UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE ZOOTECNIA

SARAH PITTIGLIANI IKEBATA

EFEITO DA PRIVACAO ALIMENTAR SOBRE A
SOBREVIVENCIA E ATIVIDADE ENZIMATICA DAS LARVAS
DE Hippocampus reidi

FLORIANIOPOLIS - SC
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE ZOOTECNIA

SARAH PITTIGLIANI IKEBATA

EFEITO DA PRIVACAO ALIMENTAR SOBRE A
SOBREVIVENCIA E ATIVIDADE ENZIMATICA DAS LARVAS
DE Hippocampus reidi

Trabalho de Conclusdao de Curso apresentado
como exigéncia para obtengdo do Diploma de
Graduagédo em Zootecnia da Universidade Federal
de Santa Catarina.

Orientadora: Prof. Dr2 Ménica Yumi Tsuzuki

Coorientadora: Ana Paula Lira Souza

FLORIANOPOLIS - SC
2018



Ficha de identificago da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Ikebata, Sarah Pittigliani
EFEITO DA PRIVACAO ALIMENTAR SOBRE A SOBREVIVENCIA E
ATIVIDADE ENZIMATICA DAS LARVAS DE Hippocampus reidi
/ Sarah Pittigliani ITkebata ;
orientadora, Ménica Yumi Tsuzuki, coorientadera, Ana Paula
Lira Souza, 2018,
50 p.

Trabalho de Conclusic de Curse (graduagioc) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agrarias, GraduacSo em Zootecnia, Florianopolis, Z2018.

Incluil referéncias.

1. Zootecnia. 2. Hippocampus reidi. 3. Atiwvidade
enzimatica. 4., Privacio alimentar. 5. Vitels. I. Tsuzuki,
Mdnica Yumi, II. Souza, Ana Paula Lira. IITI. Universidade
Federal de Santa Catarina. Graduacdo em Ecotecnia. IV.
Titulo.




Sarah Pittigliani Ikebata

EFEITO DA PRIVACAO ALIMENTAR SOBRE A
SOBREVIVENCIA E ATIVIDADE ENZIMATICA DAS LARVAS
DE Hippocampus reidi

Esta Monografia de Trabalho de Conclusdo de Curso foi julgada aprovada e
adequada para obtencao do grau de Zootecnista.

Floriandpolis, 13 de Novembro de 2018.

Orientadora:

U AAD
Prof.2 Ménica Yumi Tsuzuki, Dr.2

Orientadora
Universidade Federal de Santa Catarina

Banca Examinadora:

-

Renata Avila Ozério, Dr.2
Universidade Federal de Santa Catarina

Cristina Rios, Msc.
Universidade Federal de Santa Catarina




Este trabalho é dedicado aos meus pais e a todos que

fizeram o experimento acontecer.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por me dar forcas e me permitir chegar a
qualquer lugar que eu precise chegar.

Agradeco aos meus pais, Rogéria e Kanji, e toda minha familia! Vocés sao os
meus maiores incentivadores, sempre fazendo tudo por mim, me apoiando e
estando ao meu lado em todos os momentos. Devo tudo a vocés!

Obrigada a Prof? Ménica pela orientagao, por confiar e permitir eu participar
por tanto tempo do LAPOM, me proporcionando novos conhecimentos e
experiéncias.

Ao Prof.° Roberto Derner e ao LCA, a todos do LAPMAR e LMM, a Cris e ao
Prof.° Carlos, meu muito obrigada! Vocés foram essenciais para a realizagédo do meu
trabalho.

Gratidao aos professores do curso de Zootecnia, por terem me auxiliado nao
s6 na formacdo académica, mas também na formacao pessoal e de valores dentro
da profissao.

Inimeros agradecimentos a equipe LAPOM, em especial a Re (melhor
técnica), Paulinha (melhor coorientadora) e Rao (s6 incomoda), por terem sempre
me salvado e caminhado comigo desde 2014. Eu aprendi muito com vocés.
Obrigada pela leveza e seguranga que vocés transmitem, e o mais importante de
tudo, obrigada pela amizade!

Aos queridos, llson, Fer, Marcinha, Mari, Rafinha, Carol e Helen, que me
ajudaram de alguma forma no experimento, muito obrigada, por isso e por tudo! No
geral, agradego a todos do Lab e aos que estiveram de passagem, pela boa
companhia e troca de conhecimento, além dos ex integrantes (Amandinha, Douglas,
Daner, Re quero-quero e Yuri), que também foram importantes durante a minha
passagem na Aquicultura. Sassa, vocé é demais, obrigada!

Aos meus amados Cassiano, Ana Clara, Robertinha, Giovanna, Fred, Bacan,
Dedéco, Isa, Tutu, Santini, Marcao, e Vini, muito obrigada por esses anos! A minha

caminhada n3o seria a mesma coisa sem voceés!



RESUMO

O fornecimento de alimento vivo € comum para larvas recém-nascidas de cavalos-
marinhos. Porém, questiona-se a sua necessidade visto que estudos comprovam o
baixo aproveitamento do alimento devido a presencga do saco vitelinico nas larvas de
peixes marinhos, aliado ao desenvolvimento incompleto do trato digestério. Desta
forma, este estudo foi realizado para determinar o efeito da inanicdo e do atraso na
primeira alimentag&o sobre o crescimento, a sobrevivéncia e a atividade de enzimas
digestivas (quimotripsina, tripsina e amilase) das larvas de Hippocampus reidi. Trés
tratamentos foram analisados até o 10° dia, em triplicata: TC-controle: larvas foram
alimentadas logo apdés o nascimento; T1: larvas foram submetidas a privagcao
alimentar até o 3° dia, posteriormente alimentadas; T2: larvas submetidas ao jejum
até o 5° dia, posteriormente alimentadas. Houve mortalidade de 100% no 8° e 6° dia
de idade das larvas que ficaram em jejum por 3 (T1) e 5 dias (T2), respectivamente.
Ao final do 10° dia, a sobrevivéncia no tratamento controle foi de 31%. As larvas de
cavalo-marinho mostraram mesmo crescimento em altura até o 3° dia de idade
para qualquer dos tratamentos testados (T1, T2 e TC), o mesmo nao
aconteceu em relacdo ao peso dos animais, que na mesma idade, os peixes
do tratamento 1 e 2 mostraram diferenca significativa em relacédo ao TC. Assim, os
peixes do tratamento T1e TC apresentaram em média, no 3° dia de idade, valores
de altura e de peso de 6,60 mme 1,64 mg, respectivamente. Quanto ao
tratamento 2 os valores do peso e altura foram 1,71 e 1,04 vezes menores,
respectivamente que o tratamento controle. No 5° dia, o T2 apresentou crescimento
negativo no peso e altura, com valores de 1,26x0,86mg e 6,49+0,99mm,
respectivamente, em relagdo ao TC que obtiveram peso e altura de 3,69+0,99 e
7,43%1,03, respectivamente. Nao houve diferenca significativa no T1, em relagéo aos
valores de atividades especifica da tripsina, quimotripsina e amilase, quando
comparados com TC, no 3° dia de vida. Também foi observado que apds o 3° dia,
pela possivel reabsor¢ao do vitelo e a necessidade de enzimas exdgenas, as larvas
do T2 mostraram os menores valores de atividade especifica da tripsina (3,90+0,09
U animal™), quimotripsina (3,23+0,07 U animal™) e amilase (18,10+1,07 U animal™),
quando comparadas com as atividades de tripsina (11,03£0,90 U animal'1),
quimotripsina (11,430,86U animal™) e amilase (21,08+1,13 U animal™) do TC. Os
valores das atividades enzimaticas das larvas que foram alimentadas com rotiferos e
Artemia nos primeiros 10 dias de vida, foram bem abaixo quando comparado aos
demais trabalhos, fato possivelmente relacionado a baixa qualidade dos filhotes que
nascerem de pais bastante jovens e/ou a baixa qualidade nutricional do vitelo. Nas
condicbes do presente estudo, concluimos que a privagao alimentar de 3 e 5 dias
apds o nascimento resultaram em baixa sobrevivéncia, crescimento e atividade das
enzimas digestivas até o 10° dia, se comparados ao TC, observando que os
tratamentos em inanicdo nao atingiram o crescimento compensatério. Neste caso,
este resultado pode estar relacionado com a inaptidao fisiolégica e a capacidade
reprodutiva reduzida dos cavalos-marinhos jovens, influenciando no tamanho e
qualidade de ovos e larvas recém-nascidas. Portanto, nas condi¢des das larvas
testadas, concluimos que a privacdo alimentar prejudicou a sobrevivéncia e o
crescimento das larvas de Hippocampus reidi nos primeiros dias de vida.

Palavras-chave: Atividade enzimatica. Hippocampus reidi. Privacdo alimentar.
Vitelo.
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1 INTRODUGAO

Os cavalos-marinhos pertencem a familia Syngnatidae e se agrupam em um sé
género, o Hippocampus. Estao distribuidos globalmente em areas tropicais e
subtropicais, entre as latitudes de 50° Sul e 50° Norte (LOURIE et al., 2004). No
Brasil, trés espécies de cavalos-marinhos s&o encontradas: Hippocampus reidi, H.
erectus e H. patagonicus (SILVEIRA et al., 2014), sendo o primeiro a espécie mais
abundante e a unica encontrada por toda a costa brasileira (ROSA et al., 2007;
SILVEIRA, 2011).

O mercado de cavalos-marinhos se divide entre o comércio de animais
mortos e secos destinados, principalmente, a Medicina Tradicional Chinesa (MTC),
mas também com fins alimenticios, religiosos € como souvenirs, e vivos para o
mercado da aquariofilia (FOSTER et al., 2014; FOSTER et al., 2016 ROSA et al.,
2011). Sua reduzida capacidade de natagdo os torna- vulneraveis a coletas
(VINCENTE et al., 2011; HARASTI, 2016), adicionalmente, sdo vitimas da captura
acidental da pesca de arrasto (ROSA et al.,, 2011; FOSTER et al., 2016) e da
degradacgao do seu habitat. Estes fatores tornam o H. reidi uma espécie considerada
quase ameacada de extincéo pela Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN
(IUCN, 2018)

H. reidi é reconhecido como uma espécie dificil de ser criada em cativeiro
(GIWOJNA, 2002), sendo a alimentagdo um dos aspectos que ainda precisa ser
melhor compreendido. A alimentagdo na larvicultura de H. reidi € basicamente
composta de rotiferos, nauplios de Artemia e copépodes, porém muitos desses
alimentos nao atendem as exigéncias nutricionais deste peixe (PAYNE e
RIPPINGALE, 2000). Os rotiferos e Artemia sp. sdo comumente utilizados pela
maior disponibilidade e conveniéncia (HOFF et al., 2008), mas sao naturalmente
pobres em acidos graxos altamente insaturados (HUFAs). Ja os copépodes, apesar
de apresentar alto valor nutricional em termos de acidos graxos altamente
insaturados (HUFA'’s), como acido docosahexaendico (DHA) e eicosapentaendico
(EPA), ambos essenciais para os primeiros estagios de desenvolvimento dos peixes
marinhos (SARGENT et al., 1997), apresentam dificuldade na sua producgao

intensiva.
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Visto que a maioria das espécies de cavalos-marinhos ndo aceita alimento
inerte, a utilizacao de alimentos vivos na larvicultura, apesar de apresentar melhores
resultados de desempenho zootécnico, pode tornar o cultivo de cavalos-marinhos
economicamente inviavel, além das dificuldades inerentes a coleta e do cultivo
desses alimentos (WOODS e VALENTINO, 2003; FELICIO et al., 2006; OLIVOTTO
et al., 2008; KOLDEWEY e MARTIN-SMITH, 2010).

Os cavalos-marinhos, quando recém-nascidos, possuem o seu trato digestorio
pouco desenvolvido e sdo capazes de se alimentar de presas vivas (KOLDEWEY e
MARTIN-SMITH, 2010; OLIVOTTO et al., 2011; BLANCO et al., 2014). Alguns
trabalhos tém mostrado que larvas aos primeiros dias de vida podem sobreviver
quando submetidas a um periodo de privacao alimentar entre 1 e 7 dias (CHANG &
SHOUTHGATE, 2001; SHENG et al., 2007; WILLADINO et al., 2012; BLANCO et
al., 2014; HORA et al.,2015), porém, a duragdo da privagado apds a reabsor¢ao do
vitelo em larvas, pode resultar em mau desenvolvimento morfolégico, degeneracgao
do trato digestorio, além da reducdo na capacidade de captura dos alimentos
(HEMING, 1982; TAYLOR e FREEBERG, 1984; RICE et al., 1987). O ponto de ndo
retorno (PNR) é a resposta dos animais em fungao da privacao alimentar, ou seja,
quando os efeitos da inanigdo tornam-se irreversiveis e quando 50% das larvas que
sobreviveram ao jejum, perderam a capacidade de se alimentar, mesmo quando
ofertado o alimento (BLAXTER e HEMPEL, 1963). Conhecer esse ponto de n&o
retorno é de vital importancia no manejo alimentar das larvas, ja que baseado nele
podemos verificar por quanto tempo as larvas resistem a privagao alimentar, ja que
para algumas espécies que possuem vitelo, ndo é interessante ofertar o alimento
exdgeno, evitando assim o custo com a alimentacéo (Rotta, 2003).

De acordo com Novelli et al. (2015), as larvas de cavalo-marinho possuem a
presenga do saco vitelinico até o 2° dia apds o nascimento, e com a reabsorg¢ao do
mesmo, comecam a ocorrer mudancas metabdlicas, como diferenciacédo e a
maturidade de 6rgaos especializados para a digestdo e a reabsor¢gao dos nutrientes
(DABROWSKI, 1989). Lira (2018) aponta a presenca das atividades da tripsina,
quimotripsina e da amilase nas larvas de H. reidi no primeiro dia de vida. Este
mesmo autor cita que, uma vez que a taxa de ingestdo nesta idade foi baixa,
comparada com outras idades, € possivel que a atividade destas enzimas estivesse
mais relacionada as enzimas do vitelo do que do alimento vivo (CHONG et al., 2002;
KORTNER et al., 2011; SANZ et al., 2011).



13

Apesar de alimentos vivos serem introduzidos logo apdés o nascimento das
larvas, questiona-se a necessidade de seu fornecimento durante a presenca de
reservas vitelinicas, sendo que Rotta (2003) relata que, possivelmente ocorra um
baixo aproveitamento do alimento vivo pelas larvas quando o vitelo ainda nao foi
totalmente reabsorvido e o trato digestivo ainda encontra-se em desenvolvimento.

Frente ao exposto, o presente estudo teve como objetivo verificar o efeito da
privagao alimentar sobre a sobrevivéncia, crescimento e atividade enzimatica das

larvas de cavalo-marinho Hippocampus reidi, até o 10° dia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito da privagdo alimentar nos primeiros 10 dias da larvicultura do H.

reidi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Quantificar a atividade das enzimas digestivas de larvas de H. reidi em

diferentes dias de privacio alimentar;

2.2.2 Avaliar a sobrevivéncia e o crescimento de larvas de H. reidi submetidas a

diferentes dias de privacao alimentar.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CAVALOS-MARINHOS

Os cavalos-marinhos, peixes-cachimbo, cavalos-cachimbo e os dragdes-do-
mar pertencem a familia Syngnathidae. Os cavalos-marinhos estdo inclusos em um
unico género, o Hippocampus, composto por 55 espécies (FROESE e PAULY,
2013). Estdo amplamente distribuidos em todo o mundo, principalmente em zonas
tropicais e subtropicais (KUITER, 2009), e devido a sua aparéncia atraente e
ecologia peculiar sdo frequentemente utilizados como espécies emblematicas para
promover a conservagao marinha.

Possuem caracteristicas morfologicas e biolégicas incomuns, como um corpo
composto por uma armadura de placas oOsseas (LOURIE et al., 2004), com
orientagao vertical ao seu eixo, olhos independentes um do outro, um longo focinho
tubular, sem dentes, para sugar os alimentos, e uma cauda preénsil para se fixar ao
substrato (FOSTER e VINCENT, 2004; KOLDEWEY e MARTIN-SMITH, 2010;
LEYSEN et al., 2011). Também podem apresentar uma variagdo grande nos
padrdées de cor e desenvolver filamentos dérmicos que auxiliam na camuflagem
(HORA, 2015). Também distinguem-se por sua estratégia reprodutiva peculiar, uma
vez que sdo os machos que ficam "gravidos", e a incubagao de ovos ocorre dentro
de uma bolsa especifica na qual embrides e larvas sao desenvolvidos (NOVELLI et
al., 2015; STOLTING e WILSON, 2007).

A maioria das espécies vive em aguas costeiras tropicais e temperadas
(FOSTER e VINCENT, 2004; KUITER, 2009). Hippocampus reidi (cavalo-marinho do
focinho longo), H. erectus (cavalo-marinho raiado) e recentemente registrado H
patagonicus (cavalo-marinho do focinho curto) (SILVEIRA et al., 2014), séo as trés
espécies encontradas no Brasil (SILVEIRA et al., 2014)

Conhecido como cavalo-marinho brasileiro ou “longsnout” (FIGUEIREDO e
MENEZES, 1980), o H. reidi é encontrado em maior abundancia no Brasil (CORREA
et al., 2011). Considerado um dos cavalos-marinhos de maior tamanho, quando
adultos podem atingir até 24 cm de comprimento (LOURIE et al., 1999; HORA et al.,
2010). A espécie distribui-se dos EUA até zonas tropicais e temperadas do Norte ao
litoral sul do Brasil (FIGUEIREDO; MENEZES, 1980; FROESE e PAULY, 2013)
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sendo encontrada em recifes, baias, em meio a macroalga Sargassum sp.,
manguezais, canais e lagunas (FIGUEIREDO; MENEZES, 1980).

3.2 COMERCIO DE CAVALOS-MARINHOS E AQUICULTURA

O interesse no cultivo de cavalos-marinhos reflete a preocupacdo com a sua
sobreexplotagdo na natureza, e consequente declinio das populagdes, e a alta
valorizagdo no mercado (VINCENT, 1996; LOURIE et al., 1999). Em comparagao
com outros peixes de recife, a criagdo de cavalos-marinhos € uma industria
relativamente nova, porém com alto potencial econédmico devido a demanda
crescente e aos altos pregos de mercado (OLIVOTTO et al., 2011).

Milhares destes animais secos sao destinados_para fins medicinais (Medicina
Tradicional Chinesa), artigos religiosos e decorativos, e vivos sdo comercializados
como peixes ornamentais (LOURIE et al, 1999; VINCENT et al, 2011;
KUMARAVEL et al., 2012; FOSTER et al., 2016). Os medicamentos tradicionais
(TM), particularmente da medicina tradicional chinesa (MTC) e seus derivados, sao
responsaveis pela maior captura de cavalos-marinhos (FOSTER e VINCENT, 2004).
Foster et al. (2016) relatam que os cavalos-marinhos sdo coletados principalmente
de paises em desenvolvimento da Asia e comercializados secos para paises mais
desenvolvidos, como a China. Ja os animais vivos sdo destinados aos Estados
Unidos e Unido Européia, sendo H. kuda e H. reidi as espécies mais
comercializadas.

Os cavalos-marinhos estdo entre os peixes ornamentais mais exportados de
acordo com os dados da Convencao sobre o Comércio Internacional das Espécies
da Fauna e da Flora Silvestres Ameacadas de Extingédo - CITES (CITES, 2017). No
Brasil, a demanda também é grande e apesar de estarem sob protecéo legal, sdo
classificados como “vulneraveis” na lista do ICMBio (MMA, 2014), “ameagados de
extingao” pelo IBAMA (MMA, 2016) e “quase ameagados de extingdo” pela Lista
Vermelha da IUCN (IUCN, 2018). Adicionalmente, a falta de ferramentas que
quantifiquem o comércio ilegal e doméstico, e as falhas nos dados da CITES entre
valores de importagdo e exportacdo (FOSTER et al.,, 2016), resultam na falta de
controle e crescimento do comércio ilegal destes animais.

A aquicultura sustentavel de cavalos-marinhos pode desempenhar um papel

importante na conservagao e no atendimento a demanda mundial. Segundo Hora



17

(2007), a aquicultura comercial para o cultivo de espécies mais vulneraveis, como 0s
cavalos-marinhos, auxiliaria na diminuigdo da presséao de sobreexplotacao, além de

ajudar no desenvolvimento da industria de cultivo de peixes ornamentais marinhos.

3.3 ENTRAVES PARA PRODUGAO DE CAVALO-MARINHO EM CATIVEIRO

3.3.1 Alimentagao inicial

Cavalos-marinhos juvenis sdo predadores que buscam presas vivas (FELICIO
et al., 2006). Alimentos vivos, como rotiferos, Artemia, misidaceos e copépodos séo
necessarios na criagao de muitas espécies de cavalos-marinhos.

Os nauplios de Artemia e rotiferos (Brachionus sp.) costumam ser a primeira
opgao escolhida como alimentagédo, pois sdo facilmente cultivados em grandes
quantidades e altas densidades (OLIVOTTO et al., 2008). Embora sejam de facil
cultivo, estes alimentos possuem apenas alguns acidos graxos altamente
insaturados (HUFA) (WATANABE et al., 1983), havendo a necessidade de
enriquece-los com alguns acidos graxos antes de serem oferecidos as larvas, a fim
de fornecer uma nutricdo adequada, o que pode aumentar o custo de producdo do
peixe. Além disso, nem sempre o tamanho destes alimentos é adequado para a
captura pelas larvas (FAULK e HOLT, 2005).

Palma et al., (2014) observaram que cavalos-marinhos possuem trato intestinal
simples, sem estdmago funcional, e podem apresentar dificuldades na digestéo.
Aliado a isto, nauplios de Artemia, sdo caracterizados pela baixa digestibilidade
(PAYNE e RIPPINGALE, 2000; OLIVOTTO et al., 2011). Em cultivos de peixes
marinhos, também observa-se uma alta mortalidade de larvas alimentadas com
rotiferos. A substituicdo de rotiferos por nauplios de copépodes pode promover uma
maior eficiéncia alimentar (KUHLMANN et al., 1981; DOI et al., 1997), além de
melhorar o conteudo nutricional da larvicultura (KRAUL et al., 1992).

O cultivo de copépodes, especialmente os calandides, em altas densidades, de
maneira econémica, ainda nao foi alcangado (HOLT, 2003; OLIVOTTO et al., 2006)
e coletar zooplancton selvagem pode ser trabalhoso, além da possibilidade de
introduzir patégenos nocivos e/ou organismos indesejaveis em sistemas de
aquicultura (BURHANS e MELECHINSKY, 2000).0Os copépodes sdo conhecidos por

terem altas concentracbes de HUFA, serem ricos em acido docosahexaendico
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(DHA), acido eicosapentaendico (EPA) e acido araquidbnico (AA), se comparados
com rotiferos e nauplios de Artemia (WATANABE et al.,1983; SARGENT et al.,
1997; FLEEGER, 2005). Seu cultivo em massivo é mais dificil, pois possuem baixa
taxa de reproducédo e atingem baixas densidades. Além disso, as culturas sdo caras
e muito trabalhosas, pois precisam de microalgas para se alimentar (FLEEGER,
2005). Bersano (2002) relata que para obter cultivos de copépodes com produgéo
elevada e continua para a utilizacio rotineira na larvicultura de piscicultura marinha,

ainda € um desafio.

3.3.2 Privacao alimentar nos primeiros dias de larvicultura

Na larvicultura, os peixes sdo mais vulneraveis as variag¢des fisico-quimicas da
agua e a fatores nutricionais, por estarem em desenvolvimento. Dentro do manejo
alimentar, a frequéncia e a quantidade de alimento oferecido, podem influenciar no
crescimento e na sobrevivéncia das larvas, e consequentemente otimizar a mao de
obra, escalonar a alimentagao, e por fim, aumentar a produtividade (JOMORI et al.,
2003; LUZ e PORTELLA, 2005a; ZUANON et al., 2011).

Algumas espécies de peixes, podem apresentar um periodo misto de
alimentacdo antes da completa exaustdo do vitelo (ZHANG et al., 2009), porém,
outras sO iniciam a primeira alimentagdo logo ap6s a total absorgdo do saco
vitelinico (HOUDE, 1974) ou dias depois (GISBERT e WILLIOT, 1997; GISBERT et
al., 2004). Desta forma, presume-se que o inicio da primeira alimentagdo deve ser
realizada dentro do limite de tolerancia ao jejum de cada espécie. As larvas de
H.reidi reabsorvem o seu vitelo por completo no 2° dia de vida (NOVELLI et al.,
2015) e ja sédo capazes de se alimentar de presas vivas desde que nascem
(KOLDEWEY E MARTIN-SMITH, 2010; OLIVOTTO et al. 2011; BLANCO et al.,
2014). Apesar das larvas de peixe serem normalmente alimentadas desde o 0O dia,
Rotta (2003) afirma que ha pouco aproveitamento do alimento, pois o trato digestivo

estd em desenvolvimento e ndo houve a total reabsorg¢ao do vitelo.

Desta maneira, € importante avaliar se ha necessidade do fornecimento de
alimento vivo nos primeiros dias apds o nascimento. Quando desnecessarias, as
elevadas quantidades de alimento vivo podem tornar a produgcdo mais onerosa, além

de provocar maior deterioragdo da qualidade da agua pelos compostos nitrogenados
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na agua devido aos excessos nado consumidos e aceleragdo metabodlica desses
animais quando alimentados (WINFREE, 1998; BEERLI et al., 2004; LUZ et al.,
2005b; ZUANON et al., 2011).

Alguns trabalhos tém mostrado que larvas de cavalos marinhos nos primeiros
dias de vida podem sobreviver quando submetidas a um curto periodo, entre 1 e 7
dias, de privagao alimentar (CHANG & SHOUTHGATE, 2001; SHENG et al., 2007;
WILLADINO et al., 2012; BLANCO et al., 2014; HORA et al., 2015). Tais estudos
sao importantes porque permitem determinar o tempo maximo no qual os peixes séao
capazes de suportar a auséncia do alimento até alcangar o ponto de n&o retorno
(GISBERT et al., 2004; PENA e DUMAS, 2005). Segundo Blaxter e Hempel (1963),
ponto de ndo retorno é quando larvas submetidas a privagao alimentar alcancam um
estado de inanicdo irreversivel, tornando-se demasiadamente fracas para se

alimentar, morrendo em seguida.

3.4 ATIVIDADES DE ENZIMAS DIGESTIVAS

As enzimas s&o proteinas que atuam como catalisadoras dos processos
biolégicos, aumentando a velocidade da reagao bioquimica sem serem consumidas
no processo, possuem como funcgao facilitar a digestdo. A intensidade da atividade
enzimatica ao longo do intestino varia com o habito alimentar e morfologia intestinal
dos organismos (KUZ'MINA, 1984; KUZ'MINA e SMIRNOVA, 1992), tipos de
alimentos e necessidades nutricionais (MOYANO et al, 1996; MARTINEZ et
al.,1999).

A atividade das enzimas digestivas tém sido uma ferramenta util para detectar
disturbios fisioldgicos em organismos (CHARRON et al., 2014), sendo indicadores
faceis e confiaveis dos processos digestivos e do estado nutricional das larvas
(UEBERSCHAR et al., 1988). As diferencas nas atividades das enzimas digestivas
no desenvolvimento inicial podem refletir mudangas na capacidade digestiva e
podem ser usadas para identificar transicbes alimentares precoces do
desenvolvimento (HAMMER et al., 2000).

Enzimas pancreaticas parecem ser particularmente sensiveis a privacao de
alimento em larvas de teledsteos (ZAMBONINO INFANTE e CAHU, 2001). Segundo

Lira (2018), larvas de H. reidi ja apresentam atividades de tripsina, quimotripsina e
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amilase, desde o primeiro dia de vida. A mesma autora afirma que, a taxa de
ingestao nesta idade foi baixa, comparada as larvas com mais idade, sugerindo que
a atividade destas enzimas estariam mais ligadas as enzimas do saco vitelinico da
prépria larva do que do alimento vivo (CHONG et al., 2002; KORTNER et al., 2011;
SANZ et al., 2011).

Com a reabsorcdao do saco vitelinico, comegam a ocorrer mudancas
metabdlicas, como a diferenciacdo e a maturidade de 6rgéos especializados para a
digestédo e a reabsorgédo dos nutrientes (DABROWSKI, 1989), além disso, as larvas
comegam a depender de enzimas exogenas dos alimentos vivos, para a hidrolise
dos principais nutrientes, como proteinas, lipidios e hidratos de carbono (GISBERT
etal., 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ORIGEM DOS ANIMAIS E CONDIGCOES GERAIS DE MANUTENGAO

Reprodutores de H. reidi selvagens foram coletados em Marataizes, Espirito
Santos (autorizagdo SISBIO/ICMBio n° 22051-5) e utilizados durante o experimento
realizado no Laboratério de Peixes e Ornamentais Marinhos (LAPOM),
Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Florianopolis, Santa Catarina. As analises enzimaticas foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de Insetos, Departamento de
Bioquimica, UFSC.

Foram formados nove casais de reprodutores mantidos separadamente em
aquarios de 90L, conectados a um sistema de tratamento e recirculagdo de agua
equipado com skimmer, filtro biolégico de ceramica, filtro mecanico (Shark Bag 50
Micra). Os cavalos-marinhos foram mantidos em fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas escuro, temperatura controlada através de termostatos-aquecedores a 26,0 +
2,0°C (média £ desvio padrdo), monitorada diariamente com um termdémetro de
mercurio. A salinidade foi mantida em 25,0 + 2,0 g L™, verificada diariamente
através de um refratdmetro optico. Os testes de qualidade de agua eram realizados
semanalmente, mantendo-se o pH a 8,0 £ 0,5, e o nitrito e a amdnia total abaixo de
0,25 mg /L.

Os reprodutores foram alimentados duas vezes ao dia com uma dieta
constituida de pods-larvas (PL 20) de camarao marinho Litopenaeus vannamei
cultivado, ofertada na quantidade total de 20 PLs (dividido em duas refeigdes) por
reprodutor. Duas vezes na semana, a primeira alimentagao era embebida durante 30
min em uma mistura de 1:1 da dieta liquida Epilite-Z/Epicore, rica em acidos graxos,
antes de ser ofertada. Os aquarios eram sifonados antes da alimentagdo para
remocao de restos de alimentos e fezes.

Para o experimento, utilizou-se um sistema de recirculagdo de agua equipado
com skimmer, filtro biolégico de ceramica, filtro mecanico (shark bag 50 micras) 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 aquario era de 45 L.h™".
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4.2 ALIMENTO VIVO

As culturas de rotifero Brachionus plicatilis utilizadas no experimento foram
mantidas em caixas de 90 L a 26-28 °C de temperatura e 25 g L™" de salinidade,
alimentados com solu¢do de fermento biolégico (Saccharomyces cerevisae), e com
trocas de agua realizadas duas vezes por semana. Para eclosao da Artemia sp., em
torno de 1 a 2 g de cistos (High 5 — INVE) foram incubados em cones de 1 L de agua
a 30-33 g L™ de salinidade para que eclodissem apds 24 h sob luz e forte. Os
copépodes Parvocalanus crassirostris foram cultivados em bombonas de 200L,
mantidos a 24-26°C de temperatura e 33 g L™ de salinidade, alimentados com alga

Isochrysis galbana e Chaetoceros muelleri.

4.3 DESENHO E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Apoés o nascimento, larvas de cavalos-marinhos, provenientes de trés casais de
reprodutores, foram divididas em aquarios cbnicos de 5 L (125 individuos por
aquario), onde foram testados diferentes tratamentos de privagdo alimentar em
triplicata (Figura 1): Tratamento controle (TC)- larvas alimentadas continuamente
desde o nascimento; Tratamento 1 (T1)- larvas submetidas ao jejum do nascimento
até o 3° dia, posteriormente alimentadas até o 10° dia; Tratamento 2 (T2)- larvas
submetidas ao jejum do nascimento até o 5° dia, posteriormente alimentadas até o
10° dia.
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\ - i .

Figura 1: Sistema de recirculagao para as larvas (LAPOM). Foto: Autor (2018)

Para todos os tratamentos, durante o periodo alimentar, a dieta foi composta
por rotiferos Brachionus sp. (9 individuos.mL™") e copépodes Parvocalanus
crassirostris (0,5 individuos.mL™") até o 2° dia apds o nascimento, e a partir do 3°
dia aumentou-se a quantidade de copépodes oferecida (1 individuo.mL™). No 5° ao
10° dia, as larvas eram alimentadas com nauplios de Artemia (9 individuos. mL™).
Os alimentos vivos eram oferecidos diariamente trés vezes ao dia, as 8:00h; 12:00h
e 16:00h.

O fotoperiodo foi ajustado em um ciclo de 12 horas de luz e 12 horas escuro.
Os sistemas de recirculagdo permaneceram estaticos durante o dia, sendo ligados
por 13 horas somente durante a noite (19h00h as 8h00h).

Diariamente eram realizadas trocas parciais (10-20%), por sifonamento da
agua dos aquarios, para remogao de excrementos. Ao longo do experimento e
crescimento das larvas, a taxa de renovacdo foi aumentando gradualmente. Os
parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados com uso de termométro de
mercurio, refratbmetro optico, oximetro e teste colorimétrico Labcontest®. A
temperatura e a salinidade foram mensuradas diariamente, e mantidas em 26,0 + 0,7
°C, 20 £ 0,5 g L™, respectivamente. Semanalmente o pH, o nitrito e a aménia néo
ionizada eram averiguados através do teste colorimétrico, mantidos respectivamente
em 7,6 £ 0,08, < 0,50 mg L-1 e < 0,035 mg L™. O oxigénio foi mensurado com um

oximetro (MO-910, Instrutherm, USA) e manteve-se entre 7,1 £ 0,1 mg.L ™.
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4.4 AVALIACAO DOS INDICES ZOOTECNICOS

A mortalidade foi verificada diariamente enquanto os tanques eram sifonados.
A sobrevivéncia (S) foi calculada como: 100x [(numero de sobreviventes no dia) /
(numero de larvas inicial - numero de juvenis amostrados no dia)].

No dia do nascimento dos filhotes, a altura e o peso, foram estimados a partir
da média de 15 individuos amostrados ao acaso. A altura foi definida como a soma
da altura da coroa, comprimento do tronco e o comprimento da cauda (figura 2).
Estas medidas foram determinadas com auxilio do software “DinoCapture”,
acompanhado de uma camera USB Dino-Eye acoplada a uma lupa esteroscopia

binocular e o peso aferido em balanga analitica de precisdo 0,001g.
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Figura 2: Medidas utilizadas para definir a altura. Foto: Adaptado de LOURIE, S.A.(2003)
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4.5 ATIVIDADE ENZIMATICA

Para as anadlises enzimaticas, foram coletadas 15 larvas por tratamento nos
seguintes dias: Tratamento C (controle) e Tratamento 1: coletas nos 0, 3, 5 e 10 dias
de idadee; Tratamento 2: coletas com 0, 5 e 10 dias de idade. As amostras foram
imediatamente congeladas a -80°C até as analises posteriores. Todos os animais
foram anestesiados e eutanasiados com O6leo de cravo (1,5mL L) (eugenol)
(autorizacdo do Comité de Etica e Uso de Animais CEUA — UFSC n° 5196080616).

4.5.1 EXTRATO ENZIMATICO

As amostras foram manualmente processadas em homogeneizador Potter-
Ekvehjem. Para obtencdo do extrato enzimatico, acrescentou-se 15 larvas inteiras
de todas as idades estudadas em 2 mL de agua destilada. Durante todo o processo
de homogeneizagao, o material foi mantido em banho de gelo. O homogeneizado foi
centrifugado a 15.500 x g por 15 min a 4°C. E o sobrenadante (extrato enzimatico)

transferido para microtubos.

4.5.2 DETERMINACAO DE ATIVIDADE PROTEOLITICA

A atividade de tripsina foi determinada utilizando o substrato N-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (bz-R-pNA) e a atividade de quimotripsina o Succinil-alanil-
alanil-prolil-fenilalanil-p-nitroanilida  (suc-AAPF-pNA), ambos dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de 2 mM e diluida 1:1 (v/v) em tampao
fosfato 100 mM, pH 7,5 (concentragéo final 1 mM). Para analise da atividade
enzimatica da tripsina e quimotripsina foram misturados 50 uL de extrato enzimatico
(em triplicata) com 50 uL de substrato tampao (1:1, v/v), e as leituras de absorbancia
(410 nm) foram realizadas em leitor de microplacas TECAN (Infinite Pro., California,
USA) a cada 15 minutos de incubacéo a 30 °C por 1 h. As atividades de tripsina e
quimotripsina foram calculadas em unidades (U), que equivale a 1 uymol de p-
nitroanilida formado por minuto, determinadas a partir da curva padrao de p-
nitroanilida. No controle negativo, o extrato enzimatico foi substituido por agua
bidestilada.
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4.5.3 ATIVIDADE AMILASICA

A atividade da amilase foi determinada através da reacdo do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) com grupos redutores dos carboidratos. Como substrato foi
utilizado uma solugéo de amido a 1% (m/v) em solugao tampao (100 mM acetato de
sodio, pH 5,5). Durante a reagao foram misturados 25 uL do extrato enzimatico (em
triplicata) e 25 yL de substrato, e incubados em banho-maria a 30 °C por 1 h. A
reacao foi parada a cada 15 min adicionando 100 uL de DNS. Ao final deste periodo,
os tubos foram cobertos com papel aluminio e colocados em banho-maria com agua
a 100 °C por 5 min. Em seguida, foram adicionados 100 puL de agua bidestilada em
cada tubo, e apés homogeneizagédo foram transferidos 150 pyL de cada tubo para
uma placa de 96 pogos com fundo chato. As leituras de absorbancia (5650 nm) foram
realizadas em leitor de microplacas TECAN (Infinite Pro., California, USA) e a
atividade da amilase foi calculada em unidades (U), que equivale a 1 ymol de glicose
formado por minuto, determinadas a partir da curva padrédo de glicose. Como

controle, o extrato enzimatico foi substituido por agua bidestilada.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos inicialmente de um teste de normalidade e
homocedasticidade, posteriormente a Analise de Varidncia (ANOVA) em parcela
subdividida para avaliar os efeitos dos tratamentos entre as idades e da mesma
idade entre os tratamentos. Em seguida foi realizado o teste de Tukey para os
efeitos que foram significativos. As analises foram realizadas pelo programa SAS

versao 9.4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO

A taxa de sobrevivéncia nos diferentes tratamentos ao longo do experimento
encontra-se apresentado na Figura 3.
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Figura 3: Sobrevivéncia (média) de larvas de Hippocampus reidi submetidas a diferentes dias de privagao
alimentar. T1= jejum de 3 dias; T2= jejum de 5 dias e TC= Tratamento com alimentacdo desde o nascimento.
Letras mailsculas distintas indicam diferengas significativas entre os tratamentos na mesma idade, e mindsculas,
diferengas entre as idades no mesmo tratamento (p<0,05). Barras de desvio ou erro padrao foram retiradas para
melhor visualizagdo da figura.

Houve mortalidade de 100% no 8° e 6° dia de idade nos tratamentos em que as
larvas de cavalo-marinho ficaram em jejum por 3 (T1) e 5 dias (T2), respectivamente.
Hora et al. (2016) trabalhando com a mesma espécie, relataram mortalidade de 50
% da populagao (TL50) de larvas de H. reidi ap6s 7 dias de privagao alimentar em
salinidade 10, ja na salinidade 20, o TL 50 foi de quase 6 dias (140h). Esta diferenca
em tempos de sobrevivéncia em condi¢ao de inanigdo encontrada neste e no nosso
trabalho, pode ser uma resposta das larvas utilizadas por Hora et al. (2016) serem
maiores tanto em peso como em altura em relagdo ao presente estudo. Larvas de
H. reidi utilizadas no nosso trabalho morreram em um menor tempo de inani¢cao

possivelmente por conta da sua baixa qualidade, podendo estar relacionada com o
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fato dos reprodutores serem muito jovens e assim com capacidade reprodutiva ainda
inadequada, e sabemos que a resisténcia das larvas de peixes ao jejum esta
intimamente ligada a qualidade nutricional do vitelo e parental (RANA 1985; ZHAO et
al. 2001), temperatura e a fase de desenvolvimento (juvenil ou adulto) em que os
reprodutores se encontram (SHAN et al., 2008). Em alguns peixes, mesmo um curto
periodo de privagao de alimento apds a exaustdao do vitelo, sdo observados
problemas nutricionais das larvas, o que leva a uma drastica mortalidade nos
estagios iniciais (KIGRSVIK et al., 1991, GWAK e TANAKA, 2001).

Ao final do 10° dia, a sobrevivéncia no tratamento controle foi de 31%. A baixa
sobrevivéncia nos primeiros 7 dias de vida das larvas dos cavalos-marinhos, é
bastante comum por conta da deficiéncia natural de acidos graxos essenciais (AGE)
em presas vivas, como rotiferos e Artemia, comumente usados na larvicultura dos
cavalos-marinhos (CONCEICAO et al., 2010). Olivotto et al. (2008) e Pham e Lin
(2013) trabalhando com H. reidi, obtiveram no 10° e 14° dias apds o nascimento, 39
e 41% de sobrevivéncia, respectivamente, com os animais que foram alimentados
nos primeiros 6 dias com rotiferos e posteriormente com Artemia.

Os cavalos-marinhos nasceram com altura de 6,12 + 0,03 mm e peso de 0,92 +
0,02 mg, considerados valores abaixo dos relatados na literatura. Hora (2015),
Massucatto (2016) e Lira (2018), encontraram a altura ao nascer, de 8,52+0,16,
7,0£0,11 e 8,12+0,92 mm, respectivamente e o peso dos recém-nascidos de
1,58+0,10; 1,61£0,39 e 1,14 + 0,22mg, respectivamente.

No presente experimento, em geral, as larvas de cavalo-marinho mostraram
mesmo crescimento em altura até o 3° dia de idade para qualquer dos
tratamentos testados (T1, T2 e TC), o mesmo ndo aconteceu em relagdo ao
peso dos animais, que na mesma idade, os peixes do tratamento 1 e 2
mostraram diferenga significativa em relagdo ao TC. Assim, os peixes do tratamento
T1e TC apresentaram em média, no 3° dia de idade, valores de altura e de
peso de 6,60 mme 1,64 mg, respectivamente. Quanto ao tratamento 2 os
valores do peso e altura foram 1,71 e 1,04 vezes menores, respectivamente que o
tratamento controle. Pode-se observar que até o 3° dia, a privagao alimentar do T1
em relagéo ao TC nao teve influéncia na altura, no entanto as larvas submetidas a

privagao foram afetadas no peso e na sobrevivéncia final.
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Figura 4: Peso (média * DP) de larvas de Hippocampus reidi submetidas a diferentes dias de privagéo alimentar.
T1= jejum de 3 dias; T2= jejum de 5 dias e TC= Tratamento com alimentacdo desde o nascimento. Letras
mailsculas distintas indicam diferengas significativas entre os tratamentos na mesma idade, e minusculas,

diferengas entre as idades no mesmo tratamento (p<0,05).
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Figura 5: Altura (média + DP) de larvas de Hippocampus reidi submetidas a diferentes dias de privagcao

alimentar. T1= jejum de 3 dias; T2= jejum de 5 dias e TC= Tratamento com alimentagcdo desde o nascimento.
Letras mailsculas distintas indicam diferengas significativas entre os tratamentos na mesma idade, e minusculas,

diferengas entre as idades no mesmo tratamento (p<0,05).
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Também foi observado que apds o 3° dia de vida, o crescimento em peso e
altura das larvas de H. reidi também foram afetados pelo jejum em ambos os
tratamentos, e o crescimento compensatorio total ndo foi observado a partir do 5° dia
de vida no tratamento T1, e especialmente no T2. Assim, podemos dizer que em
ambos os tratamentos durante a privacdo alimentar, as reservas energéticas
estariam sendo mobilizadas para a manutengao do metabolismo o que resultou em
perda de peso corporal, enquanto que na realimentagdo a alocagao dos nutrientes
estaria sendo utilizada para a restauragdo das reservas energéticas, diminuindo
desta forma a velocidade de crescimento.

Assim, as larvas de cavalo-marinho nos tratamentos T2 apresentaram
crescimento negativo no peso e altura, com valores de 1,26+0,86 e 6,49+0,99,
respectivamente, em relagcdo ao tratamento controle que obtiveram peso e altura de
3,69+0,99 e 7,4311,03, respectivamente.

Segundo Sumpter et al. (1991), os efeitos da privagdo alimentar sdo mais
evidentes em larvas e peixes mais jovens devido a maior taxa de crescimento dos
animais durante essa fase, quando comparada aos peixes adultos, levando a um
consumo maior das reservas armazenadas. Além disso, os autores também afirmam
que peixes adultos e de grande porte tém maior quantidade de massa muscular

armazenada em seu organismo do que peixes jovens.

5.2 ANALISE ENZIMATICA

A atividade enzimatica especifica da tripsina, quimotripsina e amilase do trato
digestorio das larvas de cavalo-marinho estao apresentadas nas Figuras 6, 7 e 8.

Conforme o resultado dos dados das analises de enzimas digestivas, foi
observado que no 3° dia de vida ndao houve diferenga significativa na atividade
enzimatica das larvas do tratamento T1 (3 dias de jejum) e T2 (5 dias de jejum) em
relacdo ao TC (controle), sendo a média da atividade especifica da tripsina,
quimotripsina e amilase dos trés tratamentos de aproximadamente 3,87 U mg de
proteina™'; 3,98 U mg de proteina; e 15, 50 U mg de proteina™, respectivamente.

Possivelmente, este resultado encontrado nas analises enzimaticas em relagao
as larvas com 3 dias de vida nestes tratamentos tenha ocorrido devido ao fato das
larvas ainda apresentarem vitelo. De acordo com Novelli et al. (2015), H. reidi possui

saco vitelinico até o 2° dia apds o nascimento. A outra explicagdo para o fato de nao
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haver diferenca significativa nas atividades enzimaticas entre os cavalos-marinhos
com trés dias de vida que estavam em jejum em comparagado aos que se
alimentavam desde o inicio do experimento, tenha sido por conta da pouca absorcéo
dos nutrientes_inicialmente ingeridos ou pela baixa digestibilidade dos animais
continuamente alimentados. De acordo com Rotta (2003), este pouco
aproveitamento do alimento ingerido, ocorre devido ao fato de nao ter havido ainda a
total reabsorgao do vitelo, bem como do trato digestivo das larvas ainda n&o estar

bem desenvolvido.
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Figura 6: Atividade enzimatica (média + DP) especifica da tripsina das larvas de Hippocampus reidi submetidas
a diferentes dias de privagdo alimentar. T1= jejum de 3 dias; T2= jejum de 5 dias e TC= Tratamento com
alimentagdo desde o nascimento. Letras maiusculas distintas indicam diferencas significativas entre os
tratamentos na mesma idade, e minusculas, diferengas entre as idades no mesmo tratamento (p<0,0001).
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Figura 7: Atividade enzimatica (média + DP) especifica da quimotripsina das larvas de Hippocampus reidi
submetidas a diferentes dias de privagdo alimentar. T1= jejum de 3 dias; T2= jejum de 5 dias e TC= Tratamento
com alimentagcdo desde o nascimento. Letras mailsculas distintas indicam diferengas significativas entre os
tratamentos na mesma idade, e mindsculas, diferencas entre as idades no mesmo tratamento (p<0,0001).
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Figura 8: Atividade enzimatica (média + DP) especifica da amilase das larvas de Hippocampus reidi submetidas
a diferentes dias de privagdo alimentar T1= jejum de 3 dias; T2= jejum de 5 dias e TC= Tratamento com
alimentacdo desde o nascimento. Letras maiusculas distintas indicam diferencas significativas entre os
tratamentos na mesma idade, e mindsculas, diferencas entre as idades no mesmo tratamento (p<0,0001).

Ja no quinto dia apds o nascimento, houve diferenga significativa na atividade
das enzimas analisadas entre os tratamentos TC, T1 e T2 (Figuras 6, 7 € 8). O T1

apresentou valores menores de atividade especifica da tripsina de 7,95+£0,34 U mg
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' e da amilase de

de proteina'1, da quimotripsina de 7,95+0,34 U mg de proteina -
20,08+£1,82 U mg de proteina " respectivamente, quando comparados com as
atividades de tripsina (11,43+0,67 U mg de proteina '), quimotripsina (11,43+0,67 U
mg de proteina ') e amilase (21,08+1,9 U mg de proteina ') das larvas do TC. Ja o
T2, obteve valores de atividade especifica da tripsina, quimotripsina, e amilase, 2,92;
3,53 e 1,16 vezes menor, respectivamente, em relagao TC.

Provavelmente, os resultados aqui encontrados nas larvas com 5 dias de vida
que sofreram privagao alimentar durante 3 e 5 dias e mostraram uma diminuigao
significativa da atividade especifica da tripsina, quimotripsina e amilase em relagéao
as larvas foram alimentadas desde o nascimento, ocorreu por conta da falta de
contribuigdo do alimento vivo (KOLKOVSKI, 2001). Esta contribuigdo acontece em
grande parte pela agdo das enzimas presentes no alimento vivo (exdgenas), que séo
liberadas pela agao fisica das larvas durante a ingestdo, desencadeando a hidrodlise
das moléculas complexas do préprio zooplancton ingerido e estimulando a secregao
das enzimas enddgenas do trato digestivos das larvas (KUBTIZA, 1997 e 1998).

Em relacdo a atividade enzimatica no mesmo tratamento em diferentes idades,
foi observado que o T1 e o TC apresentaram um aumento gradativo da atividade
especifica de tripsina, quimotripsina e amilase conforme o avanco da idade. No 3°
dia de vida, os valores das atividades especificas da tripsina, quimotripsina e
amilase foram em média de 3,85 U mg de proteina '; 3,98 U mg de proteina '; e
15,68 U mg de proteina™, respectivamente. Diferente dos demais tratamentos, o T2
nao apresentou um aumento entre o 3° ao 5° dia na atividade especifica de tripsina e
quimotripsina, ja na amilase o aumento ocorreu de forma gradativa até o 5° dia.

No presente estudo, o aumento da atividade enzimatica em larvas submetidas
a privacdo alimentar, pode estar relacionada com as enzimas provenientes do
préprio saco vitelinico das larvas (CHONG et al., 2002), ou seja, as larvas de H. reidi
ainda possuem enzima endégena suficiente para digerir os alimentos. Como
observado no presente estudo, com o fornecimento de alimento vivo, a atividade das
enzimas aumentou gradativamente no T1 e TC, visto que os alimentos vivos
contribuem no processo de digestdo dos peixes (KOLKOVSKI, 2001), e essa
contribuicdo pode ser realizada de forma direta, onde os produtos da autdlise dos
alimentos estimulam a produgéo de enzimas (PERSON-LE RUYET, 1993) e indireta,
na qual o alimento vivo incrementa a producao da bombesina (peptideo que estimula
o movimento peristaltico do intestino) (KOLKOVSKI, et al., 1997; KOLKOVSKI,
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2001). Ja no T2, podemos justificar a estabilidade na atividade especifica de tripsina
e quimotripsina até o 5° dia de vida, pelo fato da privagao alimentar em que as larvas
deste tratamento foram submetidas.

As enzimas digestivas, naturalmente s&o secretadas no organismo durante
todo o processo ontogenético das larvas (idade) e sua quantidade depende do tipo e
do manejo alimentar, (tipo de alimentos, frequéncia alimentar, privagado alimentar,
entre outros. No caso da tripsina, o resultado aqui encontrado é caracteristico dessa
protease, pois esta enzima é a ativadora comum de todos os zimogénios
pancreaticos e, assim, ela converte outras moléculas de tripsinogénio em tripsina e
desencadeia uma cascata de atividade proteolitica (KOLKOVSKI, 2001; ROTTA,
2003; KLOMKLAO, 2008 OLIVEIRA et al., 2014).

Uma das proteases que nao séo analisadas nos trabalhos com cavalo-marinho,
€ a quimotripsina (WARDLEY, 2006; BLANCO et al., 2016; NOVELLI et al., 2016).
Esta enzima em larvas de peixes € secretada em maior quantidade quando os
animais ainda n&o possuem estbmago, e quando ocorre o desenvolvimento desse
orgao, a quimotripsina diminui de acordo que aumenta as proteases asparticas
(ALARCON et al., 1998). No presente estudo, mostrou-se que o aparecimento desta
enzima ocorreu e aumentou durante as idades simultaneamente com a da tripsina.

As atividades de quimotripsina do nascimento até o 10° dia de vida
apresentada neste trabalho possivelmente esta relacionada a nao existéncia da
digestédo acida dos cavalos-marinhos, ja que em peixes agatricos, como é o caso do
cavalo-marinho, a atividade das proteases serinicas (tripsina e quimotripsina por
exemplo) podem compensar a atividade das proteases asparticas ou acidas
(pepsina, renina e protease microbiana) (ALARCON et al., 1997). Lembrando que
em animais em jejum, as atividades enzimaticas foram oriundas do saco vitelinico.

No presente estudo, a atividade da amilase foi detectada desde o nascimento
das larvas e foi aumentando gradativamente até o final do experimento (10 dias), em
animais privados ou nao de alimentacdo, o que difere dos relatos encontrados na
literatura, onde a atividade da amilase na maioria das espécies de peixes marinhos
carnivoros diminui progressivamente durante a ontogenia das larvas (KUZ'MINA,
1996; ZAMBONINO-INFANTE e CAHU, 2001; ZAMBONINO-INFANTE et al., 2008).

No entanto, independente do tratamento e das idades das larvas de H. reidi
neste trabalho, foi observado um aumento progressivo da atividade da amilase. A

possivel explicagdo para o aumento gradativo da atividade da amilase no H. reidi



35

nos diferentes tratamentos (T1, T2 e TC), talvez esteja na programacao genética
dessa espécie, corroborando com Péres et al., (1998) e Zambonino-Infante e Cahu
(2001), que sugerem que larvas com altos niveis iniciais e continuo de amilase
podem ser devido ao resultado da expressdo génica programada, ou seja, essas
larvas possuem um alto nivel de mRNA amilase, no qual controla a produgéo dessa
enzima.

Observou-se que a atividade especifica da tripsina, quimotripsina e amilase das
larvas que foram alimentadas com rotiferos e Artemia nos primeiros 10 vidas, foi
bem inferior quando comparado aos demais trabalhos encontrados na literatura com
cavalos-marinhos Hippocampus guttulatus (BLANCO et al., 2016), H. reidi (NOVELLI
et al., 2016) e Hippocampus abdominalis (WARDLEY, 2006), possivelmente esse
baixo valor das enzimas, deva estar relacionado a deficiéncia dos filhotes nascidos
de pais recém maturos ou da primeira maturagao, por serem bastante jovens e/ou a
qualidade nutricional inadequada do vitelo.

Observou-se que no TC, todos os parametros analisados (altura, peso,
atividade enzimatica) foram positivos em relagéo aos tratamentos T1 e T2, porém se
comparados a outros trabalhos com o género Hippocampus, esses resultados aqui
encontrados sao inferiores aos relatados na literatura, o que corrobora com o que foi
discutido anteriormente em relagédo a estarem proximos a primeira maturagao.

Desta forma, todos os dados aqui obtidos sdo possivelmente o resultado da
capacidade reprodutiva reduzida dos reprodutores ainda muito jovens, resultando
em uma menor qualidade dos ovos e das larvas. Assim, a utilizagdo de cavalos-
marinhos menores (com alturas inferiores ou iguais a = 14 cm), como o do presente
trabalho, mesmo maturos sexualmente, nao tiveram desempenho reprodutivo
satisfatério. Além de verificado que as larvas nasceram fracas e com altura e peso
inferior a outros trabalhos, os reprodutores também apresentaram diversas situacoes
de inaptidao fisiolégica para a reprodugao como: abortos (larvas recém-nascidas
mortas), partos prematuros (partos antes da data prevista resultavam em muitas
larvas recém-nascidas mortas e/ou mal formadas e larvas vivas de ma qualidade), e
a rejeicao de ovacitos da fémea pelo macho (ovdcitos eram encontrados no fundo do
aquario). Faleiro (2016) comprovou a importancia do tamanho dos cavalos-marinhos
em relacdo ao potencial reprodutivo, sendo que pais maiores produziram larvas
maiores, com maior probabilidade de maior sobrevivéncia. Estudos com H.

guttulatus relatam que fémeas maiores produzem od6citos maiores, com maior



36

quantidade de vitelo. Uma relagédo positiva entre o tamanho da fémea e do odcito
também foi encontrado em outros singnatideos (por exemplo, BERGLUND et al.,
1986; GASPARINI e TEIXEIRA, 1999; TEIXEIRA e MUSICK, 2001; WATANABE,
2002). Em relacdo a capacidade reprodutiva de cavalos-marinhos machos, o
tamanho do macho e da sua bolsa incubadora € positivamente correlacionado com o
comprimento de juvenis recém-nascidos (FALEIRO, et al., 2016). Além disso, casais
com tamanhos distintos podem justificar a rejeicao de ovocitos pelo macho, visto que
muitos ovocitos ndo podem ser transferidos para a bolsa de machos menores,
comparados as fémeas, pois o numero de larvas depende da capacidade de carga
da bolsa incubadora do macho (TEIXEIRA e MUSICK, 2001).

N&o foi possivel identificar o dia exato do ponto de nao retorno (PNR), devido
aos fatores citados no paragrafo acima e a qualidade do alimento vivo ofertado apds
o periodo de privacdo alimentar. Sabendo que a capacidade de resisténcia a
privacdo de alimentos antes do PNR depende do tamanho das larvas, da
temperatura e das espécies de peixes (BLAXTER e EHRLICH, 1974; HOUDE, 1974)
e as larvas estudadas de H. reidi nasceram com altura e peso inferiores, sugere-se
que um novo estudo seja realizado com reprodutores e larvas maiores.
Adicionalmente, € importante que a alimentagcdo seja composta por maior
quantidade de copépode nos tratamentos apos a privagcédo alimentar e no tratamento
controle, verificando o real desempenho da larva e a sua resisténcia perante a
privagao alimentar, além do conhecimento do periodo exato de ponto de ndo retorno

das larvas de H. reidi.
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢des do presente estudo, concluimos que a privagao alimentar de 3 e
5 dias apds o nascimento resultaram em baixa sobrevivéncia, crescimento e
producao de enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina e amilase) até o 10° dia, se
comparados ao tratamento controle, observando que os tratamentos em inani¢cao
nao atingiram o crescimento compensatério. No caso deste estudo, o resultado pode
estar relacionado com a inaptidao fisiolégica e a capacidade reprodutiva reduzida
dos cavalos-marinhos jovens, visto que os reprodutores apresentaram abortos,
partos prematuros, rejeicdo de ovécitos da fémea pelo macho, além da baixa

qualidade de ovos e larvas recém-nascidas.
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ANEXOS

Anexo 1: Sistema de recirculagao para manutengao das matrizes (LAPOM)

Foto: Lira (2016)
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Anexo 3: Larvas coletadas para amostragem, processo de anestesia e eutanasia
com Oleo de cravo

Foto: Autor (2018)

Anexo 4: Amostra para biometria das larvas ao 10° dia de vida

Foto: Autor (2018)



Anexo 5: Biometria das larvas do TC, T1 e T2.
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Foto: Autor (2018)
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