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RESUMO

O cavalo-marinho Hippocampus reidi ¢ uma espécie que ocorre no Brasil e com baixa
sobrevivéncia devido principalmente a sua alimentacdo e nutrigdo. Este trabalho teve como
objetivo aperfeicoar a larvicultura de H. reidi através da técnica agua verde (uso de
microalgas na agua de cultivo), a fim de aumentar a sobrevivéncia. Para isso, quatro
tratamentos foram testados em triplicata durante os primeiros 15 dias de vida das larvas: TSM
- sem adicao de microalgas na agua de cultivo; TISO - adi¢do da microalga Tisochrysis lutea,
TCHO - adi¢do da microalga Chaetoceros muelleri; TIC - combinado das duas algas
(Tisochrysis lutea + Chaetoceros muelleri). As larvas foram alimentadas somente com
rotiferos (Brachionus rotundiformis,; 10 ind. mL™") enriquecidos com Red Pepper de acordo
com o fabricante até o sétimo dia de vida, quando ocorreu a inclusdo de forma gradual de
nauplios de Artemia sp. (2 ind. mL™"). Apos os 15 dias de experimento, a porcentagem de
sobrevivéncia foi significativamente maior nos tratamentos com microalgas (TIC: 72%,
TCHO: 64% e TISO: 52%), quando comparados com o tratamento sem alga TSM (12%). Em
relacdo ao comprimento, as larvas dos tratamentos TCHO (18,19 + 0,54 mm), TIC (18,10 +
0,50 mm) e TISO (17,45 + 0,48 mm) registraram diferenca significativa e maiores valores
quando comparados com TSM (17,16 = 0,25 mm) (p<0,05). Dessa forma, a utilizacdo de
microalgas na larvicultura de H. reidi mostrou ser uma opg¢ao viavel para seu cultivo, visto
que os tratamentos com a adicdo das microalgas aumentaram significativamente a
sobrevivéncia, seja ela isolada ou no combinado das algas, entretanto, mais estudos sdo
necessarios para avaliar a densidade ideal de microalgas para o cultivo da espécie.

Palavras-chaves: piscicultura marinha; microalgas; peixes ornamentais; Hippocampus reidi;



ABSTRACT

The seahorse Hippocampus reidi is a species that occurs in Brazil and has low survival rates
mainly due to its eating habits and nutrition. This work aimed to improve the larviculture of
H. reidi through the green water technique (use of microalgae in the culture water), to
increase survival and reduce the species' extractivism. For this, four treatments were tested in
triplicate during the first 15 days of the larvae's life: TWM - without addition of microalgae to
the culture water; TISO - addition of the microalgae Tisochrysis lutea; TCHO - addition of the
microalgae Chaetoceros muelleri; TIC - combined of the two algae (Zisochrysis lutea +
Chaetoceros muelleri). The larvae were fed only with rotifers (Brachionus rotundiformis; 10
ind. mL™") enriched with Red Pepper according to the manufacturer until the seventh day of
life, when Artemia sp nauplii (2 ind. mL™") were gradually included. After 15 days of the
experiment, the percentage of survival was significantly higher in treatments with microalgae
(TIC: 72%, TCHO: 64%, and TISO: 52%), when compared to the treatment without
microalgae (TWM: 12%). Regarding length, larvae from the TCHO (18.51 £ 0.677 mm), TIC
(18,10 = 0,50 mm), and TISO (17,45 + 0,48 mm) treatments recorded a significant difference
and higher values when compared to TWM (17,16 £ 0,25 mm) (p<0.05). Thus, the use of
microalgae in H. reidi larviculture proved to be a viable option for its cultivation, since
treatments with the addition of microalgae significantly increased survival, whether isolated
or mixed, however, more studies are needed to evaluate the ideal density of microalgae for the
cultivation of the species.

Keywords: marine fish culture; microalgae; ornamental fish; Hippocampus reidi,



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Reprodutores de cavalo-marinho, H. 7€idi............c.cccoceeviiieniiiiniieniiinienieenn, 20
Figura 2: Cultivo de microalgas no LCA - UFSC.....ccccociiiiiiiniiiiieneeeceeeeeeee e 21
Figura 3: Sistema de recirculacdo de dgua e de cultivo das larvas..........cccceveeeverieniencnciennne 22

Figura 4: Sobrevivéncia media (%) de larvas de Hippocampus reidi com 15 dias submetidos
aos diferentes tratamentos: TSM - sem adi¢ao de microalgas; TISO - adicdo da microalga
Tisochrysis lutea; TCHO - adigdo da microalga Chaetoceros muelleri; TIC - adi¢do da
microalga Tisochrysis lutea + Chaetoceros MUEIIETi..................ccccueeecueeeieeeecieeeciieeeieeeeieeenns 25



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Pardmetros zootécnicos de larvas de Hippocampus reidi com 15 dias em diferentes
tratamentos: TSM - sem adi¢dao de microalgas; TISO - adi¢ao da microalga Tisochrysis lutea;
TCHO - adi¢do da microalga Chaetoceros muelleri; TIC - adicdo da microalga Tisochrysis
lutea + ChaetoCeros MUEIIETI.................cocueeeceieeeiieecie et e e e rae e srre e s aeeesseeenens 26



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CITES Convention on International Trade in Endangered Species
FAO Food and Agriculture Organization

DHA Acido Docosahexaendico

EPA  Acido Eicosapentaendico

[UCN Internacional Union for Conservation of Nature
TCE Taxa de Crescimento Especifico

TDE Taxa de Desenvolvimento Especifico

FC Fator de Condicao

GP  Ganho de Peso

HUFAS Acidos Graxos Altamente Insaturados
ICTOLAB Laboratorio de Ictiologia e Ictioplancton
LMM Laboratério de Moluscos Marinhos

LCA Laboratorio de Cultivo de Algas

LAPOM Laboratorio de Peixes e Ornamentais Marinhos
LAPMAR Laboratério de Piscicultura Marinha

UFSC Universidade Federal de Santa Catarina

TCHO Tratamento Chaetoceros mullieri

TISO Tratamento Tisochrysis lutea

TIC  Tratamento (Zisochrysis + Chaetoceros)

TSM  Tratamento Sem Microalga



SUMARIO

1 INTRODUGCAQ . .....ceceeeeeeeeeeeseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 13

1.1 Aquicultura € aquariofilia...........ccocuieeiiiieiiie e e e e 13

1.2 Aquicultura como ferramenta de CONSEIVAGAO.......cccuveeecvrieriuieeeiieerieeerreeerereeeeveeeeneas 13

1.3 CavaloS-MarinnOS. .......cccuiiiiiiieciie ettt e e e e tae e s e e saee e sbeeesnseeessseeenreeens 15
1.3.1 HippOCAMPUS TOII...........eeeeeeeeeiie ettt ee et evae e svae e e eseae e e nnaee e 15

1.4 ATIMENLO VIVO. ettt ettt ettt e st e b e st e bt esate et esaeeebeesneeenneans 16

1.5 TECNICA “AZUA VETAC ... .cciiiieiiieeiee ettt ettt e e te e et e e e tae e s aaeessaaeesnseeessseeennns 17

1.6 ODJEEIVOS. ...eeeiiiieeiiie et eeieeeetee et e et e e et e e etaeeeseaeessaeesssaaessseeeassaeeassaeessseeesseeesseennsees 18
1.6.1 ODJETIVO ETAL.....uiiiiiiieeiieeciie ettt e et e e e e seaeeesaeeersaeeeasaeeensaeennnes 18
1.6.1.1 ODbjetivos €SPECITICOS. . uuiiiiiieriiiieiiieeiee ettt et e e e st e e re e e seaee e aeeenseeenes 18

2 JUSTIFICATIVA.....couiiiiininseissenssisssissesssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 19

3 MATERIAL E METODOS.........cooveeueetessessessessessesssssessssessssssessessessessessessesssssassssessssessesses 19
3.1 Origem € manutengao doS rePTOAULIOTES. .......ceevreeriieeerieeeiieeereeeeteeeeree e e eaaeeeenee e 19
3.1.2 Cultivo de aliMeNnto VIVO......ceiiiiiuiiiiieiiie ettt sttt et 20
3.1.3 Cultivo de mMiICTOALZAS.......cccuviieeiieeiie ettt e 21

3.1.4 Delineamento experimental: técnica de dgua verde na larvicultura..................... 21

3.1.5 Sobrevivéncia e desempenho ZOOTECNICO.......cccurieriieeriiieeieeeiieeeiieeereeeereeeeaeeeenes 23
3.1.6 ANALISE @StAtISTICA. ....eiiutietiiiiieite ettt ettt 23

4 RESULTADOS....cuuiiiininuinsnnsensaissasssesssnssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssss 24
4.1 SODIEVIVEINCIA. c...eentieiiiteie ettt et e st e b e et e et e st e e bt e sabeebeesanean 24
4.1.2 DesemMpPenho ZOOECIIICO. ......uiieieiieeiiieeiieeeitieeeiieeeieeeeieeestaeesaeeeeseeeenseeessseeensseeennees 25

5 DISCUSSAO ..o cuininninsisisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
6 CONCLUSAO ...c.coiminninnsiscssisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 28

7 REFERENCIAS......cvvninetestessessssssessssesssssssssssssssssessessassssssassesssssssssessessassssssessassssssessassasss 28



13

1 INTRODUCAO

1.1 Aquicultura e aquariofilia

O cultivo de organismos aquaticos, independente do seu objetivo, estdgio de vida e
duracdo ¢ a defini¢do de aquicultura, assim como o cultivo de espécies com propositos
econdmicos e de espécies para fins de conservacdo (OVERTON et al., 2022). O comércio de
espécies ornamentais marinhas ¢ uma industria global que consiste em aquaristas domésticos
e publicos que mantém um estoque de ornamentais marinhos para fins de exibicao, hobby,
fins educacionais e como animais de estimagdo (PALMTAG, 2017).

Anualmente ¢ estimado que mais de 20 milhdes de animais ornamentais marinhos
sejam coletados da natureza e vendidos para aquaristas do mundo inteiro, destes animais,
aproximadamente 700 espécies sdo destinadas ao mercado de ornamentais marinhos
(OLIVOTTO et al., 2011; RHYNE et al., 2012; PALMTAG, 2017).

O futuro desse mercado de peixes ornamentais marinhos, e consequentemente, a
diminuicdo do extrativismo, depende da viabilidade de boas desovas, sucesso no cultivo e
transi¢des para fase juvenil (HOLT, 2003). Entretanto, um dos grandes desafios da aquicultura
para a producdo de peixes ornamentais marinhos segue sendo o seu cultivo pois as larvas de
peixes sao muito pequenas e necessitam de alimentos vivos pequenos para sua primeira
alimenta¢cdo (OLIVOTTO et al. 2017; RHYNE et al. 2017).

O desafio no cultivo de peixes no mercado aquarista pode diretamente aumentar a
pressao nas populagdes selvagens (SADOVY & VINCENT, 2002). Por isso, protocolos de
cultivo para peixes ornamentais precisam ser estudados e otimizados. E importante cultivar
organismos que possam competir economicamente com as espécies selvagem (CALADO et

al., 2005; OLIVOTTO et al., 2006).

1.2 Aquicultura como ferramenta de conservacio

A aquicultura como ferramenta para conservacao e recuperagao de populacdes ¢ uma
abordagem adaptativa e criativa que prioriza a preservacdo de populagdes selvagens junto
com seus pools genéticos localmente adaptados, fenotipos caracteristicos € comportamentos
(ANDERS, 1998).

A agdo antrdpica e seus efeitos negativos estdo aumentando significativamente nos
ultimos anos (OVERTON et al., 2022; GEIST & HAWKINS, 2016). A degradagdo dos

ecossistemas precisa diminuir ou ser revertida para diminui¢do da perda de biodiversidade,
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sendo assim a necessidade de abordagens para conservacdo e restauracdo de ecossistemas e
espécies aquaticas ¢ evidenciada (GEIST & HAWKINS, 2016).

Para peixes e outros organismos aquaticos ha cinco categorias para perda de
biodiversidade: competicdo, alteracao de habitat, poluicao, introdug¢ao de espécies exoticas e
exploragdo comercial (MOYLE & LEIDY, 1992). As populacdes de cavalo-marinho sdo
afetadas pelas cinco categorias para perda de biodiversidade, estando entre os peixes mais
exportados pelo Brasil (CITES, 2017). A exploracdo ¢ uma das causas para a ameaca de
extingdo de espécies, como o mercado aquarista que causa o declinio de peixes nativos e
exoticos (MOYLE & LEIDY, 1992).

A sobrepesca combinada com perda e degradacdo de habitat também causa um
impacto significativo podendo ocasionar extingdes em escala local, regional e global
(POLLOM et al., 2021; DULVY et al., 2003; REYNOLDS et al., 2005). Os efeitos das
pescarias recifais podem atuar nas comunidades marinhas de trés maneiras: exercendo pressao
direta nos individuos capturados, removendo-os ou retornando-os comprometidos
(danificados ou em localiza¢do errada); afetando os membros daquela populagdo que ndo
foram removidos, perturbando sua estrutura social; e colocando pressao no habitat e
comunidades em que essas espécies dependem (SADOVY & VINCENT, 2002).

Muitos aquaristas declaram interesse, ou preocupagdo, acerca dos problemas
ambientais associados com a captura de peixes selvagens (SADOVY & VINCENT, 2002). A
popularidade do termo aquicultura sustentavel estd crescendo, refletindo as demandas
publicas para métodos mais sustentaveis (BOYD et al., 2020). Aquaristas possuem uma visao
favoravel sobre peixes cultivados e indicam estarem dispostos a pagar pre¢o mais caros por
eles (SADOVY & VINCENT, 2002). Reproduzir peixes marinhos pode ndo apenas ser uma
op¢ao conveniente para o mercado, como também para obtencdo de informagdes sobre a
biologia, reproducdo e comportamento de espécies, o que € essencial para entender a resposta
desses animais aos efeitos antropicos (HOLT, 2003).

Uma tatica comum na biologia da conservacdo ¢ a utilizagdo de uma
“espécie-bandeira”, sendo espécies que podem ser utilizadas como simbolos em campanhas
para aumentar conhecimento e levantamento de fundos para problemas de conservagao
(HEYWOOD, 1995; WALPOLE & LEADERWILLIAMS, 2002). O uso de uma
“espécie-bandeira” pode beneficiar sua conservagdo e protecdo do ecossistema, além de
outras espécies que ocorrem no mesmo ambiente. Muitas caracteristicas podem qualificar

uma espécie como “espécie-bandeira” desde que ela tenha apelo para um publico especifico e
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questdes relacionadas a sua conservacdo (BOWEN-JONES & ENTWISTLE, 2002; HOME et
al., 2009; VERISSIMO et al., 2011).

Com a criagdo de protocolos mais robustos de cultivo de cavalos-marinhos, € seu
histérico de atrairem a atengdo por sua aparéncia diferente, formato da cabega que relembra
em miniatura a de um cavalo, e sua cauda preénsil para se agarrar ao substrato (GINSBURG,
1937), foi comprovado que os singnatideos podem ser “espécies-chaves” eficientes para
conservagao (SHOKRI ef al., 2009). O Project Seahorse apresentou a aptiddo dos
cavalos-marinhos como “espécies-bandeiras” pela criagdo de algumas areas de protecdo

marinha nas Filipinas (VINCENT et al., 2011).

1.3 Cavalos-marinhos

Sao peixes teledsteos do género Hippocampus, familia Syngnathidae, encontrados, em
regides tropicais e temperadas por todo o mundo (LOURIE et al., 2004). Podem ser
encontrados em manguezais € em associagdo com algas marinhas, macroalgas, esponjas e
corais (FOSTER & VINCENT, 2004). Sua cabeca forma um angulo em relagdo ao eixo
longitudinal do corpo, apresentam trato digestdorio sem estomago diferenciado, anéis dsseos ao
redor do tronco e da cauda. A maior parte das espécies apresentam alta fidelidade, pelo menos
durante a temporada reprodutiva. As fémeas produzem ovos e os depositam na bolsa
incubadora dos machos, os quais fertilizam, protegem, e assim o macho que fica “gravido”
(LOURIE et al., 2004).

O cavalo-marinho esta entre os peixes mais exportados pelo Brasil (CITES, 2017),
encontram-se na lista de espécies vulneraveis pela International Union for Conservation of
Nature — [UCN (IUCN, 2019), como também na de espécies ameacadas (ICMBio, 2018).
Grande parte da sua captura ¢ destinada ao comércio ornamental, artesanato ¢ a medicina
tradicional chinesa (MAI; ROSA, 2009). Assim sendo, sdo necessarios dois tipos de acdes
reparadoras para os Syngnathids: limitar a pressdao da pesca e protecdo de habitat (POLLOM
etal., 2021).

1.3.1 Hippocampus reidi

No Brasil, ocorrem trés espécies de cavalos-marinhos: Hippocampus erectus,
Hippocampus patagonicus e o Hippocampus reidi (SILVEIRA et al., 2014). Sua distribui¢ao
ocorre do litoral do Amapa até Rio Grande do Sul (LOURIE et al., 1999, ROSA et al., 2007),

sendo encontrado principalmente em 4&reas rasas e costeiras, como estudrios, recifes,
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manguezais e¢ bancos de algas (ROSA et al, 2007; FREITAS & VELASTIN, 2010;
FRERET-MEURER et al., 2018).

Conhecido como o cavalo-marinho-de-focinho-longo ou cavalo-marinho esbelto, H.
reidi, possue uma variedade de cores, desde o marrom até um tom mais amarelado e com
manchas escuras presentes pelo corpo e pequenas manchas brancas (principalmente na
cauda). Possui distribuicdo confirmada pelas Bahamas, Barbados, Belize, Colémbia, Cuba,
Grenada, Haiti, Honduras, Jamaica, México, Nicaragua, Panama, Territérios do Caribe,
Estados Unidos, Venezuela e Brasil (LOURIE et al., 2004).

E uma espécie conhecida por seu dificil cultivo, pelo tamanho das suas larvas, seu
estagio peldgico no inicio da vida, vulnerabilidade a predagdo e dificil nutricdo (LOURIE et
al., 1999). Nascem com o sistema digestorio pouco desenvolvido, sem um estdmago
diferenciado, e gradualmente aumentam sua funcionalidade (NOVELLLI et al., 2015;
SOUZA et al., 2020). O inicio da maturidade sexual, em cativeiro, ocorre entre 60 e 90 dias
de idade e sua gestacdo pode durar entre 14 a 21 dias, dependendo da temperatura (LOURIE
et al., 1999; SILVEIRA, 2000; ROSA et al., 2002; HORA & JOYEUX, 2009).

Entre as ameacas enfrentadas pela espécie, € possivel citar sua utilizagdo em aquarios,
medicina, propoésitos religiosos, pressdao da pesca e destruicdo do habitat natural. Por isso,
suas populagdes diminuiram nos ultimos 30 anos (COSTA-NETO, 2000; ROSA et al., 2002;
2005; 2011).

1.4 Alimento vivo

O sucesso no cultivo de diversas espécies de peixes marinhos esta relacionado com o
cultivo em massa de rotiferos, pois sdo ofertados como primeiro alimento para larvas de
peixes (LUBZENS; ZMORA; BARR., 2001). Além dos rotiferos, quase todos os métodos de
cultivo de peixes marinhos possuem como base de alimentagdo a utilizacdo de Artemia sp
(OSTROWSKI; LAIDLEY, 2001). Entretanto, rotiferos e Artemia nao possuem oS
requerimentos nutricionais para as larvas de peixes marinhos e precisam ser enriquecidos,
com utilizacdo de enriquecedores comerciais, antes de serem ofertados como alimento
(STOTTRUP, 2000), visto que sdo naturalmente deficientes de acidos graxos altamente
insaturados, os HUFAs (SARGENT et al., 1997, STOTTRUP, 2000; OLIVOTTO et al.,
20006).

Durante a nutri¢do larval ¢ importante prover os niveis adequados de 4cidos graxos
altamente insaturados (HUFAs), como o acido eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3), e o &cido

docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) pois as deficiéncias destes lipidios resultam em baixo
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crescimento, pouca eficiéncia alimentar, anemia e alta mortalidade (SARGENT et al., 1999;
OLIVOTTO et al., 2003; OLIVOTTO et al., 2006). O DHA promove o desenvolvimento e
maturacdo do sistema digestivo, crescimento e sobrevivéncia (ZAMBONINO INFANTE &
CAHU, 1999; CAHU et al., 2003, VILLENEUVE et al., 2005).

A deficiéncia de DHA e EPA no cultivo de peixes marinhos pode resultar em alta
mortalidade, ¢ como consequéncia pode aumentar a pressdo nas populacdes selvagens
(SADOVY & VINCENT, 2002). Por estes desafios no cultivo de organismos marinhos,
protocolos de cultivo para peixes ornamentais precisam ser realizados e otimizados, ¢
importante cultivar organismos que possam competir economicamente com as espécies
selvagem (CALADO et al., 2005; OLIVOTTO et al., 2006).

Pela alta necessidade de acidos graxos altamente insaturados das larvas de peixes
marinhos e pelos principais alimentos utilizados na aquicultura ndo possuirem esse perfil de
acidos graxos, diversas maneiras de enriquecimento vém sendo alvo de pesquisas (HOLT,
2003). Quando comparado com enriquecedores comerciais, alimentos vivos enriquecidos com
microalgas apresentaram niveis significantemente maiores de acidos graxos (FAULK &

HOLT, 2005).

1.5 Técnica “agua verde”

Existem muitos beneficios associados a adigdo de microalgas na agua de cultivo,
técnica “dgua verde”, atribuidos a ingestdo intencional e ndo intencional de células de algas,
aumento da visdo pelo contraste em uma agua turbida, manuten¢do da qualidade nutricional
de presas vivas (NAAS et al., 1992; REITAN et al., 1993; REITAN et al., 1997; PALMER et
al., 2007) e aumento das propriedades antibacterianas (KOKOU, et al. 2012). A melhora na
qualidade da agua pode estar relacionada a producdo de oxigénio pelas algas e estabilizagao
de pH, regulacdo das populacdes de bactérias, efeitos probiodticos e estimulacdo de imunidade
(HEMAISWARYA et al., 2010).

As microalgas sao conhecidas como fonte de alimento indispensavel para a producao
comercial de muitas espécies (BECKER, 2013). Utilizadas como alimento para o cultivo de
zooplancton (como Artemia, rotiferos e copépodes) que sdo oferecidos como alimento para
fases larvais e juvenis de muitos peixes e crusticeos (BROWN; BLACKBURN, 2013).
Microalgas utilizadas para cultivo de zooplancton fornecem muitos nutrientes essenciais para

o crescimento e o desenvolvimento adequado do animal (BROWN, 1991).
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Em algumas espécies de microalgas ocorre sintetizagdo natural de alguns dos
principais acidos graxos poliinsaturados (como o acido docosahexaenoico - DHA e 4cido
eicosapentaenoico - EPA), ambos essenciais para o crescimento e necessidades energéticas de
espécies cultivadas (SHAH et al., 2018).). As microalgas apresentam diferencas no seu perfil
de 4cidos graxos, como por exemplo a Chaetoceros mulleri uma diatomacea que possui niveis
mais elevados de EPA, rica em &cidos graxos monoinsaturados enquanto a Isochrysis sp
possui niveis mais altos de DHA, e rica em acidos graxos poliinsaturados (como o n-3),
(MARTINEZ-FERNANDEZ et al., 2006; NAPOLITANO et al., 1990; OHSE et al., 2015).

Ha relatos de maior sobrevivéncia pela utilizagdo da técnica “4dgua verde” na
larvicultura de peixes como o olho-de-boi (Seriola lalandi) (STUART & DRAWBRIDGE,
2011), bacalhau-do-atlantico (Gadus morhua) (MEEREN et al., 2007), bijupird
(Rachycentron canadum) (BENETTI et al., 2008) e o cavalo-marinho do focinho longo
(Hippocampus reidi) (MELO et al., 2016). Na larvicultura de H. guttulatus, houve maior
sobrevivéncia e menor aparecimento de bolhas de ar nas larvas alimentadas com Artemia
enriquecida com Chlorella sp. do que com as alimentadas com outro enriquecedor comercial
(PALMA et al., 2011).

Dessa forma, ¢ possivel observar que a técnica “4dgua verde” para larvicultura,
principalmente de cavalos-marinhos, ¢ uma possibilidade viavel visto que além de fornecerem
alimento para o zooplancton, ajudam a estabilizar e melhorar a qualidade do meio de cultivo
(MULLER-FEUGA, 2000; HEMAISWARYA et al., 2010).

Desta maneira, se faz necessario mais estudos com agua verde na larvicultura do
Hippocampus reidi, principalmente por ser uma espécie listada como vulnerdvel e com baixa

sobrevivéncia.
1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo geral

Aprimorar as técnicas de larvicultura do cavalo-marinho Hippocampus reidi através da

adi¢do de microalgas na agua de cultivo (4gua verde) visando maximizar a sobrevivéncia.

1.6.1.1 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da técnica d agua verde na sobrevivéncia e desempenho zootécnico na

larvicultura do cavalo-marinho, Hippocampus reidi.
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- Definir o melhor tratamento de 4gua verde durante os primeiros 15 dias de vida do

cavalo-marinho, H. reidi.

2 JUSTIFICATIVA

Diversos trabalhos foram realizados para analisar o efeito das microalgas diretamente
nos tanques de larvicultura e como alimento para cultivo de zooplancton, visto sua excelente
composicdo bioquimica e melhoramento na qualidade da agua. Porém, poucos trabalhos
utilizaram um mix de microalgas como técnica de “4dgua verde” em uma larvicultura com
cavalo-marinho e para o Hippocampus reidi ainda ndo tem estudo utilizando a técnica de
“agua verde” no cultivo.

Dessa forma, a utilizagdo da técnica dgua verde na larvicultura do Hippocampus reidi,
uma espécie classificada como vulneravel e de dificil cultivo, pode ser uma boa opg¢do para
aumentar a sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas do cavalo marinho em sistema de

criagao.

3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Peixes e Ornamentais Marinhos -
LAPOM, Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina,
localizado na Estacdo de Maricultura Elpidio Beltrame em Floriandpolis - SC. Os
procedimentos realizados durante o experimento estavam de acordo com protocolo aprovado

pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, (CEUA-UFSC / 5542220321).

3.1 Origem e manutencio dos reprodutores

Os reprodutores de H. reidi Ginsburg, 1933, (n= 24) foram coletados na Baia do
Espirito Santo (Vitéria - ES, Brasil, 20°19" S, 40°20" W) com autorizagao ICMBio SISBIO
n°76002-1. Durante a quarentena de 35 dias, os animais ficaram em aquarios de 140 L
conectados a um sistema de recirculagdo de agua salgada, equipado com filtro mecanico
(bag), skimmer, filtros bioldgicos e ultravioleta. O fotoperiodo utilizado foi de 12 horas de
luz.

Os reprodutores de cavalo-marinho foram alimentados trés vezes ao dia com camardes
carideos Palaemon sp. (WEBER, 1795), coletados nas proximidades do Laboratério de

Ictiologia e Ictioplancton (ICTIOLAB- ES) em uma lagoa. Apos a captura, o camarao inteiro
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(comprimento total de 22,89 + 2,02 mm; e peso total 103,58 + 33,38 mg) (média + desvio
padrdo) era lavado em agua doce e congelado. Antes do seu uso como alimento, o camarao
era enriquecido com uma mistura de dleo de figado de bacalhau (4cidos graxos totais
Omega-3: 24%, DHA: 12%, EPA 8%; Mollers Tran, Noruega) e espirulina seca (proteina:
63,5%, carboidrato: 16,1%, lipidios: 0,8%; Alga Bloom microalgas, Brasil) na propor¢ao de
1:3, foi injetada (65 + 0,02 mg) em cada camardo com auxilio de seringas de 5 ml (adaptagao

da metodologia utilizada no ICTIOLAB).

Figura 1: Reprodutores de cavalo-marinho, H. reidi

Fonte: elaborado pela autora

3.1.2 Cultivo de alimento vivo

Os rotiferos utilizados neste experimento, Brachionus sp., foram mantidos em tanques
de 700 L a 26 + 2 °C de temperatura e 25 de salinidade, alimentados com microalga
Nannochloropsis oculata (100.000 a 150.000 cel mL"), proveniente do Laboratorio de
Piscicultura Marinha da UFSC. Antes do fornecimento para a larvicultura, foram lavados,
enriquecidos com Red Pepper© (Bernaqua, RP), a cada 6 horas antes do consumo pelas larvas
de cavalo-marinho, e filtrados em malha 60 pum, para entdo serem ofertados para as larvas de
cavalo-marinho.

Os cistos de Artemia (PortoCyst) foram colocados para eclodir a partir do 7° dia de
experimento, em recipiente em uma salinidade de 35, aerado e iluminado com temperatura de

28 °C. Apo6s 24 h, os nauplios foram separados dos cistos, lavados e ofertados as larvas.
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3.1.3 Cultivo de microalgas

As microalgas 7. lutea (CCMP 1324) e C. muelleri (CCMP 1316), provenientes do
Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM), Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
foram cultivadas com o objetivo de serem ofertadas para os alimentos vivos durante a
realizacao deste trabalho, a fim de manter os cultivos de microalgas sempre em fase
exponencial de crescimento, as microalgas foram repicadas semanalmente. A biomassa foi
produzida no Laboratério de Cultivo Algas (LCA), UFSC, em frascos de 2 L contendo o meio
LCA-AM (SALES et al., 2020). As culturas foram mantidas em sala com temperatura
controlada de 22 °C, com agitacdo constante através da inje¢ao de ar comprimido enriquecido

com 0,5% de CO2 (v/v).

Figura 2: Cultivo de microalgas no LCA - UFSC

Fonte: elaborado pela autora

3.1.4 Delineamento experimental: técnica de agua verde na larvicultura

Apo6s o nascimento, 30 larvas de cavalo-marinho foram distribuidas
aleatoriamente e mantidas em 12 tanques circulares de PVC com volume total de 3 L, na
densidade de (10 larvas /L). O experimento teve duragdo de 15 dias e foi realizado em um
sistema de recirculagdo de agua, equipado com “skimmer”, filtro bioldgico de midias de
ceramica e bag filtrante de 100 um. A troca de 4gua permaneceu desligada durante o dia e

ligada durante a noite para a retirada de microalgas e alimento vivo residuais. As unidades
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amostrais utilizadas neste trabalho e o sistema de manutengdo para a larvicultura foram

confeccionados de acordo com a metodologia adaptada de Moorhead (2015).

Para a técnica de agua verde, foram testados quatro tratamentos em triplicata.
- Tratamento sem adi¢do de microalgas na 4gua da larvicultura - TSM;
- Tratamento com adic¢ao de Tisochrysis lutea na agua da larvicultura - TISO;
- Tratamento com adi¢do de Chaetoceros muelleri na dgua da larvicultura - TCHO;
- Tratamento com adi¢ao de Tisochrysis lutea + Chaetoceros muelleri na agua da

larvicultura - TIC.

Fonte: elaborado pela autora

As microalgas foram adicionadas as unidades experimentais diariamente antes da
primeira alimentacdo, em uma concentragao de 200.000 cel mL! de cada espécie (KLINE;

LAIDLEY, 2015), estimada por contagem de células em microscopio, com a utilizagdo da
camara de Neubauer.

As larvas foram alimentadas 3 vezes ao dia (09:00 horas, 13 horas e 17 horas) com
rotiferos Brachionus sp. (em uma densidade de 10 ind mL'l) do 1° ao 7° dia. A partir do 8° dia

foi feita a inclusdao de nauplios de Artemia sp. recém eclodidos na dieta das larvas, com uma
substitui¢do gradativa, aumentando a densidade lentamente até a substitui¢ao total. Antes das

alimentacdes, a contagem residual do alimento vivo era realizada para a reposicdo e
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manuten¢do da densidade adequada, com retirada de 30 mL! da agua de cultivo de cada

unidade para contagem e posterior devolu¢do do alimento vivo residual utilizado.

Foi utilizado o fotoperiodo de 14 horas luz (I1ampadas fluorescentes de 15W), com os
parametros fisicos e quimicos da agua avaliados diariamente antes da primeira alimentacao.
Temperatura e oxigénio foram conferidos com o Oximetro (MO-920-Instrutherm),
mantendo-se em torno de 27,9 + 0,05 °C € 6,3 = 0,07 mg.L". A salinidade manteve-se em 30
+ 0,09, sendo verificada com refratdmetro 6ptico (Soma SHR-10 ATC) e o pH manteve-se em

8,03 £ 0,01, visto pelo pHmetro de bancada (AZ- 86505).

3.1.5 Sobrevivéncia e desempenho zootécnico

O crescimento das larvas de cavalo-marinho, em altura (mm) e peso (mg), foi
estimado através da média de 30 individuos no dia do nascimento e da média de 15 individuos
por tratamento no final do experimento (15° dia). As larvas foram eutanasiadas com o6leo de
cravo (1,5 mL L") antes da biometria e preservadas em alcool 70%. A altura em (mm) foi
definida como a soma da altura da coroa, do tronco até comprimento da cauda (LOURIE et
al., 2004), estimada através do software Dino Capture, a partir de uma cdmera USB Dino-Eye
acoplada a uma lupa estereoscdpica binocular na medicdo das larvas e o peso (umido) dos
individuos foi aferido com uma balancga analitica de precisao (0,001 g).

Com a utilizagdo desses dados, foram calculadas:

Taxa de crescimento especifico (TCE): TCE = 100x [In (peso
final) — In (peso inicial) /tempo], onde In= log natural

Taxa de desenvolvimento especifico (TDE): TDE = 100x [In (altura
final) — In(altura inicial)/tempo];

Fator de condi¢do (FC) = (peso/altura®) x100;

Ganho de peso: GP = (peso final — peso inicial) / peso inicial/ tempo x100;

Sobrevivéncia: S = 100x [(nimero de peixes final) / (nimero de peixes

inicial).

3.1.6 Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para analisar a normalidade e distribuicao dos
dados. Os dados apresentaram distribui¢do normal, entdo foi realizada a andlise de variancia

(ANOVA - One Way) para determinag¢do de possiveis diferengas entre varidveis. O teste de



24

Tukey ao nivel de 5,0% de significancia foi aplicado com a utilizagdo do software Sigma

Plot.14. Os dados foram apresentados como média + desvio padrao.

4 RESULTADOS

4.1 Sobrevivéncia

Em relacdo a sobrevivéncia das larvas apds 15 de larvicultura, as taxas diferiram
significativamente entre os tratamentos sem adicdo de microalgas e os tratamentos com
adi¢do de microalgas (p < 0,05) (Figura 4), variando de 12% (TSM), 52% (TISO), 64%
(TCHO), 72% (TIC).
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Figura 4: Sobrevivéncia media (%) de larvas de Hippocampus reidi com 15 dias submetidos aos diferentes
tratamentos: TSM - sem adi¢do de microalgas; TISO - adi¢do da microalga Tisochrysis lutea; TCHO - adigdo da

microalga Chaetoceros muelleri; TIC - adicao da microalga Tisochrysis lutea + Chaetoceros muelleri.
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Fonte: Elaborado pela autora

4.1.2 Desempenho zootécnico

As larvas de cavalo-marinho nasceram com peso de 2,01 + 0,21 mg e comprimento de
6,68 = 0,55 mm. Apos 15 dias de experimento, foram encontradas diferengas significativas
nos valores de comprimento das larvas, nos tratamentos com a utilizagdo da microalga
Chaetoceros muelleri (TCHO) (18,19 £ 0,54 mm) e no tratamento com o mix de algas (TIC)
(18,10 £ 0,50 mm) quando comparados com o tratamento sem microalgas (TSM) (17,16 +

0,25 mm) e com a utilizagdo de 7. lutea (TISO) (17,45 £ 0,48 mm) (p < 0,05) (tabela 1).
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Nao houve diferenca significativa em relacdo ao peso, na taxa de crescimento especifico
(TCE), taxa de desenvolvimento especifico (TDE), ganho de peso (GP) e fator de condigao
(FC) (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros zootécnicos de larvas de Hippocampus reidi com 15 dias em diferentes tratamentos: TSM

- sem adi¢do de microalgas; TISO - adi¢do da microalga Tisochrysis lutea; TCHO - adigdo da microalga
Chaetoceros muelleri; TIC - adigdo da microalga Tisochrysis lutea + Chaetoceros muelleri.

TSM TISO TCHO TIC
Peso 2095+0,64  2145+088  21,55+0,90 21+ 1,66
Comprimento 17,16 +0,25% 17,45+ 0,48 18,19 +0,54° 18,10 % 0,50°
TDE 6343+035  646+0,19  6,62+0,51 6,90 = 0,32
TCE 1566+028 15814037 1584034 15,66 + 0,50
GP 9,474+032  972+£044 9,77 +0,45 9,50 = 0,83
FC 0424001 040004  035+0,01 0,31 = 0,03

Fonte: elaborado pela autora

Legenda das abreviaturas: TDE (Taxa de Desenvolvimento Especifico); TCE(Taxa de Crescimento Especifico);
GP(ganho de peso mg); FC(fator de condig@o). Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas
significativas entre os tratamentos (P < 0,05). Dados apresentados como média + desvio padrao.

5 DISCUSSAO

No presente estudo observamos a importancia da técnica agua verde nos primeiros
dias de desenvolvimento das larvas de Hippocampus reidi, principalmente em relacdo a
sobrevivéncia, assim como no crescimento. Estes desempenhos das larvas podem estar
relacionados com a agua verde, estudos realizados com esta técnica tém registrado beneficios
para as larvas de organismos aquaticos, sugerindo assim que o aumento da turbidez da adgua
de cultivo pode ajudar as larvas a capturar melhor o alimento vivo (NAAS et al., 1992;
SHAW et al., 2006; COBCROFT et al., 2012; BASFORD et al., 2021).

Contribuindo com o resultado deste estudo, alguns autores observaram maior nimero
de sobrevivéncia e crescimento de larvas com a utilizacdo de microalgas na dgua de cultivo do
Hippocampus erectus (LIU et al., 2023) e do linguado (Hippoglossus hippoglossus) (NAAS et
al., 1992). Mélo et al., (2016), no final de 15 dias de cultivo de H. reidi, observaram maior
sobrevivéncia no tratamento com presenca da microalga (Nannochloropsis occulata) na 4gua,
com taxa de sobrevivéncia de 76,42%, e taxa de 25,44% no tratamento sem microalga.

Basford et al., (2021), observou que a sobrevivéncia de P. armatus foi significativamente
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maior nos tratamentos com a utilizagcdo da microalga P. sulcada, quando comparado com 7.
lutea ou o tratamento sem utilizagdo de microalgas (BASFORD et al., 2021). Alguns
pesquisadores sugerem que a adicdo de células de microalgas estimula o comportamento
predador da larva pela liberacao de compostos quimicos como betaina e acidos graxos livres

(LAZO et al., 2000).

A maior sobrevivéncia foi vista em TIC (72%), com o combinado das duas microalgas
(Tisochrysis lutea + Chaetoceros muelleri). E possivel neste estudo, que o combinado das
duas algas e suas composi¢des bioquimicas tenha fornecido uma qualidade nutricional melhor
para as larvas H. reidi. Pois as microalga Chaetoceros mulleri possui niveis mais elevados de
EPA, enquanto a Tisochrysis lutea possui niveis mais altos de DHA
(MARTINEZ-FERNANDEZ et al., 2006), essenciais para nutri¢do larval. Durante a nutri¢io
larval, ¢ importante prover niveis adequados de HUFAs, pois a deficiéncia desses lipidios
resultam em baixo crescimento, pouca eficiéncia alimentar, anemia e alta mortalidade
(SARGENT et al., 1999; OLIVOTTO et al., 2003), principalmente no inicio da vida dos
peixes. Estudos realizado por JAMALI et al., 2015, ao utilizar a combinado das microalgas
Tetraselmis tetrathele € Chaetoceros muelleri, obteve uma taxa de sobrevivéncia de 88,42%
do camardo-branco-do-pacifico, Litopenaeus vannamei, ¢ ao alimentar as larvas com as

microalgas Isochrysis galbana e Tetraselmis tetrathele a sobrevivéncia foi de 84,50%.

No presente estudo ao utilizacdo da técnica de “dgua verde” durante o cultivo de H.
reidi refletiu também no maior comprimento das larvas em relagdo ao tratamento sem
microalgas (TSM). Resultado similar foi relatado no cultivo de H. reidi em “agua verde” com
a utilizacao de N. oculata, em pasta produzida por floculagdo ou com a microalga viva, foi
observado altura e comprimento total dos peixes maior do que com a utilizacdo de uma pasta
comercial (Sales et al., 2016). Em larvas de tetra neon (Paracheirodon innesi) o efeito da
“agua verde misturada”, combinado que consistia em um "mix" de microalgas cultivadas com
outros organismos, sendo 90% de Chlorella sp, resultou em maior crescimento (94,66%) e
sobrevivéncia (80%) (SANAYE et al., 2014), ressaltando a importancia dessa técnica em
relacdo a sobrevivéncia e crescimento dos peixes, sendo uma opg¢ao vidvel nos protocolos de
cultivo.

Com protocolo definido de cultivo de larva de cavalos em laboratorio, possibilitara
novos estudos sobre a utilizagdo de microalgas no cultivo do cavalo-marinho, H. reidi. Além

disso, possibilitard o cultivo em escala comercial, contribuindo com a conservagao da espécie
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de cavalos-marinhos em ambiente natural, repovoamento de espécies ameagadas de extingao,
podendo reduzir a captura em ambiente natural, preservacdo e prote¢do dos estoques
pesqueiros (RAMOS, 2016). Entretanto, estabelecer um pacote de cultivo com protocolo para
cultivo de espécies com interesse econdmico ou listada como vulnerdvel, como o
cavalo-marinho H. reidi, ¢ fundamental para sobrevivéncia da espécie, desenvolvimento de
mais pesquisas cientificas e prote¢do de ecossistemas aquaticos, utilizando a aquicultura como
uma ferramenta de conservacao.

Através de programas de conservagdo e técnicas de aquicultura obtiveram-se sucesso
na recuperagdo de peixes ameagados como o esturjao-branco (Huso huso) (SCHREIER et al.,
2012) e de populagdes de ostras, a ostra americana (Crassostrea virginica) (BRUMBAUGH
et al., 2000), e a ostra-plana-européia (Ostrea edulis) (ROGERS-BENNET et al., 2016). O
sucesso no cultivo do cavalo-marinho H. reidi, espécie de interesse economico e listada como
vulneravel, e criagdes de protocolos com optimizag¢do de sobrevivéncia podem ser utilizados

para pesquisa cientifica e prote¢do de ecossistemas aquaticos.

6 CONCLUSAO

Conclui-se que adicdo das microalgas TCHO - Chaetoceros muelleri ou TISO - Tisochrysis
lutea isolada ou o combinado das microalgas (TIC), possui maior sobrevivéncia e crescimento
dos cavalos. A técnica de dgua verde para cultivo de larvas de cavalo-marinho mostrou-se ser

uma opg¢ao viavel para maior sobrevivéncia dos cavalos
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