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RESUMO

A espécie de cavalo-marinho Hippocampus reidi é uma das mais
procuradas no mercado da aquariofilia. Entretanto, altas taxas de
mortalidade sdo observadas no cultivo nos primeiros dias de vida, sendo
um dos principais entraves para o desenvolvimento comercial do cultivo
da espécie. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi gerar informacfes para
melhorar o protocolo de cultivo para as primeiras semanas de vida da
espécie. Foram realizados quatro trabalhos (capitulos): 1) Tolerancia a
salinidade (TLsg), sobrevivéncia e crescimento durante os primeiros 10
dias de vida nas salinidades de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 psu e
determinacdo do ponto isosmético de animais adultos; 2) Efeito do
fotoperiodo (06 horas de Luz: 18 horas de Escuro, 10L:14E, 12L:12E,
14L:10E, 18L:06E e 24L:00E) e da cor de tanque (azul, branco, preto,
transparente e vermelho) 3) Efeito da densidade de estocagem (1, 3, 6 €
15 individuos/L) e 4) Efeito de quatro dietas: rotifero (Dieta R), rotifero
mais zooplancton selvagem (Dieta R+ZS), zooplancton selvagem (Dieta
ZS) e rotifero mais copépode Paracalanus quasimodo cultivado (Dieta
R+CC) na primeira alimentagdo da espécie. Também foi avaliada a
eficiéncia de uma dieta comercial para o cultivo de copépode. A maior
TLso foi observada para a salinidade 10 psu, e a menor TLsy foi
verificada para 5 psu. No experimento de crescimento, foi observada
uma relacéo negativa entre salinidade e peso final e salinidade e altura
final de acordo com as regressdes realizadas, de forma que quando
diminui a salinidade de 35 até 10 psu, maior o crescimento. Maior
sobrevivéncia foi observada entre 10-25 psu. O ponto isosmético da
espécie foi determinado em 11,68 psu (303,38 mOsm/kg). Nao houve
diferenca significativa no crescimento e na sobrevivéncia entre 0s
juvenis submetidos de 10 a 24 horas de luz. Os animais expostos a
06L:18E mostraram um menor crescimento em altura e peso e baixa
sobrevivéncia. Ndo houve diferenca no crescimento e na sobrevivéncia
entre juvenis submetidos as diferentes cores de tanque, nem para as
diferentes densidades de estocagem. Foi observada uma maior
sobrevivéncia e crescimento nas Dietas R+ZS, ZS e R+CC em relacdo a
Dieta R. A dieta inerte revelou ser eficiente no cultivo de P. quasimodo,
podendo ser um possivel substituto da microalgas. P. quasimodo
demonstrou ser resistente as condi¢Ges de cultivo, podendo ser uma
grande candidata para producdo intensiva.

Palavras-chave: Aquicultura, Syngnathidae, Peixe ornamental






ABSTRACT

High mortality rates are observed along the seahorses Hippocampus sp.
production, especially at the initial days of life. Hippocampus reidi is
one of the most sought species destined for the aquarium trade. The goal
of this work was to generate information for the elaboration of a
cultivation protocol for the first weeks of life of H. reidi. Four studies
(chapters) were conducted: 1) salinity tolerance (LTso), survival and
growth during the first 10 days of life in the salinities: 5, 10, 15, 20, 25,
30 and 35 psu and determining the isosmotic point of adults; 2) Effect of
photoperiod (06 hours light: 18 hour dark, 10L:14D, 12L:12D,
14L:10D, 18L:06E and 24L:00E) and the tank color (blue, white, black,
transparent and red); 3) Effect of stocking densities (1, 3, 6 and 15
individuals / L) and 4) Effect of four diets: rotifer (Diet R), rotifer plus
wild zooplankton (Diet R+ZS), wild zooplankton (Diet ZS), and rotifer
plus cultivated copepod Paracalanus quasimodo (Diet R+DC), at the
first feeding of the species. The effectiveness of a commercial diet was
evaluated for the copepod culture. The highest LTso was observed at 10
psu salinity, and the lowest observed at 5 psu. In the growout
experiment, a negative relationship was observed between salinity and
final weight, and salinity and the final height according to the
regressions performed, so that when reducing the salinity from 35 to 10
psu, greater was the growth. Higher survival was observed between 10-
25 psu. The isosmotic point of the species was determined in 11.68 psu
(303.38 mOsm/kg). No significant differences in growth and survival
among juveniles submitted to 10-24 hours of light. The animals exposed
to O6L: 18E showed less growth in height and weight and low survival.
No difference in growth and survival of juveniles submitted to different
tank colors, or different stocking densities were detected. Greater
survival and growth was observed in diets R+ZS, ZS and R+CC in
relation to Diet R. The inert diet was effective in the cultivation of P.
quasimodo and may be a possible replacement for microalgae. P.
quasimodo proved to be resistent to cultivation conditions, and can be a
great candidate for intensive production.

Keywords: Aquaculture, Syngnathidae, Ornamental fish.
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1.  INTRODUCAO GERAL
1.1 CAVALOS-MARINHOS

Segundo Nelson (2006), os cavalos-marinhos apresentam a
seguinte classificacio sistematica:
Classe: Actinopterygii
Sub-classe: Neopterygii
Divisdo Teleostei
Ordem: Gasterosteiformes
Sub-ordem: Syngnathoidei
Familia: Syngnathidae
Género: Hippocampus

Dentro da familia Syngnathidae, que engloba 52 géneros, estdo 0s
cavalos-marinhos, dragdes-marinhos, peixes-cachimbo e cavalos-
cachimbo. Os cavalos-marinhos sdo encontrados em todo o mundo,
geralmente ocupando &guas rasas, em regides tropicais e temperadas,
habitando bancos de fanerégamas marinhas, manguezais, estuarios ou
formagoes recifais (VINCENT,1996a; LOURIE et al., 1999).

Todos os cavalos-marinhos apresentam praticamente as mesmas
caracteristicas morfologicas corporais e funcionais basicas: uma “cabeca
de cavalo” formando um angulo aproximadamente reto em relagdo ao
eixo longitudinal do corpo; olhos independentes um do outro; focinho
longo e tubular, sem dentes, que permite ao animal sugar a comida; trato
digestério sem estdbmago diferenciado; pele esticada em cima de uma
série de anéis d6sseos ao redor do tronco e da cauda, e uma cauda
preénsil para se agarrar ao substrato (FIGUEIREDO e MENEZES,
1980; FOSTER e VINCENT, 2004).

Além da sua morfologia bastante diferenciada, os cavalos-
marinhos apresentam grande varia¢do nos padrdes de coloracdo e alguns
podem desenvolver filamentos dérmicos que auxiliam na camuflagem.
Essas caracteristicas contribuem para que a taxonomia do género ainda
apresente grandes discordancias acerca do nimero de espécies
consideradas validas (LOURIE et al., 2004). De acordo com Integrated
Taxonomic Information System (ITIS, 2015) e Kuiter (2009), ha até 74
espécies de cavalos-marinhos, enquanto que apenas 54 espécies sdo
relatadas na base de dados FishBase (FROESE E PAULY, 2015), 47
espécies sdo reconhecidas pelo Project Seahorse
(PROJECTSEAHORSE, 2014) e apenas 38 espécies sdo listados pela
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IUCN (International Union for the Conservation of Nature) (IUCN,
2014).

No litoral brasileiro, sdo encontradas trés espécies da cavalos-
marinhos H. reidi, H. erectus e H. patagonicos (SILVEIRA et al.,
2014). H. reidi, também conhecido como “longsnout” ou cavalo-
marinho brasileiro, apresenta maior abundancia (FIGUEIREDO e
MENEZES, 1980; LOURIE et al., 1999; ROSA et al., 2002),
distribuindo-se dos EUA até o Rio Grande do Sul no Brasil (FROESE e
PAULY, 2014). Esta espécie pode atingir até 24 cm de comprimento
(HORA et al., 2010).

Diferente de muitos outros peixes, os cavalos-marinhos nao
apresentam nenhum tipo de defesa de territdrio. Isto provavelmente
ocorre porgue eles ndo possuem a necessidade de proteger locais de
desova (FOSTER e VINCENT, 2004). Eles geralmente apresentam
baixa mobilidade, pequeno territério, alta fidelidade com o parceiro e
baixa fecundidade, que pode ser compensada por um longo periodo de
cuidado parental (FOSTER e VINCENT, 2004). Uma das caracteristicas
mais peculiares destes animais é em relacdo a reproducdo, uma vez que
sd0 0s machos, ao invés das fémeas, que ficam "gravidos".

A maior parte das espécies de cavalos-marinhos estudadas na
natureza formam pares monogamicos, no qual um macho e uma fémea
acasalam repetida e exclusivamente (FOSTER e VINCENT, 2004;
LOURIE et al., 2004). Para H. reidi, ndo se conhece ainda este
comportamento no ambiente natural, porém, em cativeiro, tanto machos
quanto fémeas podem trocar de parceiros a cada acasalamento (HORA
et al., 2010). Woods (2000a) também reporta este mesmo
comportamento para H. abdominalis em cativeiro.

Em cativeiro, H. reidi se reproduz ao longo do ano, e para
acasalar o macho realiza uma corte que pode durar horas (SILVEIRA,
2009; HORA et al., 2010). O macho muda sua a coloracdo, ficando
palido e abre o poro da bolsa incubadora, podendo infla-la. Ele mostra
comportamento ativo, indo de encontro a potencial parceira, agarrando-a
com a sua cauda preénsil e nadando junto a ela. O macho coloca a
abertura da bolsa incubadora na dire¢do do poro genital da fémea para
que esta deposite os o6citos na bolsa incubadora onde serdo fertilizados
(SILVEIRA, 2009; HORA et al., 2010). O macho guarda os ovos
fecundados até a liberacédo dos filhotes completamente formados.

Esta incomum bolsa incubadora (Figura 1) localizada
ventralmente no corpo do macho dos cavalos-marinhos tem a fungéo de
proteger os embrides, nutri-los e agir como um 6érgdo osmorregulador,
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funcionando como uma “pseudo placenta” (KORNIENKO, 2001,
CARCUPINO, 2002). O tempo de gestacdo dos cavalos-marinhos varia
de 9 a 45 dias dependente da espécie (FOSTER e VINCENT, 2004), em
H. reidi, a gestacdo dos filhotes dura em média duas semanas (ROSA et
al., 2002). O aumento ou a diminuicdo da temperatura da agua na
gestagdo pode ocasionar maior ou menor tempo de gestacdo (HORA et
al., 2010). Aparentemente, quanto maior o tempo de gestagdo mais
saudavel é a prole e maior é a chance de chegar a idade adulta (ROSA et
al., 2002). No momento da liberacdo dos filhotes, 0 macho contrai a
bolsa e expulsa os filhotes de dentro dela. A partir deste momento o
macho ja esta apto a acasalar novamente.

Figura 1: Macho e Fémea de Hippocampus reidi. Adaptado de
Lourie et al., 2004.

Hippocampus reidi

10 Macho Fémea

No ambiente natural, a principal dieta do género Hippocampus
S80 pequenos crustaceos. Assim que nascem ja sdo capazes de se
alimentar e ingerirem inicialmente copépode e copepoditos, mas ao
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longo do seu crescimento alteram sua dieta, preferindo presas maiores a
medida que aumentam de tamanho (FOSTER e VINCENT, 2004).
Quando adultos, se alimentam principalmente de anfipodas, pequenos
camardes carideos e misidaceos (CASTRO et al., 2008; KENDRICK e
HYNDES, 2005; TEIXEIRA e MUSICK, 2001).

1.1.1 Comeércio de organismos aquaticos ornamentais e de
cavalos-marinhos

A indistria de organismos aquaticos ornamentais, que inclui
equipamentos, servigos e animais, tem valor estimado em 15 bilhdes de
dolares (MOORHEAD e ZENG, 2010). No inicio dos anos 2000,
estimavam-se que a coleta de ornamentais marinhos movimentava entre
28 e 44 milhdes de dolares (WOOD, 2001) com a coleta de 25-40
milhdes de peixes para suprir a demanda de cerca de 1,5 a 2 milh8es de
aquarios marinhos em todo o mundo (WOOD, 2001; WABNITIZ et al.,
2003). Apesar da escassez de dados atualizados, possivelmente, com o
desenvolvimento de novas tecnologias para manter aquérios marinhos
domeésticos, esse valor seja superior.

Também no inicio dos anos 2000, o Brasil esteve entre os 10
maiores fornecedores de peixes ornamentais do mundo, e era um dos
principais exportadores de cavalos-marinhos (WOOD, 2001;
MONTEIRO-NETO et al., 2003; WABNITZ et al., 2003). Na metade da
década de 2000, o pais era 0 maior consumidor de cavalos-marinhos da
América Latina, porém, estatisticas oficiais sobre a magnitude deste
comércio sao subestimadas (ROSA, 2005).

Os cavalos-marinhos sdo comercializados tanto vivos quanto mortos
(secos). Os animais vivos atendem a industria de peixes ornamentais
(aquariofilia) (Figura 2). Ja os individuos secos, que constituem a maior
parte dos cavalos-marinhos comercializados no mundo, tém como
destino a medicina tradicional, principalmente chinesa, ou, em menor
grau, sdo usados como souvenires e artesanatos (VINCENT, 1996b).

O Brasil explora cavalos-marinhos para a aquariofilia desde a
década de 1990. As exportacdes sdo principalmente sustentadas por H.
reidi que é uma das espécies mais procuradas para o mercado de
aquariofilia mundial e em aquarios publicos (BULL, 2002). Devido a
grande exploracdo destes animais, Rosa et al. (2007) relatam baixa
densidade populacional de H. reidi em varias localidades do Brasil. No
estado do Ceara, o tamanho médio dos individuos adultos & menor que
em outros estados devido a pressdo de captura sobre 0os maiores animais
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destinados para a aquariofilia. Adicionalmente, diversos pescadores ja
relatam a diminuicdo populacional de cavalos-marinhos ao longo dos
anos (ROSA et al., 2005). Tanto em volume quanto em numero de
espécies comercializadas, os cavalos-marinhos sdo os Syngnathides
mais explorados.

Figura 2: A: Cavalo-marinhos comercializados através da internet. B:
Cavalos-marinhos secos e conchas comercializados na praia de
Guarapari-ES. C: Cavalos-marinhos H. reidi capturados destinados para
aquariofilia em uma empresa exportadora de ornamentais marinhos no
estado do Espirito Santo, Brasil.

Fotos: A- www.indomahseer.wordpress.com. B e C- Maik S. C. Hora.

O consenso da necessidade do ordenamento do comércio de
cavalos-marinhos culminou em 2004 com a insercdo de todas as
espécies do género Hippocampus no Apéndice Il da CITES (Convention
on International Trade in Endangered Species of Wild Flora and Fauna)
(CITES, 2014), e na lista vermelha de espécies ameacadas da IUCN
(International Union for the Conservation of Nature) como vulneraveis.
Na Ultima atualizacdo da lista vermelha em 2012, 10 espécies estdo
listadas como "vulneravel”, 26 espécies como “dados insuficientes”,
uma espécie “ameacada” e uma espécie como "menor preocupagio”



24

(IUCN, 2014). Espécies inscritas no apéndice Il da CITES estdo
autorizados a ser comercializadas; no entanto, os paises exportadores
sdo obrigados a garantir a manuten¢do das populacdes selvagens.

No Brasil, a fim de controlar e assim diminuir a sua captura para
fins de aquariofilia, a Instru¢do Normativa n° 56/2004 do IBAMA
estabelece cotas de exportacdo para H. reidi e H. erectus. Por sua vez,
Hippocampus patagonicos foi registrada recentemente no pais
(SILVEIRA et al., 2014), por isso ndo h4 permissdo de coleta para a
espécie. Assim, cada empresa tem o direito de exportar 250 individuos
de cada espécie por ano (IBAMA, 2004). Porém, a maioria dos
exportadores, pescadores e fiscais ndo descriminam uma espécie da
outra (ROSA, 2004; observacdo pessoal). Assim, H. reidi que é mais
abundante estad mais exposto a ser capturado.

Além disso, ndo existe restricdo para os animais comercializados
internamente no pais. H. reidi também foi catalogada pelo Ministério do
Meio Ambiente (MMA) como “sobreexplotada ou em risco de
sobreexplotacdo” (MMA, 2004), o que levou o IBAMA (Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Hidricos), a elaborar em 2009,
com auxilio de especialistas de todo o Brasil, a “Proposta do Plano de
Gestdo para Uso Sustentavel de Cavalos-Marinhos do Brasil”, de forma
a assegurar que o status de uso das espécies de cavalos-marinhos seja
revertido. O documento corresponde a uma proposta preliminar para
discussdo e elaboragdo do “Plano Nacional de Gestdo para o Uso
Sustentavel dos Cavalos-Marinhos”.

Porém, ap6s cinco anos, poucas foram a discussdes em cima da
proposta para a implementacdo do plano. Recentemente todas as trés
espécies de cavalos-marinhos que ocorrem no Brasil foram colocadas
como vulneraveis na “Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna
Ameagadas de Extingdo” (MMA, 2014).

1.2.2 Cultivo de organismos aquaticos ornamentais e do cavalo-
marinho

Ao contrario de espécies ornamentais de agua doce, onde mais de
90% dos peixes comercializados sdo produzidas em cativeiro, a grande
maioria dos peixes marinhos sdo oriundos da coleta no ambente,
principalmente nas regiGes tropicais e subtropicais (WOOD, 2001;
MONTEIRO-NETO et al., 2003; WABNITZ et al., 2003). Das mais de
1.400 espécies de peixes ornamentais marinhos comercializados
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(WABNITIZ et al., 2003), apenas 72 espécies eram produzidas em
cativeiro até 2003 (MOE, 2003).

Esta atividade é caracterizada como extrativista, e em muitos casos
ocorre de forma desordenada e impactante para o meio ambiente
(TLUSTY, 2002). Por exemplo, alguns comerciantes menos conscientes
continuam a consumir organismos oriundos de pesca destrutivas, como
0 uso de cianeto para anestesiar espécies de peixes mais valiosas e mais
dificeis de capturar com as técnicas tradicionais (OLIVOTTO et al.,
2011). O uso deste veneno ndo somente causa maleficios as espécies
alvo, mas também as ndo-alvos como outros peixes e invertebrados
marinhos (MAK et al., 2005).

Assim, o desenvolvimento da aquicultura comercial para espécies
de peixes ornamentais marinhos, principalmente os mais vulneraveis,
como é o caso dos cavalos-marinhos, auxiliaria na diminuicdo da
pressdo de sobreexplotacdo e ajudaria a sustentar e desenvolver a
industria de cultivo de peixes ornamentais marinhos. Isso promoveria a
geracdo de novas divisas socioecondmicas a0 mesmo tempo em que
atenderia medidas de conservacdo (HORA, 2007).

Koldewey e Martin-Smith (2010), apontam que na metade da
década de 2000, haviam 28 empresas produtoras de cavalos-marinhos
no mundo, no qual poucas delas produziam de maneira significativa
uma das sete espécies, H. abdominalis, H. barbour, H. breviceps, H.
comes, H. ingens, H. kuda e H. reidi. Australia e Nova Zelandia eram os
principais produtores, além desses, mais nove paises eram responsaveis
também por essa producdo: Brasil, Hong Kong, Irlanda, México, Nova
Caledonia, Siri Lanka, Reino Unido, EUA e Vietinan. As principais
espécies produzidas sdo H. barbour e H. kuda (6 empresas cada), H.
reidi (4), e H. erectus (4).

O Brasil é um dos quatro produtores de H. reidi (KOLDEWEY e
MARTIN-SMITH, 2010). Os animais atendem exclusivamente o
mercado de exportacdo e sdo comercializados com tamanho minimo de
7,5 cm, com preco que varia entre 10-15 ddlares a unidade, dependendo
da cor e do tamanho. O preco também pode variar dependendo da
concorréncia com outros paises. Em ordem decrescente, 0s mais
valorizados sdo os vermelhos, laranjas e amarelos, 0s escuros néo
possuem valor de mercado para exportacdo. Os cavalos-marinhos
produzidos no Brasil sdo destinados principalmente para os EUA, onde
podem alcancar precos superiores a 150 dolares (J.P. Demarco,
informacdo pessoal).
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Comparado com outros peixes recifais, os cavalos-marinhos séo
relativamente novos na indastria da aquicultura e com elevado potencial
econdmico devido a crescente demanda e os altos precos de mercado.
Embora a tecnologia de criagdo em escala comercial para essas poucas
espécies exista, sdo necessarias melhorias para aumentar a produtividade
(OLIVOTTO et al., 2011). Muitos produtores de cavalos-marinhos e de
espécies ornamentais marinhas em geral, desenvolvem uma metodologia
de produgdo e a mantém em segredo, com medo que haja o surgimento
de mais concorrentes, 0 que torna mais dificil o aumento da producao
destes animais e dificulta o aprimoramento da técnica de cultivo
desenvolvida. Apesar da ilusdo de vantagem pelo produtor, essa atitude
pode ser errbnea, uma vez que o compartilhamento dessas informacdes,
principalmente para a academia, poderia ajudar a aprimorar as técnicas
de cultivo e dar um retorno para o produtor com informagdes capazes de
melhorar sua producéo.

1.2.3 Principais entraves para o cultivo de cavalos-marinhos

O conhecimento sobre os aspectos essenciais para o cultivo de
cavalos-marinhos sdo escassos, especialmente aqueles relacionados com
0 sucesso reprodutivo e a mortalidade de juvenis. Apesar da criagdo de
cavalos-marinhos em cativeiro poder contribuir para melhor
compreensdo da biologia e fisiologia, pouco se sabe sobre a influéncia
de fatores bi6ticos e abi6ticos no seu desenvolvimento, ainda ha
informacdes insuficientes sobre o crescimento, reproducgdo, alimentacdo
e exigéncias nutricionais destes animais (OLIVOTTO et al., 2011). A
criacdo de juvenis é conduzida de forma diferente para cada espécie,
com cultivos realizados em agua verde ou clara, sobfotoperiodo natural
ou regimes continuos, com diferentes tipos de enriquecimentos para o
alimento vivo (OLIVOTTO et al.,, 2011), com diferentes tipos de
estruturas de producdo (recirculacdo, semi-aberto e aberto)
(KOLDEWEY e MARTIN-SMITH, 2010) entre outros.

O género Hippocampus é considerado de dificil cultivo por diversos
autores (FORTEATH, 1996; VINCENT, 1996a; VINCENT, 1996b;
LOURIE et al., 1999; WOODS, 2000a e 2000b; GIWOJNA, 2002;
FOSTER e VINCENT, 2004; WITTENRICH, 2007; OLIVOTTO et al.,
2011). Porém, o nimero de estudos voltados ao cultivo desses animais
em todo mundo é crescente e refere-se principalmente as espécies mais
procuradas para aquariofilia e para a medicina tradicional chinesa
(KOLDEWEY e MARTIN-SMITH, 2010).
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Um dos grandes entraves na producdo de cavalos-marinhos é a
exigéncia nutricional na primeira alimentacdo (KOLDEWEY e
MARTIN-SMITH, 2010; OLIVOTTO et al., 2011). Cavalos-marinhos
juvenis sdo predadores obrigatorios que buscam presas vivas (FELICIO
et al., 2006). O cultivo de alimento vivo é custoso (KOLDEWEY E
MARTIN-SMITH, 2010) e a alimentacdo tradicional é comumente
baseada na utilizacdo de rotiferos Brachionus sp. e nduplios de Artemia
sp., e, menos frequentemente, sdo utilizados copépodes.

Cavalos-marinhos também possuem outra desvantagem em
relacdo a alimentagdo, uma vez que possuem trato intestinal simples,
sem estbmago funcional que pode dificultar digestdo (PALMA et al.,
2013). Aliado a isso, os nauplios de artemia apresentam baixa
digestibilidade (PAYNE e RIPPINGALE, 2000; OLIVOTTO et al.,
2011). Assim, o uso exclusivo de copépodes ou suplementado com
Artemia sp. ou rotifero tem sido testado para melhorar a criacdo de
juvenis, (PAYNE e RIPPINGALE, 2000; SHENG et al., 2006;.
OLIVOTTO et al., 2008; HORA e JOYEUX, 2009). Portanto, a oferta
de presas em quantidades suficientes e nutricionalmente adequadas é
essencial para garantir o crescimento e sobrevivéncia ideal durante a
criacdo de cavalos-marinhos (MARTINEZ-CARDENAS e PURSER,
2007; SOUZA-SANTOS et al.,2013).

A influéncia de fatores abioticos (salinidade, temperatura,
fotoperiodo, cor de tanque, luminosidade, pH, oxigénio e compostos
nitrogenados entre outros) e bidticos (como densidade de estocagem,
alimentacdo e genética) podem influenciar de diversas maneira o cultivo
de peixes (BOEUF E LE BAIL, 1999; BOEUF e PAYAN, 2001). A
acao desses fatores tem sido estudada principalmente em relagdo ao seu
efeito direto no crescimento e na reproducdo de peixes (BOEUF e
PAYAN, 1999; 2001). Mas eles também podem interferir na eficiéncia
alimentar, gasto energético, atividade locomotora, reproducao, estresse
entre outros. Tais fatores foram pouco estudados para cavalos-marinhos,
e possivelmente influenciam de diferentes maneiras cada espécie, uma
vez que tais peixes possuem distribuicdo global em diferentes
ambientes. Assim, hd a necessidade do conhecimento de melhores
condicdes dos fatores bidticos e abidticos para o aprimoramento de um
protocolo de cultivo.

Apesar de existirem pequenas producdes comerciais para H. reidi,
informacgdes cientificas geradas sobre o cultivo desta espécie sdo
escassas, e s6 foram publicados recentemente (OLIVOTTO et al., 2008;
HORA e JOYEUX 2009; WILLADINO et al, 2012; MELO-
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VALENCIA et al., 2013; pham e lin, 2013; souza-santos et al., 2013),
inexistindo um protocolo de cultivo. Assim, Olivotto et al. (2008)
testaram diferentes tipos de alimentagdo e fotoperiodos para os
primeiros estdgios de vida; Hora e Joyeux (2009) analisam o
crescimento entre 0 nascimento e a maturagcdo sexual, também
providenciando informacdes sobre a mortalidade ex situ, a razdo sexual
e aspectos reprodutivos de jovens adultos. Willadino et al. (2012), Pham
e Lin (2013) e Souza-Santos et al. (2013), estudaram aspectos
alimentares de juvenis nos primeiros dias de vida.

Mesmo com varios problemas de mortalidade, principalmente
relacionado a doencas, de 2008 a 2014 foram produzidos e exportados
aproximadamente 6.000 individuos na Unica empresa produtora desta
espéecie no Brasil (J.P. Demarco, comunicacdo pessoal). Essa quantidade
equivale a cota de exportagcdo de H. reidi selvagem de uma empresa
exportadora de ornamentais por 24 anos ou de 24 empresas por ano. Isso
demonstra a possibilidade de aumento de mercado e potencial de
producdo que a espécie possui e a necessidade de geracdo de
informagdes para se criar um protocolo de produgéo da espécie.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Determinar condigdes bidticas e abitticas ideais de cultivo de
juvenis do cavalo-marinho Hippocampus reidi durante o estagio inicial
de desenvolvimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a tolerancia a salinidade e o crescimento de juvenis de H.
reidi durante os seus primeiros dias de vida e determinar o ponto
isosmético da espécie.

Determinar o melhor fotoperiodo e a cor de tanque para os juvenis
de H. reidi nos primeiros 15 dias de vida.

Verificar a melhor densidade de estocagem para H. reidi durante a
fase pelagica e no inicio do processo de transicdo para a fase bentdnica.

Testar 0 uso do copépode calandide Paracalanus quasimodo
cultivado com uma dieta inerte juntamente com rotiferos em relagédo ao
zooplancton selvagem e rotiferos na primeira alimentacéo de H. reidi.
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CAPITULO 1

Tolerancia e crescimento do cavalo-marinho Hippocampus reidi a
diferentes salinidades

Maik dos Santos Cividanes da Hora*"", Jean-Christophe Joyeux” , Ricardo
Vieira Rodrigues® , Lilia Pereira de Sousa Santos®, Levy Carvalho Gomes®,
Monica Yumi Tsuzuki®

Resumo

O Hippocampus reidi é umas das espécies de cavalo-marinhos mais
populares na aquariofilia. Uma alternativa para ajudar a diminuir a
pressdo pesqueira sobre suas populagfes naturais é o desenvolvimento
do cultivo comercial para esta espécie. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi verificar a tolerdncia a salinidade, o crescimento e
sobrevivéncia nas fases iniciais e determinar o ponto isosmético da
espécie. O maior tempo letal de 50% da populacdo (TLsp) foi observado
para a salinidade 10 psu, seguido pelas salinidades 15 e 20 psu em
sequéncia as salinidades 25, 30 e 35 psu e 0 menor TLs, foi verificado
para 5 psu. Na salinidade zero todos os animais morreram antes de seis
horas de experimento. No teste de sobrevivéncia e crescimento, 0s
cavalos-marinhos submetidos a salinidade 5 psu morreram no segundo
dia. Foi observada relagdo negativa entre salinidade e peso final e
salinidade e altura final de acordo com as regressdes realizadas, de
forma que quando diminuiu a salinidade, até a salinidade 10 psu, maior
foi o crescimento em altura e peso. As maiores taxas de sobrevivéncia
foram observadas entre as salinidades 10 e 25 psu. O ponto isosmético
da espécie foi determinado em 11.68 psu (303.38 mOsm/kg), o que esta
proximo a salinidade onde se obteve os melhores resultados nos dois
primeiros experimentos. A utilizagdo de uma salinidade intermediaria
para a producdo em escala comercial dessa espécie é vantajosa porque,
além de maximizar a sobrevivéncia e o0 crescimento da espécie,
necessitaria de menor captacdo de dgua salgada ou compra de sal.

Palavras chave: Ponto isosmético, cavalo-marinho do focinho longo,
peixe ornamental.
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1.INTRODUCAO

O cavalo-marinho Hippocampus reidi (Ginsburg, 1933)
distribui-se da Carolina do Norte (EUA), Bermudas e Bahamas até o
Rio Grande do Sul (Brasil) (Froese e Pauly, 2014) e é uma das espécies
do género mais populares no mercado da aquariofilia. Tendo em vista a
elevada pressdo pesqueira destinada para este mercado, para fins de
artesanato e principalmente para a medicina tradicional chinesa, além da
degradacdo dos seus habitats naturais, desde 2004 todas as espécies de
cavalos-marinhos constam no Apéndice Il da CITES (CITES, 2014). No
Brasil, a partir de 2004, a fim de controlar e assim diminuir a sua
captura para fins de aquariofilia, foram estabelecidas cotas de
exportacdo para duas das trés espécies que ocorrem no pais: H. reidi e
H. erectus (Silveira et al., 2014) (H. patagonicos foi registrada
recentemente no pais, por isso ndo ha permissdo de coleta). Cada
empresa tem o direito de exportar 250 individuos de cada espécie por
ano. Porém, tanto os exportadores e pescadores quanto os fiscais nao
discriminam uma espécie da outra. Assim, H. reidi, que se encontra em
maior abundéncia, esta propenso a ser mais capturado. Além disso, ndo
existe restricdo para os animais comercializados internamente no pais.

Uma outra ferramenta para diminuir a pressdo pesqueira sobre
as populacbes naturais de H. reidi é o desenvolvimento da criacdo
comercial, que ja existe em pequena escala no Brasil (Hora e Joyeux,
2009; Koldewey e Martin-Smith, 2010). O ciclo de vida de H. reidi em
cativeiro ja é conhecido (Hora e Joyeux, 2009), entretanto, ainda sédo
recentes 0s estudos sobre a producdo dessa espécie (Olivotto et al.,
2008; Willadino et al., 2012; Pham e Lin, 2013; Melo-Valencia et al.,
2013; Souza-Santos et al., 2013). Essa caréncia de estudos faz com que
os cultivos das diferentes espécies de cavalos-marinhos, apresentem
ainda muitos problemas que geram altas taxas de mortalidade,
principalmente nos primeiros dias de vida, onde os animais sdo mais
frageis e susceptiveis a doencas (Koldewey e Martin-Smith, 2010).

H. reidi habita principalmente regiGes estuarinas e por isso
naturalmente tolera grandes flutuagfes de salinidade (Foster e Vincent,
2004). Sabe-se que a salinidade ¢ um dos parametros abidticos mais
importantes da agua que pode influenciar o desenvolvimento dos peixes
em diferentes estagios de vida. Pode interferir desde a fertilizacdo e
incubacdo de ovos (Griffin et al., 1998; Zhang et al., 2010), no
crescimento larval (Ostrowski et al., 2011; Tsuzuki et al., 2000) e
também no desenvolvimento de juvenis e adultos (Lin et al., 2009;
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Resley et al., 2006). Peixes marinhos e estuarinos quando em ambiente
com nivel de salinidade distinto da sua concentracdo corporal gastam
mais energia para a osmorregulacdo. Este gasto pode variar de menos de
10% até 50% do seu metabolismo padrédo (Boeuf e Payan, 2001), e pode
afetar negativamente o crescimento e a sobrevivéncia dos animais.
Assim, enquanto H. kuda com idade de 9 semanas revelam extrema
tolerancia a salinidade, o crescimento e a sobrevivéncia foram melhores
em salinidades intermediarias (Hilomen-Garcia et al., 2003), as quais
ndo foram testadas em juvenis ou em outras espécies de cavalos-
marinhos (Lin et al., 2009), inclusive H. reidi (Melo-Valenga et al. ,
2013).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a tolerancia a
salinidade e o crescimento de juvenis de H. reidi durante os seus
primeiros dias de vida, bem como determinar o ponto isosmético da
espécie. Tais estudos irdo contribuir com o aperfeigoamento do cultivo e
auxiliar na diminuicdo da sua captura no ambiente natural.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram realizados trés experimentos: 1) tolerancia a salinidade
em juvenis de H. reidi nos primeiros dias de vida, Il) sobrevivéncia e
crescimento em diferentes salinidades e 1) determinagdo do ponto
isosmotico de animais adultos.

2.1 CONDIGOES GERAIS DE MANUTENGCAO

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Ictiologia
e Maricultura Ornamental, localizado na Base Oceanografica da
Universidade Federal do Espirito Santo, (Aracruz-ES, Brasil). Foram
capturados na Baia do Espirito Santo (Vitéria-ES, Brazil, 20°19’ S,
40°20" W) um total de 51 adultos de H. reidi (autorizagdo ICMBio
SISBIO n°® 23924-1), entre fémeas e machos em adiantado estado de
gravidez. No local da captura, a salinidade da agua era de 28,0 + 3,2
psu.

Os reprodutores, cujos filhotes foram destinados aos
experimentos | e Il foram mantidos em aquarios de 60 e 140 L
pertencentes a um sistema de recirculacdo de agua salgada de
aproximadamente 4000L equipado com skimmer, filtro biol6gico de
areia e de algas calcarias. Os parametros fisico-quimicos foram
monitorados diariamente. A temperatura e a salinidade foram aferidos
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com o medidor multipardmetro (modelo EC300, YSI, USA), sendo que
a temperatura variou de 25,8 °C a 26,5 °C, a salinidade foi mantida em
30 psu. O pH foi medido com pHmetro (modelo ph-700, Instrutherm,
USA) e variou de 8,3 a 8,4. O nitrito e a amdnia total, abaixo de 0,05
mg/L. O oxigénio dissolvido médio, medido com oximetro (modelo
MO-910, Instrutherm, USA), foi de 6,6 £ 0,3 mg/L. Em todos os
experimentos, os parametros de qualidade de agua foram monitorados
com 0S Mesmos equipamentos.

O fotoperiodo nos experimentos foi mantido em 12 horas de luz
e 12 horas escuro. A luz foi proveniente de lAmpadas fluorescentes de
15 W localizadas 30 cm acima dos aquarios.

Os animais foram alimentados quatro vezes ao dia, duas vezes
pela manhd e duas a tarde até a saciedade. A alimentacdo consistia de
camar@es carideos marinhos vivos, coletados no ambiente natural e
misidaceos marinhos selvagens Mysidium gracile coletados e
congelados. Os aquarios foram sifonados trés vezes ao dia, pela manha,
antes da primeira alimentagdo, noperiodo da tarde, antes da oferta de
alimento e uma hora depois da quarta alimentacdo para remover restos
de alimento e fezes do fundo.

2.2. EXPERIMENTO I- TOLERANCIA DE JUVENIS A
SALINIDADE

Assim que os filhotes foram liberados, 720 individuos foram
sifonados e transferidos diretamente em grupos de 30 individuos para as
unidades experimentais que consistiram em 24 tanques de 3L (10 ind./L)
com aeracdo moderada. Foram testados oito tratamentos de salinidade O,
5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 psu, com trés repetices por tratamento.

Para reduzir a salinidade foi acrescentada agua deionizada. Para
aumentar a salinidade, a 4gua foi aquecida para acelerar o processo de
evaporacdo até atingir o nivel salino desejado (Sampaio e Bianchini,
2002). Os animais ndo foram alimentados durante todo o periodo
experimental. Trinta por cento da &gua foi renovada diariamente, a
temperatura foi mantida em 25,0 £ 0,4 °C (média =+ desvio padrao), o pH
em 7,3 0,8, o nitrito e a amdnia abaixo de 0,05 mg/L. A contagem e
retirada dos individuos mortos foi realizada a cada 6 horas durante as
primeiras 72 horas e, posteriormente, a cada 12 horas. O experimento foi
concluido quando todos os individuos haviam morrido. A morte foi
definida na auséncia de movimento opercular ou reacdo ao estimulo
mecanico.
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2.3. EXPERIMENTO Il - SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO DE
JUVENIS EM DIFERENTES SALINIDADES

2.3.1 Desenho experimental

A sobrevivéncia e o crescimento dos juvenis de H. reidi foram
avaliados durante os primeiros 10 dias de vida em sete diferentes
salinidades: 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 psu. Estabeleceu este periodo
inicial de vida devido ao fato dos juvenis recém nascidos serem
plancténicos (Hora e Joyeux, 2009), e em cultivo é quando ocorrem as
maiores taxas de mortalidade, considerado portanto o periodo mais
critico na producéo desta espécie (Olivotto et al., 2011). Os tratamentos
foram realizados em triplicata usando recém nascidos de dez machos
(matrizes). Cada macho forneceu de uma Unica prole dois grupos de 60
filhotes selecionados aleatoriamente (com excecdo de prole da qual
foram separados trés grupos). Estes dois (ou trés) grupos foram alocados
em réplicas de salinidades diferentes.

Os tratamentos foram conduzidos em aquérios de 40L (1,5
ind./L) com aeracdo moderada. Para aclimatar em cada uma das
salinidades, todos os juvenis foram transferidos com a mesma agua em
gue nasceram (salinidade 30 psu) para um tanque, e por gotejamento de
agua doce, a salinidade foi diminuida gradativamente a uma taxa de 2,5
psu por hora. Assim que a &gua alcangou a salinidade desejada, 0s
juvenis eram alocados para seus respectivos tratamentos. Para aumentar
a salinidade foi utilizado 0 mesmo método do experimento | e a mesma
taxa anteriormente descrita. A salinidade zero ndo foi analisada uma vez
gue todos os animais submetidos a este tratamento morreram
rapidamente no teste de tolerancia (ver resultados: Experimento 1).

Durante o experimento, a temperatura média nos aquarios foi
253 +£0,5°C,0pHem 7,6 0,6, o nitrito e a amdnia total, medidos
com teste colorimétrico, permaneceram abaixo de 0,05 mg/L, e 50% da
agua foi renovada diariamente

2.3.2. Alimentacéo

Do primeiro ao 5° dia de idade os juvenis foram alimentados
exclusivamente com zooplancton selvagem vivo coletado no estuario do
rio Piraqué-Acgu (Aracruz - ES, Brasil 40°09'14,41" O, 19°57'01,13" S)
com auxilio de uma rede de plancton cbnica de malha 100um.
Posteriormente a coleta, o zooplancton foi triado (300 um) para a



34

retirada dos organismos maiores. A comunidade zooplanctdnica
estuarina no Piraqué-Acu é largamente dominada por copépodes Acartia
lilljeborgi, Temora turbinata, Parvocalanus crassirostris, Oithonao
swaldocruzi, Oithonao culata, Euterpina acutifronse, Paracalanus
pavus (Nunes, 2010). A salinidade na saida do estudrio apresentou
valores minimos e maximos de 11,60 a 34,05 psu, respectivamente com
média de 30, 45. O zooplancton coletado foi igualmente aclimatado,
assim como os cavalos-marinhos, para cada uma das salinidades. A
alimentacdo foi ofertada de duas a quatro vezes ao dia até a saciedade
aparente.

A partir do 5° dia até o final do experimento foram ofertados
metanauplios de Artemia sp. enriquecidos com Super Selco® (inve,
Beugium), de acordo com metodologia do fabricante. A troca de
alimentacdo ocorreu de maneira gradual segundo protocolo modificado
de Hora e Joyeux (2009): no primeiro dia de transigdo (5° dia de vida
dos juvenis) foi ofertado 75% de zooplancton selvagem e 25% Artemia
sp., no segundo dia 50% de cada alimentacdo, no terceiro dia de
transicdo foi oferecido 25% de zooplancton selvagem e 75% de Artemia
sp.e a partir do quarto dia (8° dia de vida) 100% de Artemia sp.

2.3.3. Coleta de dados

A mortalidade foi verificada diariamente enquanto os aquarios
eram sifonados. Os animais remanescentes ao término de cada
experimento foram contabilizados, e quando existia uma diferenga entre
0 niimero de mortos nas duas estimativas, considerou-se que 0s juvenis
desaparecidos morreram no 1° dia, pois até esta idade os cavalos-
marinhos mortos se degradam facilmente o0 que muitas vezes
impossibilita a sua visualizagdo. A sobrevivéncia foi calculada como:
100x((namero de sobreviventes no dia)/(nimero de juvenis inicial —
ndmero de juvenis amostrados))

A cada dois dias (2° 4° 6° 8° e 10° dia), de seis a oito
individuos de cada réplica foram eutanasiados aleatoriamente com uso
do anestésico benzocaina (30mg/L) e preservados em alcool 70%
(autorizacio do Comité de Etica e Uso de Animais CEUA — UFES n°
037/2011). No dia 0 (dia do nascimento), oito animais ndo utilizados no
experimento foram coletados para determinar a altura e peso inicial.
Devido a total mortalidade em uma das trés réplicas da salinidade 10,
sem motivo identificado, a réplica foi removida das analises.
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A altura (em mm), definida como a soma da altura da coroa, do
comprimento do tronco e do comprimento da cauda (Lourie et al.,
1999), foi estimada com a utilizacdo de fotos graduadas utilizando o
programa SigmaScan Pro 5. Para evitar que o efeito da distor¢do nas
bordas das fotos (paralaxe) influenciasse nas medidas dos animais, as
fotos foram realizadas com os cavalos-marinhos no centro das mesmas.
A taxa de crescimento (em mm/dia) em cada réplica foi calculada como
sendo a declividade (b) da regressao linear (Altura = a + b. idade) entre
0 nascimento e 10 dias usando os dados individuais (n = 48). Os
individuos foram pesados (peso Umido) com uma balanga analitica de
precisdo 0,001 g. A taxa de crescimento especifico em peso (%dia™) foi
calculada como:

TCE = 100x(In(peso final) — In(peso inicial)/tempo)

2.4, EXPERIMENTO " - DETERMINACAO DO PONTO
ISOSMOTICO DE Hippocampus reidi

Quarenta cavalos-marinhos adultos, machos e fémeas (média +
desvio padrdo: 18,3 + 2,4 cm e 23,6 £ 7,8 g), foram expostos durante 12
dias a cinco salinidades (6, 12, 18, 24 e 30 psu), em duplicata, em
aquarios de 25 L com aeragcdo moderada e com quatro individuos por
réplica. Os animais foram aclimatados para cada uma das salinidades a
uma taxa aproximada de 0,33 psu por hora. Durante todo o periodo, os
cavalos-marinhos foram alimentados com misidaceo M. gracile
congelado. Duas vezes por dia, os aquarios eram sifonados para a
retirada de residuos de alimento e fezes e 60% da agua foi renovada
diariamente.

O pH permaneceu em 7,6 £ 0,6, a ambnia e 0 nitrito
permaneceram abaixo de 0,05 mg/L, e o oxigénio variou de 6,3 a 7,3
mg/L. Ap6s 12 dias, 100 mL de agua de cada aquario foi coletada e os
animais foram anestesiados com eugenol (50 mg/L) e o sangue retirado
com auxilio de seringas de 3 mL contendo heparina sédica. O plasma foi
obtido por meio da centrifugacdo do sangue a 6000 xg (Micro 22R
Hettich Zentrifugen, Global Medical Instrumentation, Ramsey, MN,
EUA) por 10 minutos. A concentragdo osmotica do plasma e da agua foi
medida em osmdmetro de pressdo de vapor (VAPRO 5600 Wescor,
Utah, EUA).
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2.5. ANALISES ESTATISTICAS

Para o teste de tolerancia, o tempo letal de 50% da populacéo
(TLso) e seu intervalo de confianga foram determinados por meio de
analise probit. Para cada salinidade foi utilizado o tempo mais proximo
em que 50% dos individuos haviam morrido em cada um dos
tratamentos, uma vez que o experimento foi conduzido até que todos os
animais de cada salinidade morressem.

Os dados do experimento Il foram analisados com a utilizacéo
de regressdo quadrética e linear com 5% de significancia (Zar, 1999). O
coeficiente de determinacdo (Pearson r e r-quadrado, r?) foi usado como
indicador de qualidade da regressdo. Diferengas em peso e altura inicial
dos juvenis dos diferentes reprodutores foram testadas através de
ANOVA one-way, seguida do teste de Tukey. Todos os testes
estatisticos foram analisados com o software SPSS versdo 16.0 e séo
apresentados no texto em média + erro padr&o.

Para determinacdo do ponto isosmdtico os resultados foram
submetidos a andlise de regressdo linear, na qual foi calculada a equagéo
de regressao entre a osmolaridade do plasma e a osmolalidade da &gua.
O ponto de intersecgdo entre esta reta e a linha isosmoética é considerado
0 ponto isosmatico (Sampaio e Bianchini, 2002).

3 RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTO |- TOLERANCIA A SALINIDADE DE
JUVENIS

Todos os individuos submetidos a salinidade O psu morreram
antes de 6 h de exposi¢do. Em relacdo as demais salinidades, os juvenis
de cavalo-marinho mostraram ser resistentes a transferéncia abrupta de
salinidade.

A andlise de probit dividiu os tratamentos em quatro grupos
homogéneos (Figura 1) de acordo com 0 TLsg: Grupo d- peixes
mantidos a 5 psu morreram mais cedo em relacdo as demais salinidades;
Grupo a- individuos mantidos na salinidade de 10 psu apresentarando o
maior tempo de sobrevivéncia (TLsy de 166,2 horas), sendo que o Gltimo
individuo morreu somente no 10° dia devido ao jejum; Grupo b-
individuos mantidos nas salinidades de 15 e 20 psu com TLsg
intermediarios e Grupo C- individuos mantidos entre 25, 30 e 35 de
salinidade com TLsy ainda menores.
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Figura 1 Tempo letal de 50% da populagdo (TLsy) determinado pela anélise
de probit (£ erro). Letras a-d indicam grupos homogéneos de tratamentos.
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3.2 EXPERIMENTO Il - SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO DE
JUVENIS EM DIFERENTES SALINIDADES

Ao nascer, a altura (8,4 £ 0,2 mm) e 0 peso (12,70 £ 1,50 mg)
dos juvenis de H. reidi ndo diferiram entre os diferentes reprodutores
utilizados (ANOVAs, ambas P> 0,05).

A sobrevivéncia mostrou ser dependente da salinidade no 5° e
no 10° dia de vida dos juvenis de acordo com as regressdes quadraticas
(ambas P < 0,05) (Figura 2). Na salinidade 5 psu foi observada
mortalidade de 100% dos juvenis no segundo dia de exposicdo, dessa
forma, essa salinidade ndo foi considerada. Mesmo ap6s aclimatacéo, o
zooplancton selvagem ndo foi capaz de sobreviver em 5 psu. Segundo as
regressdes da Figura 2, os melhores resultados de sobrevivéncia final
foram observados entre 10 e 25 psu.
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Figura 2 - Sobrevivéncia média (+ erro padrdo) de juvenis de
Hippocampus reidi submetidos a diferentes salinidades no 5° e 10° dia
de idade. A evolucdo da sobrevivéncia média em funcéo da salinidade
pode ser descrita pelas equagdes quadraticas mostradas.
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Altura e peso ao final do experimento foram negativamente
correlacionados ao aumento da salinidade de 10 a 35psu (P< 0,05;
Fara= 0,970; rpeso= 0,921) (Figura 3). A altura final aos 10 dias
diminuiu a uma taxa aproximada de 0,1 mm psu™ (valor da declividade
b; Figura 3). A reducdo no crescimento somente ficou detectavel a partir
do oitavo dia (P< 0,05; ramwra= 0,73; b=-0,091), ndo sendo detectado nos
2, 4 ou 6 dias (ndo apresentado). As maiores médias em altura final
foram observadas em 10 psu (18,13 + 0,27 mm), 15 psu (18,18 * 0,62
mm) e 20 psu (17,39 £ 0,28 mm) e em peso final nas salinidades 10 psu
(20,50 + 1,83 mg) e 15 psu (20,75 £ 2,68 mg).
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Figura 3 - Altura (+ erro padrdo) e peso final de Hippocampus reidi
submetidos aos tratamentos de salinidade durante 10 dias. As equacOes
referem-se & regressdo quadratica (peso final) e regresséo linear (altura final).
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Correlagdo negativa com o aumento da salinidade também foi
observada para a taxa de crescimento em altura e TCE em peso (P<
0,05; rmmigia= 0,95; ryygia= 0,93) (Figura 4).



40

Figura 4 - Taxa de crescimento em altura e taxa de crescimento especifico
(TCE) em peso (x erro padrdo) de Hippocampus reidi submetidos a
diferentes tratamentos de salinidades durante 10 dias. As equacfes das
regressdes lineares estdo plotadas.
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3.3 EXPERIMENTO III - DETERMINACAO DO PONTO
ISOSMOTICO DE Hippocampus reidi

A osmolalidade da agua apresentou relagdo linear significante
(P< 0.05; r= 0,98) com a salinidade da agua, enquanto que a relagéo
com a osmolalidade do plasma foi mais suave, porém também
apresentou significante (P<0.05; r= 0,29) e positiva relacdo linear com
as salinidades testadas (Figura 5). O ponto isosmético foi estimado em
303,38 mOsm kg™*H.0, que corresponde a salinidade 11.68 psu (Figura
5).
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Figura 5 — Osmolalidade da 4gua e do plasma de Hippocampus reidi
expostos durante 12 dias a diferentes salinidades. O ponto isosmético foi
estimado em 11,68 psu (303,38 mOsm/kg).
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4 DISCUSSAO

Juvenis recém nascidos de H. reidi mostraram ser resistentes
tanto a um periodo prolongado sem alimentacdo, quanto a uma alteracéo
abrupta de salinidade. Peixes mantidos em 10 psu sem alimentagdo
apresentaram TLsy de 166,2 horas (aproximadamente sete dias),
enquanto que os mantidos em 30-35 psu, salinidade comumente
utilizada no cultivo da espécie em experimentos (Olivotto et al., 2008;
Willadino et al., 2012; Souza-Santos et al., 2013), mostraram TLso de
aproximadamente 100 horas. Willadino et al. (2012) ao manterem H.
reidi recém nascidos sem alimentacdo em salinidade 34,0 (+ 1,2 psu)
observaram que 50% dos animais morreram em aproximadamente 120
horas (cinco dias), 0 que esta de acordo com os resultados do presente
estudo. Corroborando com esta mesma ideia, foi sugerido que a causa da
mortalidade de juvenis de H. subelongatus, H. trimaculatus, H. kuda e
H. reidi (Payne e Rippingale, 2000; Sheng et al., 2006; Lin et al., 2008;
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Hora e Joyeux, 2009) pode ter sido o jejum a partir do nascimento, o
que levou a morte dos cavalos-marinhos aproximadamente neste mesmo
periodo de tempo.

Em relagdo a tolerdncia a salinidade, na transferéncia de H.
reidi de 30 psu para 5 até 35 psu, poucos individuos morreram nas
primeiras 24 horas ap0s esta troca. Esta capacidade de regular os ions do
plasma mediante uma alteragdo rapida de salinidade reflete uma
necessidade para peixes estuarinos poderem sobreviver a variagOes
constantes que ocorrem neste ambiente (McCormick, 1995). Assim, H.
reidi e outras espécies de cavalos-marinhos estuarinos, como
Hippocampus abdominalis, H. capensis e H. kuda, possuem grande
adaptabilidade as variagdes de salinidade (Foster & Vincent, 2004). Esta
habilidade também foi observada por Hilomen-Garcia et al. (2003) para
H. kuda, com nove semanas de vida, que foram transferidos
bruscamente da salinidade de 33 psu para 10, 15, 20, 30, 40 e 50 psu,
sem diferenca significativa de sobrevivéncia e crescimento ao final de
18 dias. Outros juvenis e larvas de tele6steos marinhos e eurihalinos
também mostraram ser resistentes a troca abrupta de salinidade como o
Siganus guttatus (Young e Duefias, 1993), Lutjanus argentimaculatus
(Estudillo et al., 2000) e Rachycentron canadum (Faulk e Holt, 2006).
Cavalos-marinhos, por apresentarem desenvolvimento precocial, no
qual ja nascem no formato do individuo adulto, possuem todos 0s
6rgdos desenvolvidos e j4 sdo capazes de se alimentar assim que
nascem, aparentemente, por esses motivos, apresentam vantagem em
relacgdo a maioria dos teledsteos marinhos que possuem larvas
planctdnicas altriciais.

No ambiente natural, uma grande descarga fluvial no estuario
poderia ocasionar grande diminuicdo de salinidade do ambiente, como
ocorre no periodo chuvoso na regido Nordeste do Brasil, onde estdo
sendo propostos cultivos de H. reidi em tanques-rede em regido
estuarina em tanques de camardes marinhos. Segundo Russell (1994) e
Bell et al. (2003), apesar dos cavalos-marinhos estuarinos tolerarem
flutuacGes de salinidade, um grande aporte de dgua doce no ambiente
poderia ocasionar altas taxas de mortalidade, ainda mais se uma
condicdo de baixa salinidade perdurasse por periodo de tempo
prolongado. E importante enfatizar que, no presente estudo, na
salinidade de 0 psu, todos os animais morreram no teste de tolerancia.
Hilomen-Garcia et al., (2003) ao transferir bruscamente juvenis de H.
kuda de nove semanas de idade da salinidade 33 a 35 psu para a
salinidade O psu, observou que entre 4 e 24 horas todos os individuos
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morreram. Uma alternativa em periodos de baixa salinidade, no caso dos
animais mantidos em tanques-rede, seria transferi-los para locais com
pouca variacdo de salinidade ou para sistemas de recirculagéo.

Na salinidade de 5 psu, os juvenis nos testes de tolerancia, bem
como no experimento de crescimento também ndo sobreviveram muito
mais que 48 horas. O zooplancton selvagem ofertado aos animais
durante o experimento de crescimento nesta salinidade também néo
suportou esta condicdo salina e morreu. Além do zooplancton selvagem
servir como alimento para os cavalos-marinhos, ele seria importante na
reposicdo dos fons, pois em meio hipotdnico os teledsteos tendem a
perder ions, assim, para a manutencdo homeostasica grande parte destes
sais sdo ingeridos em forma de alimento. Além disso, eles possuem um
eficiente sistema de reabsorcdo renal que evita a perda destes em
excesso, a0 mesmo tempo em que as branquias trabalham no sentido de
captar ions da dgua (Karnaky, 1998; Hwang e Lee, 2007).

O efeito da salinidade no crescimento de teledsteos marinhos e
estuarinos pode variar consideravelmente para cada espécie e com a
ontogenia, como relatado por Blanco Garcia et al. (2014). Entretanto,
muitos destes organismos apresentam melhor crescimento (Woo e
Kelly, 1995; Dutil et al., 1997; Tsuzuki et al., 2007; Imsland et al.,
2008), conversdo alimentar (Imsland et al., 2008) desenvolvimento
larval (Griffin et al., 1998; Zhang et al., 2010) e atividade enzimatica
(Le Francois et al., 2004; Tsuzuki et al., 2007), em salinidades
intermediarias, proximas da salinidade do meio osmético interno.
Corroborando com esses autores, 0 presente estudo obteve os melhores
resultados de TLsg, Sobrevivéncia e crescimento nas salinidades
préximas ao valor do ponto isosmoético da espécie (11,68 psu).

Como também relatado neste trabalho, diversas outras espécies
marinhas e estuarinas como, Paralichthys orbignyanus (Sampaio e
Bianchini, 2002), Siganus rivulatus (Saoud et al., 2007), Dicologo
glossacuneata (Herrera et al., 2009), Sparus aurata (Bodinier et al.,
2010), Pagrus pagrus (Ostrowski et al., 2011), Seriola lalandi (Blanco
Garcia et al., 2014) entre outros, possuem 0 ponto osmético em torrno
de um terco da salinidade da 4&gua salgada (11- 14 psu;
aproximadamente 350 mOsm/kg) (Boeuf e Payan, 2001; Nordlie, 2009).
Quando expostos a um ambiente isosmadtico em relacdo ao seu meio
interno, 0s peixes tendem a gastar menos energia no processo de
osmorregulagdo, direcionando-a assim para 0 seu crescimento (Boeuf e
Payan, 2001; O'Neill et al., 2011). Porém, segundo Swanson (1998), a
adaptacdo a salinidade em teledsteos eurihalinos é um processo
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complexo que envolve uma série de respostas fisioldgicas e
comportamentais para ambientes com diferentes demandas
osmorregulatérias. As alteragbes fisioldgicas no crescimento de
tele6steos marinhos em salinidades intermediarias parecem ser mais
complexas do que a redugdo no custo metabdlico para osmorregulagéo.
O autor sugere que os peixes utilizam estratégias flexiveis na
distribuicdo de energia para manter a atividade e o crescimento em
resposta as variacdes ambientais.

As taxas de crescimento das salinidades 25, 30 e 35 psu (0,80 £
0,03; 0,78 £ 0,11 e 0,69 £ 0,12 mm/dia) verificadas neste estudo foram
equivalentes a observada por Hora e Joyeux (2009) (0,74 + 0,02
mm/dia) para H. reidi cultivados em salinidades variando de 26,5 a 29,0
psu até o inicio da maturagdo sexual (60 dias). No presente estudo, as
maiores médias de taxas de crescimento, altura final e peso final foram
observadas para as salinidades 10 a 20 psu. Hilomen-Garcia et al. (2003)
também encontraram melhor desenvolvimento em salinidade
intermediaria (15 e 20 psu) para H. kuda submetidos as salinidades de 0
a 85 psu. Ja Lin et al. (2009), analisaram o efeito das salinidades 27 a 35
psu em jovens adultos de Hippocampus erectus, obtiveram melhor
crescimento em salinidades entre 31 e 33 psu. Melo-Valenca et al.
(2013) observou para H.reidi submetidos ao intervalo de 27 a 36 psu
que o melhor resultado encontrado de crescimento e sobrevivéncia foi
para a menor salinidade testada.

O presente estudo verificou que as melhores salinidades para o
cultivo de juvenis de H. reidi, levando-se em consideragdo a tolerancia a
salinidade, sobrevivéncia e crescimento, estdo entre 10 e 25 psu e que 0
ponto osmotico da espécie foi estimado em 11,68 psul.

Assim, a utilizacdo de salinidade intermediéria para a producao
em escala comercial é vantajosa porque, além de maximizar a
sobrevivéncia e o crescimento da espécie, necessitaria de menor
captacdo de agua salgada ou compra de sal, o que facilitaria a produgédo
em locais afastados da costa.
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CAPITULO 2

CondicGes abitticas para o crescimento e sobrevivéncia de juvenis
de cavalo-marinho Hippocampus reidi: Efeito do fotoperiodo e da
cor de tanque

Maik dos Santos Cividanes da Hora*", Jean-Christophe Joyeux” , Helder
Coelho Guabiroba Janior®, Ménica Yumi Tsuzuki®

Resumo

O efeito do fotoperiodo e da cor de tanque sobre a sobrevivéncia e 0
crescimento de juvenis de cavalo-marinho Hippocampus reidi foi
investigado nos primeiros 15 dias de vida. No primeiro experimento, 0s
recém-nascidos foram expostos a 6 fotoperiodos (06 horas de Luz: 18
horas de Escuro, 10L:14E, 12L:12E, 14L:10E, 18L:06E e 24L:00E). No
segundo experimento, os filhotes foram mantidos em tanques de
diferentes cores (azul, branco, preto, transparente e vermelho). N&o
houve diferenca significativa no crescimento e sobrevivéncia entre os
juvenis submetidos de 10 a 24 horas de luz. Os animais expostos a
06L:18E revelaram menor crescimento em altura e peso (13,8 mm vs.
20,0 mm a 22,2 mm e 13,4mg vs. 37,2 mg a 43,2 mg) e baixa
sobrevivéncia (80% vs. 88% a 95%). Nao houve diferenga no
crescimento e na sobrevivéncia entre juvenis submetidos as diferentes
cores de tanque. O fotoperiodo entre 10L:14E a 14L:10E é indicado para
manter boa raz&o custo-beneficio do cultivo.

Palavras-chaves: Cavalo-marinho do focinho longo, peixe ornamental,
aquario.
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1. INTRODUCAO

Assim como Vvarios setores da aquicultura, o cultivo de
organismos ornamentais marinhos cresce em todo o mundo. Como
exemplo, no inicio dos anos 2000 nos Estados Unidos, a producéo de
peixes ornamentais era 0 quarto maior setor dentro da aquicultura
(Tlusty, 2002). Mesmo assim, estima-se que apenas de 1 a 10% dos
peixes ornamentais marinhos comercializados sejam provenientes de
cultivo (Moorhead e Zeng, 2010), o restante € coletado diretamente no
ambiente natural, o que provoca diversos prejuizos ambientais.
Explosivos e venenos como o cianeto, utilizados em alguns dos
principais paises coletores como as Filipinas e a Indonésia sdo métodos
destrutivos que provocam danos permanentes ao ecossistema recifal
(Wood, 2001; Calado, 2006). Além disso hd uma elevada taxa de
mortalidade pds-coleta que s6 no Brasil foi estimada em 30 a 40%
(Gasparini et al., 2005). Aliado a isso, alguns organismos ornamentais,
por serem mais populares, estdo expostos mais a sobrepesca (Tissot e
Hallachert, 2014) como foi detectado por Rosa et al., (2007) para o
cavalo-marinho Hippocampus reidi Ginsburg, 1933 no Nordeste do
Brasil.

Nos dltimos anos, os cavalos-marinhos tem sido foco de
esforgos para conservacdo devido a sua grande demanda para a
aquariofilia, artesanato e principalmente para a medicina tradicional
chinesa, o que tem impactado as populacdes naturais. Uma possivel
alternativa para ajudar na conservagéo e suprir a demanda destes peixes,
seria 0 aprimoramento de metodologias de cultivo (Tlusty, 2002).

Estudos sobre o cultivo de cavalos-marinhos tém crescido nas
Gltimas duas décadas (Koldewey e Martin-Smith, 2010). Porém,
trabalhos nesta area com a espécie H. reidi s6 foram publicados
recentemente (Olivotto et al., 2008; Hora e Joyeux, 2009; Willadino et
al., 2012; Pham e Lin, 2013; Souza-Santos et al., 2013; Melo-Valenca et
al., 2013). Dentre estes, Hora e Joyeux (2009) analisam o crescimento
de H. reidi entre o nascimento e a maturacdo sexual, também
fornecendo informagdes sobre a mortalidade ex situ, a razdo sexual e
aspectos reprodutivos de jovens adultos. Porém, a grande maioria dos
trabalhos abordam aspectos alimentares, e poucos tém foco na avaliacdo
do efeito de condi¢cbes abibticas no crescimento e na sobrevivéncia
destes animais em cativeiro.

A influéncia de fatores abidticos nos peixes tem sido estudada
principalmente em relacdo ao seu efeito no crescimento e na reproducéo.
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Uma vez que H. reidi é um predador visual e diurno (Felicio et al.,
2006), condicBes que favorecam a ingestdo de presas para maximizar o
crescimento e a sobrevivéncia como a orientacdo luminosa, a
intensidade da luz e o comprimento de onda, o contraste da presa contra
o fundo, o fotoperiodo e a cor do tanque sdo essenciais para 0
aprimoramento de um protocolo de cultivo.

Dentre os fatores abidticos, o fotoperiodo é 0 que apresenta maior
influéncia sobre o relégio bioldgico dos peixes afetando o ganho de
peso, a ingestdo de alimento, a eficiéncia alimentar, o gasto energético, a
atividade locomotora, a reproducdo, bem como outros parametros
fisioldgicos relacionados ao estresse (Boeuf e Le Bail, 1999; Biswas et
al., 2005, 2010; Imsland et al., 2013). Desta forma, a manipulacdo do
fotoperiodo tem sido utilizada com sucesso para aumentar o crescimento
de juvenis de diversas espécies de peixes (Villamizar et al., 2011a).
Contudo, a sua influéncia no crescimento e na sobrevivéncia varia,
podendo ser espécie-especifica, além de depender da fase de
desenvolvimento do peixe (Boeuf e Le Bail, 1999). Em geral, um
periodo maior de luz provoca maior taxa de crescimento e melhora a
qualidade do cultivo larval (Boeuf e Le Bail, 1999; Villamizar et al.,
2011a). Porém, Villamiza et al., (2011a) também ressaltam que uma
iluminacdo constante pode afetar negativamente as larvas de teledsteos,
resultando em ma formacao e baixa sobrevivéncia.

O H. reidi distribui-se da Carolina do Norte (EUA), Bermudas e
Bahamas até o Rio Grande do Sul (Brasil) (Froese e Pauly, 2014),
estando assim, exposto a um periodo diario de luz que varia de 10 a 14
horas dependendo da estagdo do ano e da localidade. A maior parte dos
estudos com cavalos-marinhos em cativeiro utilizaram fotoperiodo de
12 horas de luz (Koldewey e Martin-Smith, 2010). Olivotto et al.,
(2008), testaram o efeito da alimentagdo juntamente com dois
fotoperiodos (14 e 24 horas de luz) em H. reidi. Apesar dos melhores
resultados encontrados serem para o fotoperiodo de 24 horas de luz, a
mortalidade foi superior a 70% em trés semanas.

A cor do tanque é outro importante fator a ser considerado na
criacdo de peixes, uma vez que pode induzir a diferentes respostas em
relacdo a conversdo alimentar, crescimento, sobrevivéncia e estresse
(Papoutsoglou et al., 2000, 2005, Rotllant et al., 2003). Para algumas
espécies, esta também afeta a pigmentacéo da pele (Doolan et al., 2008),
0 comportamento agonistico e a atividade motora (Merighe et al., 2004).
Tanques com paredes escuras sdo os preferidos para larvicultura de
peixes marinhos (Naas et al., 1996), pois a detec¢do da comida pela
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larva é uma questdo de contraste entre o alimento e o plano de fundo
(Browman e Marcotte, 1987). Em cavalos-marinhos, estudos foram
realizados somente com H. abdominalis (Martinez-Cardenas e Purser,
2007; Woods, 2000) e H. erectus (Lin et al., 2009), ndo havendo uma
preferencia de cor para a primeira espécie, enquanto que a segunda
apresentou maior crescimento em tanques pretos. A fim de contribuir
para 0 aprimoramento do protocolo de cultivo de H. reidi, o objetivo
deste estudo foi determinar o melhor fotoperiodo e a cor de tanque para
0s juvenis nos primeiros 15 dias de vida, fase mais critica, onde ocorrem
as maiores taxas de mortalidade na espécie (Olivotto et al., 2011).

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Ictiologia e
Maricultura Ornamental (LabIMOQ), da Universidade Federal do Espirito
Santo, Aracruz-ES, Brasil.

2.1 ORIGEM E MANUTENCAO DOS REPRODUTORES

Seis casais de H. reidi foram capturados na Baia do Espirito
Santo, Vitoéria-ES, Brasil (20°19’" S, 40°20" W) (autorizagdo ICM-
Bio/SISBIO n°® 23924-1) e acondicionados separadamente em aquarios
de aproximadamente 60L (40cm comprimento x 34cm largura x 45cm
altura) pertencentes a um sistema de recirculacdo de aproximadamente
1000L, equipado com skimmer, filtro biolégico de alga calcéria
(aproximadamente 150 kg), bag filtrante de 100um e filtro ultravioleta
de 35W e com um fluxo de 4gua para os aquérios de 100L.h™ (Anexo
1). O fotoperiodo para as matrizes foi de 12L (horas de Luz):12E (horas
de Escuro). Os animais eram alimentados quatro vezes ao dia, duas
vezes pela manhd e duas na parte da tarde até a saciedade. A
alimentacdo consistia de misidaceos Mysidium gracile (CRUSTACEA.:
Misidacea) coletados no ambiente natural e congelados. Os aquarios
eram sifonados trés vezes ao dia na parte da tarde, antes das duas ofertas
de alimento e uma hora apds a Ultima alimentacdo para remover restos
de alimento e fezes do fundo. As matrizes permaneceram no sistema por
aproximadamente dois meses até a realizacdo dos experimentos.
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2.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram realizados dois experimentos, para cada um deles foram
utilizadas duas ninhadas que nasceram no mesmo dia totalizando 1607
(experimento de fotoperiodo) e 1473 (experimento de cor de tanque)
filhotes nascidos. Estes recém-nascidos foram alocados em um tanque, e
os 120 individuos necessarios para cada um dos tratamentos foram
separados aleatoriamente. Os tratamentos foram realizados em triplicata
usando aquérios de 20L (2 individuos.L™). Os filhotes remanescentes
foram anestesiados com benzocaina, a uma concentragdo de 30 mg.L™, e
conservados em alcool 70%.

Foi utilizado um sistema de recirculacdo de 4gua composto por
18 aquérios de 20L (parte com agua: 24,4 x 24,5 x 33,3 cm de altura),
contendo 0s mesmos equipamentos do sistema onde foram mantidas as
matrizes, sendo que o fluxo de 4gua de cada aquério era de 40L/h.

A alimentacdo para os dois experimentos seguiu o protocolo de
Hora et al. (in prep. capitulo 1) com modifica¢Bes. Os recém-nascidos
foram alimentados de trés a quatro vezes ao dia até a saciedade aparente.
Do primeiro ao 5° dia de idade os juvenis foram alimentados
exclusivamente com zooplancton selvagem vivo coletado no estuario do
rio Piraqué-Acu, Aracruz - ES, Brasil (40° 09' 14,41"0, 19° 57' 01,13"S)
com auxilio de uma rede de plancton cbnica de malha 100um.
Posteriormente a coleta, o zooplancton foi triado (300um) para a
retirada dos organismos maiores. A comunidade zooplanctdnica
estuarina no Piraqué-Acu é largamente dominada por copépodes Acartia
lilljeborgi, Temora turbinata, Parvocalanus crassirostris, Oithona
oswaldocruzi, Oithona oculata, Euterpina acutifrons e Paracalanus
parvus (Nunes, 2010). A partir do 5° dia até o fim do experimento foi
ofertado nadplios recém eclodidos e/ou metanduplios de Artemia sp.
enriquecidos com Super Selco® (Inve, Bélgica), de acordo com
metodologia do fabricante. A troca de alimentagdo ocorreu de maneira
gradual: No primeiro dia de transigdo (5° dia de vida dos juvenis) foi
ofertado 75% de zooplancton selvagem e 25% Artemia sp., ho segundo
dia 50% de cada alimento, no terceiro dia de transicéo foi oferecido 25%
de zooplancton selvagem e 75% de Artemia sp. e a partir do quarto dia
(8° dia de vida) 100% de Artemia sp.

Os parametros fisico-quimicos da 4agua do sistema de
recirculacdo foram aferidos diariamente. A temperatura da agua se
manteve em 25,7 £ 0,4°C (média + desvio padrdo), a salinidade em 20
psu, de acordo com os melhores resultados encontrado por Hora et al.
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(in prep. capitulo 1), sendo aferidos com o medidor multiparametro YSI
ec300 (precisdo de 0,1). O pH foi mensurado com pHmetro elétrico
(modelo ph-700, Instrutherm, USA) de precisdo 0,1 e ficou entre 8,1 e
8,2. A amoénia total e o nitrito, medidos com teste colorimétrico,
permaneceram sempre abaixo de 0,05 mg.™. O oxigénio foi aferido com
um ?ximetro (MO-910, Instrutherm, USA) e manteve-se entre 6,8 e 7,1
mg.™.

2.2.1. Experimento de Fotoperiodo

Foram testados 6 fotoperiodos: 06L:18E; 10L:14E, 12L:12E;
14L:10E, 18L:06E e 24L:00E. Todos os aquarios foram cobertos com
lona preta e isolados de qualquer iluminagéo externa e o fotoperiodo foi
controlado por timer analégico.

Uma das réplicas do fotoperiodo de 18L:06E foi descartada da
analise estatistica devido a mortalidade total dos individuos, a causa nédo
foi identificada.

2.2.2. Experimento de cor de tanque

Foram testadas cinco cores de tanque: Azul; Branco; Preto;
Vermelho e Transparente. Para a alteracdo da cor dos tanques, plasticos
rigidos com as cores de cada tratamento foram colados nas paredes dos
aquarios, com excecao do tratamento Transparente. O fotoperiodo foi de
12L:12E.

2.3. BIOMETRIA

O crescimento, tanto em altura quanto em peso, foi estimado
como a média de seis individuos amostrados aleatoriamente no dia do
nascimento (dia zero) e seis individuos amostrados aleatoriamente em
cada unidade experimental no 5° 10° e 15° dia (258 individuos
mensurados no experimento de fotoperiodo, e 276 animais para o
experimento cor de tanque). Os animais foram anestesiados com
benzocaina (5 mg.™), fotografados e pesados individualmente (precisdo
0,1mg) usando como tara um bequer de 50mL com &gua do sistema e
devolvidos em seu aquario de origem. Ap6s a biometria, ndo houve
alteracdo evidente de comportamento e os peixes foram capazes de se
alimentar imediatamente. Fotos graduadas de cada individuo foram
utilizadas para a medicdo dos animais no programa SigmaScan Pro 5°
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(Anexo 2), sendo a altura dos cavalos-marinhos definida como a soma
da altura da coroa, do comprimento do tronco e do comprimento da
cauda (Lourie et al., 1999).

A partir dos dados biométricos, foram calculadas:

- Taxa de crescimento diario (TCD, em mm.dia™):

como sendo a declividade b da regressdo linear

Altura = a +b.ldade
- Taxa de crescimento especifico em peso (%dia™):
TCE=100x(In(peso final)-In(peso inicial))/tempo
- Coeficiente de variacao da altura:
CV = 100x(desvio padrdo da altura/média da altura).

2.4. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados testados nas analises descritas em seguida sdo
apresentados como médias + erro padrdo das trés réplicas. A
normalidade e a homocedasticidade dos dados dos dois experimentos
foram testados. Os dados de sobrevivéncia de ambos os experimento
ndo foram normais nem homocedasticos e, portanto foram
transformados por arco seno. Para cada idade testada, foi aplicada
analise da variancia ANOVA one way para verificar diferencas
estatisticas entre os tratamentos. Em todas as idades (do 1° ao 15° dia)
foram testadas para a sobrevivéncia enquanto somente no 5° 10° e 15°
dia foram testadas para as variaveis descrevendo o crescimento.
Diferencas detectadas foram testadas por teste post hoc de Tukey HSD.
Os dados séo apresentados como média + erro padréo. Todas as analises
foram realizadas assumindo nivel de significancia 0=0,05 utilizando o
programa SPSS 16.0.

3. RESULTADOS
3.1 EXPERIMENTO DE FOTOPERIODO

A partir do 11° dia, o teste de post-hoc de Tukey revelou a
existéncia de dois grupos homogéneos que permaneceram até o final do
experimento (P > 0,05) (Figura 1), onde somente a menor taxa de
sobrevivéncia (80,0 £ 5,2% para 06L:18E) foi significativamente
diferente da maior taxa (95,0 + 2,5% para 18L:06E). A baixa
sobrevivéncia no fotoperiodo de 06L:18E esta relacionado a altas taxas
de mortalidade antes e imediatamente depois da troca de alimentacéo.
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Figura 1 — Sobrevivéncia acumulada (%) de juvenis de Hippocampus reidi
submetidos a diferentes fotoperiodos (os erros padrGes foram omitidos para
melhor visualiza¢do). Os grupos homogéneos detectados pelos testes post-hoc de
Tukey HSD na ANOVA realizada no final do experimento séo indicados pelas
letras (letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05)) A faixa
vertical cinza indica a transicdo da alimentacéo e as setas o dia de amostragem
para a biometria.
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Os cavalos-marinhos nasceram com média de altura de 8,52 +
0,16 mm e peso de 1,58 £ 0,10mg. Em ambos os parametros (peso e
altura), em todas as idades amostradas (5°, 10° e 15° dias de idade) foi
observado menor crescimento no menor fotoperiodo testado (06L:18E)
(P < 0,05) (Figura 2 e 3). Os peixes no menor fotoperiodo apresentaram
ao final do experimento ganho de altura e de peso aproximadamente 1,5
e 3,0 vezes menor que 0s demais tratamentos.



Figura 2 — Altura média (z erro padrdo) de juvenis de Hippocamous
reidi no dia do nascimento e no 5°, 10° e 15° dias de vida sob diferentes
fotoperiodos. Letras diferentes na mesma idade indicam diferenca
significante entre tratamentos (P < 0,05).
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Figura 3 — Peso médio (x erro padrdo) de juvenis de Hippocampus reidi no
dia do nascimento e nos 5° 10° e 15° dias de vida sob diferentes fotoperiodos.
Letras diferentes na mesma idade indicam diferenca significante entre
tratamentos (P < 0,05).
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As menores TCD e TCE foram obtidas para o menor
fotoperiodo (Tabela 1; ANOVAs, ambas com P > 0,05). O teste ndo
detectou diferenca significativa no CV entre os tratamentos (P > 0,05).

Tabela 1: Estatisticas descritivas (média * erro padréo) para o crescimento e a
sobrevivéncia de juvenis de cavalo-marinho Hippocampus reidi submetidos a
seis fotoperiodos: taxa de crescimento diario (TCD), coeficiente de variagdo
da altura aos 15 dias de idade (CV) e taxa de crescimento especifico (TCE).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre tratamentos (testes post-
hoc de Tukey HSD, P < 0,05).

. TCD TCE Sobrevivéncia
Fotoperiodo 1, iay (% dia”) CV (%) Final (%)

06L18E  036+002° 1184+051°  137%05  80,0%52
10L:14E  0,80+002° 17.15+030°  169+13  9167+36"
12L12E  083+002° 17.28+041°  182+01  883+30"
14L10E  089+004° 17.71+078°  17.7+06  90,8+083®
18L:06E 0,75+003 1810+034*  151+07  950+25
24L:00E  080+003 1684+057°  157+15  925+14"
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3.2 EXPERIMENTO DE COR DE TANQUE

Ao longo e ao final do experimento, ndo foram detectadas
diferencas significativas (P > 0,05) entre os tratamentos em relacdo a
sobrevivéncia (Figura 4). Também ndo foram observadas diferengas
significativas em relagdo a taxa de crescimento, taxa de crescimento
especifico e coeficiente de variacdo (P > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2: Estatisticas descritivas (média * erro padréo) para o crescimento e a
sobrevivéncia de juvenis de cavalo-marinho Hippocampus reidi submetidos a
cinco cores de tanque distintas: taxa de crescimento diario (TCD), coeficiente
de variagdo da altura aos 15 dias de idade (CV) e taxa de crescimento
especifico (TCE). Néao houve diferenca significativa entre os tratamentos (P >
0,05)

TCD TCE Sobrevivénci
Cordetanque (. Giah) v % dia?) a final (%)
Azul 0,99 £ 0,03 8,1+15 22,67 +0,19 96,6 +2,2
Branco 092+002 805+33 22,87 £0,17 95,8+2,2
Preto 0,97 £0,01 8,2+0,3 23,30 +0,12 96,6 +1,6

Transparente  0,88+0,04 10,3%+0,3 22,63+0,21 93,3+2,2
Vermelho 0,88 £0,01 9821 22,93+0,15 90,8 £3,0
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Figura 4 — Sobrevivéncia (%) de juvenis de Hippocampus reidi submetidos a
diferentes cores de tanque ao longo de 15 dias. Cada simbolo representa a
média das trés réplicas (os erros padrGes foram omitidos para melhor
visualizagdo). N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos (P >
0,05). A faixa vertical cinza indica a transicdo da alimentagdo e as setas o dia
de amostragem para a biometria.
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A altura e 0 peso somente mostraram diferengas significativas
no 5° dia (Figuras 5 A e B) (P < 0,05). Neste dia, maior ganho de altura
e peso foram obtidos nos tratamentos de cor preta, transparente e
vermelha. Apés esta data, ndo foi detectada diferenca estatistica para
estes parametros entre os tratamentos testados.
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Figura 5 — Altura média (Figura 5% e peso médio (Figura 5B) (z erro
padrdo) de juvenis de Hippocampus reidi no dia do nascimento e nos 5°,
10° e 15° dias de vida em tanques de diferentes cores. Letras diferentes na
mesma idade indicam diferenga estatistica entre os tratamentos (ANOVA
para o 5° dias com P < 0,05).
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4 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a manipulagdo do
fotoperiodo influencia o crescimento e a sobrevivéncia de H. reidi nos
primeiros 15 dias de vida. Ja a cor do tanque ndo afetou estes parametros
neste periodo.

As primeiras duas semanas de vida sdo consideradas criticas
para a sobrevivéncia de cavalos-marinhos, uma vez que é neste periodo
em que se observam as maiores taxas de mortalidade (Martinez-
Cardenas e Purser, 2012). As principais causas apontadas sao: (I)
inani¢do, onde o animal ndo se alimenta ou o alimento ndo supre suas
necessidades nutricionais o que leva a morte em aproximadamente 3 a 5
dias (Payne e Rippingale, 2000; Sheng et al., 2007; Lin et al., 2008;
Hora e Joyeux, 2009; Willadino et al., 2012); (I) a troca de alimento
(item e tamanho), que ocorre frequentemente ap6s uma semana,
normalmente de rotifero ou copépode para nduplio de Artemia (Lin et
al., 2006; Sheng et al., 2006; Martinez-Cardenas e Purser, 2007) e (ll1) a
flutuacdo dos juvenis quando eles ingerem ar da superficie ou das bolhas
de ar (Woods, 2000; Wittenrich, 2007), o que leva a morte destes peixes
em poucos dias. Os animais submetidos ao menor fotoperiodo
(0O6L:18E), possivelmente comeram menos e apresentaram baixo
crescimento, ja detectado no 5° dia de idade, quando é o inicio da troca
de alimentacdo. Assim, provavelmente parte dos individuos ndo foram
capazes de se alimentar de um item maior no periodo de transicdo
(Artemia sp.) o que acentuou a mortalidade apds a troca de alimentagao.

Os menores valores de sobrevivéncia verificada neste estudo
(média de 82,5% em 6 horas de luz) estd proximo ao encontrado por
Hora e Joyeux (2009) de 93,5%, Pham e Lin, (2013) de 80% e Hora et
al. (in prep. capitulo 1) de 75 a 90,6% utilizando a mesma alimentagéo
(zooplancton selvagem), e superior a outros estudos que utilizaram
alimento vivo cultivado. Por exemplo, Olivotto et al. (2008)
encontraram sobrevivéncia de 40 a 22%, Willadino et al, (2012) de 40 a
0% e Pham e Lin, (2013) 40 a 10% utilizando rotiferos, Artemia sp. e/ou
copépodes cultivados. Desta forma, a alta taxa de sobrevivéncia final
observada nos dois experimentos (geralmente superior a 90%), em
relagio a maioria dos outros estudos com o cultivo de H. reidi,
possivelmente esta associada ao item fornecido na primeira alimentacao
dos cavalos-marinhos, que consistiu de zooplancton selvagem, em sua
maioria copépodes. Apesar dos beneficios nutritivos dos copépodes
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selvagens, principalmente por conter &cidos graxos essenciais para o
desenvolvimento de peixes marinhos (como o &cido eicosapentaendico
(EPA) e docosahexaendico (DHA)) (Barroso et al., 2013), é necessario
tomar cuidado com a sua utilizacdo, pois pode ser veiculo para a entrada
de patogenos, ocasionando a contaminacdo do sistema de cultivo e
consequentemente prejudicar a producao.

Nos fotoperiodos de 10L:14E a 24L:0E, juvenis de H. reidi
cresceram igualmente bem e apresentaram baixa mortalidade, porém,
alguns estudos encontraram correlacdo positiva entre um maior periodo
de luz e o crescimento para larvas e juvenis de peixes marinhos (Tandler
e Helps, 1985; Trotter et al., 2003; Biswas et al., 2005). Martinez-
Cardenas e Purser (2012) ao cultivarem H. abdominalis em trés
diferentes fotoperiodos (8L:16E; 16E:08L; 24L:0E) por 6 semanas
encontraram um melhor crescimento nos individuos submetidos ao
fotoperiodo intermediario de 16L:08E. Olivotto et al., (2008) ao
realizarem testes de alimentagdo em dois fotoperiodos (14L:10E e
24L:00E) para H. reidi por 21 dias, verificaram melhor performance no
maior fotoperiodo. Além do diferente design experimental (i.e. nimero
de individuos, volume do tanque, alimentagdo e periodo), a diferenga
entre os estudos pode ter ocorrido devido a temperatura utilizada nos
dois experimentos. Enquanto neste estudo, a temperatura média foi de
25,7 °C, Olivotto et al, (2008) trabalharam com 28 °C. A combinacéo da
elevada temperatura e um fotoperiodo continuo pode levar a maior taxa
de crescimento para H. reidi. Porém, mais estudos nesta linha devem ser
conduzidos para melhor explicar o efeito da combinagdo destes dois
fatores. Uma maior taxa de crescimento e sobrevivéncia foram
observados no segundo experimento. Estudos indicam que a qualidade
dos recém-nascidos varia entre os diferentes reprodutores, como
também observado para H. reidi (Willadino et al., 2012; Pham e Lin,
2013) e comprovado para outras espécies de cavalos-marinhos (Dzyuba
et al., 2006; Lin et al., 2008; Qin et al., 2012).

A utilizacdo de um periodo continuo de luz no cultivo de peixes
ocasiona elevada taxa de consumo alimentar, assim, o tempo de
evacuacdo intestinal do alimento passa a ser mais rapido, tornando as
taxas de assimilagdo mais baixas, podendo reduzir o crescimento
(Howell et al., 1998). Em cavalos-marinhos alimentados com Artemia
sp., este problema pode se agravar, como relatado por Payne e
Rippingale (2000) que observaram que as fezes de Hippocampus
subelongatus apresentavam artemia intacta, indicando uma pobre
digestdo deste crustaceo, fato este também observado em H. reidi
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(observacdo pessoal). Assim, juvenis de cavalos-marinhos alimentados
com Artemia sp. e submetidos a um longo periodo de luz podem
apresentar maior consumo de alimento, mas ndo necessariamente
apresentar um crescimento elevado.

Ainda, segundo Martinez-Cardenas e Purser (2012), a qualidade
nutricional da artemia depois de certo periodo ndo é adequada para
compensar a energia gasta pelos cavalos-marinhos em fotoperiodo
continuo, uma vez que 0s metanauplios acabam consumindo e/ou
eliminando o enriquecedor. E provavel que os juvenis de cavalos-
marinhos em fotoperiodo continuo permanegcam ativos, gastando mais
energia para procurar alimento do que a energia obtida na assimilacéo
deste. Uma iluminacdo constante também pode resultar em mé formagao
e baixa sobrevivéncia, como verificado para larvas do robalo europeu
Dicentrarchus labrax (Villamizar et al., 2011b). E possivel, no caso de
larvas de robalo, que a iluminagdo continua, apesar de boa para o
crescimento, ndo seja adequada para o desenvolvimento normal dos
peixes. Gines et al., (2004) também relataram um crescimento diario
mais elevado de juvenis de pargo Sparus aurata sob um fotoperiodo
estendido (16L:08E), em comparagdo com os peixes cultivados com
iluminagdo continua. Os autores também sugerem maior gasto de
energia ndo produtiva associada ao aumento da atividade metabdlica em
24L:00E.

Enquanto algumas espécies de peixes preferem tanques claros
(Papoutsoglou et al., 2000; Tamazouzt et al.,, 2000) ou escuros
(Ostrowski, 1989; Naas et al., 1996), H. reidi adaptou-se igualmente as
diferentes cores nos primeiros 15 dias de vida, com sobrevivéncia e
crescimento similares nos diferentes tratamentos, indicando que neste
periodo eles ndo sdo influenciados pela cor do tanque, dentro das
condi¢cbes fornecidas no presente experimento. Apesar do peso e da
altura apresentarem diferengas significativas no 5° dia, estas ndo
persistiram nos dias seguintes. A explicacdo para esta diferenca neste
periodo ndo pode ser facilmente explicada, uma vez que o zooplancton,
o0 qual é essencialmente de cor marrom avermelhado, deveria ser melhor
detectado em um fundo branco que em vermelho ou transparente. Tal
diferenca ndo tem significado biolégico plausivel, portanto, poderia
provir de erro de medicdo, o qual é proporcionalmente maior (apesar de
constante em valor absoluto) para menores tamanhos e pesos, ou de uma
falha na escolha aleatéria dos organismos destinados a biometria das
réplicas.
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Diferente de larvas altriciais, nas quais a visao ao nascimento €
muito simples e ndo oferece a capacidade de distinguir entre diferentes
condi¢bes luminosas (Neave, 1984), H. reidi (Felicio et al., 2006) e
outras espécies do género mostram ser capazes de se alimentar bem em
uma grande faixa de intensidade luminosa (James e Heck, 1994; Lin et
al., 2009; Wong e Benzie, 2003). Os cavalos-marinhos apresentam
desenvolvimento precocial e supostamente ja nascem com a visdo e com
outros oOrgaos desenvolvidos. Neste periodo juvenil, nem H. reidi
(presente estudo, até 15 dias) nem H. abdominalis (Martinez-Cardenas e
Purser, 2007, até 6 semanas) sdo influenciados pela cor do tanque no
que tange a visualizagdo da presa. Por outro lado, Woods (2000)
verificou que tanques transparentes proporcionam maior taxa de ataque
e sucesso na captura de artemia por H. abdominalis que tanques brancos
e pretos apenas apds a primeira semana de cultivo, entretanto, depois de
um més esta diferenca ndo foi observada.

J& Lin et al., (2009) ao testarem seis diferentes cores de tanque
(verde, preto, vermelho, laranja, 50% verde + 50% vermelho e 50%
verde + 50% laranja) durante 6 semanas, observaram que Hippocampus
erectus apresentou maior sobrevivéncia nos tanques de duas cores,
porém o crescimento em peso a altura foi melhor no tanque preto. Os
autores também verificaram que nos tanques de duas cores, mais
individuos trocaram de cor. Em cavalos-marinhos este é um importante
fator a se analisar, uma vez que 0 Sseu preco varia conforme a sua
coloracdo, individuos amarelos, laranjas e vermelhos apresentam precos
superiores aos pretos e marrons, que muitas vezes ndo apresentam valor
de mercado (J. P. Demarco, comunicacdo pessoal). A coloragdo de
Hippocampus trimaculatus também pode ser influenciada pela cor de
tanque e pela cor dos pais, demonstrando que a coloracdo dos filhotes
também pode ter origem genética. Neste estudo, ndo foi observada
mudanca de cor nos animais, pois para H. reidi esta alteracdo ocorre
préxima aos 30 dias de idade (Hora e Joyeux, 2009).

5 CONCLUSAO

Um periodo de luz equivalente ao natural é suficiente para
juvenis de H. reidi se alimentar durante o dia e proporciona 0 mesmo
crescimento que periodos longos e continuos, assim, o fotoperiodo
intermediario de 10L:14E a 14L:10E ¢é indicado para manter uma boa
razdo custo-beneficio. Os resultados mostram que as cores de tanques
testadas ndo é critico para o cultivo desta espécie, porém, a influéncia
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deste fator deve ser melhor avaliada em relacdo a troca de cor dos
cavalos-marinhos.
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CAPITULO 3

Densidade de estocagem no cultivo do cavalo-marinho Hippocampus
reidi na fase pelagica

Maik dos Santos Cividanes da Hora™”, Jean-Christophe Joyeux’,
Monica Yumi Tsuzuki®

Resumo

Existem poucas informagfes sobre a melhor densidade de estocagem
durante o cultivo de cavalos-marinhos, seja na fase pelagica ou durante a
fase bentdnica. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a densidade
ideal para o cultivo de juvenis de Hippocampus reidi nos primeiros 15
dias de vida (fase peldgica e inicio da transicdo para fase bentdnica) e
recomendar uma nova metodologia de medicdo deste pardmetro na fase
bentbnica. Para isso, logo apds o nascimento, os filhotes foram divididos
em quatro densidades de estocagem: 1, 3, 6 e 15 individuos/L. N&o
foram observadas diferencas significativas de crescimento e
sobrevivéncia durante e ao final do experimento. Porém a partir do 10°
dia, alguns individuos ja apresentam comportamento bentdnico e se
fixam ao substrato, ndo ficando mais distribuidos na coluna de &gua.
Deste modo, na fase bentdnica, a melhor maneira de determinar a
densidade de estocagem seria medir linearmente os substratos e ndo
somente por volume de &4gua do tanque. E possivel a utilizagio da maior
densidade de estocagem na fase pelagica no cultivo de H. reidi, desde
gue tomados os devidos cuidados.

Palavras-chaves: Cavalo-marinho do focinho longo, peixe ornamental,
aquariofilia, piscicultura, substrato de fixacao.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura tem tendéncia ao uso de sistemas de cultivo cada
vez mais intensivos, que buscam minimizar os custos de producdo e
maximizar a produtividade, sem reducdo substancial do crescimento e
com sobrevivéncia satisfatoria (Bjornsson, 1994). Alguns estudos
demonstram que existe relacdo inversa entre a densidade de estocagem e
a taxa de crescimento e a sobrevivéncia (Holm et al., 1990; Lambert e
Dutil, 2001; El-Sayed, 2002). Maiores adensamentos também propiciam
interacdes sociais potencialmente estressantes, que podem comprometer
0 sistema imunoldgico e assim aumentar a suscetibilidade a doencas, o
gue normalmente eleva as taxas de mortalidade (Iguchi et al., 2003;
Tapia-Paniagua et al., 2014). Porém, outros estudos ndo observam
diferencas em termos de crescimento em diferentes densidades
(Baskerville-Bridges e Kling, 2000; Andrade et al., 2015).

A densidade de estocagem mais adequada varia com a espécie,
0 sistema de criacdo e a idade, e também é determinada por fatores
exdgenos como temperatura, luz e taxa de alimentagdo (Jargensen et al.,
1993; Baskerville-Bridges e Kling, 2000). Portanto, um dos primeiros
passos para o desenvolvimento de uma tecnologia de producdo € a
adequacdo da densidade de estocagem (Branddo et al., 2004), que ndo é
conhecida para diversas espécies de peixes ornamentais marinhos
cultivadas.

Os cultivos comerciais de cavalos-marinhos e ornamentais
marinhos em geral utilizam sistemas intensivos em pequena escala
caracterizados por altos niveis de controle humano e alta densidade de
estocagem (Koldewey e Martin-Smith, 2010). O Unico cultivo comercial
de cavalo-marinho Hippocampus reidi no Brasil usa densidades de 6,0-
0,6 individuos.L™ (J.P. Demarco, comunicac&o pessoal) na fase pelagica
e bentdnica, respectivamente. Normalmente, entre 15-30 dias de idade
juvenis de H. reidi deixam a fase pelagica, para adquirir habitos
bentdnicos (Hora e Joyeux, 2009). Com algumas excecdes, esta
transicdo se inicia aos 10 dias, no qual se prendem a alguma estrutura de
fixacdo com a sua cauda preénsil. O tempo de permanéncia na fase
pelagica e a transicdo para a fase bentdnica varia com as espécies de
cavalos-marinhos entre duas a oito semanas, com algumas espécies
supostamente ja nascendo com a capacidade de se prender a algum
substrato (Foster e Vincent, 2004).

Esforcos de pesquisa no cultivo de cavalos-marinhos para
estabelecer um protocolo de cultivo tém focado principalmente em
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descobrir melhores condi¢Ges de alimentacdo, de fatores ambientais
como temperatura, salinidade, intensidade luminosa e fotoperiodo
(Zhang et al., 2010). Contudo, o efeito da estocagem tem recebido pouca
atencdo entre as 13 espécies de cavalos-marinhos cultivadas
comercialmente (Koldewey e Martin-Smith, 2010). Destacam-se 0s
trabalhos com as espécies H. abdominalis, H. white e H. erectus, nos
quais, em sua maioria, indicam diminui¢cdo da densidade para evitar
interacOes intraespecificas, principalmente na fase bentdnica (Wong e
Benzie, 2003; Woods, 2003; Lin et al., 2009; Zhang et al., 2010;
Martinez-Cardenas e Purser, 2012).

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a melhor densidade
de estocagem para H. reidi durante a fase pelagica e no inicio do
processo de transicdo para a fase bentbnica e recomendar uma nova
metodologia de medicao deste pardmetro nesta Ultima fase.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ictiologia e
Maricultura Ornamental (LabIMO), da Universidade Federal do Espirito
Santo, Aracruz-ES, Brasil, e teve duracdo de 15 dias.

Os tratamentos foram realizados em triplicata utilizando 1440
filhotes recém-nascidos (de um total de 1454) liberados por um dos
machos do plantel de reprodutores que ja pertenciam ao laboratdrio. Os
filhotes foram distribuidos em 4 grupos experimentais com diferentes
densidades de estocagem: D1: 1 individuo.L™ (20 juvenis em cada
aquério); D2: 2 Ind.L™ (40 juvenis por aquério), D6: 6 Ind.L™" (120
juvenis por aquério), D15: 15 Ind.L™ (300 juvenis por aquério).

O experimento foi realizado em um sistema de recirculagdo
(como descrito em Hora et al, in prep. capitulo 2) composto por 18
aquarios de 20L com paredes azuis (parte com agua: 24,4 x 24,5 x 33,3
cm de altura). O fluxo de 4gua de cada aquario era de 60L.L™. Os
parametros fisico-quimicos da agua do sistema de recirculagdo foram
aferidos diariamente. A salinidade foi estabelecida de acordo com os
resultados de Hora et al. (in prep. capitulo 1) e mantida em 20,4 + 1,1
psu (média + desvio padrdo) e a temperatura em 24,9 = 0,3 °C, ambos
sendo aferidos com medidor multipardmetro YSI ec300 (precisdo de
0,1). O pH foi mensurado com pHmetro elétrico de precisdo 0,1
(modelo ph-700, Instrutherm, USA) e ficou entre 7,8 + 0,62. A amfnia
total e o nitrito, medidos com teste colorimétrico, permaneceram abaixo
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de 0,05ppm. O oxigénio foi medido com um oximetro (MO-910,
Instrutherm, USA) e manteve-se em 6,9 + 0,06 mg.L™.

Do nascimento ao 7° dia de idade, os juvenis foram alimentados
com zoopléncton selvagem coletado no estuario do rio Piraqué-Acu,
Aracruz, ES, Brasil (40° 09' 14,41"0, 19° 57' 01,13"S) com auxilio de
uma rede de plancton conica de malha 100um. O zooplancton foi triado
(300um) para a retirada dos organismos maiores e ofertado aos cavalos-
marinhos de duas a cinco vezes ao dia até a saciedade aparente,
mantendo o zooplancton em densidade préxima a 3 ind.mL™. Do 5° dia
até o fim do experimento foi ofertado nalplio de Artemia sp. recém
eclodidos e/ou metanauplios enriquecidos com Super Selco® (Inve,
Bélgica) por 24 horas, de acordo com metodologia do fabricante. A
troca de alimentacdo ocorreu de maneira gradual: no primeiro dia de
transicdo (5° dia de vida dos juvenis) foi ofertado 75% de zooplancton
selvagem e 25% Artemia sp., no segundo dia 50% de cada alimento no
terceiro dia de transigdo foi oferecido 25% de zooplancton selvagem e
75% de Artemia sp. e a partir do quarto dia (8° dia de vida) 100% de
Artemia sp.

Os aquarios experimentais foram sifonados trés vezes ao dia
para a retirada de residuos de alimento e excretas do fundo.
Semanalmente, 20 a 30% da &gua dos sistemas foi renovada. O
fotoperiodo durante o experimento foi de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro, visto que Hora et al., (in prep. capitulo 2) ndo encontraram
diferencas de crescimento para H. reidi submetidos a fotoperiodos de 10
a 24 horas de luz. A iluminagdo foi realizada através de lampadas
fluorescentes de 9W instaladas a 25 cm da superficie de 4gua de cada
aquario, fornecendo uma média de 2500 + 400 lux.

2.1 BIOMETRIA

O crescimento, tanto em altura quanto em peso, foi estimado
como a média de seis individuos amostrados aleatoriamente no dia do
nascimento (dia zero), 5° 10° e 15° dia de cada unidade experimental
(n=276). Os animais foram anestesiados com benzocaina (5 mg.L™),
fotografados e pesados (precisdo 0,0001g) usando como tara um becker
de 50ml com agua do sistema e devolvidos em seu aquario de origem.
Nédo foi detectada alteracOes evidentes de comportamento apds a
biometria e os peixes foram capazes de se alimentar imediatamente.
Fotos graduadas de cada individuo foram utilizadas para medicdo no
programa SigmaScan Pro 5°. A altura foi definida como sendo a soma
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da altura da coroa, do comprimento do tronco e do comprimento da
cauda (Lourie et al., 1999).

A partir dos dados biométricos, foram calculados:

- Taxa de crescimento diario (TCD, em mm.dia™): como sendo
a declividade b da regressao linear

Altura = a+b.ldade
- Taxa de crescimento especifico em peso (%dia™), com peso
em g e tempo em dias:
TCE=100x(In(peso final)-In(peso inicial))/tempo
- Coeficiente de variacdo da altura:
CV = desvio padrdo da altura/média da altura

2.2 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados testados nas andlises descritas estdo apresentados
como médias + erro padrdo das trés réplicas, a réplica (¢ ndo o
individuo) sendo a unidade amostral. A normalidade e a
homocedasticidade dos dados dos dois experimentos foram testados. Ao
contréario dos dados de altura e peso (e varidveis derivadas) a 5, 10 e 15
dias, os dados de sobrevivéncia ndo foram normais hnem homocedasticos
e, portanto foram transformados por arco seno. Para cada idade testada
(5, 10 e 15 dias), foi aplicada analise da variancia ANOVA one way
para detectar diferencas entre tratamentos. As diferencas detectadas
foram testadas por teste post-hoc de Tukey HSD. Todas as andlises
foram realizadas assumindo nivel de significancia 0=0,05 utilizando o
programa SPSS 16.0.

3 RESULTADOS

As diferentes densidades de estocagens testadas ndo
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao peso e a altura no
5° 10° 15° dia (Figura 1 A e B).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica (P > 0,05), a
sobrevivéncia média para as diferentes densidades de estocagem variou
entre 83,33-93,00%, a TCE foi de 22,05-23,79 % dia™. Também néo
diferiram CV e TCD (Tabela 1).

A partir do 10° dia, alguns individuos se prendiam em outros,
evidenciando o inicio do comportamento bent6nico.
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Tabela 1: Sobrevivéncia e pardmetros de crescimento (média + erro
padrdo) para juvenis de cavalo-marinho Hippocampus reidi submetidos a
quatro densidades de estocagem ap6s 15 dias. TCE: taxa de crescimento
especifico em peso, TCD: Taxa de crescimento diario em altura e CV:
coeficiente de variagdo da altura N&o houve diferenca significativa entre
tratamentos (P > 0,05) para as varidveis testadas.

Densidade Sobrevivéncia TCD TCE CVv
(Ind.L™" (%) (mmdia’) (% dia?) (%)
1 86,6 +4,4 1,07 £ 0,07 223+0,7 17671
2 90,8+54 1,19+0,06 23,7+06 92+13
6 83,3+4,4 1,13+0,10 228+11 75+25
15 93,0+1,1 1,14+ 0,13 220+11 122+8,3

Figura 1 — Peso (A) e altura (B) (x erro padrdo) de juvenis de
Hippocampus reidi no dia do nascimento e nos 5° 10° e 15° dias de vida
em tanques com diferentes densidades de estocagem. (ns: ndo
significativo).
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4 DISCUSSAO

Neste estudo foi observada elevada taxa de sobrevivéncia,
geralmente superior a 85%, o0 que possivelmente estd associado ao
zoopléncton selvagem fornecido na primeira alimentacdo, pois 0s
resultados sdo equivalentes a outros trabalhos com esta mesma espécie
que utilizaram a mesma alimentacdo inicial (Hora e Joyeux, 2009; Pham
e Lim 2013; Hora et al, in prep. Capitulol e 2).

Cultivos em altas densidades de estocagem requerem extremo
rigor no manejo, incluindo a limpeza, a alimentacdo, a profilaxia
visando a reducdo de consequentes acidentes e imprevistos. No presente
estudo, dentro do intervalo 1-15 ind.L™, a densidade de estocagem néo
influenciou a sobrevivéncia, o crescimento e a homogeneidade de
tamanho dos juvenis de H. reidi at¢ o 15° dia. Resultados similares
foram reportados para H. abdominalis (Martinez-Cardenas e Purser,
2012) e H. whitei (Wong e Benzie, 2003) em experimentos de seis e
quinze semanas de duracdo, respectivamente. Estes experimentos, que
ndo diferenciaram as fases planctonica e bentdnica, usaram densidades
de 1-15 ind.L™* (H. abdominalis) e 0,5-1 ind.L™ (H. whitei). Entretanto,
H. erectus do nascimento aos 25 dias apresentou melhor crescimento em
menores densidades (1 e 3 vs 5 ind.L™) (Zhang et al., 2010).

Densidades entre 2-5 ind.L™ foram usadas em estudos de
cultivo de H. reidi na fase planctdnica (Olivotto et al., 2008; Hora e
Joyeux, 2009; Willadino et al., 2012; Pham e Lin, 2013) e o Unico
cultivo comercial em atividade no Brasil utiliza 3-6 ind.L™(J.P.
Demarco, comunicagao pessoal). As densidades utilizadas para cavalos-
marinhos em geral sdo consideradas baixas em relacdo as reportadas
para outras espécies de peixes marinhos (Martinez-Cardenas e Purser,
2012). Entretanto, comparagfes diretas ndo sdo passiveis de serem
realizadas, uma vez que a familia Syngnathidae apresenta
desenvolvimento precocial, nascendo como juvenis, maiores e mais
pesados que larvas altriciais. Enquanto muitas larvas de peixes altriciais
usadas na aquicultura marinha nascem com aproximadamente 2mm, H.
reidi nascem com 8mm, e em torno de 64 vezes mais pesado,
considerando uma relacdo peso-comprimento de tipo clbica (King,
1995; Froese, 2006). Larvas de Gadus morhua podem ser mantidas em
densidades de 50 a 300 larvas.L™ por 36 dias sem comprometer seu
desempenho (Baskerville-Bridges e Kling, 2000). Por comparacéo, em
termos de biomassa no momento do nascimento, as maiores densidades
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usadas no presente estudo (15 ind/L) correspondem a 960 larvas
altriciais.L™.

Adultos de H. abdominalis ndo respondem bem a alta densidade
de estocagem devido ao aumento no estresse, 0 que o tornaria mais
vulneravel as doengas (Woods 2003; Koldewey e Martin-Smith, 2010).
Porém, cavalos-marinhos possuem vantagem por ndo apresentarem
comportamento marcado de dominancia nem de canibalismo,
comportamentos estes que podem ser influenciados pela densidade
(Hecht e Pienaar, 1993). Durante a fase pelagica, as interagdes devem
ser minimizadas em relacdo ao que se espera em adultos, ja que ambos,
o alimento e os cavalos-marinhos, ficam bem distribuidos na coluna de
agua, portanto é provavel que a competicdo seja baixa, desde que haja
alimento disponivel.

No fim da fase peldgica, cavalos-marinhos assentam, e ocupam
uma pequena area vital (Vincent et al., 2005). No sistema de cultivo,
eles se afastam do substrato de fixagcdo somente para se alimentar. Nesta
fase, jovens adultos de H. abdominalis e H. erectus e juvenis de H.
erectus apresentam maior crescimento em menores densidades (Woods,
2003; Lin et al 2009; Zhang et al., 2010).

Segundo os autores acima citados, em altas densidades os
cavalos-marinhos estdo mais expostos a interagcdes negativas tais como
se prenderem um ao outro, ocasionando incomodo, estresse,
impedimento do acesso ao alimento e excessivo gasto de energia para se
soltar. Woods (2003) sugeriu que se aumente significativamente o
substrato de fixagdo de modo que o contato entre individuos seja
reduzido. Em cultivos de Pleuronectiformes, a densidade de juvenis
bentbnicos é medida por area (Bjornsson, 1994; Andrade et al., 2015),
apesar da densidade das larvas peldgicas ser medida por volume
(Tagawa et al., 2004). Assim, de maneira semelhante, a densidade de
estocagem para cavalos-marinhos na fase bentdnica deve ser avaliada
pela disponibilidade de substratos, que tém se mostrado importante na
otimizacdo de espaco e bem estar de animais de criacdo (Estevez et al.,
2002; Hester, 2014).

Os cavalos-marinhos sdo extremamente sedentarios (Vincent et
al., 2005), a permanéncia em um Gnico local esta provavelmente ligada a
processos cognitivos relacionados a escolha e ao reconhecimento de
locais especificos e a existéncia de espagamento minimo entre animais
(Hester 2014) para minimizar interacGes e conflitos intraespecificos
(Grant et al., 1992). Assim, o reconhecimento de locais ou substratos
com diferentes formas, cores e/ou materiais pelos cavalos-marinhos
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deve ser testado, uma vez que as matrizes mantidas em casais
permanecem a maior parte do tempo em um substrato escolhido
(observacdo pessoal).

5 CONCLUSAO

Até 0 15° dia, ndo foram observados problemas relacionados ao
crescimento e a mortalidade para H. reidi nas densidades testadas, sendo
possivel a utilizagdo da densidade de 15 ind.L™ com melhor custo
beneficio. Porém, maiores densidades devem ser testadas, a fim de
encontrar a densidade maxima suportada pela espécie durante a fase
planctonica. A partir do 10° dia, substratos de fixacdo devem ser
introduzidos no cultivo para os juvenis que se tornam benténicos.

Estudos devem ser conduzidos na fase bentOnica da espécie
para verificar a melhor densidade de estocagem, sendo aqui sugerido
escolher ou definir a densidade pela quantidade de substratos de maneira
linear por individuo e ndo por volume.
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CAPITULO 4

Primeira alimentacdo do cavalo-marinho Hippocampus reidi: efeito
do copépode Paracalanus quasimodo cultivado, zooplancton
selvagem e rotiferos

Maik dos Santos Cividanes da Hora®”", Marcia Vanacor Barroso’, Jean-
Christophe Joyeux”, Cesar Alexandro Silva’, Felipe Sueti Magalhaes’, Renato
Rodrigues Neto’, Ménica Yumi Tsuzuki®

Resumo

Um dos principais gargalos no cultivo de cavalos-marinhos é a
baixa sobrevivéncia na primeira alimentacdo. O uso de rotiferos
geralmente tem mostrado resultados insatisfatorios de sobrevivéncia e
crescimento, e copépodes tem sido apontados como melhores alimentos.
Entretanto, para cultivar este alimento vivo, mais de duas microalgas
devem ser utilizadas, tornando o cultivo mais restritivo devido ao
aumento do custo e ao trabalho intensivo. Assim, o estudo visou
implementar uma alimentacdo mais eficiente e com um alimento vivo
com maior facilidade de producdo para o cultivo de cavalos-marinhos.
Foi testado o uso do copépode calandide Paracalanus quasimodo
cultivado com uma dieta inerte juntamente com rotiferos, zooplancton
selvagem, e rotiferos na primeira alimentacdo de H. reidi. Os
tratamentos, testados em triplicata, foram: rotifero (Dieta R), rotifero
mais zooplancton selvagem (Dieta R+ZS), zooplancton selvagem (Dieta
ZS) e rotifero mais copépode P. quasimodo cultivado (Dieta R+CC).
Estes alimentos foram oferecidos nos primeiros 5 dias e apds este
periodo foi ofertada Artemia sp. de forma gradual. O copépode foi
alimentado com uma dieta comercial para rotiferos. O copépode
cultivado juntamente com rotiferos na primeira alimentacéo de H. reidi
mostrou resultados de sobrevivéncia e crescimento equivalentes a
alimentacdo com zooplancton selvagem, e bem superiores a alimentagéo
somente com rotiferos, mostrando seu potencial para o cultivo do
cavalo-marinho. O copépode calanéide P. quasimodo foi cultivado com
sucesso somente com uma dieta comercial para o cultivo de rotiferos,
que pode ser um possivel substituto ao uso de microalgas. Além disto,
demonstrou ser resistente as condi¢des de cultivo, podendo ser uma boa
opcao para producdo intensiva.

Palavras-chave: Alimento vivo, copépode calandide, aquicultura
ornamental, aquariofilia, &cido graxo.
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1. INTRODUCAO

O declinio global das populagdes naturais de cavalos-marinhos no
mundo vem ocorrendo principalmente como resultado da destrui¢do dos
habitats naturais e pela grande demanda destes animais a medicina
tradicional chinesa e em menor grau para o comércio da aquariofilia e
artesanato (Vincent, 1996). Como consequéncia, todas as espécies de
cavalos-marinhos constam no Apéndice Il da CITES (CITES, 2014) e
estdo como vulneravel na lista vermelha de espécies ameacadas da
IUCN (IUCN, 2014).

Hippocampus reidi, que ocorre desde Carolina do Norte (EUA),
até o Rio Grande do Sul (Brasil) (Froese e Pauly, 2014), é um dos mais
procurados e valorizados para o mercado de aquariofilia mundial (Bull e
Mitchell, 2002). O Brasil foi um dos maiores fornecedores desta espécie
para 0 mercado mundial entre os anos de 1998-2002 (Wabnitz et al.,
2003), onde um cavalo-marinho vivo desta espécie pode ser vendido por
$ 300 nos EUA (www.seahorse.com). H. reidi também estd como
vulneraveis na “Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameagadas
de Extingdo” (MMA, 2014).

O cultivo de cavalos-marinhos mostra um grande potencial ndo
s6 como um produto comercial, mas também como uma importante
ferramenta para a conservagdo (Koldewey e Martin-Smith, 2010),
podendo auxiliar na diminui¢do do extrativismo. Embora os protocolos
para o cultivo destes peixes tenham sido aprimorados e o fechamento do
ciclo reprodutivo para algumas espécies tenha sido obtido (Koldewey e
Martin-Smith, 2010), a alimentacdo e nutricdo, principalmente devido a
alteracBes na dieta ao longo do desenvolvimento destes animais, ainda
constituem os principais desafios para sua produgéo.

Uma das principais limitacGes para a producdo de cavalos-
marinhos é a baixa sobrevivéncia dos juvenis nos primeiros dias de vida,
devido a inadequacdo nutricional, tipo e tamanho do primeiro alimento
(Payne e Rippingale, 2000; Lin et al., 2007; Olivotto et al., 2008b). Um
protocolo de alimentacdo Unico e adequado para todas as espécies de
cavalos-marinhos ndo é vidvel, uma vez que a biologia, tamanho dos
recém-nascidos e capacidade digestiva sdo espécie-especifica (Olivotto
etal., 2011).

Rotiferos Brachionus sp. e a Artemia sp. sdo comumente
utilizados nos primeiros dias de vida na larvicultura de peixes marinhos
devido a praticidade e conveniéncia (Hoff e Snell, 2008). Entretanto,
devido as maiores taxas de mortalidade encontradas na maioria dos
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estudos com cavalos-marinhos alimentados com esses dois itens
(Olivotto et al., 2008a; Willadino et al., 2012; Pham e Lin, 2013),
trabalhos vem testando o uso de copépodes cultivados (Celino et al.,
2012; Olivotto et al., 2008a; Sheng et al., 2006; Willadino et al., 2012) e
zooplancton selvagem (Job et al., 2006; Hora e Joyeux, 2009; Pham e
Lin, 2013).

Zooplancton selvagem ja é empregado com sucesso na primeira
alimentacdo de juvenis de H. reidi em cultivo comercial (Hora et al,.
2010). Entretanto, apesar dos seus beneficios nutricionais, este pode
trazer patdégenos e contaminagdo com outros organismos indesejaveis
para o sistema de cultivo (Burhans e Melechinsky. 2000), além da sua
composigdo ser varidvel com a sazonalidade (Hoff e Snell 2008), o que
pode prejudicar a producdo. Porém, ainda assim proporciona boa
sobrevivéncia e crescimento para juvenis de H. reidi (Hora e Joyeux,
2009; Pham e Lin, 2013).

As vantagens dos copépodes (coletados ou cultivados) sdo
principalmente devido ao elevado valor nutritivo, grande variedade de
tamanho e a sua natacdo, que promove estimulos visuais as larvas de
peixes (Stattrup e Norsker, 1997; Rajkumar e Kumaraguru 2006; Vu et
al., 2014; Barroso et al., 2015). Copépodes sdo naturalmente ricos em
acidos graxos altamente insaturados (HUFA’s), principalmente, acido
docosahexaendico (DHA) e eicosapentaendico (EPA), ambos essenciais
para 0s primeiros estagios de desenvolvimento dos peixes marinhos
(Sargent et al., 1997).

Os copépodes calondides e ciclopdides cultivados sdo
considerados melhores como alimento para cavalos-marinhos em
relacdo aos harpacticéides (Payne e Rippingale, 2000; Holt, 2003; Job et
al., 2006; Olivotto et al., 2008a), uma vez que apresentam todas as fases
de vida pelagicas, tornando-os mais faceis de serem predados. Quando
copépodes harpacticdides cultivados foram utilizados na alimentacéo de
H. reidi, elevadas taxas de mortalidade foram observadas (Olivotto et
al., 2008a; Willadino et al., 2012). Deve-se ressaltar que, para o cultivo
de copépodes, normalmente é necessario a producdo e uso de mais de
duas espécies de microalgas para alimenta-los, o que torna o cultivo
mais restritivo devido ao alto custo e o trabalho intensivo (Nanton e
Castell, 1999; Knuckey et al., 2005; Vu et al., 2014). Deste modo, 0 uso
de dieta inerte no cultivo de copépodes pode auxiliar na diminuicdo do
custo de producdo, facilitando a criacdo desses organismos, como ja
verificado por Barroso et al. (2015).
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Assim, visando implementar métodos alternativos ou
complementares na primeira alimentacdo de H. reidi, testou-se o uso do
copépode calandide Paracalanus quasimodo cultivado com uma dieta
inerte juntamente com rotiferos em relacdo ao zooplancton selvagem e
rotiferos.

2 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Ictiologia e
Maricultura Ornamental (LablMO), da Universidade Federal do Espirito
Santo, Aracruz, ES, Brasil.

2.1 CULTIVO DO COPEPODE Paracalanus quasimodo E OUTROS
ALIMENTOS VIVOS UTILIZADOS

Copépode: para o cultivo do copépode, zooplancton selvagem foi
coletado no estuério do Rio Piraqué-Agu, Aracruz, ES, Brasil (40° 09'
14,41"0, 19° 57' 01,13"S) no més de janeiro (verdo), com auxilio de
uma rede de plancton conica de 60 cm de didmetro, malha de 200 um, e
copo cego durante cinco minutos, com velocidade de 1 né. Os
organismos maiores foram triados, permanecendo individuos entre 100-
350 pm. Os individuos foram acondicionados em um tanque de 200 L
com volume inicial de 20 L com agua clorada e declorada e aeragédo
moderada. Os copépodos foram alimentados somente com dieta
comercial para o cultivo de rotiferos (Selco Parkle, Inve®, Bélgica) na
quantidade de 1g por milhdo de copépode segundo metodologia ja
utilizada para o cultivo de Oithona sp. (Barroso et al., 2015).

O tanque dos copépodes foi acrescido de 20% do volume por dia
e uma vez por semana 100% da agua era renovada, para manter boa
qualidade de agua. Semanalmente foi verificada a composicdo do
zooplancton e a densidade. Ap6s uma Ssemana, 0S coOpépodes
Paracalanus quasimodo (Calanoida), Temora sp. (Calanoida) e Oithona
sp. (Cyclopoida) predominaram no cultivo. Em trés semanas, a espécie
P. quasimodo predominou totalmente, chegando a uma densidade maior
que 3 ind.mL™ em 200L de 4gua. A temperatura e a salinidade do
cultivo permaneceram entre 23,0 £ 1,0°C e 25,0 + 1,0 (média £ desvio
padrdo) psu, respectivamente. Foram ofertados para os cavalos-
marinhos somente copépodes menores que 350 pum.

Zooplancton selvagem: foi coletado diariamente nos meses de
janeiro e fevereiro (verdo) no estuario do rio Piraqué-Acu com auxilio
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de uma rede de plancton conica de malha 100 um e posteriormente
triado (350 pum) para a retirada dos organismos maiores antes do
fornecimento aos cavalos marinhos. A comunidade zooplanct6nica
estuarina no Piraqué-Acu é largamente dominada por copépodes Acartia
lilljeborgi, Temora turbinata, Parvocalanus crassirostris, Oithona
oswaldocruzi, Oithona oculata, Euterpina acutifronse, Paracalanus
pavus (Nunes, 2010).

Rotiferos e artemia: rotiferos Brachionus sp. (50-220 um) foram
cultivados em tanques cdnicos de 100 L, a uma densidade de 100 a 150
ind/mL™, e alimentados com S. parkle (Inve® Bélgica) de acordo com
metodologia do fabricante. Os cistos de Artemia sp. eclodiam em um
tanque conico de 2 L a 28°C, e ap6s 24 horas, os nauplios eram
acondicionados em um tanque de 20 L contendo emulsdo nutritiva
Super Selco (Inve® Bélgica) por 24 horas, conforme metodologia do
fabricante, antes do fornecimento aos cavalos-marinhos.

2.2. ORIGEM E CONDICOES GERAIS DE MANUTENCAO DOS
CAVALOS-MARINHOS

Foi utilizada uma ninhada de uma das matrizes ja pertencentes
ao plantel de reprodutores do laboratério. As matrizes eram alimentadas
quatro vezes ao dia até a saciedade, duas vezes pela manhd e duas no
periodo da tarde. A alimentacdo consistia de misidaceos Mysidium
gracile (Crustacea: Misidacea) coletados no ambiente natural e
congelados. Os aquarios eram sifonados trés vezes ao dia na parte da
tarde, antes das duas ofertas de alimento e uma hora depois da Gltima
alimentacdo para remover restos de alimento e fezes do fundo. O
fotoperiodo para as matrizes foi de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.
A temperatura e a salinidade se mantiveram em 25,1 + 0,2°C e 20,4
0,3 psu, respectivamente.

2.3. DESENHO EXPERIMENTAL

Apbds o nascimento, os filhotes de cavalos-marinhos foram
divididos em aquarios de 20 L (40 individuos por aquario - 2
individuos.L™) onde foram testados quatro alimentacdes do nascimento
ao 7° dia (considerada como primeira alimentagao), em triplicata.

Dieta R: rotifero - Brachionus sp. (10 individuos.mL™); Dieta ZS
(controle): zooplancton selvagem de 100 a 300 pm (3 ind.mL™); Dieta
R+ZS: rotifero - Brachionus sp. (5 ind.mL™) + zooplancton selvagem
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de 100 a 300 pum (1,5 ind.mL™) e Dieta R+CC: Rotifero - Brachionus
sp. (5 ind.mL™) + copépode cultivado Paracalanus quasimodo (1,5
ind.mL™). O zooplancton selvagem possufa tamanho entre 100-350 pm,
os rotiferos entre 50-220 um e os copépodes cultivados 100 -350 um.

O zooplancton selvagem foi incluido uma vez que este € o
alimento mais utilizado na primeira alimentacdo de H. reidi em cultivo
comercial no Brasil. Ndo foi utilizado um tratamento somente com
copépode uma vez que sua produgdo em larga escala ndo foi possivel
neste estudo.

A partir do 5° dia até o final do experimento (12° dia) foi
introduzido na alimentacdo metanatplios de Artemia sp. (3 ind.mL™) de
maneira gradual, sendo que no primeiro dia de transigéo (5° dia de vida
dos juvenis) foi ofertado 75% da dieta habitual e 25% Artemia sp., no
segundo dia 50% de cada alimentagdo, no terceiro dia de transi¢do foi
oferecido 25% da dieta e 75% de Artemia sp., e a partir do quarto dia (8°
dia de vida), 100% de Artemia sp. Nos primeiros sete dias, o alimento
foi ofertado aos animais duas vezes ao dia, a metade da densidade assim
que acendiam as luzes pela manhd (09:00h) e a outra metade no inicio
da tarde (14:00h), para garantir a qualidade nutricional dos alimentos.
Do 8° dia até o final do experimento, Artemia sp. foi ofertada até a
saciedade.

O experimento foi realizado em um sistema de recirculagéo de
agua equipado com skimmer, filtro bioldgico de alga calcérea e filtro
ultravioleta de 36W em aquarios de 20 L (34,5cm de altura x 24 cm de
comprimento x 24 cm de largura) com paredes azuis. O fluxo de agua de
cada aquério era de 40 L.h™. Os parametros fisico-quimicos da agua do
sistema de recirculacdo foram aferidos diariamente. A temperatura da
agua foi de 24,8 £ 0,5 °C, e a salinidade mantida em 20,3 + 0,4 psu, de
acordo com os melhores resultados encontrados por Hora et al. (in prep.
capitulo 1) sendo aferidos com o medidor multiparametro YSI ec300
(precisdo de 0,1). O pH foi mensurado com pHmetro elétrico de
precisdo 0,1 (modelo ph-700, Instrutherm, USA) e manteve-se entre 7,9
+ 0,1. A amonia total e o nitrito, mensurados com teste colorimétrico,
permaneceram abaixo de 0,05 ppm. O oxigénio mensurado com um
oximetlro (MO-910, Instrutherm, USA) e manteve-se entre 7,1 + 0,1
mg.L ™.
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2.4 BIOMETRIA

O crescimento, tanto em altura quanto em peso, foi estimado
como a média de seis individuos amostrados no dia do nascimento (dia
zero), e aleatoriamente em cada unidade experimental (n=18 peixes por
tratamento) no 5° 8° e 12° dia. Os animais foram anestesiados com
benzocaina (5 mg.L™), fotografados, pesados (precisdo 0,1mg) usando
como tara um béquer de 50 mL com agua do sistema e devolvidos em
seu aquario de origem. Apds a biometria, ndo houve alteracdo de
comportamento e o0s peixes foram capazes de se alimentar
imediatamente. Fotos graduadas de cada individuo foram utilizadas para
a medicdo dos animais no programa SigmaScan Pro 5%, sendo a altura
definida como a soma da altura da coroa, do comprimento do tronco e
do comprimento da cauda (Lourie et al., 1999).

A partir dos dados biométricos, foram calculadas:

- Taxa de crescimento diario (TCD, em mm.dia™): sendo a declividade b
da regressdo linear Altura = a + b.Idade.

- Coeficiente de variagdo da altura (CV) (calculado somente para 12°
dia):

CV=100x (desvio padrdo da altura/média da altura)

- Taxa de crescimento especifico em peso (TCE)(% dia™):

TCE=100x (In(Peso Final)-In(Peso Inicial))/Tempo

- Fator de condigéo (FC):

FC=Peso/Altura

2.5 ANALISES DE ACIDOS GRAXOS

Ao final do experimento, os animais ndo foram alimentados por
24 horas de trés a seis cavalos-marinhos de cada aquario foram
coletadas em triplicata para analises de acidos graxos. Amostras dos
alimentos também foram coletadas para analises de acido graxo.

A andlise de &cidos graxos foi realizada no Laboratério de
Geoquimica Ambiental (LabGAm) da UFES seguindo a metodologia
descrita por Neto et al. (2006) com modificacGes. As amostras foram
liofilizadas (-30°C; 48h) e extraidas em diclorometano (DCM): metanol
(9:1; v:v) por banho ultrasénico (15 min.) em trés secGes intercaladas
por centrifugacdo (15 min.; 3000 rpm). A seguir, elas foram
concentradas por evaporador-rotativo e o excesso de solvente removido
sob fluxo de N, puro. Posteriormente, os extratos foram metilados
(metanol: cloreto de acetila, v: v; 12h; 40°C) e silanizados (50 pL de
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BSTFA (NiO-bis (trimetilsililtrifluoracetamida com 1% de trimetil-
cloro-silano; 40 min; 60°C). Os extratos lipidicos foram diluidos em
DCM (1000 pL) e aliquotas de 1pL foram injetadas no cromatdgrafo
gasoso (Agilent Technologies, modelo 7890A) com detector de
ionizacdo em chama com injetor split/splitless e uma coluna capilar DB-
5 (30 mx 250 um.x 0,25 pm). O forno foi inicialmente aquecido a 60°C
por 1 min., com sua temperatura elevada a 6°C/min até 300°C,
permanecendo nesta temperatura por 20 min. A quantificacdo dos
compostos foi baseada nas &reas dos picos sendo a concentracdo
calculada a partir da injecdo de uma mistura de padrdes contendo 37
acidos graxos metil ésteres (FAMES, Sigma-Aldrich) e padréo interno
a-colestano (100 pg.mL™) que foi adicionado ap6s a extracao.

O equipamento utilizado para a leitura dos acidos graxos
(cromatografo gasoso), ndo detectou, por problemas técnicos, os acidos
graxos poli-insaturados (PUFA), que sdo os de maior interesse para 0s
organismos marinhos. Posteriormente, serd realizada nova leitura das
amostras devidamente armazenadas com colunas cromatograficas
especificas, cuja resolucdo permite a separacdo de A&cidos graxos
poliinsaturados e seus isOmeros. Desta forma, os resultados de acidos
graxos saturados lidos estdo apresentados no Anexo 3.

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados sdo apresentados como médias + erro padrdo das
trés réplicas. Uma vez que somente os dados de sobrevivéncia e peso
ndo foram normais nem homocedasticos, estes foram transformados por
arco seno. Foi aplicada andlise da variancia ANOVA one way para
verificar diferengas estatisticas entre os tratamentos. Em todas as idades
(do 1° ao 12° dia) foram testadas a significancia para a sobrevivéncia,
enquanto para os dias 5% 8° e 12* foram testadas para as variaveis
descrevendo o crescimento. As diferencas detectadas foram testadas por
Tukey HSD. As analises foram realizadas utilizando o programa SPSS
16.0 e assumindo um nivel de significancia 0=0,05, com exce¢do das
analises sobre acidos graxos onde foi a=0,01 devido ao grande nimero
de testes.

3 RESULTADOS

Os resultados do cultivo do copépode P. quasimodo utilizando a
dieta comercial inerte foram bastante satisfatérios, uma vez que foi
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obtido um crescimento populacional diario de 10-20% e uma populacao
variando entre 2,9-4,0 copépodes.mL™, numa distribuicdo de 10:3:1
para nauplios, copepoditos e adultos.

A utilizacdo do copépode cultivado com rotiferos (Dieta R+CC)
mostrou resultados de sobrevivéncia dos juvenis de cavalos-marinhos
similares ao das dietas com rotifero e zooplancton selvagem (R+ZS) e
somente zooplancton selvagem (ZS), e superiores ao de juvenis
alimentados somente com rotifero (Dieta R). Com esta Gltima dieta,
observou-se queda significativa de sobrevivéncia a partir do 4° dia (P <
0,05). Ao final dos 12 dias de experimento, as melhores percentagens de
sobrevivéncia acumulada também foram observadas nas dietas que
haviam uma combinacdo de itens alimentares (Dietas ZS, R+ZS e
R+CC: 92,5+3,0; 88,3+1,44 e 87,5+0,0%, respectivamente) comparado
com a dieta composta somente de rotifero (Dieta R: 50,0+7,2%) (Figura
1).

Em todas as idades testadas, os valores de peso dos juvenis das
Dietas R+CC, R+ZS e ZS foram aproximadamente trés vezes superiores
aos da Dieta R e os de altura foram aproximadamente 40% maior
(Figura 2). Os parametros de crescimento (TCD e TCE) também foram
significativamente maiores para as Dietas R+CC, R+ZS e ZS em relagéo
a Dieta R (P < 0,05) (Tabela 1). Nao foram observadas diferencas
significativas em relagdo ao coeficiente de variacdo (CV) e fator de
condicédo (FC) (P > 0,05).
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Figura 1 - Média de sobrevivéncia acumulada (%) de juvenis de
Hippocampus reidi submetidos a diferentes dietas (os erros padrbes das
médias entre réplicas foram omitidos para melhor visualiza¢do). Dieta R =
rotiferos, Dieta ZS = zooplancton selvagem, Dieta R+ZS = rotifero +
zooplancton selvagem, Dieta R+CC = rotifero + copépode cultivado. Letras
diferentes no mesmo dia indicam diferenca significativa (P<0,05). A faixa
vertical cinza indica a transi¢do da alimentag&o e as setas o dia de amostragem
para a biometria.
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Tabela 1: Taxa de crescimento diario (TCD), taxa de crescimento
especifico (TCE), fator de condicdo (FC) e coeficiente de variacdo da
altura (CV) (média + erro padrdo) para juvenis de cavalo-marinho
Hippocampus reidi submetidos a quatro dietas: Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05) entre
dietas. Dieta R = rotiferos, Dieta ZS = zooplancton selvagem, Dieta
R+ZS = rotifero + zooplancton selvagem, Dieta R+CC = rotifero +

copépode cultivado.

. TCD TCE
Dieta (mm.dia'l) (% dia'l) FC cv

R 0,53+0,07° 14,28+0,24° 0,46+0,06 15,11+3,62

ZS 1,43+0,05° 24,19+0,38° 0,44+0,03 9,33+0,86
R+ZS 1,53+0,04° 23,09+1,06° 0,45+0,04 7,03+1,68
R+CC  1,58+0,05% 23,19+0,59° 0,36+0,01 8,61+2,46

95
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Figura 2 — Peso médio (A) e altura média (B) (+ erro padrédo) de juvenis
de Hippocampus reidi no dia do nascimento e no 5°, 8% e 12° dia de vida,
submetidos a diferentes dietas. Dieta R = rotiferos, Dieta ZS
zooplancton selvagem, Dieta R+ZS = rotifero + zooplancton selvagem,

Dieta R+CC = rotifero + copépode cultivado. Letras diferentes no mesmo

dia indicam diferenca significativa entre tratamentos (P<0,05).
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho é inovador, uma vez que o cultivo do
copépode P. quasimodo foi realizado com sucesso utilizando somente
uma dieta comercial inerte. O uso de alimento inerte diminui
consideravelmente o trabalho e o custo de produgdo do copépode, uma
vez que ndo haveria a necessidade da producdo de microalgas para
alimentar os copépodes. Adicionalmente, o copépode P. quasimodo
demostrou ser mais resistente as condigdes de cativeiro que os demais
copépodes selecionados na coleta de zooplancton.

Mais importante, a sua utilizagdo apenas como complemento
alimentar, ofertado juntamente com rotifero, demostrou ser tao eficiente
quanto a alimentacdo com zooplancton selvagem. Copépodes utilizados
apenas como complemento alimentar, juntamente com rotiferos ou
Artemia sp., tém se mostrado mais eficientes na alimentacdo de juvenis
de cavalos-marinhos e outros peixes marinhos que quando ofertado
apenas um desses dois itens (Olivotto et al., 2008a, 2008b; Celino et al.,
2012; Barroso et al., 2013). Ryer e Boehlert (1983), sugerem que o total
de energia adquirida aumenta com a maior diversidade de itens
alimentares na dieta de larvas de peixes.

Comparando-se com outros trabalhos, nenhum outro copépode
cultivado obteve resultados téo satisfatorios na alimentagdo de H. reidi
(Olivotto et al., 2008a; Willadino et al., 2012). Enquanto neste estudo,
foram obtidas em média 87,5 % de sobrevivéncia nos 12 primeiros dias
de vida com a Dieta R+CC, Olivotto et al. (2008a) e Willadino et al.
(2012) obtiveram entre 20-40%, utilizando rotifero com o copépode
harpacticoide Tisbe sp. cultivado. Assim, mais estudos devem ser
realizados afim de aprimorar o cultivo de P. quasimodo com dietas
comerciais e desenvolver um protocolo de cultivo.

Apesar dos resultados satisfatorios da utilizacdo do copépode P.
quasimodo, seu uso em larga escala para uma producdo comercial de H.
reidi ainda deve ser testado. Fazendo uma simulacdo para a produgéo de
mil cavalos-marinhos, nas mesmas condi¢Ges do tratamento da Dieta
R+CC, seriam necessarios aproximadamente 20 milhdes de copépodes
por dia, na primeira semana de cultivo. Ou seja, nas condi¢bes do
presente estudo, tanques com 6 mil litros de agua com densidade média
de 3,0 copépodes.mL™ disponiveis diariamente. Deste modo, mais
estudos devem ser realizados afim de avaliar a utilizacdo de P.
quasimodo individualmente na dieta de H. reidi ou com diferentes
densidades juntamente com rotiferos.
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O zooplancton selvagem é o alimento natural das larvas de
peixes, porém apresenta vantagens e desvantagens ao ser utilizado na
aquicultura. As principais vantagens sdo o baixo custo, a elevada
diversidade de espécies de tamanho variado, o alto valor nutritivo e as
altas taxas de acidos graxos em relacdo aos alimentos comumente
utilizados (rotiferos e Artemia sp.), mesmo enriquecidos. Wittenrich
(2007) relata que tais organismos providenciam elevada taxa de
sobrevivéncia e larvas mais saudaveis. No cultivo comercial de cavalos-
marinhos no Brasil, a primeira alimentagdo é constituida somente de
zoopléncton selvagem (Hora et al., 2010). Porém, a coleta de
zoopléncton apresenta algumas desvantagens. Entre outras, os locais de
coleta, que normalmente sdo estuarios ou regibes costeiras, podem estar
contaminados, a abundancia, a diversidade e a qualidade dos organismos
sdo influenciadas pela sazonalidade e intempéries climaticas e
organismos patégenos e/ou oportunistas podem ser introduzidos ao
sistema de cultivo. Deste modo, a escolha de um bom local de coleta e a
triagem do zooplancton sdo necessarios para a sua utilizacéo.

Embora o rotifero seja utilizado no cultivo de diversas espécies
de larvas de peixes marinhos (Haché e Plante, 2011), sozinho, este
alimento néo foi eficiente na alimentagdo de recém-nascidos de H. reidi,
corroborando os dados de Olivotto et al. (2008a), Willadino et al. (2012)
e Pham e Lin (2013). O desempenho insatisfatério na Dieta R, também
pode ser resultado de menor concentracdo de acidos graxos altamente
insaturados (HUFA’s) neste alimento vivo em relagdo aos copépodes
calandides (Toledo et al., 1999; Olivotto et al., 2011; Barroso et al.,
2015). Larvas e juvenis da maioria das espécies de peixes marinhos
exigem presas com um alto teor nutricional, principalmente HUFA’s
que sdo essenciais na dieta (Sargent et al.,, 1999). Enquanto as
exigéncias de &cidos graxos dos cavalos-marinhos, ndo sdo exatamente
conhecidas, é sugerido que suas necessidades sejam similares as de
outros peixes marinhos (Payne e Rippingale 2000).

Outra hip6tese para este baixo desempenho seria uma possivel
deficiéncia em fdsforo e outros micronutrientes fornecidos através dos
rotiferos. Diferente de qualquer outro peixe destinado para aquicultura,
os cavalos-marinhos possuem pele esticada em cima de uma série de
placas 6sseas como anéis ao redor do tronco e da cauda (ver Foster e
Vincent, 2004), formando uma armadura subdérmica flexivel (Praet et
al., 2012; Porter et al.,, 2013), o que provavelmente aumenta a
percentagem de peso corporal em 0sso em relagcdo a maioria dos peixes
teledsteos. E sabido que, para a formacdo e desenvolvimento do tecido
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0sse0, SA0 necessarios varios minerais e micronutrientes, principalmente
calcio e fosforo (Martinez-valverde et al., 2000; Toppe et al., 2007). A
exigéncia de calcio em peixes € normalmente suprida pela absorcdo
direta na 4gua (Borba et al., 2012). J& a necessidade de fosforo é quase
totalmente dependente da dieta (Dato-Cajegas e Yakupitiyage, 1996).
Desta forma, a sua deficiéncia na alimentacdo em peixes ocasiona
retardo no crescimento, baixa eficiéncia alimentar, acimulo de gordura
corporal e ma formacdo Gssea (Borba et al., 2012). H. reidi, nas
primeiras semanas de vida estd com o esqueleto em formagdo, uma vez
gue a condrogénese ja esta bem estabelecida desde o nascimento e a
osteogénese ¢ mais evidente a partir do 8° dia (Franz-odendaal e
Adriaens, 2014). Deste modo, a exigéncia de minerais na dieta para a
formacdo esquelética, que geralmente j& é maior para larvas de peixes
do que para adultos (Hamre et al., 2008), deve ser superior para a
formagdo da grande estrutura Ossea dos cavalos-marinhos recém-
nascidos. No presente estudo, a composicdo mineral do rotifero
possivelmente ndo deve ter suprido tais necessidades, como ja
verificado por Hamre et al. (2008), ao observar que mesmo
enriquecendo rotiferos com emulsGes enriquecedoras comerciais, 6leos
de algas e algumas espécies de microalgas, este alimento vivo, ao
contréario dos copépodes selvagens, apresentaram deficiéncia em fosforo
e varios micronutrientes requeridos para larvas de peixes marinhos.

Adicionalmente, o rotifero pode ser muito pequeno para
satisfazer adequadamente o apetite dos cavalos-marinhos ou mesmo
atrair o seu interesse, fato este comprovado por Willadino et al. (2012),
que mostraram que poucos ou nenhum rotifero foi ingerido por H. reidi.
Parece duvidoso que cavalos-marinhos se beneficiariam com a energia
de tal dieta devido ao custo global negativo envolvido para a sua captura
(Hora e Joyeux, 2009) ou que gastariam muita atengdo em presas
menores e menos energéticas (Payne e Rippingale, 2000; Hora e Joyeux,
2009). Em contrapartida, em um Unico trabalho, Pham e Lin (2013),
enriquecendo rotiferos com um produto comercial (Dan’s Feed, Florida,
EUA), encontraram desempenho equivalente ao tratamento com
zooplancton selvagem para H. reidi. Assim, outros enriquecedores
industriais e outras espécies de rotiferos também devem ser testados
para alimentacéo inicial da espécie a fim de melhorar a suplementagéo
com copépades.
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5 CONCLUSAO

A primeira alimentacdo de H. reidi com copépode cultivado
juntamente com rotiferos mostrou resultados de sobrevivéncia e
crescimento equivalentes & alimentacdo com zooplancton selvagem, e
superiores a alimentagdo somente com rotiferos.

O copépode calandide Paracalanus quasimodo foi cultivado
com sucesso somente com uma dieta comercial para o cultivo de
rotiferos, que pode ser um possivel substituto ao uso de microalgas. P.
quasimodo demonstrou ser resistente as condigdes de cultivo, podendo
ser um potencial candidato para produgdo intensiva. Porém estudos
adicionais sd0 necessarios.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo apresentou dados para um aprimoramento do
cultivo de cavalos-marinho H. reidi nos primeiros dias de vida, servindo
de subsidio para a formulagdo de um protocolo de cultivo da espécie.

As melhores salinidades para o cultivo de juvenis de H. reidi,
estdo entre 10 e 25 psu e que 0 ponto osmotico da espécie foi estimado
em 11,68 psu.

Um periodo de luz equivalente ao natural é suficiente para
juvenis de H. reidi se alimentar durante o dia assim, o fotoperiodo
intermediario de 10L:14E a 14L:10E é indicado para manter uma boa
razao custo-beneficio.

As cores de tanques e as densidades testadas nédo influenciaram
no crescimento e sobrevivéncia de H. reidi. E possivel a utilizacio da
maior densidade testada (15 ind.L™) com um melhor custo beneficio,
desde que sejam tomados os cuidados necessarios. A partir do 10° dia,
substratos de fixacdo devem ser introduzidos no cultivo para os juvenis
que se tornam bentdnicos. Na fase bentdnica é sugerido escolher ou
definir a densidade pela quantidade de substratos de maneira linear por
individuo e ndo por volume.

A primeira alimentacdo de H. reidi com copépode cultivado
juntamente com rotiferos mostrou resultados de sobrevivéncia e
crescimento equivalentes a alimentagdo com zooplancton selvagem, e
superiores a alimentagdo somente com rotiferos.

O copépode calandide Paracalanus quasimodo foi cultivado
com sucesso somente com uma dieta comercial para o cultivo de
rotiferos, que pode ser um possivel substituto ao uso de microalgas. P.
quasimodo demonstrou ser resistente as condi¢des de cultivo, podendo
ser um potencial candidato para produgdo intensiva. Porém estudos
adicionais sd0 necessarios.

Estudos adicionais com cultivo de H. reidi durante todo o seu
desenvolvimento devem ser realizados a fim de aprimorar e estabelecer
um o protocolo de cultivo da espécie
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ANEXOS

Anexo 1: Sistema de Recirculacdo para realizacdo dos experimentos e sistema
de recirculagdo para manutencdo das matrizes. Ambos equipados com

skimmer, filtro biol6gico de alga calcérea, bag filtrante de 100um e filtro
ultravioleta de 35W.
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Anexo 2: Foto graduada do cavalo-marinho Hippocampus reidi para
medic&o.
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