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Resumo

Aquariofilia é uma indlstria muito importante no mercado internacional. A
comercializacdo de peixes ornamentais marinhos teve inicio no Sri Lanka, em 1930,
estando atualmente difundida em mais de 80 paises. Existe um esforco mundial para

condicionar a captura de animais selvagens, promovendo os cultivos em cativeiro.

Os peixes-palhaco sdo fortes candidatos a producdo em cativeiro, pois sdo de facil cultivo
e apreciados pelos aquariofilistas. A espécie Amphiprion clarkii € uma das mais populares
em aquarios, devido a sua resisténcia e coloracdo. No entanto, um dos problemas
associados ao cultivo desta espécie esta relacionado com alterac@es na coloragédo selvagem,
bem como na manutencdo de coloragcbes homogéneas entre populacBes de peixes

ornamentais produzidos em cativeiro.

O objetivo deste estudo foi observar o efeito da intensidade luminosa na coloracdo da
espéecie Amphiprion clarkii durante o seu crescimento em cativeiro, utilizando meétodos de

analise colorimétrica ndo invasiva e ndo destrutivos.

Utilizaram-se 3 sistemas de iluminacdo, com diferentes intensidades luminosas (30, 1200
e 2700 lux), ligados a um Unico sistema de filtracdo. No inicio da experiéncia 0s peixes
tinham 2 meses de vida e foram alimentados duas vezes ao dia e expostos a um fotoperiodo
de 12h:12h. No final do ensaio (12 semanas) a coloracdo foi avaliada com auxilio de um

espectroradiometro.

Observou-se que a luminosidade ndo afeta o crescimento dos peixes. Os peixes usados
como padrdo eram mais escuros, mas menos amarelos e vermelhos do que 0s peixes em
estudo. Nao existiram diferengas no pardmetro luminoso L* ao longo do tempo. No
entanto, os peixes demonstraram uma tendéncia para ficarem mais vermelhos e amarelos
com o passar do tempo, mas de um modo independente da luminosidade. A intensidade
luminosa ndo alterou a saturacdo, verificando-se para os trés sistemas um aumento ao
longo do tempo. Né&o existiram alterages na tonalidade, nem na variagéo total da cor em
funcdo da intensidade luminosa. Nas anélises com o espectroradiometro, houve diferencas

entre os animais do ensaio e os peixes padréo. No entanto, ndo houve diferencas entre os 3



sistemas na zona dorsoventral, apenas ocorreram diferencas na zona caudal entre a

luminosidade 30lux e a luminosidade 2700lux.

Em conclusdo, ndo se verificaram alteracfes significativas na coloragdo dos peixes
Amphiprion clarkii em funcdo da intensidade luminosa. O uso de métodos ndo invasivos
neste trabalho foi um sucesso, j& que ambos os métodos utilizados traduzem os mesmos

resultados em relacdo a variacéo de cor.

Palavras-chave: ~ Amphiprion  clarkii, intensidade  luminosa,  colorimetro,

espectroradiometro
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Abstract

Ornamental fish trade is a very important industry in the international market. The
commercialization of ornamental fish began in Sri Lank, in the year 1930, but nowadays is
an important business activity in over 80 countries. Currently there is a global effort to
prevent the capture of wild animals, with the aquaculture production of marine ornamental

fishes being significantly improved on the last years.

Yellow tailed clown-fish are strong candidates for captivity production, because they are
easy to farm and this fish species is particular appreciated by marine aquarium hobbyists
Amphiprion clarkii is one of the most popular in aquariums due to their resistance and
coloration. However one of the problems with the farming of this specie is associated with
shifts in native coloration, as well as maintenance of a homogeneous coloration between

ornamental fish population in captivity.

The aim of this study was to observe the relationship between light intensity and the
coloration of Amphiprion clarkii using non-evasive and non-destructive techniques for

colorimetric analyzes.

Three illumination systems with three different light intensities (30, 1200, 2700 lux) were
employed, with a single filtration system being used to stock all fishes. At the beginning of
the experience fishes were only 2 months old and were fed twice a day under photoperiod
of 12h: 12h. The coloration was measured at week 0, 5, 7, 9 and 12, using a colorimeter.

Color was also evaluated at the end of the experiment with a spectroradiometer.

It was observed, that light intensity does not affect the growth of stocked fishes.
Fishes used as a standard were darker, but displaying less yellow and red than all fishes

used in this study.

The different L* color parameter did not change. However, there was a tendency for fishes
to get more red and yellow in a time dependent manner, which was that were not light
dependent. Color saturation increased during the experiment. However, this result was also

not light dependent. Light intensity did not change tonality or total color, with the

Vii



spectoradiometer showing differences between standard fishes and fishes exposed to
different light intensities. There were no differences between the three illumination
regimes on the coloration of the dorsal-ventral area. However, differences were recorded

on the anal fin region between the 30 and 2700 lux experimental conditions.
We can conclude that light intensities of 30, 1200 and 2700 lux did not significantly
change fish coloration. The use of non invasive methods on this work proved to be a

success, as both methods employed displayed concording results on color changes.

Keyword: Amphiprion clarkii, light intensity, colorimeter, spectroradiometer
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Lista abreviaturas, siglas e simbolos

| —litro

g —grama

cm — centimetro

mm - milimetros

mg — miligrama

ppm — partes por milhdo

SEM - Erro médio padrao

C* - saturagéo

h* - tonalidade

°C — graus centigrados
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1. Introducéo

A industria dedicada a aquariofilia representa um importante sector de mercado, a nivel
internacional, movimentando milhdes de dolares. Dai muitos paises comecarem a apostar
neste tipo de producédo, que utiliza técnicas da aquacultura convencional, juntamente com
técnicas desenvolvidas pelos proprios produtores (Lin et al, 2009; Moorhead et al, 2010;
Ribeiro et al, 2008).

A criagdo de peixes surgiu, primeiramente, para combater as necessidades alimentares
basicas. No entanto, existem dados que mostram que na China, ha mais de 3 mil anos, ja se
produziam peixes para fins ornamentais. Por sua vez, s6 no século XIX € que esta pratica
se tornou famosa na Europa, com a constru¢do em Londres (1853) do primeiro aquario
publico (Nottingham et al, 2005).

Nos anos trinta do século XX, no Sri Lanka, teve inicio o comércio de peixes ornamentais
marinhos, alcangcando niveis internacionais duas décadas depois. Em 1970 este negdcio ja
era praticado por varios paises tropicais, sendo que atualmente ja existem mais de 80
paises envolvidos neste tipo de negécio. Anualmente sdo comercializadas mais de 1.500
espécies para aquariofilia, sendo, aproximadamente, 800 espécies de agua salgada. No

entanto, apenas 100 sdo produzidas regularmente em cativeiro (Kodoma et al, 2011).

Dados recentes, mostram que milhdes de pessoas mantém em seu dominio aquarios
marinhos, mas contrariamente aos peixes de dgua doce, a maioria dos peixes marinhos (90
a 99%) sdo capturados na natureza, principalmente nas zonas tropicais e subtropicais,
sendo a Indonésia e as Filipinas os principais exportadores. Se por um lado estas zonas sao
as mais ricas em variedade de espécies, por outro também sdo as mais exploradas a nivel
de pescado, tanto para fins nutricionais humanos como para a area ornamental (Kodoma et
al, 2011; Monteiro-Neto et al, 2003; Moorhead et al, 2010; Nottingham et al, 2005;
Olivotto et al, 2011).

Atualmente, a nivel mundial, existe um esfor¢o para condicionar a captura de animais
selvagens e dar reconhecimento aos seres criados em cativeiro, sendo esta, considerada por

muitos, uma ferramenta capaz de tornar o aquariofilismo uma atividade mais sustentavel
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do ponto de vista ambiental, aliviando a pressdo da pesca nos recifes de coral (Kodoma et
al, 2011; Monteiro-Neto et al, 2003; Tlusty, 2004; Olivotto et al, 2011).

A escolha de espécies para producdo em aquacultura depende de variados fatores, as
necessidades de mercado, o valor da espécie, aspetos bioldgicos e técnicas de producédo
disponiveis. Segundo alguns autores, o0s peixes-palhaco apresentam varios fatores
favoraveis, uma vez que se domina o seu cultivo e atinge bons precos no mercado. O
género Amphiprion é constituido por 27 espécies, que se distribuem entre o Indo-Pacifico e
o mar Vermelho. A espécie Amphiprion clarkii (Bennett, 1830) é umas das mais populares
em aquérios domeésticos devido a sua resisténcia, sendo caracterizado pela sua forma oval,
duas faixas brancas verticais, uma atras do olho e outra logo acima do anus, podendo a
barbatana caudal ser branca ou amarelada (Figura 1). A coloracdo do corpo varia consoante
a sua origem geogréafica (Figura 2), mas normalmente apresenta um tom alaranjado com
varios graus de preto. Na fase juvenil apresentam uma coloracdo amarela. Como outras
espécies de peixe-palhaco estes vivem associados a anémonas, onde se protegem dos
predadores. Outra caracteristica interessante destes animais é o facto de serem
hermafroditas protandricos, pois sdo animais que vivem em grupos sociais, onde existe
uma dominancia baseada no tamanho corporal, sendo que num grupo o maior animal
geralmente é uma fémea e 0s restantes machos, aquando da remocdo da fémea o maior
macho do grupo sofre uma reversdo sexual. Este facto facilita a formacdo de casais em
cativeiro (Kobayashi et al, 2010; Kodoma et al, 2011; Le et al, 2011; Parmentier et al,
2009).

Figura 1 — Amphiprion clarkii (Bennett, 1830) (www.fishbase.org)
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Figura 2 - Mapa da distribuicao geografica do Amphiprion clarkii (www.fishbase.org)

Por vezes o valor de mercado de um animal para aquario também ¢ afetado pela sua
prépria coloracdo, sendo que os compradores tendem a adquirir animais com padrbes
diferentes dos encontrados na natureza. De modo a promover esta situacdo, na produgédo
em aquacultura, utilizam-se vérias técnicas, como modificacGes genéticas, dietas com
suplemento de pigmentos ou mesmo varios tipos de iluminagdo. Para que haja uma
confirmacdo destas alteracdes na pigmentacdo usam-se varias técnicas laboratoriais, como
a cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), para separagdo e identificagdo de
pigmentos, bem como ferramentas ndo invasivas, como maquinas fotograficas e
colorimetros. Na andlise computacional, comummente recorre-se ao uso do sistema
CIELAB, que consiste num modelo matematico que é usado para descrever Varios
componentes da cor através de férmulas matematicas. Este cobre na integra todo o espectro
visivel pelo olho humano e representa-o de forma uniforme, sendo possivel detetar

pequenas diferencgas de tonalidade numa determinada cor (Melgosa, 1999).

O sistema CIELAB (CIE L*a*b*) foi criado em 1973 pela comissdo internacional de
iluminacdo, com o objetivo de ser o espago de cor mais completo, de modo a ser usado
como referéncia em varios modelos de cores de superficies. Sendo, que este permite
especificar as cores num espaco tridimensional cubico (Figura 3), onde o L representa a
luminosidade’ e vai desde o branco (0) até ao preto (100), 0s eixos a* e b* ndo apresentam
limites numéricos. No entanto, valores positivos de a* apresentam uma tendéncia vermelha
enguanto os negativos sdo esverdeados, por sua vez valores positivos de b* representam os

amarelos e valores negativos representam os azuis (Figura 4). Com estes dados pode-se

"Grau de claro ou escuro; percecdo visual onde uma area emite mais ou menos luz.
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calcular a tonalidade” e a saturacdo™ de uma cor. As variacBes (AL*, Aa*, Ab*) das
componentes de cor podem ser analisadas de modo independente ou combinado,
permitindo observar diferencas entre as varias componentes de cor entre amostras ou para
calculos da variagdo total da cor (AE) de uma amostra (Ertas et al, 2006; Singh et al, 2009;
Wee et al, 2006).

L=0
(branco)

+b =200 +a =500
(amarelo) (vermelho)
: ) - J .

-b =-200
(azul)

-a =-500
(verde)

L=100
(breto)

Figura 3 - Representacdo do espago cubico CIE Lab (Singh et al, 2009)

" Percecdo visual onde uma cor é identificada como vermelho, amarelo, azul, entre outros. Branco,
preto e cinzas sdo cores que ndo possuem tonalidade nem saturagao.
"Vivacidade da cor. Quanto mais pura € uma cor mais viva ela sera.

8
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L=0 L=100
a=-127

b=-127 b=127

Figura 4 - Representacdo evolutiva da cor segundo o esquema CIE Lab (OptelVision)

Existem dois instrumentos principais para medir coloragdo em superficies opacas, 0
colorimetro e o espectrofotdmetro de refletancia. Este Gltimo mede a quantidade de luz
refletida por uma amostra em funcdo do comprimento de onda, tendo como resultado um
espectro de refletancia. Por outro lado, o colorimetro aplica trés filtros de banda larga de
forma a obter trés registos que sdo diretamente convertidos em valores numéricos de L*,

a* e b*.

Existem varios trabalhos onde se usa a intensidade luminosa para tentar provocar uma
alteracdo de cor em peixes ornamentais, onde apenas sdo estudados os pigmentos presentes
nestes. No entanto, estes estudos, na sua grande maioria, quantificam os pigmentos por

HPLC, o que implica extragdo das moléculas com o sacrificio dos animais.

Um dos exemplos deste tipo de trabalho foi realizado por Lin et al (2009), onde foi
abordado qual o efeito da cor do fundo dos aquérios, da intensidade luminosa e da
temperatura na sobrevivéncia e coloracdo de cavalos-marinhos (Hippocampus erectus).
Segundo os autores é importante realizar experiéncias com esta espécie devido a brusca
queda da populacdo em meio natural, principalmente por causa do seu uso na medicina
tradicional chinesa, mas também a sua procura para aquariofilia. Ao conseguir-se cultivar
esta espécie em cativeiro, com melhores taxas de sobrevivéncia e com a coloracdo
pretendida, a sua captura em meio natural deverd reduzir, mas para que tal aconteca é
necessario observar que fatores ambientais afetam esta espécie de cavalos-marinhos. No

final do ensaio os autores chegaram a conclusdo que a cor do fundo dos tanques, a
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intensidade luminosa e a temperatura sdo fatores importantes no cultivo destes animais,
pois podem induzir uma variedade de respostas em relacdo ao crescimento, sobrevivéncia e
stress. Uma explicacdo possivel € que como se tratam de animais que usam a Vvisdo na
captura de presas, a exposi¢do a ambientes mais claros faz com que gastem mais energia na
sua alimentacdo, havendo assim um maior desgaste do animal ficando mais propicio a

patologias que podem causar mortalidade (Lin et al, 2009).

Em 2009, Yasir et al, também realizaram um estudo relacionado com a intensidade
luminosa, onde pretendiam observar o efeito desta na coloracdo do falso peixe-palhaco
(Amphiprion ocellaris) através de andlise visual e quantificagdo dos carotenoides da pele
do peixe. Eles usaram esta espécie por ser um peixe muito importante na indastria
ornamental, devido a sua coloracdo, ao seu comportamento e a sua relacao simbidtica com
anémonas. No entanto, a coloracdo dos peixes-palhaco de cativeiro é menos atraente do
que a dos seus semelhantes do meio selvagem. Para a realizagcdo do estudo usaram juvenis
de 3 meses alimentados com uma dieta sem suplemento de carotenoides, submetidos a trés
niveis de intensidade luminosa (20-50, 600-850 e 2700-3500 lux). A experiéncia durou 5
semanas, e a cada semana foram amostrados 3 animais, que foram fotografados e
posteriormente sacrificados para analise em HPLC. Os resultados obtidos neste estudo
mostram que nao houve alteragdes significativas de tonalidade e saturagcdo entre 0s varios
tratamentos porém, os animais que se encontravam com menos intensidade luminosa
apresentavam uma coloracdo mais viva do que os outros. Na analise de HPLC, foi visivel
que o B-caroteno foi o principal pigmento encontrado, seguido da zeaxantina, sendo que a
astaxantina e a cantaxantina foram os com menor percentagem, algo que ja tinha também
sido demonstrado em estudo anteriores. No entanto, os 3 tratamentos ndo mostraram
diferencas significativas na quantidade de astaxantina, $-caroteno e cantaxantina, apenas
houve diferengas na quantidade de zeaxantina presente na pele dos animais, obtendo
valores mais altos para este pigmento no tratamento com a intensidade luminosa mais
baixa. A explicacdo dada pelos autores para esta diferenca € que embora 0s peixes nao
consigam sintetizar carotenoides, conseguem mudar de cor em determinadas
circunstancias, metabolizando um tipo de carotenoides para formar outros, algo que ja
estava relatado noutros trabalhos, onde se concluiu que o peixe-palhaco pode converter

astaxantina e cantaxantina em zeaxantina. Deste modo, confirmou-se que o falso peixe-
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palhaco consegue manter os niveis de carotenoides na sua pele independentemente do tipo

de dieta que consome (Yasir et al, 2009).

Muitos outros estudos foram realizados com o intuito de observar o efeito da luz na
coloragdo de peixes e invertebrados ornamentais, assim como também para animais de
consumo humano, havendo alguns que apresentam variagdes segundo a intensidade
luminosa a que estao sujeitos e em contra partida, varias espécies parecem nao ser afetadas

visualmente por este fator.
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2. Objetivo

O objetivo global deste trabalho foi estudar o efeito da intensidade luminosa na coloragéo
do peixe-palhaco Clarkii (Amphiprion clarkii) através da utilizacdo de técnicas

laboratoriais ndo invasivas.

13


http://www.estm.ipleiria.pt/index.php?id=1

OrL

e cowy i Tese de Mestrado em Aquacultura
“Efeito da intensidade luminosa na coloragdo do peixe-palhaco Clarkii (Amphiprion clarkii)

Ittt ol ricn de e

14


http://www.estm.ipleiria.pt/index.php?id=1

OrL

escola supesior de uisma Tese de Mestrado em Aquacultura

= rmenalogia do mar

i e “Efeito da intensidade luminosa na coloragdo do peixe-palhaco Clarkii (Amphiprion clarkii)

3. Metodologia

3.1. Desenho experimental

O trabalho experimentar foi efetuado num sistema fechado com recirculagdo de agua
formado por trés subsistemas cada um com trés réplicas, sendo estas pequenos aquarios (25
x 30 x 30 cm) de vidro, cada um com 18I de &gua, estando todos ligados a uma sump
equipada com um escumador (ReefSet Reef marine tech), um filtro bioldgico fludizado
(V?Bio 600F), um filtro biolégico submerso (bio-balls), um filtro mecanico (14 de vidro),
um esterilizador U.V. (Vecton 400), arejamento, bomba de 4gua (AquaBee Up600") e
dois aquecedores (Aquapor 50W). Este sistema de filtragdo foi deixado a maturar durante,

aproximadamente, trés semanas.

. <=1 Sistema 1 (30 lux)

Figura 5 - Sistema de aquarios onde se realizou o trabalho experimental

3.2. Manutencao peixes

No inicio deste trabalho o0s peixes encontravam-se com 2 meses de idade, um
comprimento total de 30,6 + 00,6 mm (média + SEM) e um peso himido de 0,68 + 0,05 g
(média + SEM), e foram mantidos em grupos de 16 peixes por aquario, durante 12

" Saida agua: 6000 I/h
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semanas. Os organismos foram alimentados duas vezes ao dia, com uma mistura de ragoes
comerciais (Anexo A, Tabela 1), até a saciedade. Todos os parametros quimicos da agua
foram medidos regularmente com testes rapidos (Api aquarium pharmaceuticals), tendo o
oxigeénio sido mantido a 7mg/L (97%), a salinidade nos 30 e a temperatura nos 25°C £ 0,2
(média £ SEM). Usaram-se lampadas Sylvania (standard F36W/54-785) sobre cada
subsistema de modo a conseguir-se trés intensidades luminosas diferentes, baixa (31 lux),

média (1200 lux) e alta (2700 lux), e um fotoperiodo de 12h claro: 12h escuro.

3.3. Medic¢éo de tamanho

No inicio da experiéncia, todos os peixes foram anestesiados com 2-Fenoxietanol, numa
concentracdo de 0,5ml/l de agua, medido o seu cumprimento total com uma régua e
pesados numa balanca, sendo este processo repetido na 5% semana e no final da

experiéncia.

3.4. Medicao de coloracgado

Na primeira semana foram anestesiados com 2-Fenoxietanol e depois medida a sua
coloracdo entre as duas primeiras bandas brancas (Fig. 6 A), de todos os animais, com um
colorimetro (Konica minolta Chroma meter CR-400). Este processo repetiu-se na 52
semana do estudo e depois quinzenalmente. No final da experiéncia foram colhidos 8
animais, de forma aleatdria, de cada aquéario, sendo estes acondicionados em sacos
plasticos com 1/3 de agua e 2/3 de ar, colocados dentro de uma caixa de esferovite e
transportados até ao Departamento de Biologia, na Universidade de Aveiro, onde foram
anestesiados novamente com 2-Fenoxietanol e medida a sua coloragdo, em 3 locais (Fig. 6
B), com um espectroradiometro (KL 2500 LCD schott). No final do ensaio foram
selecionados trés peixes’, com a coloracdo desejada (Figura 7) para servirem de padréo, e
foi-lhes medida a coloragcdo de forma semelhante aos peixes do estudo, tanto com o

colorimetro como com o espectroradiometro.

¥ Proveniéncia: empresa Opérculo
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A

7/ L1

Figura 6 - Esquema das zonas analisadas nos peixes com o colorimetro (A) e com o
espectroradiometro (B). Zona 1: dorsoventral; Zona 2: dorso; Zona 3: ventre; Zona 4: cauda

Figura 7 - Peixes usados como padrdo (Amphiprion clarkii)

Na avaliacdo da cor foram ainda analisados parametros como a saturacéo, a tonalidade e a

variacdo total da cor, utilizando as seguintes equacoes:

Saturagdo (Drlange, 1994):

C*=+a*?+ bt2

Tonalidade (Drlange, 1994):

arctg (%)

—6,2832><360 sea>0eb>0

op =

Variacéo total da cor (Drlange, 1994):

TCD = /AL*2 + Aa*? + Ab*2

Onde:

AL* = L* — L o = amostra sem tratamento
Aa* =a" —ay a, = amostra sem tratamento
Ab* = b* — by by = amostra sem tratamento
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3.5. Analise estatistica

A analise dos resultados foi efetuada através do software GraphPad Prism5 e os testes
estatisticos pelo software GraphPad Instat 3, pela analise de variancia One-way ANOVA,
seguido do teste Dunnett (Zar, 2009) e pelo software SPSS Statistics 18, pela analise
Repeated Measures ANOVA. As diferencas foram consideradas significativas ao nivel de
5% (p<0,05) ou ao nivel de 1% (p<0,01).
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4. Resultados

4.1. Avaliacao da intensidade luminosa no crescimento

A diferente intensidade luminosa a que os peixes foram sujeitos pode provocar indices de
stress distintos, com eventuais consequéncias para a componente nutricional dos animais
(Puvanendran e Brown, 1998). Deste modo decidiu-se avaliar estas eventuais alteracfes
pela andlise do tamanho dos animais em comprimento (mm) e em peso (g) ao longo do
tempo. Todos os peixes foram medidos e pesados sempre com 0 mesmo critério, a mesma

régua e a mesma balanga.

A
1.21
=3 30 lux
1.0 B 1200 lux
0. B 2700 lux
E
S 0.6
(4]
0 0.4
0.2
0.0-
0
B
40-
=3 30 lux
20 BA 1200 lux
Bl 2700 lux

Comprimento (mm)
8

Semanas

Figura 8 — Peso (A) e comprimento (B) dos peixes nos 3 sistemas ao longo do tempo de estudo.
Cada coluna representa a média de avaliacOes entre 18 a 47 peixes. As linhas verticais indicam o
SEM. *p<0,01 e #p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao valor
observado no controlo (tempo 0).

Como é possivel observar, todos os animais cresceram independentemente da intensidade
luminosa a que estavam expostos, algo que era esperado, uma vez que estes nunca
apresentaram problemas na alimentacdo. A partir da 5% semana ja é possivel observar

diferengas no comprimento dos peixes do sistema 30 lux e 1200 lux em relagdo ao seu
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tamanho inicial (Figura 8B), acentuando-se estas diferengas na 122 semana e alargando-se
ao sistema 2700 lux. Em relacdo ao peso (Figura 8A), as diferencas aparecem em todos 0s

sistemas, mas surgem apenas na 122 semana.

4.2. Avaliacao da intensidade luminosa na cor (sistema L*a*b*)

Recorrendo ao colorimetro conseguiu-se obter os valores de L*a*b*, com os quais €
possivel observar rapidamente se 0s peixes se encontram mais escuros, mais vermelhos ou
amarelos. Inicialmente os peixes apresentavam valores médios para L*, a* e b* de 39.92,

3.06 e 22.45, respetivamente.

50+
[ Controlo (tempo 0)

3 30 lux {tempo 12)
E& 1200 lux (tempo 12)
Bl 2700 lux (tempo 12)
E= Padréo

40

30+

20+

10+

Figura 9 — Variacdo da cor (L*, a* e b*) ao longo do tempo de estudo. Cada coluna representa a
média de avaliacBes entre 18 a 47 peixes. As linhas verticais indicam o SEM. *p<0,05 representa
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao valor observado nos peixes padréo,
#p<0,05 representa diferencas significativas em relagédo ao controlo.

Através da Figura 9 é possivel observar que existe uma grande diferenca em relagcdo aos
peixes padrdo e os peixes em estudo. Havendo diferencas significativas entre o padrdo, os
peixes em estudo no inicio da experiéncia e todos os sistemas na 12 semana, nas trés
componentes de cor avaliadas (L*, a* e b*). Em relacdo a L* ndo existem diferencas entre
o controlo (tempo 0) e a 122 semana. Pelo contréario, é possivel observar um aumento nos
valores de a* ao longo do tempo, para todas as intensidades luminosas. E para b* parece
existir uma tendéncia para o aumento deste com o aumento da intensidade luminosa,

havendo diferenca entre o controlo e o sistema 2700 lux na 122 semana.
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4.2.1. Anédlise da Saturacéo

Para calcular a saturacdo apenas se utilizam os valores de a* e b* de forma a observar a
pureza da cor, utilizando a formula indicada na sec¢do dos métodos. Através desta pode-se
calcular os valores absolutos da saturagdo para os trés sistemas, que representam no final
do estudo valores de 26,14 para o sistema 30 lux, 28,82 para o sistema 2700 lux e 26,59

para o sistema 1200 lux. Inicialmente a saturacéo apresentava um valor médio de 24.33.

[ controlo (tempo 0)
1 30 lux
BX 1200 lux

B 2700 lux
284

o
S — 24
£%
1]
w

20+

16-

5 7 9 11 12
semanas

Figura 10 - Variacdo da saturacéo da cor ao longo do tempo de estudo. Cada coluna representa a
média de avaliacOes de 18 a 47 peixes. As linhas verticais indicam o SEM. *p<0,05 representa
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao valor observado no controlo

Pela analise da Figura 10 € possivel observar que existem alteracdes na saturacdo ao longo
do tempo. A partir da 7% semana sdo visiveis alteracdes nesta nos sistemas com 1200 e

2700 lux, mantendo-se até a 122 semana. Revelando ambos os sistemas uma tendéncia para
aumentar.
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4.2.2. Andlise da Tonalidade

A tonalidade da cor é outra das componentes avaliadas nos ensaios de avaliacdo da cor.
Deste modo, resolvemos avaliar este parametro recorrendo a utilizacdo da equacéo

apresentada na sec¢do dos métodos.

Pela realizacdo desta analise foi possivel visualizar que a tonalidade no inicio do ensaio
era de 81,82 e no final era de 79,57 para o sistema 30 lux, de 79,95 para o sistema 1200 lux

e de 80,8 para o sistema 2700 lux, valores muito proximos dos dados iniciais.

1 controlo (tempo 0)

901 1 30 lux
B4 1200 lux

85- Il 2700 lux
@
o
1]
o
= 801
c
o
|_

751

70- =

5 7 9 11 12
semanas

Figura 11 - Variacdo da tonalidade da cor ao longo do tempo de estudo. Cada coluna representa a
média de avaliacBes de 18 a 47 peixes. As linhas verticais indicam o SEM.

Pela andlise da Figura 11 ndo existem alteragdes na tonalidade ao longo do tempo, sendo

este resultado independente da intensidade luminosa.

4.3. Analise da variagdo da L, a, b e variagao total da cor

Outro dado que pode ser estudado através da leitura do L*a*b* € a diferenca total de cor,

onde entram as trés variaveis em estudo, tal como mencionado na sec¢cdo métodos.

22


http://www.estm.ipleiria.pt/index.php?id=1

OrL

e cowy i Tese de Mestrado em Aquacultura
et st e “Efeito da intensidade luminosa na coloragdo do peixe-palhaco Clarkii (Amphiprion clarkii)
A B
4.
1 30k
B 30 o 1200 U
21 o 1200 ux 2 &« @ 2700 Lx
} . IT00ix il * ; ]
R —— g ................................. O T ? ______________
L 1 L 1 %
2 2
4 4

Semanss Semanss

R 12 m 30 Lx
30 o * x o 1200 bx
o 1200 hee 10 % x & 2700 Lx
& ZT00 ke

Ab
'] Y (=]
P
H-EE—

R
-

- e
AE

[= TR - =]
-
-y
HEHHEH

D01 2 2 456 7 8 9 101112 01 2 245¢€ 78 910112
Semanas Semanss

Figura 12 - Variagao da cor ao longo do tempo de estudo. Cada simbolo representa a média de
avaliagOes de 18 a 47 peixes. As linhas verticais indicam 0 SEM. *p<0,05 representam diferencas
estatisticamente significativas em relagéo ao controlo. A: variagéo de cor em L*; B: variacgéo de cor
em a*; C: variacdo de cor em b*; D: variacéo total de cor

Através da Figura 12 é possivel observar que a variacdo de L* ao longo do tempo é
praticamente inexistente para os trés sistemas. Parece haver uma tendéncia para o aumento
de Aa*, existindo diferencas quando se compara o controlo (tempo 0) com o sistema 30 lux
na semana 7, 11 e 12, o sistema 1200 lux a partir da 72 semana e no sistema 2700 lux na
112 e 122 semana. Existe uma tendéncia para o aumento de Ab* ao longo do tempo, mas
parece que esta € independente da intensidade luminosa, uma vez que este aumento é
muito semelhante em todos os sistemas, havendo diferengas entre o controlo e sistema 30
lux na 72 e 112 semanas, o sistema 1200 lux a partir da 9% semana e no sistema 2700 lux na
semana 11 ¢ 12. Em relacdo a AE ha diferengas entre o controlo e todos os sistemas em
todas as semanas. No entanto, ndo existem diferencas entre os trés sistemas em estudo,

mantendo-se este parametro quase constante ao longo do tempo.
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4.4. Andlise dos dados de refletancia

Com os dados obtidos no espectroradiometro foi possivel desenhar curvas de refletancia,
que vdo desde os 350 — 1050 nm. Através da analise destes resultados (Figura 13) €

possivel observar que em todos os sistemas as curvas sdo muito semelhantes.

A B
75 s
L]
m
fa]
B EE s
;%;é 50 % 5
& id
75 25
0 0
350 450 550 650 750 850 950 1050 350 450 550 650 750 850 950 1050
nm nam
c D
100 100
75 75
[} Rl
2 2~
TF 5 T& 0
® o
o o
25 25
0 0
350 450 550 650 750 B850 850 1050 350 450 550 S50 750 850 950 1050
nm nm

Figura 13 — Curvas de refleténcia (%) obtidas com o espectroradiometro para o sistema de 30 lux
(A), 1200 lux (B), 2700 lux (C) e peixes padréo (D). Cada ponto representa a média de avaliagdes
de 16 a 24 peixes e as linhas verticais indicam o SEM.

De forma a analisar-se com mais detalhe as curvas de refletancia reduziu-se a zona de
estudo entre os 500-700nm, onde se incluem os amarelos (565-590 nm) e os vermelhos
(630-780)"". Deste modo, foi possivel calcular a area abaixo das curvas, de forma a detetar

pequenas diferencas que podiam existir na regido do espetro.

¥ Espectro visivel — 350 — 700 nm
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A
8000~ * * .
I ——

Area abaixo da curva
(500-700 nm)

15000 -

10000 - *

Area abaixo da curva
(500-700 nm)

15000 -

10000 - *

Area abaixo da curva
{500-700 nm)

Figura 14 — Areas abaixo da curva de refletancia entre os 500 e os 700nm, nos trés sistemas e no
padréo na zona peitoral (A), na zona dorsal (B) e na zona caudal (C). Cada coluna representa a
média de avaliacGes de 3 (padrdo) 3 47 peixes (sistemas). As linhas verticais indicam o SEM.
*p<0,01 representa diferencas estatisticamente significativas em relagéo aos peixes padréo e
$p<0,01 em relagdo aos 30 lux
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Através da andlise estatistica da area abaixo da curva foi possivel observar que, tanto na
zona dorsal, como ventral e cauda, existem diferencas significativas quando se compara 0s
peixes dos trés sistemas com 0s peixes padrdo, tendo estes Ultimos, uma area abaixo da
curva muito menor. Algo que ndo era facilmente observado na Figura 14. Por outro lado,
quando se compara o sistema 30 lux com os outros dois sistemas, apenas existe diferencas

quando se compara este com o sistema 2700 lux na zona caudal.
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5. Discussao

Todos os peixes usados neste estudo foram alimentados e manipulados de forma
semelhante, para que qualquer inducdo de stress provocada fosse sistematica, uma vez que

qguando se encontram em stress 0s peixes tém tendéncia a mudar de cor (Yasir et al, 2009).

Em relacdo ao crescimento dos animais, este ndo parece ser afetado pela intensidade
luminosa, uma vez que todos 0s peixes apresentaram crescimento ao longo do tempo, néo
existindo diferencas em funcdo da intensidade luminosa. Este resultado demonstra
aparentemente, que o fator de stress luminoso ndo altera a ingestdo de alimento e a
metabolizacdo nutricional do mesmo, algo também referido por Yasir et al (2009), que
verificou que a luminosidade ndo afetou o crescimento do falso peixe-palhaco (Amphiprion
ocellaris). No entanto, outros autores relataram que existem espécies de peixes em que a

intensidade luminosa afeta o crescimento (Han et al, 2005).

Com os dados obtidos no colorimetro é possivel observar diretamente os valores de L*, a*
e b* e comparar os dados dos peixes padrdo com os peixes estudados no tempo 0 e na 122
semana. Através destes foi possivel observar que os peixes padrdo sdo mais escuros, menos
amarelos e menos vermelhos que os peixes em estudo. Sendo que o valor de L* nos peixes
estudados manteve-se praticamente inalteravel ao longo do tempo, ndo ficando os peixes
mais escuros nem mais claros. Por sua vez, o parametro a* (vermelhos) mostrou uma
tendéncia para aumentar, mas esta parece nao ser influenciada pela intensidade da luz, uma
vez que os peixes foram mostrando uma tendéncia para ficarem mais vermelhos ao longo
do tempo, de forma homogénea e independente da intensidade luminosa. Por fim, para o
parametro de cor b* foi possivel observar diferencas entre o controlo e o sistema 2700 lux,
embora, no geral, todos os peixes de todos 0s sistemas se encontrassem mais amarelos no

fim do estudo do que no inicio.

Depois da analise direta dos dados recolhidos com o colorimetro, também foi possivel
calcular a saturacdo e a tonalidade da cor dos animais. Sendo que a saturacdo no inicio do
ensaio era menor, isto €, 0s animais apresentavam uma coloracdo menos viva, parecendo
haver uma tendéncia para esta aumentar ao longo do tempo. Principalmente para 0s

sistemas 1200 lux e 2700 lux, que comegam a subir na 72 semana até ao final do estudo.
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Pelo contrario, estudos anteriores realizados com peixe-gato chinés (Leiocassis
longirostris) e dourada-australiana (Pragus auratus) onde o aumento da intensidade
luminosa ao longo do tempo provocou o escurecimento dos peixes, logo com uma cor
menos pura (Booth et al, 2004; Han et al, 2005). Segundo alguns autores a pigmentacédo de
um peixe € influenciada pela maior ou menor nimero de melanéforos ou da pigmentagéo
presente nestes. Por outro lado, a alteracdo da intensidade luminosa pode alterar a
morfologia destas células. No entanto, a resposta da cor da pele dos peixes para a
intensidade luminosa parece depender da espécie e da idade dos animais (Fuji, 2000;
Odiorne, 1957). Em relacédo a tonalidade ndo existem diferencas estatisticas em relacdo aos
dados iniciais, 0 que vai de encontro aos dados obtidos por Yasir et al, em 2009, onde
também ndo observaram diferencas na tonalidade do falso peixe-palhaco (Amphiprion

ocellaris) em funcéo da intensidade luminosa.

Com os dados obtidos pela utilizacdo do colorimetro foi ainda possivel calcular a variacdo
dos varios parametros de cor ao longo do tempo. Embora se tenha detetado uma tendéncia
para 0 aumento de Aa* e Ab*, esta foi semelhante em todos os sistemas, como tal, ndo
existem alteracGes na variacdo total de cor ao longo do tempo, mantendo-se os valores
constantes, o que indica que o aumento da intensidade luminosa ndo faz com que os
peixes-palhaco clarkii figuem mais escuros, pelo menos nas condi¢fes experimentais
utilizadas. Este resultado, mais uma vez, esta de acordo com o descrito por Yasir et al
(2009), ja que este autor também ndo observou diferencas na tonalidade da cor na pele dos
animais, embora tenham encontrado diferencas nas barbatanas quando a intensidade
luminosa era mais baixa, 0 que sugere que as barbatanas do falso peixe-palhaco

(Amphiprion ocellaris) sdo mais sensiveis as alteracdes de luz do que a propria pele.

Os dados conseguidos com o espectroradiometro vieram confirmar os dados obtidos com
o0 colorimetro. Para uma observacdo mais rigorosa efetuou-se uma analise da regido visivel,
ndo sé porque € a zona de interesse para a vertente comercial da aquariofilia, mas também
porque os pigmentos encontrados na pele destes peixes, como a astaxantina, melatonina,
catanxantina e (-caroteno, absorvem numa zona préxima dos 500 nm (Yasir et al, 2009;
Kobayashi et al, 2010) e também porque é a zona do espectro onde absorvem os amarelos,
laranjas e vermelhos (565-700 nm), cor predominante na pele destes peixes (Kobayashi et

al, 2010; Le et al, 2011). A area abaixo da curva dos espectros demonstrou diferencas entre
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as 3 zonas analisadas nos peixes padréo e nos peixes de estudo, sendo que os peixes padréo
apresentam uma menor &rea abaixo da curva, em todas as zonas analisadas, do que os
outros peixes, mostrando assim que estes S0 mais escuros uma vez que a quantidade de
luz refletida € muito menor. Entre os peixes sujeitos a diferentes intensidades luminosas,
apenas existiram diferencas na zona caudal entre o sistema 30 lux e 0s 2700 lux, ocorrendo
uma diminui¢do da tonalidade “preta”. No entanto, estes dados sdo contrarios aos obtidos
por Booth et al (2004) e Han et al (2005), que observaram o escurecimento das espécies
que estavam a estudar com o aumento da intensidade luminosa. Curiosamente, mas apenas
na zona caudal, o nosso ensaio mostra que 0S peixes que se encontravam a uma maior
intensidade luminosa encontram-se mais claros. Esta concluséo resulta do facto dos peixes,
refletirem mais luz dai terem maior area abaixo da curva de refletdncia. No entanto, estes
resultados ndo sdo muito surpreendentes, ja que Yasir et al (2009) também observou, que

quanto menor a intensidade luminosa mais viva era a coloragao dos peixes.
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6. Conclusao

Ao longo deste trabalho foi possivel fazer uma analise detalhada da cor dos peixes-
palhaco clarkii sem nunca ter que se recorrer ao sacrificio de qualquer espécime, algo que
pode ser muito util em aquacultura com fins ornamentais, pois o objetivo da producéo em
cativeiro destes animais € ndo ter impacto nas populagdes selvagens, logo quanto menos se

sacrificarem, mesmo que em prole da ciéncia, mais protegidos estes estardo.

Neste estudo observaram-se alteracfes, independentes da intensidade luminosa, nos
valores de a* e na saturacdo, encontrando-se 0s peixes mais vermelhos, com cores mais
vivas e definidas. Em b* parece haver alteraces com o aumento da intensidade luminosa
mas, no geral, no final do ensaio 0s peixes encontravam-se mais amarelos. No entanto, ndo
ha diferencas na variagdo total da cor dos animais. Por sua vez, o sistema com maior

intensidade luminosa foi o que apresentou peixes com a zona caudal mais clara.

Embora ndo se tenha observado o escurecimento dos animais com o aumento da
intensidade luminosa, o uso do colorimetro e do espectroradiometro foi um sucesso, pois
abre novas portas para estudos da avaliacdo da cor na area da aquacultura, permitindo a sua

realizacdo de um modo ndo invasivo sem necessidade de sacrificar animais.
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7.  Perspetivas futuras

Os dados obtidos neste trabalho mostram que a intensidade luminosa parece néo afetar a
coloracdo dos peixes-palhago clarkii, pelo menos nas intensidades testadas e no tempo
experimental decorrido. No entanto, este trabalho abre novas oportunidades para a
realizacdo de estudos futuros com recursos aos métodos ndo invasivos utilizados e

validados neste trabalho.

No futuro sera interessante avaliar o efeito de varios tipos de lampadas (fluorescentes, de
iodetos metélicos, entre outras), densidades populacionais, substratos e dietas com
suplementos de carotenoides, de modo a tentar perceber se algum destes fatores afeta a

coloracdo do peixe-palhaco clarkii.
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Anexo
Anexo A — Composicao da ragao

Tabela 1 — Rac¢des, por¢des e composicdo da dieta usada para alimentar os peixes

Marca Porgéo Componentes Quantidade (%o)

Proteina 41,1 (min.)

Ocean nutrition Gordura 9 (min.)
Formula one 1, Fibra 2,4 (max.)
Marine pellet small Humidade 14,5 (max.)
Cinza 10,5 (max.)
Proteina 38,1 (min.)
Ocean nutrition Gordura 9,7 (min.)
Formula two 1, Fibra 2,8 (max.)
Marine pellet small Humidade 14,5 (max.)
Cinza 10,5 (max.)
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