UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

REPRODUCAO DE Amphiprion ocellaris (Cuvier, 1830)
ALIMENTADOS COM FARINHA DE LINHACA (Linum
usitatissimum L.) EM DIFERENTES CONCENTRACOES

JUSSARA DE ALMEIDA GUERREIRO

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
JULHO- 2012



REPRODUCAO DE Amphiprion ocellaris (Cuvier, 1830)
ALIMENTADOS COM FARINHA DE LINHACA (Linum
usitatissimum L.) EM DIFERENTES CONCENTRACOES

JUSSARA DE ALMEIDA GUERREIRO

Engenheira de Pesca
Universidade Federal do Ceard, 1983.

Dissertacdo submetida ao Colegiado do Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia e, como requisito
parcial para obtencdo do Grau de Mestre em Ciéncia

Animal.

Orientadora: Prof®. Dr®. Norma Suely Evangelista Barreto

Coorientador: Prof. Dr. Leandro Portz.

CRUZ DAS ALMAS-BAHIA
JULHO-2012



FICHA CATALOGRAFICA

G378

Guerreiro, Jussara de Almeida de.

Producao de Amphiprion ocellaris (Cuvier, 1830)
alimentados com farinha de linhacga (Linum usitatissimum L.)
em diferentes concentracdes / Jussara de Almeida de
Guerreiro._ Cruz das Almas, BA, 2012.

106f.; il.

Orientadora: Norma Suely Evangelista Barreto.
Coorientador: Leandro Portz.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal do
Recbdncavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Bioldgicas.

1.Peixe — Nutricdo. 2.Peixe ornamental — Peixe
Palhaco.l.Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Biologicas. Il. Titulo.

CDD: 639.3




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE
JUSSARA DE ALMEIDA GUERREIRO

Prof®. Dr®. Norma Suely Evangelista Barreto
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB

(Orientadora)

Prof. Dr.Ricardo Castelo Branco Albinati

Universidade Federal da Bahia - UFBA

Prof. Dr. Luis Gustavo Tavares Braga

Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC

CRUZ DAS ALMAS-BAHIA
JULHO-2012



Dedico a minha méae:

Fausta de Almeida e Silva (in memoriam).



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Recéncavo da Bahia pela formacg&o académica.

A Prof®. Dr®. Norma Suely Evangelista Barreto, que se prontificou a me orientar e
por participar dessa fase da minha jornada de vida.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Leandro Portz.

Ao amigo Alberto Oliveira Lima pelo apoio em todas as horas, pela materializacéo
dessa pesquisa e principalmente pelas discordancias que se tornaram devir.

Aos professores do Mestrado em Ciéncia Animal que foram importantes no
desenvolvimento desse trabalho.

A Professora Dra. Carla Macedo e ao Prof. Dr. Clovis Matheus Pereira nos
trabalhos no Ndcleo de Estudos em Pesca e Aquicultura — NEPA-UFRB.

A Apoena Guerreiro Assis pela companhia, compreensao e paciéncia.
Ao casal de engenheiros de pesca Maria Silvinez Dell"Orto e Leonardo Dell"Orto.

A amiga Claudivane Miranda da Silva, ao Paulo Guerreiro, & Maria Claudia
Miranda da Silva, a Mariama Teixeira da Silva, pelo apoio de sempre.

Ao Dr.José Wellington A. dos Santos pela ajuda na execucéo desse experimento.
A Iva Oliveira Lima, Néa, Juliana, meus agradecimentos pela amizade e incentivo.

A Arinalva Maria da Silva pela amizade construida durante o curso e ajuda
incontestavel.

Ao engenheiro de pesca Jodo Bosco Rocha com sua forma alegre de ver a vida.
A Dona Ana Paixao que me acolheu em Cruz das Almas, minha eterna gratido.

Aos colegas de trabalho da EBDA: Higina Nascimento, Lucedalva Barbosa,
Wellington, Marta, Jodo Batista Matos, Maria Luiza, Rosinha, Carla, Marilene,
Samuel Leite, meus agradecimentos pelo apoio, convivéncia.

As meninas do laboratério de microbiologia do NEPA e em especial a Rebeca
Ayla Rosa da Silva, pelos ensinamentos sobre microbiologia e pela paciéncia, o
que foi relevante para realizacao desse trabalho.

A Marilane Andrade Pereira na contribuicio com as analises fisico-quimicas da
agua realizadas no NEPA.

Ao professor Dr. Gilmar Ferreira Alves, da UNEB, pelas informacdes valiosas.



A Prittty, ao Napd, a Léla, ao Zulu, Lili e aos peixes palhaco, os animais dessa
trama.

E a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacéo desse
trabalho, e mesmo os que néao tenham sido citados, meus sinceros
agradecimentos.

AGRADECO A EMPRESA BAIANA DE DESENVOLVIMENTO AGRICOLA -
EBDA, PELA OPORTUNIDADE DE REALIZAR O CURSO DE
MESTRADO.



SUMARIO

Pagina
RESUMO
ABSTRACT
INTRODUCAO 1
Capitulo 1
ALIMENTACAO DE REPRODUTORES DE PEIXE PALHACO .
(Amphiprion ocellaris Cuvier, 1830) E MANEJO DE CULTIVO
REVISAO DE LITERATURA 6
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 27
Capitulo 2
A FARINHA DE LINHACA (Linum usitatissimum L.) NA DESOVA a7
DO PEIXE PALHACO (Amphiprion ocellaris Cuvier, 1830)
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 82
CONSIDERACOES FINAIS 89
APENDICES 91

LISTA DE QUADROS



CAPITULO 1

Quadro 1. Composicdo de aminoacidos essenciais da linhaca dourada e
marrom, em g 100g * de proteina

Quadro 2. Teores nutricionais médios da linhaga dourada

LISTA DE TABELA

CAPITULO 2

Tabelal. Composicdo centesimal das racdes experimentais com
inclusédo de farinha de linhaca (FL) usadas no cultivo do peixe
palhaco

Tabela 2.. Analise da composi¢cdo quimico-bromatologica das racdes
experimentais e da farinha de linhaga, usadas no cultivo do
peixe palhaco

Tabela3. Média dos parametros fisico-quimicos da agua de cultivo do
peixe palhaco em sistema de recirculagéo

Tabela 4. Variacdo do teor de oxigénio dissolvido - OD (mg/L), no cultivo
de peixe palhaco em sistema fechado de recirculacao

Tabela5. Quantificacdo de bactérias heterotréficas mesofilas no cultivo
de peixe palhaco em sistema fechado de recirculacao

Tabela 6. Analises microbiologicas para Pseudomonas, Aeromonas e
Edwardsiella, em trés pontos de coleta (P1, P2 e P3), no
cultivo de peixe palhaco, em sistema de recirculacdo de agua

Tabela7. Quantidade total de racdo (g) administrada, com diferentes
percentuais de farinha de linhaga (FL), por tratamento, no
cultivo do peixe palhaco

Tabela 8. Variagfes dos parametros de crescimento no cultivo do peixe
palhaco alimentados com rac¢des contendo diferentes teores
de farinha de linhaca (FL)

Tabela9. Parametros da relacdo peso-comprimento, por tratamento e
por sexo, no cultivo do peixe palhaco

Tabela 10. Fator de condigéo relativo (Kn) para fémeas de peixe palhaco,
em cultivo com sistema fechado de recirculacdo

Tabela 11. Ocorréncia de desovas (D) e Numero de ovos (NO), por
tratamento, no cultivo do peixe palhaco

Tabela 12. Participacdo da farinha de linhaca (FL) nos teores de proteina

bruta e extrato etéreo, em 100 g de dieta experimental
utilizadas no cultivo do peixe palhacgo

Pag.

15

17

Pag.

45

46

53

55

57

60

62

63

65

66

68

74



Tabela 13.

Composicdo de acidos graxos em 100g de sementes de
linhaca

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 2

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Diagrama esquematico do cultivo do peixe palhaco em sistema

fechado de recirculacdo de agua

Unidades experimentais contendo as placas de ceramica
dispostas em forma de triangulo, como substrato para desova
do peixe palhaco (adaptado de Wilkinson, 2003)

Percentual de reducdo total de bactérias heterotréficas
mesdfilas entre o Ponto 01 (entrada do biofiltro) e Ponto 02
(saida do biofiltro e ap6s passagem por luz UV), no cultivo de
peixe palhaco

Taxa de Crescimento Especifico — TCE, média, por tratamento
e por sexo, no cultivo do peixe palhaco

Desovas do peixe palhago no tratamento T2 com 5% de farinha
de linhaga, evidenciando palidez em alguns ovos

Coloracgao natural dos ovos de peixe palhago. Da esquerda para
a direita, da desova até a fase de pré-eclosao. Fonte: Wilkenson
(2003)

Desovas do tratamento T3 (15% FL). A Letra ‘a, desova do
casal T3-1 (nov /2011) com ovos fertilizados e a letra ‘b’ desova
do casal T3-4 (set/2011) com coloracao palida, sem fertilizacao.
Desovas do tratamento T3 (15% de FL), com énfase para o
casal T3-3. Letra ‘@’ desovas de julho/ll; ‘b’ desova em
outubro/11 e ‘c’ desova em novembro/11

Papila genital do peixe palhaco no tratamento com 0% de FL
(controle) sem alteracdes. As fémeas nao desovaram

Papila genital abaulada do peixe palhaco no tratamento T2 (5%
de FL). As fémeas dos casais T2-1 e T2-3 desovaram e as
fémeas dos casais T2-2 e T2-4 apresentaram papilas genitais
abauladas, mas nédo houve desovas

Papila genital de fémeas do peixe palhaco no tratamento T3
(15% de FL). A fémea do casal T3-2 foi a Unica que nao
desovou. A fémea do casal T3-3 apresentou papila genital
hiperabaulada (detalhe)

Papila genital das fémeas do peixe palhaco no tratamento T4
(25% de FL). Em destaque para a papila genital da fémea do
casal T4-3, com abaulamento, mas n&do houve desovas

75

Pag.

43

44

58

64

69

70

71

71

77

77

78

78



Figura 13.

APENDICE

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Papila genital de fémeas do peixe palhaco no tratamento T5
(35% de FL). Em destaque a papila genital da fémea do casal
T5-3 com leve abaulamento, mas ndo houve desovas

LISTA DE FIGURAS

Bateria de aquéarios onde foi realizado o cultivo do peixe
palhaco. Da esquerda para direita: a frente; a aparte de tras
mostrando a saidas individuais de cada aquario

Comprimento total, Lt (cm) — medida da extremidade do focinho
até a extremidade mais pronunciada da nadadeira caudal do
peixe palhaco. Peso corporal total, Wt (g) — massa corporal do
peixe vivo

Crescimento de bactérias heterotroficas meséfilas (48h;
36,8°C). NEPA, UFRB, 2011

Figura A - Meio de crescimento para Pseudomonas. Figura

B - Crescimento de Aeromonas e Edwardsiella, apos
incubacéo. Figura C - Placas de isolamento de Aeromonas,
Meio Agar Mac Conkey (rosa) e Edwardsiella, GSP
(laranja). NEPA, UFRB, 2011

Meio de preenchimento do biofiltro em ordem de sobreposicéo
do fundo para a superficie. A — Pedras calcérias; B — Casca de
ostras; C — Casca de ostra triturada; D — Halimeda; C - Cascas
de ostra e Halimeda embaladas em bolsas teladas.

Maturacao do biofiltro. Da esquerda para a direita o processo de
reducdo a niveis ndo detectaveis dos teores de nitrito, em
sistema fechado de recirculacdo de agua, antes do povoamento
da bateria de cultivo do peixe palhaco

79

Pag.

91

91

92

92

93

93



REPRODUCAO DE Amphiprion ocellaris (Cuvier, 1830) ALIMENTADOS COM
FARINHA DE LINHACA (Linum usitatissimum L.) EM DIFERENTES
CONCENTRACOES

Autora: Jussara de Almeida Guerreiro
Orientadora: Prof?. Dr®. Norma Suely Evangelista Barreto

RESUMO: Obijetivou-se verificar se dietas isoproteicas com diferentes niveis de
farinha de linhaga (FL), alimento com propriedades funcionais, influenciam o
processo reprodutivo do peixe marinho ornamental A. ocellaris, em sistema
fechado de recirculacdo, no periodo de maio a novembro/2011. Foram utilizados
20 casais segregados, sem alcancarem a primeira maturacao sexual, distribuidos
em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro
repeticdbes. Monitoraram-se 0s parametros fisico-quimicos da &agua como:
temperatura, pH, oxigénio dissolvido, alcalinidade, salinidade, amonia total e
nitrito. Observaram-se 0s caracteres sexuais secundarios e registrou-se o
comprimento e peso total, o n° de desovas e de ovos. Os niveis de inclusdo de FL
por tratamento foram: 0%(controle), 5%,15%, 25% e 35%. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey e Dunnet a 5% e os dados através do teste t
(Student, a=0,05). Os parametros fisicos e quimicos da agua ndo variaram
(p>0,05) atendendo as necessidades dos peixes e micro-organismos. No biofiltro
houve reducdo da aménia total em niveis ndo detectaveis e do nitrito em 36,63%.
N&o ocorreu bactérias patogénicas como as Pseudomonas e Aeromonas, porém
a Edwardsiella foi detectada apenas no inicio do cultivo, sem manifestacdes. A
esterilizagdo através da luz UV controlou as bactérias heterotroficas mesofilas e
inativou as patogénicas. Os peixes desovaram somente nos tratamentos com 5%
e 15% de FL. A alometria foi negativa (b<3) para ambos os sexos. O fator de
condicdo relativo médio (Kn) para as fémeas indicou bem estar dos peixes
durante o cultivo. A inclusdo de 5% de FL apresentou melhor potencial como
alimento que pode influenciar as atividades reprodutivas do peixe palhaco,
embora mais estudos precisem ser realizados e com maior tempo de

experimentacgéao.

Palavras-chave: alimento funcional, desova, alometria, condicédo



REPRODUCTION OF Amphiprion ocellaris (Cuvier, 1830) FED WITH
LINSEED MEAL (Linum usitatissimum L.) IN DIFFERENT CONCENTRATIONS

Author: Jussara de Almeida Guerreiro

Advisor: Dr®. Norma Suely Evangelista Barreto

ABSTRACT: This study aimed to verify whether isoproteic diets with different
percentages of linseed meal (LM), a functional food, influence the reproductive
activity the ornamental marine fish A. ocellaris, in closed recirculation system. It
was conducted from May to November/2011. There followed a completely
randomized design with five treatments and four replications. We monitored
physical-chemical parameters of water (temperature, pH, dissolved oxygen,
alkalinity, salinity, total ammonia, nitrite). Were observed the secondary sexual
characteristics and registrated length, weight, number of nests and eggs. The
inclusion levels of linseed by treatment were: 0% (control), 5%, 15%, 25% and
35%.These means were compared by Tukey test (5%), Dunnet test (5%) and
parameters by Student’s test t (a=0,05). The physical and chemical parameters of
the cultivation water did not differs (p> 0.05) meeting the needs of fishes and
micro-organisms. In the biological filter was reduced total ammonia in
undetectable levels and nitrite in 36.63%. There was no occurrence of
opportunistic pathogenic bacteria such as Pseudomonas and Aeromonas, but
Edwardsiella gender was present at the beginning of cultivation, without
demonstrations. Sterilizing with ultraviolet light kept control of mesophilic
heterotrophic bacteria and inactivation of pathogens. Spawning occurred in
treatments with 5% and 15% of LM. The allometry was negative (b<3), for both
sexes, with the addition of growth in weight. The mean relative condition factor
(Kn) for females (p> 0.05) indicating welfare in fish farming. The percentage of
linseed meal 5% has potential for use as a food that can influence reproductive

activities of clownfish, requiring further studies with longer trial.

Key-words: functional food, spawning, allometry, condition.



1. INTRODUCAO

Na ultima década o desenvolvimento tecnolégico na producdo aquicola,
tanto de peixes ornamentais como de corte, melhorou o atendimento na demanda
de formas jovens de peixes, tais como, larvas, pés-larvas e alevinos. Mesmo
assim ainda depende-se da coleta natural desses individuos no meio ambiente o
gque causa permanente inseguranca ao pequeno produtor em relacdo a
continuidade do cultivo. Para que o processo de producdo de peixes se
desenvolva e contribua com o fornecimento e atendimento crescente na demanda
de alimentos é necessario que haja disponibilidade de alevinos para a
comercializacao e cultivo.

Atualmente cerca de 300 espécies de peixes sado cultivadas em todo o
mundo em diferentes sistemas de producdo e niveis tecnolégicos (FAO, 2012).
Navarro (2010) ressalta e recomenda que os avancos tecnolégicos ndo devam
visar somente o desempenho produtivo, mas também dar atencao ao processo de
desenvolvimento reprodutivo, a qualidade de Ovulos e de esperma, a fim de
garantir maior producéo de gametas e consequentemente larvas e alevinos.

Os nutrientes exigidos na fase reprodutiva séo diferentes das outras fases
de desenvolvimento dos peixes. Deficiéncias nas dietas dos reprodutores e
diferentes periodos de fornecimento dos nutrientes afeta a qualidade dos
gametas, gerando proles deficientes, uma vez que ndo permite o estoque de
nutrientes requeridos nas primeiras etapas do desenvolvimento do animal
(IZQUIERDO et al.,2001).

Uma das limitacdes em se estudar a nutricdo de reprodutores de peixes é a
exigéncia de instalacbes especificas para manter os individuos adultos e a
disponibilidade de agua, sendo que todos esses fatores ocasionam custos
elevados. Assim 0s peixes ornamentais podem ser utilizados em pesquisas puras,

aplicadas e em diversas outras areas do conhecimento, pois exigem pequenas



instalacdes e custos mais baixos para realizar experimentos que exigem periodos

de testes mais longos (NAVARRO et al.,, 2009; NAVARRO et al., 2010). Tais
pesquisas podem ser realizadas utilizando sistemas fechado de recirculacdo de
agua, cujas vantagens € nao depender das condi¢cdes climaticas, promover a
reducdo no uso da terra e da infraestrutura fisica necessaria para o cultivo, além
de ter a capacidade de se integrar com atividades agricolas. E uma necessidade
imperativa minimizar o uso da agua e o impacto sobre os recursos hidricos e um
sistema de recirculagéo reflete essa preocupacdo (HUTCHINSON et. al., 2004).

Segundo Timmons et al.(2006) o cultivo em sistemas fechado de
recirculacdo exige conhecimento das interagbes constantes e continuas entre a
qualidade de agua, a producao, a coleta de residuos e 0s organismos cultivados
(peixes e micro-organismos), devendo-se  monitorar os parametros fisico-
quimicos da 4gua e manter o controle de bactérias heterotréficas pois assim como
decompdem a matéria organica competem com as nitrificadoras por espaco,
oxigénio e nutrientes. Todas essas informacfes sdo subsidios para contribuir com
o desenvolvimento da tecnologia de recirculacdo de agua na aquicultura
brasileira.

Quanto aos programas nutricionais para reprodutores de peixes marinhos
ornamentais e de corte estes geralmente se baseiam no uso de biomassa de
origem animal in natura e/ou congelada, tais como, peixes, lulas, dentre outros e
no uso de racdes secas tendo a farinha de peixe como fonte proteica
(WATANABE, VASSALLO-AGIUS, 2003; WU LILIAN, 2009). Muitos desses
alimentos apresentam custos elevados ndo sé do ponto de vista econémico como
ambiental. Uma alternativa que tem sido alvo de pesquisas é a substituicdo do
alimento de origem animal tradicionalmente utilizado por um de origem vegetal, 0
que constitui um avango no processo de conscientizacdo da sustentabilidade das
atividades produtivas.

Um vegetal oleaginoso considerado um alimento com propriedades
funcionais, que além de seus nutrientes, possui componentes adicionais que
produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a saude € a linhaca (Linum
usitatissimum L.) (COLLINS et al., 2003). Além de ser fonte de proteinas e acidos
graxos poliinsaturados, possui um composto bioativo importante em suas
sementes, que sado as lignanas, um fitoquimico com estrutura quimica e

atividades semelhantes ao estrogénio enddgeno, denominado fitoestrégeno.



Segundo Tou et al.(1998) podem ter acao estrogénica quando interagem com 0s
hormdnios sexuais enddgenos e antiestrogénica quando competem com O0S
estrogenos pelos sitios de ligacdo de seus receptores evitando a acado desses
horménios, que muitas vezes pode ser negativa.

A semente de linhaga tem sido principalmente utilizada como complemento
alimenticio para aves, coelhos, ruminantes e pescado, com o intuito de melhorar
os teores de acidos graxos da familia 6mega-3 e a relagdo w-6/w-3 de animais,
destinados a alimentacdo humana (VISENTAINER et al., 2003; HAYASHI et al.,
2004; SANTOS et al., 2007; MARQUES, 2008; ALMEIDA et al., 2009). Contudo,
existem poucos trabalhos abordando em profundidade os efeitos das

propriedades funcionais da linhaca no processo reprodutivo de peixes marinhos.

2. OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de farinha de linhaca
dourada (Linum usitatissimum L.) em dieta experimental, como possivel indutora
do processo reprodutivo do peixe marinho ornamental Amphiprion ocellaris, o

peixe palhaco.

2.1 Objetivos especificos

e Discorrer sobre a nutricdo de reprodutores de peixe palhaco A.ocellaris e
ingrediente vegetal alternativo que possa suprir a necessidade nutricional
dessa etapa especifica de seu desenvolvimento;

e Determinar o efeito da inclusdo da farinha de linhaca, em dietas, em
diferentes niveis, na desova de reprodutores do peixe palhaco A. ocellaris,

em sistema fechado de recirculagédo de agua.



CAPITULO 1

ALIMENTACAO DE REPRODUTORES DE PEIXE PALHACO (Amphiprion
ocellaris Cuvier, 1830) E MANEJO DE CULTIVO



INTRODUCAO

A producéo aquicola de peixes marinhos, tanto ornamentais como de corte é
influenciada por fatores ambientais, sociais e nutricionais; em particular, pelo
desempenho nutricional dos reprodutores que passa a ser preponderante, pois
estd relacionado com o desenvolvimento gonadal (producdo de ovdcitos e
espermatozoides), fecundidade, eclosdo e bem estar da larvicultura (LUQUET et
al., 1986; BROMAGE, 1995; NAVAS et al., 1998; IZQUIERDO, 2001; NAVARRO,
2010).

Na aquicultura, algumas espécies de peixes sao induzidas a se
reproduzirem com a administracdo de hormdnios gonadotroficos naturais e/ou
artificiais, mas precisam de dietas que atendam suas necessidades nutricionais
para conseguirem alocar energia e transformar parte dessas em producdo de
gametas, garantindo com isso sua continuidade (VAZZOLER, 1996).

Nos ultimos anos o setor aquicola tem enfrentado um aumento consideravel
dos precos da farinha de peixe proveniente do extrativismo, causados pelo
aumento da demanda que acompanha o crescimento da aquicultura (TACON &
METIAN, 2008), o que tem forcado os aquicultores a substituirem a farinha de
peixe por ingredientes com custos mais baixos, tais como os de origem vegetal,
como a soja e produtos provenientes da industria de processamento do pescado
e de aves (rejeitos) (SCOPEL, 2010). Apesar dos avancos, nas Ultimas décadas,
em reduzir os niveis de farinha de peixe em racbes comerciais para peixes,
tornam-se necessarios maiores esforcos de pesquisadores para atingir um nivel
completo de substituicdo na alimentagcédo de espécies marinhas (HARDY, 2010).

Este trabalho objetiva discorrer sobre a nutricdo de reprodutores de peixe
palhaco A. ocellaris, e ingrediente vegetal alternativo que possa suprir a

necessidade nutricional dessa etapa especifica de seu desenvolvimento.



REVISAO DE LITERATURA

1. O peixe palhago (Amphiprion ocellaris)

O peixe palhaco (Amphiprion ocellaris) é mais conhecido como falso percula
por apresentar semelhancas anatdbmicas ao Amphiprion percula (o peixe palhaco
verdadeiro), também €& denominado anemonefish, clownfish ou Nemo. Essa
espécie, inicialmente proveniente da captura em ambiente natural adaptou-se ao
ambiente de aquario, tornando uma das espécies mais populares no comércio
mundial de peixes marinhos ornamentais (ALLEN, 1972; HOFF, 1983; DELBARE
et al., 1995; RODRIGUES, 2002).

Os peixes palhaco pertencem a Familia Pomacentridae, subfamilia
Amphiprioninae que apresenta caracteristicas sexuais hermafroditas protandricas,
ou seja, as gbnadas funcionam primeiramente como masculinas (VAZZOLER,
1996). Existem 29 espécies identificadas, sendo 28 pertencentes ao Género
Amphiprion e uma espécie ao Género Premnas (WILKERSON, 2003). Tém como
habitat natural as aguas tropicais e subtropicais dos Oceanos indico e Pacifico,
principalmente os recifes de corais encontrados em grande parte no sudeste
asiatico, Australia e em ilhas ao sul do Japdo, mas também ocorrem em menor
quantidade no Mar Vermelho (ALLEN, 1972).

Sao denominados de anemonefishes (peixes de anémonas) pela sua
estreita relacdo de simbiose com as anémonas, cuja capacidade adaptativa de
convivéncia foi adquirida através da cobertura de muco que os protege de picadas
e tentaculos urticantes. As anémonas fornecem refigio e protecéo para os peixes
palhaco, suas proles e ninhos e se beneficiam dessa relagdo com o consumo de
parasitas e pela maior circulagdo de &gua causada pelos peixes, devido suas

atividades no local e proximidades (HOFF, 1983). Sdo também considerados



excelentes peixes para modelo de referéncia em experimentacao cientifica, pois
toleram bem o estresse de manipulagdo em ambiente de aquarios, aceitam bem
dietas artificiais e convivem com a maior parte das espécies de peixes marinhos

ornamentais disponiveis no mercado (VARGHESE, 2004).

2. Reproducéao do peixe palhaco

Quanto ao processo reprodutivo os peixes palhaco, em ambiente natural ou
em aquarios coletivos, formam unidades sociais compostas de um macho e uma
fémea e varios machos menores nao reprodutivos. Dentro de cada grupo ha um
tamanho baseado na hierarquia de dominéncia: a fémea € o peixe maior, 0 macho
funcional € o segundo maior e 0s ndo reprodutivos desenvolvem um mecanismo
de controle do crescimento, pois a hierarquia é descendente (BUSTON, 2003;
WILKERSON, 2003). O macho reprodutor impede todos os outros de acasalarem
com a fémea funcional. No entanto, se a fémea de um grupo morre, dois
fenbmenos podem ocorrer, ou 0 macho dominante migra para outro territorio e
tenta ser adotado por outra fémea ou ele muda de sexo, em um processo
denominado protandria, torna-se fémea, ao mesmo tempo em que o maior dos
machos nao reprodutivos cresce e se torna o reprodutor funcional. Este processo
€ denominado de supressdo protandrica, entretanto esse mecanismo ainda néo
se encontra totalmente elucidado e ainda necessita de maiores esclarecimentos
guanto aos mecanismos envolvidos (ALLEN, 1972; HOFF, 1996; BUSTON, 2003;
CASADEVALL et al., 2009).

Esses peixes se reproduzem em cativeiro, apresentam desovas continuas e
necessariamente nao precisam das anémonas como individuo simbionte. O
comportamento de reproducdo ocorre com a constru¢cdo de um ninho, perto da
anémona em substratos de rocha e, em aquarios, constroem ninhos em jarros de
ceramica, telhas, azulejos, etc. No momento da desova o macho persegue a
fémea até o ninho, quando ocorre a liberacdo dos Ovulos, para fertiliza-los e
exerce o cuidado parental até a eclosdo. Os ovos sdo aderentes, inicialmente
apresentam cor alaranjada, medindo cerca de 3 a 4 mm de comprimento e a
quantidade varia de acordo com a idade da fémea, podendo alcancar cerca del100

a 1.000 ovos por desova. O tempo de incubacdo é de 6 a 8 dias, seguido de



estagio larval plancténico de 8 a 12 dias, onde se transformam em juvenis
(ALLEN, 1972; HOFF, 1996; WILKERSON, 2003).

Em ambiente natural o periodo reprodutivo depende do clima, variacdes
ambientais e a latitude. Em cativeiro desovam o ano todo, com menor frequéncia
no periodo do inverno caso ndo se tenha controle de temperatura (WILKERSON,
2003).

Os peixes em época de acasalamento tém comportamentos caracteristicos,
chamados de comportamentos reprodutivos, tais como, movimentos natatérios
diferenciados, sinais sonoros e visuais, como apresentacdo de coloracao,
intumescimento e crescimento de apéndices. Muitas espécies usam cores para se
camuflar e atrair o sexo oposto ou desenvolvem caracteres sexuais secundarios.
A familia Pomacentridae apresenta caracteres sexuais secundarios, tais como,
cuidado parental, cores mais brilhantes, machos menores que as fémeas, fémea
com ovopositor, papila genital pigmentada e intumescida (WILKERSON, 2003).
Segundo Vazzoler (1996), peixes que ja tem uma uUnica estratégia reprodutiva
também apresentam variacdes nesse padrao tais como adaptacdes anatdbmicas,
fisiologicas, comportamentais e energéticas. Essas adaptacfes sdo as taticas

reprodutivas que neles se desenvolvem em resposta a flutuagées ambientais.

3. Nutricédo e alimentacao de reprodutores de peixe palhaco

Os peixes palhaco séo onivoros e em ambiente natural ingerem os alimentos
disponiveis, como algas, zooplancton, isbpodes e restos de alimento da anémona
hospedeira. Em cativeiro tém consumido alimento vivo (rotiferos, artémias) e
alimento artificial como racfes secas e umidas (ex: patés). Hoff (1996) descreveu
inimeros aspectos referentes aos requerimentos nutricionais para 0sS peixes
palhaco, onde propds algumas dietas contendo ingredientes voltados para
transicdo do alimento vivo para o inerte, para pigmentacdo e crescimento, tais
como alimentos vivos como copépodos, rotiferos, artémias; dieta seca em

pequenas particulas, farinha de krill, mistura de alimentos naturais in natura como



carne de crustaceos, moluscos, coracdo de galinha e ova de peixes e crustaceos.

Na fase reprodutiva os peixes tém exigéncias diferenciadas das outras
etapas do desenvolvimento. Os primeiros estudos sobre a influéncia de dietas
artificiais adequadas para o periodo de pré-desova, com peixes marinhos, foram
feitos por Watanabe et al.(2003), no Japdo, com a espécie Pagrus auratus e
observaram o impacto positivo na qualidade de ovos e larvas. lzquierdo et
al.(2001) enfatizaram que a estocagem e a concentracdo de nutrientes como
proteinas, lipidios, vitaminas e minerais sdo exemplos de parametros que
interferem no desenvolvimento eficiente e saudavel dos peixes.

Izquierdo et.al. (2001) relataram que a fecundidade de varias espécies de
peixes marinhos pode ser afetada tanto pela influéncia do desequilibrio no
sistema enddcrino ou pela restricdo na dieta de um componente importante na
formacdo do ovo. A manutencdo de plantéis de reprodutores em condi¢cbes de
regimes nutricionais adequados leva a um aumento da producéo e disponibilidade
de larvas, alevinos e juvenis (ALVAREZ-LAJONCHERE, 2006).

Dentre os mais importantes nutrientes para a reproducdo, crescimento e
producdo de peixes destacam-se as proteinas, que sao constituintes do tecido
animal e responsaveis pela formacéo de enzimas e horménios (PEZZATO, 2001).
Sdo moléculas complexas constituidas de 20 aminoacidos. Com excecdo da
agua, a maior parte da composicdo do corpo dos peixes € de proteinas, em
média, de 15 a 20%, sendo que este teor proteico varia com a espécie e o0 estagio
de vida (SANTOS, 2004).

Os peixes palhaco necessitam de uma dieta proteica balanceada, contendo
todos os aminoacidos essenciais (arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina) ndo sdo sintetizados pelo
organismo e precisam estar presente na alimentacdo (PEZZATO, 2001). De
acordo com o NRC (2011) durante a digestao da proteina esta é hidrolisada pelas
enzimas digestivas secretadas pelo trato gastrointestinal, liberando peptideos e
aminoacidos livres, que serdo absorvidos pelo intestino e distribuidos pela
corrente sanguinea para diferentes orgaos e tecidos que virdo a ser utilizados
para sintetizar novas proteinas e irdo promover o crescimento, reproducdo e a
manuten¢do dos organismos aquaticos.

Wilkerson (2003) relata que a proteina bruta para o cultivo de peixes
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palhacgo deve variar de 50 a 60%, mas segundo Pezzato et al.(2009), dietas com
altos teores proteicos provocam altas taxas de excreg¢do nitrogenada exigindo
maiores investimentos em manejo, principalmente em sistema fechado com
recirculacdo, para ndo poluir a agua de cultivo, além do nivel de proteina dietética
recomendado variar conforme a fase de desenvolvimento como crescimento e
reproducdo. Varghese et al.(2009) trabalharam com dietas para reprodutores de
Amphiprion sebae contendo carne de cefalopode Sepia (59,50%PB), camar&o de
profundidade (56,03%PB), carne de mexilhdo (49,54%PB), gbnadas maduras de
mexilh&do (59,50%PB) e carne de lula (70,06%PB), e demonstraram que a dieta
com carne de cefalopode Sépia com baixo teor de lisina (4,5%) e alto teor de
arginina (10,16%) teve o melhor desempenho quanto a producdo de ovos
(1.521+264 ovos) e a carne de mexilhdo com alto teor de lisina(15,79%) e baixo
teor de arginina (5,29%) teve o menor desempenho (1.025£232 ovos). As dietas
de maturacdo para peixe palhaco, quanto ao teor proteico, necessitam de mais
pesquisas, principalmente quanto ao desbalanceamento de aminoacidos das
fontes proteicas, além do que cada grupo apresenta habitat, nichos especificos ao
longo da evolucao nutricional.

Outros componentes que merecem destaque na dieta dos peixes palhacgo
sdo os lipidios. A composicdo lipidica e de &acidos graxos nas dietas de
reprodutores foi relatada como os principais fatores que determinam 0 sucesso
reprodutivo e a sobrevivéncia da prole. Os &cidos graxos de cadeia longa,
poliinsaturados, como os EPA’s (eicosapentaendico) e AA (4cido araquidbnico),
tem se mostrado fundamentais como precursores nas taxas de fertilizacdo de
muitos peixes marinhos (IZQUIERDO et al., 2001).

Segundo Ribeiro et al.(2007), ao contrario das espécies de peixes de agua
doce, os peixes marinhos precisam de HUFA (acidos graxos altamente
insaturados) da série n-3 como o EPA e o DHA, em sua dieta, devido a sua
inabilidade para sintetiz4-los.

Os acidos graxos poliinsaturados da familia n-6 e n-3 (PUFAS) influenciam
0S processos reprodutivos através de diferentes mecanismos. Sao precursores da
sintese de prostaglandinas e podem modular a expresséo de padrbes de muitas
enzimas-chave requeridas em diferentes tecidos do sistema reprodutivo refletindo

a importancia da dieta alimentar. Os lipideos provenientes da dieta e processados
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pelas gbnadas dos peixes sdo os componentes que tem o maior efeito sobre a
composicdo do ovo (RAINUZZO et al., 1997).0s espermatozoides requerem alto
conteudo de &acidos graxos poliinsaturados (PUFA’s) para fornecer fluidez a
membrana plasmatica durante a fecundacdo (WATHES et al., 2007). Segundo
Lima (2010) uma direta com deficiéncia de HUFA’s gera individuos miss-band
(padréo diferenciado de coloracdo) que tem baixa aceitacdo comercial. Segundo
Varghese et al. (2009) o requerimento de n-3 HUFA para reprodutores de peixes
deve estar entre 17 a 20% do total de acidos graxos na dieta, pois tanto a
deficiéncia como o0 excesso interferem de forma negativa na fecundidade,
incubagéo e viabilidade dos ovos.

Pouco se conhece da necessidade de carboidratos para peixes marinhos e
segundo Lima (2010) algumas dietas comerciais tem usado ingredientes de
origem vegetal como fonte de carboidratos, o que exige mais estudos sobre a
importancia desse nutriente na formulacao de dietas, principalmente para o peixe
palhaco.

Entre os carotendides, a astaxantina influencia na qualidade dos ovos, no
desenvolvimento normal do embrido e larva dos peixes (IZQUIERDO et al., 2001).
Entretanto o exato papel dos carotenoides em dietas de reprodutores ainda
precisa de mais pesquisas, pois contribuem com uma grande variedade de
funcdes, como fotoprotecdo, influéncia no sistema imunolégico, fonte de
provitamina A, que é componente do pigmento rodopsina, encontrado na retina e
tem acdo na absorcdo de luz em diferentes habitats, o que melhora a captura do
alimento vivo (NRC, 2011; VARGHESE et al., 2009).

Outro importante nutriente para reprodutores de peixes sao as vitaminas
lipossoluveis A, C e E. A deficiéncia de vitamina E (a-trocoferol e derivados) afeta
o desempenho reprodutivo causando gonadas imaturas e menor taxa de eclosao
e sobrevivéncia de larvas (LOVELL, 1998). As vitaminas A, E e C atuam
conjuntamente como antioxidantes nas membranas celulares, protegendo-a da
oxidacao de acidos graxos e do colesterol, além de inibir ou diminuir a producao e
acao de radicais livres. Izquierdo et al.(2001) e Navarro (2009) sinalizaram que
essas Vvitaminas tem importante papel nas células espermaticas, na
espermatogénese e fertilizacdo pois reduzem o risco de peroxidacdo dos lipideos
que tem acdo deteriotiva na motilidade espermética. A sobrevivéncia do embrido

e seu desenvolvimento pode ser afetado pelo conteudo de vitaminas tais como a
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C na dieta dos reprodutores, uma vez que esta € necessaria na sintese do
colageno durante o desenvolvimento embrionario

A vitamina D é encontrada na natureza em duas formas: ergocalciferol (D,) e
colecalciferol (D3). A forma D, os peixes utilizam muito pouco ou quase nada.
Peixes como trutas usam D3 trés vezes mais eficiente que a D,. Contudo pouca
pesquisa tem sido feita sobre o metabolismo da vitamina D em peixes, mas pode
ser dito que fisiologicamente o papel da vitamina D3 em grande parte dos peixes é
similar aos animais homeotérmicos, onde €& o precursor do 1,25-
dihydroxycholecalciferol que séo importantes na agéo dos horménios reguladores,
0 que condiz com a utilizacdo da vitamina D em processos reprodutivos de
vertebrados em geral (LOVELL, 1998).

Todos o0s organismos aquaticos requerem elementos inorganicos ou
minerais para seus processos vitais, como formacdo do esqueleto, regulacdo
equilibrio &cido-base, manutencdo do sistema nervoso e enddcrino, além de
serem componentes de horménios e enzimas. Os peixes em geral tem a
habilidade de absorverem minerais do meio ambiente tais como os sete
macrominerais (Ca, Mg, Na, K, CI, P e S) e quinze elementos tragos essenciais,
entre eles tem o Cr, Cu, Co, F,I, Fe, Mn, Mb, Se e Zn (PEZZATO et al., 2008).

A energia utilizada pelos animais em todos os processos de vida provém da
oxidacdo do metabolismo dos carboidratos, gorduras e aminodcidos. A exigéncia
de energia de manutencdo para o0s peixes € menor do que 0s animais
homeotérmicos porque séo pecilotérmicos e gastam menos energia para manter a
temperatura corporal;, excretam passivamente os metabdlitos nitrogenados na
agua em forma de ambnia no lugar de uréia ou acido Urico e usam com menos
atividade muscular para manter o equilibrio no meio aquético. Por outro lado a
atividade reprodutiva exige um teor elevado de energia, para gerar ovos e larvas
de qualidade, principalmente os peixes de desova continua e 0s que exercem
cuidados parentais (PEZZATO et al., 2008).

4. Ingrediente de origem vegetal em dietas para reprodutores de peixes

Os programas nutricionais para reprodutores de peixes marinhos, que

objetivam a promocéo de maturacdo gonadal, alta fecundidade e producéao viavel
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de ovos, se baseiam tradicionalmente no uso de dietas com matéria-prima, de
origem animal, com elevado teor proteico, acima de 50% de proteina bruta, tais
como biomassa de peixes, moluscos, crustaceos; crua, congelada e na forma de
farinha em dietas secas como racdes peletizadas e/ou extrusadas (WATANABE &
VASSALLO-AGIUS, 2003; WU LILIAN, 2009).

A farinha de peixe ainda é a base proteica principal de alimento da
aquicultura (FAO, 2010). Autores como Rocha et al.(2008), discorrem sobre as
desvantagens no uso farinha de peixe de pescado oriunda do extrativismo e néo
do residuo do pescado, para producdo de peixes, pois exige mao de obra
qualificada, infraestrutura fisica para o acondicionamento e armazenamento,
custos de producéo elevados em cerca de 80%, além do aumento dos encargos
financeiros com o alimento. A producdo de farinha de peixe proveniente do
residuo do pescado favorece o meio ambiente, mas exigem um tempo maior para
difusdo das tecnologias, principalmente ao nivel do aquicultor familiar e maior
empenho do poder publico e privado para estruturar a coleta e reaproveitamento
desses residuos.

Novas pesquisas devem ser desenvolvidas quanto ao requerimento
nutricional de reprodutores de peixes e uma das linhas de estudo concentra-se na
necessidade de reduzir a dependéncia de matéria prima de origem animal, e
encontrar novas fontes proteicas alternativas mais econémicas e de qualidade,
com disponibilidade de mercado estavel. Meurer & Hayashi (2003) relatam que o
desenvolvimento de novas tecnologias de processamento de matérias primas,
tem permitido a inclusdo de ingredientes de origem vegetal em dietas para peixes,
permitindo a inativacdo ou destruicdo de fatores antinutricionais restritivos. E
mesmo que o sistema digestivo dos monogastricos, no qual os peixes estdo
incluidos, ndo produza a enzima que degrada a celulose, varias espécies de
peixes tem atividade microbiana no trato intestinal, principalmente no intestino
grosso e ceco, que possibilita a absor¢cdo de carboidratos amilaceos (PEREIRA-
FILHO, 1992; HAYASHI et al., 2000; NUNES et al., 2006; OISHI, 2007).

Atualmente existe uma grande variedade de nutrientes de origem vegetal
que podem ser utilizados na producdo aquicola. Tem-se as oleaginosas, as
proteaginosas, 0S cereais e 0s organismos unicelulares como leveduras, algas
bactérias e fungos (TACON, 1994; OLIVEIRA, 2003; TAKAHASHI, 2005;
PEREIRA JUNIOR, 2006; OISHI, 2007; SANTOS et al.,2008; FAO, 2010).
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Existem poucos estudos sobre a viabilidade de inclusdo de nutrientes de
origem vegetal que possam influenciar diretamente nos processos reprodutivos.
Um das alternativas é utilizar um alimento funcional, de origem vegetal, que além
de suprir a demanda nutricional € capaz de produzir efeitos metabdlicos e
fisiolégicos benéficos a saude, e dentre esses alimentos destaca-se a linhaca
(Linum usitatissimum L.). Considerado um alimento funcional, pois além de alto
teor proteico e lipidico com elevada concentracdo de acidos graxos
poliinsaturados, contém flavonoides (antioxidantes) e lignanas. As lignanas sao
fitoquimicos, denominados fitoestrégenos, encontrados na semente da linhaca
com casca, semelhantes ao estrogénio e tem sido relacionado com acao
hormonal e desenvolvimento reprodutivo, principalmente dos humanos
(MARQUES, 2008).

Os alimentos funcionais segundo Brasil (1999) “... é todo aquele alimento ou
ingrediente que, além das fungbes nutricionais basicas, quando consumidos na
dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos e /ou benéficos a salde,
devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica’. A manipulacado de
dietas para animais com esses alimentos tem sido alvo de pesquisas com o
propdsito de melhorar o crescimento e outras acdes metabdlicas.

As técnicas indutoras de desovas de peixes envolvem a manipulacdo do
meio ambiente (como a variacdo do fotoperiodo, da temperatura, da salinidade) e
inducdo hormonal. Porem algumas espécies nao tolera o estresse de
manipulacdo no periodo de desova, causando desgaste fisico e podem levar a
imunossupressao e alta mortalidade apds desova principalmente de fémeas
(ZANIBONI FILHO et al., 2007; DIAS et al., 2011). Os alimentos funcionais
compondo dietas para reprodutores de peixes tem influenciado no aumento da
producdo de ovaocitos e producéo de ovos, na fecundidade e no desenvolvimento
inicial das larvas, ndo s6 em espécies que apresentam desovas parceladas mas
tem reduzido a quantidade de horménios aplicados em espécies de desova total
(IZQUIERDO et al., 2001; SIGNOR, 2009).
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5. A Linhaga (Linum usitatissimum)

A linhaga (Linum usitatissimum) é um vegetal que pertence a familia das
Linacea. Produz sementes oleaginosas e seu uso era direcionado principalmente
para extracdo de Oleo, usado na fabricagdo de tintas, resinas e na industria
alimenticia, atualmente se destaca como importante alimento funcional, muito
usada em beneficio a saude humana devido a seu elevado teor nutricional, sendo
fonte de proteina, fibras, lipidios e em especial o acido alfa-linolénico, além de
fitoquimicos (MORRIS, 2007).

Os maiores produtores de linhaca sdo o Canada, Estados Unidos, india e
China, e na América do Sul, destacam-se a Argentina e o Brasil (TRUCOM, 2006;
MORRIS, 2007). No Brasil, a linhaca é conhecida como linhaca marrom e linhaca
dourada devido a coloracdo da casca. Segundo Epaminondas (2009) a linhaca
marrom apresenta valores nutricionais semelhantes ao da dourada, e ambas

contém proteinas que fornecem todos os aminoacidos essenciais (Quadro 01).

Quadro 01 — Composicdo de aminoacidos essenciais da linhaca dourada e

marrom, em g 100g * de proteina

Aminoacidos Linhaca Dourada (%) Linhaca Marrom (%)
Arginina 9,4 9,2
Histidina 2,3 2,2
Isoleucina 4,0 4,0
Leucina 5,9 5,8
Lisina 3,9 4,0
Metionina 1,4 15
Fenilalanina 4,7 4.6
Treonina 3,7 3,6
Triptofano 1,8 1,8
Valina 4,7 4,6

Proteina Bruta (%) 18-29

Fonte: LEPAMINONDAS, 2009; 2 FURUYA ,2010.
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As sementes de linhaca contem fibra bruta em torno de 28% do peso seco,
dentre essas se encontram as fibras solGveis (mucilagens, gomas e pectinas) que
variam em cerca de 6 a 11% e as insoluveis (celuloses e lignanas) com teores
que variam de 17 a 28% (MACIEL, 2006; MARQUES, 2008).

Na linhaca os fitoestrogenos lignanas s@o encontradas somente nas
sementes com casca na forma de secoisolariciresinol diglicosideo (SDG),
matairesinol e piroresinol e séo convertidos pela acao bacteriana no intestino em
enterodiol e enterolactona. As lignanas vegetais apesar de serem consideradas
fibras insoliveis sdo compostos fendlicos complexos, que se apresentam
associados aos carboidratos das paredes celulares das plantas (EPAMINONDAS,
2009). Morris (2007) relata que em 15g de semente de linhaca encontra-se cerca
de 77 a 209 mg de SDG e a mesma quantidade na forma de farinha de linhaca
contem cerca de 56 a 152 mg de SDG. Segundo Tou et al. (1998), as lignanas
tem acao estrogénica e antiestrogénica a depender da concentracao ingerida, ou
seja, € dose-dependente. Com acdo estrogénica, substiiuem o hormdnio
enddgeno, geralmente em baixas concentracdes e com acao antiestrogénica
competem com os sitios de ligacdo dos receptores de estrogenos, evitando
alguns de seus efeitos negativos.

Os fatores antinutricionais presentes na linhaca sdo os glicosideos
cianogénicos, mas em dosagem muito baixa nas sementes e nao causam
prejuizos ao consumo (OOMAH et al., 2001).

A composicao lipidica encontrada nos gréos de linhaca varia de 40 a 44%.
Desse percentual, 51-57% é composto de acidos graxos poliinsaturados a-
linolénicos (18:3n-3, ALN) e em menor quantidade de acido linoleico (18:2n-6,AL).
Os acidos graxos alfa-linolénico 18:3n-3 e linoleico 18:2n-6 e o aracdodnico, sdo
precursores dos demais acidos da familia n-3 e n-6 respectivamente
(VISENTAINER et al., 2003).

A linhaca produz uma proporcdo equilibrada de n-6:n-3 de 0,31:1, pois a
recomendada para consumo animal é em torno de 5:1. O consumo exagerado de
n-6 pode interferir na conversao do n-3 a- linolénico em EPA (eicosaexaenoico) e
DHA (docosaexaenoico) (ALMEIDA, 2009). Segundo Trucom (2006), em 100g de

linhaca dourada tem-se os seguintes nutrientes (Quadro 02):
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Quadro 02 - Teores nutricionais médios da linhaga dourada

COMPONENTES LINHACA DOURADA (g 100g -1)
Umidade 7,0
Proteinas 29,2
Lipidios totais 43,6
Acidos graxos saturados 9,0
Acidos graxos monoinsaturados 23,5

Acidos graxos poliinsaturados:

e Acido alfa-linolénico (n-3) 50,9
¢ Acido linoléico (n-6) 15,8
e Relacdo n-6:n-3 0,31:1

Fonte: TRUCOM, 2006, p.16.

A linhaca contém vitaminas B, B,, C, E (principalmente alfa-tocoferol que
protege proteinas, lipidios e DNA das células) e carotenoides. Quanto aos
minerais possui calcio, ferro, fésforo, magnésio e potassio (sete vezes mais que a
banana) (MARQUES, 2008; EPAMINONDAS, 2009). Também sao detectados em
seus constituintes flavonoides, que séo polifendis que atuam como antioxidantes,
com conteudo em torno de 35 a 70 mg por 100g-! de amostra (MORRIS, 2007;
EPAMINONDAS, 2009).

Estudos sobre os efeitos da linhaca em processos reprodutivos tem sido
realizados com mamiferos e aves, mas em relacdo aos peixes pouco se encontra.
Almeida et.al. (2009), usaram sementes de linhaga na alimentagcdo de ratas em
fases pré e pols-natal, gestacdo e lactagcdo e relataram que o eicosanoide
docosaexaenoico - (C22:6 n-3) - DHA oriundo do acido a-linolénico, provenientes
da linhaga, apresentou efeito no aumento das membranas celulares e na
construgdo da bainha mielinica das crias, e cuja deficiéncia desse nutriente
origina problemas comportamentais. Quanto ao desempenho reprodutivo,

crescimento e producdo de ovos em frangas, Arshami et.al. (2010) testaram
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durante 42 dias, dietas contendo farinha de linhaca em percentuais de 5; 7,5 e
10%. Constataram que a dieta com 7,5% de farinha de linhaga melhorou a
producéo e qualidade de ovos em longo prazo.

A semente de linhaca tem sido utilizada como complemento alimenticio para
animais aquaticos de cultivo destinados a alimentacdo humana objetivando
aumentar o teor de acidos graxos na carne. Furuya et al. (2008) constataram que
dietas contendo sementes de linhaca e/ou farelo de residuo de tomate
administradas para poés-larvas de camardo da Malasia aumentaram o somatoria
dos n-3 corporal dos camarfes. Assim como o 6leo de linhagca também é utilizado
na alimentacdo de ruminantes, aves, suinos e também de peixes, com o objetivo
de aumentar o teor de acidos graxos poliinsaturados na composicdo da carne,
leite e ovos. Visentainer et al.(2003), suplementaram a racao de tilapias com 6leo
de linhaca em substituicdo ao 6leo de girassol e comprovaram que houve
incorporacdo de acidos graxos da familia n-3 na cabeca das tilapias. O teor de
ALN na cabeca de tilapias alimentadas com racado suplementada foi de 24,24% e
a alimentacdo que usou 6leo de girassol, apresentou um teor de 1,54%. Em
equinos a semente de linhaca é utilizada para eliminar a secura dos cascos e
pelos (SOCIN, 2006). Também esta sendo comercializada em alimentos para
pequenos animais, como 0s domeésticos, como pet foods

(www.brazilianpetfoods.com.br, 2011).

6. Manejo do cultivo de reprodutores de peixe palhaco em sistema fechado

de recirculagcéao

6.1 Monitoramento da qualidade da agua

As vantagens em se utilizar um sistema de recirculagdo de agua estdo na
possibilidade de controle dos parametros fisico-quimicos e biologicos da agua que
influenciam no desempenho zootécnico dos organismos aguaticos; na
independéncia das condi¢bes climaticas; na reducdo da terra e infraestrutura
fisica de cultivo, além da capacidade de se integrar a atividades agricolas como

hidroponia, pré-utlizacao da agua de irrigacdo (HUTCHINSON et.al., 2004).
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A aquicultura gera efluentes ricos em nutrientes e podem causar problemas
ambientais, principalmente riscos de eutrofizagdo. Com isso torna-se necessario
desenvolver e aplicar técnicas sustentaveis de manejo onde a reutilizacdo da
agua € uma alternativa no sentido de poder aliar produtividade e maior eficiéncia
no uso da 4gua (PORTO, 2010).

Os principais parametros monitorados em um sistema de recirculacao fisico
e quimicos sao os teores de oxigénio dissolvido, amonia total, gas carbonico, pH,
alcalinidade total, temperatura, amonia total, nitrito, nitrato, solidos em suspenséao
e salinidade. Devem atender as especificagcbes das metodologias, segundo a
publicacdo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, de
autoria das instituicbes American Public Health Association (APHA), American
Water Works Association (AWWA) ) (SILVA , 2004).

A decomposicdo de compostos nitrogenados em sistemas de recirculagédo é
motivo de atencéo devido a toxidade da amoénia (OLIVEIRA, 2010). Arana (2004),
ressalta que mesmo em baixas concentracdes, a amonia ndo-ionizada ndo deve
ultrapassar 0,05 mg/L, pois pode influenciar no desempenho dos peixes, interferir
na osmorregulacdo, diminuir a excregcdo e aumentar a suscetibilidade a doengas.
Se a conversao de amonia a nitrito € impedida ou ocorre abaixo do necessario,
devido a deficiéncia da biotransformacéo, esta acumula no ambiente e causa
diminuicao na habilidade imunoldgica de peixes (FERREIRA, 2009).

A depender da espécie, 0s peixes requerem para crescimento 6timo a
concentracéo de oxigénio dissolvido variando de 5-7mg/L, qualquer queda abaixo
dos limites, aciona-se aeracéo ou oxigénio suplementar (ARANA, 2004; KUBITZA,
2006; MOLLEDA, 2007). Os valores de pH devem manter-se entre 6,0-9,5. As
mudancgas de pH ndo devem alcancar valores maiores que 0,2, caso variem
corrige-se a alcalinidade e/ faz-se trocas de agua. As aguas salinas destinadas a
aguicultura se enquadram na classe 1 segundo a resolugcédo n°357 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2005).

E necesséaria uma rotina de manutencdo e monitoramento em um sistema
fechado de recirculacdo, para manter a qualidade da 4gua e o estado sanitario
dos animais (KUBITZA, 2006; SIPAUBA-TAVARES et al., 2007). Existem
equipamentos para medir os parametros fisicoquimicos no ambiente de cultivo

tais como a sonda  multiparametro (oxigénio  dissolvido, pH,
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temperatura, salinidade); oximetro digital (oxigénio dissolvido, temperatura),
pHmetros (pH, temperatura); salindmetros (refratdmetros).Pardmetros quimicos
como alcalinidade total, nitrogénio total, nitrito, nitrato, fosfato total, podem ser

analisados em laboratérios, por método de titulacdo proposto por APHA (1998).

6.2 Microbiologia da agua de cultivo

Em sistema aquicola com recirculacdo, cultivam-se peixes e micro-
organismos. A microbiota aquética em cultivo de peixes esta diretamente
relacionada com os aspectos fisico-quimicos e manejo do sistema. As bactérias
estdo presentes no ambiente e 0s animais aquaticos (peixes, camardes,
moluscos, etc.) estdo propensos a infec¢cdes bacterianas da mesma forma que os
animais terrestres, principalmente se passam por estresse, pois as bactérias
patogénicas podem fazer parte das superficies externas de peixes e camaroes,
tais como as branquias, a pele ou estar presente na flora bacteriana interna (DAL
PUPO, 2006).

Os residuos sélidos gerados no sistema de recirculacdo sdo as fezes e
racdo ndo consumida, que representam cerca de 20 a 30%. Esses residuos em
parte sdo removidos através de filtragem, e de fracionadores de espuma
(skimmer), e 0s que ndo se consegue remover, ou seja, 0s solidos dissolvidos sédo
biodegradados nos filtros biol6gicos (KUBITZA, 2006; REBOUCAS, 2010).

Os filtros bioldgicos ou biofiltros possuem substrato onde fixam bactérias
nitrificadoras do género Nitrosomonas, que oxidam amonia a nitrato, e as do
género Nitrobacter que oxidam o nitrito a nitrato. Durante a nitrificacdo sé&o
consumidos cerca de 4,6 g de oxigénio por cada grama de amodnia oxidada a
nitrato. Corroborando a necessidade de manter os niveis de oxigénio dissolvido
saturados (ESTEVES, 1988).

Sharrer et al.(2005), relataram que os sistemas de recirculacdo de agua
suportam grandes populacoes de bactérias e protozoarios. As bactérias, se
desenvolvem formando biofilmes, presentes no biofiltro, nas tubula¢des, nas
superficies em geral do sistema, além da coluna d’agua o que contribui para

melhorar as condicbes de sobrevivéncia, protecdo e do aproveitamento de
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nutrientes. Os micro-organismos mais bem adaptados ao ambiente aquatico se
diferenciam quanto a forma de obterem energia e carbono, sendo classificados
como autotréficos e heterotréoficos. Os autotroficos obtém suas moléculas de
carbono apenas de dioxido de carbono. As heterotréficas obtém suas moléculas
de carbono da matéria organica que captam do ambiente, ou seja, sdo as
bactérias responsaveis pela degradacdo da matéria organica no sistema. Sao
classificadas como saprofagicas e parasitarias e quanto a temperatura de
crescimento sdo classificadas como mesdfilas quando atuam em temperaturas
proximas a do ambiente, em uma faixa que varia de 25°C a 40°C (RECHE et al.,
2010).

Timmons et al.(2006) relataram que a eficiéncia da nitrificacdo em biofiltros
estd diretamente relacionada com o crescimento de nitrificadores o que é
diretamente proporcional a quantidade e a forma do alimento fornecido no cultivo,
e que pode favorecer o crescimento da populacdo de bactérias heterotroéficas,
sendo necessario fazer um controle para manté-las em equilibrio, pois estas
competem com as nitrificadoras por espaco, oxigénio além de excretarem
nitrogénio amoniacal. Segundo Shang (2007), o uso da esterilizagdo com luz
ultravioleta (UV) tem um desempenho de reduzir em cerca de 99% 0s micro-
organismos, principalmente as bactérias heterotréficas e patégenos oportunistas,
entretanto, a luz UV tem suas limita¢gdes, pois a jusante das lampadas de UV tem
bactérias, que nas partes escuras das tubulacdes se reproduzem, formando
biofilmes e aumentando sua densidade no sistema.

A maioria das bactérias patogénicas € heterotréfica, tais como as dos
géneros Aeromonas, Edwardsiella e Pseudomonas, que podem ser bons
indicadores de qualidade de &gua, pois podem se desenvolver em grandes
guantidades, em aguas com baixos teores de oxigénio dissolvido e com altos
niveis de matéria organica. Quanto ocorre algum desequilibrio no sistema
bactéria-hospedeiro-ambiente, pode desencadear varios problemas, inclusive o
aumento de bactérias patdgenas que antes faziam parte do sistema em
guantidade muito pequena (COELHO, 2006). As Aeromonas, Pseudomonas e
Edwardsiella sdo destacadas por apresentarem alta frequencia de casos que
afeta a produgao comercial de peixes no Brasil (KUBITZA, 2000).

As Pseudomonas sao descritas como bactérias pertencentes a familia

Pseudomonadaceae e que compreende mais de 100 espécies. Sdo bastonetes
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curtos, Gram-negativos, autdctones de ambiente aquatico, méveis, aerdbios
estritos, produzem colonias incolores, produzem amoénia e ndo séo formadores de
esporos. Habita uma variedade grande de ambiente, como agua, planta, solo,
tecido de animais, além de serem encontradas em fezes de mamiferos. S&o
mesofilos e podem crescer em temperaturas que variam de 4 a 42 °C.
Caracterizam-se bioguimicamente por nédo fermentarem a glicose, lactose e ndo
produzem indol. Produzem dois pigmentos observados em luz com comprimento
de onda proximo do ultravioleta, um azul-esverdeado denominado piocianina e
um amarelo-esverdeado, a fluoresceina ou pioverdina (COELHO, 2006).

Balboa et al.(2007) caracterizaram uma linhagem de Pseudomonas
anguilliseptica do cultivo de bacalhau Gadus morhua, na Escécia. Esse patdogeno
foi descrito como agente causador da doenca dos pontos vermelhos em enguias
japonesas. E um patégeno em potencial em cultivo de peixes marinhos.

Eissa et al. (2010) isolaram Pseudomonas de tilapias capturadas nos lagos
Qaroun e Wadi-El-Rayan, no Egito, com salinidade variando de 27,1 a 36,2 ppm
entre as estacfes do ano, e sendo responsaveis por causar mortalidade.Foram
encontradas as espécies: P. fluorescens, P. anguilliseptica, P. putida e P.
aureginosa.

As Aeromonas sao bactérias da familia Aeromonadaceae que se constituem
como um dos principais agentes patogénicos nha aquicultura causando
consideraveis perdas econdmicas. As espécies patogénicas ao ser humano como
A. hydrophila, A. caviae, A. sObria também tem sido relatadas em peixes (SILVA,
2010). Aeromonas veronii, A. salmonicida que se multiplica em temperaturas
menores que 22°C causam furunculose aos peixes. Sao anaerdbios facultativos e
caracterizam-se bioguimicamente por serem fermentadores de glicose com
producdo de acido com ou sem gas, Sao positivos para a oxidase e catalase e
reduzem nitrato a nitrito por meio da desnitrificacdo (VIZZOTTO, 2009; SILVA,
2010).

Rodrigues (2007) pesquisando a ocorréncia de Aeromonas em pisciculturas
de tilapias, no Rio de Janeiro/BR, isolou uma diversidade qualitativa e quantitativa
das espécies A. hydrophila, A. veronii bv veronii, A. sGbria, A. caviae, A. trota, A.
media e A. atipicas e concluiu que a existéncia em potencial de patbgenos como

as Aeromonas indica uma probabilidade de doencas de dificil controle, o que
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pode levar a perdas econdmicas para os produtores.

Martins et al.(2008) avaliaram altas mortalidades de tilapias do Nilo
cultivadas em tanques-rede no reservatorio de Trés Irmaos, Estado de Sao Paulo.
Os peixes aparentemente estavam sadios, mas morriam apos se alimentar. Os
parametros fisico-quimicos apresentaram valores normais sem relacdo com a
mortalidade. Amostras de figado e rins foram retiradas para isolamento
bacteriano, revelando a presenca de Aeromonas caviae. Com isSSO 0S autores
ressaltaram a necessidade de suplementagéo vitaminica para tilapias cultivadas
em sistema intensivo.

Silva (2010) verificou a ocorréncia de Aeromonas sp., em doze propriedades
com atividade de pisciculturas na Regido da Baixada Ocidental Maranhense. Em
100% das amostras analisadas foi confirmada a presenca de Aeromonas sp., (A.
hydrophila (87,03%), A. caviae (8,02%), A. veronii sobria (3,70%), A. schubertii
(1,23%)). As bactérias ainda apresentaram elevados percentuais de resisténcia e
multirresisténcia a 12 antimicrobianos testados. O estudo revelou possiveis vias
de transmissao de aeromonas potencialmente patogénicas para 0s peixes e 0 ser
humano, representando risco para a saude da populacdo consumidora.

O género Edwardsiella, bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae,
tem forma de bastonetes curtos, sdo Gram-negativas e anaerdbicas facultativas.
Habita o meio aquatico marinho e dulcicola e 6rgéos internos de peixes, além de
estarem presente em fezes de mamiferos, incluindo o homem. e no trato intestinal
de répteis, anfibios e mexilhbes (ALEXANDRINO et al.,1999). Esses micro-
organismos caracterizam-se bioquimicamente pelas provas de oxidase positiva e
nao fermentadores da lactose, sao positivos para o teste do indol, catalase, metil-
vermelho e para lisina-ferro; reduzem nitrato a nitrito; sdo negativos para o teste
de citrato e produzem gas sulfidrico (H,S). A temperatura 6tima de crescimento &
de 37°C, com excecdo da Edwardsiella ictaluri que cresce em temperaturas
baixas, pois habita o trato intestinal de animais de sangue frio. Sao oportunistas e
tem causado grande mortalidade em cultivo de peixes marinhos e de agua doce
(SEGABINAZI, 2004).

Nos peixes os sinais de infestacao iniciais causadas por Edwardsiella sao
lesBes cutaneas, que podem gerar abscessos nos musculos laterais ou na cauda.

Podem evoluir para a musculatura interna, causando ainda necrose do tecido
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hepatico, bolhas fétidas na musculatura dos rins, dentre outros. Podem
permanecer latente nos tecidos dos peixes aguardando condi¢cdes ambientais
favoraveis. Em cultivos intensivos a transmissdo € facilitada pelas altas
densidades e pelo contato mais proximo entre os peixes (PAVANELLI et al.,
2008).

Alexandrino et al.(1999) relataram ocorréncia de infeccdo por Edwardsiella
tarda em cultivo intensivo de truta arco-iris (em raceways), em alevinos,
reprodutores e animais destinados ao abate chegando a taxa de mortalidade de
40%. O que causou prejuizos irreparaveis nao s6 para o produtor como para a
atividade, além ter gerado davidas quanto a novos investimentos.

Miwa & Mano (2000) relataram que a Edwardsiella tarda era o patégeno que
mais acometia cultivos de linguado (Paralichthys olivaceus) no Japédo e estes
apresentavam o figado maior, o que era visto como uma hipertrofia. Assim, os
mesmos pesquisadores ao analisarem as causas, constataram que o aumento do
figado era uma resposta da infeccéo bacteriana causada por E. tarda.

As Pseudomonas sdo consideradas o agente de septicemia entérica do
catfish (Ictalurus punctatus) (KUBITZA, 2000). Alcaide et al.(2006) isolaram
E.tarda de enguias (Anguilla anguilla) nativas de lagoas costeiras do
Mediterraneo, que se mostravam resistentes ao antibiotico clindamicina. Este fato
alertou os produtores para a ocorréncia dessa bactéria no meio natural e a
possibilidade de manifestar-se em cultivos.

A diversidade da microbiota nos ambientes de criagdo com sistemas de
recirculacdo requer mais estudo, para maior elucidacdo da eficiéncia dos
mecanismos de limpeza e desinfec¢do, principalmente porque a manutencao da

qualidade da agua é realizada em conjunto com a atuagdo dos micro-organismos.

6.3 Acompanhamento morfométrico do cultivo de reprodutores de peixe

palhacgo

O crescimento pode ter influéncia endogena, proveniente da heranca
genética e da acdo hormonal, e exdgena, da acdo de uma variedade de fatores
ambientais, densidade, sendo a quantidade e a qualidade dos alimentos 0 mais
importante (VAZ-DOS-SANTOS et al., 2009).
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A condicdo corporal dos peixes é analisada pela estocagem de reservas
energéticas do animal seja para utilizar no crescimento, manutengcdo ou
reproducdo. A metodologia para fazer tais avaliacbes se baseia em técnicas
destrutivas, diretas, ou seja, no sacrificio dos organismos, mas também utilizam
formas indiretas com procedimentos estressantes, como coleta de liquidos
corporais, como sangue, que podem avaliar o teor de glicose, dentre outros. Uma
das alternativas a essas metodologias estressantes € estimar a condi¢do corporal,
com o uso de dados do seu peso e comprimento, através da relacdo peso-
comprimento, que fornece de forma indireta estimativas da condi¢do corporal dos
animais (VAZZOLER, 1996; CAMARA et al., 2011).

O fator de condicdo pode ser considerado um indice corporal para avaliar as
diferentes condicdes de alimentacdo em espécies distintas, pois reflete as
interacdes entre peixes e fatores bidticos e abidticos (SATAKE et al.,, 2009).
Segundo Camara et al.(2011) existem trés variacbes béasicas dos indices de
condicdo para peixes, que séo: o fator de condicdo de Fulton ou isométrico, onde
0 peso aumenta na mesma proporcdo que o comprimento; o fator de condicao
alométrico, que se baseia que na natureza o crescimento varia com diferentes
situacOes que podem afetar a deposicéo ou mobilizagédo das reservas corporais, e
o fator de condicdo relativo (Kn) que relaciona peso observado com peso
estimado pela curva peso-comprimento e contempla o crescimento alométrico
sendo comparavel estatisticamente a um valor centralizador (1,0), independente
da espécie, sexo, comprimento, ndo sendo afetado por mudancas sazonais na
propor¢cao entre comprimentos. Os fatores de condicdo auxiliam na compreensao
da dinamica reprodutiva das espécies de peixes sendo funcionais para individuos
da mesma espécie (VAZZOLER, 1996).

A relacdo peso-comprimento gera o coeficiente angular “b” denominado
coeficiente de alometria, que esta relacionado com a forma de crescimento do
individuo. Autores como Vazzoler (1996), Silva-Junior et al. (2007) partem do
principio que nem todo crescimento é isométrico (b=3) e, dependendo de cada
populacao, o valor de “b” pode estar dentro da faixa de valores entre 2,5 a 4,0, ou
seja, 0 peso e 0 comprimento N&o variam na mesma proporgao.

Régo et al. (2008) sugerem que estudos de alometria devem ser usados

também para caracterizar estratégias de crescimentos dos peixes associados a
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fatores ecoldgicos, comportamentais e fisiologicos. Araudjo et al.(2001) alertam
que o desenvolvimento das gbnadas femininas ocorre mais rapido do que o
incremento em comprimento ou peso do peixe, ocasionando as mudancas
acentuadas nas formas do corpo das fémeas ao longo do periodo reprodutivo e
se manifesta com o aumento do peso total.

Romagosa et al.(2001) usaram trés metodologias na sele¢éo de fémeas de
matrinxa (Brycon cephalus) para serem induzidas a reproduzir, ou seja, o fator de
condicdo relativo (Kn), os aspectos externos (ventre abaulado, papila genital
saliente) e a morfologia de ovécitos (observacdes estruturais e ultraestruturais).
Como resultados obtiveram valores de Kn maiores que um (Kn>1) para fémeas
em condi¢cdes de fertilizacdo e, quando induzidas desovaram, tendo ovdcitos
normais e larvas sadias; kn menor que um (Kn<l) para fémeas aparentando
maturacdo de ovocitos e quando induzidas ndo desovaram e, Kn ligeiramente
menor que um (Kn<1) para fémeas que ja estavam em processo de absorcao de
ovocitos, responderam a indugcdo mas desovaram ovOcitos maiores, gerando
larvas defeituosas. Relataram a confiabilidade do emprego de qualquer uma das
técnicas adotadas, porém o uso do calculo de Kn foi mais simples e acessivel.

Tavares-Dias et al.(2010) descreverem as condicbes para 0 pirarucu
(Arapaimas gigas) em cultivo semi-intensivo através da relagdo peso-
comprimento. O fator de condicao relativo (Kn) variou de 0,811 a 1,17, com média
de 1,007+ 0,059, o que indicou que o peso real ficou acima do estimado, e os
peixes em cultivo estavam em boas condi¢des de bem-estar.

O fator de condicéo relativo (Kn) pode ser usado para avaliar as interacdes
entre parasito-hospedeiro. Tozato (2011) estudou a influéncia dos hospedeiros na
condicdo de Corydoras aeneus da bacia do ribeirdo do Feijao, Sao Carlos, SP, e
obteve os valores do Kn de peixes nédo parasitados e parasitados, onde todos
apresentaram valores médios de Kn iguais a um. Concluiu que 0s peixes tem uma
reacdo adequada contra o parasitismo e a comunidade de C. aeneus apresenta
baixa patogenicidade ao hospedeiro nos diferentes ambientes da bacia,
principalmente devido a sua capacidade de adaptacdo a ambientes com
oscilacbes das variaveis ambientais, porém alerta que uma vez ocorra
deterioracdo da qualidade de agua da bacia, a relacdo parasito-hospedeiro pode

se modificar devido as condi¢cbes adversas do meio.
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RESUMO: Objetivou-se verificar se dietas com percentuais de farinha de linhaca
(FL), alimento com propriedades funcionais, influenciam na atividade reprodutiva
do peixe palhaco, em sistema fechado de recirculacdo. O experimento foi
realizado em uma unidade de piscicultura marinha em Lauro de Freitas/BA, de
maio a novembro/2011. Foram utilizados 20 casais de peixes, distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Monitoraram-se o0s parametros fisico-quimicos da agua (temperatura,
pH, oxigénio dissolvido, alcalinidade, salinidade, amdnia total, nitrito); observou-se
0S caracteres sexuais secundarios, registrou-se comprimento total, peso total, n°
desovas e de ovos. As inclusdes de FL por tratamento foram: T1 0% (controle);
T2 (5%); T3 (15%); T4 (25%) e T5 (35%). As médias obtidas foram comparadas
pelo teste de Tukey e Dunnet a 5% e a comparacgao entre os dados, pelo teste t
de Student (a=0,05). S6 ocorreram desovas nos tratamentos T2 (5% FL) e T3
(15% FL). O desempenho dos machos foi inferior ao das fémeas. A alometria foi
negativa, para ambos 0s sexos, com acréscimo no crescimento atraves do peso.
O fator de condicéo relativo (Kn) para fémeas indicou um bem-estar fisico dos
peixes durante o experimento. Concluiu-se que 5% de FL tem potencial para
influenciar positivamente na atividade reprodutiva do peixe palhaco, necessitando
de estudos quantitativos e maior tempo de experimentacdo em vista das grandes

variagoes individuais.

Palavras-chave: alimento funcional, desova, recirculagéo



LINSEED MEAL (Linum usitatissimum L.) IN REPRODUCTION OF CLOWN
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ABSTRACT: This study aimed to verify whether diets with different percentage of
linseed meal (LM), food with functional properties, influence the reproductive
activity of clownfish in closed recirculation system. The experiment was conducted
at the laboratory of marine fish farming in Lauro de Freitas / BA from May to
November /2011. Twenty pairs of fish without having reached sexual maturity were
used distributed in a completely randomized experimental design with five
treatments and four repetitions. Were monitored physical-chemical parameters of
the water (temperature, pH, dissolved oxygen, alkalinity, salinity, total ammonia,
nitrite); were observed the secondary sexual characters, were registrated length
and total weight, number of nests and eggs . The inclusions of linseed meal for
treatment were: T1 - 0% (control); T2 (5%); T3 (15%); T4 (25%) and T5 (35%).
These means were compared by Tukey test and Dunnet 5% and between data by
Student's test “t” (a = 0.05). Spawns only occurred in the T2- 5% and T3 - 15% of
linseed meal. The performance of males was lower than the females. The
allometry was negative for both sexes, with an increase in growth by weight. The
relative condition factor (Kn) for females indicated a physical welfare of fish during
the experiment. Treatment with 5% of linseed meal has apparent potential to
positively influence the reproductive activity of the clownfish, requiring quantitative

studies and longer trial in view of the large individual

Keywords: functional food, spawning, recycling



1.INTRODUCAO

Ha uma presséo crescente por produzir alimentos saudaveis e de forma
sustentavel do ponto de vista socioecondmico e ambiental e a aquicultura pode
contribuir de forma significativa neste contexto. Porém essa questdo ndo sé se
restringe ao alimento direcionado para a producdo de proteina para consumo,
mas também quanto ao requerimento nutricional aplicado aos reprodutores de
organismos aquaticos (FAO, 2009).

Uma alimentagdo com alto valor nutritivo para peixes em reproducao tem
influéncia direta no desenvolvimento gonadal (producdo de ovocitos e
espermatozoides), fecundidade, eclosdo e bem estar da larvicultura (NAVAS et
al.,1998; IZQUIERDO, 2001; NAVARRO, 2009). Mas a alimentacdo de
reprodutores ainda depende muito da fonte proteica de origem animal proveniente
do extrativismo, a exemplo da farinha de peixe, carne de moluscos, crustaceos,
cujo consumo gera altos custos de producdo e preocupac¢des ambientais (FAO,
2009).

Apesar dos avangos no campo da nutricdo de larvas e juvenis de peixes
marinhos, novas pesquisas precisam ser desenvolvidas quanto ao requerimento
nutricional dos reprodutores (VARGHESE et al., 2009). Uma das linhas de estudo
€ encontrar fontes nutricionais alternativas como as de origem vegetal, menos
onerosa e de qualidade (FAO, 2009).

Como a influéncia da qualidade dos alimentos nos processos reprodutivos
é uma realidade, a linhaga (Linum usitatissimum L.), um vegetal com alto valor
nutricional, que segundo Collins et al.(2003) é considerada um alimento com
propriedades funcionais por destacar-se pela presenca de acidos graxos da série
n-3 fibras, proteinas e fitoestrogenos como as lignanas, tem potencialidade para
compor uma dieta especifica para reprodutores de peixes. Existem varias formas
de estimular a reproducdo de peixes, mas sempre aliadas a uma boa

alimentacdo, como a manipulacdo das condicbes ambientais (fotoperiodo, a
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temperatura, dentre outros), porém a complexidade dos mecanismos de controle
do desenvolvimento gonadal e do comportamento reprodutivo dificulta essa acéo
em condicdes de cativeiro. Outro processo utilizado é a inducdo hormonal, cuja
metodologia exige peixes com maturacdo gonadal, sendo fonte de estresse, além
da administracdo de hormoénios ser através de inje¢fes, implantes, banhos de
imersdo ou misturado ao alimento, podendo muitas vezes causar
imunossupressdo e perda dos reprodutores, principalmente das fémeas
(ZANIBONI et al., 2007).

Pesquisadores tem demonstrado a importancia de uma dieta contendo
teores de nutrientes direcionado para a fase reprodutiva dos peixes. Izquierdo et
al (2001) relataram que os acidos graxos de cadeia longa, da série n-3 e n-6,
como os EPA’s (eicosapentaenoico) e AA (acido araquiddnico) séo fundamentais
como precursores nas taxas de fertilizacdo de muitos peixes marinhos. Os lipidios
provenientes da dieta absorvidos pelas gbnadas dos peixes sao 0s componentes
gue tem o maior efeito sobre a composicdo do ovo (RAINUZZO et al.,1997).

Segundo Tou et al. (1998), na linhaca sdo encontrados em suas sementes,
fitoquimicos denominados lignanas, que sao fitoestrdgenos com estrutura quimica
e atividades semelhantes ao estrogénio endogeno, podendo ter acéo estrogénica
guando interagem com o0s hormdnios sexuais enddgenos e antiestrogénica
guando competem com os estrégenos pelos sitios de ligacdo de seus receptores
evitando a acgédo desses hormodnios, que muitas vezes pode ser negativa.
Contudo, inexistem trabalhos abordando em profundidade os efeitos das
propriedades dos fitoestrogenos da linhaca na maturacéo de peixes marinhos.

Considerando o elevado teor nutricional da linhaca que tem a capacidade de
nao s6 nutrir, mas produzir efeitos metabdlicos e fisiolégicos, e que um pequeno
namero de trabalhos cientificos é encontrado sobre sua possivel acado na inducao
da ovulogénese e da gametogénese de reprodutores de peixes marinhos, este
trabalho objetivou determinar o efeito da inclusao da farinha de linhacga, em dietas,
em diferentes niveis, na desova de reprodutores do peixe palhago (Amphiprion

ocellaris) em sistema fechado de recirculagéo de agua.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1 Local e periodo de execucéao

Este estudo foi realizado em laboratério de piscicultura marinha ornamental,
localizado na Praia de Ipitanga, municipio de Lauro de Freitas — BA, no periodo

de maio a novembro/2011.

2.2 Animais e Infraestrutura experimentais

O peixe ornamental utilizado neste experimento foi o peixe palhaco,
Amphiprion ocellaris, conhecido como falso pércula, produzido em cativeiro, no
laboratorio de piscicultura marinha situada em Lauro de Freitas- BA. Foram
selecionados casais segregados, com idade média de um ano sem terem
alcangado a primeira maturacdo sexual. As fémeas (individuos maiores de cada
casal) apresentavam peso médio inicial que variava de 4,93 a 6,90 g e
comprimento total médio de 6,37 a 7,13 cm e enquanto os machos, peso médio
de 2,65 a 3,17g e comprimento total médio de 5,11 a 5,44 cm.

O sistema de cultivo foi operacionalizado com recirculacdo continua de agua
por meio de trés bombas submersa com vazao especificada de 4.000L/hora.
Constituia-se de 20 aquarios de aproximadamente 20L para o cultivo, um aquario
sampler de 170L equipado com bomba de 4.000L/h, um aquério de retencdo e
redistribuicdo de agua de 200L, um decantador de 200L e um filtro biol6gico com
volume util de 50L totalizando um volume de cerca de 800L de agua salgada
circulante. Semanalmente por ocasido da limpeza dos aquarios e do decantador,

eram trocados cerca de 5% do volume de agua por sifonamento (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama esquematico do cultivo do peixe palhaco em sistema fechado

de recirculacdo de agua

A 4gua salgada utilizada no experimento inicialmente foi proveniente do
meio natural e durante o decorrer do experimento utilizou-se agua artificial
salinizada a 30 ppm, com sal sintético comercial (Synthethic Sea Salt - AQUA
ONE®) e 4gua doce da rede de abastecimento publica, neutralizada com anticloro
comercial (Labcon Protect Plus®). Mantinha-se em armazenamento um volume de
300L de agua salgada preparada artificialmente para uso de reposi¢cdo, perdas,
dentre outros.

A filtrac&o fisica foi realizada com o uso de tela de 100 micras, localizada na
tubulacédo de drenagem dos aquarios, para a remocéo de solidos em suspenséo
tais como fezes e restos de alimento. A bioldgica foi feita com a utilizagédo de um
filtro biolégico construido com camadas de casca de ostra triturada e de Halimeda
embaladas em bolsas teladas, rochas calcérias e cascas inteiras de ostra,
devidamente desinfetadas, que serviram como substrato de fixacdo para as
bactérias nitrificantes. Para iniciar o desenvolvimento da populacdo de bactérias
nitrificantes no filtro biolégico, foi usado um ativador, o produto Bio Digest — PRO

DIBIO® na concentracdo de uma ampola para 400 Litros.
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Antes do povoamento da bateria de aquérios, o sistema ficou operando por
cerca de 30 dias, para o desenvolvimento de micro-organismos nitrificantes no
biofiltro, cujo processo foi acompanhado pela medicdo diaria dos teores de
amonia total e de nitrito, até que ndo fossem mais detectados. Implantou-se na
saida do biofiltro de um sistema de esterilizacdo com lampada UV (15 W).

A montagem do experimento consistiu no povoamento de um casal da
espécie A. ocellaris por aquario contendo trés placas de ceramica (15 cm x 15
cm) formando um tridngulo para promover um ambiente de desova (Figura 2). O

fotoperiodo foi mantido seguindo o ciclo diurno e noturno, de 12 em 12 horas.

Figura 2. Unidades experimentais contendo as placas de ceramica dispostas em

forma de triangulo, como substrato para desova do peixe palhaco ( WILKERSON,
2003)

Os peixes foram distribuidos aleatoriamente segundo um Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC), em cinco tratamentos com quatro repeticoes,
com um casal por aquario perfazendo 20 unidades experimentais.
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2.3 Dietas experimentais

Foram elaboradas cinco dietas isoproteicas. A dieta controle com 0% de
Farinha de Linhaca (FL) foi formulada segundo a dieta semipurificada do NRC
(1993), a base de caseina, sendo somente substituida uma parte do 6leo vegetal
por 6leo de peixe com objetivo de conferir atratibilidade e palatabilidade. As outras
quatro dietas tiveram como base a dieta controle com a substituicdo parcial de FL
nos percentuais de 5, 15, 25 e 35% (Tabela 1). Todas as dietas foram formuladas
com a aplicagdo do programa computacional desenvolvido pela Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista —
UNESP/Botucatu e elaboradas na unidade de producdo de peixes marinhos

ornamentais, em Lauro de Freitas — Ba.

Tabela 1. Composicdo centesimal das racdes experimentais com inclusao de

farinha de linhaca (FL) usadas no cultivo do peixe palhaco

Tratamentos
Ingrediente T1 - 0% T2-5% T3-15% T4-25% T5-35%
Caseina 37,00 36,00 35,00 34,00 33,2
Gelatina 6,00 6,00 6,00 5,00 4,30
Amido de milho 30,80 30,00 17,00 14,00 8,00
Farinha de Linhaca 0,00 5,00 15,00 25,00 35,00
Alfa-celulose 6,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de soja 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de peixe 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Fosfato bicalcico 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Vitamina+minerais3 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT (® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
NacCl 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Dextrina (goma) 11,58 11,38 15,38 10,38 7,88
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

(*) Racao controle modificada da rag&o purificada do NRC, 1993.

(3) Antioxidante BHT (butil hidroxitolueno, C15H240).

(3) Composicéo suplemento vitaminico e mineral: Manganés 15.000 mg, Cobre 3.000 mg,
Ferro 25.000 mg Ac. Fo6licol.500 mcg, Zinco 30.000 mg, Vit. B12 10.000 mcg,
Ac.Nicotinico 37.500 mg, Vit. A 2.500Ul/g, Vit. C 25.000 mg, Ac. Pantaténico 20.000mg,
Vit. D3500Ul/g, Vit. E 20.000 mg, Biotina 50.00 mcg, Vit. K33.500 mg, Vit. B1 7.000 mg,
Vit. B2 7.425mg, Vit. B6 7.250 mg, lodo 660mg, Selénio 110mg.
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As andlises quimico-bromatoldgicas foram realizadas no Laboratorio de
Nutricdo da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia —
UFBA (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise da composicdo quimico-bromatologica das racdes

experimentais e da farinha de linhaca?, usadas no cultivo do peixe palhaco

Farinha
I Tratamentos
Composicao (%) de
T1-0% T2- T3-15% T4- T5-35% linhaca
5% 25%
Proteina Bruta - PB 38,96 38,11 38,26 38,07 38,02 19,43
Extrato Etéreo - EE 481 7,13 11,84 17,20 23,36 44,09
Material mineral - MM 2,92 2,58 3,1 3,01 3,36 2,85
Fibra Bruta - FB 493 5,02 13,26 13,05 13,06 25,42
Extrato Nao Nitrogenado - 48,38 47,16 33,54 30,13 24,63 8,21
ENN
Matéria Seca - MS 94,77 94,56 9458 94,20 96,19 94,45

1 Lab. de Nutricdo - Escola de Medicina Veterinaria — UFBA.

As sementes de linhaca dourada foram adquiridas na Central de
Abastecimento CEASA, em Salvador-Ba. O preparo de cada dieta consistiu na
pesagem dos ingredientes secos e liquidos em balanca digital com precisao de
0,001-1.000g, na trituracado das sementes em moedor de grdos (Modelo MDR301
Cadence®) até a obtencdo de pd, na mistura dos ingredientes secos, em seguida
a adicdo da gelatina previamente diluida em agua aquecida e a adicdo do o6leo.
Acrescentou-se agua (no maximo 30%) para formar uma massa Umida e
peletizacdo com grade de 1mm. Os pellets foram colocados em estufa a 38°C, por
12 horas, e posteriormente moidos em moinho de graos e peneirados para obter
granulos de 1,0 milimetros. As dietas experimentais foram armazenas em
embalagens plasticas pretas e mantidas em freezer (-20°C).

As analises quimico-bromatolégicas foram realizadas no Laboratério de
Nutricdo da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia —
UFBA
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Semanalmente retiravam-se por¢gbes de 10g de cada dieta experimental
para a alimentacdo dos peixes e mantinha-se em refrigerador a 4°C e ao final de
cada semana pesava-se 0 que restava de cada tratamento para verificar a
diferenca de consumo.

Inicialmente os peixes receberam por 30 dias a dieta experimental com 0%
farinha de linhaca (controle), para promover aclimatacdo e aceitacdo, uma vez
que se alimentava com racdo comercial e apds a constatacdo de que eles
estavam consumindo a racdo controle, iniciava-se a administracdo das dietas
conforme o tratamento. As racfes foram administradas em trés refeicbes diarias,
com intervalos de quatro horas, ou seja, as 08:00h, 12:00h e as 16:00h. A oferta

do alimento era suspensa quando 0s peixes paravam de ingeri-las.

2.4 Monitoramento dos parametros fisico-quimicos da 4gua no cultivo

Os parametros fisico-quimicos acompanhados e medidos foram: diariamente
a temperatura (°C), pH e oxigénio dissolvido (mg/L); semanalmente salinidade
(ppm), alcalinidade total (mg/L), amdnia total (mg/L) e nitrito (mg/L). Os
parametros foram obtidos nos aquarios com peixes, no aquario de recolhimento
sampler, na saida do biofiltro e no aquario de redistribuicdo de agua para o
sistema. Os niveis de oxigénio dissolvido e temperatura foram medidos com o
uso de oximetro digital portatil YSI 55/12FT®; o teor de pH com pHmetro portatil
digital ML1010-Misuraline® e a salinidade com um refratémetro modelo RTS-
101ATC-INSTRUTHERM. Os teores de alcalinidade total, amdnia total, nitrito
foram analisados com kit de andlise de &agua salgada —ALFAKIT® e no
Laboratorio de Qualidade de Agua do Nucleo de Estudos em Pesca e Aquicultura
- NEPA, da Universidade Federal do Recdoncavo da Bahia — UFRB, Cruz das
Almas/BA.

2.5 Monitoramento dos parametros bioldgicos: analises microbiologicas da

agua de cultivo

As coletas foram realizadas na primeira semana de cada més, no periodo de
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agosto a novembro de 2011. Os pontos de coleta no sistema fechado de
recirculacdo, conforme diagrama da figura 1, foram: ponto P1- Sampler - aquario
de recolhimento de agua drenada proveniente do cultivo de peixes; ponto P2 -
biofiltro e ponto P3 — aquario de redistribuicdo de agua para o sistema apés
esterilizagdo com UV. Nao foram feitas coletas para andlises microbiolégicas nos
aquarios com peixes. Coletou-se 500 mL de &gua, em vidro borossilicato ambar
previamente esterilizado em autoclave e identificado. As amostras foram
transportadas refrigeradas ao Laboratério de Microbiologia do Nucleo de Estudos
em Pesca e Aquicultura - NEPA, da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
— UFRB, Cruz das Almas, em caixas isotérmicas contendo gelo potavel. Todas as
analises foram iniciadas em até duas horas apos a coleta (EPA, 2007).

Foram feitas as contagens de microrganismos heterotroficos mesofilos, de
bactérias do género Pseudomonas spp e a verificacdo da presenca de bactérias
dos géneros Aeromonas e Edwardsiella. Para a determinacdo do numero de
bactérias heterotréficas meséfilas procedeu-se a contagem em placas segundo
America Public Health (A.P.H.A.) descrito por Silva et al.(2010). Depois de
realizadas as diluicbes das amostras (0,1, 0,01 e 0,001), transferiu-se aliquotas
de 1mL, para placas de Petri, sequido da adi¢cdo do meio de cultura Agar Padrdo
de Contagem PCA (Plate Count Agar). Apos a homogeneizacao e solidificacdo do
meio, as placas foram incubadas, a temperatura de 35+1°C por 48 horas. Todas
as placas foram realizadas em duplicata. Para a contagem das col6nias foram
utilizadas as placas que apresentaram col6nias entre 25 a 250 col6nias (BRASIL,
2006). O resultado foram transformados (logaritmo) e expresso em unidades
formadoras de colénias (UFC/mL).

Para a contagem de Pseudomonas iniciou-se a partir das diluicdes
realizadas transfere-se 1mL de cada diluicdo, em triplicada, para tubos de ensaio
com 10 mL de CLS (Caldo Lauril Sulfato) duplo contendo tubos de Durhan
invertidos. Os tubos foram incubados a 35-37°C por 48 horas (SILVA et al., 2010).
Apés o intervalo de incubagdo, examinaram-se 0s tubos em presenca de luz
ultravioleta de comprimento de onda longo (ndo germicida) onde se observa a
presenca de um pigmento fluorescente esverdeado, indicando teste positivo. Dos

tubos com crescimento positivo inoculou-se uma aliquota usando algca de niquel
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cromo para placas de Petri contendo os meios Agar F para Pseudomonas, e cor
amarelo forte devido a presenca de fluoresceina ou pioverdina e o Agar P para
Pseudomonas de cor amarelo, contendo piocianina. A positividade do meio é
dada pelo desenvolvimento de uma coloracdo rosa intenso (ou cor purpura) apés
24-48 horas de incubacéo a 35+2°C (SILVA et al., 2010). O resultado foi expresso
em Numero Mais Provavel /mL (NMP/mL).

Para se detectar a presenca de Aeromonas e Edwardsiella mediu-se em
proveta, 100 mL de agua e inoculou-se em erlenmeyer de 500 mL contendo 100
mL de Agua Peptonada Alcalina (APA), suplementada com 2% de NaCl e 20 mg
de ampicilina por litro. As amostras foram homogeneizadas por cerca de 2
minutos e incubadas por 24 horas a +37 °C. Apds o periodo de incubacéo, foi
observado crescimento microbiano, e inoculado em meios de crescimento
seletivo. Foram utilizados para Aeromonas o meio Agar GSP (Glutamate Starch
Phenol Agar base) a base de amido e glutamato, com adicdo de ampicilina, e
para Edwardsiella o meio Agar MacConkey. O Agar GSP foi incubado por 24
horas a 30 °C e o Agar MacConkey por 24 horas a £37 °C. Apés o intervalo de
incubacgéo, foram observados se houve crescimento microbiano em ambos os
meios. Para Aeromonas as colbnias devem apresentar coloracdo amarelada com
halo transparente em virtude da hidrélise do amido ou da dextrina presentes no
meio. O resultado foi expresso em unidades formadoras de colénias (UFC/mL)
(SILVA et al., 2010).

Quanto a Edwardsiella devem apresentar colénias transparentes a incolores,
sendo observada melhor a luz transmitida (SILVA, 2010). Para identificacdo da
Edwardsiella, realizaram-se testes bioquimicos, iniciando-se com a inoculacao
das colénias no meio de crescimento Agar Triptona de Soja (TSA), com
incubacgéo por 24 horas a +37 °C. Apos intervalo os testes realizados foram: teste
do Indol, Triplice Sugar Iron (TSI), Agar Lisina-Ferro (LIA), Sacarose e Citrato de
Simmons. O resultado € expresso indicando presencga ou auséncia (SILVA et al.,
2010).

2.6 Monitoramento do comportamento dos peixes
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O comportamento dos peixes foi realizado como possivel indicagdo de
aceitacdo das dietas e de bem estar. Seguiu-se a metodologia de Pavanelli et
al.(2008) onde observou-se sinais comportamentais como: distdrbio natatorio,
dificuldade de respirar, falta de apetite, letargia, isolamento, e sinais fisicos como
mudancga na coloracdo (pigmentacdo excessiva ou despigmentacdo), falta de
escamas, sinais de hemorragia, lesdes em foram de ulceragdes, abdomen

distendido e/ou inchado, olhos saltados e/ou opacos.

2.7 Variagdes mensuraveis e avaliagfes

Através das biometrias mensais se registrou as variaveis de comprimento
total (Lt) e peso total (Wt), com um paquimetro digital (300 mm /12" 0,01mm
Digimess®) e uma balanca digital com sensibilidade minima de 0,001g e maxima
de 1000 g. Também foi observado o aparecimento de caracteres secundarios
sexuais como entumescimento da papila genital, pigmentacdo e o aparecimento
de ovopositor nas fémeas.

O desempenho dos peixes foi avaliado conforme Mendes (1999), de:

e Peso corporal total, Wt (g) — massa corporal do peixe vivo;

e Comprimento total, Lt (cm) — medida da extremidade do focinho até a
extremidade mais pronunciada da nadadeira caudal.

e O Ganho em Comprimento (GL) foi obtido pela diferenca entre o

Comprimento final (Lf) e o inicial (Li):

LW = Lf — Li

e O Ganho de Peso (GW) foi obtido pela diferenca entre o Peso final (Wf) e o
Peso inicia (Wi), conforme Mendes (1999):
GW = Wf - Wi
e A Taxa de Crescimento Especifico (TCE), expressa em porcentagens o
peso ganho, em gramas, por dia, conforme Mendes (1999), através da
formula,:
TCE = 100(InWfinal — In Winicial) / t
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Onde:
InW inicial = logaritmo do peso inicial
InW final = logaritmo do peso final

t = tempo de cultivo

A relagdo peso-comprimento foi utilizada como indicativo das atividades
alimentares relacionadas com as reprodutivas dos peixes porque descreve formas
de crescimento nos diferentes estagios do ciclo de vida. Foi construida segundo
metodologia de Santos (1978) a partir do método dos minimos quadrados, apds
transformacao logaritmica dos dados de comprimento e peso total, conforme

descrito:
Wit=d¢p Ctb <= InWt=Ina + b InLt

Onde:

W1t = Peso total em um instante t

Lt= Comprimento total no instante t

a = Coeficiente linear da relacdo peso-comprimento, sendo o intercepto na
forma logaritmica

b = Coeficiente angular que em estudos morfométricos é denominado
coeficiente de alometria e estd relacionado a forma de crescimento dos
individuos.

¢ = Fator de condicdo que indica o grau de engorda dos peixes

Determinou-se o crescimento alométrico a partir da avaliagdo do valor de “b”,
proveniente da relagcdo peso-comprimento. Segundo Vazzoler (1996), o estudo
do incremento em peso em funcdo do crescimento linear (comprimento) evidencia
que o valor de “b” apresenta variacdes dentro de uma faixa de 2,4 a 4,0. Quando
o valor de “b” ¢é igual a 3 (b=3) indica que a espécie tem um crescimento
isométrico, ou seja, 0 peso aumenta proporcionalmente com o comprimento,
quando “b” é menor que 3 (b<3) o crescimento & alométrico negativo, isto €, o
peso aumenta proporcionalmente de forma mais acentuada que o comprimento,
e se “b” é maior que 3 (b>3) o incremento no comprimento é maior que o do
peso.

O Fator de condicéo relativo (Kn) que relaciona peso observado com peso
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tedrico proveniente do ajustamento da curva peso-comprimento (VAZZOLER,
1996), permite determinar o grau de bem estar do peixe. Foi calculado para as
fémeas por tratamento, cujo valor € comparado a um valor constante, igual a 1,0
conforme a expressdo matematica abaixo:

Kn = Wt /We.

Onde:

Kn = Fator de condicéo

W1t= Peso total observado;

We= Wt= ¢ Ct° .=Peso total tedrico esperado, dado pela curva peso-
comprimento.

Foi registrado o niumero de desovas por casal, 0 niumero de desovas por
tratamento e o numero de ovos por desova por fémea e por tratamento. Os dados
foram registrados também com camara fotografica Sony modelo Cyber-Shot-
DSC-W530.

2.8 Andlise estatistica

Os resultados dos tratamentos para cada caracteistica estudada foram
avaliados submetidos a analise de variancia (ANOVA) segundo os procedimentos
do programa estatistico Biostat 5.0 (AYRES, et al., 2007) considerando nivel de
significancia de 5%. Para a comparacdo entre as médias foi utilizado o teste de
Tukey; para comparacdo entre os tratamentos utilizou-se o teste de Dunnet, e

para comparar parametros foi utilizado o teste t (Student).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Parametros fisico-quimicos da agua de cultivo

Os parametros fisico-quimicos da agua de cultivo do peixe palhaco em

sistema de recirculagéo estdo descrito na Tabela 3.
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Tabela 3. Média dos parametros fisico-quimicos na agua de cultivo do peixe

palhaco em sistema de recirculacéo

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

oD Alcalinidade Amonia Nitrito
Més T1(°C) pH 3 Total (mg Salinidade  Total
?(mg/L) (mg/L)
CaCO3/L) (mg/L)
Média 2592+ 6,18+0,01 86203; 113.97+ 755 ns 30,2+ 0,48+ 0,15+
0,72ns ns r’15 R 0,31ns 0,04ns 0,03 ns
IT=Temperatura; 20D =0xigénio Dissolvido; 3pH= Potencial Hidrogenidnico.

ns = sem diferenciacdo estatistica

A temperatura meédia da agua do cultivo foi de 25,90+ 0,72°C, concordando
com o recomendado por Hoff (1983), Wilkerson (2003) e Madhu&Madhu et
al.(2006) que descrevem gue em cativeiro o peixe palhaco tem bom desempenho
no intervalo de 18° a 32°C (com 6timo de 26,7°C) e desovam em um intervalo de
temperatura de 25° a 29°C.As variacfes de temperatura nesse experimento
ocorreram nos meses de junho a agosto/201 e ndo foram superiores a um grau.
Mesmo sendo o periodo de inverno no nordeste brasileiro, mas em ambientes
tropicais as temperaturas tem pouca variacao, e Oliveira (2010) realca que em
sistemas com recirculacdo a agua tende a apresentar maior estabilidade térmica,
pois necessita de menos trocas e nao apresenta estratificacao.

Quanto a comunidade de micro-organismos a temperatura desse cultivo foi
favoravel as bactérias mesofilas e heterotréficas que crescem na faixa de 20° a
42°C (RECHE et al., 2010). Uma pequena elevacéo, a depender do aporte de
nutrientes, pode acelerar o metabolismo dos micro-organismos e aumentar o
consumo de oxigénio dissolvido no sistema (REBOUCAS, 2010).

A salinidade variou de forma minima em funcdo da evaporacgéo e reposi¢cao
de agua de cultivo ao longo do experimento, ou seja, de 30,2 = 0,31 ppm,
(p>0,05). O peixe palhaco se desenvolve bem com a salinidade entre 30 a 36ppm
(MADHU & MADHU et al., 2006).

O pH na agua de cultivo ndo variou acima de 0,02 unidades e manteve-se
praticamente constante durante todo o tempo, ou seja, oscilou de 8,21 a 8,24,
com meédia de 8,23+0,02 (p>0,05). Segundo a Resolucdo 357 do Conselho
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Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (BRASIL, 2005) o pH para 4gua marinha
varia de 6.5 a 8.5, e ndo deve haver mudancas maiores do que 0,02 unidades, o
gue condiz com esse experimento. E segundo Madhu & Madhu et al.( 2006), o pH
em periodo de desova do peixe palhaco pode variar no intervalo de 8,0 — 8,9.

Os valores de pH no biofiltro variou de 8,20 a 8,23 (p>0,05), o que corrobora
com Chen et al.(2006) que ressaltam que no processo de nitrificacdo, o pH
requerido deve variar de 7,0 a 8,8. Wilkerson (2003) relata que o pH pode
interferir em periodos de vida do peixe palhaco, como no das desovas, adiando-
as, pois estes sao peixes osmorreguladores e qualquer variacdo acima de 2
unidades eles passam por um periodo de cerca de 5 dias para voltar ao equilibrio
interno.

A alcalinidade total da agua de cultivo apresentou valor médio de 113,27+7,5
mg CaCOg/L (p>0,05) o que corrobora com a variagdo da alcalinidade total em
cultivo de peixe palhaco, de 110 a 200 mg CaCOs/mL (HOFF, 1983). A
alcalinidade fornece ijons de carbonato, bicarbonato para neutralizar jons H”,
mantém o tamponamento e fornece calcio para os organismos em cultivo (peixes
e micro-organismos), além do que no processo de nitrificacdo sdo consumidos
7,14g de carbonatos e bicarbonatos/g de Nitrogénio oxidado (TIMMNONS et
al.,2002).

A concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) nos aquarios com peixes variou
de 6,14 a 6,18 + 0,015 mg/L (p>0,05). Os teores de OD estavam de acordo com a
resolucdo 235 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, que
estabelece para aguas salinas destinada também para a aquicultura, teores de
oxigénio dissolvido > 6,0 mg/L (Classe 1) (BRASIL, 2005), e esta de acordo com a
necessidade de OD no periodo de desova do peixe palhaco que varia de 4,6 a
8,0mg/L (WILKERSON, 2003; MADHU & MADHU et al., 2006). A concentracdo de
OD no aquario sampler variou de 6,18mg/L a 6,22 mg/L e no biofiltro de 6,19 a
6,20 mg/L. Nao houve diferenca estatistica entre as concentragcfes medias do
OD do sampler e do biofiltro (p>0,05), mas foi observada entre as médias do

sampler e dos aquarios (p<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Variacéo do teor de oxigénio dissolvido — OD (mg/L) no cultivo de peixe
palhagco em sistema fechado de recirculagao

TEOR DE OXIGENIO DISSOLVIDO — OD (mg/L)

Més
Sampler Biofiltro Aquarios c/ peixes
Jul 6,22 6,20 6,17
Ago 6,19 6,22 6,14
Set 6,18 6,19 6,16
Out 6,19 6,19 6,16
Nov 6,20 6,19 6,18
Média 6,20+ 0,013 2 6,20+ 0,0212 6,18+ 0,015 "

Obs: Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significante entre as

meédias (p<0,05), letra diferente apresenta diferenca entre as médias (p>0,01).

Um maior consumo de oxigénio dissolvido € esperado em sistemas com
recirculagdo. Timmons et al. (2002) recomendam que esteja acima de 4 mg/L,
porque no biofiltro a necessidade é alta e limitante, uma vez que o0 processo de
nitrificacdo ocorre em meio aerdbico. O teor de OD nesse experimento foi mantido
em cerca de 6 mg/L durante todo o cultivo. No aquario sampler a agua foi
oxigenada naturalmente porque vinha por gravidade e chegava com certa
turbuléncia, sendo entdo bombeada para o biofiltro, promovendo um aumento do
oxigénio dissolvido.

Nos aquérios com peixes a aménia total variou de 0,4 a 0,5 mg/L, com valor
médio de 0,48 +0,04 mg/L (p>0,05), o que concorda com Wilkerson (2003) que
recomenda que o teor de amdnia total ndo ultrapasse 0,5mg/L no cultivo de
peixes palhaco. Na saida do biofiltro ndo foram detectadas amoénia total, o que
indica que o biofiltro reduziu esse composto a niveis ndo detectaveis (x100%). A
amoOnia é um produto da excrecdo nitrogenada dos peixes e da decomposicao
microbiana da matéria organica e se apresenta no ambiente aquatico de duas
formas, como aménia ionizada (NH4") e n&o ionizada (NHs) (KUBITZA, 2006).

Segundo Timmons et al. (2003) o equilibrio entre as duas formas de amonia é
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principalmente determinado pelo pH da &gua, cujo aumento faz a toxicidade da
amonia ndo ionizada (NHs) crescer exponencialmente, sendo um risco para
ambientes marinhos que normalmente se caracterizam por pH alcalino. E vital a
manutencdo da estabilidade do potencial hidrogenionico e teores baixos de
amonia total, pois segundo Caldeira (2011) as bactérias nitrificantes como as
Nitrossomonas (transforma amoénia a nitrito) comecam a inibir sua acdo em
concentracfes de 10 a 150 mg/L amdnia ndo ionizada.

Nos aquarios com peixes 0 nitrito apresentou valor médio de 0,15 + 0,02
mg/L (p>0,05). A média de nitrito no sampler (antes do biofiltro) foi de 0,16+0,0292
mg/L e na saida do biofiltro de 0,10+ 0,00b mg/L, entre essas médias foram
encontradas diferencas (letras a e b diferentes, p<0,01). Wilkerson (2003)
recomenda que o nitrito, em cultivo de peixe palhaco, esteja abaixo de 0,1 mg/L.
N&o foi observado nenhum comportamento especifico nos peixes que indicasse a
influéncia de nitrito.

O percentual médio de reducado do nitrito no biofiltro foi de 36,33% ao longo
de todo o experimento. Segundo Caldeira (2011) as bactérias nitrificantes sdo
sensiveis a algumas formas de nitrogénio amoniacal, a aménia ndo ionizada
comeca a inibir a acdo das Nitrobacter (oxidam nitrito a nitrato) em concentracdes
de 0,1 a 1,0mg/L, porém nesse experimento a amdnia ndo ionizada ficou abaixo
desse valor, ou seja, entre 0,026 a 0,03mg/L.

Os parametros fisico-quimicos no experimento atual ndo diferiram dos
encontrados na literatura, para a espécie A. ocellaris cultivada em cativeiro, onde
os dados variam de: temperatura da agua de 18 a 29 °C; temperatura de desova
de 25 a 29 °C; Oxigénio dissolvido (OD) de 6,0 a 8,75 mg/L; pH de 8,0 a 8,3;
alcalinidade total de 110 a 200 mg CaCOg /L; salinidade de 28 a 36 ppm; amdnia
total abaixo de 0,5 mg/L e nitrito abaixo de 0,1 mg/L (HOFF, 1996; WILKERSON,
2003; MADHU & MADHU et al.,2006).

3.2 Parametros microbioldgicos da agua de cultivo

3.2.1 Bactérias heterotr6ficas mesoéfilas
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As bactérias heterotroficas mesofilas analisadas no sistema de cultivo foram
aquelas que se encontravam na agua de entrada do biofiltro e na saida apos

passar pela esterilizacdo com UV. Os resultados estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Quantificagdo de bactérias heterotroficas mesdfilas no cultivo de peixe
palhagco em sistema fechado de recirculagao

Contagem Total de UFC/ml

Més de coleta

P 1* P 2** P 3***
Jul 3,50 x 10* 6,80 x 102 1,50x 10*
Ago 6,80x 10° 3,50 x 10" 2,80x 10*
Set 7,80 x 10° 1,10 x 102 8,20x 10!
Out 8,80 x 10° 4,60 x 10? 1,36x10°
Nov 4,50 x 10? 3,20 x10° 2,30 x 102
Média 1,20 x 10* 3,20 x10° 9,81 x 10*
In Média 8,69+1,582 5,34+1,19b 4,16+1,12b

* P1= Sampler - Aquario de drenagem da agua vinda do cultivo; **P2= Biofiltro; *** P3=
Aquario de redistribuicdo de agua- UV . In=logaritmo. Letras iguais sem diferenca
estatistica.

A quantidade de bactérias heterotroficas monitorada pode variar em
diferentes locais do sistema de cultivo, houve diferenca estatistica apenas entre
as médias dos pontos P1-P2 e P1-P3, ou seja, a populacdo média de bactérias
heterotréficas apresentava-se bem maior antes de passar pela unidade de luz
ultravioleta UV (p< 0,05).

Na presente pesquisa as variacbes mensais das colénias de mesdfilos
heterotréficos podem ser distinguidas entre os diferentes pontos amostrais.
Pesquisadores como Leonard et al.(2000) e Reboucas (2010), trabalharam com
populacao de bactérias heterotroficas em sistema de recirculagdo com cultivo de
peixes marinhos e constataram que a distribuicio ndo € homogénea o que
corrobora com a pesquisa atual.

A unidade de desinfeccdo com luz UV teve um papel importante no controle
das bactérias heterotroficas. Na Figura 3 observa-se que houve uma reducdo de
52,14% das bactérias, no sistema como um todo, entre Ponto P1 (sampler) e

apos passar pela luz UV (Ponto P3).
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Percentual de redugao de Bactérias Heterétricas (BH)
mesofilas em cultivo de peixe palhaco
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Figura 3. Percentual de reducdo de Bactérias Heterotréficas mesdfilas, entre o
Ponto 01 (entrada do biofiltro) e Ponto 03 (saida do biofiltro e apds passagem por

luz UV), no cultivo de peixe palhaco

O processo de desinfec¢cdo com luz UV em sistema de recirculacdo tem um
desempenho de reduzir em cerca de 99% as bactérias que circulam com a agua,
mas segundo Shang (2007) apresenta limitacbes pois atuam de forma pontual,
podendo a turbidez ocasionada por particulas dissolvidas, proteger o micro-
organismo da acdo da luz, além da reincorporacdo de bactérias que se
reproduziram nas partes escuras das tubulac¢des formando biofilmes.

Leonard et al.(2000) ao trabalharem com o sea bass (Dicentrarchus labrax)
constataram que o principal responsavel no aumento de bactérias heterotroficas
em diferentes locais do sistema de recirculacdo € o biofiime e a quantidade de
matéria organica dissolvida, visto que o tempo é curto para que as bactérias
crescam em quantidades consideraveis apOs passarem pela unidade de
esterilizacdo, onde sdo eliminadas. No atual experimento o biofilme nédo foi

analisado.
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Embora as bactérias heterotréficas tenham agéo positiva na decomposicéo
da matéria organica elas se reproduzem mais rapido que as bactérias nitrificantes,
competindo, no biofiltro, por oxigénio, nutrientes, espaco e lancam também
nitrogénio amoniacal no sistema, diante disso necessitam de controle da
populacdo, pois reduzem a eficiéncia da nitrificacdo. Segundo Porto (2010) é
necessario conter ou ndo favorecer o desenvolvimento de bactérias heterotréficas
para ndo diminuir a capacidade de nitrificacdo do biofiltro, principalmente com o
acompanhamento do alimento para ndo fornecer em excesso.

Segundo Reboucas (2010) e Michaud et al.(2006) a quantificacdo de
bactérias heterotréficas totais serve de ferramenta para o manejo de um sistema
fechado de recirculacao, pois informa sobre a carga bacteriana, a quantidade de
matéria organica, a interacdo negativa entre bactérias heterotroficas e autotréficas
e também possiveis falhas nos processos de desinfeccdo e filtracdo. Missagia
(2010) relata que a maioria das bactérias nitrificadoras tais como as
Nitrosomonas, Nitrobacter e Nitrospira crescem de forma lenta com pouca
biomassa, o que dificulta o seu estudo pela dificuldade em isolar em cultura pura.
As técnicas moleculares tém ajudado a entender a diversidade e distribuicéo
dessas bactérias em tratamento de esgoto, ambientes naturais e em cultivo

aquicola.
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3.2.2. Género Pseudomonas, Aeromonas e Edwardsiella

Os resultados das analises microbiologicas da agua de cultivo para

Pseudomonas, Aeromonas e Edwardsiella spp. estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Andlises microbioldgicas para Pseudomonas, Aeromonas e
Edwardsiella, em trés pontos de coleta (P1, P2 e P3), no cultivo de peixe palhaco,

em sistema de recirculacdo de agua

Resultado das analises microbioldégicas por ponto amostral
Més Pseudomonas Edwardsiella (Presenca/
de Aeromonas (UFC/mL) N
(NMP/mL) Auséncia)
coleta
Pontos amostrais
P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3
Jul <3,0 <30 <30 <10 <10 <10 | Auséncia Presenca Presenca
Ago <3,0 <30 <30 <10 <10 <10 | Auséncia Auséncia Auséncia
Set <3,0 <30 <30 <10 <10 <10 | Auséncia Auséncia Auséncia
Out <30 <30 <30 <10 <10 <10 | Auséncia Auséncia Auséncia
Nov <30 <30 <30 <10 <10 <10 | Auséncia Auséncia Auséncia

Obs: P1= Sampler; P2= Biofiltro-saida; P3= Aquario distribuicdo apos passar por UV.

Durante o atual experimento, nos pontos Pl, P2 e P3, as bactérias
Pseudomonas e Aeromonas estiveram abaixo dos niveis detectaveis. Michaud
(2009) pesquisando comunidades de bactérias heterotroficas em cultivo de peixe
marinho com recirculagdo de &4gua encontrou a bactéria Pseudomonas stutzeri
somente no interior do biofiltro, em biofilmes, e ndo livre na agua de cultivo e
segundo Altinok (2006) se proliferam quando as temperaturas oscilam bastante e
os peixes ficam submetidos a estresse. Na aquicultura as espécies P.aeruginosa

e P. fluorescens tem sido consideradas patdogenos oportunistas.
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Segundo Silva (2010) o género Aeromonas esta associado a infeccdes
oportunistas, tanto no ser humano como em animais homeotérmicos e em peixes.
Alteracbes nos parametros fisico-quimicos da agua de cultivo, como mudancas
bruscas e aumento de temperatura, baixos indices de oxigénio dissolvido, alto
indice de matéria organica que promovam regiées anoxicas no biofiltro e injarias
devido ao manejo deficiente, dentre outros, desequiliboram o ambiente e expde os
peixes a acao desses patdogenos.

Quanto ao género Edwardsiella foi observada a sua presenga apenas nos
pontos P2 (saida Biofiltro) e P3 (apds UV- aquario de distribuicdo), ambos no
inicio do cultivo. Provavelmente essas bactérias faziam parte da populacao de
micro-organismos que habitavam os meios que compunham o biofiltro. A unidade
de desinfeccdo com luz ultravioleta foi instalada ap6s os 30 dias de maturagédo do
biofiltro, e segundo Shang (2007) é necessario um tempo de opera¢cdo do sistema

para que chegue ao resultado esperado.

3.3 Acompanhamento fisico e comportamental dos organismos cultivados

Durante o experimento, em momento algum, foram observados quaisquer
sinais que indicasse diferenca de comportamento, tais como, falta de apetite,
isolamento, e nenhum indicio de injuria fisica como perda de escamas,
hemorragias, ventre inchado, nadadeiras necrosadas, dentre outros, que
indicasse a necessidade de uma acéo clinica. Infere-se que o manejo de cultivo
foi eficiente quanto a manutencdo da qualidade da &agua e as bactérias
patogénicas ndo foram expressivas devido a sua auséncia ou a infima

concentracao no sistema.

3.4 Dietas experimentais

As quantidades de racéo ofertada nos diferentes tratamentos estdo descritas
na Tabela 7. Esses valores foram calculados subtraindo-se da quantidade
ofertada o que restava nos vasilhames, a fim de indicar somente o que foi inserido

no sistema de cultivo.
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Tabela 7. Quantidade total de racao (g) administrada, com diferentes percentuais
de farinha de linhaga (FL), por tratamento, no cultivo do peixe palhaco.

Total de racao (g) fornecida aos peixes

Més
T1-0% T2-5% T3-15% T4 - 25% T5 - 35%

Jun 1,88 1,96 1,77 2,82 2,65
Jul 5,05 4,53 6,20 6,06 5,66
Ago 14,76 18,63 17,38 15,70 16,65
Set 16,97 15,65 17,75 17,79 18,73
Out 10,87 11,07 12,39 10,00 11,33
Nov 8,49 8,94 7,87 9,63 7,83
Total 58,02 60,78 63,36 62,00 62,85

Média 9,67+5,73ns 10,13+6,37ns 10,56+6,40ns 10,33+5,65ns 10,48+6,30ns

ns- sem diferenciacéo estatistica (p>0,05).

Em todos os tratamentos os casais aceitaram bem as dietas. No tratamento
contendo somente a racao semipurificada (0% farinha de linhaca), a quantidade
de racdo ofertada foi de 58,02 g, caracterizando-se pelo grupo que menos se
administrou racéao.

Nos tratamentos com farinha de linhaca, todos aceitaram as dietas e
consumiram em meédia 10g mensais. No tratamento com 5% de FL os peixes
apresentavam frenesi antes de serem alimentados e so registraram-se sobras nos
primeiros meses. Nos tratamentos com 25%FL e 35%FL houve sobras diarias

somente nos dois primeiros meses.

3.5 Desempenho zootécnico. Ganho em peso e comprimento e a Taxa de

Crescimento Especifico — TCE

Os parametros de crescimento estdo descritos na Tabela 8. N&ao

apresentaram diferenca estatistica significativa entre as médias (p>0,05).
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Tabela 8 Variagbes nos parametros de crescimento, no cultivo do peixe palhago
alimentados com diferentes teores de farinha de linhaca (FL).

Tratamentos com farinha de linhaca (FL)

Parametros T1-0% T2- 5% T3-15% T4-25% T5-35%

M F M F M F M F M F

Ltinicial cm) 5,18 6,4 541 6,98 529 7,13 5,44 6,6 511 6,71
Lt final (cm) 5,24 6,9 5,76 725 544 7,70 5,57 6,9 5,33 6,91

GLt (cm)™ 0,07 0,6 0,35 0,27 015 057 0,15 0,6 0,22 0,20
% GLt 1,35 8,79 6,47 387 284 799 276 8,30 4,31 2,98

WT inicial (g) 2,65 4,9 3,17 668 265 690 3,16 6,1 2,69 6,12
WT final (g) 2,51 54 3,64 697 230 7,84 295 6,2 2,67 6,00

GWt (g)"™ 0,14 044 047 030 -035 094 -021 011 -002 -0,12
%GWt 528 892 14,83 449 -1321 13,62 -665 1,79 -0,74 -1,96
TCE (%) 0,041 0,067 0,108 0,034 -0112 0,100 -0,052 0,013 -0,006 -0,016
(g/dia)™ +0,04 $0,03 0,11 +0,07 #0,24 0,07 +0,04 0,02 0,04 20,03

ns= nao significativo estatisticamente;

M = Macho ; F = Fémea; T2 a T5 = Ra¢des com diferentes teores de FL.

Comprimento total inicial (Lti) (cm); Comprimento total final (Ltf) (cm); Ganho em
Comprimento total (GLt) (cm); Percentual de Ganho em Comprimento total (%GLt); Peso
total inicial (Wti); Peso total final (Wtf); Ganho em Peso total (GWt)(g); Percentual de
Ganho em Peso total (% GWH1); Taxa de Crescimento Especifico — TCE (g/dia) (%)

Para os tratamentos com incluséo de farinha de linhaga (FL) o ganho em
comprimento total (GLt) ndo teve diferencas estatisticas significativas (p>0,05),
assim como o ganho de peso total médio (GWt) tanto para machos como para
fémeas.

As Taxa de Crescimento Especifico — TCE, foram calculadas para 128 dias,
para machos e fémeas. Os tratamentos ndo apresentaram diferengas estatisticas
significativas (p>0,05). Embora observou-se que somente no nivel de inclusao de
5% de farinha de linhaca, a TCE para os machos, foi positiva, e para as fémeas,
as TCE foram positivas crescentes até o tratamento T3 com 15% de FL, no

tratamento T4 com aumento de FL para 25%, a TCE foi positiva e decrescente,
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e no tratamento T5 com 35% de FL, a TCE foi negativa, (Figura 4). Ha
necessidade de maior tempo de experimentacdo com maior nimero de repeticées

para tirarmos conclusdes sobre a influéncia da linhaca no desmpenho zootécnico.

Taxa de Crescimento Especifico - TCE/ tratamento (%g/dia)

0,15 -

0,1 -

O Macho

o
o
wv

OFémea

—

L] L] L] L 1

T10% T2-5% T3115% T425% T5-35%

TCE - média (%)

o
=)
(8]

’

015 4 Ragao com diferentes percentuais de Farinha de Linhaga

Figura 4. Taxa de Crescimento Especifico -TCE média, por tratamento e por

sexo, no cultivo do peixe palhaco

O comportamento social dos peixes pode influenciar na obtencdo da TCE
negativa e quanto ao macho do peixe palhaco que segundo Allen (1972), o
género Amphiprion que compartilha o mesmo espaco, desenvolve um processo
de inibicAo do crescimento que faz gera um diferencial na forma de obter o
alimento. Autores como Taborsky (1984) e Buston (2003) relataram que peixes
palhaco machos, em meio natural e em cativeiro, desenvolveram mecanismo de
ajustes em sua taxa de crescimento de acordo com sua posicado na hierarquia
social, pois manter o menor tamanho representa uma posi¢cdo na disputa para

exercer 0 papel de dominancia no grupo.
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3.6 Relagdo Peso-comprimento
As equacdes da relacdo peso-comprimento foram obtidas para machos e

fémeas, por tratamento. Os resultados estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Parametros da relacdo peso-comprimento, por tratamento e por sexo,

para o cultivo do peixe palhaco.

Crescimento

— ¥ D *
Trat Sexo Wt=ch*Lt ¢ a b r alométrico
Ti- M y = 0,032 x*%* 0,032 -3,7188 2,642  0,9698 b<3 N
0% F y= 0,014 x> 0,014 -42711 3,144  0,9884 b>3 P
T2- M y= 0,029 x*"*° 0,029 -3,5372 2,729  0,9765 b<3 N
5% F y= 6.422 x>%* 6,422 1,859 0,031 0,017 b<3 N
T3- M y= 0,068 x*** 0,069 -2,6759 2,153  0,9701 b<3 N
15% F y= 0,053 x***7 0,053 -2,9275 2,457 0,9341 b<3 N
T4- M y= 0,017 x>%’ 0,017 -4,0446 3,007  0,9913 b>3 |
25% F y= 0,006 x>°*° 0,006 -5,1392 3,610  0,9905 b>3 P
T5- M y= 0,021x>%% 0,021 -3,8767 2,924  0,9977 b<3 N
3% F y=0,031x*™% 0,031 -3,4721 2,738  0,9168 b<3 N

M=Macho; F = Fémea.

a= valor do intecepto; b= valor do coeficiente angular e coeficient de alometria;
r = coeficiente de correlagcéo; ¢ = mede grau de engorda.

N= negativo; P = positivo; I= isométrico;

(*) - Os valores de “b” foram significativos a 5% teste t (p=0,0366 bilateral).

Comparando as medias dos valores de “b”, utilizando o teste de Dunnet, ndo
houve diferenca, para os machos, entre as medias dos tratamentos com linhaca e
o controle (0%FL) (p>0,05). Quanto as fémeas sé houve diferenca estatistica
entre o tratamento controle (0% FL) e o tratamento com 5% de FL (p>0,05), sendo
necessario maior tempo de experimentacdo e maior numero de repeticdes.

Os valores de “b” considerando a espécie, independente do tratamento,
foram comparados estatisticamente ao valor centralizador (crescimento
isométrico, b=3), através do teste “t” (Student) (Ho:b=3 e a=0,05). Os valores de

“t” foram significativos a 5% (p=0,0366 bilateral). O intervalo de confianca da
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média amostral de “b” para fémeas a 95%, variou de 1,7223< y < 2,9556. Para os
machos (p=0,0043 bilateral), o intervalo de confianga da média amostral de “b”, a
95%, variou de 2,4487 <y < 2,8848. Estatisticamente os valores de “b” nos
diferentes tratamentos, para ambos os sexos, esta abaixo de 3 (b<3), o que indica
que o crescimento se deu principalmente com o incremento do peso. Esses
coeficientes alométricos “b” concordam estatisticamente com a literatura
encontrada. Na base de dados do Fishbase (2012), os valores de “b” para a
espécie A. ocellaris estad na faixa de 0,587 a 1,326, ou seja, b<3, confirmando
crescimento alométrico negativo, com o incremento em peso com maior énfase do
gue em comprimento. Lima et al.(2010) estudaram o A. ocellaris no periodo pré-
segregacao e encontraram valores de b menor que 3 (b<3), indicando alometria
negativa, para ambos o0s sexos, com variagdo na faixa de 1,69 a 2,30,

independente do tipo de alimento.

3.7 Fator de Condicéao relativo (Kn)
O fator de Condicéo relativo (Kn) foi calculado somente para as fémeas para

os diferentes tratamentos (Tabela 10).

Tabela 10. Fator de condicdo relativo (Kn) para fémeas de peixe palhaco, em

cultivo com sistema de cultivo em recirculacéo.

Fator de condicdo relativo (Kn)- Fémeas
Periodo/Més

T1-0% T2-5% T3-15% T4-25% T5-35%

Jul 1,05 0,97 1,04 1,12 1,07
Ago 1,07 0,97 1,04 1,06 1,00
Set 0,98 1,00 0,99 1,00 1,02
Out 0,97 1,00 0,99 1,00 1,01
Nov 0,98 1,00 0,97 1,00 1,00

Kn-Média  L01* 0,98+ 1,006 + 1,036 + 1,020+

0,045ns 0,016ns 0,032ns 0,053ns 0,029ns

ns= sem diferenciacao estatistica (p>0,05).
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Nesse experimento os valores de Kn médios néo diferiram estatisticamente
do valor centralizador (Kn=1) (teste “t” Student, Ho: Kn=1,0 e a=0,05; p=0,1725,
bilateral), e o intervalo de confianca para a média amostral para fémeas a 95%,
variou de 0,9948< y < 1,02772. O teste de Tukey nao revelou diferencas (p>0,05).
Esses resultados indicam que a inclusdo da farinha de linhaga nas dietas
experimentais ndo comprometeu o bem-estar fisico aparente dos peixes em
cultivo.

Satake et al.(2009) ressaltam que o Kn=1,0 indica boas condi¢cbes de saude
dos peixes no ambiente de cultivo e deve permanecer constante independente do
tamanho que o peixe possa ter em um determinado periodo de vida, pois ndo é
afetado nas proporcdes entre os comprimentos. Para que o valor de Kn seja
menor que 1 deve ocorrer decréscimo no peso observado, o que pode ser
provocado por variagbes devido ao meio,a falta de alimento, a atividade
reprodutiva, o jejum ou a doencgas.

Segundo Froese (2006) o Kn pode ser considerado um indice corporal que
reflete as interacdes entre o peixe e os fatores bidticos e abidticos no sistema de
cultivo. Vazzoler (1996) indica que o valor de Kn apresenta como vantagem um
valor de referéncia padrédo, independente, que compara pesos observados e
tedricos e cujas variacbes ndo estdo exclusivamente relacionadas ao
desenvolvimento gonadal, mas alteracdes no crescimento estao intrinsecamente
relacionados com a alimentacéo e a reproducéo.

Alguns autores utilizaram o Kn como ferramenta de monitoramento do ciclo
reprodutivo, tais como Andrade-Talmelli et al.(1999) que selecionaram fémeas de
piabinha (Brycon sp) para inducdo reprodutiva através do fator de condigdo
relativo Kn. Os valores de Kn superiores a um (Kn=1,020 e 1,039) indicaram que
0 processo de inducdo hormonal foi positivo. Valores menores que um (Kn= 0,98;
0,97), mostraram fémeas que nao responderam ao tratamento hormonal, o
mesmo ocorrendo com as fémeas em processo de maturagao.

Scorvo Filho et al.(2004), no cultivo de Arapaima gigas em estufa com
sistema fechado de circulagcdo de agua, encontraram valor de Kn de 1,002+0,072
e consideraram os peixes em boa condicdo corporal, além disso ressaltam que
esse indice reflete também as condi¢cdes de cultivo em que 0s animais sao
mantidos.

Maciel (2011) encontrou uma correlacéo entre o fator de condicdo relativo
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(Kn) e a época de desova da piranha-amarela Serrasalmus spilopleura, em lagos
de varzea do Amazonas. O Kn >1,00 ocorreu com a atividade reprodutiva, no
periodo da seca e meados de enchente, e Kn<1,00 se deu no fim da atividade
reprodutiva, final da enchente. Os dados supracitados fazem referéncia a
espécies de ambientes dulciaquicolas, contudo, ressalta o carater relevante do
efeito comparativo, uma vez que sdo escassos dados referentes a espécie em

estudo.

3.8 Desovas por Tratamento

A ocorréncia de desovas por tratamento estd descrito na Tabela 11. As

desovas sO ocorreram nos tratamentos T2 com 5% de Farinha de Linhaga e no
tratamento T3 com 15% de FL.

Tabela 11. Ocorréncia de desovas (D) e Numero de ovos (NO), mensurados por

unidade experimental com o peixe palhaco

Numero de desova (D) e Nomero de ovos (NO) por tratamento

Més  T1-0%! T2-5% T3-15% T4-25% T5-35%

D NO D NO D NO D NO D NO
Ju 00 00 10 46 2,0 180 00 00 00 0,0
Ago 00 00 3,0 150 1,0 0 00 00 00 00
Set 00 00 1,0 9 1,0 0 00 00 00 00
out 00 00 0,0 0 2,0 106 00 00 00 0,0
Nov 0,0 00 0,0 0 2,0 56 00 00 00 00
Total 0,0 0,0 5 205 8 342 00 00 00 00
Média 0,02 0,02 16+ 68,33 1,6 684 0,02 0,0° 0,0 0,02

1,158 +73,102 +0,55 176,452

CV% 0 0 69,28 106,98 34,23 111,77 0 0 0 0
(1) T1- 0% — controle. Letras iguais, sem diferencas estatisticas (p> 0,05).
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A comparagdo entre as médias das desovas do Tratamento T1 (controle)
com os tratamentos com farinha de linhaca (FL), comprovou que s6 houve
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos T1 (controle) e o tratamento
T3 com 15% de FL (Teste de Dunnet, p<0,01).

As desovas ocorreram no periodo de fim de tarde e iniciaram 38 dias apés o
inicio do experimento. Os casais apresentaram cuidados parentais acentuado,
caracteristico da espécie, com o macho protegendo, oxigenando 0s ovos e
removendo os nao fertilizados e danificados.

No tratamento T2, com 5%FL, ocorreram 05 desovas, tendo dois casais (T2-
1 e T2-3) que responderam de forma positiva, totalizando 50% do tratamento. S6
desovaram até o més de setembro. Foi o tratamento que teve maior frequéncia de
desova por més (trés desovas em agosto). Entretanto no més de agosto/2011,
somente uma fémea (T2-3) desovou e liberou ovos com coloragéao

palida/transparentes, faltando pigmentacéo e nao houve eclosao (Figura 5).

Figura 5. Desovas do peixe palhago no tratamento T2 com 5% de farinha de

linhaca, evidenciando palidez em alguns ovos.

Segundo Wilkerson (2003) os ovos palidos do peixe palhaco devem

apresentar cor laranja ou amarelo brilhante conforme Figura 6. A coloracdo palida
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pode indicar deficiéncia nutricional dos reprodutores devido a dieta ou por
consequéncia da rejeicdo do alimento. Além de ovo palido, transparente, também
indicar desenvolvimento incompleto das gbnadas e dessincronizacdo das

desovas.

Figura 6. Coloragdo natural dos ovos de peixe palhaco. Da esquerda para a

direita, da desova até a fase de pré-eclosdo. Fonte: Wilkenson (2003)

No tratamento T3 com 15% de FL ocorreram desovas em todo o periodo
experimental, totalizando 08 desovas, com 75% dos casais que responderam
positivamente. O casal T3-3 foi o que mais desovou, contribuindo com 06
desovas, tendo média de 1,2 desovas/més, e uma frequencia de desovas
comparado a desovas em ambiente natural que varia de 1,6 desovas/més (HOFF,
1996). O numero de ovos também ndo apresentou diferencas significativas
(p>0,05). O numero total de ovos foi de 547 unidades e a média ficou abaixo do
observado para o A. ocellaris, cuja quantidade varia com a idade da fémea, e
alcanca cerca de 100 a 1.000 ovos por desova (ALLEN, 1972; HOFF, 1996).

No tratamento T3, o casal T3-1 s6 desovou em novembro/2011, tendo
poucos ovos, porém fertilizados, ja o casal T3-4 desovou em julho/2011, mas nao
houve fertilizacdo, apresentando ovos palidos, com auséncia de pigmentacdo
(Figura 7). Este casal voltou a desovar em setembro/2011, mas 0s ovos sumiram,
e segundo Wilkerson (2003) os casais, nas primeiras desovas, podem apresentar
irregularidades tais como nao fertilizagdo, devido a um ajuste na sincronia destas

para com os periodos subsequentes.
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Figura 7. Desovas do tratamento T3 (15% FL). A Letra ‘a, desova do casal T3-1
(nov/2011) com ovos fertilizados e a letra ‘b’ desova do casal T3-4 (set/2011) com

coloragéo pélida, sem fertilizagéo.

A fémea do casal T3-3 no més de julho/2011 desovou duas vezes, tendo
ovos fertilizados, néo fertilizados e de cor palida. Somente um Unico ovo foi
observado nas desovas dos meses de agosto e setembro/2011. Em outubro/2011
a desova tinha cor transparente e foi encontrado mistura de ovdcitos

possivelmente imaturos (Figura 8).
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C

Figura 8. Desovas do tratamento T3 (15% FL), com énfase para o casal T3-3.

Letra ‘a’ desovas de julho/1l; ‘b’ desova em outubro/1l e ‘c’ desova em

novembro/11.

Quanto a qualidade dos ovos, as fémeas do tratamento com 5% de FL (T2)
apresentaram ovos que eclodiram em todas as desovas, enquanto as fémeas do
tratamento com 15% de FL (T3) a quantidade de ovos decresceu com o tempo,
apresentou mais ovos palidos e uma massa de ovos imaturos nas ultimas

desovas, embora esse tratamento tenha tido desovas em todos os meses.

3.9 Influéncia da dieta no processo reprodutivo do peixe palhago

No presente estudo o teor de proteina bruta das dietas isoproteicas foi de

38%, com nivel abaixo do relatado por Wilkerson (2003), que indica para

reprodutores de peixe palhaco, em cativeiro, um teor proteico de 50-60%, mas
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segundo Oliva-Teles (2000), os peixes ndo tem requisitos absolutos de proteina,
mas de aminoacidos que compfe a proteina. E a linhaca, destaca-se pela
presenca de proteinas com todos os aminoacidos essenciais, além de conter
acidos graxos da série n-3, flavonoides e lignanas consideradas fitoestrogenos.

As diferentes fontes proteicas, necessitam de mais estudos quanto ao teor
dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais e suas interacdes na nutricdo de
reprodutores de peixes. Varghese et al.(2009) testaram varias fontes proteicas
com variacdo de 50 a 70%PB, considerando o teor de aminoacidos, em
reprodutores de A. sebae. Utilizaram carne de camarédo (de profundidade), de
molusco (reprodutores), de lula (cuttlefish) e de molusco. Os resultados
mostraram que a carne de molusco teve a pior resposta quanto a producdo de
ovos, segundo eles provavelmente devido o alto teor de lisina (15,8%). A dieta
com o maior indice de desovas foi com a inclusdo da carne de lula (cuttlefish) com
o0 menor teor de lisina (4,5%) e o mais alto teor de arginina (10,16%). O que
necessita mais estudos sobre o papel da lisina e arginina na nutricdo de
reprodutores.

Segundo Lima et al.(2010) que trabalharam com racdo experimental com
60%PB e racBes comerciais com proteina bruta variando de 46-55%, para
promover a segregacdo de peixes palhaco (A. ocellaris), relataram que a
segregacao ocorre mais rapida com a racdo contendo 60% PB, mas
sequencialmente todos os peixes alimentados com as ragfes comercias com
46%PB, 53%PB e 55%PB, também segregaram, obtendo os mesmos resultados
mas com maior retorno econdémico devido ao menor nivel proteico utilizado.

Neste experimento s6 houve desovas nos tratamentos com inclusdo de
farinha de linhaca (FL) nos niveis de 5% e 15%, onde a FL contribuiu com 2,55 e
7,62% do total da PB, e com 30,86 e 55,83% do total de extrato etéreo, contidos
nas dietas (Tabela 12). Sdo necessarios mais tempo de experimentacdo com
maior numero de repeticbes para verificar se cerca de 3% de PB da FL
combinado com valores de extrato etéreo em torno de 30% , especificos para o
tratamento com 5% de FL, sdo os indicados para induzir a desova de

reprodutores de peixes palhaco.
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Tabela 12. Participacao da farinha de linhaga (FL) nos teores de proteina bruta e
extrato etéreo, por 100 g de dieta experimental utilizada no cultivo do peixe

palhaco
Proteina Bruta— PB*  Extrato Etéreo total — EE**
Incluséo ] ]
Trat. () Dietas FL  %PB Dietas @ % EE Desova
(@ (@ daFL* (g 9 da FL*
T1 0 38,96 0,00 0,00 4,81 0,00 0,00 Nao
T2 5 38,11 0,97 2,55 7,13 2,20 30,86 Sim
T3 15 38,26 2,92 7,62 11,84 6,61 55,83 Sim
T4 25 38,07 486 12,76 17,20 11,02 64,07 Nao
T5 35 38,02 6,80 17,89 23,36 15,43 66,05 Nao

(*) FL — Farinha de linhaca: 19,43% de PB e 44,09% de EE**(Extrato Etéreo).

Segundo Navarro et al. (2009) o excesso de lipidios pode causar um
depdsito excessivo deste nos peixes, reduzir o consumo alimentar e inibir a
utilizacdo dos nutrientes. No entanto niveis elevados podem ser necessarios por
estarem associados a reproducdo e/ou migracao, pois é fonte de energia.

Para Badger (2004) que trabalhou com Melanotaenia splendida splendida
ofertando racdes que variavam no teor de lipidios totais em 9%, 12% e 20%,
verificou que esses teores ndo afetaram o processo de desovas, mas a dieta
contendo 20% de lipidios desenvolveu larvas defeituosas em cerca de 30% e teve
68,7% de sobrevivéncia do embrido “olhado”, enquanto que para 9% e de 12%,
obtiveram cerca de 99,4% e 99,8% de sobrevivéncia. Concluiu que os teores de
lipidios em dietas para M. splendida splendida devem variar de 9 a 12%.

Encontram-se na literatura varios dados de teores de &cidos graxos para a
linhaca, e com base nessas informacdes estimou-se uma média para as
sementes de linhaga de 52,00% do poli-insaturado a-linolénico (18:3n-3, ALN) e
de 16% para o acido linoleico (18:2n-6, AL) conforme Tabela 13.
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Tabela 13. Composicéo de acidos graxos em 100g de sementes de linhaca

Acidos Graxos (%)

- Ac.
Palmitico Estearico Oléico ,?Ccéll_ng:_e Linoléni EPA DHA o
Linhaca co - ALN Referéncia
(16:00) (18:00) (18:1n-9)  (18:2n-6) (18:3n-3)  (20:5n-3) (22:6n-3)
19,40 + FURUYA,
Semente 6,29 +0,04 4,55+0,02 0.05 12,41 56,00 - - 2008
22,98 £ 0,05+ 0,02+ ALMEIDA,
Semente 8,09+0,23 5,24+0,10 026 14,41 46,15 0,01 0,01 2007
Semente 7,96 8,11 21,52 17,82 45,00 - - SOUSA, 2007
ZAMBIAZI et
Semente 4,81 3,03 21,42 15,18 55,00 - - al. 2007
PONTER, A.
Semente 4,20 2,60 16,50 20,30 54,00 - - ot al.2006
TRUCOM,
Semente - - - 16,05 53,10 - - 2006
Semente - - - 15,80 52,00 - - MORRIS, 2007
Média 5,83 4,55 19,21 16,00 52,00 - -

Nesse experimento o teor de acidos graxos das familias n-3 e n-6, para cada
dieta contendo farinha de linhagca foi estimado em: o tratamento com 5%FL
continha 1,65% de ALN e 0,5% de AL; o tratamento com 15%FL continha 2,74%
de ALN e 0,8% de AL; o tratamento com 25%FL, 3,92% de ALN e 1,19% de AL
e para o tratamento com 35% FL, 5,28% de ALN e 1,6% de AL. Segundo o NRC
(2011), para peixes marinhos o requerimento dos acidos graxos da série n-3 (poli-
insaturado a-linolénico 18:3n-3, EPA e DHA) varia de 0,8 a 2,4 da matéria
seca.Somente as dietas com 5% e 15% de FL continham esses teores estimados
de &cidos graxos poliinsaturados.

Alguns autores tem demonstrado que tanto a deficiéncia como o excesso de
acidos graxos podem causar problemas na administracdo de dietas
desbalanceadas. lIzquierdo et.al. (2001) constataram que a truta arco-iris
(Oncorhynchus myssis) alimentada com dieta deficiente em n-3 produziu

vitelogénese com deficiéncia de DHA (acido
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docosaexaenoico) e reducdo de 50% em EPA (&cido eicosapentaenoico). Além
do que o excesso dos niveis de n-3 em dietas para reprodutores pode afetar a
quantidade de 6vulos produzidos. Fernandez-Palacios et al.(1995) trabalharam
com o “gilthead seabream” (Sparus aurata L.), concluiram que excesso de acidos
graxos da familia n-3, em dietas de reprodutores ndo impede as desovas mas
afeta negativamente a reproducédo, pois provoca hipertrofia do saco vitelino das
larvas e, em consequéncia, uma reducédo de 10% na sobrevivéncia até o terceiro
dia de incubacéo.

O uso de alimentos para peixes com altos teores de 4cidos graxos como as
sementes de linhaga, necessariamente ndo implica em utilizacdo total desse
nutriente pelo organismo. Visentainer et al. (2003) relatam que entre os acidos
graxos da série n-3 e n-6 pode haver interacdo competitiva para converter os
carbonos 18 em 20 e 22, devido a afinidade das enzimas desnhaturase/elongase
pelo n-3, e se aumentar a taxa n-3/n6 pode ocorrer a inibicdo das enzimas. Os
mesmos autores relatam que peixes marinhos tem deficiéncia de C18 ou C20, ao
contrario das espécies de peixes de agua doce, precisam de HUFA (acidos
graxos altamente insaturados) da série n-3 como o EPA e o DHA na dieta, devido
a sua inabilidade para sintetiza-los.

Regost et al. (2001), fizeram estudos com o turbot (Psetta maxima), um
tele6steo marinho, sobre a atividade das enzimas hepaticas que participam do
processo da lipogénese. Usaram 6leo de soja e de linhaca em substituicéo total
da fonte lipidica na dieta do peixe e relataram que houve um pequeno aumento
nas atividades dessas enzimas com o aumento do teor de lipidios, mas como a
atividade lipogénica no figado exige mais tempo de observacédo, apos dois meses
do fim do experimento, ainda encontraram reservas de 18:2n-6 e 18:3n-3 no
figado, provenientes dos 0leos vegetais e constataram a ocorréncia do aumento
nas concentracoes de EPA e DHA. Segundo Martino (2003) mesmo que as
espécies marinhas tenham perdido aparentemente a capacidade de realizar a
bioconversédo do acido linolénico em EPA e DHA, parecem possuir a informacao
genética para realizar esse processo.

Segundo o NRC (2011) os teores de lipidios para qualquer espécie de peixe

nao pode ser especificamente definido porque tem a influéncia de uma série de



77

fatores nutricionais. Para algumas espécies teores acima de 20% pode dar
resultados positivos, mas para outras pode ocorre deposi¢cdo de gordura visceral
e desequilibrio nas taxas de energia digestivel/ proteina bruta. Quanto ao
experimento atual ha necessidade de maiores estudos quantitativos para o0s
acidos graxos presentes na linhaca e seus efeitos na nutricdo e reproducado dos
peixes palhacgo.

No presente estudo, somente nos tratamentos com inclusédo de farinha de
linhaca, houve desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios (abaulamento
da papila genital, comportamento de corte, agressividade dos machos com
aproximacédo do aquario, coloracdo mais intensa e brilhante), Nas figuras de 9 a

13 séo observadas as papilas genitais das fémeas nos diferentes tratamentos.

T1-1 |
Figura 9. Papila genital do peixe palhago no tratamento com 0% de farinha de

linhaga (controle) sem alteracfes. As fémeas ndo desovaram.

Figura 10. Papila genital abaulada do peixe palhaco no tratamento T2 (5% de
FL). As fémeas dos casais T2-1 e T2-3 desovaram e as fémeas dos casais T2-2

e T2-4 apresentaram papilas genitais abauladas, mas ndo houve desovas



78

Figura 11. Papila genital de fémeas do peixe palhaco no tratamento T3 (15% de
FL). A fémea do casal T3-2 foi a Unica que ndo desovou. A casal T3-3 apresentou
papila genital hiperabaulada (detalhe)

No tratamento T4 com 25% de FL n&o ocorreu desovas. Somente a fémea
do casal T4-3 apresentou uma leve mudanca na papila genital, mas ndo desovou.

As outras fémeas ndo apresentaram papilas genitais com alteragcfes (Figura 12).

Figura 12. Papila genital das fémeas do peixe palhago no tratamento T4 (25% de
FL). Em destaque para a papila genital da fémea do casal T4-3, com

abaulamento, mas ndao houve desovas.

No tratamento com 35% de FL (T5) nédo ocorreram desovas. Foi observado
comportamento tipico, como limpeza do local de nidificacdo, natagdo conjunta dos
pares, rodopios e certa agressividade dos machos. Somente uma fémea, a do
casal T5-3, apresentou uma leve mudancga na papila genital, com as demais sem

alteracdes (Figura 13).
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Figura 13. Papila genital das fémeas do peixe palha¢o no tratamento T5 (35% de
FL). Em destaque a papila genital da fémea do casal T5-3 com leve abaulamento,

no més de novembro/2011.

Quanto aos fitoestrogenos, semelhantes ao estrogénio enddégeno, os mais
estudados sdo as isoflavonas, lignanas, coumestanos e estilbenos, o que tem
despertado interesse em desenvolver pesquisas sobre sua atuacao na atividade
reprodutiva dos peixes (TURKER et al,, 2011). Os fitoestrogenos tem sido
encontrados na relacdo de substancias quimicas conhecidas como
desreguladores enddocrinos que tem tido acdo na atividade enddcrina de peixes
nativos. Na Linhaga os fitoestrogenos lignanas sdo encontrados na forma de
secoisolariciresinol diglicosideo-SDG, em altas concentracdes que variam de
28.800 a 369.000 pg/100g, e nas formas de matairesinol e piroresinol em baixas
concentragbes (MACIEL, 2006; EPAMINONDAS, 2009). As lignanas tem sido
relacionados com a atuagdo hormonal e desenvolvimento reprodutivo,
principalmente nos humanos (MARQUES, 2008).

Em peixes os fitoestrogenos como 0s coumestanos sdo capazes de
estimular a sintese da vitelogenina no esturjao siberiano (Acipenser mykiss) in
Vivo e in vitro, assim como na carpa comum (Cyprinus carpio) e na truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (PELISSERO et al.,1991). A vitelogenina é precursora da
sequencia de proteinas do vitelo (TURKER et al., 2011).

Bennetau-Pelissero et al. (2002) testaram dosagens de 0; 500 e 1.000 ppm
de genisteina (isoflavona) em dietas para trutas arco-iris na fase da primeira

maturacdo sexual. Nos tratamentos com genisteina houve aceleracdo no
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desenvolvimento testicular e a motilidade e a concentracdo de esperma
decresceram conforme o tempo ofertado da dieta. Quanto as fémeas, somente a
dosagem de 500 ppm retardou a desova, e apresentou menor taxa de ovulacao,
fertilizacdo e viabilidade de larvas. Esses resultados mostraram que a genisteina
interage com os esteroides gerando efeitos estrogénicos e antiestrogénicos, o que
deve ser considerado na nutrigdo de reprodutores.

Existem poucos estudos sobre a acdo dos fitoestrégenos lignana na
atividade reprodutiva dos peixes. Pesquisadores como Tou et al.(1998), Hutchins
et al.(2003) mostraram que a incluséo da linhaca em dietas para ratos nos niveis
5% ou o equivalente 1,5 mg do isolado da lignana secoisolariciresinol diglycoside
(SDG) produziu um efeito antiestrogénico nas fémeas, com o atraso da
puberdade, alongamento do diestro, aparecimento de ciclos estrais irregulares e
reducdo do peso dos ovarios. Nos machos, com o uso prolongado, ocorreu a
reducdo do peso da prostata. O uso de 10% de linhaca teve um efeito
estrogénico, com aumento do peso dos ovarios e do peso relativo da préstata,
alongamento do ciclo estral em 20-30%, retardo do inicio da puberdade e
diminuicdo da distancia anogenital de ambos os sexos. Segundo os autores, 0
efeito estrogénico promove uma aceleracdo da estrogeinizacdo do sistema
nervoso central que passa a liberar hormonios de forma aciclica, o que resulta em
crescimento folicular, com falha na ovulacdo e ocorrem falhas no ciclo estral
devido o prolongamento do estro.

No presente estudo, nos tratamentos que ocorreram desova (com 5% e
15% de farinha de linhaca - FL) foram detectados ovos fecundados, né&o
fecundados, em pequeno nimero e um nuamero expressivo de ovécitos imaturos.
O tratamento com 15% de FL foi o que mais apresentou uma possivel aceleracao
das desovas, devido a liberacdo de ovdcitos imaturos e nédo fertilizados. Nos
tratamentos que receberam 25% e 35% de FL os machos cortejaram as fémeas e
ficaram agressivos, sem desovas. Esses comportamentos podem sugerir efeitos
relacionados a agdo hormonal, mas é preciso mais investigacdo para afirmar em
gue niveis 0s compostos estrogénicos encontrados na linhaca, afetam o processo
reprodutivo e o comportamento dos peixes palhaco. Segundo o NRC (2011) nao
h& informagbes suficientes sobre os efeitos da dieta com fitoestrégenos para

peixe que possa prever com seguranca 0s niveis de inclusao.



4. CONCLUSAO

A utilizacdo da farinha de linhaca nos niveis de inclusdo de 5% e 15% em
dietas para os peixes palhaco influenciou na desova;

A farinha de linhaca nao afetou o bem estar das fémeas dos peixes palhacgo
conforme os valores do fator de condicéo relativo (Kn) que nao variou do valor
padrao igual a um;

O desempenho dos machos foi inferior ao observado para com as fémeas;

A inclusdo de 5% de farinha de linhaca apresentou potencial para uso como
alimento que influencia a eficacia reprodutiva dos peixes palhaco, necessitando
de mais estudos sobre a acdo dos compostos funcionais da linhaca, como os
fitoestrogenos, na alimentacéo de reprodutores;

Os estudos com reproducdo de A. ocellaris necessitam de um ndamero
elevado de casais, como unidades experimentais e maior tempo de

experimentacdo, tendo em vista as grandes variacfes individuais.
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CONSIDERACOES FINAIS

E importante mais pesquisas sobre a ac¢do dos fitoestrogenos provenientes
de alimentos funcionais de origem vegetal, como a linhaca, em ambiente aquatico
de cultivo, para que se possa considerar sua inclusdo em dietas para
reprodutores de peixes palhaco, o que pode levar a uma possivel reducdo do uso
de hormdnios exdégenos no processo de inducao de desovas de peixes.

A necessidade de expansdo da aquicultura tem como um dos limites a
poluicdo das aguas continentais e costeiras, e em ambiente de producdo aquicola
cada dia mais € exigido maior conhecimento e controle da qualidade de agua e do
manejo adequado, para minimizar a emissao de efluentes com niveis elevados de
fezes e residuos de alimentos. No nordeste brasileiro ainda € pouco utilizado os
sistemas de recirculagdo fechados ou semifechados, pelo médio e pequeno
agricultor/aquicultor, ou por falta de conhecimentos ou pelos custos mais elevados
de implantacao, necessitando de maior investimento em treinamento.

Uma das linhas de estudos que devem ser mais pesquisadas em sistemas
aquicolas de recirculacdo € sobre como as bactérias heterotréficas afetam a
qualidade de agua e sua relacdo com os nitrificadores, pois atuam como
biocontroladores e biotransformadores da matéria organica, particulada e
dissolvida, e sdo indicadores da carga organica e de possiveis falhas na

desinfeccdo, mas sem controle podem inviabilizar qualquer sistema de producéo.
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APENDICES

Figura 1. Bateria de aquérios onde foi realizado o cultivo do peixe palhaco. Da
esquerda para direita: a frente; a parte de tras mostrando a saidas individuais de

cada aquario
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Figura 2. Medida do Comprimento total, Lt (cm) — medida da extremidade do
focinho até a extremidade mais pronunciada da nadadeira caudal do peixe
palhaco. Obtencéo do peso corporal total, Wt (g) — massa corporal do peixe vivo
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Figura 3. Crescimento de bactérias heterotréficas meséfilas (48h;36,8°C). NEPA,
UFRB, 2011.

Figura 4. Figura A - Meio de crescimento para Pseudomonas. Figura B -
Crescimento de Aeromonas e Edwardsiella, apos incubacdo. Figura C -
Placas de isolamento de Aeromonas, Meio Agar Mac Conkey (rosa) e
Edwardsiella, GSP (laranja). NEPA, UFRB, 2011.
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Figura 5. Meio de preenchimento do biofiltro em ordem de sobreposi¢éo do fundo
para a superficie. A — Pedras calcérias; B — Casca de ostras; C — Casca de ostra
triturada; D — Halimeda; C - Cascas de ostra e Halimeda embaladas em bolsas

de tela.

Figura 6. Maturacdo do biofiltro. Da esquerda para a direita o processo de
reducdo a niveis ndo detectaveis dos teores de nitrito, em sistema fechado de
recirculacdo de agua, antes do povoamento da bateria de cultivo do peixe palhaco



