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INTRODUCAO

A producédo de peixes e produtos aquicolas constitai importante fonte alimentar e
de renda em comunidades em todo o mundo. Os psixefontes primarias de proteinas e
nutrientes essenciais, portanto, uma alimentacaocern peixes pode trazer beneficios a saude
humana (HIpe, 2014). Diante do colapso das captieapeixes e dos altos impactos da
agricultura baseada em terra, tem-se construidwmlbar sobre a aquicultura marinha para
atender a demanda crescente de proteina (Geraty 2017). Segundo o relatério da FAO de
2016, o Brasil deve registrar um crescimento d&/d 04 producéo da pesca e aquicultura em
2025. O aumento na producéao brasileira sera o megistrado na regido, seguido de México
(54,2%) e Argentina (53,9%) durante a proxima déc&l crescimento no pais se deve aos

investimentos feitos no setor nos Ultimos anos.

Ainda com pouca relevancia, a piscicultura maridbacorte tem crescido no Brasil.
Com o estabelecimento dos protocolos de reprodei¢@vicultura de espécies comerciais, é
possivel alcancar o mercado. Algumas iniciativasxjatem, porém séo pequenas e pontuais.
O Brasil ainda ndo possui dados estatisticos sedieetipo de producao (Cavalli ,2009;FAO
2016).

A piscicultura ornamental também esta em crescioneatBrasil. No entanto, existem
poucos protocolos de reproducdo e larviculturabestaidos, e o extrativismo é a forma
utilizada para obtencédo dos peixes (Ramos,2018raBil, conhecido pela rigueza da sua
biodiversidade, apresenta organismos com divereamab, cores e caracteristicas que
despertam a atencdo de aquaristas do mundo if8arapaio & Nottingham, 2008), e esta
entre os cinco maiores exportadores do mundo. Blegpécies tem sido estudas quanto a sua
producdo. Entre as exoticas destacam-se os peakeseps do género Amphiprion. Para as
espécies nativas temos o cavalo-mariHigpocampus reide o neon gobklacatinus figaro
Que ja possuem protocolos de producdo estabele@dusora ainda seja necessario muito
aprimoramento (Rodrigues,2017). Por serem anin@fgedueno porte, peixes ornamentais se
adaptam bem a pequenos sistemas e a maior pap@diacio € realizada em sistemas de

recirculagéo.

A carapebaKugerres brasilianus €uvier,1830 e o peixe palhacoAfnphiprion ocellaris -
Cuvier,1830), foram selecionados para este estudo e possuengGatudem diferentes no
mercado hoje. @.. ocellaris possui protocolo bem desenvolvido, e é bem cdala@do no

Brasil e no mundo. Jal. brasilianus esta em fase de elaboracéo de protocolo repvodeti



larval, e enfrenta alguns desafios na larviculturdo estudar as possiveis alteracdes
morfolégicas causadas devido as condicfes amlseatgue estes animais sdo submetidos,
buscamos obter dados que possibilitem aprimoraproscolos existentes e beneficiar o
desempenho zootécnico dos mesmos. Para obser@araéistacdes foi utilizada a Assimetria
Flutuante, que devido a baixa herdabilidade e todusneficio é indicada para relacionar sua
ocorréncia a fatores extrinsecos ao organismo, éstestresses ambientais que causam

instabilidade no desenvolvimento (Beasley Et A0132).

O presente estudo foi realizado com experimentosm&rocosmos na formulacao da
hipétese de que as larvas de peixes de cultivanhmgubmetidas a testes experimentais com
diferentes variacdes ambientais apresentam maioceencias de assimetria flutuante nos
carcteres testados. A abordagem experimental aaadlisou a assimetria flutuante no
diametro dos olhos das larvas de carapeba e de-palkaco sob diferentes temperaturas,
salinidades e fotoperiodo.

A carapeba e o peixe-palhago foram escolhidos paralizacdo deste trabalho por
sua importancia econdmica e por estarem disponéraisentros de pesquisas e empresas
préximas ao estado do Rio de Janeiro.

A dissertacdo foi composta por dois artigos quéicsesubmetidos ao periodico
Aquaculture.

Espera-se que o presente estudo venha a contgbuiprotocolos de manejo na

larvicultura de peixes marinhos, visando promovaitomavanco na piscicultura.

REVISAO DE LITERATURA

Larvicultura de Peixes Marinhos

A larvicultura dos peixes marinhos ainda é um dargara a producédo. A fase larval
dos peixes teledsteos é considerada a que maes cofr estressores ambientais e doencas
(Berlinsky et al., 2004); e alimentacdo, sendo estial para o desenvolvimento e a
sobrevivéncia das larvas (Feiden et al., 2006)ussy Sanches et al., (2013) durante a
larvicultura, os peixes marinhos passam por mudangafolégicas como malformacdes de
esqueleto, como: escoliose, lordose, coluna vettebncaracolada, perda de raios de
nadadeiras ou o surgimento de nadadeiras adicjonafformacdo do opérculo ou da



mandibula; e mudancas funcionais, que podem tedassenvolvimento normal alterado por
diferentes fatores (Cahu et al.,, 2003). O uso dsgn®a, por exemplo, ndo € eficaz na
larvicultura e pode ser necessario 0 uso de atiib®para o controle de possiveis doencas, 0
que resulta em uma séria preocupagdo com o deseneato da resisténcia antibidtica
bacteriana e sua transferéncia para bactérias@atag humanas (TanMiddelbog 2014).

Na Asia a Piscicultura Marinha é muito desenvolvifla destaque, o Vietna cultiva
pelo menos 14 espécies de peixes marinhos, notentarproducéo de alevinos em larga
escala e a engorda se concentra em cinco prinogsgiscies: o beijupirRachycentron
canadur; as garoupaEpinephelusspp.; o barramundi ou robalo asiatLates calcarife; e 0
pampaTrachinotus bloch.iCs alevinos sdo produzidos em cativeiro por dezéegsequenos
laboratorios privados ou por institutos de pesqdis@overno. Neste cenario, a participacao
governamental na producéo de alevinos de peixesmogrtem permitido a disseminacéo de
tecnologias para o cultivo com novas espéciesapacitacdo de técnicos qualificados na area
de reproducéo, larvicultura e alevinagem (Nunes &lNtl, 2013).

No Brasil a dificuldade de obtenc&o de juvenis €i&gs marinhos era um problema,
no entanto, segundo Gongalves et al., (2016), aguespécies ja possuem protocolos de
reproducdo e/ou de larvicultura bem estabelecithos,como o robalo-pev&entropomus
parallelus (Alvarez-Lajonchere & Tsuzuki, 2008), a garoupadeeleira Epinephelus
marginatus(Sanches et al., 2009), o aridadtjanus synagrigSanches & Cerqueira, 2010) e
a ciobalutjanus analigfSanches et al., 2013a). A partir destes protscalcultivo em larga
escala ja é possivel, no entanto, ainda é raronéacgprodutores focados na larvicultura,
panorama que vem mudando aos poucos no Brasila Desnha, concentrar esforcos na
larvicultura de peixes pode ser fundamental padasenvolvimento da piscicultura marinha

nacional.

Morfologia e Assimetria em Larvas de Peixes

Malformacdes nas fases embrionarias e larvaisre@giédntes em peixes cultivados e
representam um grande desafio para a cadeia prad@ahu et al., 2003, Takle et al., 2005).
Segundo Boglione et al., (2009) e Kayim et al. 1(®050 a 60% das formas jovens de peixes
marinhos produzidas por laboratérios europeus aeptas diferentes tipos de malformacgdes
esqueléticas, afetando a rentabilidade destes engireentos. Ha cada vez mais evidéncias,
qgue as condi¢cdes ambientais no inicio da ontogeydem afetar o desempenho subsequente
dos individuos (Koumoundouros et al., 1997; Pechenial., 1998; Relyea & Hoverman,



2003). Mdltiplos fatores séo relatados como prosgausas dessas alteragcdes morfoldgicas,
sendo 0s mais importantes os ambientais: temparafatoperiodo, qualidade da agua;
manejo: métodos de criacdo; nutricionais: defideéme vitaminas; e genéticos: poliploidia,
reproducdo seletiva e consanguinidade (Lall & LeMizrea 2007; Fjelldal et al., 2012;
Boglione et al., 2013).

Segundo Russo et al.,, (2011) critérios morfologipmsiem ser utilizados para
avaliacdo de malformacbes esqueléticas, pois ebtétamente ligados a performance de
producdo dos organismos. No entanto, estudos sobreefeitos das anormalidades
esqueléticas na performance bioldgica de peixeeséassas, sendo as poucas informacdes
existentes coletadas secundariamente, duranteosstigdontogenia e anatomia (Boglione et
al., 2013). Uma forma de avaliar a presenca dess& em um organismo € observar a
ocorréncia de desvios da manutencao do eixo darganbdateral (Palmer, 1994; Somarakis
et al., 1997, Ottaviano & Scapini, 2010), pois ptgge-se que caracteres pareados deveriam
ser simétricos em organismos com este tipo de sangh que sdo produtos do mesmo
genoma.

S&o conhecidos trés tipos de desvios da simetatetal dos organismos: assimetria
flutuante, assimetria direcional e antissimetrg,gaais podem ocorrer isoladamente ou em
conjunto em um mesmo caracter (Van Valen, 1962n#ssimetria € a forma menos comum,
ocorre quando a assimetria é normalmente presemtas o lado que possui
maior desenvolvimento é variavel, como nos indiggloanhotos e destros em uma populagéo
(Sanseverino & Nessimian, 2008). A assimetria @iread ocorre quando ha normalmente um
maior desenvolvimento de um carater em um ou naaligsl do plano de simetria do que do
outro, como no coracdo dos mamiferos (Van Vale®2l9Além destas, existe ainda a
assimetria flutuante, que esté relacionada comao de adaptacdo as condicdes do ambiente
(i.e. fitnesy, a capacidade de resistir a perturbacdes amlsenta seja, ao nivel de estresse

de uma populacéo (Savage & Hogarth, 1999).

Entre as técnicas usualmente aplicadas para ag#ticdo estresse ambiental sobre o
fenétipo dos individuos, a assimetria flutuante YAdlesponta como uma ferramenta
importantee como indicador do desempenho de peie&F é definida como pequenas
alteracOes percebiveis entre os planos de sintaizral dos organismos e alguns trabalhos
ja foram realizados utilizando AF em larvicultura geixes. Somarakis et al., (1997)
verificaram a variacdo da AF em otolitos de larda€Engraulis encrasicolusnascidas em



periodos diferentes. Em um estudo mais recentenijzer & Sand (2010), observaram o
nivel de AF em larvas déadus morhuasubmetidas a diferentes ofertas de alimentacéo e
observaram um maior nivel para as larvas que néebeeam alimento, confirmando a

viabilidade da utilizagdo da AF em estagios lardaipeixes.

Carapeba —Eugerres brasilianus

Os Gerreidae estdo distribuidos desde o Caribe aél do Brasil, onde ocupam
lagoas costeiras (Costa et al., 2012). Possuentolabiarinhos e estuarinos, além de alguns
representantes restritos a agua doce (FigueireteBgezes, 1980). S&0 onivoros e possuem
uma boca protratil, que é utilizada para captuegupnos organismos, poliquetas e pequenos
crustaceos, no substrato (Eiras-Stofella & ChaArateida, 2000).

Conhecida popularmente como carapeba, caratingamojarra, o Eugerres
brasilianus Cuvier, 1830 (Figura 1) é o maior integrante de comprimento faailia
Gerreidae, podendo alcancar até 50 Froese & Pauly, 2015; 2017) ela é encontrada em
todo o litoral brasileiro, sendo mais abundantagempdo Sudeste e Nordeste (Figueiredo &
Menezes, 1980) onde possui uma importancia ecoadpaca a pesca artesanal (Alvarez-
Lajonchere et al., 1996). Esta espécie apresentaltonpotencial para a piscicultura marinha
(Cavalli et al. 2011), devido a sua demanda em adex de algumas regides do Brasil,
crescimento rapido, habito onivoro e sua caratiisurihalina (Eskinazi, 1972; Franco et
al., 2012).



Figura 1. Foto ilustrativa da Carapebugerres brasilianusFonte: Menezes & Figueiredo
(1980).

Estudos experimentais tém sido realizados paraapar a producao de carapebas em
cativeiro na América Latina. O estudo realizado pbrarez-Lajonchere et al., (1996) em
Cuba, sobre a producdo em massa de juvenis destaeiessgerou resultados de reproducéo
artificial, densidade de estocagem e larvicultita.Brasil, Passini et al., (2013), buscando
aprimorar a reproducéo destes peixes em cativett@eu sua reproducéo, e concluiu que o
uso de 1%ug kg-1 do horménio LHRHa é suficiente para obtenaduracéo final e a desova
de reprodutores d&. brasilianus Passini et al., (2013) estudaram o efeito pasitha
sobrevivéncia e resisténcia a stress ao incluipli@aide copépodos na dieta da larvicultura.
SOARES et al., (2016) analisaram a dieta, repraiegd manejo da carapeva em sistemas de
recirculacdo e concluiram que a espécie tem grpotencial de criacdo, mas que alguns
gargalos na larvicultura ainda devem ser estudados.

Apesar do potencial o cultivo de carapeba, o mesimola ndo é explorado
comercialmente no Brasil. Pesquisadores no Sul @QJFSordeste (UFAL, UFPE,UFRPE) e
Sudeste (FIPERJ) do Brasil, tem realizado o culémo laboratério e testado metodologias
para realizar a producdo em grande escala. Nate gxisducédo comercial desta espécie no

exterior.

Peixe palhaco Amphiprion ocellaris
Os peixes palhaco séo peixes recifais que ocormmaguas tropicais no oceano

indico, mar vermelho e regides centrais, sul eeogstOceano Pacifico (Figura 2). Pertencem



a subfamilia Amphiprioninae que esta classificagiati da familia Pomacentridae (Fautin &
Allen, 1992). Nesta familia ocorrem dois génerogiphiprion com 29 espécies identificadas

e Premnas apresentando uma espécie (Thornhill).2012

ag &

Figura 2. llustracdo de exemplar adulto Aephiprion ocellaris Fonte: Aquasmart - Peixe
Palhago Ocellaris — NEMO.

Amphiprion ocellarissdo peixes recifais, oviparos, de tamanho pegaetmora¢ao
viva. Atingem um tamanho médio de 11 cm e as fére@asnaiores que os machos. Nestes
peixes ocorre o hermafroditismo sequencial protdadrou seja, eles nascem machos e
podem se tornar fémeas quando adultos. Séo tatigtas e vivem associados a anémonas,
onde ocorrem formam casais monogamicos. A desasteslanimais é demersal e adesiva, o
macho cuida do ninho até a eclosédo, mantendo as asmados e protegidos. Peixes palhaco
sao reprodutores continuos, e fazem posturas @ui@hd 0 ano (Maison & Graham, 2016).

Dentre os peixes ornamentais marinhos mais popula@emundo, encontram-se 0s
peixes-palhaco. Estima-se que anualmente cerca (000 individuos da espécie
Amphiprion ocellaris sejam importados para os Estados Unidos (Rhyrat.,e2012). Esta
espécie sozinha foi responsavel por 25% da qualgittdal peixes marinhos ornamentais no
mundo (Wabnitz, et al., 2003) e é uma das cinc@a@sp mais importadas pelos Estados
Unidos da América (Rhyne et al., 2015). O sucesscomercializacao deste peixe se da pela
facilidade de reproducéo, adaptacéo e alto valoneteado (Wittenrich 2007; Kodama, et al.,
2011). Além disso, com o lancamento do filme “lBraodo Nemo” em 2003, estes peixes
tonaram-se ainda mais desejados e valorizados.f&isté¢rouxe a necessidade de utilizar a
reproducdo em cativeiro, e assim poder preservagstmjues naturais e investir em um

comeércio saudavel.
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Efeitos de variaveis ambientais sobre a simetria laiteral de larvas

de Carapeba,Eugerres brasilianus. uma abordagem experimental.

RESUMO

No Brasil, a piscicultura marinha de corte tem oparticipacdo no setor econémico, mas
algumas espécies tém mostrado grande potencialp eocarapeba-ugerres brasilianus
Porém, a larvicultura ainda é um gargalo devidaradade de protocolos que auxiliem na
sobrevivéncia e desempenho das larvas, fazendss#ie identificar agentes estressores

sobre o fendtipo dos peixes na larvicultura. A Asgria Flutuante (AF) desponta como
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ferramenta indicadora do desempenho de peixes,de per utilizada para estes estudos.
Objetivou-se no presente estudo observar a ocoarélecAF e a sobrevivéncia das larvas de
E. brasilianussubmetidas a diferentes temperaturas (20°C,2%P)ee3salinidades (25,30 e
35). Usou-se o diametro dos olhos para calculariwss de AF em trés indices individuais:
FAl = |D-E|; FA2 = |D- E|+[ (D+E) +2]; e FA5 = (D}E, como proposto por Palmer (1994),
onde: D = lado direito; e E = lado esquerdo. Formmalisadas 95 larvas. Foi aplicada
PERMANOVA para verificar diferencas entre os tratamos e a AF. O teste t-student
validou a existéncia de AF nas larvas de carapeb@,%3). A sobrevivéncia das larvas néo
diferiu significativamente sob diferentes tempei@u(PERMANOVA; F=0,57; p=0,58) e
salinidades (PERMANOVA; F=0,42; p=0,68). Houve dkfecas significativas na AF nos
experimentos com diferentes temperaturas (PERMANQONFA20,85; p=0,0001), mas nao
foram nas diferentes salinidades (PERMANOVA; F=0,880,77). A auséncia de relagao
significativa da AF com a sobrevivéncia possiveltaercorreu, devido as larvas ndo terem
absorvido seu saco vitelinico, o que justifica ixdanortalidade registrada. A carapeba é uma
espécie eurihalina, e como os tratamentos ndo @maganiveis criticos, a salinidade testada
nao foi considerada estressora para a espécia) assimenores temperaturas °@0 Neste
contexto, a AF no diametro dos olhos em temperatmas baixas pode reduzir a aptiddo dos
individuos afetando a capacidade visual da esgésEu desempenho zootécnico, sendo um

problema econdmico em pisciculturas.

Palavras-chave: Piscicultura marinha; Assimetria flutuante; GeregdaMorfometria;

Larvicultura.

ABSTRACT

In Brazil, marine fisheries have little particigati in the economic sector. However, some
species have a great potential, as a carafglgerres brasilianusThe larviculture is still a
bottleneck due to a rarity of protocols that aidttve survival and performance of larvae,
requiring identifying the stressing agents on tisé phenotype in larviculture. Fluctuating
Asymmetry (FA) emerges as a performance indicatoldér, and can be used for these
studies. This study aimed to assess the occurrehdéA in larvae ofE. brasilianusat
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different temperatures and salinities. The diametethe eyes was used to calculate the AF
levels in three individual indexes: FAL1 = | D-EAZ= | D-E | = [(D + E) + 2]; and FA5 =
(D-E) 2, as proposed by PALMER (1994), where: Dghtrside; and E = left side. A total of
95 larvae were analyzed. The t-student test vadi#ite presence of FA in carapeba larvae
(p=0.53). The larvae survival did not differ sigo#ntly under different temperatures
(PERMANOVA, F=0.57, p = 0.58) and salinites (PERMAVA; F=0.42, p =0.68).
Significant differences were found in FA indexes éaperiments with different temperatures
(PERMANOVA; F =20.85; p = 0.0001), but were not the different salinities
(PERMANOVA,; F=0.25; p=0.77). The absence of a digant relationship between FA and
survival possibly occurred because larvae did tsbeb their yolk sac, which justifies the
low mortality rate. Carapeba is an eurihaline sggcand as the treatments did not reach
critical levels, the salinity tested was not coesadl stressful for the species, but the lowest
temperatures (2@Q). In this context, the AF in the diameter of #yes at lower temperatures
can reduce the aptitude of the individuals affertime visual capacity of the species and its

zootechnical performance, being an economic prolitefish farms.

Keywords: Marine fish farming; Fluctuating asymmetry; Geregda Morphometry;

Larviculture.
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1. INTRODUCAO

Na Aquicultura, controlar as caracteristicas anthisré essencial para a manutengéo
dos organismos. Alteracdes nessas variaveis podesin gnimais doentes e alta mortalidade.
Aspectos como a quantidade de oxigénio dissolvidoagua, a faixa de salinidade, a
guantidade de amonia, variagdes na temperaturagda, &lensidade de estocagem e
intensidade luminosa sdo considerados pontosagitia producdo dos robalos (Cerqueira &
Bigger, 2001; Cerqueira, 2005; Ostini et al., 20BUzuki & Berestias, 2008).

Malformacdes nas fases embrionarias e larvaisre@giédntes em peixes cultivados e
representam um grande desafio para a cadeia pradiitkle et al., 2005). H4 cada vez mais
evidéncias, que as condigcbes ambientais no iniiordogenia podem afetar o desempenho
dos individuos (Pechenic et al., 1998;. Relyea &vétman, 2003). A utilizacdo do saco
vitelinico tem base genética, e é fortemente inftieda por fatores ambientais, em particular
por temperatura, salinidade e interacfes subsezgi€inim & Webster, 2006). Aprimorar 0s
conhecimentos sobre essa fase é fundamental pdah@acéo de protocolos que auxiliem a
elevar a taxa de sobrevivéncia das larvas nesgadpesrucial do desenvolvimento. Esta fase
€ rapida, com duracdo meédia de 48h em larvas eah gwn média de 2mm de comprimento
total. Por isso, a busca de ferramentas e tecradoggnsiveis o0 suficiente para perceber
alteragcOes nessa fase séo importantes (Lim & Wel2§66).

Entre as técnicas usualmente aplicadas para ag#ticdo estresse ambiental sobre o
fendtipo dos individuos, a Assimetria Flutuante YAdesponta como uma ferramenta
importante como indicador do desempenho de peieAssimetria Flutuante é definida
como pequenas alteragbes percebiveis entre ossptingimetria bilateral dos organismos
(Allenbach, 2010; Beasley et al., 2013). Essa feersta consiste na medicdo de uma série de
caracteristicas discretas e/ou continuas, em aps@xios do individuo de uma espécie, com
0 objetivo de se avaliar-se determinado fator sstnete externa afeta o desenvolvimento
ontogenético do mesmo (Allenbach, 2010; Beaslesl.e2013). Através da AF é possivel
determinar se os efeitos de variagdes ambienteiamafde alguma forma o desenvolvimento
dos peixes.

Ate 0 momento ndo ha estudos sobre AF em larva®ides de cultivo. A carapeba,
Eugerres brasilianug citada entre os peixes marinhos com maior pialepara cultivo no
Brasil (Allenbach, 2010). Possui habitos noturrgeneralista e oportunista, concentra sua

atividade alimentar durante a noite, mas se alimdnorante o dia em locais mais escuros
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(Zavala -Camin, 1996; Ramos et al.,, 2014). Estexep@m cativeiro adapta-se bem a
alimentacéo artificial e tem melhor desenvolvimeatoser mantido em uma densidade de
estoque de 7-8 peixes/niBugerres brasilianugnfrenta alguns desafios na larvicultura e nao
possui protocolo bem definido, nem producéo corakbnm Brasil (Soares et al., 2017).

Neste contexto, o presente trabalho visa avalisavéé de experimentos em
microcosmos, a existéncia (AF nas larvas deE. brasilianus submetidas a diferentes
temperaturas e salinidades, de forma a contritauiousca da reducédo de anomalias e perdas

econdmicas em pisciculturas marinhas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Avaliar através de experimentos em microcosnassimetria flutuante nas larvas de

Eugerres brasilianusubmetidas a diferentes temperaturas e salinidades

2.2 Objetivos especificos

- Medir o diametro dos olhos e o comprimento tdes larvas
- Calcular a assimetria flutuante;
- Correlacionar AF com sobrevivéncia das larvas gajores das variaveis de temperatura e

salinidade;

3. HIPOTESE

Alteracbes na temperatura e salinidade refletem nemores valores de AF do

diametro dos olhos de larvas Hegerres brasilianus

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencéao de larvas
As larvas de carapebg, brasilianus foram obtidas em fevereiro de 2017, através de

peixes reprodutores mantidos em cativeiro no Ldbooa de Recursos Marinhos
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(LAREMAR — IEAPM), Arraial do Cabo, RJ - Brasil. B8esova da espécie foi retirada do
tanque e acondicionada em aquarios de 1,5L aeradds, ficaram até a eclosdo de suas
larvas, que ocorreu aproximadamente apos 24h. Eudse as larvas foram selecionadas
aleatoriamente e transferidas para os tratamergogresente estudo com auxilio de uma

pipeta pasteur.

4.2. Experimento 1

No experimento 1 foi testada a assimetria flutuadés larvas em diferentes
temperaturas. Foram mantidas aproximadamente 2&sleem cada aquario de 1,5L, até
consumirem aproximadamente 70% do saco vitelinicore isso atingirem opbint of no
return” (PNR), que é o momento onde a privacdo de alimexfieta as larvas, devido a
diminuicao da reserva vitelinica. O PNR foi estimadm base no tempo total de absor¢céo do
saco vitelinico, que segundo Alvarez-Lajonchér®@)®areE. brasilianusé de ate 5 dias.

Foram realizados trés tratamentos de diferentepasturas: 20°C; controle de°25
comumente usado na literatura na fase larval decespegundo Alvarez-Lajonchére (1996) e
Costa et al. (2015); e 30°C, com trés réplicas.ddde manter as temperaturas desejadas nos
tratamentos foi usado termostato (Roxin HT-1900)esfriador (Gelagua 2000l). Todos
aguarios se mantiveram aerados (+6,8mg/l) atraeéaedadores. A salinidade mantida em
todos aquarios foi de £35, conforme sugerido parafdz-Lajonchere (1996) e Costa et al.

(2015). Durante todo experimento a agua usada @os quarios nao foi renovada.

4.3. Experimento 2

No experimento 2 foi testada a assimetria flutuamediferentes salinidades. Foram
mantidas aproximadamente 26 larvas em cada aqudeiol,5L, até consumirem
aproximadamente 70% do saco vitelinico e com isagieem o PNR.

Foram realizados trés tratamentos de diferent@sdades: 25, 30 e controle de 35 -
comumente usado na literatura na fase larval décespegundo Alvarez-Lajonchére (1996) e
Costa et al., (2015), com trés réplicas cada. hidaldde foi mantida através da agua do mar
tratada com UV disponivel no LAREMAR/IEAPM, e quifichda com auxilio de um
refratbmetro (Atago 53m). A agua encontrava-se Bnie salinidade e para atingir valores
menores foi adicionado agua doce ndo clorada digglono laboratério. Todos aquarios
mantiveram-se aerados (x6,8mg/l) através aeraddketemperatura mantida em todos
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aquarios foi de 25°C, de acordo com o propostoAparez-Lajonchére (1991) e Costa et al.
(2015).

Ap6s cada experimento as larvas foram eutanasadagelo e posteriormente fixadas
em formol a 10% para a realizagdo das medidas meétfeas.

4.4. Assimetria Flutuante

Para a analise morfologica das larvas, foi usadonicmscopio Olympus DP72 com
camera fotografica com precisao de zoom de 4xlams foram posicionadas para obtencéo
de fotografias do lado esquerdo e direito. Foiaatilo glicerol para melhor posicionamento e
clareamento das larvas na lamina, o que resultouneanmelhor visualizacdo das mesmas.

Para a medicdo das larvas foi utilizado o progra®&DIG (2.3.2). Foram feitas
medidas do comprimento total e do diametro dosso(dmeida & Grossman, 2014; Seixas
et al.,, 2016; Lutterschmidt et al., 2016). Todasnasdidas foram feitas duas vezes pelo
mesmo observador, sendo as estruturas lesionad&siridelas, a fim de minimizar a

ocorréncia de erro de medi¢&o. Foi medido um tea5 larvas.

Figura 1: Larva deE. brasilianus DO = diametro dos olhos (mm); CT = comprimentialto

(mm).

4.5. Tratamento dos dados e Andlises Estatisticas

O teste PERMANOVA (Permatutional Multivariate Angily of Variance) foi
utilizado (Distancia Euclidiana; 10000 permutacfes andlises) para observar a ocorréncia
do erro de medicdo entre os valores encontrad@sim&ira e segunda medicado. Resultados
nao significativos (p>0,05) eliminam a possibilidade erro de medicdo, sendo considerada
uma probabilidade de 95%.
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Para avaliar o tipo de assimetria existente (issin@etria direcional, assimetria
flutuante ou antissimetria) no diametro dos olhimsam aplicados os testes t-Student e
histograma de distribuicdo. O teste t-Student auade os valores diferiram da média zero e,
com o auxilio de histogramas, se os dados se ggusta curva de distribuicdo normal. A
confirmagdo de média zero e da normalidade dossdadlida a existéncia da assimetria
flutuante (Palmer, 1994; Oxnevard et al., 2002)sd<aresultados da existéncia da assimetria
flutuante podem ser encontrados devido a corretagignificativas entre os niveis de
assimetria com o tamanho da estrutura analisadméP& Strobeck, 1992; Palmer, 1994).
Para verificar a dependéncia da AF em relacdoraartao da estrutura, foi realizado o teste
de correlacdo de Spearman entre a simetria abgBltithe o tamanho do caractere [R+L]/2.
O coeficiente de Spearman é mais recomendado pteatipo de analise, pois também é
capaz de detectar relagbes ndo-lineares (Paimérokesk, 1986; 1992).

Para calcular os niveis de AF foram selecionadssitdices individuais: FA1 = |D-
E|; FA2 = |D- E|+[ (D+E) +2]; e FA5 = (D-E)2, conpooposto por Palmer (1994), onde: D =
lado direito; e E = lado esquerdo. Estes trés @sdséio os mais difundidos e comumente
usados em estudos de AF (Palmer & Strobeck, 1%&d?, 1994), por serem de f4cil
aplicacdo, compreensao e baixa vulnerabilidadeésode dados. A Unica estrutura pareada
testada para o presente estudo com AF foi o diardes olhos, por ter sido a Unica com
precisdo a ser medida.

O teste PERMANOVA foi usado para comparar medias pgecentagem de
sobrevivéncia das larvas nos tratamentos de tetopgra salinidade. PERMANOVA
também foi usado para determinar quais médias sigmificantemente diferentes da AF em
E. brasilianusentre os tratamentos de salinidade e temperaggaida do teste pos-hoc
PERMANOVA, ao nivel de confianca de 95% (p< 0,09)das as andlises do

PERMANOVA foram realizadas no programa PAST 3.1@r(iher et al., 2001).

5. RESULTADOS

A frequéncia das diferencas entre o lado direiesguerdo para o diametro do olho
nao diferiram significativamente de zero (Testéudsnt; p=0,54), eliminando a possibilidade
de presenca de assimetria direcional. A distriliuigérmal da diferenca entre os lados do
diametro do olho demonstrada pelo histograma atesd#sfatoriamente ao pressuposto da
normalidade, e eliminou a presenca de antissim@dtais resultados comprovam a existéncia

de assimetria flutuante (Figura 2).
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Figura 2. Histograma da frequéncia de diferencas entre dissldireito e esquerdo para o

diametro dos olhos em. brasilianus

O teste de correlagdo de Spearman né&o identifietacGes significativas entre o
diametro do olho e o comprimento total & brasilianus (Spearman (r); p= -0,97),
eliminando a interferéncia do comprimento totaladaa na estrutura analisada.

A comparacao entre a primeira e segunda medid@duetto do olho ndo apresentou
diferenca significativa (PERMANOVA,; F= 0,001; p=0)9 o que descarta a influéncia de
erro de medigéo.

A percentagem de sobrevivéncia das larvas Hle brasilianus ndo diferiu
significativamente entre os tratamentos de tempexrafPERMANOVA; F=0,57; p=0,58),
onde se foi observado uma média de sobreviventé2,880+0,11 para temperatura de 20°C;
57,6%+0,07 para temperatura de 25°C; e 56,9%+@G®tpmperatura de 30°C. Também nao
houve diferencas significativas da sobrevivéncia d@vas em diferentes salinidades
(PERMANOVA; F=0,42; p=0,68), onde se foi observaduna média de sobreviventes de
57,3%+0,11 para salinidade de 25; 58% +0,04 palaidade de 25; e 63% =0,13 para
salinidade de 30.

No entanto, a AF diferiu significativamente em tedis tratamentos de temperatura
(PERMANOVA; F=20,7; p=0,0001). Os indices apontamaumaior ocorréncia de AF para
as larvas submetidas ao tratamento de 20°C (TabElgura 3).



21

Tabela 1. PERMANOVA dos indices de assimetria flutuante 1FAA2; FA5) usando o
diametro dos olhosde E. brasilianus nos tratamentos com diferentes temperaturas
salinidades. *Diferenca significativa (p<0,05). @@°C, S=25°, W=30°C.

indices de Assimetria Flutuante Temperatura Saliredad
F p Post hoc F p
FAl 20,85 p<001 C>S=wW 0,18 0,84
FA2 20,7 p<0,01 C>S=W 0,26 0,77
FA5 17,9 p<0,01 C>S=wW 0,17 0,86

[ 1 FA1 [ FAz EEEEE FAS

0,06 0,00010
0,05 S
- 0,00008
< L2
(T =
.. 0,02 L
E - 0,00003
0.01 - L 0,00002
- 0,00001
0,00 L 0,00000
25 30
Temperatura

Figura 3 Média = erro padréo dos indices de assimetriaudhie (FA1l; FA2; FA5) do
diametro dos olhos de. brasilianusnos tratamentos com diferentes temperaturas.

Os indices de AF dos olhos de. brasilianus ndo apresentaram diferencas
significativas nos diferentes tratamentos de s (PERMANOVA; F=0,25; p=0,77)
(Tabela 1; Figura 4).
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Figura 4. Média * erro padrdo dos indices de assimetriaidhte (FAl;, FA2; FA5) do
didmetro dos olhos de. brasilianusnos tratamentos com diferentes salinidades.

6. DISCUSSAO

A mortalidade deéE. brasilianusde aproximadamente 40% nas primeiras 24 horas de
vida em ambos tratamentos (temperatura e salinidattata a sensibilidade das larvas recém
eclodidas. Segundo Pepin et al., (2014) o gargaltanvicultura de peixes pode ocorrer em
um curto periodo critico como resultado da inanegads a absorcao da reserva vitelinica, ou
durante um periodo mais prolongado do nascimerd#oaametamorfose (Cushing, 1990;
Alvarez-Lajonchre et al., 1991; Emata et al., 198 muzina et al., 1998). Além disso, no
término da reserva vitelinica, qualquer limitacdorfmlogica e fisioldgica, como o tamanho
menor dos olhos, da boca ou o desenvolvimento iptEimdas glandulas digestivas pode ser
letal para as larvas (Maciel, 2006). J& nos estageoflexdo, devido & mudanca de estagio
larval, anomalias existentes podem gerar a mogerdtividuos.

A mortalidade registrada no presente estudo, naoefacionada com a assimetria
flutuante (AF) das larvas de brasilianus Entretanto, a AF do diametro dos olhos da espécie
foi associada com a variagdo de temperatura, maelsaque o tratamento de menor
temperatura testado (20°C) foi o mais estress&usultados contrarios, porem registrados
em peixes adultos por Jawad et al., (2012) mengian#e o diametro dos olhos ndo apresenta
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sensibilidade para detec¢do da AF, sendo estademada uma estrutura menos vulneravel
aos agentes estressores ambientais e genéticos.

Nossos resultados, por outro lado, revelam quémelro dos olhos de larvas He
brasilianus € uma ferramenta importante de AF, possivelmemé@dd aos Orgaos dos
sentidos como a visdo receberem estimulos fisicpsneicos do ambiente. A acuidade visual
dos teledsteos esta diretamente relacionada acimesdgo do olho, qualidade da Optica e a
guantidade de luz recebida (De Busserolles eR@ll3). A AF observada no diametro dos
olhos deE. brasilianuspode afetar a detec¢éo de luz no ambiente, inflardo desta forma
o0 comportamento de forrageamento, sendo uma liordado crescimento (Blaxter, 1986).
Na natureza, a escuriddo é um refugio importante pdedadores visuais (Clark & Levy,
1988), e a capacidade de ver e capturar presapcoooa luz pode ser de grande importancia
para a sobrevivéncia das larvas (Suthers & SundbB96). Além disso, a limitagdo de
forrageamento afetando o crescimento das larvake fgnbém inferir diretamente na idade
reprodutiva da espécie. Esse padrdo foi observaddagwad et al., (2012), ao estudarem o
diametro dos olhos deeignathus equulusletectaram uma relacdo direta do crescimento
somatico da espécie com a idade reprodutiva da emeginreflexo da AF no didmetro dos
olhos também pode refletir na agilidade de fugassiveis predadores. Segundo Vollset et
al., (2011), as larvas d&adus morhuadiminuiram o angulo de giro e a frequéncia de
movimentos de natac&o sob baixa intensidade delazionada as alteracdes oculares.

Dentre os fatores abibticos, a temperatura é cersld um dos mais importantes a
serem analisados (Wang & Tsai, 2000; Takle et2805), devido ao seu papel fundamental
no desenvolvimento do crescimento, afetando prahcipnte os estagios larvais e juvenis de
peixes (Sanseverino & Nessimian, 2008), o que ex@i sua influéncia na AF detectada no
presente estudo. A temperatura em torno o€ Jfara larvas dée. brasilianus retrata
alteracdes no didmetro do olho da espécie quevetrssinte afetara o desempenho da mesma
em sistema de cultivo. A AF no diametro dos olhostemperaturas mais baixas pode reduzir
a aptidao dos individuos afetando a capacidadelvida espécie na procura e captacdo de
alimentos, reproducdo e/ou sobrevivéncia, afetassan seu desempenho zootécnico sendo
um problema econbmico em pisciculturas (Bosch & dvée, 2000). No entanto, séo
necessarios mais estudos para confirmacéo dgssade.

Segundo Politis et al., (2017) a temperatura € itapte para a otimizacado das
condi¢cdes de criagdo na aquicultura, especialméumtante os estagios criticos iniciais da
histéria da vida dos peixes. Existem relatos dedest com larvicultura de peixes associando
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anomalias morfologicas com diferentes exposicoegrgacbes de temperatura, como o
trabalho deBardn-Aguilar et al., (2015) onde demonstraram turegas deCentropomus
undecimaliscriadas a 23°C apresentaram malformacgdes, sugeama influéncia negativa
sobre o desenvolvimento inicial da larva, reducaataka metabdlica e baixo consumo de
energia quando comparada a 25°C que é utilizada pairédo no protocolo de criagdo desta
espécie. As larvas submetidas a temperaturas teaedas (28°C e 31°C) também mostraram
desempenho inferior as larvas mantidas a 25°C.gastio de de temperaturas também foi
observado por Sfakianakis et al., (2011), ao atiém larvas d®anio rerio para observar a
presenca de alteracbes nos caracteres morfoméeiaoeristicos desde sua ecloséo até
atingirem 12 mm. Estes autores observaram que tatopas extremas utilizadas (22°C e
31°C) causaram alteragcbes meristicas importantes.ehtanto, Politis et al., (2017),
registraram que larvas deguilla anguilla,apresentaram menor incidéncia de deformidades
a 18°C, em um estudo testando temperaturas de 18°C, 20°C, 22°C e 2Z4. Padrao
similar foi observado em estudos c@itentrarchus labraxque revelam maiores alteracbes
morfolégicas em experimentos com temperatura a 28@°Gue em 15°CSfakianakiset al.,
2006). Por outro ladcGeorgakopoulou et al., (2010), ao estudarem ladleeSparus aurata
desde o0 estagio embrionario até juvenil testanés temperaturas (16, 19 e °C),
observaram que temperaturas inferiores favoreciafformacdes no esqueleto.

A salinidade também € considerada um parametro esmalbi que influencia a
sobrevivéncia, crescimento e distribuicdo de pefkatliday, 1969; Beamish, 1970; Boeuf &
Payan, 2001). Ela pode afetar a sobrevivéncia aandir a alimentacdo dos peixes
(Dendrinos & Thorpe, 1985; Fielder & Bardsley, 1p8%0 modificar o custo energético para
a regulacdo osmdtica e idnica (De Boeck et al.0280euf & Payan, 2001No entanto, a
variacdo de salinidade testada no presente estddofeve correlacdo significativa com a
ocorréncia de AF na fase larval &e brasilianus possivelmente por ser uma espécie que
tolera grandes variacdes de salinidade, o que gdananecer em ambientes marinhos e
estuarinos, explorando os recursos alimentaresmiigpis (De Andrade-Tubino et al., 2008).
Segundo Vasconcelos Filho et al., (2009) os Garsiddio comuns em ambiente estuarino e
marinho, caracterizando sua estratégia de vidaurSieg Soares (2017) a salinidade
desempenha papel fundamental no desenvolvimergpreducdo d&. brasilianus estando
seus niveis 6timos entre 26,5-37, 0 que a tornaatagdesencadeador da melhoria do

desempenho da espécie em ambientes marinhos. ddedéxto, esta faixa de salinidade esta
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dentro da variagao utilizada nos tratamentos desttelo, ndo sendo um fator determinante de
mortalidade e de AF na fase larval da espécie.

O efeito da salinidade varia muito conforme a é&&fria de vida dos peixes. Nossos
resultados sdo corroborados por Faulk & Holt (20@f) ao estudarem Beijupira
(Rachycentron canadynobservaram que a variagao de salinidade durafdeealarval n&o
interfere em sua sobrevivéncia. Estes autorestragim que, larvas desta espécie de até trés
dias de vida suportam variacdes de salinidade @0tfie-35,6. Larvas d8olea senegalensis
também se mostraram resistentes em salinidades Hhtr 33 (Leiton et al., 2012). Estudos
realizados contnimicus japonicusiurante a fase de absorcédo do saco vitelinictarelgue
0S mesmos nao sofreram efeitos negativos quandmsiea salinidade entre 25- 29 (Gong
Huang & Wen, 2017).

Um possivel mecanismo de relagdo entre AF e estéegsie 0S organismos requerem
mais energia para compensar 0 estresse, resulandmenores gastos com reprodugdo e
crescimento (Leung et al., 2000), ou seja, taless& reduz a energia disponivel para o
desenvolvimento de precisdo nos caracteresrfeo 1996). De acordo com Kanegae &
Loménaco (2003) é possivel predizer que organiscm® menos habilidade para a
plasticidade sejam mais susceptiveis a apreserd@raes indices de AF em situagfes de
estresse. Portanto, maiores niveis de perturbaz@@kitat podem aumentar os niveis de AF
da populacdo, antes de um decréscimo na sobreiavémmar-se aparente (Lens et al.,
2002a).

7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo € o pioneiro na deteccdo de Afantetro dos olhos de larvas da
carapeba, E. brasilianusmantidas a temperatura de’@0ONossos resultados revelam que a
AF no diametro dos olhos é uma técnica sensivdiceme que deve ser usada como
ferramenta de deteccéo de estresse em estagiassinie vida dos peixes, e que pode auxiliar
no desenvolvimento de protocolos para a larvicaleritando assim perdas econémicas em

sistemas de criacéo.
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Efeito de variaveis ambientais sobre a assimetrialbteral de

larvas de peixe palhac@mphirion ocellaris
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RESUMO

O presente trabalho é pioneiro em avaliar atrav@sexperimentos em microcosmos, a
existéncia de assimetria flutuaniAF) nas larvas do peixe palhacAmphirion ocellaris
submetidas a diferentes temperaturas (20, 25@) 36alinidades (25, 30 e 35) e fotoperiodos
(6, 8 e 10h), com trés replicas cada. Foram utibzatrés indices individuais: FA1=|D-E|;
FA2 = |D- E|+[ (D+E) +2]; e FAS5 = (D-E)2, como pragto por Palmer (1994), onde: D =
lado direito; e E = lado esquerdo. A AF foi apliaatb diametro dos olhos de 101 larvas de
A. ocellaris Foi aplicada PERMANOVA para verificar diferengaistre os tratamentos e a
AF. O teste T-student validou a existéncia de AB laavas deA. ocellaris (p=0,54). A
sobrevivéncia das larvas nao diferiu significatieate para diferentes salinidades
(PERMANOVA,; F=0,5; p=1), temperaturas (PERMANOVA; B,8; p=0,68) e fotoperiodos
(PERMANOVA; F= 0,13; p=0,99). Para a salinidaddndice AF2 apontou uma diferenca
significativa (PERMANOVA; F=6,02; p=0,006) sugermmdue a salinidade mais alta (35) foi
mais estressante pafa ocellaris Os experimentos com temperatura (PERMANOVA; F=
1,65; p=0,19) e fotoperiodo (PERMANOVA; F= 1,05;0p85) ndo apresentaram diferencas
significativas. A auséncia de relagéo significatda AF com a sobrevivéncia possivelmente
ocorreu, devido as larvas ainda possuirem saclinidte o que justifica a baixa mortalidade
registrada. O peixe palhaco possui protocolo bemserdmlvido e mostra melhor
sobrevivéncia para salinidades entre 25-30, corestaltpn com nossos dados. A ocorréncia de
AF nao foi alterada por diferentes temperaturasq2@5°C e 30°C) e fotoperiodos (6h, 8h e
10h), isto pode sugerir uma baixa vulnerabilidadea s fatores nos parametros analisados,

mas também pode ter sido reflexo do tempo de dom@dga&xperimento.

Palavras-chave: Piscicultura marinha; Assimetrigufinte; Pomacentridae; Morfometria;

Larvicultura.

ABSTRACT
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The present work is a pioneer in evaluating, thhoagperiments in microcosms, the
existence of Fluctuating asymmetry (FA) in the &\of the clownfishAmphirion ocellaris
submitted to different temperatures (20, 25 andCR0salinities (25, 30 and 35) and
photoperiods (6, 8 and 10h), with three replicaash. Three individual indices were used:
FA1=|D-E|FA2=|D-E|+[(D+ E) + 2]; andAb = (D-E) 2, as proposed by Palmer
(1994), where: D = right side; and E = left sidé: Was applied to the eye diameter of 101
larvae ofA. ocellaris. PERMANOVA was applied to verify differences betweteatments
and FA. The T-student test validated the preseh&&on A. ocellarislarvae (p = 0.54). The
larvae survival did not differ significantly forftkrent salinities (PERMANOVA, F=0.5,p =
1), temperatures (PERMANOVA; F = 0.8; p = 0.68) grmbtoperiods (PERMANOVA,; F =
0.13; p = 0.99). For salinity, the AF2 index shadveesignificant difference (PERMANOVA,

F = 6.02; p = 0.006) suggesting that the highemital (35) was more stressful foh.
ocellaris. The experiments with temperature (PERMANOVA; F #5 p = 0.19) and
photoperiod (PERMANOVA; F = 1.05; p = 0.35) showed significant differences. The
absence of a significant relationship between FA amrvival may have occurred because
larvae still have a yolk sac, which justifies tlogvimortality rate. The clownfish has a well
developed protocol and shows better survival finisi@s between 25-30, corroborating with
our data. The occurrence of FA was not altered iffigrdnt temperatures (20°C, 25°C and
30°C) and photoperiods (6h, 8h and 10h), this maygest a low vulnerability to the factors

in the analyzed parameters, but may also haveuratidn of the experiment.

Keywords: Marine fish farming; Fluctuating asymmetry; Pomadeae; Morphometry;

Larviculture.
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1. INTRODUCAO

A producéo de peixes de corte € o foco da pisciilinundial, no entanto o cultivo
de peixes ornamentais tem ganhado cada vez masgcesgptem se consolidado como um
importante setor da Aquicultura (Palma et al., 2008 valor do comércio de peixe
ornamental cresceu significativamente ao longouitamas décadas. Entre 2000 e 2011, as
exportacdes globais de peixes ornamentais aumeni@deaUS$ 181 milhdes para US$ 372
milhdes. Este setor desempenha um papel relevamteerenos de reducdo da pobreza nos
paises em desenvolvimento e preservacdo marinhati@o, 2010).

Ao contrario do comércio de espécies de peixesmentais de agua doce onde 90%
dos organismos sdo provenientes da Aquiculturayamdg maioria das 1.471 espécies
marinhas mundialmente comercializadas para finarnemtais sdo extraidas do seu habitat
natural (Wabnitz et al., 2003). O peixe-palha&mphirion ocellaris, por exemplo, foi
altamente afetado pela extragdo irresponsavel erfgplamente coletado em regiées no
Pacifico. Em virtude disso, iniciou-se a reproduefo cativeiro desta espécie e como o
sucesso da mesma, hoje os peixes palhacos sdonanpdaestudados, comercializados e
preservados.

A larvicultura costuma ser uma etapa delicada pdygéo de peixes. Mesmo peixes
amplamente estudados com@é.cocellarispodem apresentar problemas neste periodo e gerar
prejuizos aos produtores. A determinacdo dos meshgarametros ambientais para o cultivo
de larvas pode contribuir com o crescimento e aesok®encia larval, com a reducéo do
periodo de larvicultura e os custos de producéaat (&taal., 1996). Um dos problemas mais
comuns nesta fase € a adaptacdo ao primeiro abiplegb apds a exaustédo do vitelo. Alguns
parametros fisicos também podem ter grande impmaaneste momento, sendo a
temperatura, a salinidade e o fotoperiodo varid@isideradas como 0s mais importantes na
durante a ontogenia (Hart et al., 1996; Kamler2X0Bsses parametros tém sido investigados
para avaliar os impactos na sobrevivéncia, crestoneatacao e metamorfose na larvicultura
das espécies do génedmphiprion (Arvedlund et al., 2000; Green et al., 2004; Lealet
2009; Medeiros, 2013).

Para observar as alteragfes que esses parametier pausar nesta fase larval a
assimetria flutuante (AF) destaca-se devido ans@da capacidade de revelar a estabilidade
do individuo diante o estresse ambiental. O usAfl&em se consolidado como ferramenta
indicadora da qualidade individual e/ou estimaderatbum tipo de perturbacdo ambiental
(Palmer & Strobeck, 1992; Somarakis et al., 199heYard et al., 2002; Kristoffersen &

Megoulas, 2009;). Em teoria, estruturas morfolGgjipareadas apresentam perfeita simetria
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entre elas (Van Vallen, 1962), desta forma, osidesta manutencdo do eixo da simetria
bilateral podem indicar organismos submetidos aessts ambientais (Palmer, 1994;
Somarakis et al., 1997). A AF pode ser definida@afteracdes morfoldgicas aleatorias entre
os planos com simetria bilateral de uma determirestiautura, em decorréncia do efeito de
condicbes ambientais adversas (Van Vallen, 1968ndta 1994; Herminta et al., 2013).
Através da AF é possivel determinar se os efekogatiacdes ambientais afetam de alguma
forma o desenvolvimento dos peixes.

Neste contexto, o presente trabalho visa avalisavé$ de experimentos em
microcosmos, a existéncia AF nas larvas dédmphirion ocellarissubmetidas a diferentes
temperaturas, salinidades e fotoperiodos, de faan@ntribuir na busca da reducédo de

anomalias e perdas econdmicas em pisciculturasinaai

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Avaliar através de experimentos em microcosnassimetria flutuante nas larvas de

Amphirion ocellarissubmetidas a diferentes salinidades, temperagui@speriodos.

2.2 Objetivos especificos

- Medir o diametro dos olhos e o comprimento tdt larvas
- Calcular a assimetria flutuante;
- Correlacionar AF com sobrevivéncia das larvas evaores das variaveis de salinidade,

temperatura e fotoperiodo;

3. HIPOTESE

Valores de salinidade, temperatura e fotoperiefletem em maiores valores de AF

do diametro dos olhos de larvasAtaphirion ocellaris

4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Aquisicao de larvas

As larvas de Peixe palhagdmphirion ocellaris foram obtidas através de uma desova
de peixes reprodutores que fazem parte do plaatehtpresa de aquariofilia Aquasmart em
Séo Paulo, SP, Brasil, no periodo entre o finaihd@® e o inicio de junho de 2017. Os ovos
foram retirados dos aquarios das matrizes e foramndicionados em um aquario de 40L,
aerado através de mangueiras de silicone conecadsistema de aeracdo da empresa onde
ficaram até a sua eclosdo, que ocorreu em aprogimeawte dez dias. Apos a eclosédo as
larvas foram selecionadas aleatoriamente com urmpetegpipasteur e transferidas para os
aguarios experimentais de 1,5L (11,5cm x 11,5cr@cat) onde foram mantidos por 24h.

4.2 Experimento 1

Foi analisado o diametro dos olhos das larvas é&rnedites salinidades. Utilizaram-se
trés tratamentos (25, 30 (salinidade controle uswd&ase larval da espécie (Cerqueira &
Tsuzuki, 2009) e 35) com trés réplicas cada. Faralocadas 5 larvas em cada aquario de
1,5L (11,5cm x 11,5cm x 13cm), que foram mantidais3#h até absorcdo do saco vitelinico
(Cerqueira & Tsuzuki, 2009). Para os teores daigalile foi usado sal marinho comercial, e
guantificado com auxilio de um refratbmetro (ModéddS-101 ATC). A temperatura
controle mantida em todos experimentos foi de 25&Guindo o protocolo da empresa para o

cultivo da espécie.

4.3 Experimento 2

No experimento 2 foi analisado o diametro dos oldasespécie em diferentes
temperaturas. Utilizaram-se trés tratamentos (2B82C (temperatura controle usada na fase
larval da espécie (Cerqueira & Tsuzuki, 2009)) €C30com trés réplicas cada. Foram
colocadas 5 larvas em cada aquario de 1,5L (11)6&f5cm x 13cm) que foram mantidas
por 24h até absorcdo do saco vitelinico (Cerqu&rdsuzuki, 2009). O controle de
temperatura foi realizado utilizando um termost@oxin Ht-1900). A salinidade controle
mantida em todos experimentos foi de 30, seguinpi@imcolo da empresa e de Araujo et al.,
(2000).

Experimento 3
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Foi analisado o diametro dos olhos das larvas éenedites fotoperiodos. Utilizaram-
se trés tratamentos (6h, 8h e 10h (controle)) a@s replicas cada. Foram adicionadas 5
larvas em cada aquario de 1,5L (11,5cm x 11,5c@crn), que foram mantidas por 24h até a
absorcdo do saco vitelinico (Cerqueira & TsuzuRD9). Para o bloqueio de luz durante o
periodo escuro dos experimentos foram utilizadaad@retas. A salinidade controle mantida
para todos os experimentos foi de 30, e a temparate 25°C, seguindo o protocolo da
empresa para o cultivo da espécie e por Araujb,&2800).

Durante todos os experimentos ndo foi necessaribume tipo de aeracdo devido a
duracdo, quantidade de larvas e tamanho dos agudiliaados no experimento. Durante este
periodo as larvas foram alimentadas uma vez acaha 100 ml de rotiferos e 60ml de
microalgas.

No final de cada experimento, as larvas foram esiadas em gelo e eugenol e
armazenadas em formol a 10% para as analises @gidas em microscopia no Laboratorio
de Ecologia Aplicada da UFF. O presente estudoagravacio do Comité de Etica Animal
da UFF - CEUA, processo n. 912.

4.5 Assimetria Flutuante

Para a analise morfologica das larvas, foi usada lupa Olympus BX51 com camera
fotografica (AxioCamERCc5s) com precisdo de zoonmilde As larvas foram posicionadas
para obtencao de fotografias do lado esquerdcegalifFigura 1). Foi utilizado glicerol para
melhor visualizagdo e posicionamento das larvda@mana.

Para a medicdo das larvas foi utilizado o prograiR&DIG (2.3.2). Foram feitas
medidas do comprimento total das larvas (mm) eidmetro dos olhos das mesmas (mm)
(Almeida & Grossman, 2014, Lutterschmidt et al.1@0Seixas et al., 2016). O diametro dos
olhos foi medido duas vezes em pelo mesmo obsearvadado as estruturas lesionadas
descartadas, a fim de minimizar a ocorréncia dedagrmedicdo. Foi medido um total de 101

larvas.
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Figura 1. Larva dé\. ocellariscom medidas de comprimento total (mm) e diametroltdo

(mm) geradas nos programa TPSDIG (2.3.2).

4.6 Tratamento de Dados e Andlises Estatisticas

O teste PERMANOVA (Permatutional Multivariate Ansily of Variance) foi
utilizado (Distancia Euclidiana; 10000 permutacfes andlises) para observar a ocorréncia
do erro de medicédo entre os valores encontradgsimeira e segunda medicao realizadas
para o diametro dos olhos. Resultados nao sigtifasa(p>0,05) eliminam a possibilidade de
erro de medicao, sendo considerada uma probalelida®5%.

Para avaliar o tipo de assimetria existente (issin@etria direcional, assimetria
flutuante ou antissimetria) no diametro dos olhimsam aplicados os testes t-Student e
histograma de distribuicdo. O teste t-Student auade os valores diferiram da média zero e,
com o auxilio de histogramas, se os dados se ggusta curva de distribuicdo normal. A
confirmacdo de média zero e da normalidade dossdealida a existéncia da AF (Palmer,
1994; Oxnevard et al., 2002). Falsos resultadosxi&iéncia da AF podem ser encontrados
devido a correlagdes significativas entre os nideisssimetria com o tamanho da estrutura
analisada (Palmer & Strobeck, 1986; Palmer, 1994).

Para verificar a dependéncia da AF em relagaoraartho da estrutura, foi realizado o
teste de correlacdo de Spearman entre a simes@udd [R-L] e o tamanho do caractere
[R+L])/2. O coeficiente de Spearman € mais recomgmdaara este tipo de analise, pois
também é capaz de detectar relacdes ndo-lineaksgP& Strobeck, 1986).

Para calcular os niveis de AF foram selecionadssitrdices individuais: FA1=|D-E]|;
FA2 = |D- E|+[ (D+E) +2]; e FAS5 = (D-E)2, como pragto por Palmer (1994), onde: D =
lado direito; e E = lado esquerdo. Estes trés @sdgfio os mais difundidos e comumente
usados em estudos de AF (Palmer & Strobeck, 198nd?, 1994), por serem de facil
aplicacdo, compreensao e baixa vulnerabilidadei@ode dados. A Unica estrutura pareada
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testada para o presente estudo com AF foi o dianuets olhos, por ter sido a Unica com
precisdo a ser medida.

O teste PERMANOVA foi usado para comparar meédias pgecentagem de
sobrevivéncia das larvas nos tratamentos test&@iBERMANOVA também foi usado para
determinar quais médias eram significantementeatifes da AF en\. ocellarisentre os
tratamentos de salinidade, temperatura e fotoperiedguida do teste pos-hoc
PERMANOVA, ao nivel de confianca de 95% (p< 0,09)das as analises do
PERMANOVA foram realizadas no programa PAST 3.1BNHMER et al., 2001).

5. RESULTADOS

A frequéncia das diferencas entre o lado direissguerdo para o diametro do olho
nao diferiram significativamente de zero (Testéudsnt; p=0,54), eliminando a possibilidade
de presenca de assimetria direcional. A distriliuigérmal da diferenca entre os lados do
diametro do olho demonstrada pelo histograma atesd#sfatoriamente ao pressuposto da
normalidade, e eliminou a presenca de antissimeld@ste contexto, tais resultados

comprovam a existéncia de assimetria flutuanteufgi@).

Numero de ocorréncias

.0.05 0.00 0.05

Diferenca entre os lados direito e esquerdo.

Figura 2. Histograma de frequéncia de diferencas entre o thdnto e esquerdo para o
diametro dos olhos eAmphirion ocellari.;

O teste de correlacdo de Spearman nédo identifietacGes significativas entre o
diametro do olho e o comprimento totalA. ocellaris (Spearman (r); p= 0,20), eliminando a

interferéncia do comprimento total da larva nautsta analisada.
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A comparacao entre a primeira e segunda medid@deetio do olho ndo apresentou
diferenca significativa (PERMANOVA; F= 0,96; p=0)70 que descarta a influéncia de erro
de medicéo.

A percentagem de sobrevivéncia das larvas Ale ocellaris ndo diferiu
significativamente entre os tratamentos de sald@d®ERMANOVA; F=0,5; p=1), onde se
foi observado uma média de sobreviventes de 97,0%5+para salinidade de 25; 97,7%
10,15 para salinidade de 30; e 100% para salinid@d85. Também nao foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos &aipra (PERMANOVA; F= 0,8; p=0,68),
onde se foi observado uma média de sobreviventeg,déo +0,15 para temperatura de 20°C;
93,3% 0,27 para temperatura de 25°C; e 97,7% #iai® temperatura de 30°C. Nao houve
diferenca significativa da sobrevivéncia entreratamentos de fotoperiodo (PERMANOVA,;
F=0,13; p=0,99), onde se foi observado uma méelisothreviventes de 91,1% +0,15 para o
fotoperiodo de 6h; de 93,3% 0,27 para o fotoperidd 8h; e de 97.7 0,15 para o
fotoperiodo de 10h.

A AF diferiu significativamente no FA2 nos tratanesnde salinidade (Tabela 1).

Tabela 1 PERMANOVA dos indices de assimetria flutuante (FAB2; FA5) usando o
diametro dos olhode Amphirion ocellari nos tratamentos com diferentes salinidades,

temperaturas e fotoperiodos. *Diferenca signifiGa(p<0,05).

indices de Assimetria Flutuante Salinidade Tempesatur-otoperiodo
F p Post hoc F p F p
FALl 1,40 0,260 - 0,19 0,82 0,97 042
FA2 6,02 0,006* 35<3i=2t 1,75 0,19 1,06 0,35
FA5 0,98 0,392 - 0,19 084 1,22 0,32

O indice FA2 apontou uma maior ocorréncia de AFRapas larvas submetidas ao

tratamento de salinidade de 35 do que nos tratasieme 25 e 30 que nao diferiram

significativamente entre si (Tabela 1; Figur .
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Figura 3. Média + erro padréo dos indices de assimetriadhtti (FAL1; FA2; FA5) usando o
didmetro dos olhade Amphirion ocellari:nos tratamentos com diferentes salinidades.

Os indices de AF dos olhos (A. ocellaric ndo diferiram significativamente nos
tratamentos com diferentes temperaturas (Tabélaydra 4).

[ 1FAa1 [ FA2 [ FAS
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Figura 4. Média + erro padréo dos indices de assimetriadhttl (FAL1; FA2; FA5) usando o
didmetro dos olhade Amphirion ocellari:nos tratamentos com diferentes temperaturas.
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Figura 5. Média + erro padréo dos indices de assimetriadhittl (FAL1; FA2; FA5) usando o
didmetro dos olhade Amphirion ocellari:nos tratamentos com diferentes fotoperiodos.
6. DISCUSSAO

O diametro dos olhos de peixes para validacdo #éexia da AF ainda ndo € uma
abordagem muito reconhecida. Em larvasAdeocellaris o didametro dos olhos apresenta
sensibilidade para deteccdo da AF, possivelmentespeem funcionais e em fase de
desenvolvimento, o que 0s torna vulneraveis aostagestressores ambientais e genéticos,
ao contrario de relato de estudos peixes adultos onde esta estrutura € consideradasme
sensivel (Palmer & Strobeck, 2003; Jawad et all2RONossos resultados apontam a AF no
didametro dos olhos nas primeiras 24h, periodo gtexade a absor¢do do saco vitelinico, que
pode vir afetar o papel decisivo na percepcdo dmeato e consequentemente no
desenvolvimento dA. ocellaris(Gerking, 1994).

N&o foram detectadas evidéncias de antissimetrid.eotellaris A identificacdo da
existéncia de outros tipos de assimetria bilatea#dm da flutuante (i.e. direcional ou
antissimetria) € recomendavel (Palmer, 1994; Akehbet al., 1999), uma vez que a
ocorréncia destas pode interferir nos resultadoslgens estimadores da instabilidade do
desenvolvimento (Palmer, 1994; Graham et al.,19881 Dongen et al., 1999). Entretanto,
muitos estudos ndo déo a devida atencao a essendiBg;ao.

Ao se testar os parametros abidticos no presertiedgsapenas a salinidade
influenciou a AF do diametro dos olhos de formanifigativa. No género Amphiprion, os
fatores abidticos tém sido investigados para avatia impactos na sobrevivéncia,
crescimento, natagdo e metamorfose durante a udtiwia (Arvedlund et al., 2000; Green et
al., 2004; Le et al., 2009; Medeiros, 2013 ). Aetahcia a salinidade de uma espécie € uma
consideracdo importante no cultivo de organismosinmas e de agua doce, fornecendo
informacdes sobre os requisitos ambientais bagsissenciais para o sucesso do manejo em

cativeiro (Dhaneesh et al., 2012). A salinidadtuericia a quantidade de energia investida na
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osmorregulacao, e com isso afeta diretamente i@mdia da utilizacdo da reserva vitelinica, o
crescimento de larvas e sua sobrevivéncia (Howell.£1998). No presente estudo, o indice
FA2, exibiu maior relacao significativa nos tratamuos de salinidade de 35, indicando que a
maior salinidade causa maior estresse para assjaa@ contrario do observado nos
tratamentos de salinidade de 25 e 30. Este padc@oréborado por Le et al., (2009; 2011)
onde mencionam que na larviculturaAmphirion clarkiie Amphirion perculaé importante
manter a salinidade de 25, em virtude do melhoerdpenho zootécnico devido ao menor
gasto de energia das espécies para a osmorregulacéo

A assimetria flutuante (AF), por outro lado nacedii nos tratamentos de diferentes
temperaturas da agua. A faixa de tratamento w#iz20°C, 25°C e 30°C foi bem tolerada
pela espécie, ndo evidenciando estresse nas lakveamperatura desempenha um papel
importante na distribuicdo vertical de peixes oreatais marinhos dentro de habitats de
recifes de corais (Wexler et al., 2007). A sobrémnia de larvas de peixes marinhos durante
a primeira semana apo0s a eclosdo depende dascddsr&ntre predadores-presas, mas
também, pode depender da temperatura, salinidadees de oxigénio encontrados nesses
habitats onde ocorre a desova (Glynn, 2001; Figdl@alley 2006). Segundo Margulies et
al., (2007) a duracdo em que ocorre a absorcaaa\stelino até a primeira alimentacao é
completamente dependente da temperatura. Entendgragmelhor temperatura para o
desenvolvimento do peixe além de favorecer o arestio, pode favorecer maior sucesso
produtivo em piscicultura. Trabalhos realizados damas mantidas em experimentos com
diferentes temperaturas por Methari et al., (20d&n Premnas biaculeatysAmphiprion
clarkii e Amphiprion akallopisgsYe Le et al., (2011) corAmphiprion clarkij e Rao et al.,
(2014) com A. ocellaris observaram melhores desempenhos das espécieg feent
temperaturas em torno de 34°C, no entanto, estedosmnao abordaram AF.

Entre os fatores ambientais, o fotoperiodo age comosincronizador do ritmo
endodgeno e influencia a atividade locomotora, osaineento, a taxa metabdlica, a
pigmentacao corporal e reproducdo a de peixesstele® (Boeuf & Le Bail, 1999; El-Sayed
& Kawanna, 2004; Veras et al., 2013). O ciclo dlescuro é reconhecido como o principal
fator que arrasta ritmos biolégicos em peixes tabms através sua influéncia na fisiologia
alimentar e na expressao génica (Lopez-Patifio.eP@l1; Del Pozo et al.,, 2012; Martin
Robles et al., 2012; Montoya et al., 2010; Veralgt2013). Este fator também influencia a
alimentagcdo que segue certos padroes de ritmasl@ros (Reynalte-Tataje et al., 2002) e a
estratégia de vida dos peixes. No presente trapal&o foi evidenciado relacdo entre o
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fotoperiodo e a AF das larvas Aeocellaris nos tratamentos de 6h, 8h e 10h de luz. Padréo
oposto do observado foi descrito por Arvedlund let(2000) ePereira-Davison & Callan
(2017) onde observaram que 16h de luz era o ideal paraoc@dugho deAmphiprion
melanopuse Zebrasoma flavesce respectivamenteao se comparar o desempenho das
espécies mantidas num fotoperiodo de 12h e 24bntamto, estes autores ndo testaram AF.
Segundo Villamizar et al.,, (2011) e Blanco-Vive91@) um regime de luz continuo é
considerado estressante sobre o desenvolvimeniardaes de varias espécies de peixes,
causando possiveis problemas como: reducdo dadoflda bexiga natatéria, deformacdes do
esqueleto, especialmente a mandibula (Villamizaralet 2009; Blanco-Vives, 2010),
caracteristicas estas nao observadas para as diarpasxe-palhaco no primeiro dia de vida.

No presente estudo, observou-se que ha diferencsemsibilidade dos diferentes
indices testados com o caracter analisado, que d@metro dos olhos das larvas. Em geral,
os indices FA1 e FA2 séo utilizados como avaliaglate estresse nas pesquisas com
assimetria bilateral (Palmer, 1994). Ambos os igljgroduzem valores de facil entendimento
e interpretacdo, sdo considerados imparciais aocdeadrao da amostra e recomendado para
testar diferencas entre trés ou mais amostras @Panttrobeck, 1992; Palmer, 1994). O
FAl e FA5 foram menos sensiveis quando comparasasdiece FA2, apesar do FAL ser um
dos indices mais frequentemente utilizados commadbr da AF em estudos com peixes
(Somarakis et al., 1997; Oxnevard et al., 2002;ad¢oet al., 2004; Kristoffer & Magoulas,
2009) e o FAS ser particularmente recomendado grastras de pequeno tamanho{(R5;
Palmer & Strobeck, 1986; Palmer, 1994). Os resaffadncontrados demonstraram que
realmente ha variacbes na sensibilidade dos indjces estimam a AF, ratificando os
resultados de Palmer & Strobeck (1986) e Paimed4jlINeste contexto, percebe-se que o
uso de diferentes indices é importante para aaregcema maior robustez a andlise de AF
frente a cada caracter a ser testado, assim cagsquigas adicionais se fazem necesséarias
para investigar as diferencas morfolégicas obsesad

Para todos os experimentos testados, a percentdgemortalidade registrada no
presente estudo foi baixa (<10%) em todos os textéws, ndo sendo relacionada
significativamente com a AF das larvasAleocellaris A baixa mortalidade pode ser reflexo
das primeiras 24h de vida das larvas, periodo esragqula havia reserva vitelinica. Segundo
Olivotto et al., (2011), na larvicultura do peixaHpaco a maior mortalidade ocorre entre o

primeiro e o sétimo dia, devido a transicdo daatitacdo endégena para a exégena.
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Em suma, o presente trabalho € pioneiro na deteteds- no didmetro do olho de
larvas deAmphiprion ocellarisDevido ao curto periodo de absorcédo da reseretinida o
protocolo que utiliza a fase do “ponto de ndo red(PNR) pode ndo ser o mais indicado
para espécies com esta estratégia de vida. E pbssie a sensibilidade da AF aumente ao
testar sua ocorréncia em um periodo maior de ed#ad larvas. No entanto, os dados aqui
apresentados, reforcam a utilizacdo da AF como femamenta eficiente para detectar a
ocorréncia de estresse em periodo larval, que piodecarretar no desempenho zootécnico

desta espécie em sistemas de cultivo.

7. CONSIDERACOES FINAIS

A escassez de estudos sobre a utilizacdo da AFaerasl de peixes mantidas em
diferentes condicdes ambientais dificulta a comg@aentre os resultados encontrados.
Nossos resultados sinalizaram que as variagcdesideis da AF coincidiram com ambientes
com maiores sanidades.

Pesquisas adicionais sdo recomendadas, para destdidacdo do protocolo com a
mesma espécie com periodo de vida maior na fagad kiou juvenil, a fim de detectar se os
desvios bilaterais sé@o corrigidos durante o dedeimwento, ou se existe uma variagcao natural
dos desvios bilaterais proprio da espécie, alénestender o presente trabalho a outras larvas
de espécies de peixe marinho oriundas de pisciayltle forma a contribuir na busca da

reducdo de anomalias e perdas econOmicas.

8. CONCLUSAO

Este trabalho acrescenta uma nova abordagem lgsrda no desenvolvimento da
piscicultura no pais. Foi possivel obter resultadoportantes para duas espécies que
apresentam estratégias de vida distintas e quexgdoradas comercialmente em diferentes
areas. A Assimetria Flutuante é utilizada em estudooldgicos e demonstra ser um
importante indicador ambiental, sua utilizacao ralpcdo animal abre um novo caminho e a
auséncia de estudos similares mostra a necesdidgadenpliar os estudos e investimentos

nesta técnica para possibilitar testes de outtossfae outras espécies.
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