentacgéo,
sendo necessario utilizar com moderagdo de modo a diminuir os custos de alimentagéo
numa aquacultura. As formulagdes exatas e concentragdes minimas a serem usadas numa
dieta de peixe-palhaco para obtencdo de uma coloracdo desejada nédo séo ainda bem
conhecidas, apesar de ja ter sido verificado que uma concentracédo de 80-160mg kg* de
astaxantina para Amphiprion e 214mg kg para Premnas é essencial para atingir uma
coloracdo apelativa (Ho et al., 2013). Contundo, os peixes-palhaco parecem nao possuir
capacidade para reter a cor apelativa que os caracteriza a longo prazo, caso a fonte de
pigmentos essencial seja eliminada (Ho et al., 2014). Assim, torna-se necessario realizar
estudos de modo a determinar a concentracdo minima de astaxantina numa dieta capaz
de ajudar no desenvolvimento de alimentacfes adequadas para fornecer e manter a
coloracdo adequada no peixe em questdo, reduzindo os custos na produgédo, manutengéo
em casa e em aquarios publicos e aumentar o seu valor comercial (Wallat et al., 2005).
Esta pesquisa necessita ter em conta que a expressdo de uma colora¢éo escura pode ser
resultado de niveis elevados de stress devido a manipulacdo durante o cultivo, e a baixa
dose de carotenoides pode aumentar a producdo de melatonina uma vez que estes sao
conhecidos por prevenir o stress oxidativo (Chatzifotis et al., 2005). Por outro lado, observar
gue existe um nivel de saturagcdo de carotenoides e o excesso pode ser metabolicamente

transferido e excretado (Page e Davies, 2006).

Caso o melhoramento da coloragéo possa ser realizado através do alimento ingerido,

administrando pigmentos enriquecidos, certamente a qualidade e preco de cada individuo
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irA aumentar. Desta forma, os produtores de peixes ornamentais testam constantemente
métodos que tornem a coloracao da pele mais intensa. Apesar disso, 0s esfor¢os recentes
tém-se focado em componentes naturais como uma alternativa a carotenoides sintéticos
visto que, como referido anteriormente, estes sdo uma preocupac¢ao devido ao seu elevado

custo (Ramamoorthy et al., 2010).

Foi j4 avaliado o potencial de varios componentes naturais como a coloracdo da
levedura Phaffia rhodozyma, as bactérias marinhas Agrobacterium aurantiacum,
Chlorococcum sp., e as algas verdes Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis e
Chlorella vulgaris como fontes de carotenoides em dietas (Gouveia et al., 2003). Em termos
de sucesso, esta Ultima microalga demonstrou ser a mais eficiente no aumento da
intensidade da coloragdo da pele em peixes ornamentais, uma vez que a sua grande
biodisponibilidade e a membrana celular fina sdo fatores que contribuem para o seu éxito.
Ainda assim, existe diferenca em termos de pigmentacao entre fontes naturais e sintéticas.
Uma suplementacdo com C. vulgaris demonstrou uma boa pigmentacdo em peixes-
dourados mas, a maior taxa de carotenoides presentes na pele foi observada em peixes
alimentados com dietas que continham astaxantina (Gouveia e Rema, 2005). Segundo
Sinha e Asimi (2007), uma comparacdo entre 4 componentes naturais nestes peixes
(spirulina, pétalas de rosa chinesa, pétalas de malmequer e lactobacilos a) demonstrou
gue as pétalas de rosa chinesas sdo uma boa fonte para destacar a pigmentacéo da pele
e aumento o desenvolvimento das gonadas. No caso de espadas (Xiphophorus helleri),
esta demonstrou ser uma boa fonte de pigmentos (Ezhil et al.,, 2008). Contudo, a
suplementacdo com carotenoides sintéticos ou naturais em algumas espécies néo estimula
crescimento, eficiéncia alimentar ou sobrevivéncia tornando-se necessario suplementar a

alimentacdo com proteina (Gouveia et al., 2003; Gouveia e Rema, 2005).

Um dos maiores entraves do crescimento do hobby da aquariofilia nos ultimos 50
anos tem sido o desenvolvimento de alimentos comerciais, uma vez que € necessario ter
em atencdo a necessidade de quantificar os requerimentos nutricionais para a grande
diversidade de espécies mantidas em aquarios em casa ou em aquarios publicos e a forma
de disponibilizar dietas adequadas para cada individuo presente (Sales e Janssens, 2003;
Lupatsch et al., 2012). Ao contrério dos peixes dourados, carpas koi e espécies tropicais
carnivoras de &gua doce (Ciclideos), varias espécies de ornamentais sdo mantidas num
ambiente conjunto, tornando dificil alimentar cada organismo com um alimento especifico
suprindo as suas necessidades. Cada habitante deve ser presenteado com uma dieta

propria, conforme 0s seus requisitos nutricionais, tamanho da boca, local de alimentac&o
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(superficie, coluna de agua ou fundo), regime alimentar, entre outros (Sales e Janssens,
2003). As racdes encontradas no mercado séo ainda generalizadas, isto €, um alimento é
identificado como sendo ideal para varias espécies ornamentais fornecendo uma mistura
flocos/pellets para carnivoros, herbivoros e omnivoros. Mas isto néo indica que todos os
individuos presentes no mesmo ambiente fiquem satisfeitos nutricionalmente de igual
forma, estando o peixe-palhaco incluido neste leque de espécies. Assim sendo, torna-se
necessario realizar estudos de modo a tentar produzir uma alimentacdo essencial para as
varias espécies existentes no mercado, homeadamente para peixe-palhaco, garantido a
sua boa nutricdo, sobrevivéncia, bem-estar, crescimento, pigmentacédo e boa manutencdo

da qualidade da agua.

Referenciada anteriormente, a microalga de agua doce, Chlorella, possui grande
qualidade nutritiva e é largamente utilizada em aquacultura. Sendo um dos produtores
primarios de PUFAs (Hamilton et al., 2014), possui na sua constituicdo cerca de 48 — 58%
de proteina, 8 — 17% de hidratos de carbono e 14 — 22% de lipidos tornando-a num alimento
vivo ideal para larvas de peixes marinhos (Spolaore et al., 2006 e Postma et al., 2015).

Entre as suas varias aplicagbes, C. vulgaris tem sido frequentemente utilizada de
forma a aumentar as taxas de pigmentacdo em varias espécies de peixes, entre eles a
truta arco-iris, a dourada, carpas koi e peixes-dourados (Gouveia et al., 1998, 2002, 2003).
Foi j& verificado que esta microalga apresenta uma concentragéo de pigmentos que ronda
os 0,4% de matéria seca, onde 80% sédo pigmentos que induzem a coloracdo avermelhada,
sendo o caso da cantaxantina e astaxantina, que sdo acumuladas na sua maioria quando
esta microalga se encontra em condicdes de stress (Gouveia et al., 1998). Devido a estas
caracteristicas, torna-se interessante testar a sua suplementacdo em alimentacdes para
A. percula de forma a perceber se C. vulgaris possui impacto sobre a pigmentacéo destes

organismos, ajudando no seu aperfeicoamento.

Os copépodes sdo considerados os organismos dominantes do zooplancton de
aguas costeiras e tropicais, representando um importante elo de ligacéo entre o fitoplancton
e niveis troficos superiores de muitos ecossistemas aquaticos. Atualmente, este grupo tem
sido estudado para uso em atividades de aquacultura, como alimento na fase larval de
peixes e camardes. Foi jA demonstrado que, no ambiente selvagem, as larvas de peixes
marinhos ingerem na sua maioria nauplios de copépodes e copepoditos, sendo a presa
preferencial entre varias espécies. Estes demonstram uma grande escala de tamanhos

entre nauplios e adultos, movimentos tipicos que estimulam a atividade predatéria das
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larvas, e sdo compostos por uma elevada quantidade de acidos gordos insaturados
(HUFAs) (Olivotto et al., 2010, 2012). Estes acidos gordos, nomeadamente acido
araquidonico 20:4n-6 (AA), &cido eicosapentaendico 20:5n-3 (EPA) e acido
docosahexaendico 22:6n-3 (DHA) sao essenciais para a sobrevivéncia e crescimento das
larvas, tornando-se necessarios numa dieta nas primeiras fases de vida dos individuos. A
auséncia destes pode ser a causa de fraca resisténcia a doencas, fraco crescimento,
reducdo da eficiéncia alimentar, anemia e elevada mortalidade. Devido a estas
composicbes a industria da aquacultura considera importante suplementar dietas
tradicionais com copépodes, obtendo dessa forma uma fonte de acidos gordos essenciais.
Avella et al. (2007, 2010) afirmam que, dentro dos modelos dos peixes marinhos, os peixes-
palhaco (Amphiprion spp.) podem ser considerados bons candidatos a estudos uma vez
gue sao hermafroditas protandricos, reproduzem regularmente em condi¢cdes de
laboratério, possuem desenvolvimento larvar curto (Olivotto et al., 2010) e ndo séo capazes
de sintetizar HUFAs de novo (Olivotto et al., 2012).

Em diferentes espécies ja se verificou que os HUFAs aumentam o desenvolvimento
de uma boa pigmentacao, como € o caso do halibute (Bell et al., 2003) sendo que, desta
forma, alguns autores afirmam que é plausivel supor uma possivel relacéo entre dietas
enriquecidas com HUFAs presentes em copépodes e uma reducao significativa do nimero
de A. ocellaris com miss-bar. Ainda assim, muitos estudos indicam que a utilizagéo de
copépodes, como presa viva, aumenta a pigmentacdo em muitas espécies comerciais
(Stottrup, 2000; Knuckey et al., 2005). Com isto, torna-se necessaria a realizagéo de testes
de modo a entender o impacto que estes organismos possuem sobre a pigmentacao de
juvenis de peixe-palhago. Desta forma, poderd tentar-se reduzir problemas com a

desvalorizacdo de A. percula no mercado devido a fraca coloragéo (Avella et al., 2007).

Assim sendo, este trabalho experimental teve como objetivo a engorda de juvenis de
peixe-palhago, Amphiprion percula, com ragbes de diferentes composigoes,
nomeadamente Copépodes e Chlorella individualmente e em combinagéo, avaliando o seu

efeito na sobrevivéncia, comprimento, peso e altera¢des na pigmentacéo dos individuos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Desenho experimental

O trabalho experimental foi realizado no laboratério de aquacultura da Escola
Superior de Turismo e Tecnologia do Mar (Peniche, Portugal). Trezentos juvenis de peixe-
palhaco com dois meses de idade e peso médio de 0,13+0,06g foram obtidos huma
empresa de criacdo de peixes ornamentais. Um sistema de recirculagdo, devidamente
arejado, foi utilizado e os individuos foram distribuidos aleatoriamente em 12 aquarios de
vidro (50x30x30cm) com fundo azul, ambientalmente enriquecidos com tubos de PVC para
abrigos, com 40 litros de capacidade, totalizando 530 litros (Figura 2.1). O namero de
organismos por aquario foi 25, totalizando uma densidade de 0,5 ind L%, por forma a evitar
comportamentos agressivos entre individuos, melhorando a sobrevivéncia, crescimento e
bem-estar dos mesmos (Saoud et al., 2008; McKenzie et al., 2012). Um fotoperiodo de 12h
luz:12h escuro foi adotado, o oxigénio dissolvido foi mantido a 6,0mg L™, temperatura a
26+2°C e a salinidade mantida a 33. Os niveis de amonia e nitritos foram analisados
semanalmente e mantidos entre Omg L™ e 0,25mg L™, sendo ajustados quando necessario
através de trocas de agua.

a) b)

Figura 2.1 - Sistema de recirculagdo utilizado para a realizagdo do trabalho experimental (a) e
respetivo sistema RAS (b). Autor: Marcela Franca.
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2.2. Dietas experimentais

Trés dietas experimentais que suprimem 0s requisitos para a espécie utilizada,
formuladas pela empresa SPAROS, Lda, foram testadas. Cada alimentacdo continha uma
suplementacdo distinta, sendo a dieta A suplementada com copépodes, a deita B
suplementada com Chlorella, e a dieta C suplementada com um mix de copépodes e
Chlorella. Como controlo (CT), foi utilizada uma dieta comercial para peixe-palhaco (Tabela
). A sua distribuicdo foi realizada em triplicado (Figura 2.2) e os organismos foram
alimentados ad libitum, trés vezes ao dia (9:30h + 13:00h + 17:30h), por um periodo de 93
dias (Fevereiro a Abril de 2015).

[ |

Sistema

RAS

Figura 2.2 - Diagrama representativo da distribuicdo das trés dietas experimentais.
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Tabela | - Composicdo basal das dietas formuladas pela empresa SPAROS, Lda.

Ingredientes (%) Controlo A B C
Farinha de peixe 70 48,000 10,000 7,300 8,000
Concentrado de proteina de peixe 12,000 12,500 12,000 12,000
Farinha de lula 5,500 12,500 14,000 5,000
Farinha de Krill 5,000 0,000 0,000 5,000
Biomassa de Copépodes (Frescos) 0,000 40,000 0,000 20,000
Biomassa de Chlorella (Seca) 0,000 0,000 40,000 20,000
Gluten de Trigo 6,550 5,900 6,500 6,550
Semente de Trigo 3,000 5,000 0,000 2,500
Oleo de Peixe 1,000 0,000 0,550 1,000
Pré-mistura de Vitaminas e Minerais 2,000 2,000 2,000 2,000
Lecitina de Soja 6,500 0,000 7,200 6,500
Ligante e Poliol 9,500 9,500 9,500 9,500
Antioxidante em pé 0,200 0,400 0,400 0,400
Antioxidante liquido 0,200 0,000 0,000 0,000
MCP 1,000 0,000 0,000 0,000
Astaxantina 0,050 0,000 0,000 0,000
Fosfato monocélcico 0,000 2,200 0,550 1,550
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2.3. Determinacdo de parametros morfométricos

O peso e comprimento de cada individuo foram registados no inicio e no final do
ensaio experimental. Para a realizagdo das amostragens, os individuos foram anestesiados
individualmente com 0,7ml L de 2-fenoxietanol (Johnston et al., 2003). Quando se
verificou falta de reag&o por parte dos organismos, foram retirados com um camaroeiro, e
foi determinado o comprimento (cm) com o auxilio de uma régua (Figura 2.3b) e o peso (g)
através de uma balanca com quatro casas decimais, retirando-se a maior quantidade de
agua possivel (Figura 2.3c). A sobrevivéncia foi avaliada ao longo de todo o ensaio através

de observacao e registos diarios de mortalidade.

b)

c)

Figura 2.3 - Processo realizado nas amostragens iniciais e finais do ensaio experimental. Nas
figuras encontram-se representados os passos de anestesia (a), medicdo (b), pesagem (c) e
recuperacao (d). Autor: Marcela Franca.
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2.4. Determinacdo de parametros zootécnicos

No final do ensaio foi possivel determinar 0s seguintes parametros zootécnicos:

Taxa de crescimento especifico (SGR):

B [LN(peso final(g)) — LN (peso inicial (g))] .

100
n? dias da experiéncia

SGR (% dia™Y)

indice de crescimento diario (DGI):

_ (peso final (g))1/3 — (peso inicial (g))1/3
a ne dias da experiéncia

DGI (g dia™1)

Taxa de crescimento absoluto (AGR):

_ peso final (g) — peso inicial (g)
- n? dias da experiéncia

AGR (g dia™)

indice de condic&o (K):

eso final
K = p' ! '(g) x 100
comprimento final®(cm)

2.5. Andlise de carotenoides por espectrofotometria

Trés peixes foram recolhidos, aleatoriamente, de cada aquario no final do ensaio.
Estes foram anestesiados com MS-222 (90mg L?), colocados em sacos de congelacédo
individuais embrulhados em papel de aluminio e congelados a -20°C até a analise de

carotenoides de acordo com Yasir e Qin (2010).

Amostras de pele foram retiradas de ambos os lados de cada individuo, entre a zona
abdominal e a zona dorsal. Estas amostras foram transferidas, em pools de trés peixes por
aquario, para tubos de ensaio de vidro de 10mL, previamente pesados, e tapados com
papel de aluminio. Nos tubos foram adicionados 3mL de acetona a 90% e 0,7g de sulfato
de sbdio anidro, de modo a eliminar toda a agua presente na amostra, e homogeneizou-se
as amostras, perfazendo-se de seguida o volume até 10mL com acetona. Os tubos foram
colocados no frigorifico a 4°C durante 4 dias para extracdo dos carotenoides, e a solugéo

obtida foi centrifugada a 2500rpm durante 10 minutos. A absor¢do foi medida no
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espectrofotdbmetro, em triplicado, a 663, 645 e 470nm (Ramamoorthy et al., 2010; Sumanta
et al., 2014).

Figura 2.4 - Processo de conservacao dos organismos recolhidos para posterior analise de
carotenoides por espectrofotometria. Nas figuras encontram-se representados os passos de
anestesia (a), colocacdo em sacos de congelacado individuais (b), embrulho em papel de aluminio
(c) e colocacdo em congelador a -20°C (d). Autor: Marcela Franca.

2.6. Modelo HSB (Matiz-Saturagao-Brilho)

Fotografias tiradas a individuos de cada dieta, ao longo do tempo, foram
analisadas através do modelo HSB. Com recurso ao programa Adobe lllustrator CC
2015 (Figura 2.5), duas zonas dos peixes foram estudadas, zona dorsal e barbatana
caudal. Os resultados obtidos foram comparados com valores do modelo HSB (Figura
2.6) (Yasir e Qin, 2009a), por forma a perceber qual a dieta capaz de proporcionar uma
pigmentacdo mais laranja.
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Figura 2.5 - Exemplo de analise de valores de HSB, numa fotografia capturada durante o ensaio, com auxilio
do programa Adobe lllustrator CC 2015.

a) Saturagéao b)

Figura 2.6 - llustracdo do modelo HSB mostrando a relagdo entre matiz, saturagdo e brilho como um cone,
com visao lateral (a) e visdo superficial (b).

2.7. Andlise estatistica

Em relacdo ao peso e comprimento e modelo HSB, os dados foram analisados
através de uma ANOVA de duas vias, tendo como fatores o tempo e a dieta, seguida de
um teste de pos-hoc de Tukey para identificar diferencas entre tratamentos experimentais.

Para a analise de carotenoides por espectrofotometria e parametros morfométricos

e zootécnicos foi realizada uma ANOVA de uma via, tendo como fator as racdes e 0s
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diferentes parametros, respetivamente. Seguiu-se um teste pos-hoc de Tukey para
identificacdo das diferengas entre dietas. A homogeneidade foi verificada através de um
teste de LEVENE, e os valores foram transformados quando necessério.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software STATISTICA 12
para WINDOWS. O nivel de significancia utilizado foi p-value < 0,05 para todos os testes

estatisticos.
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3. Resultados

3.1 Parametros morfométricos

Relativamente ao peso, os peixes alimentados com a dieta A demonstraram um peso
final de 1,47+0,40g, valor estatisticamente superior em relacédo a dieta controlo e todas as
restantes. Pelo contrario, os individuos alimentados com a dieta C revelaram pesos finais
significativamente inferiores a dieta controlo e a todas as outras, atingindo um peso médio
de 0,90+0,29g (Figura 3.1a). Quanto ao comprimento, os peixes alimentados com mistura
de Chlorella e Copépodes (Dieta C) demonstraram comprimento final de 3,49+0,42cm,

encontrando-se estatisticamente inferiores ao controlo e a todas as restantes alimentagoes.

A dieta A, com um valor médio de comprimento de 4,00+0,37cm revelou ser
estatisticamente superior em relacdo ao Controlo com 3,73£0,38cm de comprimento
médio, mas ndo em relagéo a dieta B que apresentou 3,80+0,52cm de comprimento médio.
Os peixes alimentados com esta dieta também néo revelaram diferengas estatisticamente
significativas em relacéo a dieta Controlo (Figura 3.1b).

E notdrio que os peixes alimentados com a dieta A foram os que registaram maior
crescimento ao longo da experiéncia, quer em termos de peso, quer em termos de
comprimento total. O seu peso aumentou, em média, 1,329, enquanto nas dietas B, C e
Controlo os aumentos foram de 1,09g, 0,79g e 1,05g, respetivamente. J& o comprimento
total aumentou, em média, para a dieta A, 2,21cm, e para as restantes dietas, B, C e
Controlo, aumentou 1,96cm, 1,69cm e 2,03cm, respetivamente.

Ainda assim, todas as dietas revelaram um aumento de peso e comprimento total
significativo ao longo do tempo. Diferengas significativas revelaram-se apenas no final do
ensaio, para ambos os fatores, indicando que a populagédo era homogénea no inicio do

ensaio.
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Figura 3.1 - Peso inicial e final em gramas (a) e comprimento inicial e final em centimetros (b)
observado em todas as dietas. Os valores encontram-se expressos como média £ DP. Asterisco
assinala diferencas estatisticamente significativas entre tempos para a mesma dieta. Letras

indicam diferencas entre dietas para o mesmo tempo (ANOVA de duas vias, p < 0,05).

3.2. Parametros zootécnicos

A performance de crescimento e o0s parametros morfométricos dos juvenis de
A. percula, alimentados com as diferentes dietas experimentais durante o ensaio de
crescimento, encontram-se representados na tabela Il. Apenas no indice de crescimento
diario e na taxa de crescimento absoluto foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas, sendo que em ambos o0s parametros a dieta C demonstrou valores

significativamente mais baixos em relac&o a todas as outras.
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Tabela Il - Parametros morfométricos (K) e zootécnicos (SGR, DGI, AGR) de juvenis de
Amphiprion percula alimentados com diferentes dietas experimentais. Os valores encontram-se
expressos como média + DP. Letras indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
diferentes parametros (ANOVA de uma via, p < 0,05).

Parametro Controlo A B C
SGR (% dia?) 2,395 + 0,082 2,399 £ 0,168 2,485 £ 0,074 2,226 £ 0,182
DGl (g dial) 0,006 £ 7,7342 0,006 £ 0,0002 0,006 £ 0,0002 0,005 + 0,000
AGR (g dia?l) 0,012 £ 0,0012 0,014 £ 0,0012 0,012 £+ 0,0002 0,008 + 0,000
K 2,418+0,171 2,296 + 0,055 2,216 + 0,154 2,114 + 0,035

3.3.  Andlise de carotenoides por espectrofotometria

A andlise espectrofotométrica demonstrou que os peixes alimentados com a dieta C
continham uma maior concentracédo de carotenoides na pele, com 122,63+21,10 mg kg,
seguindo-se dos peixes alimentados com a dieta B, apresentando 49,62+22,07 mg kg*
(Figura 3.2). A dieta A e a Controlo foram as que demonstraram menor concentragdo de
carotenos. Todas as alimentages apresentaram diferencas estatisticamente significativas
entre si, exceto a dieta A em relacdo a dieta Controlo, com 23,47+7,26 mg kg e

29,00+15,49 mg kg, respetivamente.

Concentracédo carotendides
160,00

C
140,00
120,00
< 100,00
2 b
=< 80,00
o
€ 60,00 a
40,00 a
20,00 -
A B C

0,00
Controlo

Dietas

Figura 3.2 - Concentragéo de carotenoides observada na pele dos peixes expostos as diferentes dietas
experimentais, através de espectrofotometria. Os valores encontram-se expressos como média + DP.

Letras indicam as diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes tratamentos (ANOVA

de um fator, p < 0,05).
Através da observacdo dos A maximos obtidos (Tabela Ill), tornou-se possivel determinar

guais os carotenoides presentes na pele dos peixes expostos as diferentes dietas

experimentais. Em todos foram verificados carotenos em comum, tais como a-caroteno, -
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caroteno, Licopeno e Zeaxantina. Apenas 0s peixes alimentados com a suplementacéo de
copépodes apresentaram o carotenoide y-caroteno.

Tabela 1l - Carotenoides observados na pele dos peixes expostos as diferentes dietas
experimentais. Valores obtidos através da comparacdo do Amax (nm) encontrados, com valores
base (Rodriguez-Amaya., 2001).

Controlo A B C
370 461 452 369
451 465 369 451
Améx (nm) 450 370 451 476
369 475 476 373
452 450 450
449
475
B-caroteno y-caroteno B -caroteno B -caroteno
Zeaxantina a -caroteno Zeaxantina Zeaxantina
Carotenos a-caroteno Licopeno a -caroteno a -caroteno
Licopeno Licopeno Licopeno

3.4. Andlise visual da coloracédo da pele

Ao longo de todo o ensaio experimental, a pigmentacdo dos individuos foi analisada
visualmente e registada através de fotografias obtidas semanalmente. Na figura 3.3
encontra-se representada a evolucéo da coloracdo, desde Fevereiro a Abril, em cada uma
das dietas. Verifica-se que, desde o primeiro més, os peixes alimentados com a
suplementacdo de copépodes foram os que demonstraram uma pigmentacdo mais
alaranjada, sendo que os individuos alimentados com Chlorella e Cop+Chl se encontravam

ainda semelhantes.

A partir do segundo més de ensaio, as diferencas comegaram-se a tornar mais
evidenciadas sendo que, os peixes alimentados com a dieta controlo foram os que
apresentaram uma coloracdo menos intensa, os da dieta Chlorella tornaram-se mais
amarelados que os da dieta Cop+Chl e, por fim, os individuos da dieta com Copépodes

apresentavam uma pigmentacao laranja intensa.
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a)

Chlorellal

c)

Chlorellal
/ .

Figura 3.3 - Analise visual da coloracdo dos individuos alimentados com as diferentes dietas
experimentais em Fevereiro (a), Marco (b) e Abril (c).
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3.4.1. Modelo HSB (Matiz - Saturacéo - Brilho)

Por forma a complementar a observacgéo visual, realizou-se uma analise de coloracao
de imagem, recorrendo ao modelo HSB. Em relac&o a zona dorsal do corpo dos individuos
(Figuras 3.4, 3.5, 3.6) a dieta A, suplementada com copépodes, apresentou os valores de
matiz mais baixos, indicando que se encontrava mais perto do laranja. Pelo contrério, a
Dieta B suplementada com Chlorella, apresentou valores de matiz mais elevados,
encontrando-se mais préximo do amarelo. Apenas foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas entre dietas, sendo todas diferentes entre todas. No que toca
ao brilho, a dieta controlo obteve os valores mais baixos, sendo estatisticamente diferente
das restantes dietas. Também neste parametro, o més de Fevereiro demonstrou diferencas
em relacdo a Abril, em todas as dietas. Por Ultimo, a saturacdo da zona dorsal dos
individuos revelou que, a dieta A em Fevereiro foi significativamente diferente da mesma

em Marco e Abril.

Analisando a barbatana caudal dos peixes (Figuras 3.7, 3.8, 3.9), a matiz revelou
novamente que os organismos alimentados com a dieta com copépodes se encontravam
mais proximos do laranja, devido aos valores mais préximos de O, e que os da dieta
suplementada com Chlorella se encontravam proximos do amarelo, com valores proximos
de 60 (Yasir e Qin, 2009a). Foram observadas diferencas significativas entre tempos
independentemente da dieta, e entre dietas independentemente do tempo. Mais
concretamente, o més de Fevereiro foi diferente de Marco e Abril em todas as dietas, e
apenas a dieta C demonstrou diferencas em relacéo a dieta controlo. Na saturacao, apenas
a dieta controlo revelou diferencas em relacdo a todas as outras e, no brilho, a mesma

dieta revelou-se diferente da dieta B.
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Figura 3.4 - Matiz (°) da zona dorsal dos individuos, observada nas diferentes dietas, ao longo do
tempo. Os valores encontram-se expressos como média + DP. Letras mailsculas indicam as
diferencas estatisticamente significativas entre dietas independentemente do tempo (ANOVA de
duas vias, p < 0,05).
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Figura 3.5 - Brilho (%) da zona dorsal dos individuos, observada nas diferentes dietas, ao longo do
tempo. Os valores encontram-se expressos como meédia + DP. Letras mailsculas indicam as
diferencas estatisticamente significativas entre dietas independentemente do tempo. Simbolos
indicam diferencas entre tempos, para a mesma dieta (ANOVA de duas vias, p < 0,05).
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Figura 3.6 - Saturagdo da zona dorsal dos individuos, observada nas diferentes dietas, ao longo do

tempo. Simbolos indicam diferengas entre tempos, para a mesma dieta. Os valores encontram-se
expressos como média £ DP (ANOVA de duas vias, p < 0,05).
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Figura 3.7 - Matiz (°) da barbatana caudal dos individuos, observada nas diferentes dietas, ao longo
do tempo. Letras mailsculas indicam diferencas entre dietas independentemente do tempo.

Simbolos indicam diferencas entre tempos, para a mesma dieta. Os valores encontram-se
expressos como média £ DP (ANOVA de duas vias, p < 0,05).
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Figura 3.8 - Saturacdo (%) da barbatana caudal dos individuos, observada nas diferentes dietas,
ao longo do tempo. Letras mailsculas indicam diferencas entre dietas independentemente do
tempo. Os valores encontram-se expressos como média + DP (ANOVA de duas vias, p < 0,05).
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Figura 3.9 - Brilho da barbatana caudal dos individuos, observada nas diferentes dietas, ao longo
do tempo. Letras mailsculas indicam diferencas entre dietas independentemente do tempo. Os
valores encontram-se expressos como média £ DP (ANOVA de duas vias, p < 0,05).

29



30



4. Discussao

O peixe-palhaco, Amphiprion percula, € um dos peixes marinhos ornamentais mais
conhecidos e desejados em todo o mundo, levando a que todos os amantes da aquariofilia
procurem os exemplares que apresentem uma pigmentacdo vermelho-alaranjada e trés
bandas brancas bem formadas, como é comum observar nos individuos selvagens. Desta
forma, inumeros esforgos tém sido realizados de modo a melhorar o cultivo intensivo desta
espécie, incluindo diversos estudos cientificos em nutricdo (Sales e Janssens, 2003).
Procura-se proporcionar um melhor crescimento e coloracdo dos organismos de cultivo,
lutando contra a sobre exploracdo e o seu impacto nas populacbes de A. percula
(Wittenrich, 2007; Olivotto et al., 2011).

Neste trabalho, quatro dietas formuladas para a engorda de juvenis de peixe-palhaco
estiveram em estudo, sendo avaliado o seu efeito na sobrevivéncia, comprimento, peso e

alteracdes na pigmentacao dos individuos.

No que respeita ao crescimento, os peixes alimentados com a dieta A, suplementada
com copépodes, demonstraram um aumento de peso e comprimento superior em relagéo
as restantes alimentacdes, com valores de 1,32g e 2,21cm, respetivamente. A dieta B,
suplementada por Chlorella revelou ser a segunda melhor nestes parametros, seguida da

dieta controlo e, por ultimo, da dieta C.

Santana et al. (2015) testaram novas alimentacdes em Amphiprion ocellaris,
registando um aumento de peso médio de 0,12 - 0,21g e crescimento de 0,17cm. Embora
o trabalho referido tenha decorrido durante um periodo de tempo menor e com individuos
de outra espécie, de peso inicial superior, as dietas aqui estudadas parecem ter sido
capazes de superar estes valores, com aumento de peso médio de 0,79 — 1,329 e
crescimento de 1,69 — 2,21cm. A superacdo pode ser verificada através da taxa de
crescimento especifico (SGR), que no estudo anterior foi mais baixa, com valores de
0,73 — 1,13% dia! comparativamente a 2,226+0,182 — 2,395+0,082% dia™.

Foi demonstrado que, no meio selvagem, as larvas de peixes marinhos se alimentam
principalmente de nauplios de copépodes e copepoditos (Villalta et al., 2005; Avella et al.,
2007), sendo que estes dominam o contetdo estomacal das larvas (Holt, 2003). S&o

naturalmente ricos em &cidos gordos essenciais, HUFAs, extremamente importantes para
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a sobrevivéncia e crescimento, sendo essenciais em dietas larvares. Para além disso,
melhoraram a pigmentacdo normal e reduzem a frequéncia de deformacgdes (Avella et al.,
2007; Olivotto et al., 2008).

Embora a maioria se refira a copépodes como alimento vivo para larvas de peixes
marinhos, o estudo aqui apresentado podera ter demonstrado que este suplemento pode
ser essencial e enriguecedor numa dieta para juvenis de peixe-palhaco,
Amphiprion percula, uma vez que foi na dieta A que se verificou um crescimento mais
elevado, maior pigmentacado e mais rapida e melhor formacéo das bandas brancas, como

ja teria sido verificado por Avella et al. (2007).

Apesar de também apresentar copépodes na sua composi¢cdo, embora a sua
guantidade seja menor, a dieta C revelou os valores de crescimento mais baixos em
relacdo as restantes. A combinacéo de copépodes e Chlorella poderéa néo ter funcionado
em termos de nutricdo, bem como a menor quantidade de farinha de peixe e farinha de lula
em relacdo as restantes dietas, causando um crescimento mais lento nos organismos. Ao
longo do ensaio verificou-se uma degustagdo mais fraca por parte dos peixes em relagéo
a esta dieta, comparativamente as dietas A, B e controlo, podendo indicar que o alimento
nao seria apelativo para os individuos. Desta forma, a quantidade de alimento ingerido foi
reduzida e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento dos individuos tera sido
diminuido. Uma vez que a microalga de agua doce, Chlorella, ndo faz parte da alimentacéao
normal da espécie em estudo, pode ter contribuido para o baixo interesse por parte dos

individuos pelas dietas com este suplemento.

Contudo, todas as dietas contribuiram para o crescimento e sobrevivéncia da espécie
em cativeiro, proporcionando o bem-estar e bom desenvolvimento dos individuos. Apenas
a dieta C revelou um ligeiro atraso no indice de crescimento diario e taxa de crescimento
diario mas, ainda assim, estes valores ndo foram prejudiciais. Contudo, um répido
crescimento pode resultar na reducéo da fase larvar, considerado o periodo mais delicado
da historia de vida dos peixes. Em situagcdes de aquacultura intensiva atingir estes
resultados é essencial, uma vez que permite a reducao dos custos de produgéo, permitindo
oferecer ao mercado de peixes ornamentais um produto capaz de competir com espécimes
selvagens de custos menos elevados (Avella et al., 2007), tendo sempre em conta a saude

e bem-estar dos organismos.
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No geral, as espécies ornamentais sdo vendidas a unidade e selecionadas por
tamanho, tornando o comprimento o fator mais importante para o negécio. Ainda assim, é
importante obter um equilibrio entre peso e comprimento, garantindo uma melhor condigéo
a cada individuo. O fator de condigéo representa um indicador quantitativo do bem-estar
dos peixes, sendo que os ornamentais sdo avaliados em termos de qualidade com base
na aparéncia e atributos fisicos (Moorhead and Zeng, 2010; Guidelli et al., 2011). Valores
de indices de condicao elevados demonstram fatores de cultivo favoraveis, e os valores
baixos indicam fatores menos favoraveis (Blackwell et al., 2000). Nos resultados obtidos,
todas as dietas conseguiram proporcionar bons valores de indices de condi¢céo, sendo que
na dieta controlo atingiu-se o valor mais elevado, seguindo-se a dieta suplementada com

copépodes.

A coloracdo é um importante fator no negécio da aquacultura ornamental a nivel
mundial. Desde sempre que os peixes-palhaco que possuam uma pigmentacdo laranja
avermelhada sdo mais requisitados pelos aquaristas (Tanaka et al., 1992). Este estudo
demonstrou que a alimentagéo podera ser um fator capaz de alterar a colora¢éo ndo s6 no
corpo mas também nas barbatanas dos individuos, e o desenvolvimento de novas dietas
podera vir a ser considerado um dos fatores contribuidores para o grande crescimento
deste hobby mundial (Ramamoorthy et al., 2010).

Os carotenoides sdo a fonte primaria de pigmentacdo nos peixes ornamentais
tropicais, como € o caso do peixe palhagco, Amphiprion percula, sendo responsaveis por

diversas cores como o amarelo e o vermelho (Ramamoorthy et al., 2010).

Os efeitos das dietas na pigmentacdo da espécie em estudo foram observados
através de varios métodos como analise de carotenoides por espectrofotometria, analise
visual e observagéo de imagem com o modelo HSB, método utilizado em diversos estudos
anteriores (Kalinowski et al., 2005; Yasir e Qin, 2009a, 2009b, 2010; Ho et al., 2013, 2014).

Em relacdo a andlise de carotenoides por espectrofotometria, observou-se que a
dieta C continha maior concentracdo de carotenos em relacdo as restantes, seguindo-se
da dieta B, dieta Controlo e, por ultimo, dieta A. Uma vez que os comprimentos de onda
utilizados durante o processo atingiam carotenos responsaveis pela coloragdo amarela
(Rodriguez-Amaya., 2001), podera ser possivel concluir que os peixes alimentados com a
dieta A se encontravam mais afastados desta cor, revelando os valores de concentracdo

mais baixos. Esta situacdo pode ser comprovada através dos carotenos obtidos nos picos
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de absorvancia maxima (Tabela Ill). A pele dos individuos alimentados com as dietas
Controlo, B e C continha B-caroteno, a-caroteno, zeazantina e licopeno. Ja a pele dos
exemplares alimentados com a dieta A apenas continham a-caroteno, y-caroteno e
licopeno. Nenhum exemplar continha astaxantina na pele, vulgarmente usada em
aguacultura de modo a proporcionar coloracdo em carne de salmao (Wathne et al., 1998;
Bjerkeng et al., 1999) e em pele de pargo (Booth et al., 2004; Kalinowski et al., 2005).

Uma vez que todas as espécies de peixes exibem diferentes reacdes ao
metabolismo de carotenoides (Matsuno, 2001), os exemplares de A. percula poderao ter
metabolizado a astaxantina, como foi verificado em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss,
em que a astaxantina foi metabolizada para zeaxantina, responsavel pela coloracéo
amarela (Schiedt et al., 1985). O mesmo foi verificado por Yasir e Qin (2010), com peixe-
palhago que transferiu a astaxantina para zeaxantina e cantaxantina. Esta situagéo poderia
explicar o aparecimento de zeaxantina em todos os individuos, exceto os alimentados com
a dieta A, justificando a coloracdo menos laranja. Contudo, e uma vez que apenas a dieta
controlo continha astaxantina na sua composicdo, este resultado ndo pode ser

comprovado, sendo necessarios estudos futuros.

Outro caroteno presente nos individuos de todas as dietas, exceto a dieta A, foi o 3-
caroteno. Yasir e Qin (2010) verificaram anteriormente que este carotenoide tornou a
coloracdo de juvenis de peixe-palhaco amarelo-alaranjada. O mesmo pode ter sido
verificado neste estudo, uma vez que os individuos alimentados com as dietas Controlo, B
e C, que revelaram uma coloracdo menos laranja intensa, possuiam na sua pele este
carotenoide. Ainda assim, estes resultados necessitam ser estudados mais
profundamente, através de um método capaz de avaliar a quantidade de cada caroteno
presente nas amostras, como é o caso do HPLC (High Performance Liquid

Chromatography).

Através do modelo HSB foi possivel perceber quais os peixes que possuiam uma

coloracao mais laranja, encontrando-se mais proximos dos seus parentes selvagens.

O modelo Matiz-Saturagéo-Brilho (HSB) é uma representacdo matematica da cor,
muito semelhante a percecao da cor pelo Homem (Georgieva et al., 2005). Este modelo
divide a cor em trés componentes: matiz, saturacéao e brilho. Matiz, considerada a cor pura,
€é medida em graus angulares em torno do cone, iniciando e terminando em 0° e 360°,

respetivamente. Estes graus correspondem a cor vermelha, assim como 60° correspondem
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a cor amarela, 120° a cor verde e 240° ao azul. Saturacdo é a pureza da cor, medida em
percentagem, desde o centro do cone (0) até a superficie (100). A 0% de saturagdo, a matiz
é insignificante. A 0% de brilho, tanto a matiz como a saturacdo sao insignificantes.

Neste trabalho foram analisadas duas zonas dos peixes, zona dorsal e barbatana
caudal. Nas duas zonas, a matiz dos individuos alimentados com a dieta suplementada
com copépodes demonstrou valores mais proximos de 0° indicando, desta forma, que esta
dieta proporcionou a coloracdo mais laranja. Por outro lado, a dieta suplementada com
Chlorella revelou os valores de matiz mais elevados, proximos de 60°, indicando uma
coloracdo mais proxima do amarelo. Apenas na barbatana caudal os valores de matiz
foram variaveis ao longo do tempo mas, ainda assim, ndo afetou os resultados em relacao

as dietas.

Em relagdo a saturagdo (mais cor), os individuos alimentados com a dieta B
mostraram valores superiores em relagéo as restantes dietas, ou seja, possuiam mais cor
amarela. Contudo, ndo existiram diferencas entre dietas. A reducao de saturacao verificada
na dieta A, na zona dorsal, ao longo do tempo, podera ser explicada pelo aparecimento na

coloracao preta nessa zona, tipica da espécie.

Existiram ja varias tentativas de intensificar a cor vermelha em peixes de cultivo,
como é o caso do Pagrus auratus e Pagrus pagrus (Cejas et al., 2003), onde 0s peixes
alimentados com astaxantina demonstraram um valor mais baixo de matiz, demonstrando
uma cor mais avermelhada (Kalinowski et al., 2005), e a adicdo de [B-caroteno nao

aumentou esta coloragao.

Véarios estudos demonstraram que peixes marinhos alimentados com HUFAS,
naturalmente presentes em copépodes, possuiam uma pigmentacdo normal e baixa
frequéncia de deformagfes (Avella et al., 2007; Olivotto et al., 2008), como é o caso do
halibute, onde foi possivel aumentar a pigmentacéo da zona dorsal ou eliminar o fenémeno

da ma pigmentacéo (Bell et al., 2003).

Assim sendo, uma vez que a utilizacdo de copépodes como presa viva aumenta a
pigmentacdo em varias espécies comerciais (Bell et al., 2003), estudos do efeito destas
espécies de zooplancton na pigmentacdo em juvenis de peixe-palhaco podem ser

importantes para a aquacultura ornamental. No caso deste trabalho, a dieta A
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suplementada com estes organismos revelou ser a melhor candidata para a melhoria da
coloragdo de A. percula, colocando os peixes de cultivo mais préximos dos seus

congéneres selvagens.

A microalga Chlorella tem sido usada com sucesso no aumento de taxas de
pigmentacdo em truta arco-iris (Gouveia et al., 1998), dourada (Gouveia et al., 2002) e
peixes ornamentais como carpa koi e peixes dourados (Gouveia et al., 2003). Para além
disto, foi ja demonstrado que possui pigmentos em concentracdes elevadas, com potencial

de aumentar a matiz vermelha (Gouveia et al., 1998).

No caso de A. percula 0 mesmo ndo se verificou, uma vez que os individuos
alimentados com a dieta suplementada com Chlorella revelaram uma coloracdo mais
amarela, com valores de matiz mais proximos desta. A justificacdo pode ser dada pelo facto
de esta microalga ter apresentado ser uma boa fonte de pigmentos com potencial interesse

em matizes amarelas e azuis (Gouveia e Rema, 2005).

A dieta C, suplementada por copépodes e Chlorella, demonstrou valores de matiz
mais baixos em relacdo a dieta anteriormente descrita, 0 que podera demonstrar que,
apesar de os individuos terem ingerido menos alimento e terem um crescimento mais
reduzido, o facto de a dieta conter copépodes colaborou para a pigmentacao mais laranja

em relacdo a dieta suplementada apenas com Chlorella.

Ao observar a concentracédo de carotenoides obtida nos individuos alimentados com
esta dieta, a concentragdo mais elevada podera indicar que a pele dos peixes continha
maior quantidade de carotenos responsaveis pelo amarelo em relacdo as B e controlo mas,
este resultado apenas podera ser verificado através de HPLC, como foi referido

anteriormente.
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5. Conclusao

Peixes e outros invertebrados sdo incapazes de sintetizar carotenoides (Matsuno,
2001), necessitando recorrer a alimento que os contenha. Embora o peixe-palhaco possa,
temporariamente, alterar a expressao da cor através da mudanca de intensidade da luz
(Yasir e Qin, 2009a) ou da coloragéo do fundo (Yasir e Qin, 2009b), ndo é possivel alterar
a composicao de pigmentos através de alteracbes ambientais. Desta forma, torna-se
necessario estudar a resposta da expressao de cor de peixe-palhaco em funcéo da dieta.

O objetivo sera encontrar uma dieta capaz de contribuir para melhoria de
crescimento, bem-estar, sobrevivéncia e pigmentagédo de juvenis de Amphiprion percula.
Estes fatores sdo essenciais para uma producdo intensiva em aquacultura ornamental,

possibilitando o abastecimento em grande escala do negdcio da aquariofilia.

Cada vez mais sdo realizados estudos na tentativa de melhorar o cultivo desta que é
uma das espécies mais conhecidas e procuradas pelos amantes da aquariofilia, sendo a
pigmentagé&o o principal alvo de estudo.

Neste trabalho, todas as dietas demonstraram contribuir para o crescimento e
sobrevivéncia dos juvenis, com taxas de crescimento especifico entre 2,226+0,182 e
2,395+0,082% dia?, sendo que individuos alimentados com dieta suplementada com
copépodes atingiram os valores mais elevados. Também aqui foi atingida uma
pigmentacdo mais proxima do laranja, tipica nos peixes-palhago selvagens, demonstrado
através de diferentes métodos como analise de carotenoides por espectrofotometria e
andlise de imagem recorrendo ao modelo HSB.

Ainda assim, futuros estudos tornam-se necessarios por forma a perceber a
quantidade de cada caroteno presente na pele dos individuos alimentados com os
diferentes suplementos, e se os resultados obtidos se encontram préximos de individuos

selvagens, complementando os resultados obtidos neste estudo.
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Anexos

Anexo |

Parte do trabalho realizado foi aceite, como comunicagdo oral, no congresso
FENACAM & LACAQUA’15, com o titulo “ANEMONEFISH, Amphiprion percula GROWTH
UNDER DIFFERENT DIETS”, com lugar em Fortaleza, Brasil, em Novembro de 2015.

ANEMONEFISH, Amphiprion pereula GROWTH UNDER DIFFERENT DIETS

Marcela Franca, Ricardo Passos, Rodolfo Ramos, Marina Machado, Ana Pombo and
Teresa Baptista”

MARE—DMarine and Environmental Sciences Cantre, ESTM, Polvtechnic Instibute of Leiria,
2520-641 Paniche, Portuzal
Email: teraza baptistai@iplairia pt

Anemonefishes such as dmphiprion percula are important in the omamental mdustry dus to
their beaufiful colors. However the coloration of rearad fish 1s mmfarior from the wild fish. The
latest usually are reddish orange and farmed fish are light orange. This study aims to obzarre
the effact of diet on growth and on skin color.

Two-month-old 4. pereula (0.13+0.06g), obtained from a local azguaculture suppliar wers
distributed in 12 glass aquaria (303 0x30cm), with 25 fish sach (0.3 ind 1) The aguaria wers
supplied with a water re-circulating system and environmentally ennched with PV tubes, as
shelters. Temperature, salinity and photoperiod were fixed at 26427C, 33 and 12-h hght-12-h
dark, respectively. Orzanizms wera fed od libittom three times per dav. Three diet
formulations: from a baszal composition differently supplemented wers tested. Diet A —
copepods; diet B — Chiorella, diet C — mmx of copepod: and Chorella Az confrol, a
commarcial feed for clowmfish. Color obzarvation, total lemngth, waeight and survival wers
evaluated in the and of azsay. Data was analyzed by twro-way ANOVA, with time and diet as
factors, followed by Tukew post hoe (P 0.03) using the computer package STATISTICA 12
for WINDOWS.

ANOVA analysiz showed that diet & had a =tatistically different (P= 0.03) and higher
influence on weight and total length comparing to other diets. All diets were posifive fior
survival and growth along the study. In ormamental aguaculture, color 15 a key factor, but also
erowth and survival are as much imporfant. In thas study, diet & supplemented with copepeds
showed a higher growth both in weight and length and fish zlso zet a reddish crange color.
Thiz can be explainad by the fact that marine copepods are considared a nutritionally superior
faad.

Figure 1. Values of weight and langth over time. Tha valuas represent the means+SEM
hdeans with different letters dencte significant differances (P= 0.03).
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Anexo I

Um trabalho realizado em paralelo, com o titulo: “Anemonefish, Amphiprion percula
behavior on captivity under different diets conditions” teve presenga no congresso

Aquaculture Europe, realizado em Roterdao, Holanda, em Outubro de 2015.
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ANEMONEFISH, Amphiprion percula BEHAVIOR ON CAFPTIVITY UNDER DIFFERENT
DIETS

R. Fassos, B Ramos, M. Franga, 5. Mendes, A. Pombo and T, Baptista®

MARE—darine and Environmental Sciences Centre, ESTM, Polytechnic Institute of Lairia, 2520-641 Peniche,
Portugal
Email: teresa.baptistadmipleinam

Dntraalunction

Ancmone fishes such as Ampliprion percula ase a temitonal species as shown in some behavieral studies Twata and Manbo
[Z013). But nons of these studies was focused on the effect of dict on behavior in this specics on captivity. This knowledge
wan be wsed to rear these fish in a betler environment, being fish welfare the wrge. This sudy aime to oboain informatian,
tretigh the obgervation of several behavioral dements companng three dicis.

Material and Methods

Twro-month-obd A, percala (weight 0.1 520062}, obiai ped from a focal aquaculiore supplier were used in the experiment. The
individunls wese distributed in 12 acpuzria (50x30x30cm) equipped with o water re-cireulating sysiem and enviropmentally
enriched with PYC whes, &2 shelters. Temperalure, salinity and photoperiod were ficed o 2627°C, 33 and 12-h light:i2-h
dark. respectively. Crganisms were fed ad (ifim theee times per day. The number of animals per aguarivm was 25,
comesponding 1o a density of 0.5 indd*, Three dict formubations, were tested, diet A = supplemented with copepods;
dict B — supplemented with Chforelia, diet C - supplemented with 8 mix of copepads and Chorellz and 85 control, a
commercial feed for elowifish. To nssess the effects of feed on behavior, observations of § minutes oa each aquarium
were perfommed, before the first feeding of the day (Fasting} and 1 hour after feeding (ed), These ohservations stared
when fish were lour months old, Behavior observation elemens adapted from the work of Iwats and Manbo (2013) were:
luenging, biting, irembling and shelier defense, territorial shelter dispute, biting and side-by-side or face-to-face swim ming
and bodtom searching feed, Also was registensd the banding pattern during the exper ment. Behavior observation elements
{nareely, botiom scarching feed, lunging, shelicr defense, biting, face-to-face swimming, wembling and visual coniaci)
ane reporicd as means + S0 ol average values per diet of each behavior element. All data were checked for normality and
hemaoscesdasiicity. A onc-way analysis of variance (ANOVA} was wsed to determine significant differencea of the effect
of the diccs (namely, A, B, C and controlp (Zar, 2009). I arder 1o analyze the patiemn of dilference between means, the
AMNCYA was followed by pairwise comparisons by means of Lenst Significant Difference test (LS Williams and Abdi,
200, Alse Dunnen’s multiple comparison of group means were employed o determine significant differences relatively
ioveomired diet (Zar, 2009, When assumptions {that is, normality and homoscedasticity) were nol met, Kruskal-Wailis,
followed by Games-Howell test was employed as appropriate (Games and Howell, 1976, Kirk, 1982). Additionally, Chi-
square test was used for sLsdy the association in contingeney talles (S1eel o al,, 1997 for the behavior clements as biting,
side-by-side or face-to-face swimming and shelter dispute. Therefore, it is thug possitde 1o detect and describe patterms of
agdociation (or dissociation) between the vadoius dements addressed throughour e behavior snsdy. For all statislical tesis,
the significance lovel was setan p-value = 005, All caleulations were performed with THM SPSS Statistics 27,

Resulis

Coaceming lunging, being this a typical threntens bebavier by dominant anemone fish; diet © is significanily lower than
the other dicts {p-value = 0.05). When the frequency of chasing and biting another individual was considered, diets B and
weore significantly lower than coatrol (pevalue = 0.05), There were observed sacsieally significant results in A and C diets,
bcing the A dict higher than the coatrol and © lower for trembling (p-value = 0.05). This is the frequency of focal individual
2 Wwitler i1z whole bady. Shelter defense results were signilicantly higher for diet A, comparing with control {p-valuc =
0.05). Frequency of biting and sido-by-side or face-to-fece swimming interactions show o tendency of being higher
fasting state, diminishing for both states, Tasting and fed, along the experiment months {p-valie = 0.05). Inieraciion pericd
of two seconds had Bgher [requency. Regarding shelter dispule results seem 1o show a diminishing tendency toward ihe
endd of the cxperiment {p-value £ $.05). The banding pattem was different among dicts during the experiment. Diel A, and
comtred were the first where the fish exhibited the third band, in the beginaing of this stody, meanwhile the fish fed with the
other 1o diels where still forming the second baned, In the end of following menth, fish fed with contral, B and A dicts,
alowed an adnwest inished third band and starting of hlack cllging owiline. Ai this time, fish fed with C dict staried 1o form
thee third band. After two months from the beginning of the study, fish fed with control, A, and B diets, showed the thind
tand iotally formed and ihe black edging cutline petting thicker. Meanwhile the fish fed with diet C, siill had thse third band
pooarly developed and started to shew the Hack edging outiine,

[Comtirured o mexd pagre)
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Discussion and Conclusion

The fish fed on dien ©, ok longer time developing, as revealed on the observations of banding pattern. These resulus
are in agreement with those obtained on the behavior troits obaerved, such as on lunging, biting, and trembling. Fish fed
with A diet showed 8 significastly higher value for biting which is consisient with irembling observations. In Amphiprior
aceflaris, the rank order of the group is established in a very early phase of group formation and is mainwined for the lorg
term (vata er ol 2008). This bekavior could explain the decrease of the Meguency of shelier dispute registered toward the
end of the study. The types of aggression mentioned above are common in groups of A, percula, since hiemrchy s related
with gize, if there are fishes in the same length level they will fight in order 1w demonstrate dominance towards the cther
(Buston, 2003a). The same zuthor refers that anemone fish adjust their size and prowih mte according o their social status
within the group. As fior the higher frequency of beting and side-by-side or face-to.face swimming inlerctions in the fosting
state when compared 1o the fed state, it could be explained by the availability of beiter resources 10 the 1op ranked sk This
is corrobiorated by previous studies in which iz explained that the rank may confer aecess 1o better food, better shelter and
greater reprodhuction chances, if some of these faciors are limiting the competition for the rank may favor natural selection
{Buston, 2003 k).
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